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1.1. Η χρήση των αντιβιοτικών στις υδατοκαλλιέργειες 
 

Υδατοκαλλιέργειες είναι ο τομέας που σχετίζεται με την εκτροφή υδρόβιων 

οργανισμών, όπως είναι τα ψάρια, τα μαλάκια, τα καρκινοειδή, τα υδρόβια φυτά και 

μικροφύκη, και αποτελούν τον πιο γρήγορα αναπτυσσόμενο τομέα βιομηχανίας 

παραγωγής τροφής στον κόσμο, σύμφωνα με το FAO/NACA/WHO (1997). Οι 

υδατοκαλλιέργειες αποτελούν εδώ και αρκετές δεκαετίες μια από τις σημαντικότερες 

πηγές τροφής, απασχόλησης, αλλά και εισοδημάτων για πολλές χώρες. Η παγκόσμια 

παραγωγή ιχθύων, καρκινοειδών και μαλακίων, αυξάνει ραγδαία τα τελευταία χρόνια, 

αποτελώντας περίπου το 27% της παγκόσμιας παραγωγής τροφής (FAO, 2000). Τo 75% 

της παραγωγής αυτής προορίζεται κυρίως για ανθρώπινη κατανάλωση, αλλά ένα αρκετά 

σημαντικό ποσοστό αξιοποιείται για παραγωγή πρώτων υλών που χρησιμοποιούνται 

στην εκτροφή ψαριών και άλλων οργανισμών. 

Σημαντικό εμπόδιο στην ανάπτυξη του τομέα των υδατοκαλλιεργειών αποτελούν οι 

ασθένειες που προσβάλλουν τα εκτρεφόμενα είδη, καθώς μπορούν να προκαλέσουν 

σημαντικές απώλειες στην παραγωγή και προβλήματα στην υγεία των οργανισμών. Η 

επίλυση του προβλήματος αυτού με κατάλληλη διαχείριση έχει γίνει επιτακτική ανάγκη 

για τη στήριξη και την ανάπτυξη της παραγωγής των θαλάσσιων οργανισμών. 

Πολλοί παράγοντες συνέβαλλαν στη εξάπλωση των ασθενειών στις 

υδατοκαλλιέργειες. Κατά τη διάρκεια των τελευταίων τριών δεκαετιών, οι 

υδατοκαλλιέργειες έχουν επεκταθεί, εντατικοποιηθεί και διαφοροποιηθεί, με τη 

δημιουργία ιχθυογεννητικών σταθμών, την παραγωγή γόνου και τροφών. Αυτές οι 

δραστηριότητες φαίνεται να έπαιξαν τον κρισιμότερο ρόλο στην εισαγωγή και εξάπλωση 

παθογόνων βακτηρίων και ασθενειών στα συστήματα των υδατοκαλλιεργειών. Τα 

προβλήματα που δημιουργήθηκαν από την εξάπλωση των ασθενειών δεν αφορούν 

μονάχα θνησιμότητες των καλλιεργούμενων ειδών και απώλειες στην παραγωγή, αλλά 

έχουν μεγάλο αντίκτυπο στις μικρής – κλίμακας μονάδες υδατοκαλλιέργειας, οι οποίες 

στηρίζουν τις αγροτικές κοινότητες, τόσο στις αναπτυγμένες όσο και στις 

αναπτυσσόμενες χώρες, και μπορούν να προκαλέσουν σημαντικά προβλήματα, όπως 

μείωση της διαθεσιμότητας τροφής, έλλειψη εισοδήματος και ανεργία, με όλες τις 

σχετικές κοινωνικές συνέπειες.  
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Με την ανάπτυξη και ευρεία εφαρμογή των αντιβιοτικών, οι θνησιμότητες εξαιτίας 

μολυσματικών ασθενειών στους θαλάσσιους οργανισμούς ελαττώθηκαν δραστικά. Τα 

αντιβιοτικά είναι ουσίες φυσικής προέλευσης που έχουν την ικανότητα να θανατώνουν ή 

να παρεμποδίζουν την ανάπτυξη των μικροοργανισμών. Είναι μη τοξικά για τον ξενιστή 

και χρησιμοποιούνται για τη θεραπεία μολυσματικών ασθενειών ανθρώπων, ζώων και 

φυτών.   

Τα τελευταία χρόνια παρατηρείται παγκόσμια έξαρση των μολυσματικών 

ασθενειών, είτε λόγω εμφάνισης νέων μολυσματικών παραγόντων, είτε λόγω της 

επανεμφάνισης παλαιότερων μολυσματικών ασθενειών. Η ικανότητα πολλών 

βακτηριακών στελεχών να προσαρμόζονται σε αλλαγές του περιβάλλοντος και να 

επιζούν σε δυσμενείς συνθήκες και η γρήγορη αναπαραγωγή τους, συχνά έχει σαν 

αποτέλεσμα τη δημιουργία μεταλλαγών που επιτρέπουν στα είδη να επιβιώνουν σε 

μεταβαλλόμενες εξωτερικές συνθήκες. Επιπλέον, το γεγονός ότι τα κύτταρα των 

βακτηρίων μπορούν να έχουν πρόσβαση σε μια μεγάλη πηγή γονιδίων, όπως τα 

πλασμίδια και τα μεταθετά στοιχεία, τους δίνει μεγαλύτερη ικανότητα προσαρμογής. Η 

ικανότητα των βακτηρίων να προσαρμόζονται σε αλλαγές στο περιβάλλον τους και να 

επιζούν ονομάζεται ανθεκτικότητα. 

Η ανθεκτικότητα των βακτηρίων στα αντιβιοτικά αποτελεί ένα σοβαρό πρόβλημα 

σε παγκόσμια κλίμακα.  Οι επιλογές των φαρμάκων για την αντιμετώπιση των κοινών 

ασθενειών έχουν γίνει πλέον περιορισμένες, δαπανηρές και σε πολλές περιπτώσεις 

αναποτελεσματικές, εξαιτίας της εμφάνισης ανθεκτικών στελεχών βακτηρίων και 

μυκήτων (HHS, 1999). Καθώς δεν υπάρχουν αντιβιοτικά που να είναι ειδικά 

σχεδιασμένα για υδατοκαλλιέργειες, η χρήση τους θα πρέπει να είναι προσεκτική και 

ελεγχόμενη.  

Στον τομέα των υδατοκαλλιεργειών, η ευρεία χρήση των αντιβιοτικών για την 

αντιμετώπιση των βακτηριακών ασθενειών έχει οδηγήσει στη δημιουργία αρκετών 

ανθεκτικών στελεχών, όπως του Aeromonas hydrophila, A.salmonicida, Edwardsiella 

tarda, E.icttaluri, Vibrio anguillarum, V.salmonicida, Pasteurella piscida και Yersinia 

ruckeri (De Paola et al., 1995). Ανάμεσα στα βακτήρια της μικροχλωρίδας των 

δεξαμενών και στα βακτήρια θαλάσσιων ιζημάτων έχει βρεθεί ότι γίνεται οριζόντια 

μεταφορά ανθεκτικών γονιδίων μέσω πλασμιδίων. Τα πλασμίδια μεταφέρονται εκτός 
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από τα βακτήρια που βρίσκονται στο θαλάσσιο περιβάλλον, και σε παθογόνα που 

προσβάλλουν τον άνθρωπο, όπως είναι το Vibrio cholerae και το Vibrio 

parahaemolyticus (Angulo, 1999), με σοβαρό κίνδυνο απειλής της υγείας του.   

Μια άλλη παρενέργεια της χρήσης των αντιβιοτικών στις υδατοκαλλιέργειες είναι 

οι ενδεχόμενες τοξικές επιπτώσεις των ουσιών αυτών στο περιβάλλον. Ο βιολογικός ή 

οικολογικός αντίκτυπος των αντιβιοτικών σχετίζεται κυρίως με την έκθεση του 

οργανισμού στις ουσίες, γεγονός το οποίο εξαρτάται κυρίως από τις ποσότητες των 

ουσιών που χρησιμοποιούνται, τη μέθοδο εφαρμογής τους, τον τύπο καλλιέργειας και τις 

τεχνολογίες που χρησιμοποιούνται. Τα αντιβιοτικά εισάγονται στο περιβάλλον σαν 

αποτέλεσμα της διαφυγής τους από περιττώματα και από τροφή που δεν έχει 

καταναλωθεί και έχει εκτιμηθεί ότι το 75% τουλάχιστον των περισσότερων αντιβιοτικών 

που χρησιμοποιούνται μέσω της τροφής στα συστήματα των υδατοκαλλιεργειών 

εξάγονται στο περιβάλλον και συσσωρεύονται στα ιζήματα (Richardson and Bowron, 

1985; Halling-Sorenson et al., 1998; Lalumera et al., 2004).  

Για τους παραπάνω λόγους, τα τελευταία χρόνια γίνεται μια προσπάθεια να 

περιοριστεί η χρήση των αντιβιοτικών στις υδατοκαλλιέργειες εφαρμόζοντας 

εναλλακτικές λύσεις. Τέτοιες είναι η εφαρμογή  ανοσοενισχυτικών ουσιών, ο 

εμβολιασμός, η χρήση προβιοτικών κλπ.  

 

1.1.1. Εφαρμογή ανοσοενισχυτικών ουσιών 

 

Οι ανοσοενισχυτικές ουσίες είναι πολύτιμες για τον έλεγχο των ασθενειών των 

ψαριών και μπορεί να είναι πολύ χρήσιμες στις υδατοκαλλιέργειες. Διάφορες 

ανοσοενισχυτικές ουσίες έχουν αναφερθεί για καλλιέργειες ψαριών και καρκινοειδών, 

όπως για παράδειγμα χιτίνες, γλυκάνες και λακτοφερρίνες (Sakai, 1999). Επίσης 

διατροφικοί παράγοντες, όπως οι βιταμίνες Β και C, η αυξητική ορμόνη και η 

προλακτίνη, έχει βρεθεί ότι μπορούν να δράσουν σαν ανοσοενισχυτικά που 

διευκολύνουν τη δράση των φαγοκυττάρων και αυξάνουν τη βακτηριοστατική τους 

δράση ή διεγείρουν τα κυτταροτοξικά Τ-λεμφοκύτταρα, τη λυσοζύμη και τα αντισώματα 

των ψαριών. Η ενεργοποίηση αυτών των ανοσολογικών λειτουργιών έχει σαν 
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αποτέλεσμα την αυξημένη προστασία που προσφέρουν ενάντια σε μολυσματικές 

ασθένειες.  

Οι ανοσοενισχυτικές ουσίες παρόλο που είναι αποτελεσματικές για τα βακτηριακά 

παθογόνα, όπως για παράδειγμα το Vibrio anguillarum, V.salmonicida και Aeromonas 

salmonicida, και τις παρασιτικές ασθένειες, δεν είναι αποτελεσματικές για τα 

ενδοκυτταρικά παθογόνα, όπως το Renibacterium salmoninarum και Pasteurella 

piscicida. Επίσης, οι ουσίες αυτές πρέπει να χορηγούνται υπό ορισμένες προϋποθέσεις 

και για μικρό χρονικό διάστημα, διότι αλλιώς  χάνουν την αποτελεσματικότητα τους 

(Matsuo and Miyazano, 1993; Yoshida et al., 1995). Επιπλέον η δόση στην οποία θα 

χρησιμοποιηθούν πρέπει να εξετάζεται προσεκτικά, διότι υπερδοσολογία των ουσιών 

αυτών μπορεί να προκαλέσει ανοσοκαταστολή (Kitao et al., 1987). Για την 

αποτελεσματικότερη χρήση τους, πρέπει να συνυπολογισθούν το χρονικό διάστημα 

(Anderson, 1992; Kitao and Yoshida, 1986), η δόση (Kitao et al., 1987), η μέθοδος 

χορήγησης (Baba et al., 1993; Nikl et al., 1993) και η φυσιολογική κατάσταση του 

ψαριού (Wang and Belosevic, 1995; Sakai, 1999).       

    

1.1.2. Εμβόλια 

 

Ο εμβολιασμός έχει αποδειχθεί ως μια αποτελεσματική μέθοδος για την πρόληψη 

των μολυσματικών ασθενειών των εκτρεφόμενων ψαριών. Έως τώρα τα εμβόλια που 

έχουν δημιουργηθεί είναι αποτελεσματικά ενάντια σε αρκετές βακτηριακές ασθένειες, 

και κυρίως σε αυτές που προκαλούνται από Gram-αρνητικά βακτήρια, που είναι και τα 

δυσκολότερα να αντιμετωπιστούν. Η εφαρμογή των εμβολίων στα εκτρεφόμενα ψάρια 

έχει σαν αποτέλεσμα να μειώνεται το ποσοστό θνησιμότητας των εκτρεφόμενων ψαριών 

από βακτηριακές ή ιικές ασθένειες (Gudding et al., 1999).  

Παρά τα θετικά αποτελέσματα της χρήσης των εμβολίων, υπάρχουν και κάποιοι 

περιορισμοί ως προς την εφαρμογή τους. Έτσι, το υψηλό τους κόστος περιορίζει τη 

συχνότητα χρήσης τους, ενώ μπορούν να προκληθούν τοπικές αντιδράσεις στην 

περιτοναϊκή κοιλότητα από τα ενέσιμα εμβόλια, που είναι και τα πιο αποτελεσματικά 

(Gudding et al., 1999). Το βασικότερο όμως πρόβλημα είναι ότι δεν μπορούν να 
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εφαρμοστούν κατά τα πρώτα αναπτυξιακά στάδια, στα οποία έχουμε και το μεγαλύτερο 

ποσοστό θνησιμότητας (Olafsen, 2001; Vine et al., 2006). 

 

1.1.3. Χρήση προβιοτικών ουσιών και παραγόντων βιοελέγχου (biocontrol agents) 

 

Στα πρώτα αναπτυξιακά στάδια (νύμφες), τα ψάρια είναι περισσότερο επιρρεπή σε 

ασθένειες διότι δεν έχουν καλά ανεπτυγμένο ανοσοποιητικό σύστημα (Olafsen, 2001). 

Τα βακτήρια εισβάλλουν στον πεπτικό τους σωλήνα με την κατάποση νερού 

επηρεάζοντας τη μικροχλωρίδα του εντέρου η οποία παράγει αντιγόνα στον οργανισμό 

των νυμφών πριν ακόμα αρχίσει το ενεργό τάισμα (Olafsen, 2001), οδηγώντας έτσι στο 

σχηματισμό μιας αυτόχθονης μικροχλωρίδας. Η μικροχλωρίδα των θαλάσσιων 

ασπόνδυλων μπορεί να περικλείει βακτήρια που είναι παθογόνα για άλλους οργανισμούς, 

και, συνεπώς, οι ασπόνδυλοι οργανισμοί που χρησιμοποιούνται ως τροφή στις 

υδατοκαλλιέργειες, όπως για παράδειγμα η Artemia sp., μπορεί να είναι φορείς 

παθογόνων για τις εκτρεφόμενες νύμφες (Olafsen, 2001). Για το λόγο αυτό, υπάρχει 

άμεση ανάγκη για καλύτερο μικροβιακό έλεγχο κυρίως κατά τη διάρκεια της εντατικής 

«νυμφικής» παραγωγής, όπου τα οπορτουνιστικά βακτήρια αναπτύσσονται πιο εύκολα.            

Η χρήση των προβιοτικών είναι ευρύτατα διαδεδομένη στη ζωική παραγωγή, και ο 

μικροβιακός έλεγχος φαίνεται να έχει αποτελέσματα και στις υδατοκαλλιέργειες, στις 

οποίες όμως, ο όρος «προβιοτικά» χρησιμοποιείται συχνά αόριστα για να περιγράψει ένα 

μικροβιακό πληθυσμό που είναι υπεύθυνος για βιοέλεγχο ή βιοαποικοδόμηση. Η ορθή 

σημασία είναι αυτή που ορίζει τα προβιοτικά ως «ένα ζωντανό μικροβιακό διατροφικό 

συμπλήρωμα που επηρεάζει θετικά το ζώο-ξενιστή με βελτίωση της εντερικής 

μικροβιακής ισορροπίας του, και βελτίωση της υγείας του» (Fuller, 1989).  

Ενώ τα εμβόλια απαιτούν τη συμμετοχή κυττάρων-ξενιστών για να έχουν θετικά 

αποτελέσματα, τα προβιοτικά προστατεύουν τους ξενιστές τους από παθογόνα, 

παράγοντας μεταβολίτες που εμποδίζουν την αποίκηση ή αύξηση άλλων 

μικροοργανισμών ή ανταγωνιζόμενες με αυτά για τις πηγές θρεπτικών ή το χώρο 

(Ouwehand et al., 1999; Forestier et al., 2001; Pinchuk et al., 2001; Fiorillo et al., 2002; 

Mukai et al., 2002; Servin and Coconnier, 2003; Vine et al., 2004). 
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Παρόλο που η προσθήκη δυνητικών προβιοτικών μικροοργανισμών στο νερό 

εκτροφής είναι ένα μέσο βιοελέγχου, είναι πιθανό ορισμένα από αυτά να καταπίνονται 

και να έχουν ένα προβιοτικό αποτέλεσμα στο ζώο-ξενιστή. Αυτό συχνά δεν διερευνάται 

(Nogami and Maeda,1992; Jory, 1998; Moriarty, 1998; Ruiz-Ponte et al., 1999; 

Verschuere et al., 1999; Douiller, 2000; Chythanya et al., 2002) καθώς θεωρείται ως μια 

μέθοδος βελτίωσης της ποιότητας του νερού, παρά ενίσχυσης της εντερικής 

μικροχλωρίδας των ζώων που ζουν στο νερό.  

Για να βελτιώσει κανείς τις βιολογικές αποδόσεις των εκτρεφόμενων ειδών, οι 

συνθήκες κατά την εντατική καλλιέργεια θα πρέπει να ελέγχονται προσεκτικά. Οι 

μικροοργανισμοί που μπορούν να προστεθούν σε ένα εντατικό σύστημα καλλιέργειας 

ψαριών ήταν μέχρι πρόσφατα άγνωστοι. Σήμερα είναι διαθέσιμο ένα ευρύ φάσμα 

μικροοργανισμών που μπορούν να χρησιμοποιηθούν για να βελτιώσουν την ποιότητα 

του νερού ή ως βιοφίλτρα ή ως πηγή ζωντανής τροφής. Αρχικά η έρευνα εστιάσθηκε 

στην πιθανή χρήση των προβιοτικών στα ενήλικα στάδια των εκτρεφόμεμων οργανισμών  

(Limsuwan and Lovell, 1981; Lovell, 1981; Lovell and Limsuwan, 1982; MacDonald et 

al., 1986), ενώ από τα τέλη της δεκαετίας του ’80 άρχισε να διερευνάται η χρήση τους 

και για τα νυμφικά στάδια (Castagna et al., 1989; Nicolas et al., 1989; Gatesoupe, 1990; 

Munilla-Moran et al., 1990). Σήμερα, η έρευνα επικεντρώνεται στη χρήση βακτηρίων, 

όπως των γαλακτικών (Perdigon et al., 1995; Salminen et al., 1998; Kontula, 1999; 

Tannock, 1999), σαν προβιοτικούς οργανισμούς και γίνεται προσπάθεια να κατανοηθεί ο 

μηχανισμός δράσης τους. Παρόλα αυτά, σαν προβιοτικά μπορούν να χρησιμοποιηθούν 

και άλλοι οργανισμοί όπως είναι οι μύκητες, ενώ τα μικροφύκη μπορούν να 

χρησιμοποιηθούν ως παράγοντας βιοελέγχου του συστήματος εκτροφής. 

