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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 

Η υδατοκαλλιέργεια είναι ένας αναπτυσσόμενος τομέας με παγκόσμια οικονομική 

σημασία. Σημαντικό πρόβλημά της αποτελούν οι βακτηριακές λοιμώξεις οι οποίες 

δημιουργούν σοβαρά οικονομικά ή/και οικολογικά προβλήματα. Η δονακίωση η οποία 

έχει προληφθεί με περιορισμένη επιτυχία με τη χορήγηση αντιβιοτικών, αποτελεί μία από 

τις πιο συχνές ασθένειες των εκκολαπτηρίων που οφείλεται στα βακτήρια του γένους 

Vibrio. Σήμερα, τα ανθεκτικά στα αντιβιοτικά βακτήρια αποτελούν ένα παγκόσμιο 

πρόβλημα που προτρέπει την ανάγκη για ταχεία ανάπτυξη αειφόρων εναλλακτικών 

στρατηγικών ελέγχου του πληθυσμού τους. Η εναλλακτική προσέγγιση της χρήσης των 

λυτικών φάγων ή των προϊόντων τους, ως βιολογικό παράγοντα στη θεραπεία ή την 

πρόληψη των βακτηριακών ασθενειών, έχει κερδίσει το ενδιαφέρον με ελπιδοφόρα 

αποτελέσματα. Στην παρούσα εργασία, η in vitro λύση ενός κοκτέιλ τεσσάρων θαλάσσιων 

λυτικών βακτηριοφάγων που διαθέτουν ποικίλους μοριακούς μηχανισμούς διερευνήθηκε. 

Σκοπός ήταν να ελεγχθεί με βιολογικό τρόπο ο βακτηριακός πληθυσμός του 

οπορτουνιστικού παθογόνου των ψαριών Vibrio alginolyticus. Παρατηρήθηκε αύξηση της 

αποτελεσματικότητας του βιολογικού ελέγχου του βακτηριακού πληθυσμού σε σχέση με 

την αποτελεσματικότητα που είχαν μεμονωμένα οι φάγοι και καθυστέρηση στην ανάπτυξη 

της βακτηριακής αντοχής. Τέλος, διερευνήθηκαν τα φαινόμενα ανταγωνιστικότητας και η 

λυτική δραστηριότητα των βακτηριοφάγων μέσα από τα οποία παρατηρήθηκε ότι η δράση 

του κοκτέιλ ήταν συνεργιστική. 

 

 

Επιστημονική περιοχή μελέτης 

Βακτηριοφάγοι  

 

 

Λέξεις κλειδιά  

Βακτηριοφάγοι, δονακίωση, κοκτέιλ φάγων, υδατοκαλλιέργειες, Vibrio sp., Vibrio 

alginolyticus.  
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«STUDY ON THE COMBINATIONAL LYTIC ACTIVITY OF 

BACTERIOPHAGES IN GENUS VIBRIO BACTERIA» 
 

 

 

ΑΒSTRACT 

 

Aquaculture is a sector of economic relevance worldwide. Bacterial infections have been 

recognized as an important limitation to aquaculture production and trade, as well as can 

cause ecological problems. Vibriosis is one of the most common diseases in marine 

aquaculture hatcheries and its causative agents are bacteria of the genus Vibrio. Vibriosis 

has been prevented with limited success by the administration of antibiotics. Recently, 

drug-resistant bacteria have become a global problem, urging for the prompt development 

of alternative control population strategies. The alternative approach of using lytic phages 

or their products, as bioagents for the treatment or prophylaxis of bacterial infectious 

diseases, has gained interest with promising results. In this study, the in vitro solution of a 

cocktail of four marine lytic bacteriophages with varied molecular tools was investigated in 

order to control the bacterial population of the opportunistic pathogen Vibrio alginolyticus. 

An increase in the effectiveness of biological control of the bacterial population and a 

delay in the development of bacterial resistance were observed. Finally, the competiveness 

and the lytic activity of the bacteriophages were investigated, concluding that the 

application of the cocktail was synergistic.  

 

 

Study area 

Bacteriophages 

 

 

Key-words  

Bacteriophage, vibriosis, phage cocktail, aquaculture, Vibrio sp., Vibrio alginolyticus. 
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ  

 

1.1. Βακτηριοφάγοι  

 

Οι βακτηριοφάγοι ή φάγοι (ιοί που μολύνουν βακτήρια) είναι οι πιο άφθονοι οργανισμοί 

στη βιόσφαιρα (παρασιτική μορφή ζωής) που υπάρχουν με φυσικό τρόπο στα 

οικοσυστήματα όπως ακριβώς και τα βακτήρια (Clokie et al., 2011).  Όπως σε κάθε σχέση 

παρασίτου με τον ξενιστή του, έτσι και εδώ, η επιβίωση και ο πολλαπλασιασμός των 

φάγων εξαρτάται άμεσα από την διαθεσιμότητα του ξενιστή του, δηλαδή της τροφής του, 

στο οικοσύστημα (La Scola et al., 2008). Από τις πυκνότερες φυσικές τους πηγές είναι το 

θαλασσινό νερό το οποίο περιέχει 9*108 ιοσωμάτια / ml νερού ενώ το μέγεθος του 

συνολικού πληθυσμού τους εκτιμάται περίπου στα 1031 (Wommack & Colwell, 2000). Το 

96% του συνολικού αριθμού των βακτηριοφάγων ανήκει στην κλάση Caudovirales έχουν 

δίκλωνο DNA και ουρά. Χωρίζονται σε 3 οικογένειες (Εικόνα 1): Siphoviridae με μακριές 

μη-συσταλτές ουρές (60% των Caudovirales), Myoviridae με μακριές συσταλτές ουρές 

(25%), Podoviridae με κοντές μη-συσταλτές ουρές (15%) (Ackermann, 2007). Το 

υπόλοιπο 4% του συνολικού αριθμού των βακτηριοφάγων κατατάσσεται σε 10 οικογένειες 

(Πίνακας 1), ορισμένες από τις οποίες είναι ιδιαίτερα μικρές (Ackermann, 2007). 

 

Προκειμένου να εκτιμηθούν οι ρόλοι των φάγων στη φύση, είναι απαραίτητη η κατανόηση 

των πιθανών αλληλεπιδράσεών τους με τους ξενιστές τους. Οι κύκλοι ζωής των φάγων 

(Εικόνα 2), μαζί με την αλληλεπίδραση των φάγων με το φυσικό τους περιβάλλον, 

υπαγορεύουν το ρόλο τους στη βιολογία των βακτηρίων (Clokie et al., 2011). Με τον 

λυτικό κύκλο ζωής (αναπαραγωγής), οι φάγοι μολύνουν και καταστρέφουν γρήγορα τα 

κύτταρα ξενιστών τους, με αποτέλεσμα να διαμορφώνουν τη δυναμική των βακτηριακών 

πληθυσμών και να βοηθούν περιστασιακά στη μακροπρόθεσμη εξέλιξή τους (Abedon, 

2008; Weinbauer & Rassoulzadegan, 2004; Wilhelm & Suttle, 1999). Ο αριθμός που 

προκύπτει ανά βακτήριο που μολύνεται είναι 50 έως 200 νέοι φάγοι ανάλογα με το είδος 

και τις συνθήκες (Carlton, 1999). Αντιθέτως, με το λυσιγονικό κύκλο ζωής οι φάγοι αντί 

να καταστρέφουν άμεσα τους ξενιστές τους ενσωματώνονται στο γονιδίωμα του ξενιστή 

τους ή υπάρχουν ως πλασμίδια μέσα στο κύτταρο ξενιστή τους (Little, 2005). Ο 

λυσιγονικός κύκλος μπορεί να είναι σταθερός για χιλιάδες γενεές και ο βακτηριοφάγος 

μπορεί να μεταβάλλει τον φαινότυπο του βακτηρίου εκφράζοντας γονίδια που δεν 

εκφράζονται στη συνηθισμένη πορεία της μόλυνσης (Clokie et al., 2011). 
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Πίνακας 1: Οι 13 οικογένειες στις οποίες κατατάσσονται οι βακτηριοφάγοι σε σχέση με 

το γενετικό τους υλικό, τα χαρακτηριστικά τους και την μορφολογία τους. Το 96% ανήκει 

στις 3 πρώτες οικογένειες και το 4% ανήκει στις υπόλοιπες 7 (Ackermann, 2007). 

 

 

 

Σήμερα η ανάγκη για μια νέα, φιλική προς το περιβάλλον εναλλακτική λύση στα 

αντιβιοτικά έχει γίνει περισσότερο από αναγκαία. Η παρουσία βακτηριοφάγων σε 

περιβάλλοντα όπου εμφανίζονται παθογόνα βακτήρια θα πρέπει να θεωρηθεί ως μια 

ευκαιρία που μπορεί να οδηγήσει στην ανάπτυξη μιας επιτυχημένης και φιλικής προς το 

περιβάλλον λύσης, για την άμεση λύση των βακτηρίων αυτών. Η λυτική φύση των φάγων 

που εμφανίζουν γρήγορο ρυθμό ανάπτυξης είναι ένα πλεονέκτημα αλλά και μια 

προϋπόθεση για την ανάπτυξη ασφαλούς ελέγχου των παθογόνων, αφού ο 

πολλαπλασιασμός των ανθεκτικών βακτηρίων θεωρείται ένα από τα κύρια μειονεκτήματα 

στη χρήση των βακτηριοφάγων για τον έλεγχο των βακτηρίων (Weigele et al., 2007). Ο 

λόγος είναι ότι υπάρχει σοβαρή περίπτωση να υπάρξει μεταφορά ανθεκτικών ή 

μολυσματικών γονιδίων μεταξύ βακτηρίων και βακτηριοφάγων με αποτελέσματα 

απρόβλεπτα και ανεπιθύμητα. Ωστόσο, οι βακτηριοφάγοι  (προληπτικά ή θεραπευτικά) 