Η χρήση των μικροφυκών σαν παράγοντες βιοελέγχου είναι αρκετά κοινή στην 

εκτροφή νυμφών πολλών ειδών ψαριών (Reitan et al., 1997; Dhert et al., 1998). Με τη 

προσθήκη βακτηρίων στις καλλιέργειες μπορεί να παραταθεί η στατική φάση των φυκών 

(Avendando and Riquelme, 1999), η οποία είναι ιδανική κατά την εκτροφή των νυμφών, 

καθώς η καλλιέργεια πολλών ειδών βασίζεται στην τεχνική του «στάσιμου νερού» 

(‘stagnant water technique’). Η παρουσία των μικροφυκών στο νερό εκτροφής έχει 

βρεθεί ότι επηρεάζει τη σύσταση της μικροχλωρίδας, μειώνοντας συχνά τον αριθμό των 

πιθανών παθογόνων ή οπορτουνιστικών βακτηρίων (Douillet and Langdon, 1994; 
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Avendano and Riquelme, 1999; Eddy and Jones, 2002; Gomez-Gil et al., 2002). Εκτός 

από τις γνωστές ευεργετικές επιπτώσεις των φυκών στην επιβίωση των νυμφών, η χρήση 

της τεχνικής του πράσινου νερού (‘green water technique’)  κατά τα πρώτα στάδια της 

νυμφικής εκτροφής μπορεί να βοηθήσει τις νύμφες, ελέγχοντας τη μικροχλωρίδα του 

νερού της καλλιέργειας, παράγοντας μεταβολίτες με αντιμικροβιακή δράση που 

ελαττώνει το μικροβιακό φόρτο και ιδιαίτερα τα οπορτουνιστικά βακτήρια, και 

βελτιώνοντας την παραγωγή των πεπτικών ενζύμων (Vine et al., 2006). 

 

 

1.2. Αντιμικροβιακή δράση σε φύκη 

 

Η χρήση των φυκών για θεραπευτικούς σκοπούς έχει μια μεγάλη ιστορία (Hoppe, 

1979; Glombitza & Koch, 1989), ενώ η συστηματική εξέταση των φυκών για εντοπισμό 

βιολογικά ενεργών ουσιών, και κυρίως αντιβιοτικών, ξεκίνησε τη δεκαετία του 1950. Οι 

πρώτες έρευνες επικεντρώθηκαν κυρίως σε in vitro δοκιμές της δράσης αυτών των 

ουσιών και μονάχα, μετά τη δεκαετία του 1970, το ενδιαφέρον μετατοπίστηκε στην in 

vivo εξέταση της δραστικότητας (Baker, 1984; Reichelt & Borowitzka, 1984). 

Το ενδιαφέρον για την παραγωγή αντιμικροβιακών ουσιών ξεκίνησε από τα 

μακροφύκη, ενώ τα μικροφύκη άρχισαν να μελετούνται εκτενώς μετά τη δεκαετία του 

1980 (Moore et al., 1988; Kellam & Walker, 1989; Patterson et al., 1991).  

  

1.2.1. Δράση σε μακροφύκη 

 

Η παγκόσμια εκμετάλλευση των μακροφυκών αποτελεί μια βιομηχανία πολλών 

δισεκατομμυρίων δολαρίων. Το μεγαλύτερο μέρος από αυτή βασίζεται στην καλλιέργεια 

εδώδιμων ειδών ή ειδών που χρησιμοποιούνται για την παραγωγή άγαρ και αλγινικού 

οξέος, ενώ μεγάλο βάρος έχει δοθεί στην παραγωγή υδροκολλοειδών λόγω της ευρείας 

χρήσης τους από τη βιομηχανία (Renn, 1997). Τα τελευταία χρόνια οι φαρμακευτικές 

εταιρίες άρχισαν να ψάχνουν για θαλάσσιους οργανισμούς, συμπεριλαμβανομένων των 

μακροφυκών, στην έρευνα τους για νέα φάρμακα από θαλάσσια προϊόντα. Αυτά τα 
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προϊόντα άρχιζαν όλο και περισσότερο να χρησιμοποιούνται στην ιατρική και βιοχημική 

έρευνα.  

Πριν από το 1950, οι θεραπευτικές ιδιότητες των φυκών περιορίζονταν στην 

παραγωγή παραδοσιακών φαρμάκων (Lincoln et al., 1991). Κατά τη διάρκεια της 

δεκαετίας του ’80 και ’90, ουσίες με βιολογική δραστικότητα ή φαρμακολογικές 

ιδιότητες (βιοδραστικότητα) ανακαλύφθηκαν από θαλάσσια βακτήρια, ασπόνδυλα και 

φύκη (Mayer and Lehmann, 2000). Σύμφωνα με τους Ireland et al. (1993), τα φύκη 

αποτέλεσαν το 35% των πηγών νέων χημικών μεταξύ 1977 και 1987, ακολούθησαν οι 

σπόγγοι με 29% και τα κνιδόζωα με 22%. Η ανακάλυψη νέων προϊόντων από τα 

μακροφύκη έχει αυξηθεί από το 1995 και η προσοχή έχει στραφεί τα τελευταία χρόνια 

στους θαλάσσιους μικροοργανισμούς (Kelecom, 2002). 

Η επιλογή κατάλληλων δειγμάτων για ανάλυση της βιολογικής δραστικότητας που 

θα χρησιμεύσει για την ανάπτυξη νέων φαρμάκων συχνά βασίζεται σε οικολογικές 

παρατηρήσεις των οργανισμών και περιλαμβάνει οργανισμούς με μοναδικούς 

μηχανισμούς για την αντιμετώπιση των περιβαλλοντικών πιέσεων (Haefner, 2003). Στην 

κατεύθυνση αυτή έχει βοηθήσει πολύ η χημική οικολογία. Μια άλλη οδός για την 

ανακάλυψη νέων συστατικών είναι μέσω της ανάλυσης θαλάσσιων τοξινών. Οι τοξίνες 

των μακροφυκών είναι σπανιότερες από αυτές των μικροφυκών και των 

κυανοβακτηρίων, και πολύ μικρή έρευνα έχει γίνει πάνω σε αυτές (Smit, 2004).  

Η ικανότητα των μακροφυκών να παράγουν δευτερογενείς μεταβολίτες 

ενδεχόμενου ενδιαφέροντος έχει αναφερθεί εκτενώς (Faulkner, 1993; Scheuer, 1987). 

Υπάρχουν πολυάριθμες αναφορές συστατικών που προήλθαν από μακροφύκη με ένα 

ευρύ φάσμα βιολογικών δραστικοτήτων, όπως αντιβιοτικά, αντϊικά, αντικαρκινικά και 

αντιφλεγμονώδη (Scheuer, 1990), καθώς επίσης και νευροτοξίνες (Gil-Rodriguez and 

Alfonso-Carillo, 1981). Επίσης χημικές ουσίες που είναι υπεύθυνες για αντιβιοτική 

δράση είναι ευρέως διαδεδομένες στα φύκη. Ουσίες ιδιαίτερου ενδιαφέροντος αποτελούν 

και τα αλογονομένα συστατικά, όπως τα αλογονομένα αλκάνια και αλκένια, οι αλκοόλες, 

οι αλδεΰδες, οι υδροκουινόνες και οι κετόνες (Lincoln et al., 1991). Συστατικά, όπως οι 

στερόλες και τα ετεροκυκλικά και φαινολικά συστατικά, ορισμένες φορές έχει βρεθεί ότι 

έχουν και αυτά αντιβιοτική δράση (Ahmad et al., 1993). Παρόλο που υπάρχουν 

πολυάριθμες αναφορές που έχουν να κάνουν με την ανασταλτική δράση των 
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μακροφυκών ενάντια σε ανθρώπινα παθογόνα, μύκητες και ζύμες, λίγη προσοχή έχει 

δοθεί στη δράση τους ενάντια σε παθογόνα ψαριών (Sridhar and Vidyavathi, 1991; 

Mahasneh et al., 1995; de Val et al., 2001; Liao et al., 2003). 

 

1.2.2. Δράση σε μικροφύκη  

 

Τα μικροφύκη, όπως και τα μακροφύκη, παράγουν μια ποικιλία από αξιοπρόσεκτα 

συστατικά που αναφέρονται ως δευτερογενείς μεταβολίτες. Αυτοί συνθέτονται από τον 

οργανισμό στις καλλιέργειες προς το τέλος της εκθετικής φάσης αύξησης και κατά τη 

στατική φάση (Schlengel, 1985). Οι ουσίες αυτές φαίνεται να είναι διαφορετικές και 

ποικιλόμορφες όσον αφορά τη χημική τους δομή και τη φυσιολογική τους λειτουργία. Ο 

όρος «βιοδραστικές ουσίες» περιλαμβάνει τις ουσίες που μπορούν ακόμη και σε χαμηλές 

συγκεντρώσεις να επηρεάσουν τις διαδικασίες της ζωής – ευεργετικά ή επιζήμια. Γενικά 

αναφέρεται στους δευτερογενείς μεταβολίτες που τραβούν το ενδιαφέρον τόσο στους 

επιστήμονες όσο και στις βιομηχανίες. Τέτοιοι μπορεί να είναι πολυακόρεστα λιπαρά 

οξέα (Cohen & Vonshak, 1991; Mahajan & Kamat, 1995), β-καροτένιο και άλλες 

χρωστικές (αντιοξειδωτικά, Bhat & Madyastha, 2000; Madhava et al., 2000), θειούχοι 

πολυσακχαρίτες (αντιικά) και στερόλες (αντιμικροβιακές, Borowitzka & Borowitzka, 

1988; Otles & Pire, 2001; Xue et al., 2002), αμινοξέα και πεπτίδια, βιταμίνες, 

αντιβιοτικές και τοξικές ουσίες. Οι βιοδραστικές ουσίες αυτής της φύσης έχουν τραβήξει 

την προσοχή όχι μόνο της βιομηχανίας, αλλά και των μικροβιολόγων και των οργανικών 

χημικών να διεξάγουν έρευνα γύρω από τα συγγενικά τους μόρια, τη δομή τους, την in 

vitro σύνθεση τους και τους τρόπους δράσης τους. 

Τα μικροφύκη θεωρούνται ως οι κύριοι πρωτογενείς παραγωγοί των υδατικών 

συστημάτων (Hoek et al., 1995). Σαν ομάδα, μπορούν να αντιμετωπίσουν υψηλές και 

χαμηλές θερμοκρασίες, ευνοϊκές και δυσμενείς εντάσεις φωτός, χαμηλή διαθεσιμότητα 

στα απαραίτητα θρεπτικά και άλλες πηγές. Τα μικροφύκη έχουν επιπλέον το 

πλεονέκτημα της μαζικής καλλιέργειας για την παραγωγή των επιθυμητών συστατικών. 

Η έρευνα για βιοδραστικές ουσίες στα μικροφύκη γίνεται ολοένα και πιο ελπιδοφόρα, 

καθώς όλο και περισσότερα είδη αρχίζουν να καλλιεργούνται. 
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Η καλλιέργεια των μικροφυκών και η διατήρηση τους σε συλλογές καλλιέργειας ως 

μια σταθερή ανανεώσιμη πηγή (Hunter-Cevera and Belt, 1996) είναι ένα μεγάλο 

πλεονέκτημα για την χρήση τους για βιοτεχνολογικούς σκοπούς. Όμως, η καλλιέργεια 

τους δεν είναι πάντα εύκολη (Richmond, 1999). Μονάχα «δυνατά» στελέχη μικροφυκών 

έχουν καλλιεργηθεί μέχρι τώρα για οικονομικούς σκοπούς (Vonshak and Richmond, 

1985; Cohen, 1999). Ανάμεσα τους είναι είδη από τα γένη Arthrospira (Spirulina), 

Chlorella, Dunaliella, Haematococcus, Porphyridium, και Scenedesmus. 

Ο έλεγχος των μικροφυκών ως πηγή για βιοδραστικά χημικά περιλαμβάνει την 

δημιουργία μονοκαλλιεργειών, τη μαζική παραγωγή τους, την εκχύλιση τους και την 

εκτέλεση βιοδοκιμών και χημικών αναλύσεων για χαρακτηρισμό της δομής τους. Προς 

το παρόν πολύ λίγες μέθοδοι και εργαστηριακά εγχειρίδια είναι διαθέσιμα (Stein, 1973; 

Hellebust and Craigie, 1978; Gantt, 1980; Littler and Littler, 1985; Richmond, 1986; 

Penn, 1991; Vogel and Vogel, 1997; Kessler, 2000).   

Η μελέτη των δευτερογενών μεταβολιτών στα μικροφύκη έχει προχωρήσει στο 

στάδιο της απομόνωσης και αναγνώρισης των βιοδραστικών συστατικών, μέσω της 

έρευνας της βιοσύνθεσης και της μελέτης του φυσιολογικού ελέγχου των μηχανισμών 

που εμπλέκονται. Ο δευτερογενής μεταβολισμός είναι ένα μέρος της φυσιολογικής 

αύξησης του κυττάρου των μικροφυκών, που σχετίζεται με τις αλληλεπιδράσεις με το 

περιβάλλον. Τα συστατικά που σχηματίζονται κατά το στάδιο του δευτερογενούς 

μεταβολισμού (ιδιόφαση) δομούνται γενικά από ξεχωριστά στοιχεία που συσσωρεύονται 

– είτε στα κύτταρα των μικροφυκών είτε στο μέσο της καλλιέργειας – κατά τη διάρκεια 

της περιόδου αύξησης (τροφοφάση, (Richter, 1978).  

Η σύνθεση των δευτερογενών μεταβολιτών συνήθως είναι μεγαλύτερη όταν οι 

συνθήκες ανάπτυξης είναι ευνοϊκότερες, αλλά σε ορισμένες περιπτώσεις έχουμε και το 

αντίθετο, δηλαδή παραγωγή σημαντικών δευτερογενών μεταβολιτών υπό συνθήκες 

στρες (Rai and Gaur, 2001). Συχνά η σύνθεση των μεταβολιτών καταστέλλεται από 

ανόργανο φώσφορο και από πηγές άνθρακα και αζώτου, προσπαθώντας να υποστηρίξει 

περισσότερο την ανάπτυξη της βιομάζας από τη διαφοροποίηση των κυττάρων. 

Μεταλλάγματα μικροφυκών που έχουν μη φυσιολογική κυτταρική διαφοροποίηση και 

φυσιολογική συμπεριφορά μπορούν να παρουσιάσουν αλλαγές στο δευτερογενή 

μεταβολισμό τους. Επίσης μπορούν να χάσουν την ικανότητα τους να σχηματίζουν ένα 
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ξεχωριστό δευτερογενή μεταβολίτη, ενώ φαινοτυπικά φαίνεται να μεγαλώνουν και να 

αναπτύσσονται φυσιολογικά. Παρόλα αυτά, τα δεδομένα δείχνουν ότι τουλάχιστον 

ορισμένοι από τους σχετικούς μεταβολίτες επηρεάζουν τους παραγωγούς τους σαν 

αυτορυθμιστές ανάπτυξης όπως για παράδειγμα, τη σπορογένεση, την παραγωγή 

αντιβιοτικών, κλπ., κατά τη διαφοροποίηση των κυττάρων (Black and Wolk, 1994). 

Η ανάπτυξη της μοριακής βιολογίας οδήγησε σε μια καλύτερη κατανόηση των 

βιοδραστικών ουσιών σε γενικές γραμμές, της βιοσύνθεσης και των φυσιολογικών τους 

λειτουργιών συγκεκριμένα (Lodish et al., 1995). Η ανάπτυξη των γενετικών εργαλείων – 

κυρίως των συστημάτων μεταφοράς γονιδίων και των μεταθετών στοιχείων – μπορεί να 

θεωρηθεί σαν ένα προοίμιο για μελλοντικό γενετικό χειρισμό των μικροφυκών. Ήδη σε 

ορισμένα γένη όπως το Chlamydomonas, Nostoc και Synechoccus, έχει ολοκληρωθεί ή 

είναι καθ’ οδόν ο σχεδιασμός γενετικού χάρτη. Ωστόσο, παραμένει μεγάλος ο αριθμός 

των μη ταυτοποιημένων εκχυλισμάτων μικροφυκών και εξωκυτταρικών προϊόντων που 

έχουν βρεθεί ότι εμφανίζουν αντιμικροβιακή δράση (ενάντια σε βακτήρια, μύκητες, 

πρωτόζωα, μικροφύκη, ιούς).  

Ενώ αρχικά η έρευνα πάνω στα μικροφύκη για την παραγωγή νέων βιοδραστικών 

συστατικών επικεντρώθηκε στην καταπολέμηση κυρίως ανθρώπινων παθογόνων (Bruce 

et al., 1967; Higgs, 1981; Mason et al., 1982; Ohta et al., 1995; Pratt et al., 1944), τα 

τελευταία χρόνια, τα μικροφύκη, χρησιμοποιούνται ως παράγοντες βιοελέγχου, όπως 

αναφέρθηκε και παραπάνω, στην καλλιέργεια ψαριών και καρκινοειδών για την 

καταπολέμηση των παθογόνων και των οπορτουνιστικών βακτηρίων του θαλάσσιου 

περιβάλλοντος (Vine et al., 2006). Η τεχνική του «πράσινου νερού», σύμφωνα με την 

οποία στη δεξαμενή που εκτρέφονται νύμφες ψαριών ή καρκινοειδών προστίθενται 

μικροφύκη, έχει βρεθεί ότι έχει θετική επίδραση στη βιωσιμότητα των νυμφών (Oie et 

al., 1997) και στη σύνθεση των ειδών της εντερικής μικροχλωρίδας των νυμφών, 

ελαττώνοντας τους αριθμούς των οπορτουνιστικών βακτηρίων (Salvesen et al., 1999). 

Στις καλλιέργειες των τροχόζωων, η χρήση των μικροφυκών έχει οδηγήσει σε μείωση 

του αριθμού βακτηρίων που σχετίζονται με αυτά σε σύγκριση με καλλιέργειες που 

βασίζονται σε διατροφή με ζύμες (Oie et al., 1994).  