πρέπει πάντα να εφαρμόζονται με μεγάλη προσοχή. Η περαιτέρω γνώση των 

αλληλεπιδράσεων βακτηριοφάγου-βακτηρίου θα συμβάλει στη χρήση των βακτηριοφάγων 

ως παράγοντες βιολογικού ελέγχου (kalatzis et al., 2016). 
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Η ανάπτυξη ανθεκτικότητας έναντι των βακτηριοφάγων είναι σημαντικός ανασταλτικός 

παράγοντας στην ευρύτερη εφαρμογή του βιολογικού ελέγχου με τη πιθανότητα 

πρόκλησης επαγωγής, μεταλλάξεων και οριζόντιας γονιδιακής μεταφοράς (Wilson et al., 

1996). Αυτά είναι γεγονότα που συμβαίνουν φυσικά στο περιβάλλον τα οποία όμως 

μπορούν να αυξηθούν και να επιταχυνθούν με την απρόσεκτη χρήση των φάγων, ωστόσο 

με τη χρήση συνδυασμού βακτηριοφάγων (phage cocktail) υπάρχει η δυνατότητα να 

καθυστερήσει ή ακόμη και να αποτραπεί η εμφάνιση της ανθεκτικότητας έναντι των 

φάγων (Lindell et al., 2007; Breitbart et al., 2007). Μειονέκτημα αποτελεί το γεγονός πως 

όλα τα βακτηριακά στελέχη (ξενιστές) πρέπει να έχουν πρώτα πλήρως αναγνωριστεί 

(Carlton, 1999). Στα πλεονεκτήματα του βιολογικού ελέγχου των βακτηρίων 

περιλαμβάνεται η μεγάλη τους εξειδίκευση (αναγνώριση ειδικών υποδοχέων της 

βακτηριακής μεμβράνης) (Mathur et al., 2003), η αυτό-περιοριστική τους δράση τους 

(μειώνονται με τη μείωση των βακτηρίων) με μηδενικό οικολογικό κίνδυνο 

(Phumkhachorn & Rattanachaikunsopon, 2010) και η αποτελεσματικότητα τους έναντι στα 

ανθεκτικά στελέχη των αντιβιοτικών (Levin et al., 2004). 

 

Οι βακτηριοφάγοι χρησιμεύουν ως εργαλεία για την κατανόηση της μοριακής βιολογίας, 

ως φορείς της οριζόντιας γονιδιακής μεταφοράς και της βακτηριακής εξέλιξης, ως πηγές 

διαγνωστικών και γενετικών εργαλείων και νέων θεραπευτικών προσεγγίσεων (Clokie et 

al., 2011). Σύμφωνα με τον Bushman (2002), σημαντικό τμήμα του βακτηριακού DNA δεν 

μεταφέρεται κάθετα (από το πατρικό βακτήριο στον απόγονο) αλλά οριζόντια μέσω 

μετασχηματισμού, βακτηριακής σύζευξης και βακτηριακής μεταγωγής. Η γνώση και 

ανάπτυξη της βιολογίας των φάγων και της σχέση τους με τους ξενιστές τους θα 

συμβάλλουν στη κατανόηση των μικροβιακών συστημάτων και στην εκμετάλλευσή τους 

(Clokie et al., 2011), άλλωστε αποτελούν το βασικό παράγοντα για τον προσδιορισμό των 

βακτηριακών πληθυσμών στο περιβάλλον (Clokie et al., 2006; James et al., 2010). 
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Εικόνα 1: Βασική μορφολογία των 3 οικογενειών των Caudovirales,από αριστερά προς τα 

δεξιά: Siphoviridae (μακριές και μη-συσταλτές ουρές), Myoviridae (μακριές συσταλτές 

ουρές) Podoviridae (κοντές μη-συσταλτές ουρές) (Ceyssens, 2009). 

 

 
 

Εικόνα 2: Λυτικός και Λυσιγονικός τρόπος πολλαπλασιασμού των βακτηριοφάγων 

(Pearson Education, Inc. Publishing as Benjamin Cummings, 2005). 

 

1.2. Ιστορική αναδρομή 

 

Το 1896 ο Ernest Hankin παρατήρησε στα ύδατα του ποταμού Γάγγη στην Ινδία 

σημαντική αντιβακτηριδιακή δραστηριότητα έναντι του Vibrio cholerae, την οποία δεν 

κατάφερε να προσδιορίσει (Hankin, 1896). Σχεδόν ταυτόχρονα, ο Gamaleya παρατήρησε 

μία παρόμοια δραστηριότητα έναντι του Bacillus subtilis (Samsygina & Boni, 1984) 

καθώς και αρκετοί άλλοι ερευνητές έναντι διαφόρων άλλων βακτηρίων (Van Helvoort, 
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1992). Το 1915 ο Άγγλος βακτηριολόγος Frederick Twort ανέφερε ένα παρόμοιο 

φαινόμενο προωθώντας την υπόθεση ότι πιθανότατα οφείλεται σε έναν ιό (Twort, 1915), 

κάτι που όμως δεν κατάφερε να αποδείξει για διαφόρους λόγους συμπεριλαμβανομένων 

και των οικονομικών δυσκολιών (Summers, 1999; Twort, 1915). Το 1917 ο Γαλλο-

Καναδός μικροβιολόγος Felix d’Herelle παρουσιάζοντας τα αποτελέσματα της μελέτης 

που διεξήγαγε, αναφέρθηκε σε ιούς οι οποίοι παρασιτούν σε βακτήρια και τα 

καταστρέφουν (D’Herelle, 1917), τους οποίους είχε καταφέρει να απομονώσει ένα χρόνο 

πριν, το 1916. Ταυτόχρονα πρότεινε και την ονομασία αυτών σε "βακτηριοφάγους", ένα 

όνομα το οποίο οφείλουν στις ιδιότητες τους που στη συνέχεια καθιερώθηκε. 

 

Ο d’Herelle συνέχισε να ερευνά τους βακτηριοφάγους πραγματοποιώντας δοκιμές σε ζώα 

αλλά και σε ανθρώπους. Σειρά από μελέτες πραγματοποιήθηκαν σε νοσοκομείο του 

Παρισιού το 1919 (Summers, 1999) για την αντιμετώπιση της δυσεντερίας με 

αποτελέσματα εκπληκτικά. Εκπληκτικά ήταν επίσης και τα αποτελέσματα από τη χρήση 

σκευασμάτων βακτηριοφάγων έναντι και άλλων σοβαρών ασθενειών όπως η χολέρα και η 

πανώλη (Summers, 1999). Ωστόσο, τα αποτελέσματα αυτών των μελετών δεν 

δημοσιεύθηκαν αμέσως με αποτέλεσμα η πρώτη αναφορά των φάγων για τη θεραπεία 

μολυσματικών ασθενειών να γίνει το 1921 από τους Bruynoghe και Maisin (1921), οι 

οποίοι χρησιμοποίησαν βακτηριοφάγους για τη θεραπεία της σταφυλοκοκκικής 

δερματικής λοίμωξης. Πολλές παρόμοιες υποσχόμενες μελέτες ακολούθησαν (Rice, 1930; 

Schless, 1932; Stout, 1933) οι οποίες ενθαρρύνονταν από τα πρώτα αποτελέσματα. Αυτό 

είχε ως αποτέλεσμα τη μαζική παρασκευή προϊόντων βακτηριοφάγων από τις διάφορες 

φαρμακευτικές εταιρείες. 

 

Ωστόσο, η αποτελεσματικότητα των σκευασμάτων βακτηριοφάγων ήταν αμφιλεγόμενη 

(Eaton & Bayne-Jones, 1934; Krueger & Scribner, 1941) καθώς υπήρξαν και ορισμένες 

κλινικές αποτυχίες είτε εξαιτίας της μεγάλης εξειδίκευσης που παρουσιάζουν οι φάγοι την 

οποία οι ερευνητές αγνοούσαν είτε λόγω περιορισμένης καθαρότητας των προϊόντων. 

Μετά την ανακάλυψη του πρώτου αντιβιοτικού, της πενικιλίνης και μετά την εμφάνιση 

των πρώτων αντιβιοτικών τη δεκαετία του 1940, η εμπορική παραγωγή θεραπευτικών 

φάγων σταμάτησε στο μεγαλύτερο μέρος του δυτικού κόσμου αλλά και στις ΗΠΑ. Παρ 

'όλα αυτά, οι βακτηριοφάγοι συνέχισαν να χρησιμοποιούνται μαζί με τα αντιβιοτικά ή αντί 

αυτών στην ανατολική Ευρώπη και στην πρώην Σοβιετική Ένωση.  
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Αρκετά ιδρύματα στις χώρες αυτές συμμετείχαν και συνεχίζουν ενεργά στην έρευνα και 

στη παραγωγή θεραπευτικών φάγων με τα φαρμακευτικά παρασκευάσματα να διατίθενται 

προς πώληση σε φαρμακεία και σε εξειδικευμένα ερευνητικά κέντρα και κλινικές. Οι 

δραστηριότητες επικεντρώνονται στο Ερευνητικό Ινστιτούτο Eliava στην Τιφλίδα της 

Γεωργίας και στο Ινστιτούτο Ανοσολογίας Hirszfeld στην Πολωνία. Σήμερα η ταχεία και 

ανησυχητική εμφάνιση των "υπερβακτηρίων" (βακτήρια ανθεκτικά στα αντιβιοτικά), έχει 

αναζωπυρώσει το ενδιαφέρον σχετικά με τη χρήση των φάγων για θεραπευτικούς σκοπούς 

στο δυτικό κόσμο. Η διαρκώς αυξανόμενη εμφάνιση τους μπορεί να έχει πολύ σοβαρές 

συνέπειες για τη δημόσια υγεία και μπορεί να έχει και σοβαρές επιπτώσεις στον τρόπο 

άσκησης της ιατρικής σε μεγάλο μέρος του κόσμου. 