Πέραν από τη διατροφική υποστήριξη που παρέχουν, τα μικροφύκη επιδρούν στη 

βακτηριακή κοινότητα των δεξαμενών εκτροφής (Tubiash et al., 1965; Bell et al., 1974; 
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Kellam andWalker, 1989; Skjermo and Vadstein, 1993; Salvesen et al., 1999). Οι 

αλληλεπιδράσεις μικροφυκών-βακτηρίων είναι σύνθετες και μπορούν να αναγνωριστούν 

ως ανταγωνιστικές ή παρασιτικές. Τα μικροφύκη μπορούν να προάγουν και/ή να 

εμποδίζουν την ανάπτυξη των βακτηρίων με την παραγωγή οργανικών εκχυλισμάτων και 

τοξικών μεταβολιτών (Duff et al., 1996; Kogure et al., 1979; Cole, 1982; Brock and 

Clyne, 1984). Από την άλλη, τα βακτήρια μπορούν να έχουν ευεργετική επίδραση στα 

μικροφύκη μέσω της αποικοδόμησης οργανικών μεταβολιτών ή της παραγωγής 

διεγερτικών ουσιών για την αύξηση του φυτοπλαγκτού (Delucca and McCracken, 1978; 

Riquelme et al., 1988). Επίσης, έχει βρεθεί ότι ορισμένα είδη βακτηρίων που συμβιούν 

με τα μικροφύκη παρουσιάζουν αντιμικροβιακές ιδιότητες ενάντια σε παθογόνα 

βακτήρια (Makridis et al., 2006). Γιαυτό δεν είναι καθολου ξεκάθαρο η αντιμικροβιακή 

δράση οφείλεται στα βακτήρια ή στα ίδια τα φύκη. Μια υπόθεση αναφέρεται στον 

ανταγωνισμό που δημιουργείται μεταξύ των παθογόνων βακτηρίων και των βακτηρίων 

που συμβιούν με τα μικροφύκη, ή με παραγωγή αντιμικροβιακών ουσιών από τα ίδια τα 

κύτταρα των μικροφυκών (Makridis et al., 2006).    

 
 
1.3. Σκοπός της παρούσας εργασίας 

 

Η αντιμικροβιακή δράση των μικροφυκών είναι γνωστή εδώ και αρκετά χρόνια 

(Austin et al., 1992; Katharios et al., 2005; Rosa et al., 2005; Makridis et al., 2006), ενώ 

αποστάγματα τους έχουν αποδεδειγμένη επίδραση σε παθογόνα ανθρώπων, αλλά και 

ψαριών, δίθυρων και καρκινοειδών. Ο κύριος στόχος της παρούσας μελέτης είναι να 

καθορίσει την αντιμικροβιακή δράση των καλλιεργούμενων μικροφυκών ως προς την 

ικανότητα τους να εμποδίζουν την ανάπτυξη των παθογόνων βακτηρίων των ψαριών, με 

σκοπό να χρησιμοποιηθούν στο μέλλον σαν εναλλακτική πηγή αντιβιοτικών ουσιών στις 

υδατοκαλλιέργειες. Από έρευνες που έχουν πραγματοποιηθεί μέχρι σήμερα σε θαλάσσια 

μικροφύκη (Austin et al., 1992; Katharios et al., 2005), έχει διαπιστωθεί ότι αποτελούν 

μια εξαιρετική πηγή βιολογικών ενεργών προϊόντων που μπορούν να χρησιμεύσουν ως 

προφυλακτικά και θεραπευτικά απέναντι σε βακτηριακές ασθένειες των ψαριών.  

Στόχος της παρούσας εργασία είναι, αφού εξεταστεί η αντιμικροβιακή 

δραστικότητα των μικροφυκών, να προσδιορισθούν οι δραστικές ουσίες με τη βοήθεια 
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χρωματογραφίας, και να ελεγθεί η δραστικότητα τους. Για το σκοπό των πειραμάτων 

μας, χρησιμοποιήθηκαν είδη μικροφυκών που χρησιμοποιούνται ευρέως στις 

υδατοκαλλιέργειες, κυρίως ως πηγή τροφή για τις νύμφες ή την Artemia sp. 

 

Είδη που χρησιμοποιήθηκαν  

          

Τα μικροφύκη είναι φωτοσυνθετικοί μικροοργανισμοί προκαρυωτικής 

(κυανοβακτήρια) και ευκαρυωτικής φύσης. Περιλαμβάνουν 11 διαιρέσεις και 28 κλάσεις 

(Hoek et al., 1995). Ως τώρα έχουν περιγραφεί 30000 είδη τα οποία όμως αναμένεται να 

αυξηθούν με την προσθήκη νέων γνώσεων (Norton et al., 1996). Τα μικροφύκη 

χαρακτηρίζονται για την ομοιομορφία τους σε μορφολογικό επίπεδο και δεν εμφανίζουν 

υψηλό ενδημισμό. Παρόλα αυτά, η γενετική τους ποικιλομορφία μεταβάλλεται σε τοπική 

και παγκόσμια κλίμακα μεταξύ και εντός των πληθυσμών σε μικρή κλίμακα (Gallagher, 

1980; Medlin et al., 1996; Phillips and Fawley, 2000).   

Οργανισμοί από όλες σχεδόν τις κλάσεις των φυκών έχουν μελετηθεί για την 

περιεκτικότητα τους σε βιοδραστικές ουσίες ή άλλα συστατικά μεγάλης σημασίας. Προς 

το παρόν τα κυανοβακτήρια και τα φυτομαστιγωτά φαίνεται να έχουν το μεγαλύτερο 

ενδιαφέρον, ενώ τα Heterokontophyta, Haptophyta, Cryptophyta, Dinophyta, 

Euglenophyta και Chlorophyta παρουσιάζουν ποικιλία ασυνήθιστων χημικών ουσιών 

που πιθανόν να είναι περιζήτητες στο μέλλον.  

Τα είδη τα οποία εμείς μελετήσαμε είναι τα ακόλουθα πέντε:  

 

1. Chlorella minutissima 

 

Τα είδη του γένους Chlorella συναντώνται σε όλα τα υδάτινα ενδιαιτήματα 

παρουσιάζοντας κοσμοπολίτικο χαρακτήρα και απλούς κύκλους ζωής. Το γένος 

Chlorella ανήκει στα Chlorophyta και η ταξινόμηση του είναι πολύπλοκη, επειδή τα είδη 

του δεν μπορούν να διακριθούν βάσει των μορφολογικών χαρακτηριστικών, και για αυτό 

έχει προταθεί η χρήση βιοχημικών και φυσιολογικών κριτηρίων για την ταυτοποίηση.  

Με βάση την εξωτερική τους μορφολογία, τα είδη της Chlorella ταξινομούνται σε 

τέσσερις ομάδες: (1) σφαιρικά κύτταρα, (2) ελλειψοειδή κύτταρα, (3) σφαιρικά ή 
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ελλειψοειδή κύτταρα, (4) σφαιροειδή κύτταρα (Richmond, 1986). Κατά την 

αναπαραγωγή που είναι αποκλειστικά αγενής, κάθε ώριμο κύτταρο διαιρείται 

παράγοντας τέσσερα ή οκτώ αυτοσπόρια, που ελευθερώνονται με ρήξη ή διάλυση του 

μητρικού τοιχώματος. Το μέγεθος των κυττάρων συνήθως κυμαίνεται από 2 – 10μm σε 

διάμετρο, έχουν πράσινο χρώμα, λόγω των χλωροφυλλών που περιέχουν, και δεν έχουν 

μαστίγια.  

Η φωτοσυνθετική απόδοση του μικροφύκους Chlorella μπορεί θεωρητικά να 

φτάσει το 8% (Zelitch, 1971), και για αυτό το λόγο θεωρείται ως μια ενδεχόμενη πηγή 

τροφής και ενέργειας. Κατά τη δεκαετία του ’40 και ’50, το μικροφύκος αυτό 

αντιμετωπίζονταν ως μια πιθανή λύση στο πρόβλημα της πείνας, καθώς μπορεί να 

παρέχει υψηλής ποιότητας τροφή με χαμηλό κόστος παραγωγής. Είναι ιδανική πηγή 

τροφής λόγω της υψηλής περιεκτικότητας του σε πρωτεΐνες και άλλα απαραίτητα 

θρεπτικά: όταν ξηρανθεί αποτελείται από 45% πρωτεΐνη, 20% λίπος, 20% υδατάνθρακες, 

5% ίνες και 10% μεταλλικά άλατα και βιταμίνες. Παρόλα αυτά, επειδή είναι 

μονοκύτταρος οργανισμός, η συγκομιδή του παρουσιάζει πρακτικές δυσκολίες σε 

συνθήκες μαζικής παραγωγής. Εκτός από τη διατροφική της αξία, έρευνες έδειξαν ότι η 

Chlorella έχει και θεραπαυτικές ιδιότητες. Στα ποντίκια εμφανίζει αντικαρκινικές 

ιδιότητες όταν τρέφονται με αυτή, ενώ συμβάλει στον έλεγχο του βάρους και την 

ενίσχυση του ανοσοποιητικού συστήματος (Belasco, 1997).   

 

2. Tetraselmis chuii 

 

Το είδος αυτό ανήκει στα Chlorophyta και χρησιμοποιείται ευρέως στις 

υδατοκαλλιέργειες, και καλλιεργείται μαζικά, καθώς αποτελεί πηγή τροφής για πολλά 

είδη ψαριών, γαρίδων και οστρακόδερμων. Τα είδη που ανήκουν στο γένος Tetraselmis 

έχουν κύτταρα που κυμαίνονται από 5 - 25 μm, έχουν ελλειψοειδές σχήμα, 

περιβάλλονται από ένα λεπτό κυτταρικό τοίχωμα, και τέσσερα μαστίγια που εκφύονται 

από ένα σημείο, τα οποία τα βοηθούν να κινούνται ελεύθερα. Το είδος Tetraselmis chuii 

αποτελεί εξαιρετική πηγή τροφής για τους θαλάσσιους οργανισμούς καθώς περιέχει 

υψηλά ποσοστά λιπιδίων και αμινοξέα που ενισχύουν τη διατροφή και την υγεία των 

ψαριών.  
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3. Arthrospira (Spirulina) platensis 

 

Το είδος Arthrospira (Spirulina) platensis, μαζί με την Arthrospira (Spirulina) 

maxima, αποτελούν τα πιο γνωστά είδη του γένους Arthrospira, κυανοβακτήρια που 

χαρακτηρίζονται από κύτταρα με μορφή σπιράλ (Castenholz, 1989). Είναι ευρέως 

διαδεδομένα, απαντούν σε μια ποικιλία περιβαλλόντων, ιδιαίτερα στα αλκαλικά, σε 

υφάλμυρα και θαλασσινά νερά, όπου συνήθως επικρατούν και προκαλούν «ανθίσεις» 

(bloom, Ciferri, 1983). Από τα λίγα κυανοβακτήρια που χρησιμοποιούνται στην 

ανθρώπινη διατροφή, η A. platensis ήταν το πρώτο που καλλιεργήθηκε μαζικά 

χρησιμοποιώντας μεθόδους βιοτεχνολογίας. Η παγκόσμια ετήσια παραγωγή της σε 

βιομάζα το 2000 υπολογίστηκε στους 2000 τόνους. Το μικροφύκος αυτό εκτός από 

διατροφικό συστατικό χρησιμοποιείται για την παραγωγή χημικών για κλινική διάγνωση, 

βιολογική έρευνα και παραγωγή καλλυντικών. Οι τελευταίες έρευνες για τις 

θεραπευτικές επιδράσεις της Arthrospira αναμένεται να προάγουν τη χρήση του 

οργανισμού αυτού από τις φαρμακευτικές εταιρίες, ενώ προβλέπεται ότι θα συνεχίσει να 

είναι βασικότερο είδος της βιοτεχνολογίας των κυανοβακτηρίων την επόμενη δεκαετία.  

Οι σπείρες της Arthrospira έχουν συνήθως μερικά χιλιοστά μήκος και 

αποτελούνται από κυλινδρικά κύτταρα διαμέτρου 3 - 12 μm (Ciferri, 1983). Η έλικα που 

σχηματίζουν μπορεί να διαφέρει σημαντικά και εξαρτάται από την αύξηση και τις 

περιβαλλοντικές συνθήκες. Η μετάβαση από έλικα σε σχήμα χαλαρής σπείρας ή σε ένα 

εντελώς ίσιο σχήμα μπορεί να συμβεί υπό διαφορετικές συνθήκες καλλιέργειας (Jeeji 

Bai, 1985; Vonshak and Tomaselli, 2000).  

Η δομή και η οργάνωση του κυττάρου είναι παρόμοια με αυτή των 

κυανοβακτηρίων. Ο κύκλος ζωής είναι απλός. Η αναπαραγωγή επιτυγχάνεται με 

κατακερματισμό του ώριμου τριχώματος σε ένα αριθμό κοντύτερων τμημάτων μέσω της 

καταστροφής των ειδικών πολλαπλών εμβόλιμων κυττάρων που ονομάζονται νεκρίδια. 

Τα τμήματα των λίγων κυττάρων που προκύπτουν αυξάνονται σε μήκος με διαίρεση 

κατά μήκος του άξονα του τριχώματος και μετά παίρνουν το σχήμα έλικας (Ciferri, 

1983). 
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Τα είδη του γένους Arthrospira είναι φωτοαυτότροφα, που σημαίνει ότι 

οποιοσδήποτε παράγοντας που επηρεάζει τη διαδικασία της φωτοσύνθεσης επηρεάζει 

και την αύξηση του οργανισμού. Οι κυριότεροι παράγοντες είναι η ένταση του φωτός, η 

θερμοκρασία, η αλατότητα και η αλκαλικότητα. 

Υπό εργαστηριακές συνθήκες, ο κορεσμός του φωτός για την αύξηση της A. 

platensis καθορίστηκε στα 150-200 μmol m-2s-1. Η βέλτιστη θερμοκρασία αύξησης 

κυμαίνεται από 35-38οC. Το γένος Arthrospira μπορεί να αντέξει χαμηλές με μέτριες 

συγκεντρώσεις αλατιού. Τα είδη του θεωρούνται υποχρεωτικά αλκαλόφιλα, με μέγιστο 

ρυθμό αύξησης σε pH 9.5-9.8. Το γεγονός ότι ευδοκιμεί σε περιβάλλοντα με υψηλό pH, 

τα οποία κάνουν τη ζωή άλλων μικροοργανισμών δύσκολη, είναι το κλειδί για την 

επιτυχία των μονοκαλλιεργειών μεγάλης κλίμακας της Arthrospira. 

Η Arthrospira έχει χρησιμοποιηθεί για την ανθρώπινη διατροφή για περισσότερα 

από 700 χρόνια, στην Αφρική και στην Αμερική, διότι περιέχει υψηλές ποσότητες 

πρωτεϊνών (μέχρι και 65% του ξηρού βάρους), μαζί με αρκετή ποσότητα απαραίτητων 

λιπαρών οξέων (γ-λινολενικό οξυ (GLA), πολυσακχαρίτες, φυκομπιλιπρωτεϊνες, 

καροτενοειδή, βιταμίνες (κυρίως Β12) και μέταλλα, που το καθιστούν ιδανικό σαν πηγή 

τροφής. Ως τροφή για ζώα, η Arthrospira έχει ευρύτατη χρήση στις υδατοκαλλιέργειες 

(Belay et al., 1996; Wikdors and Ohno, 2001). 

Την περασμένη δεκαετία, η έρευνα επικεντρώθηκε στην πιθανή θεραπευτική δράση 

της Arthrospira. Κλινικές μελέτες αναφέρονται σε θεραπευτικά αποτελέσματα που 

κυμαίνονται από ελάττωση της χοληστερόλης και της νεφροπάθειας, παρεμπόδιση του 

πολλαπλασιασμού αρκετών παθογόνων ιών, ενίσχυση του ανοσοποιητικού συστήματος 

και των εντερικών λακτοβάκιλλων, μέχρι και παρεμπόδιση της ανάπτυξης 

καρκίνου/όγκου (Belay et al., 1993; Vonshak, 1997). Επιπλέον, η Arthrospira είναι μια 

εξαιρετική πηγή φυκομπιλιπρωτεϊνών, που μπορούν να αποτελέσουν μέχρι και το 17% 

του ξηρού βάρους των κυττάρων (Boussiba and Richmond, 1979). Οι πρωτεΐνες αυτές 

έχουν την ιδιότητα να απαλλάσσουν τον οργανισμό από ελεύθερες ρίζες και αυτό 

πιθανόν να τις κάνει χρήσιμες ως αντικαρκινικά φάρμακα. Επίσης το γεγονός ότι τα είδη 

του μικροφύκους αυτού είναι τα πιο πλούσια σε GLA, τα καθιστά πιθανά υποψήφια για 

τη δημιουργία φαρμάκων κατά της χοληστερίνης, κατά του προεμμηνοροϊκού 

συνδρόμου, και του ατοπικού εκζέματος (Vonshak, 1997).     
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4. Nannochloropsis sp. 

 

Το γένος Nannochloropsis αποτελείται από πολύ μικρά (λιγότερο από 5 μm) 

κοκκοειδή κύτταρα και είναι θαλάσσιο. Ανήκει στα Eustigmatophyta  και καλλιεργείται 

ευρέως, καθώς αποτελεί κύρια τροφή για τα τροχόζωα, και χρησιμοποιείται στην τεχνική 

του πράσινου νερού στις δεξαμενές εκτροφής των ιχθυονυμφών νυμφών (Fulks and 

Main, 1991; Lubzens et al., 1995). Εξαιτίας της υψηλής περιεκτικότητας του σε 

εικοσιπεντανοικό οξύ (EPA), το μικροφύκος αυτό έχει προταθεί σαν πηγή σημαντικών 

διατροφικών πολυακόρεστων λιπαρών οξέων (Chini Zittelli et al., 1999; Sukenik, 1999), 

τόσο για τα τροχόζωα όσο και για τον άνθρωπο.  

Η εξάπλωση του γένους δεν είναι γνωστή, αν και ορισμένα είδη του όπως το 

Nannochloropsis gaditana έχουν απομονωθεί από παράκτιες περιοχές της Μεσογείου, 

της Νότιας Αφρικής, της Αυστραλίας και της Βορειοανατολικής Αμερικής (Lubian et al., 

1985). Τα είδη του γένους Nannochloropsis είναι γνωστά καθώς χρησιμοποιούνται σαν 

πηγή χρωστικών όπως χλωροφύλλης α, ζεαξανθίνης, καθαξανθίνης και ασταξανθίνης, τις 

οποίες παράγουν σε υψηλά επίπεδα (Lubian et al., 2000). Το μέγεθος του είναι μικρό (2 - 

4 μm) και περιβάλλεται από πολύ ανθεκτικό κυτταρικό τοίχωμα (Moss, 1994). Το 

μικροφύκος αυτό δεν διαθέτει μηχανισμούς αυτοπροστασίας, για αυτό και αναπτύσσεται 

σε ήπιες συνθήκες. Έχει αναφερθεί ότι ως αμυντικό μηχανισμό σε αλλαγές του φωτός 

στο περιβάλλον, το μικροφύκος προτάσει την μεταβολλή των αναλογίών των χρωστικών 

και άλλων συστατικών του.  

 

5. Isochrysis sp.  

 

Το γένος Isochrysis χρησιμοποιείται ευρέως στις υδατοκαλλιέργειες ως πηγή 

τροφής, εξαιτίας της υψηλής περιεκτικότητας του σε πολυακόρεστα λιπαρά οξέα 

(PUFAs, Jeffrey et al., 1994). Συγκεκριμένα, το μικροφύκος έχει γίνει γνωστό για την 

ικανότητα του να παράγει DHA, ένα από τα n-3 λιπαρά οξέα που θεωρείται ότι παρέχει 

ωφέλη στην υγεία που σχετίζονται με την κατανάλωση συγκεκριμένων ψαριών και των 

απαραίτητων ελαίων τους. Παρόλα αυτά, η τάξη των λιπιδίων και η σύνθεση των 
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λιπαρών οξέων που περιέχονται στο μικροφύκος μπορεί να διαφέρουν σημαντικά 

ανάλογα με τη φάση ανάπτυξης των κυττάρων (Emdadi and Berland, 1989) ή να 

αλλάξουν με μεταβολές στις συνθήκες καλλιέργειας, όπως στην κατάσταση των 

θρεπτικών, θερμοκρασία, αλατότητα, pH, φωτοπερίοδο, ένταση και ποιότητα φωτός 

(Yongmanitchai and Ward, 1989; Roessler, 1990).  

Το γένος Isochrysis sp. ανήκει στην ταξινομική κλάση των Prymnesiophyceae 

(Hibbert, 1976), περιλαμβάνει μικρά κύτταρα διαμέτρου 5 – 7 μm, που έχουν δύο ίσα 

μαστίγια, χρωστικές των χρυσόφυτων και δεν περιβάλλονται από κυτταρικό τοίχωμα. 

Έχουν περιγραφεί τρία είδη σε αυτό το γένος: I. galbana (Parke, 1949; Green and 

Pienaar, 1977), που χρησιμοποιείται ευρύτατα στις υδατοκαλλιέργειες, I. maritima 

(Billard and Gayral, 1972) και I. litoralis (Billard and Gayral, 1972). Το μικρό μέγεθος 

και η απουσία κυτταρικού τοιχώματος κάνουν τα κύτταρα αυτά εδώδιμα από μικρές 

νύμφες ασπονδύλων, για το λόγο αυτό χρησιμοποιούνται ευρέως για την εκτροφή 

νυμφών μαλακίων (Bruce et al., 1940).     
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2.1. Πειραματικές εγκαταστάσεις  

 

Η παρούσα εργασία πραγματοποιήθηκε στις εγκαταστάσεις του Ινστιτούτου 

Υδατοκαλλιεργειών, σε συνεργασία με το Εργαστήριο Γενετικής του Ινστιτούτου 

Θαλάσσιας Βιολογίας και Γενετικής του Ελληνικού Κέντρου Θαλασσίων Ερευνών 

(ΕΛ.ΚΕ.Θ.Ε.) Κρήτης, και του Εργαστηρίου Οργανικής Σύνθεσης του Τμήματος 

Χημείας του Πανεπιστημίου Κρήτης.   

 

 

2.2.  Απομόνωση και ταυτοποίηση παθογόνων βακτηριακών στελεχών που αναπτύσσονται 

στην Artemia sp. και σε ψάρια του είδους Sparus aurata και Dicentrarchus labrax 

 

Από καλλιέργειες Artemia sp., των οποίων οι κύστεις είχαν εκκολαφθεί (φυσικό 

φώς, 26οC, εμπλουτισμός με Selco) λήφθηκαν δείγματα, τα οποία ομογενοποιήθηκαν και 

υπέστησαν διαδοχικά 3 δεκαδικές αραιώσεις (1:10, 1:100, και 1:1000). Από τα 

αραιωμένα δείγματα ‘απλώθηκαν’ 50 μl σε τριβλία Petri με θρεπτικό μέσο κατάλληλο 

για την ανάπτυξη Vibrio (TCBS) και επωάστηκαν σε θερμοκρασία δωματίου για 2 

ημέρες. Από τις αποικίες που προέκυψαν απομονώθηκαν καθαρές καλλιέργειες, έτσι 

ώστε να γίνει ο φαινοτυπικός χαρακτηρισμός των στελεχών.  

Η απομόνωση των βακτηριακών στελεχών που προσβάλλουν τα είδη S. aurata και 

D. labrax, έγινε από νοσούντα ψάρια με τη βοήθεια μικροβιακής λούπας. Τα βακτήρια 

απλώθηκαν σε θρεπτικό μέσο (TCBS) και επωάστηκαν σε θερμοκρασία δωματίου για 2 

ημέρες. Από τις αποικίες που προέκυψαν απομονώθηκαν καθαρές καλλιέργειες, έτσι 

ώστε να γίνει ο φαινοτυπικός χαρακτηρισμός των στελεχών.  

Τα υπόλοιπα βακτηριακά στελέχη που χρησιμοποιήθηκαν για τα πειράματα 

προήλθαν από συλλογή καθαρών στελεχών (University of Marine Biological Research, 

Millpot, Scotland), και είναι τα στελέχη που παρουσιάζονται στον παρακάτω πίνακα 

(Πίνακας 1). Πρόκειται για στελέχη που μολύνουν ψάρια και καρκινοειδή και δεν είναι 

επικίνδυνα για τον άνθρωπο.  
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Πίνακας 1. Στελέχη που προήλθαν από καθαρές συλλογές βακτηριακών στελεχών  

Στέλεχος Κωδικός στελέχους 

Vibrio parahaemolyticus NCIMB 1902 

Vibrio splendidus DMC – 1 

Vibrio scophthalmi NCIMP 13623 

 

2.2.1. Φαινοτυπικός χαρακτηρισμός παθογόνων βακτηρίων 

 

Τα βακτήρια που χρησιμοποιήθηκαν για τα πειράματα, υποβλήθηκαν σε 

φυσιολογικά τεστ για φαινοτυπικό χαρακτηρισμό, σύμφωνα με τους Smibert & Krieg, 

1994: χρώση Gram, ζύμωση, KOH, οξειδάσης, καταλάσης, ανάπτυξη σε μέσο με 

έλλειψη Na+. Στη συνέχεια έγινε μοριακός χαρακτηρισμός των μη ταυτοποιημένων 

στελεχών που απομονώθηκαν από την Artemia και την τσιπούρα . 

 

 2.2.2. Ποσοτικοποίηση των παθογόνων βακτηριακών στελεχών – Μέτρηση CFU (Collony 

Forming Unit) 

 

Για την ποσοτικοποίηση, τα βακτηριακά στελέχη εμβολιάστηκαν σε υγρό θρεπτικό 

μέσο (TSB) και επωάστηκαν για μια ημέρα σε θερμοκρασία δωματίου. Στη συνέχεια, 

έγινε φωτομέτρηση της υγρής καλλιέργειας στα 550 nm με φασματοφωτόμετρο UV 

(UV-1700 Spectrophotometer, PharmaSpec, SHIMDZU), μετά από 24 και 48 ώρες 

επώασης σε θερμοκρασία δωματίου, για να υπολογιστεί η πρότυπη καμπύλη αύξησης 

των παθογόνων. Ακολούθησε μια διαδικασία 6 διαδοχικών αραιώσεων (1:10 – 1:106) 

από τα δείγματα που λήφθηκαν (μετά από 24 και 48 ώρες), και από τις δυο μεγαλύτερες 

των αραιώσεων (1:105 και 1:106) απλώθηκαν 50 μl σε στερεό θρεπτικό μέσο (TSA), για 

να γίνει ο ποσοτικός προσδιορισμός του κάθε στελέχους. Με βάση τον αριθμό των 

αποικιών υπολογίστηκε το CFU (Colony Forming Unit, ο αριθμός των αποικιών που 

σχηματίζονται ανά ml) του κάθε στελέχους χρησιμοποιώντας τον ακόλουθο τύπο: 

CFU = αριθμός αποικιών × 20 × αραίωση 

Με βάση το CFU και την απορρόφηση της καλλιέργειας σχηματίστηκε η πρότυπη 

καμπύλη αύξησης κάθε βακτηριακού στελέχους. 
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2.2.3. Μοριακή ταυτοποίηση των παθογόνων βακτηριακών στελεχών 

 

2.2.3.1. Εξαγωγή ολικού γενωμικού DNA και πολλαπλασιασμός των γονιδίων στόχων 

μέσω της PCR  

Το ολικό DNA των βακτηριακών στελεχών απομονώθηκε με λύση κυττάρων και τα 

βακτηριακά κύτταρα απομακρύνθηκαν με φυγοκέντρηση για 7 min στις 3700 rpm.  

Οι  βακτηριακοί εκκινητές 27f (AGAGTTTGATC(A:C)TGGCTCAG) και 1492r 

(TACGG(C:T)TACCTTGTTACGACTT) χρησιμοποιήθηκαν για να πολλαπλασιαστούν, 

με την Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης (Polymerase Chain Reaction, PCR), τα 16S 

ριβοσωμικά γονίδια των στελεχών (Jensen et al., 2002). Η διαδικασία της PCR 

πραγματοποιήθηκε σε σωληνάκια PCR χωρητικότητας 0,2 ml. Το μίγμα της αντίδρασης 

PCR είχε τελικό όγκο 50 μl, και περιείχε 1 μl από το διάλυμα με το ολικό DNA, 5 μl από 

το 10x διάλυμα Taq, MgCl2 σε συγκέντρωση 3,0 mM, 200 μΜ από το κάθε dNTP, 0,5 

μΜ από τον κάθε εκκινητή και 2,5 U από το ένζυμο Taq πολυμεράση. Οι αντιδράσεις 

έλαβαν χώρα σε ένα μηχάνημα PTC-200 (MJ Research Inc., Watertown, MA, USA). Το 

πρόγραμμα πολλαπλασιασμού των γονιδίων στόχων της PCR προγραμματίστηκε στους 

95οC για 5 min, ακολούθησε ένα αρχικό βήμα αποδιάταξης (denaturation) 30 κύκλων 

στους 92οC για 1 min, στη συνέχεια έγινε επαναδιάταξη (annealing) στους 55οC για 1 

min, επιμήκυνση στους 72oC για 1 min, και ακολούθησε ένα βήμα τελικής προέκτασης 

(elongation) για 5 min στους 72οC. Τα προϊόντα PCR, τα οποία είχαν ένα αναμενόμενο 

μέγεθος 1500 ζευγών βάσεων (base pairs, bp), εξετάστηκαν για καθαρότητα και μέγεθος 

σε πηκτή (gel) 1% αγαρόζης, που περιείχε βρωμιούχιο αιθίδιο, η οποία 

ηλεκτροφορήθηκε σε διάλυμα ΤΑΕ 1× και φωτογραφήθηκε χρησιμοποιώντας υπεριώδες 

(UV) φωτισμό. 

 

2.2.3.2. Καθαρισμός και προσδιορισμός της αλληλουχίας των προϊόντων της PCR 

Τα πολλαπλασιασμένα προϊόντα ριβοσωμικού DNA (rDNA) καθαρίστηκαν 

χρησιμοποιώντας το NucleoSpin Extract Kit (Macherey-Nagel), ακολουθώντας τις 

οδηγίες του κατασκευαστή. Η καθαρότητα των καθαρισμένων προϊόντων PCR 

ελέγχθηκε σε 1% gel αγαρόζης, που περιείχε βρωμιούχιο αιθίδιο και φωτογραφήθηκε 

χρησιμοποιώντας υπεριώδες (UV) φωτισμό. Η ποσοτικοποίηση των καθαρισμένων 
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προϊόντων PCR πραγματοποιήθηκε με φασματοφωτόμετρο (NanoDrop V3.30, ND-1000, 

NanoDrop Technologies Inc.), έτσι ώστε να ελεγχθεί αν υπάρχει επαρκής ποσότητα για 

την αλληλούχιση (>25 ng DNA / μl προϊόντος PCR). 

Τα καθαρισμένα προϊόντα PCR υποβλήθησαν στη συνέχεια σε απλή αλληλούχιση 

(single sequencing) από την εταιρία Macrogen Inc. (Kumchun-ku Seoul, Korea), 

χρησιμοποιώντας και τους δυο εκκινητές (27f και 1492r). Από τα προϊόντα 

αλληλούχισης προέκυψαν τμήματα 16S rDNA, με εύρος αλληλουχιών με μέσο όρο 

803bp, τα οποία χρησιμοποιήθηκαν για εύρεση ομολογίας μέσω του προγράμματος 

BLAST (Altschul et al., 1990).  

 
  

2.3. Προέλευση και καλλιέργεια μικροφυκών 
 

Για την διεξαγωγή της παρούσας μελέτης, η πειραματική διαδικασία χωρίστηκε σε 

δυο μέρη: την in vivo σειρά πειραμάτων και την in vitro σειρά πειραμάτων. 

Για τα in vivo πειράματα χρησιμοποιήθηκαν πέντε αξενικές καλλιέργειες καθαρών 

στελεχών μικροφυκών Chlorella minutissima, Tetraselmis chuii, Arthrospira platensis 

(PCC7345), Nannochloropsis sp. (CCAP849/9) και Isochrysis sp. (CCAP927/14). Τα δυο 

πρώτα είδη απομονώθηκαν από καλλιέργειες του Ινστιτούτου Υδατοκαλλιεργειών του 

Ελληνικού Κέντρου Θαλασσίων Ερευνών (ΕΛ.ΚΕ.Θ.Ε.) Κρήτης. Για την απομόνωση 

του αξενικού στελέχους της Chlorella minutissima χρησιμοποιήθηκε το αντιβιοτικό 

Imipenem. Αποστειρωμένο θαλασσινό νερό 70% 0,25 ml, εμβολιάστηκε με μια καθαρή 

αποικία του μικροφύκους, που είχε καλλιεργηθεί σε  στερεό θρεπτικό F2, και στη 

συνέχεια προστέθηκαν τέσσερα δισκία του αντιβιοτικού. Τις επόμενες ημέρες 

λαμβανόταν δείγμα της καλλιέργειας και απλωνόταν σε στερεό θρεπτικό μέσο (Zoobel 

Agar) για να γίνει έλεγχος αν η καλλιέργεια έγινε αξενική. Για την απομόνωση του 

αξενικού μικροφύκους Tetraselmis chuii έγινε εμβολιασμός από την υγρή καλλιέργεια 

του μικροφύκους σε στερεό θρεπτικό μέσο F2 (υγρό θρεπτικό F2 με 15 gr άγαρ, στον 

Πίνακα 2 παρακάτω παρουσιάζονται τα συστατικά του). Από τις αποικίες του 

μικροφύκους που σχηματίστηκαν στο στερεό θρεπτικό μέσο, έγινε εμβολιασμός σε υγρό 

θρεπτικό μέσο F2. Τα αξενικά στελέχη Arthrospira platensis, Nannochloropsis sp. και 

Isochrysis sp., τα προμηθευτήκαμε από το Institut Pasteur, France (Collection Nationale 
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de Cultures de Microorganismes) το πρώτο και από το Dunstaffnage Marine Laboratory, 

UK (Culture Collection of Algae and Protozoa, CCAP) τα άλλα δύο.  

Οι καλλιέργειες διατηρούνταν σε θάλαμο σταθερής θερμοκρασίας 25οC, υπό 

συνεχή αερισμό και φωτισμό. Κάθε δυο ημέρες γινόταν έλεγχος για πιθανές μολύνσεις 

των καλλιεργειών από βακτήρια, και μέτρηση της πυκνότητας των καλλιεργειών με τη 

βοήθεια αιμοκυτταρόμετρου τύπου Malassez. Κάθε τέσσερις ημέρες γινόταν προσθήκη 

κατάλληλων θρεπτικών στις καλλιέργειες, των οποίων η σύσταση παρουσιάζεται στον 

Πίνακα 2 (Παράρτημα).  

Για τα in vitro πειράματα χρησιμοποιήθηκαν τα μικροφύκη Chlorella minutissima, 

Tetraselmis chuii και Arthrospira platensis. Τα δυο πρώτα είδη παράχθηκαν στις 

εγκαταστάσεις του Ινστιτούτου Υδατοκαλλιεργειών του ΕΛ.ΚΕ.ΘΕ, ενώ το τρίτο 

προμηθευτήκαμε επεξεργασμένο σε λυοφιλοποιημένη μορφή (freeze-dried) από την 

Cyanotech, USA. 

Για την παραγωγή συνεχόμενης καλλιέργειας του μικροφύκους Chlorella 

minutissima χρησιμοποιήθηκαν βιοαντιδραστήρες που περιείχαν 1200 L καλλιέργειας ο 

καθένας. Κάθε δύο ημέρες γινόταν μέτρηση της πυκνότητας των καλλιεργειών με τη 

βοήθεια αιμοκυτταρόμετρου Malassez, και κάθε τέσσερις ημέρες γινόταν προσθήκη 

θρεπτικών στην καλλιέργεια. Μετά από 15 ημέρες επώασης, όταν η καλλιέργεια έφτασε 

σε πυκνότητα  278 × 106 κυττάρων/ ml, έγινε φυγοκέντρηση στις 5000 rpm για 15 λεπτά, 

και τα κύτταρα (πελέτα) συγκεντρώθηκαν και τοποθετήθηκαν στους -30 οC. Στη 

συνέχεια τα κύτταρα λυοφιλοποιήθηκαν με λυοφιλοποιητή (Laboratory Freeze Dryer, 

Cryodos-50, IMA-Telstra, S.L., Spain) για δυο ημέρες στους -50 οC και σε πίεση 0,012 

mbar και διατηρήθηκαν στους -30 οC. 

Για την παραγωγή συνεχόμενης καλλιέργειας του μικροφύκους Tetraselmis chuii 

δημιουργήθηκε μια φιάλη 20 l, η οποία διατηρούνταν υπό συνεχόμενο αερισμό και σε 

φυσικές συνθήκες εναλλαγής ημέρας νύκτας. Κάθε δύο ημέρες γινόταν μέτρηση της 

πυκνότητας των καλλιεργειών με τη βοήθεια αιμοκυτταρόμετρου Malassez, και κάθε 

τέσσερις ημέρες γινόταν προσθήκη θρεπτικών στην καλλιέργεια. Μετά από 15 ημέρες 

επώασης, όταν η καλλιέργεια έφτασε σε πυκνότητα 30 × 104 κυττάρων/ml, έγινε 

φυγοκέντρηση στις 5000 rpm για 15 λεπτά, και τα κύτταρα (πελέτα) συγκεντρώθηκαν 

και τοποθετήθηκαν στους -30ο C. Στη συνέχεια τα κύτταρα λυοφιλοποιήθηκαν με 
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λυοφιλοποιητή (Laboratory Freeze Dryer, Cryodos-50, IMA-Telstra, S.L., Spain) για δυο 

ημέρες στους -50οC και σε πίεση 0,012 mbar και διατηρήθηκαν στους -30ο C. 