 

1.3. Μοντέλα βακτηριοφάγων 

 

Η ταξινόμηση των βακτηριοφάγων αποτέλεσε αντικείμενο συζήτησης από την ανακάλυψή 

τους στις αρχές του 20ου αιώνα (Nelson, 2004). Η χρήση ηλεκτρονικής μικροσκοπίας 

(Ackermann, 2011; Luria et al.,1943; Ruska, 1940) και η ανακάλυψη των διαφορετικών 

μορφών νουκλεϊνικού οξέος (Lwoff et al., 1962), αποτέλεσαν τη βάση της τρέχουσας 

κατάταξης των φάγων (Ackermann, 2006).  

 

Συγκεκριμένα το 96% του συνολικού αριθμού των βακτηριοφάγων ανήκει στην κλάση 

Caudovirales έχουν δίκλωνο DNA και ουρά με το χρωμόσωμα τους εντός της κεφαλής 

τους, αντιπροσωπεύοντας το 20-50% της μάζας τους (Ceyssens, 2009). Χωρίζονται σε 3 

οικογένειες: Siphoviridae με μακριές εύκαμπτες ουρές (60% των Caudovirales), 

Myoviridae με μακριές συσταλτές ουρές (25%), Podoviridae με κοντές μη-συσταλτές 

ουρές (15%)  (Ackermann, 2007). Οι φάγοι που χαρακτηρίζονται από σύμβολα χωρίς να 

γίνεται αναφορά στον ξενιστή, είναι συνήθως ευρύτερα μελετημένοι και αναγνωρισμένοι 

(Ceyssens, 2009). Σημαντικά μοντέλα βακτηριοφάγων που ανήκουν στην οικογένεια 

Myoviridae αποτελούν οι βακτηριοφάγοι Τ4, KVP40 και phiKZ.  

 

1.3.1. Ο βακτηριοφάγος Τ4  

 

Ο βακτηριοφάγος Τ4 (Εικόνα 3) υπήρξε σημαντικό μοντέλο στην ανάπτυξη της σύγχρονης 

γενετικής αλλά και της μοριακής βιολογίας από τη δεκαετία του 1940. Το γονιδίωμα του 

Τ4 είναι ένας πλούσιος χώρος για την εκτίμηση πλήρων γονιδιωμάτων στο πλαίσιο ενός 

καλά χαρακτηρισμένου βιολογικού συστήματος (Miller et al., 2003b). Οι Τ φάγοι 
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εκμεταλλεύονται ένα ευρύ φάσμα ξενιστών και περιβαλλόντων ενώ παράλληλα παρέχουν 

σημαντική αντίσταση έναντι σε ένα ευρύ φάσμα αντιϊικών μηχανισμών προερχόμενων από 

τον ξενιστή (Kutter et al., 1994a; Kutter et al., 1994b; Mosig & Hall, 1994). Ο Τ4 επίσης 

παράγει διάφορα ένζυμα με εκτεταμένες εμπορικές εφαρμογές, συμπεριλαμβανομένης της 

DΝΑ και της RNA λιγάσης, της πολυνουκλεοτιδικής κινάσης και της DΝΑ πολυμεράσης. 

Ένα μεγάλο τμήμα των κωδικοποιημένων Τ4 ενζύμων με γνωστές μεταβολικές 

λειτουργίες ανήκει στο μεταβολισμό του DNA. Ο Τ4 δεν κωδικοποιεί μόνο όλα τα 

συστατικά του δικού του συστήματος αντιγραφής και ανασυνδυασμού αλλά επίσης 

μεταφράζει τα περισσότερα από τα ένζυμα που εμπλέκονται στον μεταβολισμό 

νουκλεοτιδίων για ενσωμάτωση στο DNA (Miller et al., 2003b). Πολλές γνωστές 

πρωτεΐνες Τ4 λειτουργούν μόνο ως μέρη μακρομοριακών συμπλεγμάτων (Alberts, 1998). 

Αυτό ισχύει όχι μόνο για τη συναρμολόγηση της σωματιδιακής σύνθεσης  της ισομορφίας 

των ενζύμων Τ4 της βιοσύνθεσης των νουκλεοτιδίων, του αναδιπλασιασμού του DNA, 

του ανασυνδυασμού και της μεταγραφής. Η κατανόηση αυτών των πολύπλοκων 

πρωτεϊνικών μηχανισμών δεν απαιτεί μόνο εργασία με καθαρές πρωτεΐνες, αλλά επίσης 

την ανάλυση των επιδράσεων των μεταλλάξεων σε αυτές τις πρωτεΐνες ίn νίνο και η 

εξέταση των διαμορφωτικών αλλαγών που συμβαίνουν στις πρωτεΐνες καθώς 

αλληλεπιδρούν με διαφορετικά συστατικά των συμπλεγμάτων (Miller et al., 2003b). 

 

        
 

Εικόνα 3: Ηλεκτρονικές μικροσκοπίες βακτηριοφάγου Τ4 (Miller et al., 2003b) 

 

1.3.2. Ο βακτηριοφάγος KVP40  

 

Ο DNA μεταβολισμός του βακτηριοφάγου KVP40 είναι αρκετά παρόμοιος με το 

μεταβολισμό του βακτηριοφάγου Τ4 αλλά έχει κάποιες μικρές σημαντικές διαφορές, ενώ 

σημαντικές είναι και οι διαφορές στη μορφολογία τους όπως για παράδειγμα το μήκος της 

κεφαλής τους. Ο KVP40 είναι λιγότερο αποτελεσματικός από τον Τ4 στην υδρόλυση του 

DNA του ξενιστή. Από πρακτική άποψη, o KVP40 (Εικόνα 4) μπορεί να είναι ένας 
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αποτελεσματικός φάγος σε ένα μεγάλο εύρος ξενιστών (Miller et al., 2003a). 

Συγκεκριμένα έχει αναφερθεί ότι μολύνει οκτώ είδη Vibrio (Matsuzaki et al., 1992). Ο 

KVP40 έχει εξωνουκλεάσες που κωδικοποιούνται από συγκεκριμένα γονίδια, τα οποία 

μπορεί να έχουν πολλαπλές λειτουργίες, συμπεριλαμβανομένης της αποικοδόμησης του 

DNA του ξενιστή και του αναδιπλασιασμού και του ανασυνδυασμού στο DNA του φάγου. 

Ο KVP40 κωδικοποιεί τα περισσότερα από τα χαρακτηρισμένα ένζυμα για μετατροπές 

τριφωσφορικού δεοξυνουκλεοσιδίου και σύνθεση πυριμιδίνης, ενώ σε αντίθεση με τον Τ4, 

δεν τροποποιεί την κυτοσίνη σε υδρόξυ μεθυλιωμένη κυτοσίνη. Στον KVP40, το 

σύμπλεγμα των γονιδίων αντιγραφής είναι μία από τις δύο εξαιρετικά συντηρημένες 

περιοχές που είναι σχεδόν ταυτόσημες με εκείνες στο γονιδίωμα του Τ4. Τα γονίδια που 

διανέμονται σε όλο το γονιδίωμα του KVP40 κωδικοποιούν ένζυμα που εμπλέκονται 

άμεσα στην αντιγραφή DNA και έχουν χαρακτηριστεί καλά στον Τ4. Πολλά από αυτά 

έχουν αλληλεπικαλυπτόμενους ρόλους στον ανασυνδυασμό και στην επιδιόρθωση του 

DNA (Miller et al., 2003a). Λόγο των διαφορών που έχει στα ανοιχτά αναγνωστικά 

πλαίσια σε σχέση με τον T4 και επομένως στη βιοχημεία του κατά τη διάρκεια της 

μόλυνσης, έχει δημιουργηθεί μια ξεχωριστή κλάση για τους KVP40-like βακτηριοφάγους, 

η “schizoT4 like” (Lavigne et al.,2009).  

 

           
 

Εικόνα 4: a) Ηλεκτρονική μικροσκοπία βακτηριοφάγου KVP40 και b) η μορφολογία του 

(Rossmann et al., 2004) 

 

1.3.3. Ο βακτηριοφάγος phiKZ 

 

Ο βακτηριοφάγος φΚΖ του Pseudomonas aeruginosa είναι αντιπροσωπευτικός των 

γιγάντιων φάγων που χαρακτηρίζονται από ασυνήθιστα μεγάλα ιοσωμάτια και 

γονιδιώματα. Το γονιδίωμα του, μεγέθους 280 kb που κωδικοποιεί 369 γονίδια και που 

ομαδοποιούνται σε 134 οπερόνια είναι από τα μεγαλύτερα γονιδιώματα φάγων που έχουν 
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αλληλουχηθεί. Έχει την ικανότητα να μπορεί να ολοκληρώσει τη μόλυνση του 

βακτηριακού κυττάρου ελλείψει της βακτηριακής RNA πολυμεράσης (RNAP), ενζυμικής 

δραστηριότητας (Ceyssens et al., 2014). Συγκεκριμένα η RNAP του ξενιστή δεν φαίνεται 

να συνεισφέρει σημαντικά στην έκφραση των γονιδίων του φKZ, καθώς η μόλυνση του 

φάγου προχωρά κανονικά παρουσία υψηλών συγκεντρώσεων ριφαμπίνης. Οι βακτηριακές 

RNAP έχουν βασικό ρόλο στη διάρκεια της μόλυνσης των βακτηριακών κυττάρων από 

τους βακτηριοφάγους. Οι περισσότεροι γνωστοί φάγοι δεν κωδικοποιούν δική τους RNAP, 

αλλά επαναπρογραμματίζουν τον μηχανισμό μεταγραφής του ξενιστή. Ο βακτηριοφάγος 

φKZ απαιτεί τον μεταφραστικό αλλά όχι τον μεταγραφικό μηχανισμό του ξενιστή του. Η 

πρώιμη μεταγραφή δεν απαιτεί τη σύνθεση πρωτεϊνών υποδεικνύοντας ότι όλοι οι 

καθοριστικοί παράγοντες της πρώιμης μεταγραφής παρέχονται από το ιοσωμάτιο. Η 

μεταγραφή των μεσαίων και όψιμων υποκινητών απαιτεί τη σύνθεση πρωτεϊνών του 

φάγου (Ceyssens et al., 2014). 