 

 
2.4. In vivo πειράματα 

 

Οι αξενικές καλλιέργειες των μικροφυκών Chlorella minutissima, Tetraselmis 

chuii, Arthrospira platensis, Nannochloropsis sp. και Isochrysis sp., δοκιμάστηκαν αν 

προκαλούν αναστολή της ανάπτυξης των επιλεγμένων παθογόνων βακτηρίων με τη 

μέθοδο της συγκαλλιέργειας (co-cultivation method). Τα παθογόνα βακτήρια 

επωάστηκαν σε υγρή καλλιέργεια TSB (Tryptic Soy Broth) για 24 ώρες σε θερμοκρασία 

δωματίου και στη συνέχεια έγινε εμβολιασμός σε 5 ml της καλλιέργειας των αξενικών 

μικροφυκών σε συγκέντρωση 104 CFU/ ml. Για τα πειράματα χρησιμοποιήθηκαν δυο 

συνθήκες: ο μάρτυρας, που ήταν η υγρή καλλιέργεια του κάθε παθογόνου μαζί με 

θρεπτικό μέσο, ίδιο με αυτό των μικροφυκών, και η άλλη ήταν η υγρή καλλιέργεια των 

μικροφυκών που είχαν εμβολιαστεί με το κάθε παθογόνο. Η κάθε συνθήκη είχε δυο 

επαναλήψεις και για κάθε δείγμα που λαμβανόταν απλώνονταν τρία πιάτα πετρί με 

θρεπτικό μέσο (ψευδοεπαναλήψεις). Κατά τη διάρκεια κάθε πειράματος, γινόταν 

συνεχής ανάδευση των δοκιμαστικών σωλήνων με έκκεντρο αναδευτήρα (Heidolph 

incubator 1000, Unimax 1010), έτσι ώστε να μην καθιζάνουν τα κύτταρα.  

Τα παθογόνα επωάστηκαν μαζί με τα μικροφύκη σε θερμοκρασία 26-34οC και 

φυσική φωτοπερίοδο (1500-1700 lux κατά τη διάρκεια της ημέρας) για πέντε ημέρες, και 

12, 24, 48, 72, 96 και 120 ώρες μετά τον εμβολιασμό, οι πληθυσμοί των παθογόνων 

εκτιμήθηκαν απλώνοντας 50 μl από αδιάλυτα ή διαλυμένα (1:10-1:10000) δείγματα 

πάνω σε στερεό θρεπτικό μέσο TSA (Tryptic Soy Agar). Στον Πίνακα 3 παρουσιάζονται 

αναλυτικά οι πειραματικές συνθήκες (θερμοκρασία, συγκέντρωση κυττάρων, ημέρες 

επώασης) για το κάθε μικροφύκος. Οι αποικίες των παθογόνων μετρήθηκαν και 

συγκρίθηκαν σε σχέση με το μάρτυρα. Το ποσοστό μείωσης των παθογόνων βακτηρίων 

υπολογίστηκε με βάση τον ακόλουθο τύπο: 

 

% Μείωση Vibrio = Vha – Vhm × 100% / Vha 
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    Όπου: Vha, ο αριθμός των Vibrio του μάρτυρα (σε CFU/mL), και Vhm, ο αριθμός 

των Vibrio της συγκαλλιέργειας (σε CFU/mL). 

 

Πίνακας 3. Πειραματικές συνθήκες κάθε μικροφύκους   

Είδος 
Ημέρες 

Επώασης 

Θερμοκρασία 

(°C) 

Αριθμός κυττάρων 

(κύτταρα/mL) 

Chlorella 

minutissima 
6 34 760 × 105 

Tetraselmis chuii 4 26 14 × 105 

Spirulina platensis, 6 28 Μη μετρήσιμα (σπείρες) 

Nannochloropsis sp. 6 30 278 × 105 

Isochrysis sp. 6 30 78 × 105 

 

 

2.5. In vitro πειράματα  

 

2.5.1. Οργανική εκχύλιση των μικροφυκών  

 

Τα λυοφιλοποιημένα κύτταρα της Chlorella minutissima, Tetraselmis chuii και 

Arthrospira  platensis εκχυλίστηκαν με τη μέθοδο Soxhlet με τους οργανικούς διαλύτες 

μεθανόλη (MeOH), μεθανόλη/νερό 1:1 (MeOH/H2O), ακετόνη (acetone), 

διχλωρομεθάνιο (CH2Cl2) και εξάνιο (hexane). Στους παρακάτω πίνακες παρουσιάζονται 

αναλυτικά οι συνθήκες εκχύλισης και το καθαρό βάρος του φυσικού προϊόντος που 

προέκυψε από κάθε εκχύλιση (Πίνακας 4,5,6). Μετά από κάθε εκχύλιση προέκυπτε ένα 

φυσικό προϊόν, το οποίο καθαριζόταν από κάθε ίχνος διαλύτη με εξάτμιση και 

φυλασσόταν στους 4 οC μέχρι να χρησιμοποιηθεί. 
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Πίνακας 4. Εκχύλιση της Chlorella minutissima  με οργανικούς διαλύτες  

Διαλύτης 
mL 

διαλύτη 

gr μικροφύκους 

(λυοφιλοποιημένου) 

Καθαρό βάρος 

αποστάγματος (mg) 

Μεθανόλη 150 2,117 181 

Μεθανόλη/νερό 

1:1 
150 2,102 148 

Ακετόνη 150 2,060 85 

Διχλωρομεθάνιο 150 2,040 124 

Εξάνιο 150 2,040 20 

 

Πίνακας 5. Εκχύλιση της Tetraselmis chuii με οργανικούς διαλύτες  

Διαλύτης 
mL 

διαλύτη 

gr μικροφύκους 

(λυοφιλοποιημένου) 

Καθαρό βάρος 

αποστάγματος (mg) 

Μεθανόλη 150 1,14 58 

Μεθανόλη/νερό 

1:1 
150 1,18 29 

Ακετόνη 150 1,24 20 

Διχλωρομεθάνιο 150 1,042 10 

Εξάνιο 150 1,099 8 

 
Πίνακας 6. Εκχύλιση της Arthrospira  platensis με οργανικούς διαλύτες  

Διαλύτης 
mL 

διαλύτη 

gr μικροφύκους 

(λυοφιλοποιημένου) 

Καθαρό βάρος 

αποστάγματος (mg) 

Μεθανόλη 150 15,056 189 

Μεθανόλη/νερό 

1:1 
150 15,074 158 

Ακετόνη 150 10,020 178 

Διχλωρομεθάνιο 150 5,026 122 

Εξάνιο 150 15,059 186 

 

 

 



2. ΥΛΙΚΑ ΚΑ ΜΕΘΟΔΟΙ                                                                                                   36  
 

2.5.2. In vitro μικροβιολογικές δοκιμές  

 

Τα παθογόνα βακτήρια επωάστηκαν σε υγρή καλλιέργεια TSB (Tryptic Soy Broth) 

για 24 ώρες σε θερμοκρασία δωματίου και στη συνέχεια έγινε εμβολιασμός σε στερεό 

θρεπτικό μέσο TSA (Tryptic Soy Agar) σε συγκέντρωση 104 CFU/ ml. Στη συνέχεια 

δοκιμάστηκε η αντιμικροβιακή δράση των εκχυλισμάτων με τρεις τρόπους. Στον πρώτο, 

πέντε λεπτά μετά από τον εμβολιασμό, στο κέντρο του άγαρ τοποθετήθηκε ένα χάρτινο 

δισκίο διαμέτρου 6mm (ΑΑ discs 6-mm, Whatman, Schleicher and Schuel), το οποίο είχε 

εμποτιστεί με 0,2 ml εκχυλίσματος μικροφυκών. Προτού χρησιμοποιηθούν, τα 

εκχυλίσματα φιλτράρονταν μέσω ενός φίλτρου με διάμετρο πόρου 0,22 μm (Filter FP 

30/0,2 CA-S, 0,2μm;7bar max, Whatman, Schleicher and Schuel). Τα πιάτα επωάστηκαν 

για 48 ώρες σε θερμοκρασία δωματίου. Σαν θετικός μάρτυρας χρησιμοποιήθηκε ένα 

δισκίο με το αντιβιοτικό oxytetracycline, ενώ σαν αρνητικός μάρτυρας χρησιμοποιήθηκε 

ένα χάρτινο αποστειρωμένο δισκίο, που τοποθετήθηκαν και τα δυο σε στερεό θρεπτικό 

μέσο με το κάθε παθογόνο βακτήριο. Οποιαδήποτε καθαρή ζώνη γύρω από δισκίο 

θεωρούνταν θετική για την ύπαρξη μεταβολιτών που εμποδίζουν την ανάπτυξη των 

παθογόνων βακτηρίων. Στο δεύτερο τρόπο αντί για χάρτινα δισκία, ανοίγονταν 

«πηγαδάκια» στο άγαρ με τη βοήθεια αποστειρωμένης πιππέτας Pasteur, και μέσα σε 

αυτά τοποθετούνταν 0,2 ml του εκχυλίσματος των μικροφυκών. Στον τρίτο τρόπο 

ελέγχου της αντιμικροβιακής δράσης, πέντε λεπτά μετά τον εμβολιασμό του παθογόνου 

στελέχους στο άγαρ, τοποθετούνταν μια σταγόνα 0,2 ml από το εκχύλισμα στο κέντρο 

του άγαρ και η διαδικασία ελέγχου που ακολουθούσε ήταν παρόμοια με τους δυο 

προηγούμενους τρόπους.   

 

2.5.3. Διαχωρισμός συστατικών εκχυλισμάτων με χρωματογραφία στήλης 

 

Αφού έγιναν οι δοκιμές in vitro των οργανικών εκχυλισμάτων για αντιμικροβιακή 

δράση, τα βιοδραστικά εκχυλίσματα διαχωρίστηκαν με χρωματογραφία στήλης στα 

συστατικά τους. Για τη χρωματογραφία χρησιμοποιήθηκε κολόνα εσωτερικής διαμέτρου 

5 cm και τοποθετήθηκε μέσα σε αυτή silica gel πάχους 13 cm. Χρησιμοποιήθηκε 1 g 

εκχυλίσματος για το διαχωρισμό και οι διαλύτες έκλουσης ήταν 100% PE 550 ml αρχικά, 
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ενώ στη συνέχεια 100 ml από κάθε σύστημα: 2% Et2O/PE, 7% Et2O/PE, 12% Et2O/PE, 

18% Et2O, 23% Et2O/PE, 29% Et2O/PE, 35% Et2O/PE, 40% Et2O/PE, 45% Et2O/PE, 

50% Et2O/PE, 55% Et2O/PE, 60% Et2O/PE, 70% Et2O/PE, 80% Et2O/PE, 90% Et2O/PE, 

100% Et2O/PE, 100% MeOH. Συνολικά ελήφθησαν 110 δοκιμαστικοί σωλήνες, 

αναπτύχθηκαν σε TLC με διάλυμα 50% Et2AC/PE και διαχωρίστηκαν σε ομάδες 

ανάλογα με τα συστατικά τους. Στη συνέχεια, έγιναν πάλι in vitro δοκιμές για να βρεθεί 

ποια από τα εκχυλίσματα παρουσιάζουν βιολογική δραστικότητα. Τα εκχυλίσματα που 

εμφάνιζαν τέτοια δράση εισάγονταν πάλι με χρωματογραφία στήλης για επιπλέον 

διαχωρισμό στα συστατικά τους με παρόμοιο σύστημα (σύστημα Et2O/PE, που 

μεταβαλλόταν η αναλογία ανά 2%) και γίνονταν πάλι in vitro δοκιμές μέχρι να 

καταλήξουμε σε όσο το δυνατόν περισσότερο καθαρό φυσικό προϊόν. Το τελικό προϊόν 

που προέκυψε ελέγχθηκε για την καθαρότητα του με αέρια χρωματογραφία GCMS (Gas 

Chromatography Mass Spectrometry).       

 

2.6. Έλεγχος αντιμικροβιακής δράσης σε ενδοκυτταρικό και εξωκυτταρικό περιβάλλον της 

Chlorella minutissima 

  

Ενδοκυτταρική δράση 

Έγινε φυγοκέντρηση καλλιέργειας Chlorella minutissima με συγκέντρωση 

κυττάρων 278 × 106, και τα κύτταρα υποβλήθηκαν σε σπάσιμο με ηλεκτρικό μαχαίρι για 

15min στις 24000 rpm/min (Ultra Turrax T25 basic, IKA LABORTECHNIK). Για να 

διαχωρίσουμε την υδατική και τη λιποδιαλυτή φάση των κυττάρων, για το σπάσιμο 

χρησιμοποιήθηκαν δυο ειδών διαλύματα εκχύλισης: για τη λήψη της υδατικής φάσης 

χρησιμοποιήθηκε Tris με pH 8 10mM, ddH2O και Triton X-100, ενώ για την οργανική  

χρησιμοποιήθηκε DMSO (Dimethyl-sulfoxide). Μετά το σπάσιμο των κυττάρων έγινε 

φυγοκέντρηση, διαχωρίστηκαν η πελέτα από το υπερκείμενο και διατηρήθηκαν 

ξεχωριστά στους -30οC. Στη συνέχεια ελέγχθηκε ξεχωριστά πιθανή βιολογική 

δραστικότητα με in vitro δοκιμές.     

 

Εξωκυτταρική δράση  
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Από το βιοαντιδραστήρα παραγωγής του μικροφύκους Chlorella minutissima, 5 ml 

καλλιέργειας φιλτραρίστηκαν σε φίλτρο με διάμετρο πόρου 0,22 μm (Filter FP 30/0,2 

CA-S, 0,2μm;7bar max, Whatman, Schleicher and Schuel) και το διάλυμα εξετάστηκε 

για in vitro δραστικότητα. 

 

 

2.7. Στατιστική ανάλυση 

 

Η στατιστική ανάλυση των δεδομένων πραγματοποιήθηκε με αζευγάρωτο t-test 

μεταξύ του πληθυσμού των παθογόνων του μάρτυρα και του πληθυσμού των παθογόνων 

που συγκαλλιεργήθηκαν με το κάθε μικροφύκος, ενώ σε περιπτώσεις που ο πληθυσμός 

μας δεν ήταν κανονικός χρησιμοποιήθηκε το κριτήριο Mann-Whitney για ανεξάρτητα 

δείγματα (Zaar, 1998). 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ____________________ 
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3.1. Φαινοτυπικός και βιοχημικός χαρακτηρισμός των βακτηριακών στελεχών 

 

Μια σειρά από φαινοτυπικά και βιοχημικά τεστ πραγματοποιήθηκαν για να 

καθοριστούν τα φαινοτυπικά χαρακτηριστικά των βακτηριακών στελεχών που 

χρησιμοποιήθηκαν για τα πειράματα, τα οποία παρουσιάζονται στον Πίνακα 7. 

Απομονώθηκαν συνολικά τρία στελέχη, τα A1, S1 και L1, ένα από την καλλιέργεια της 

Artemia sp., ένα από αυτή της τσιπούρας και ένα από αυτό του λαβρακιού, αντίστοιχα. 

Βάσει των φαινοτυπικών χαρακτηριστικών των βακτηρίων, προέκυψε ότι τα στελέχη 

ανήκαν στην ομάδα των παθογόνων του γένους Vibrio, καθώς αναπτύχθηκαν σε 

θρεπτικό μέσο TCBS και ήταν αρνητικά στο τεστ της χρώσης Gram και θετικά στο τεστ 

της οξειδάσης (Gram αρνητικά, οξειδάση θετικά). Επιπλέον, η ανάπτυξη τους 

αναστάλθηκε από τον παράγοντα Ο-129, που είναι ενδεικτικός για τα παθογόνα του 

γένους Vibrio. Εκτός από τα τρία στελέχη που απομονώθηκαν από την καλλιέργεια της 

Artemia sp., της τσιπούρας και του λαβρακιού, για τα πειράματα χρησιμοποιήθηκαν και 

τρία στελέχη που προήλθαν από τις συλλογές των καθαρών στελεχών,  το Vibrio 

splendidus, V. scophthalmi και V. parahaemolyticus (Millpot, Scotland). 

 

Πίνακας 7. Φαινοτυπικά και βιοχημικά χαρακτηριστικά των στελεχών που 

χρησιμοποιήθηκαν. 

Στελέχη Προέλευση Gram KOH Catalase Oxidase 
O-129 

resistance 

S1 S.aurata - - - + + 

A1 Artemia sp. - - + + + 

L1 D.labrax - - + + + 

 

 

3.2. Πρότυπες καμπύλες αύξησης των παθογόνων βακτηρίων 

 

Με βάση το CFU (Colony Forming Unit, ο αριθμός των αποικιών των βακτηρίων 

που σχηματίζονται ανά ml) και την απορρόφηση της κάθε καλλιέργειας, σχηματίστηκε η 

 



3. ΑΠΟΤΕΣΜΑΤΑ                                                                                                              41 
 

πρότυπη καμπύλη αύξησης των βακτηριακών στελεχών. Οι πρότυπες καμπύλες αύξησης 

παρουσιάζονται στα Γραφήματα 1 – 6.  

 
 Γράφημα 1. Πρότυπη καμπύλη αύξησης του παθογόνου S1, που προσβάλει την 

τσιπούρα. Στον κάθετο άξονα απεικονίζεται η απορρόφηση στα 550 nm και στον οριζόντιο 

η συγκέντρωση του βακτηρίου (×107/ml). 

 

 
Γράφημα 2. Πρότυπη καμπύλη αύξησης του παθογόνου A2, που αναπτύσσεται στην 

Artemia sp. Στον κάθετο άξονα απεικονίζεται η απορρόφηση στα 550 nm και στον 

οριζόντιο η συγκέντρωση του βακτηρίου (×107/ml). 
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Γράφημα 3. Πρότυπη καμπύλη αύξησης του παθογόνου L1, που προσβάλει το 

λαβράκι. Στον κάθετο άξονα απεικονίζεται η απορρόφηση στα 550 nm και στον οριζόντιο 

η συγκέντρωση του βακτηρίου (×107/ml). 

 

 
Γράφημα 4. Πρότυπη καμπύλη αύξησης του παθογόνου Vibrio splendidus. Στον 

κάθετο άξονα απεικονίζεται η απορρόφηση στα 550 nm και στον οριζόντιο η συγκέντρωση 

του βακτηρίου (×107/ml). 
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Γράφημα 5. Πρότυπη καμπύλη αύξησης του παθογόνου Vibrio scophthalmi. Στον 

κάθετο άξονα απεικονίζεται η απορρόφηση στα 550 nm και στον οριζόντιο η συγκέντρωση 

του βακτηρίου (×107/ml). 

 

 
Γράφημα 6. Πρότυπη καμπύλη αύξησης του παθογόνου Vibrio parahaemolyticus. 

Στον κάθετο άξονα απεικονίζεται η απορρόφηση στα 550 nm και στον οριζόντιο η 

συγκέντρωση του βακτηρίου (×107/ml). 

 

Ο υπολογισμός της πρότυπης καμπύλης αύξησης του κάθε βακτηρίου ήταν 

απαραίτητος για τον υπολογισμό της ποσότητας υγρής καλλιέργειας του παθογόνου που 

θα εμβολιαζόταν στην καλλιέργεια των μικροφυκών και στο στερεό θρεπτικό μέσο, έτσι 

ώστε να είχαν αρχική συγκέντρωση 104 CFU/ml σε συνθήκη. 
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3.3. Μοριακός χαρακτηρισμός των βακτηρίων βάσει του 16s rDNA 

 

Με την αλληλούχηση του 16S rDNA έγινε η μοριακή ταυτοποίηση των 

βακτηριακών στελεχών που απομονώθηκαν από την Artemia sp., την τσιπούρα και το 

λαβράκι. Με τη διαδικασία της Αλυσιδωτής Αντίδρασης Πολυμεράσης (Polymerase 

Chain Reaction, PCR) πραγματοποιήθηκε ο πολλαπλασιασμός του 16S rDNA των 

στελεχών, και τα γονίδια που πολλαπλασιάστηκαν έδωσαν μια ζώνη (Εικόνα 1), μετά 

από φωτογράφηση τους με υπεριώδες (UV) φωτισμό. Παρατηρείται ότι τα προϊόντα ήταν 

καθαρά και είχαν μέγεθος περίπου 1500 ζευγών βάσεων (base pairs, bp), σύμφωνα με το 

μάρτυρα που χρησιμοποιήθηκε (τα προϊόντα βρίσκονται μεταξύ της δεύτερης και της 

τρίτης ζώνης του μάρτυρα), που ήταν και το αναμενόμενο.  

 

 
  Εικόνα 1. Τα προϊόντα από τον πολλαπλασιασμό του 16S rDNA των στελεχών με 

PCR. Οι τρεις πρώτες ζώνες είναι τα Α1, S1 και L1 στελέχη αντίστοιχα. Ο μάρτυρας 

βρίσκεται στην πέμπτη θέση του πηγαδιού της PCR, και δείχνει το μέγεθος των προϊόντων 

(περίπου 1500 ζεύγη βάσεων). 

 

Στον Πίνακα 8 παρουσιάζονται τα αποτελέσματα από την αναζήτηση ομολογίας με 

το πρόγραμμα BLAST (Altschul et al.,1990), τα οποία ήταν σε συμφωνία με τα 

αποτελέσματα από το βιοχημικό χαρακτηρισμό των στελεχών. 
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Πίνακας 8. Τα αποτελέσματα από την αναζήτηση ομολογίας με το πρόγραμμα BLAST 

(Altschul et al.,1990). 

Στελέχη Αποτελέσματα από BLAST Ομολογία (%) 

S1 V.lentus 99 

A1 V.alginolyticus 99 

L1 V.anguillarum 99 

 

 

3.4. In vivo πειράματα 

 

Τα αποτελέσματα από τη συγκαλλιέργεια των παθογόνων βακτηρίων με τις 

αξενικές καλλιέργειες των μικροφυκών παρουσιάζονται στα Γραφήματα 7 – 11.  

Στο Γράφημα 7 (α και β, αντίστοιχα) απεικονίζεται η πορεία του πληθυσμού των 

βακτηρίων που συγκαλλιεργήθηκαν με το μικροφύκος C. minutissima, και των 

βακτηρίων του μάρτυρα. Παρατηρείται ότι το ποσοστό των αποικιών των παθογόνων  σε 

σχέση με την αρχική καλλιέργεια (% CFU/ml), ελαττώθηκε όταν αυτά 

συγκαλλιεργήθηκαν με το μικροφύκος, ενώ στο μάρτυρα το ποσοστό των αποικιών των 

παθογόνων αυξήθηκε σε σχέση με την αρχική καλλιέργεια (Γράφημα 7β). Η πτώση του 

CFU παρατηρήθηκε κυρίως μετά τις 12 πρώτες ώρες συγκαλλιέργειας, καθώς μειώθηκε 

κάτω από το 50% του αρχικού αριθμού αποικιών. Εξαίρεση αποτέλεσαν τα παθογόνα V. 

alginolyticus και V. anguillarum, τα οποία παρουσίασαν μια στατιστικά σημαντική 

αύξηση κατά τις πρώτες 12 ώρες της συγκαλλιέργειας τους με το μικροφύκος C. 

minutissima, και στη συνέχεια μειώθηκαν. Αξιοσημείωτο είναι το γεγονός ότι σε σχέση 

με το μάρτυρα, η αύξηση τους ήταν μικρή (στο μάρτυρα τα παθογόνα έφτασαν σε 

ποσοστό μέχρι και 20000% του αρχικού αριθμού αποικιών ανά ml, ενώ στη 

συγκαλλιέργεια δεν ξεπέρασαν το 130% του αρχικού πληθυσμού ανά ml, διαφορά που 

είναι στατιστικά σημαντική). 
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Γράφημα 7. (α) Συγκαλλιέργεια αξενικής C. minutissima και παθογόνων βακτηρίων, 

και (β) μάρτυρας (παθογόνα με θρεπτικό μέσο). Στον κάθετο άξονα απεικονίζεται ο 

αριθμός των αποικιών των παθογόνων εκφραζόμενος σαν ποσοστό της αρχικής 

καλλιέργειας και στον οριζόντιο άξονα οι ώρες μετά τον εμβολιασμό με τα παθογόνα. 

 

Στο Γράφημα 8 (α και β, αντίστοιχα), απεικονίζεται η πορεία του πληθυσμού των 

βακτηρίων που συγκαλλιεργήθηκαν με το μικροφύκος T. chuii και των  
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Γράφημα 8. (α) Συγκαλλιέργεια αξενικής καλλιέργειας T. chuii και παθογόνων 

βακτηρίων, και (β) μάρτυρας (παθογόνα με θρεπτικό μέσο). Στον κάθετο άξονα 

απεικονίζεται ο αριθμός των αποικιών των παθογόνων εκφραζόμενος σαν ποσοστό της 

αρχικής καλλιέργειας και στον οριζόντιο άξονα οι ώρες μετά τον εμβολιασμό με τα 

παθογόνα. 

 

βακτηρίων του μάρτυρα. Παρατηρείται ότι το ποσοστό του CFU των παθογόνων σε 

σχέση με την αρχική καλλιέργεια ελαττώθηκε όταν αυτά συγκαλλιεργήθηκαν με το 

μικροφύκος, ενώ στο μάρτυρα το ποσοστό CFU αυξήθηκε σε σχέση με την αρχική 

καλλιέργεια (Γράφημα 8β). Η πτώση του CFU ήταν πιο απότομη μετά τις 48 ώρες 

συγκαλλιέργειας, καθώς μειώθηκε κοντά στο 0% του αρχικού αριθμού αποικιών ανά ml, 

ενώ στην περίπτωση του V. parahaemolyticus, το CFU ελαττώθηκε από τις 12 κιόλας 

πρώτες ώρες συγκαλλιέργειας. Εξαίρεση αποτέλεσε το παθογόνο V. anguillarum, του 
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οποίου ο πληθυσμός αυξήθηκε στατιστικά σημαντικά τις πρώτες 24 ώρες, όταν 

συγκαλλιεργήθηκε με το μικροφύκος T. chuii. Σε σχέση με το μάρτυρα, η αύξηση του 

ήταν πολύ μικρή (στο μάρτυρα το ποσοστό των αποικιών του παθογόνου αυξήθηκε μέχρι 

και 20000% του αρχικού αριθμού αποικιών ανά ml, ενώ στη συγκαλλιέργεια έφτασε 

μέχρι το 300%, διαφορά που είναι στατιστικά σημαντική). 

 

Arthrospira platensis  και παθογόνα
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Γράφημα 9. (α) Συγκαλλιέργεια αξενικής καλλιέργειας A. platensis και παθογόνων 

βακτηρίων, και (β) μάρτυρας (παθογόνα με θρεπτικό μέσο). Στον κάθετο άξονα 

απεικονίζεται ο αριθμός των αποικιών των παθογόνων εκφραζόμενος σαν ποσοστό της 

αρχικής καλλιέργειας και στον οριζόντιο άξονα οι ώρες μετά τον εμβολιασμό με τα 

παθογόνα. 
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Γράφημα 10. (α) Συγκαλλιέργεια αξενικής καλλιέργειας Nannochloropsis sp. και 

παθογόνων βακτηρίων, και (β) μάρτυρας (παθογόνα με θρεπτικό μέσο). Στον κάθετο 

άξονα απεικονίζεται ο αριθμός των αποικιών των παθογόνων εκφραζόμενος σαν ποσοστό 

της αρχικής καλλιέργειας και στον οριζόντιο άξονα οι ώρες μετά τον εμβολιασμό με τα 

παθογόνα. 

 

Στο Γράφημα 9 (α και β, αντίστοιχα), απεικονίζεται η πορεία του πληθυσμού των 

βακτηρίων που συγκαλλιεργήθηκαν με το μικροφύκος A. platensis και των βακτηρίων 

του μάρτυρα. Παρατηρείται ότι το CFU των παθογόνων ελαττώθηκε σε σχέση με τον 

αρχικό αριθμό αποικιών όταν αυτά συγκαλλιεργήθηκαν με το μικροφύκος, ενώ στην 

περίπτωση του μάρτυρα παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική αύξηση του πληθυσμού 

των παθογόνων (Γράφημα 9β). Ελάττωση του CFU παρατηρήθηκε από τις  
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Γράφημα 11. (α) Συγκαλλιέργεια αξενικής καλλιέργειας Isochrysis sp. και 

παθογόνων βακτηρίων, και (β) μάρτυρας (παθογόνα με θρεπτικό μέσο). Στον κάθετο 

άξονα απεικονίζεται ο αριθμός των αποικιών των παθογόνων εκφραζόμενος σαν ποσοστό 

της αρχικής καλλιέργειας και στον οριζόντιο άξονα οι ώρες μετά τον εμβολιασμό με τα 

παθογόνα. 

 

12 κιόλας ώρες συγκαλλιέργειας, καθώς το ποσοστό των αποικιών των παθογόνων 

μειώθηκε κοντά στο 0% του αρχικού αριθμού αποικιών ανά ml, ενώ στην περίπτωση του 

V. parahaemolyticus, η πτώση παρατηρήθηκε μετά τις 24 ώρες συγκαλλιέργειας. 

Εξαίρεση αποτέλεσαν τα παθογόνα V. alginolyticus και V. anguillarum, των οποίων ο 

πληθυσμός, παρουσίασε στατιστικά σημαντική αύξηση μέχρι τις 48 ώρες 

συγκαλλιέργειας και στη συνέχεια ελαττώθηκε.   
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Στο Γράφημα 10 (α και β, αντίστοιχα) απεικονίζεται η πορεία του πληθυσμού των 

βακτηρίων που συγκαλλιεργήθηκαν με το μικροφύκος Nannochloropsis sp. και των 

βακτηρίων του μάρτυρα. Παρατηρείται και εδώ ότι το CFU των παθογόνων ελαττώθηκε 

σημαντικά σε σχέση με τον αρχικό αριθμό αποικιών όταν αυτά συγκαλλιεργήθηκαν με 

το μικροφύκος, ενώ στο μάρτυρα ο πληθυσμό των βακτηρίων αυξήθηκε σημαντικά 

(Γράφημα 10β). Η πτώση του CFU παρατηρήθηκε από τις 12 ώρες συγκαλλιέργειας, 

καθώς ο πληθυσμός μειώθηκε κάτω από το 20% του αρχικού πληθυσμού των παθογόνων 

ανά ml.  

Στο Γράφημα 11 (α και β, αντίστοιχα) απεικονίζεται η πορεία του πληθυσμού των 

βακτηρίων που συγκαλλιεργήθηκαν με το μικροφύκος Isochrysis sp. και των βακτηρίων 

του μάρτυρα. Παρατηρήθηκε ότι το CFU των παθογόνων ελαττώθηκε σε σχέση με τον 

αρχικό πληθυσμό, όταν αυτά συγκαλλιεργήθηκαν με το μικροφύκος, ενώ στο μάρτυρα 

παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική αύξηση όλων των πληθυσμών των παθογόνων 

(Γράφημα 11β). Η πτώση του CFU και εδώ συνέβη από τις 12 ώρες συγκαλλιέργειας, 

καθώς ο αριθμός των παθογόνων έφτασε κοντά στο 0% του αρχικού πληθυσμού ανά ml.  

Εξαίρεση αποτέλεσε το παθογόνο V. anguillarum, το οποίο παρουσίασε μια σημαντική 

αύξηση τις 12 πρώτες ώρες συγκαλλιέργειας και στη συνέχεια άρχισε να ελαττώνεται, 

μέχρι που μειώθηκε φτάνοντας το 0% του αρχικού αριθμού των αποικιών ανά ml, μετά 

τις 72 ώρες συγκαλλιέργειας με το μικροφύκος. Σημαντική αύξηση του πληθυσμού σε 

σχέση με την αρχική καλλιέργεια παρατηρήθηκε και στο παθογόνο V. scophthalmi κατά 

τις 12 πρώτες ώρες συγκαλλιέργειας, αλλά στη συνέχεια ο αριθμός των αποικιών έπεσε 

κοντά στο 0% του αρχικού πληθυσμού του παθογόνου. 

Σε γενικές γραμμές, αυτό που παρατηρήθηκε ελάττωση του αριθμού των 

παθογόνων βακτηρίων που συγκαλλιεργήθηκαν με τα μικροφύκη σε σχέση με το 

μάρτυρα. Σε κάποιες περιπτώσεις, όπως συνέβη με το μικροφύκος Nannochloropsis sp., 

η μείωση ήταν έντονα αισθητή από τις 12 πρώτες ώρες (ο αριθμός των παθογόνων 

μειώθηκε σε ποσοστό κάτω από 20% του αρχικού αριθμού αποικιών για τα περισσότερα 

στελέχη, Γράφημα 10). Επίσης, μια άλλη γενική παρατήρηση είναι ότι, σε όλες τις 

περιπτώσεις, ανθεκτικότερα στελέχη ήταν το V. alginolyticus και το V. anguillarum, των 

οποίων ο πληθυσμός τις περισσότερες φορές δεν μειώθηκε από τις πρώτες ώρες 

συγκαλλιέργειας, όπως συνέβη με τα υπόλοιπα στελέχη, αλλά εμφάνιζε ελάττωση 
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συνήθως μετά τις 72 ώρες. Σε κάθε περίπτωση όμως, ο πληθυσμός των στελεχών αυτών 

ήταν στατιστικά πολύ μικρότερος σε σχέση με το μάρτυρα, παρά το γεγονός ότι 

ξεκίνησαν με τον ίδιο αριθμό αποικιών. 

 

 

3.5. In vitro πειράματα 

 

3.5.1. Μικροβιολογικές δοκιμές με οργανικά εκχυλίσματα 

 

Τα φυσικά προϊόντα που προέκυψαν από τις οργανικές εκχυλίσεις δοκιμάστηκαν 

για αντιμικροβιακή δράση ενάντια στα παθογόνα. Από τις τρείς μεθόδους που 

χρησιμοποιήθηκαν για να δοκιμάστεί η αντιμικροβιακή δράση, τελικά επιλέχθηκε η 

μέθοδος με τα χάρτινα δισκία, παρόλο που και οι άλλες δυο φάνηκαν να δείχνουν 

συναφή αποτελέσματα. Η μέθοδος με τα χάρτινα δισκία έχει την προτίμηση των 

ερευνητών όπως προκύπτει από την υπάρχουσα βιβλιογραφία και επιπλέον, δίνει 

περισσότερο διακριτά αποτελέσματα. Στους Πίνακες 9 – 11 παρουσιάζονται τα 

αποτελέσματα από τις μικροβιολογικές δοκιμές με τα εκχυλίσματα. Αναλύτικότερα:   

Στον Πίνακα 9 παρουσιάζεται η αντιμικροβιακή δράση των εκχυλισμάτων της C. 

minutissima. Το εκχύλισμα που εμφανισε δράση ήταν αυτό με το διχλωρομεθάνιο 

(CH2Cl2), το οποίο είχε κάποια δράση σε τρία από τα έξι παθογόνα στελέχη και 

ειδικότερα στα V.alginolticus, V.lentus και V.parahaemolyticus.   

Στον Πίνακα 10, παρουσιάζονται τα αποτελέσματα της αντιμικροβιακής δράσης 

της T. chuii. Εδώ όλα τα οργανικά εκχυλίσματα έδειξαν κάποια δράση, ενώ εκείνα που 

εμπόδισαν την ανάπτυξη των περισσότερων στελεχών ήταν το διχλωρομεθάνιο και η 

ακετόνη (acetone).   
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Πίνακας 9. Δοκιμή της αντιμικροβιακής δράσης των εκχυλισμάτων της C. 

minutissima. Όπου +, υπάρχει παρεμπόδιση της ανάπτυξης του βακτηρίου από το 

εκχύλισμα σχηματίζοντας μια καθαρή ζώνη με διάμετρο μέχρι 1 mm, όπου ++, υπάρχει 

παρεμπόδιση της ανάπτυξης του βακτηρίου από το εκχύλισμα σχηματίζοντας μια καθαρή 

ζώνη με διάμετρο μεγαλύτερη από 1 mm, και όπου -, δεν παρατηρείται τέτοια δράση του 

εκχυλίσματος. 

Στέλεχος/Εκχύλισμα MeOH/H2O MeOH CH2Cl2 Acetone Hexane 

V.alginolyticus - - + - - 

V.lentus - - + - - 

V.anguillarum - - - - - 

V.parahaemolyticus - - + - - 

V.scophthalmi - - - - - 

V.splendidus - - - - - 

 
Πίνακας 10. Δοκιμή της αντιμικροβιακής δράσης των εκχυλισμάτων της T. chuii. 

Όπου +, υπάρχει παρεμπόδιση της ανάπτυξης του βακτηρίου από το εκχύλισμα 

σχηματίζοντας μια καθαρή ζώνη με διάμετρο μέχρι 1 mm, όπου ++, υπάρχει παρεμπόδιση 

της ανάπτυξης του βακτηρίου από το εκχύλισμα σχηματίζοντας μια καθαρή ζώνη με 

διάμετρο μεγαλύτερη από 1 mm, και όπου -, δεν παρατηρείται τέτοια δράση του 

εκχυλίσματος. 

Στέλεχος/Εκχύλισμα MeOH/H2O MeOH CH2Cl2 Acetone Hexane 

V.alginolticus - - + - - 

V.lentus + + + + + 

V.anguillarum - - - - - 

V.parahaemolyticus - - - - - 

V.scophthalmi - - + - - 

V.splendidus - - - + - 
 

Στον Πίνακα 11, παρουσιάζονται τα αποτελέσματα από την αντιμικροβιακή δράση 

της A. platensis. Το μικροφύκος αυτό παρουσίασε ισχυρότερη δράση σε σχέση με τα 

άλλα δύο καθώς εμπόδισε τη δράση τεσσάρων από τα έξι στελέχη σχηματίζοντας 
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μεγαλύτερη ζώνη παρεμπόδισης (>1 mm), ενώ όλα τα εκχυλίσματα έδειξαν κάποια 

δραστικότητα με δραστικότερα την ακετόνη, το διχλωρομεθάνιο και την μεθανόλη 

(MeOH). Μόνο τα βακτήρια V.alginolticus και V.anguillarum δεν επηρεάστηκαν από τα 

οργανικά εκχυλίσματα. 