 

1.3.4. Η οικογένεια Siphoviridae 

 

Είναι η μεγαλύτερη οικογένεια βακτηριοφάγων και περιλαμβάνει μέλη που μολύνουν τα 

βακτήρια και αρχαία. Σύμφωνα με τη Διεθνή Επιτροπή Ταξινόμησης των ιών 

(International Committee on Taxonomy of Viruses - ICTV) για το 2016 σε αυτή την 

οικογένεια υπάρχουν 94 γένη και 460 είδη. Έχουν μακριές, λεπτές μη συσταλτές ουρές, 

και εκπροσωπούνται από τις ομάδες  936, Ρ335 και c2 οι οποίες αντιπροσωπεύουν  

περίπου το 80, 10 και 5% αντίστοιχα (Spinelli et al., 2014). Η κεφαλή (πρωτεϊνικό έλυτρο) 

των φάγων είναι εικοσάεδρη με διάμετρο 60 nm και περιέχει 72 καψομερή. Το γονιδίωμα 

περιλαμβάνει περίπου 70 γονίδια και έχει συνεκτικά άκρα. Το DNA αντιγράφεται ή 

ενσωματώνεται στο γονιδίωμα του ξενιστή. Σημαντικοί ξενιστές τους αποτελούν τα γένη 

Lactobacillus, Enterobacter, Mycobacterium , Streptococcus (King et al., 2012). 

 

1.4. Εφαρμογές για τον βιολογικό έλεγχο των παθογόνων βακτηρίων 

 

1.4.1. Προϊόντα βακτηριοφάγων για ανθρώπινη χρήση  

 

Η διεθνής βιβλιογραφία περιέχει αρκετές εκατοντάδες αναφορές σχετικά με τη χρήση των 

φάγων για θεραπευτικούς σκοπούς στον άνθρωπο, με τις περισσότερες από τις 

δημοσιεύσεις να είναι από ερευνητές της ανατολικής Ευρώπης και της πρώην Σοβιετικής 

Ένωσης και λιγότερες από ερευνητές άλλων χωρών (Abdul-Hassan et al., 1990; Lang et 
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al., 1979; Vieu et al., 1979). Κατά τη διάρκεια της μακράς ιστορίας της χρήσης αυτής των 

φάγων, στην ανατολική Ευρώπη και την πρώην Σοβιετική Ένωση (και στις Ηνωμένες 

Πολιτείες πριν από την αντιβιοτική εποχή), οι φάγοι χορηγήθηκαν στον άνθρωπο με 

πολλούς τρόπους χωρίς ουσιαστικές αναφορές για σοβαρές επιπλοκές που συνδέονται με 

τη χρήση τους. Για παράδειγμα στη Γεωργία, τοπικές λοιμώξεις αντιμετωπίζονται με ένα 

σκεύασμα που απελευθερώνει αντιβιοτικά και λυτικούς βακτηριοφάγους έναντι των P. 

aeruginosa, E. coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus spp. και Proteus spp. 

(Markoishvili et al., 2002). 

 

Οι βακτηριοφάγοι όμως επί του παρόντος δεν κατατάσσονται στην ιατρική νομοθεσία, 

δεδομένου ότι δεν είναι ούτε ζωντανοί ούτε χημικοί παράγοντες. Συνεπώς, η ρύθμιση και 

η διεξαγωγή κλινικών δοκιμών και η εμπορευματοποίηση των προϊόντων των 

βακτηριοφάγων παραμένει μία πολύπλοκη διαδικασία (Fauconnier, 2017). Για να 

εξασφαλιστεί η αποτελεσματικότητα των παρασκευασμάτων φάγου, πρέπει να 

παρακολουθείται και να ενημερώνεται συνεχώς τόσο η αποτελεσματικότητά τους όσο και 

το φάσμα των ξενιστών τους σε σχέση με τα νεοεμφανιζόμενα παθογόνα στελέχη. 

Συγκεκριμένα τα παρασκευάσματα φάγου τα οποία έχουν εγκριθεί στη Ρωσική 

Ομοσπονδία και τη Γεωργία ενημερώνονται διαρκώς προκειμένου να στοχεύσουν στα νέα 

παθογόνα στελέχη που προκύπτουν (Kutter et al., 2010). Δύσκολο παραμένει να 

καθοριστεί το καθεστώς των παρασκευασμάτων και πιο συγκεκριμένα το εάν θα 

θεωρηθούν βιομηχανικά φαρμακευτικά προϊόντα (υπόκεινται σε περιορισμούς που 

σχετίζονται με την άδεια κυκλοφορίας) ή παρασκευάσματα κύριας παραγωγής 

(παρασκευασμένα στα φαρμακεία) (Commission de la santé publique, de l'environnement 

et du renouveau de la société, 2016). Στις 26 Οκτωβρίου 2016 συμφωνήθηκε ότι οι 

βακτηριοφάγοι και τα προϊόντα τους, που δεν συμμορφώνονται πλήρως με τις απαιτήσεις 

της ευρωπαϊκής οδηγίας για τα φαρμακευτικά προϊόντα ανθρώπινης χρήσης, μπορούν να 

χρησιμοποιηθούν από τους φαρμακοποιούς ως πρώτες ύλες (δραστικά συστατικά) σε 

φαρμακευτικά παρασκευάσματα.  

 

1.4.2. Εφαρμογές στη βιομηχανία τροφίμων και περιβαλλοντικές εφαρμογές 

 

Οι βακτηριοφάγοι χρησιμοποιούνται από τη δεκαετία του 1980 για τον έλεγχο και την 

εξάλειψη των παθογόνων βακτηρίων στα τρόφιμα που αλλοιώνουν τα τρόφιμα και 

προκαλούν γαστρεντερικές παθήσεις (Garcia et al., 2008), καθώς και για την απολύμανση 

ακατέργαστων τροφίμων. Λόγω της ιδιαιτερότητάς τους, οι βακτηριοφάγοι είναι 
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ελκυστικοί στην εξυγίανση έτοιμων προς κατανάλωση τροφίμων όπως το γάλα, τα 

λαχανικά και τα προϊόντα κρέατος (Endersen et al., 2014). Από το 2016, το τμήμα 

γεωργίας των ΗΠΑ (United States Department Of Agriculture, USDA) καθώς και ο 

οργανισμός τροφίμων και φαρμάκων (Food and Drug Administration, FDA) έχουν 

εγκρίνει διάφορα προϊόντα με φάγους με στόχο τα βακτήρια Salmonella spp., Listeria 

monocytogenes, Escherichia coli, Shigella spp. κ.α. Έτσι, διάφορα προϊόντα σχεδιάστηκαν 

με στόχο την απολύμανση με ψεκασμό του δέρματος των βοοειδών πριν από τη σφαγή 

προκειμένου να περιοριστεί η μόλυνση (Goodridge & Abedon, 2008). Άλλα προϊόντα 

αναπτύχθηκαν για τον έλεγχο της βακτηριακής κηλίδωσης σε φυτά ντομάτας και πιπεριού 

που προκαλούνται από τα Xanthamonas campestris και Pseudomonas syringae (Monk et 

al., 2010). Ενώ τέλος κάποια άλλα σχεδιάστηκαν για την εξάλειψη των παθογόνων 

βακτηρίων σε τρόφιμα που διατρέχουν υψηλό κίνδυνο μόλυνσης. 

 

Τα κατάλληλα ανεπτυγμένα παρασκευάσματα μπορούν επίσης να είναι ανεκτίμητα για την 

εξάλειψη ή τη σημαντική μείωση των επιπέδων στοχευμένων βακτηρίων σε συγκεκριμένες 

περιβάλλοντα. Συγκεκριμένα δύναται να χρησιμεύουν ως απολυμαντικά στις 

εγκαταστάσεις επεξεργασίας τροφίμων, στο χώρο εργασίας και στον εξοπλισμό αλλά και 

στο χώρο των νοσοκομείων για τη μείωση των λοιμώξεων που προκαλούνται από τα 

παθογόνα βακτήρια και ιδιαίτερα από βακτήρια που εμφανίζουν ανθεκτικότητα. Μία 

σειρά από προϊόντα αναπτύχθηκαν για την απολύμανση και την προστασία των 

εγκαταστάσεων επεξεργασίας τροφίμων (και συνεπώς των ίδιων των τροφίμων) από τα 

παθογόνα Salmonella spp., Campylobacter spp. και E. coli. Για παράδειγμα, οι φάγοι των 

βακτηρίων του γένους Listeria (3.5 x 108 PFU / ml), ήταν εξίσου αποτελεσματικοί με ένα 

διάλυμα 20-ppm ενώσεων τεταρτοταγούς αμμωνίου που χρησιμοποιείται ως απολυμαντικό 

(Roy et al., 1993). 

 

1.4.3. Εφαρμογές στην κτηνιατρική 

 

Η πρώτη γνωστή θεραπευτική χρήση των φάγων στην κτηνιατρική σχετίζεται με τον Felix 

d' Herelle - στη Γαλλία το 1919 για την πρόληψη και τη θεραπεία μολύνσεων από 

Salmonela spp. στα κοτόπουλα (Sulakvelidze & Barrow, 2005). Οι φάγοι μείωσαν 

αποτελεσματικά τη θνησιμότητα στα κοτόπουλα, γεγονός που ώθησε άλλους ερευνητές να 

εξετάσουν την πιθανή χρησιμότητά τους στην πρόληψη και τη θεραπεία άλλων 

βακτηριακών λοιμώξεων στα ζώα. Οι φάγοι σήμερα αποτελούν μία ασφαλή και 

αποτελεσματική μέθοδο πρόληψης και θεραπείας κατά των πολυάριθμων βακτηριακών 
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λοιμώξεων των ζώων που προκαλούνται από Salmonela spp., Escherichia coli, 

Clostridium difficile, Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus 

aureus (Miller et al., 2010).  