 
Πίνακας 11. Δοκιμή της αντιμικροβιακής δράσης των εκχυλισμάτων της A. 

platensis. Όπου +, υπάρχει παρεμπόδιση της ανάπτυξης του βακτηρίου από το εκχύλισμα, 

όπου ++, υπάρχει παρεμπόδιση της ανάπτυξης του βακτηρίου από το εκχύλισμα 

σχηματίζοντας μια καθαρή ζώνη με διάμετρο μεγαλύτερη από 1 mm, και όπου -, δεν 

παρατηρείται τέτοια δράση του εκχυλίσματος. 

Στέλεχος/Εκχύλισμα MeOH/H2O MeOH CH2Cl2 Acetone Hexane 

V.alginolticus - - - - - 

V.lentus ++ ++ + ++ ++ 

V.anguillarum - - - - - 

V.parahaemolyticus + ++ - ++ - 

V.scophthalmi - - ++ ++ - 

V.splendidus - + + + - 

 

Από τα ληφθέντα αποτελέσματα παρατηρείται ότι τα οργανικά εκχυλίσματα από το 

μικροφύκος A. platensis έδειξαν ισχυρότερη δράση σε σχέση με τα εκχυλίσματα των 

άλλων ειδών, καθώς όλα τα εκχυλίσματα του μικροφύκους ανέστειλαν την ανάπτυξη των 

παθογόνων. Για το λόγο αυτό, τα δραστικά εκχυλίσματα από το μικροφύκος  A. platensis 

χρησιμοποιήθηκαν για διαχωρισμό και ταυτοποίηση της αντιμικροβιακής ιδιότητας που 

παράγει το μικροφύκος ενάντια στα παθογόνα του γένους Vibrio.  

 

3.5.2. Διαχωρισμός εκχυλισμάτων με χρωματογραφία στήλης 

 

Τα δραστικά εκχυλίσματα του μικροφύκους A. platensis (κυρίως αυτό που προήλθε 

από την εκχύλιση με διχλωρομεθάνιο) διαχωρίστηκαν με χρωματογραφία στήλης  και τα 

συστατικά που προέκυψαν αναπτύχθηκαν σε χρωματογραφία λεπτής στοιβάδας (TLC) 

για να διαπιστωθεί ο αριθμός των διαχωρισθέντων ουσιών (Εικόνα 2). Από την TLC 
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προέκυψαν τέσσερις ομάδες συστατικών, των οποίων το καθαρό βάρος αναγράφεται 

στον Πίνακα 12.  

 

 
Εικόνα 2. Η χρωματογραφία λεπτής στοιβάδας που έγινε για τον έλεγχο των 

διαφορετικών συστατικών που προέκυψαν. Οι αριθμοί στο κάτω μέρος της πλακέτας 

δείχνουν τον αριθμό του σωλήνα που λήφθηκε το δείγμα. 

 

Πίνακας 12. Οι ομάδες των συστατικών της A. platensis που αναγνωρίστηκαν από 

τη χρωματογραφία λεπτής στοιβάδας και το καθαρό βάρος των συστατικών της καθεμίας. 

Οι αριθμοί απεικονίζουν τους αριθμούς των σωλήνων που χρησιμοποιήθηκαν κατά το 

διαχωρισμό του εκχυλίσματος με χρωματογραφία στήλης.  

Ομάδες  Καθαρό βάρος (mg) 

1η (σωλήνες 1-5)  70 

2η (σωλήνες 36-42) 40 

3η (σωλήνες 43-85) 250 

4η (σωλήνες 86-107) 880 

 

3.5.3. Μικροβιολογικές δοκιμές διαχωρισμένων συστατικών 
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Τα συστατικά που διαχωρίστηκαν με τη χρωματογραφία στήλης δοκιμάστηκαν για 

αντιμικροβιακή δράση ενάντια στα παθογόνα. Στον Πίνακα 13 παρουσιάζονται τα 

αποτελέσματα από τις in vitro δοκιμές των συστατικών κατά των παθογόνων.  

 

Πίνακας 13. Δοκιμή της αντιμικροβιακής δράσης των διαχωρισμένων συστατικών 

της Arthrospira platensis. Όπου +, υπάρχει παρεμπόδιση της ανάπτυξης του βακτηρίου 

από το εκχύλισμα σχηματίζοντας μια καθαρή ζώνη με διάμετρο μέχρι 1 mm, όπου ++, 

υπάρχει παρεμπόδιση της ανάπτυξης του βακτηρίου από το εκχύλισμα σχηματίζοντας μια 

καθαρή ζώνη με διάμετρο μεγαλύτερη από 1 mm, και όπου -, δεν παρατηρείται τέτοια 

δράση του εκχυλίσματος. 

Στέλεχος/Ομάδα 1η 2η 3η 4η 

V.alginolticus - - - - 

V.lentus - + - - 

V.anguillarum - ++ - - 

V.parahaemolyticus - ++ ++ - 

V.scophthalmi - ++ ++ - 

V.splendidus - + - - 

  

Από τις τέσσερεις ομάδες συστατικών ισχυρότερη δράση φάνηκε ότι είχε η δεύτερη 

ομάδα, καθώς ανέστειλε την αύξηση πέντε από τα έξι παθογόνα στελέχη, σχηματίζοντας 

καθαρές ζώνες μεγαλύτερες από 1 mm σε διάμετρο. Κάποια δράση έδειξε ότι είχε και η 

τρίτη ομάδα, εμποδίζοντας τα V.parahaemolyticus και V.scophthalmi. Η πρώτη και η 

τέταρτη ομάδα δεν έδειξαν καμία αντιμικροβιακή δράση. 

Η δεύτερη ομάδα, που έδειξε την ισχυρότερη δράση, χρησιμοποιήθηκε για 

επιμέρους διαχωρισμό των συστατικών της με χρωματογραφία στήλης. Μετά το 

διαχωρισμό, έγινε αναγνώριση των συστατικών που προέκυψαν με αέρια 

χρωματογραφία GCMS, από την οποία προέκυψαν δυο κορυφές, μια κύρια με μοριακό 

βάρος 220 σε ποσοστό 81%, και μια μικρότερη με μοριακό βάρος 196 σε ποσοστό 15% 

(Εικόνα 3α,β). Η κύρια κορυφή, που βρίσκεται και σε μεγαλύτερο ποσοστό, είναι η 

κορυφή που αντιπροσωπεύει και το κύριο συστατικό του εκχυλίσματος, στο οποίο 
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πιθανόν να οφείλεται η αντιμικροβιακή δράση που παρουσίασε το μικροφύκος A. 

platensis.    

 

Εικόνα 3. Τα φάσματα από τη GCMS α) της κύρια κορυφής με ΜΒ 220 και ποσοστό 

81%, που προέκυψε σε retention time 21,929, και β) της μικρότερης κορυφής με ΜΒ 196 

και ποσοστό 15% που προέκυψε σε retention time 30,069. 

α) 

β) 

 

 

3.6. Ενδοκυτταρική και εξωκυτταρική δράση της C. minutissima 

 

Από τα υδατικά εχκυλίσματα της C. minutissima, που προέκυψαν από το σπάσιμο 

των κυττάρων για μελέτη της ενδοκυττάριας αντιμικροβιακής δράσης δεν παρατηρήθηκε 
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κάποια δράση ενάντια στα παθογόνα. Παρόμοια αποτελέσματα παρατηρήθηκαν και με 

το υδατικό εκχύλισμα της C. minutissima, που προέκυψε από το πέρασμα της 

καλλιέργειας με αυτό το φίλτρο.  
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4.1. Βακτηριακά στελέχη που χρησιμοποιήθηκαν 

 
Τα παθογόνα του γένους Vibrio αποτελούν σημαντικά βακτηριακά παθογόνα των 

εκτρεφόμενων οργανισμών στις υδατοκαλλιέργειες (Austin and Austin, 1999; Bergh et 

al., 2001; Hjeltnes and Roberts, 1993; Lightner and Redman, 1998). Η θνησιμότητα που 

παρατηρείται στα εκτρεφόμενα ψάρια και μαλάκια είναι περισσότερο έντονη στα 

νυμφικά στάδια, ενώ ορισμένες φορές μπορεί να προκαλέσει των πληθυσμών (Diggles et 

al., 2000; Hansen et al., 1999;  Islam et al., 2004; Olafsen, 2001). Το είδος V. 

anguillarum αποτελεί ένα από τα κοινότερα βακτηριακά παθογόνα των ψαριών (Austin 

and Austin, 1999), στα οποία προσκολλάται μέσω της βλέννας που υπάρχει στο δέρμα, 

στα βράγχια και κυρίως στο έντερο (Bordas et al., 1998) ή προσβάλει το ήπαρ, την 

καρδιά και τη σπλήνα (Schwieve et al., 1981). Το παθογόνο V. anguillarum όταν 

προσβάλει ψάρια ή μαλάκια, προκαλεί vibriosis, βακτηριακή νέκρωση και αιμορραγίες, 

και έχει βρεθεί ότι προκαλεί θνησιμότητα στον ατλαντικό σολομό Salmo salar (Buller, 

2004).     

Το είδος V. alginolyticus, που απομονώθηκε από την καλλιέργεια της Artemia, έχει 

βρεθεί ότι αποτελεί ένα από τα κυρίαρχα βακτήρια σε καλλιέργειες Artemia (Villamil et 

al., 2003). Το βακτήριο αυτό έχει περιγραφεί ως παθογόνο για το καλκάνι (Scophthalmus 

maximus, Austin et al., 1993) και την τσιπούρα (Colorni et al., 1981; Balebona et al., 

1998). Έχει επίσης αναφερθεί σαν οπορτουνιστικό βακτήριο για τους κέφαλους (Mugil 

cephalus, Burke and Rodgers, 1981) και το φαγκρί (Pagrus major, Muroga et al., 1987), 

ενώ άλλες μελέτες το αναφέρουν σαν κοινό βακτήριο της μικροχλωρίδας του εντέρου 

ορισμένων θαλάσσιων ειδών (Grisez et al., 1997).  

Όσον αφορά το βακτηριακό φορτίο της Artemia, οι Verschuere et al., (1997) 

παρατήρησαν ότι το 90% περίπου αυτού που βρίσκεται στις καλλιέργειες της Artemia, 

αποτελείται από βακτήρια που ακολουθούν τη r-στρατηγική, δηλαδή που έχουν 

γρήγορους ρυθμούς αύξησης και είναι οπορτουνιστικά. Τα βακτήρια αυτά 

αναπτύσσονται στις καλλιέργειες της Artemia εξαιτίας της αφθονίας σε θρεπτικά υλικά 

και μπορούν να καλλιεργηθούν σε στερεό θρεπτικό μέσο. Λόγω της διατροφής των 

νυμφικών σταδίων ψαριών και καρκινοειδών από ζωντανή Artemia, πολλά από τα 

οπορτουνιστικά βακτήρια που συμβιώνουν με αυτή, προσβάλλουν τον πεπτικό σωλήνα 
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των νυμφών, προκαλώντας πολύ συχνά μαζικές θνησιμότητες. Για το λόγο αυτό, είναι 

κατανοητό ότι ο χειρισμός του βακτηριακού φορτίου που υπάρχει στην Artemia, θα 

μπορούσε να αποτελέσει ένα τρόπο αύξησης της βιωσιμότητας των νυμφών και της 

ανάπτυξης τους (Noh et al., 1994; Gatesoupe, 1994; Robertson et al., 2000).  

Το είδος V. lentus, που απομονώθηκε από την τσιπούρα S. aurata, φαίνεται να 

σχετίζεται και με τα Μεσογειακά στρείδια, χωρίς όμως να έχει αναφερθεί κάποια 

παθογόνος δράση σε αυτά. Παρόλα αυτά, έχει βρεθεί ότι το συγκεκριμένο βακτήριο 

προκαλεί ασθένεια στα άγρια χταπόδια, προσβάλλοντας το δέρμα τους και προκαλώντας 

πολλές φορές απώλεια του (Farto et al., 2003). 

Το είδος V. splendidus είναι ένα παθογόνο που προσβάλλει κυρίως ψάρια, όπως η 

τσιπούρα, η ιριδίζουσα πέστροφα και το καλκάνι, αλλά και καρκινοειδή (γαρίδες) και 

δίθυρα μαλάκια (στρείδια και νύμφες στρειδιών). Έχει βρεθεί ότι το συγκεκριμένο 

βακτήριο προκαλεί σηψαιμία (αιμορραγίες στο στόμα και πτερύγια), προσβάλει 

εγκέφαλο, ήπαρ και νεφρό, και μπορεί να προκαλέσει ακόμα και θάνατο (Buller, 2004).         

Το είδος V. scopthalmi δεν είναι παθογόνο για τα ψάρια, αλλά έχει βρεθεί ότι 

αποτελεί μέρος από τη βακτηριακή χλωρίδα του καλκανιού και άλλων ψαριών (Cerda-

Cuellar et al., 1997).   

Το είδος V. parahaemolyticus προκαλεί εξωτερική αιμορραγία και προσβάλει τα 

εσωτερικά όργανα των οργανισμών που έχουν μολυνθεί προκαλώντας ακόμη και 

θνησιμότητα. Προσβάλει κυρίως καρκινοειδή, αλλά και μαλάκια, όπως το χταπόδι και 

κέφαλους (Alcaide et al., 1999; Buller, 2004; Fujino et al., 1974; Joseph et al., 1983). Οι  

Immanuel et al. (2004) βρήκαν ότι το συγκεκριμένο παθογόνο  αναστέλλεται από 

οργανικά εκχυλίσματα χερσαίων φυτών, καθώς όταν μόλυνε καλλιέργεια καρκινοειδών, 

που είχε τραφεί με Artemia εμπλουτισμένη με τέτοια εκχυλίσματα, εμφάνισε ελαττωμένη 

θνησιμότητα σε σχέση με καλλιέργεια που δεν είχε τραφεί με εμπλουτισμένη Artemia.       

Τα βακτήρια που χρησιμοποιήθηκαν για τον έλεγχο της αντιμικροβιακής δράσης 

των μικροφυκών αποτελούν κοινά παθογόνα για τις υδατοκαλλιέργειες (Buller, 2004). 

Ορισμένα από αυτά προκαλούν σοβαρές ασθένειες σε ψάρια και ασπόνδυλα, και μπορεί 

να οδηγήσουν ακόμα και σε θάνατο, ενώ άλλα, όπως το V.scopthalmi μπορεί να 

αποτελούν φυσική χλωρίδα ψαριών και καρκινοειδών, που όμως μπορούν να εμφανίσουν 

παθογόνο δράση υπό ορισμένες συνθήκες (Buller, 2004).    
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4.2. Αντιμικροβιακή δράση 

 

Τα αποτελέσματα της παρούσας έρευνας έδειξαν ότι οι αξενικές καλλιέργειες των 

μικροφυκών C. minutissima, T. chuii, A. platensis, Nannochloropsis sp. και Isochrysis sp. 

εμφανίζουν αντιμικροβιακή δράση ενάντια στα παθογόνα V. alginolyticus, 

V.anguillarum, V.lentus, V.splendidus, V.scopthalmi και V.parahaemolyticus, καθώς 

εμπόδισαν αποτελεσματικά την αύξηση του πληθυσμού των παθογόνων, όταν 

συγκαλλιεργήθηκαν με αυτά. Τα είδη C. minutissima και Nannochloropsis sp. ήταν αυτά 

που έδωσαν τα πιο ενθαρρυντικά αποτελέσματα, καθώς μέσα σε 12 μόλις ώρες 

κατάφεραν να ελαττώσουν το CFU των παθογόνων σε λιγότερο από 50% (Γράφημα 7, 

10). Για το είδος Nannochloropsis sp. δεν υπάρχουν βιβλιογραφικά δεδομένα σχετικά με 

την αντιμικροβιακή του δράση. Υπάρχουν μονάχα κάποια αδημοσίευτα αποτελέσματα 

των Halevy et al. (1986), οι οποίοι ανέφεραν ότι το μικροφύκος N. oculata δεν εμφανίζει 

ισχυρή αντιμικροβιακή δράση, καθώς εμποδίζει ελάχιστα την ανάπτυξη ενός μεγάλου 

εύρους βακτηρίων. Αυτό έρχεται σε αντίθεση με τα αποτελέσματα της παρούσας 

εργασίας, καθώς παρατηρήσαμε ότι το μικροφύκος φαίνεται να έχει ισχυρή 

αντιμικροβιακή δράση ενάντια στα παθογόνα στελέχη του γένους Vibrio που 

χρησιμοποιήσαμε. Μια πιθανή εξήγηση είναι ότι ίσως να πρόκειται για διαφορετικό 

στέλεχος της Nannochloropsis sp., το οποίο αντίθετα με το είδος N. occulata, να 

εμφανίζει αντιμικροβιακή δράση ή να εμποδίζει την ανάπτυξη μονάχα οπορτουνιστικών 

βακτηρίων και όχι άλλων στελεχών.    

Αντιμικροβιακή δράση έχει παρατηρηθεί από προηγούμενες έρευνες στο 

μικροφύκος C. minutissima (Katharios et al., 2005), αν και οι μηχανισμοί λειτουργίας της 

δεν έχουν ακόμη καθοριστεί. Ένας μηχανισμός που έχει αναφερθεί είναι ότι πιθανόν να 

σχετίζεται με τα συμβιωτικά βακτήρια που αναπτύσσονται μέσα στις καλλιέργειες των 

μικροφυκών, και εμποδίζουν την ανάπτυξη παθογόνων βακτηρίων (Makridis et al., 

2006). Η δράση αυτή μπορεί να οφείλεται σε παραγωγή βακτηριοστατικών ουσιών από 

τα βακτήρια ή ανταγωνισμό μεταξύ των βακτηριακών πληθυσμών για θρεπτικά ή 

οικοθέσεις. Από τα αποτελέσματα της παρούσας έρευνας όμως προέκυψε ότι κάποιοι 
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παράγοντες, και όχι τα βακτήρια, που πιθανόν προέρχονται από τα ίδια τα φύκη, 

εμποδίζουν την ανάπτυξη των παθογόνων στελεχών μέσα στην καλλιέργεια. Οι 

Tendencia and de la Pena (2004) βρήκαν ότι όταν αξενική καλλιέργεια του μικροφύκους 

Chlorella sp. συγκαλλιεργήθηκε με το παθογόνο V. harvei με 103 cfu/ml συγκέντρωση,  

καθυστερούσε την ανάπτυξη του μέσα σε 72 ώρες. Αυτό συμφωνεί με τα αποτελέσματα 

της παρούσας εργασίας και μας οδηγεί στο συμπέρασμα ότι τα κύτταρα των μικροφυκών 

πιθανόν να εκκρίνουν κάποιες ουσίες που αναστέλλουν την ανάπτυξη των παθογόνων 

στελεχών. Στο μικροφύκος C. vulgaris, η αντιμικροβιακή δράση πιθανόν να σχετίζεται 

με μια λιπόφιλη ουσία, που ονομάστηκε chlorellin, η οποία παραγόταν κατά την αρχική 

φάση ανάπτυξης και ελευθερωνόταν στο μέσο της καλλιέργειας του μικροφύκους (Pratt, 

1948). Οι in vitro δοκιμές με τους οργανικούς διαλύτες έδειξαν κάποια αποτελέσματα 

αναστολής ανάπτυξης ορισμένων από τα παθογόνα, πράγμα που επιβεβαιώνει την πιθανή 

λιπόφιλη ιδιότητα της αντιμικροβιακής ουσίας.   

Το μικροφύκος C. minutissima, εκτός από την αντιμικροβιακή δράση που 

εμφανίζει, βρέθηκε ότι όταν χορηγήθηκε σε λαβράκια που έπασχαν από εγκεφαλοπάθεια, 

βελτιωνόταν η βιωσιμότητα τους (Katharios et al., 2005) και επιπλέον, όταν 

χορηγούνταν σε ζώα ως διατροφικός παράγοντας βοηθούσε το ανοσοποιητικό τους 

σύστημα (Belay, 1993). Αυτό δείχνει ότι το μικροφύκος αυτό εκτός από προληπτικό 

μέσο, θα μπορούσε να χρησιμοποιηθεί και ως θεραπευτικό, γεγονός που δίνει πολύ 

ενθαρρυντικά αποτελέσματα για τις υδατοκαλλιέργειες. 

Η αντιβακτηριακή δράση ακόρεστων και κορεσμένων λιπαρών οξέων μακριάς 

αλυσίδας έχει παρατηρηθεί από τους Nieman (1954) και Galbraith and Miller (1973). 

Συγκεκριμένα, έδειξαν ότι λιπαρά οξέα με μήκος αλυσίδας μεγαλύτερο από 10 άτομα 

άνθρακα προκαλούσε λύση σε βακτηριακούς πρωτοπλάστες. Επιπλέον, πολλοί 

συγγραφείς ανακάλυψαν αντιμικροβιακές ιδιότητες σε μικροφύκη εξαιτίας λιπαρών 

οξέων (Duff et al., 1966; Aubert et al., 1968; Aubert and Gambarotta, 1972; Berland et 

al., 1972; Aubert et al., 1979; Pesando, 1985; Kellam et al., 1988). Το γεγονός αυτό 

πιθανόν να εξηγεί την ύπαρξη αντιμικροβιακής δράσης στο μικροφύκος Nannochloropsis 

sp., καθώς το είδος αυτό εμφάνισε ισχυρή αντιμικροβιακή δράση και περιέχει μεγάλες 

ποσότητες εικοσιπεντανοϊκού οξέος (ΕΡΑ; Sukenik, 1999).  Το ίδιο θα μπορούσαμε να 

πούμε και για το μικροφύκος Isochrysis sp., για το οποίο, ενώ δεν έχει αναφερθεί 
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αντιμικροβιακή δράση, από τα αποτελέσματα φάνηκε να έχει και αυτό αρκετά ισχυρή 

δράση καθώς τα εμπόδιζε μετά τις 24 ώρες συγκαλλιέργειας (Γράφημα 11). Το 

συγκεκριμένο είδος χρησιμοποιείται ευρέως στις υδατοκαλλιέργειες ως πηγή τροφής, 

εξαιτίας της υψηλής περιεκτικότητας του σε πολυακόρεστα λιπαρά οξέα, και κυρίως 

DHA (Jeffrey et al., 1994). Η σύσταση αυτή του μικροφύκους πιθανόν να εξηγεί την 

αντιμικροβιακή του δράση, αν και δεν έχει αναφερθεί άλλοτε στη βιβλιογραφία. Παρόλα 

αυτά, τα αποτελέσματα των πειραμάτων είναι πολύ ενθαρρυντικά, καθώς το είδος αυτό 

χορηγείται συχνά στα νυμφικά στάδια πολλών μαλακίων (Bruce et al., 1940; Jeffrey et 

al., 1994) και αυτό θα μπορούσε να σημαίνει ότι προσθέτοντας το μικροφύκος αυτό, 

όπως και το μικροφύκος Nannochloropsis sp., σε δεξαμενές εκτροφής νυμφών, μειώνεται 

σημαντικά ο πληθυσμός Vibrio, γεγονός που θα βοηθούσε τη βιωσιμότητα των νυμφών.     

Στην παρουσία ενός λιπαρού οξέος έχουν αποδώσει και την αντιμικροβιακή δράση 

του μικροφύκους A. platensis (Demule et al., 1996). Από τα πειράματα της παρούσας 

μελέτης φάνηκε ότι τόσο in vivo, όσο και in vitro, το μικροφύκος εμφάνισε 

αντιμικροβιακή δράση (Γράφημα 9, Πίνακας 11). Τα περισσότερα οργανικά 

εκχυλίσματα έδειξαν κάποια αντιμικροβιακή δράση, γεγονός που μπορεί να μας 

οδηγήσει στο συμπέρασμα ότι η δράση πιθανόν να οφείλεται σε μια λιπόφιλη ουσία. Οι 

Demule et al. (1996) ανέφεραν ότι η παρουσία του γ-λινολεϊκού οξέος είναι αυτή που 

ευθύνεται για την αντιμικροβιακή δράση του μικροφύκους. Το λιπαρό αυτό οξύ είναι 

παρόν σε υψηλές συγκεντρώσεις στο μικροφύκος (Singh et al., 2005; Xue et al., 2002), 

και βρέθηκε να είναι υπεύθυνο για την αντιμικροβιακή δράση που εμφανίζει και το 

θαλάσσιο πράσινο φύκος Chlorococcum strain HS-101, εμποδίζοντας την ανάπτυξη του 

ανθεκτικού στη μεθικιλίνη στελέχους Staphylococcus aureus (Ohta et al., 1995). 

Εκχυλίσματα του μικροφύκους με μεθανόλη εμφανίζουν ισχυρότερη αντιμικροβιακή 

δράση από αυτά του διχλωρομεθάνιου και του πετρελαϊκού αιθέρα σύμφωνα με τους 

Ozdemir et al. (2004) και Demule et al. (1996). Οι Santoyo et al. (2006) ανακάλυψαν, 

ότι τα συστατικά που σχετίζονται με την αντιμικροβιακή ιδιότητα του μικροφύκους, 

σχετίζονται και με την πολικότητα του διαλύτη εκχύλισης και μάλιστα, όσο πιο χαμηλή η 

πολικότητα, τόσο πιο αποτελεσματική είναι η εκχύλιση των συστατικών αυτών. Από τα 

αποτελέσματα της παρούσας έρευνας, τα εκχυλίσματα της μεθανόλης και του 

διχλωρομεθάνιου φάνηκαν να έχουν παρόμοια ισχύ, όπως επίσης και με αυτά της 
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ακετόνης. Η ουσία που προέκυψε τελικά από τη χρωματογραφία στήλης με καθαρότητα 

81% ήταν μια ουσία με μικρό μοριακό βάρος (ΜΒ 220), γεγονός που δικαιολογείται από 

την πιθανή ύπαρξη κάποιου λιπαρού οξέος, το οποίο να έχει την αντιμικροβιακή 

ιδιότητα.  

Έρευνες έχουν δείξει ότι εκτός από την αντιμικροβιακή του δράση, το μικροφύκος 

A. platensis εμφανίζει και ανοσοενισχυτικές ιδιότητες. Χορήγηση του μικροφύκους σε 

ψάρια με την τροφή τους βρέθηκε ότι βοηθάει στη βελτίωση του ανοσοποιητικού τους 

συστήματος, αλλά εμφανίζει και θεραπευτικές ιδιότητες (Watanuki et al., 2006; Belay et 

al., 1996; Duncan and Klesius, 1996).   

Το μικροφύκος T. chuii εμφάνισε αντιμικροβιακή δράση, αναστέλλοντας την 

ανάπτυξη των παθογόνων μετά από 24 ώρες συγγκαλλιέργειας (Γράφημα 8). Τα 

αποτελέσματα αυτά συμφωνούν με προηγούμενα πειράματα, όπου πραγματοποιήθηκαν 

in vivo δοκιμές με το αξενικό είδος T. suecica χρησιμοποιώντας το ως πηγή τροφής σε 

εκκολαπτήριο της λευκής γαρίδας Fenneropenaus indicus (Regunathan and Wesley, 

2004). Ο αριθμός των Vibrio στο νερό, στο έντερο των νυμφών και στα αυγά 

ελαττώθηκε μετά τη χρήση συμπυκνώματος του μικροφύκους, βελτιώνοντας ταυτόχρονα 

και τη βιωσιμότητα των νυμφών. Παρόμοια αποτελέσματα βρέθηκαν και σε καλλιέργειες 

του καρκινοειδούς A. franciscana, όταν τρεφόταν με το μικροφύκος Tetraselmis sp., το 

οποίο συνέβαλλε στην ελάττωση του αριθμού των οπορτουνιστικών βακτηρίων στο νερό 

και στο έντερο των ζώων και ειδικά του παθογόνου V.alginolyticus, που κυριαρχεί στις 

καλλιέργειες της Artemia (Olsen et al., 2000). Επίσης, παρατηρήθηκε ότι καλλιέργειες 

του μικροφύκους Tetraselmis sp. εμφάνιζαν χαμηλά επίπεδα οπορτουνιστικών 

βακτηρίων, και επιπλέον ελάττωναν το μικροβιακό φόρτο κατά 66%, όταν εμπλούτιζαν 

καλλιέργειες της Artemia franciscana (Salvensen et al., 2000; Tolomei et al., 2004; 

Makridis et al., 2006). Το γεγονός αυτό δείχνει ότι το μικροφύκος T. chuii αποτελεί ένα 

ιδανικό είδος για την τεχνική του «πράσινου νερού» στην εκτροφή νυμφών, 

ελαττώνοντας το μικροβιακό φορτίο και την ανάπτυξη παθογόνων στελεχών.  

Ο μηχανισμός αντιμικροβιακής δράσης του μικροφύκους T. chuii, όπως και στα 

περισσότερα είδη μικροφυκών, δεν έχει εξηγηθεί ακόμα. Όπως και για το είδος C. 

minutissima, έτσι και για το T. chuii, ένας μηχανισμός δράσης υποτέθηκε ότι οφειλόταν 

στα συμβιωτικά βακτήρια που ζουν στις καλλιέργειες (Makridis et al., 2006). Από τα 
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αποτελέσματα των παρόντων πειραμάτων, και από άλλα πειράματα με αξενικές 

καλλιέργειες του μικροφύκους (Regunathan and Wesley, 2004), διαπιστώθηκε ότι 

πιθανόν να οφείλεται στα ίδια τα κύτταρα του μικροφύκους. Οι Austin and Day (1990) 

πραγματοποίησαν in vitro πειράματα με το μικροφύκος T. suecica, και βρήκαν ότι η 

αντιμικροβιακή δράση του πιθανόν να βρίσκεται μέσα στα κύτταρα και να εκκρίνεται 

στο περιβάλλον της καλλιέργειας. Τα οργανικά εκχυλίσματα που πραγματοποιήθηκαν 

στην παρούσα έρευνα έδειξαν κάποια δράση αλλά όχι όμοια με αυτή που βρήκαν οι 

Austin and Day (1990) με τις δοκιμές με το υπερκείμενο των κυττάρων του 

μικροφύκους. Οι Austin and Day (1990) βρήκαν ότι το μικροφύκος παρουσιάζει 

αντιμικροβιακή δράση ενάντια στα V. parahaemolyticus,  V. anguillarum και V. 

alginolyticus και πιθανόν να πρόκειται για μια ουσία μικρού μοριακού βάρους. Από τα 

αποτελέσματα που προέκυψαν μετά τη δοκιμή των οργανικών εκχυλισμάτων μονάχα το 

εκχύλισμα με το διχλωρομεθάνιο εμπόδισε το V. alginolyticus, ενώ τα άλλα δυο στελέχη 

δεν επηρεάστηκαν από κανένα εκχύλισμα. Από αυτό θα μπορούσε να συμπεράνει κανείς 

ότι η ουσία που εμφανίζει την αντιμικροβιακή δράση πιθανόν να μην εμφανίζει λιπόφιλο 

χαρακτήρα όπως στα υπόλοιπα μικροφύκη που αναπτύξαμε, για αυτό το λόγο θα πρέπει 

να εκχυλιστεί με διαφορετικό τρόπο από τα άλλα είδη. 

Οι συνθήκες καλλιέργειας των μικροφυκών, όπως η θερμοκρασία, το pH, οι ημέρες 

επώασης, η ένταση του φωτός, έχει βρεθεί ότι παίζουν σημαντικό ρόλο στην 

αντιμικροβιακή δράση (Noaman et al., 2004), όπως επίσης και οι μέθοδοι εκχύλισης και 

οι οργανικοί διαλύτες που θα χρησιμοποιηθούν. Στη βιβλιογραφία αυτό έχει αναφερθεί 

από τους Ohta et al. (1993), οι οποίοι μελέτησαν αντιμικροβιακή δράση στο θαλάσσιο 

πράσινο μικροφύκος Chlorococcum strain HS-101, αλλά φάνηκε και από τα 

αποτελέσματα της παρούσας μελέτης, καθώς δεν έδειξαν όλα τα εκχυλίσματα των 

μικροφυκών αντιμικροβιακή δράση, αλλά η δράση εμφανίστηκε επιλεκτικά (Πίνακας 

9,10,11). 

 

 

4.3. Συμπεράσματα 
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Τα είδη Chlorella minutissima, Tetraselmis chuii, Nannochloropsis sp. και 

Isocrhysis sp., που χρησιμοποιήθηκαν για τα πειράματα, χρησιμοποιούνται στην τεχνική 

του «πράσινου νερού» (Bruce et al., 1940; Lubzens et al., 1995; Tendencia and de la 

Pena, 2004). Σύμφωνα με την τεχνική αυτή, τα μικροφύκη χορηγούνται στις δεξαμενές 

εκτροφής νυμφών, πράγμα που οδηγεί, όπως φαίνεται από τη βιβλιογραφία, αλλά και 

από αυτά που έδειξαν τα πειράματα της παρούσας έρευνας σε ελάττωση του 

μικροβιακού φορτίου, και ειδικά του πληθυσμού των παθογόνων στελεχών που 

αναπτύσσονται συχνά στη ζωντανή τροφή, όπως στις καλλιέργειες Artemia. Από τις 

δοκιμές που έγιναν προέκυψε ότι σε συγκέντρωση 105 κύτταρα/ml, τα παραπάνω 

μικροφύκη φαίνεται να εκκρίνουν κάποιες αντιμικροβιακές ουσίες που μπορούν 

αποτελεσματικά να εμποδίζουν τον πολλαπλασιασμό αρκετών σημαντικών παθογόνων 

για τις υδατοκαλλιέργειες. Οι ουσίες αυτές φαίνεται να διαφέρουν από είδος σε είδος, και 

τις περισσότερες φορές η αντιμικροβιακή δράση πιθανόν να οφείλεται σε κάποιο λιπαρό 

οξύ. Γενικά οι αντιμικροβιακές ουσίες έχει υποτεθεί ότι είναι ουσίες με μικρό μοριακό 

βάρος και αυτό φάνηκε και από τα αποτελέσματα της παρούσας έρευνας. 

Ορισμένα από τα μικροφύκη που αναφέραμε, όπως τα A. platensis και C. 

minutissima, εκτός από την αντιμικροβιακή δράση που εμφανίζουν, έχει βρεθεί ότι 

βελτιώνουν το ανοσοποιητικό σύστημα των οργανισμών στους οποίους χορηγούνται. 

Αυτό θα μπορούσε να κάνει τα είδη αυτά πολύ χρήσιμα σαν ανοσοενισχυτικά, αλλά και 

μέσα θεραπείας ασθενειών που προσβάλλουν τα εκτρεφόμενα ζώα, αλλά και τον 

άνθρωπο.   

Η εύρεση των υπεύθυνων αυτών αντιμικροβιακών ουσιών θα βοηθούσε στην 

κατανόηση των μηχανισμών δράσης των μικροφυκών, οι οποίοι παραμένουν άγνωστοι 

εδώ και χρόνια, καθώς επίσης και στην κατάλληλη εκμετάλλευση τους από την 

βιομηχανία φαρμάκων για την παραγωγή νέας γενιάς ουσιών, οι οποίες θα μπορούσαν να 

παραχθούν εύκολα λόγω της δυνατότητας μαζικής καλλιέργειας των μικροφυκών.       
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Πίνακας 2. Σύσταση θρεπτικών μέσων που χρησιμοποιήθηκαν για τις καλλιέργειες των 

μικροφυκών 

Συστατικά  Σύσταση ανά λίτρο 

F/2 medium  

Trace elements  

Na2EDTA 4.16 g 

FeCl3.6H2O 3.15 g 

CuSO4.5H2O 0.01 g 

ZnSO4.7H2O 0.022 g 

CoCl2.6H2O 0.01 g 

MnCl2.4H2O 0.18 g 

Na2MoO4.2H2O 0.006 g 

Vitamin mix  

Cyanocobalamin (Vitamin B12) 0.0005 g 

Thiamine HCl (Vitamin B1) 0.1 g 

Biotin  0.0005 g 

Medium  

NaNO3 0.075 g 

NaH2PO4.2H2O 0.00565 g 

  

ASW (Artificial Seawater)  

Extra salts  

NaNO3 30.00 g 

Na2HPO4 1.20 g 

K2HPO4 1.00 g 

Vitamin solution   

Biotin 0.0002 g 

Calcium pantothenate 0.02 g 

Cyanocobalamin 0.004 g 

Folic Acid 0.0004 g 

Inositol  1.0 g 

 



 

Πίνακας 2. Σύσταση θρεπτικών μέσων που χρησιμοποιήθηκαν για τις καλλιέργειες των 

μικροφυκών (συνέχεια) 

Nicotinic Acid 0.02 g 

Thiamin HCl 0.1 g 

Thymine  0.6 g 

Medium  

Tricine 0.5 g 

  

BG  

Nutrient salts  

NaNO3 30.0 

Na2HPO4 1.2 

K2HPO4 1.0 

Trace elements solution  

H3BO3 2.86 

MnCl2.4H2O 1.81 

ZnSO4.7H2O 0.22 

Na2MoO4.2 H2O 0.39 

CuSO4.5H2O 0.08 

Co(NO3)2.6 H2O 0.05 

Medium 

 

 

Tricine  0.5 

MgSO4.7 H2O 0.075 

CaCl2.2 H2O 0.036 

Citric acid 0.006 

Ammonium ferric citrate green 0.006 

EDTANa2 0.001 

Na2CO3 0.02 
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