 

Η αποτελεσματικότητα των βακτηριοφάγων στα παθογόνα βακτήρια εξαρτάται από τις 

οικολογικές και περιβαλλοντικές συνθήκες, όπως για παράδειγμα από τη μικροβιακή 

κοινότητα ή από τους αβιοτικούς παράγοντες. Αυτό θα μπορούσε να έχει ως αποτέλεσμα 

την ενίσχυση της δραστικότητας των φάγων και τη θανάτωση των παθογόνων βακτηρίων, 

με τη παρουσία μη παθογόνων βακτηρίων τα οποία θα επιβάλλουν ισχυρό ανταγωνισμό 

στους διαθέσιμους πόρους. Πρόσφατα άλλωστε αποδείχθηκε ότι η παρουσία του 

βακτηρίου Bacillus amyloliquefaciens θα μπορούσε να διαμορφώσει τη δράση του 

βακτηριοφάγου στο παθογόνο των φυτών Ralstonia solanacearum (Wang et al., 2016). Ο 

εντοπισμός των βακτηριοφάγων που εντείνουν τη μολυσματικότητα των παθογόνων με 

δέσμευση σε διάφορες επιφανειακές δομές, μπορεί να είναι ιδιαίτερα σημαντικός για την 

επιλογή των θεραπευτικών βακτηριοφάγων (Buttimer et al., 2017). Στα ζώα, όταν η χρήση 

γίνεται τοπικά ή δια του στόματος, οι βακτηριοφάγοι σχετίζονται με το δέρμα και το 

τρίχωμα των ζώων (Patten et al., 1995). 

 

1.5. Κοκτέιλ βακτηριοφάγων (phage cocktail)  

 

Ο χαρακτηρισμός των βακτηριοφάγων φυλογενετικά και βιοχημικά είναι μία απαραίτητη 

διαδικασία η οποία προηγείται της εφαρμογής τους, για τον έλεγχο του πληθυσμού 

συγκεκριμένου βακτηριακού παθογόνου. Η αιτία γι’ αυτό είναι ο υψηλός βαθμός 

φαινοτυπικής και γονοτυπικής ποικιλομορφίας εντός των πληθυσμών και των φάγων και 

των βακτηρίων (Stenholm et al., 2008). Η επιλογή λυτικών φάγων για τον έλεγχο πολύ 

διαφορετικών βακτηριακών στελεχών είναι ιδιαιτέρως δύσκολη επειδή οι φάγοι συνήθως 

εμφανίζουν εξειδίκευση στα διάφορα βακτηριακά στελέχη. Αυτό οδηγεί στην ανάγκη 

δημιουργίας συνδυασμού διαφορετικών βακτηριοφάγων (phage cocktail) (περισσότεροι 

του ενός) καθώς και στη χρήση αυτού για τον περιορισμό του βακτηριακού πληθυσμού 

(Nakai, 2010). Επιπλέον με τη χρήση κοκτέιλ φάγων δύναται να καθυστερήσει ή ακόμη 

και να αποτραπεί η εμφάνιση της ανθεκτικότητας του βακτηρίου έναντι στους φάγους. 

Σύμφωνα με τους Chan et al., (2013), λιγότερο περίπλοκα κοκτέιλ, για παράδειγμα, δύο 

έως δέκα διαφορετικοί βακτηριοφάγοι, πιθανώς αποτελούν την καλύτερη επιλογή. Όταν 

υπάρχουν πολλοί φάγοι σε ένα κοκτέιλ ο αντίκτυπος σε μη στοχευόμενα βακτήρια, είναι 

μεγάλος αν και στις περισσότερες περιπτώσεις είναι μικρότερος από αυτόν που αναμένεται 
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από τα αντιβιοτικά (Chan et al., 2013). Σε αυτή την περίπτωση το κόστος αυξάνεται 

σημαντικά ενώ υπάρχει και η περίπτωση ο ανασυνδυασμός μεταξύ των φάγων να 

δημιουργήσει νέες ιδιότητες στον ξενιστή (Essoh et al., 2013). Έχοντας πλέον στη διάθεσή 

μας αρκετή πληροφορία σχετικά με την βιοχημεία που λαμβάνει χώρα κατά τη διάρκεια 

της μόλυνσης (De Smet et al., 2017), κατανοούμε σιγά σιγά ότι υπάρχει αρκετά μεγάλη 

διαφορά στους μηχανισμούς δράσης των βακτηριοφάγων, εντός του κυττάρου ανάλογα με 

τον κλάδο στον οποίο ανήκουν. Αυτό έχει σαν φυσική συνέπεια να σκεφτούμε ότι η 

ανθεκτικότητα που αναπτύσσεται πιθανά εμφανίζει εξειδίκευση για κάθε κλάδο των 

βακτηριοφάγων και ότι ένα κοκτέιλ θα πρέπει να αποτελείται από βακτηριοφάγους που 

ανήκουν σε διαφορετικούς κλάδους. Συγκεκριμένα, σε μοντέλο ποντικού με κερατίτιδα 

οφειλόμενη στο Pseudomonas Aeruginosa, η χορήγηση τόσο ενός μόνο φάγου όσο και 

ενός κοκτέιλ φάγων κατέστειλαν τη βακτηριακή λοίμωξη και εμπόδισαν την κερατίτιδα 

(Furusawa et al., 2016). Σε αντίθεση με τις συμβατικές μεθόδους, όπως τα αντιβιοτικά τα 

οποία διατηρούσαν την επάρκεια στη συγκέντρωση του φαρμάκου για 30 λεπτά, οι φάγοι 

εμφάνισαν ένα αποτέλεσμα αυτο-δοσολόγησης στη λοίμωξη. Επιπλέον, όταν οι φάγοι 

συνδυάστηκαν σε κοκτέιλ, είχαν εκτεταμένο εύρος ξενιστών και μείωσαν την εμφάνιση 

των ανθεκτικών βακτηρίων στους φάγους, βελτιώνοντας έτσι σημαντικά την έκβαση της 

νόσου (Furusawa et al., 2016). Αυτό επιβεβαιώθηκε και σε ένα μοντέλο ποντικού με 

έγκαυμα, στο οποίο δεν παρατηρήθηκε αντίσταση μετά από 72 ώρες έναντι του κοκτέιλ 

που χρησιμοποιήθηκε, το οποίο αποτελούνταν από τρεις φάγους (McVay et al., 2007). 

 

1.6. Βιολογικός έλεγχος των παθογόνων στην υδατοκαλλιέργεια  

 

Η χρήση των φάγων στην πρόληψη της μόλυνσης ή στην αδρανοποίηση των διαφορετικών 

βακτηριακών παθογόνων των ψαριών είναι καλά τεκμηριωμένη (Nakai et al., 1999; Park 

& Nakai, 2003; Crothers-Stomps et al., 2010; Merino et al., 1990; Munro et al., 2003; 

Stevenson & Airdrie, 1984; Wu et al., 1981). Πειράματα σε μοντέλα θαλάσσιων ζώων 

έχουν αποδείξει την αποτελεσματικότητα της χρήσης αυτής κατά των ασθενειών που 

προκαλούνται από τα βακτήρια Pseudomonas aeruginosa, Photobacterium damselae 

subsp. piscicida, Enterococcus seriolicida, Aeromonas salmonicida, Vibrio harveyi, Vibrio 

parahaemolyticus, Vibrio anguillarum, Pseudomonas plecoglossicida και Lactococcus 

garvieae. Ορισμένα από τα ζωικά μοντέλα περιελαμβάνουν το ψάρι Seriola 

quinqueradiata, τις προνύμφες της γαρίδας Penaeus monodon, του ψάρι Plecoglossus 

altivelis, τον σολομό Salmo salar, την ιριδίζουσα πέστροφα Oncorhynchus mykiss, το 

λαβράκι Dicentrarchus labrax και την τσιπούρα Sparus aurata (Higuera et al., 2013; 
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Karunasagar et al., 2007; Nakai & Park 2002; Nakai et al., 1999; Park et al., 2000; Park & 

Nakai, 2003; Shivu et al., 2007; Vinod et al., 2006). Η χρήση των φάγων για τον έλεγχο 

των βακτηριακών ασθενειών στην υδατοκαλλιέργεια έχει αναφερθεί στα ακτινοπτερύγια 

(Nakai & Park, 2002; Park & Nakai, 2003; Park et al., 2000) και στις γαρίδες (Karunasagar 

et al., 2007; Vinod et al., 2006) και τα αποτελέσματα είναι ελπιδοφόρα. Αυτές οι μελέτες 

έχουν αποδείξει τη δυνατότητα συγκεκριμένων φάγων να ελέγχουν σημαντικά τον 

πληθυσμό των παθογόνων και σε ορισμένες περιπτώσεις, να μειώνουν τη θνησιμότητα των 

ψαριών. 

 

Στην υδατοκαλλιέργεια, ο βιολογικός έλεγχος των παθογόνων βακτηρίων με τη χρήση των 

φάγων μπορεί να εφαρμοστεί προληπτικά έναντι των βακτηριακών λοιμώξεων στις 

προνύμφες, πριν την απελευθέρωσή τους στις δεξαμενές, βελτιώνοντας έτσι τη συνολική 

παραγωγή των ενήλικων ψαριών και τη βιωσιμότητα της ιχθυοκαλλιέργειας. Οι 

προνύμφες των ψαριών διατηρούνται στα εκκολαπτήρια μαζί με τα αυγά επώασης και τα 

θραύσματα αυτών, με αποτέλεσμα την αύξηση έως και 1000 φορές του αριθμού των 

βακτηρίων στο νερό της καλλιέργειας (Hansen & Olafsen, 1989). Τα βακτήρια 

εισέρχονται στο πεπτικό σύστημα στις προνύμφες προτού ξεκινήσει η ενεργός τροφοδοσία 

μέσω του λεκιθικού σάκου (Olafsen, 2001). Οι μεγαλύτερες προνύμφες μπορούν επίσης να 

καταπιούν βακτήρια από τα αιωρούμενα σωματίδια και τα θραύσματα των αυγών 

(Beveridge et al., 1991; Olafsen, 1984; Olafsen & Hansen, 1992). 

 

Στις προνύμφες, οι φάγοι μπορούν να χορηγηθούν στην τροφή είτε χρησιμοποιώντας 

βακτήρια ως φορείς (μολυσμένα με φάγους), είτε με την άμεση απελευθέρωση τους στο 

νερό της καλλιέργειας (Almeida et al., 2009; Nakai et al., 1999). Η χρήση βακτηρίων ως 

φορείς θα μπορούσε να θεωρηθεί ως μια προστατευτική μέθοδος προκειμένου να 

εξασφαλιστεί ότι τα σωματίδια φάγου θα μεταφερθούν απευθείας στο μολυσμένο ιστό 

χωρίς να υποστούν οποιαδήποτε αλλοίωση. Ωστόσο, έχει αποδειχθεί ότι αυτή η μέθοδος 

δεν ενισχύει την προστασία των φάγων (Nakai et al., 1999). Με την άμεση απελευθέρωση 

των φάγων στο νερό της καλλιέργειας οι αντιμικροβιακές τους ιδιότητες εξαρτώνται από 

τη σταθερότητα τους στο νερό καθώς και από την ικανότητά τους να φθάνουν στους 

πάσχοντες ιστούς με παθητική διάχυση. Κατά συνέπεια, λεπτομερείς πληροφορίες σχετικά 

με τις ιδιότητες και τη συμπεριφορά του επιλεγμένου φάγου είναι απαραίτητες. Η επιλογή 

του κατάλληλου βακτηριοφάγου, το στάδιο της ζωής των ψαριών (αυγά, προνύμφες, 

νεαρά ή ενήλικα άτομα) κατά τη διάρκεια των οποίων θα γίνει η χρήση των φάγων καθώς 

και ο τρόπος με τον οποίο θα εφαρμοστεί είναι οι καθοριστικοί παράγοντες για την 
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επιτυχία του βιολογικού ελέγχου. Το μέγεθος της έκρηξης του φάγου (αριθμός φάγων που 

παράγεται από κάθε κύτταρο ξενιστή) και η λανθάνουσα περίοδος (ο χρόνος από την 

είσοδο του ιού στο κύτταρο μέχρι την απελευθέρωση των πρώτων απογόνων) είναι επίσης 

σημαντικοί παράγοντες που πρέπει να ληφθούν υπόψη όταν επιλέγονται φάγοι. Οι φάγοι 

με υψηλά μεγέθη έκρηξης και σύντομη λανθάνουσα περίοδο είναι πιο αποτελεσματικοί για 

την αδρανοποίηση των βακτηρίων. Ωστόσο, τα μεγάλα μεγέθη έκρηξης συσχετίζονται με 

μια μακρά λανθάνουσα περίοδο (Abedon et al., 2001) η οποία καθιστά δύσκολη την 

επιλογή για βιολογικό έλεγχο. 

 

Η συντριπτική πλειοψηφία των δημοσιεύσεων επικεντρώνεται στην απομόνωση και τον 

χαρακτηρισμό φάγων ικανών να μειώσουν τη βιομάζα των βακτηριακών παθογόνων των 

διαφόρων ειδών in vitro. Μεγάλη είναι η ανάγκη για μελέτες in vivo προκειμένου να 

αποδειχθούν πλήρως τα πλεονεκτήματα της χρήσης των φάγων ως μέτρο ελέγχου για την 

αντίσταση που εμφανίζεται στα αντιβιοτικά. Επίσης για την επιτυχή εφαρμογή του 

βιολογικού ελέγχου στην αντιμετώπιση της δονακίωσης απαιτείται λεπτομερής κατανόηση 

των αλληλεπιδράσεων φάγου-ξενιστή τόσο σε μορφές πλακτονικές όσο και σε βιοφίλμ. 

 

1.7. Οι υδατοκαλλιέργειες στον κόσμο 

 

Η υδατοκαλλιέργεια σύμφωνα με τον ορισμό του Παγκόσμιου Οργανισμού Τροφίμων 

και Γεωργίας (Food and Agriculture Organization of the United Nations - FAO), είναι η 

εκτροφή των υδρόβιων οργανισμών, συμπεριλαμβανομένων των ιχθύων, μαλακίων, 

καρκινοειδών και υδρόβιων φυτών. Η εκτροφή υπαινίσσεται κάποιο είδος επέμβασης στη 

διαδικασία ανάπτυξης για την ενίσχυση της παραγωγής, όπως η συχνή εισροή ζωικού 

κεφαλαίου, η διατροφή, η προστασία από θηρευτές κ.α. Η εκτροφή επίσης υπαινίσσεται 

ατομική ή εταιρική ιδιοκτησία του ζωικού κεφαλαίου που εκτρέφεται (FAO, 1988). 

 

Η υδατοκαλλιέργεια αποτελεί έναν αναπτυσσόμενο κλάδο με στόχο την κάλυψη των 

αναγκών του παγκόσμιου πληθυσμού και την αντιμετώπιση της συνεχούς μείωσης των 

αλιευτικών αποθεμάτων. Σήμερα αντιπροσωπεύει το 50% των παγκόσμιων ιχθύων που 

χρησιμοποιούνται για κατανάλωση (FAO, 2016). Απαιτεί συνεχή έρευνα με επιστημονική 

και τεχνολογική ανάπτυξη και προώθηση της καινοτομίας (Toranzo et al., 2005). Οι 

υδατοκαλλιέργειες συμβάλλουν στην προστασία των φυσικών υδάτινων πόρων σε τοπικό 

επίπεδο, δημιουργούν θέσεις εργασίας, παρέχουν δυνατότητες παραγωγής ανταγωνιστικών 

προϊόντων με εξαγωγικό ενδιαφέρον, προσφέρουν πρόσθετα αλιευτικά προϊόντα στην 
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κατανάλωση, αλλά και προϊόντα φαρμακευτικού ενδιαφέροντος, ενώ ταυτόχρονα 

δημιουργούν και σταθερές πηγές πρόσληψης πρωτεϊνών για το μέλλον (Παπουτσόγλου, 

1997). 

 

Περίπου 567 είδη υδρόβιων ειδών εκτρέφονται σήμερα σε ολόκληρο τον κόσμο, 

αντιπροσωπεύοντας έναν πλούτο γενετικής ποικιλότητας τόσο εντός όσο και μεταξύ των 

ειδών. Η κατανάλωση ψαριών αποτελεί μέρος της παράδοσης της διατροφής πολλών 

ανθρώπων  ενώ ταυτόχρονα τα συστατικά που περιέχουν τα καθιστούν πολύτιμη τροφή.  

Αποτελούν μια καλή πηγή πρωτεϊνών, βιταμινών, λιπαρών οξέων και μεταλλικών 

στοιχείων όπως ο φώσφορος το ασβέστιο και το μαγνήσιο (FAO, 2016). 

 

Η παγκόσμια παραγωγή υδατοκαλλιέργειας για το 2014 ήταν 80,1 εκατομμύρια τόνοι και 

η αξία της 158,1 δισ. δολάρια. Συγκεκριμένα αποτελείται από 49,8 εκατ. τόνους ψαριού 

(99,2 δισ. δολάρια), 16,1 εκατ. τόνους μαλακίων (19 δισ. δολάρια), 6,9 εκατ. τόνους 

καρκινοειδών (36,2 δισ. δολάρια) και 7,3 εκατ. τόνους άλλων υδρόβιων οργανισμών (3,7 

δισ. δολάρια) (FAO, 2016). 

 

       
   

Εικόνα 5: Μονάδα θαλάσσιας υδατοκαλλιέργειας (EMODnet, 2016)  

 

1.8. Οι υδατοκαλλιέργειες στην Ελλάδα 

 

Η υδατοκαλλιέργεια είναι ο ταχύτερα αναπτυσσόμενος αλιευτικός τομέας στην Ελλάδα 

και θεωρείται μία από τις σημαντικότερες δραστηριότητες με ελπίδα για ανάκαμψη της 

εθνικής οικονομίας. Οι κυριότεροι παράγοντες είναι οι ευνοϊκές περιβαλλοντικές και 

κλιματολογικές συνθήκες, η μεγάλη διαθεσιμότητα κατάλληλων περιοχών, η μακρόχρονη 
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εμπειρία και η επιστημονική τεχνογνωσία, οι υπάρχουσες υποδομές και το εξειδικευμένο 

ανθρώπινο δυναμικό. (FAO, 2018b). 

 

Η Ελλάδα σήμερα κατέχει σημαντική θέση στην παραγωγή ψαριών παγκοσμίως ενώ μέχρι 

το 2008 κατείχε την πρώτη θέση στην Ευρώπη (Εικόνα 6). Η ελληνική υδατοκαλλιέργεια 

κυριαρχείται από την εκτροφή θαλάσσιων ιχθύων σε κλωβούς ανοικτής θαλάσσης, ειδικά 

από τη τσιπούρα και το λαβράκι με συνολική παραγωγική ικανότητα περίπου 110.000 

τόνων για το 2015. Ακολουθεί η εκτροφή μυδιών με ετήσια παραγωγική ικανότητα έως 

και 35-40.000 τόνους για το 2015. Η παραγωγή νεαρών ατόμων, έφθασε τα 421 

εκατομμύρια γόνους το 2014, εκ των οποίων το 98 % ήταν λαβράκι και τσιπούρα και το 2 

% ήταν είδη δευτερεύουσας σημασίας (πχ. φαγκρί). Τα είδη των γλυκών υδάτων και η 

εκτεταμένη υδατοκαλλιέργεια λιμνοθάλασσας έχουν περιορισμένο αναπτυξιακό δυναμικό, 

κυρίως λόγω της έλλειψης διαθεσιμότητας φυσικών πόρων όπως το νερό και τα 

αποθέματα (Εικόνα 7), (FAO, 2018b). 

 

Το θαλάσσιο ψάρι είναι το κορυφαίο ελληνικό εξαγόμενο ζωικό προϊόν και συμβάλλει 

περίπου στο 11% των συνολικών εθνικών γεωργικών εξαγωγών (οι οποίες μαζί 

αντιπροσωπεύουν το 19% των συνολικών ελληνικών εξαγωγών). Μετά από πολλές 

κρίσεις κυρίως λόγω ανισορροπίας μεταξύ προσφοράς και ζήτησης, ο τομέας των 

θαλάσσιων ιχθύων έχει αναδιαρθρωθεί, με σκοπό τον διπλασιασμό της παραγωγής του έως 

το 2030. Για να επιτευχθεί αυτός ο στόχος, οι στρατηγικές περιλαμβάνουν: στοχευμένη 

έρευνα, ανάπτυξη και καινοτομίες για τη βελτιστοποίηση της παραγωγής, διαφοροποίηση 

των προϊόντων και οι σχετικές ενέργειες μάρκετινγκ μέσω της ανάπτυξης νέων 

συστημάτων (FAO, 2018b). 

 

   
 

Εικόνα 6: Συνολική παραγωγή υδατοκαλλιέργειας (τόνοι) στην Ελλάδα (FAO, 2018a). 
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Εικόνα 7: Παραγωγή υδατοκαλλιέργειας (τόνοι) στην Ελλάδα σε αλμυρό, γλυκό και 

υφάλμυρο νερό (FAO, 2018a). 

 

1.9. Βακτηριακές λοιμώξεις και υδατοκαλλιέργειες 

 

Τα ψάρια είναι ζώα ιδιαίτερα ευπαθή, τόσο σε ασθένειες όσο και στις αλλαγές των 

περιβαλλοντολογικών τους συνθηκών (Moeller, 2001). Η εμφάνιση και η ανάπτυξη της 

ασθένειας στα ψάρια είναι το αποτέλεσμα της αλληλεπίδρασης μεταξύ παθογόνου, ξενιστή 

και του περιβάλλοντός του (Εικόνα 8) (Toranzo et al., 2005). 

 

Τα περισσότερα βακτήρια και μύκητες που προκαλούν τέτοια προβλήματα, υπάρχουν έτσι 

κι αλλιώς μέσα στο νερό σαν μέρος της φυσικής χλωρίδας και πανίδας του, χωρίς να είναι 

παθογόνα. Στο φυσικό περιβάλλον επιφέρουν σπάνια τη θνησιμότητα. Σε συνθήκες όμως 

αιχμαλωσίας όταν συμβούν κάποιες αλλαγές στις συνθήκες του νερού (θερμοκρασίας, pH, 

κ.λπ.) ή στις συνθήκες εκτροφής (εντατικοποίηση της παραγωγής, υψηλή ιχθυοφόρτιση 

και καταπόνηση) δημιουργείται στρες στα ψάρια με αποτέλεσμα να γίνονται ευάλωτα σε 

τέτοιες παθήσεις (Toranzo et al., 2005). Άλλες διεργασίες που συμβάλλουν στην 

εκδήλωση των ασθενειών στις υδατοκαλλιέργειες είναι το διεθνές εμπόριο των ψαριών και 

των αλιευτικών προϊόντων, η κλιματική αλλαγή και η ανταλλαγή παθογόνων μεταξύ 

εκτρεφόμενων και άγριων πληθυσμών η οποία όμως είναι και αναπόφευκτη. Τα παθογόνα 

μπορούν να εξαπλωθούν στη στήλη του νερού μεταξύ των κλωβών ή των δεξαμενών μέσα 

σε μία μονάδα υδατοκαλλιέργειας αλλά και μεταξύ των μονάδων. Έτσι, η 

υδατοκαλλιέργεια παρέχει το κατάλληλο περιβάλλον για την ύπαρξη, την εμφάνιση, την 

εγκατάσταση και τη μετάδοση των παθογόνων (Murraya & Peelerb, 2005).  
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Η αρχική διάγνωση της ασθένειας περιλαμβάνει την παρατήρηση των εξωτερικά εμφανών 

συμπτωμάτων (δύσκολη εξαιτίας των παρόμοιων συμπτωμάτων που παρουσιάζουν οι 

περισσότερες από τις ασθένειες των ψαριών). Έτσι, όταν αργήσει να διαγνωστεί 

δυσκολεύει την αντιμετώπιση της ασθένειας. Η τελική διάγνωση περιλαμβάνει τη λήψη 

δειγμάτων από τους οργανισμούς, την καλλιέργεια τους, την χρώση και την μικροσκοπική 

μελέτη των παθογόνων μικροοργανισμών. Αφού προσδιοριστεί το είδος του παθογόνου, 

ακολουθεί η θεραπεία (Moeller, 2001). Σύμφωνα με τη Haenen (2017), οι σημαντικότερες 

βακτηριακές ασθένειες στην υδατοκαλλιέργεια το 2016 προκλήθηκαν από: α) gram(-) 

βακτήρια του γένους Vibrio, Aeromonas, Edwardsiella, Flavobacterium και β) gram(+) 

βακτήρια του γένους Mycobacterium, Streptococcus, Renibacterium. 

 

Οι ασθένειες στις υδατοκαλλιέργειες δημιουργούν σοβαρά οικονομικά ή περιβαλλοντικά 

προβλήματα. Οι σοβαρές οικονομικές επιπτώσεις προκύπτουν εξαιτίας της μείωσης της 

παραγωγής των εκτρεφόμενων ειδών ή της αύξησης του κόστους παραγωγής (θάνατος 

οργανισμών ή αλλοίωση της ποιότητας σε μικρό ή μεγάλο βαθμό μεταβάλλοντας και την 

εμπορευσιμότητα του προϊόντος). Ενώ οι περιβαλλοντικές επιπτώσεις από την 

αλληλεπίδρασή τους με τους άγριους πληθυσμούς (Murraya & Peelerb, 2005). 

Προληπτικά μέτρα απαιτούνται για τον περιορισμό του κινδύνου εμφάνισης και 

εξάπλωσης των ασθενειών προκειμένου να διασφαλιστεί ότι η υδατοκαλλιέργεια είναι 

οικονομικά αποτελεσματική και να προκαλεί ελάχιστες επιπτώσεις στο περιβάλλον 

(Murraya & Peelerb, 2005). 

 

  
 

Εικόνα 8: Παράγοντες που επηρεάζουν την εκδήλωση των ασθενειών στα ψάρια (Toranzo 

et al., 2005). 
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1.10. Αντιβιοτικά στις υδατοκαλλιέργειες 

 

Τα αντιβιοτικά είναι χημειοθεραπευτικά φάρμακα τα οποία αναστέλλουν ή εξαλείφουν την 

ανάπτυξη των μικροοργανισμών, όπως βακτήρια, μύκητες ή πρωτόζωα (Kümmerer, 2009). 

Δρουν είτε παρεμποδίζοντας τη σύνθεση του κυτταρικού τοιχώματος, είτε προκαλώντας 

διαταραχές στη λειτουργία της πλασματικής μεμβράνης είτε παρεμβαίνοντας σε 

αντιγραφή, μεταγραφή και μετάφραση του γενετικού υλικού είτε αναστέλλοντας τον 

μεταβολισμό των μικροοργανισμών (Γκούβας, 1986). Είναι μη-τοξικά για τον ξενιστή και 

χρησιμοποιούνται για τη θεραπεία μολυσματικών ασθενειών σε ανθρώπους, ζώα και φυτά. 

Κάποια αντιβιοτικά μεταβολίζονται περισσότερο και κάποια λιγότερο τόσο από τους 

ανθρώπους όσο και από τα ζώα (Kümmerer & Henninger, 2003). Τα ψάρια δεν 

μεταβολίζουν αποτελεσματικά τα αντιβιοτικά με αποτέλεσμα τη μεταφορά τους το 

περιβάλλον μέσω περιττωμάτων. Συγκεκριμένα το 75% των αντιβιοτικών με το οποίο 

τροφοδοτούνται τα ψάρια εκκρίνεται στο νερό (Burridge et al., 2010). 

 

Στην υδατοκαλλιέργεια, τα αντιβιοτικά χρησιμοποιούνται κυρίως για θεραπευτικούς 

σκοπούς καθώς και προληπτικά (Serrano, 2005). Αρχικά, στον αναπτυσσόμενο τομέα των 

υδατοκαλλιεργειών υπήρξαν πολλά κρούσματα ασθενειών, καθώς τα άγρια είδη 

διατηρήθηκαν για πρώτη φορά σε αιχμαλωσία. Η θεραπεία με αντιβιοτικά ήταν εξαιρετικά 

επιτυχημένη σε επίπεδο αύξησης της απόδοσης και αποφυγής περισσότερο δαπανηρών 

στρατηγικών ελέγχου των ασθενειών. Δυστυχώς η εντατικοποίηση στην παραγωγή έχει 

προωθήσει την ανάπτυξη πολλών βακτηριακών λοιμώξεων, που οδηγούν στην αύξηση της 

χρήσης αντιμικροβιακών ουσιών (Defoirdt et al., 2011). Τα αντιβιοτικά τα οποία είναι 

εγκεκριμένα για χρήση στην υδατοκαλλιέργεια είναι τα oxytetracycline, florfenicol, 

premix, sarafloxacin, erythromycin sulphonamides ενισχυμένα με trimethoprim ή 

ormethoprim  (Serrano, 2005). Η ποσότητα και το είδος των αντιβιοτικών και των άλλων 

ενώσεων που χρησιμοποιούνται στην υδατοκαλλιέργεια διαφέρουν σημαντικά μεταξύ των 

χωρών (Burridge et al., 2010).  

 

Τα αντιβιοτικά στα ψάρια  χορηγούνται κυρίως ως συστατικό της τροφής τους, και 

περιστασιακά με εμβάπτιση και ενέσεις (Markestad & Grave, 1997; Sørum, 2006). Τα 

υπολείμματα τροφής και τα περιττώματα των ψαριών που περιέχουν αντιβιοτικά περνούν 

στο ίζημα στο κάτω μέρος των κλωβών. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα τα αντιβιοτικά να 

διαχέονται στο ίζημα και στη στήλη του νερού και να μεταφέρονται μέσω ρευμάτων 

ακόμα και σε απομακρυσμένες περιοχές όπου καταναλώνονται και από διάφορους άλλους 
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οργανισμούς (Hektoen et al., 1995; Kerry et al., 1996; Coyne et al., 1997; Holten et al., 

1999; Guardabassi et al., 2000; Sørum, 2000; Sørum & L'Abée-Lund, 2002; Boxall et al., 

2004; Sørum, 2006). Τα εναπομείναντα αντιβιοτικά παραμένουν στο ίζημα, τροποποιούν 

τη σύνθεση της μικροχλωρίδας του ιζήματος και ευνοούν την ανάπτυξη ανθεκτικών στα 

αντιβιοτικά βακτηρίων αλλά και αυξάνουν την ανθεκτικότητα των παθογόνων των ψαριών 

στα αντιβιοτικά (Kruse & Sørum, 1994; Hektoen et al., 1995; Davison, 1999; Miranda et 

al., 2003; Kim et al., 2004; Sørum, 2006). Η αντοχή αυτή στα αντιβιοτικά έχει τη 

δυνατότητα να μεταδίδεται με οριζόντια μεταφορά γονιδίων σε βακτήρια του χερσαίου 

περιβάλλοντος, συμπεριλαμβανομένων των ανθρώπινων και ζωικών παθογόνων (Kruse & 

Sorum, 1994; Sandaa & Enger, 1994; L'Abee-Lund & Sørum, 2001; Sørum, 2006).  

 

Ένα άλλο πρόβλημα που δημιουργείται από την υπερβολική χρήση αντιβιοτικών στην 

υδατοκαλλιέργεια είναι η παρουσία υπολειμμάτων αντιβιοτικών στα εμπορικά προϊόντα 

(Grave et al., 1996; 1999; Goldburg et al., 2001; Cabello, 2003; 2004; Angulo et al., 2004; 

Sørum, 2006). Τα μη ανιχνεύσιμα αντιβιοτικά που καταναλώνονται μέσω των προϊόντων 

αυτών έχουν ως αποτέλεσμα την αλλοίωση της φυσιολογικής χλωρίδας (ευαισθησία σε 

βακτηριακές λοιμώξεις με βακτήρια ανθεκτικά στα αντιβιοτικά) όπως και προβλήματα 

αλλεργιών και τοξικότητας (Grave et al., 1996; 1999; Alderman & Hastings, 1998; 

McDermot et al., 2002; Greenlees, 2003; Cabello, 2004; Salyers et al., 2004). Μπορεί 

επίσης να δημιουργηθεί αλλεργία στα αντιβιοτικά και προβλήματα τοξικότητας και στους 

εργαζόμενους στον κλάδο της υδατοκαλλιέργειας με τη χρήση μεγάλων ποσοτήτων 

αντιβιοτικών που έρχονται σε επαφή (Grave et al., 1996; 1999; Lillehaug et al., 2003). 

 

Για τους παραπάνω λόγους υπάρχει η ανάγκη διερεύνησης αειφόρων, καινοτόμων 

προσεγγίσεων σε όλους τους τομείς της ανθρώπινης δραστηριότητας, οι οποίες θα 

εξασφαλίσουν πως η χρήση των αντιβιοτικών δεν θα είναι αλόγιστη. Μία από αυτές τις 

εναλλακτικές προσεγγίσεις είναι και ο βιολογικός έλεγχος των παθογόνων βακτηρίων με 

τη χρήση βακτηριοφάγων, που ειδικά στην υδατοκαλλιέργεια φαίνεται να αποτελεί μία 

σοβαρά υποψήφια προσέγγιση για περισσότερη έρευνα και ανάπτυξη. 

 

1.11. Το δονάκιο (Vibrio sp.) στο θαλάσσιο περιβάλλον / Μολυσματικότητα  

 

Τα βακτήρια του γένους Vibrio της οικογένειας Vibrionaceae (Εικόνα 9) είναι Gram 

αρνητικοί βάκιλλοι, μικρού μεγέθους, διαμέτρου 0.5-0.8 μm και μήκους 1.4-2.6 μm με 

έντονη κινητικότητα λόγω των μαστιγίων που διαθέτουν. Ως προς τις απαιτήσεις τους σε 
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οξυγόνο, είναι δυνητικά αναερόβια και επίσης, δεν έχουν την δυνατότητα 

απονιτροποίησης (Farmer et al., 2005). Στη πλειοψηφία τους οι οικολογικές θέσεις που 

καταλαμβάνουν συνδέονται με την προσκόλληση σε ζωντανούς οργανισμούς, που τους 

παρέχουν προστασία και θρεπτικά συστατικά (Simidu et al., 1971; Hollants et al., 2013). 

Ωστόσο, εμφανίζονται και ως ελεύθερα κύτταρα στη στήλη του νερού (Froelich et al., 

2013; Lyons et al., 2007). Βρίσκονται σε αφθονία σε παράκτιες περιοχές αλλά και στις 

εκβολές των ποταμών (Austin, 2010). Ο χρόνος επιβίωσης τους είναι περίπου 10 ώρες, η 

δε μολυσματική τους δόση αρκετά υψηλή (106-1011) (Μαυρίδου & Παπαπετροπούλου, 

1995). Η μεταβολή στη συνολική αφθονία των Vibrio στη στήλη του νερού σχετίζεται με 

τις μεταβολές σε θερμοκρασία και αλατότητα (Takemura et al., 2014; Thompson et al., 

2004). Συγκεκριμένα η υψηλή θερμοκρασία ενισχύει σημαντικά την ανάπτυξη τους ενώ η 

διαρκής αύξηση στη θερμοκρασία της επιφάνειας της θάλασσας προωθεί μια 

μακροπρόθεσμη αύξηση της αφθονίας των Vibrio (Vezzulli et al., 2015; 2016). Δεν 

απομονώνονται σε θερμοκρασίες κάτω των 13-15 οC (Μαυρίδου & Παπαπετροπούλου, 

1995). 

 

Η σχετικά υψηλή αφθονία τους στο θαλασσινό νερό (που συχνά φθάνει τα 103 - 104 

κύτταρα / ml) καθώς και η βιομάζα τους (Yooseph et al., 2010), τα καθιστούν 

σημαντικούς παράγοντες στους θαλάσσιους βιογεωχημικούς κύκλους. Τα βασικά 

χαρακτηριστικά τους είναι (α) η ικανότητά τους να επιβιώνουν για μεγάλο χρονικό 

διάστημα σε συνθήκες με περιορισμένα θρεπτικά συστατικά (Ramaiah et al., 2002; 

Armada et al., 2003), (β) η ικανότητά τους να διατηρούν υψηλή περιεκτικότητα 

ριβοσωμάτων, το οποίο τα βοηθά να επιτύχουν γρήγορη ανάκαμψη μόλις οι πηγές 

άνθρακα είναι διαθέσιμες (Flardh et al., 1992; Kramer & Singleton, 1992; Eilers et al., 

2000) και γ) η χημειοτακτική απόκριση τους στην εύρεση  θρεπτικών ουσιών (Yu et al., 

1993; Gosink et al., 2002; Larsen et al., 2004; Grimes et al., 2009).  

 

Στο θαλασσινό νερό υπάρχουν 2 κατηγορίες Vibrio. Η πρώτη κατηγορία περιλαμβάνει 

αυτόχθονους μικροοργανισμούς του θαλάσσιου περιβάλλοντος. Για παράδειγμα, το Vibrio 

parahaemolyticus το οποίο προκαλεί γαστρεντερίτιδες μετά από κατανάλωση 

οστρακοειδών ή επιμολύνσεις τραυμάτων μετά από επαφή με το θαλασσινό νερό (φυσική 

μικροχλωρίδα του εντέρου διαφόρων θαλάσσιων ζώων) και το Vibrio alginolyticus το 

οποίο προκαλεί ωτίτιδες και λοιμώξεις τραυμάτων μετά από επαφή με το θαλασσινό νερό 

και τα ιζήματα. Η δεύτερη κατηγορία περιλαμβάνει αλλόχθονους μικροοργανισμούς του 

θαλάσσιου περιβάλλοντος με μολυσματικό χαρακτήρα προερχόμενοι των αποβλήτων. Για 
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παράδειγμα το Vibrio cholerae που προκαλεί χολέρα και τα NAG Vibrio (Non 

agglutinable) τα οποία προκαλούν γαστρεντερίτιδες μετά από κατανάλωση μολυσμένων 

οστρακοειδών (Μαυρίδου & Παπαπετροπούλου, 1995). Τα Vibrio εμφανίζουν παγκόσμια 

εξάπλωση και κάποια είδη μπορούν να επηρεάσουν αρνητικά τόσο τον άνθρωπο όσο και 

τις διάφορες χρήσεις των οικοσυστημάτων, όπως για παράδειγμα τις υδατοκαλλιέργειες 

(Pruzzo et al., 2005). Περισσότερα από 80 είδη έχουν περιγραφεί και τουλάχιστον 12 από 

αυτά είναι παθογόνα του ανθρώπου, με σημαντικότερα εξ’ αυτών τα Vibrio cholera, 

Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus (Oliver et al., 2013; Plaza et al., 2018). 

 

Στα ψάρια, τα Vibrio εισέρχονται μέσω του δέρματος όταν έρχεται σε επαφή με τα 

βακτήρια που υπάρχουν στο νερό και μέσω του πεπτικού σωλήνα, μετά από κατάποση 

βακτηρίων που υπάρχουν στο νερό (Muroga & De La Cruz, 1987; Kanno et al., 1989; 

Spanggaard et al., 2000) αλλά και μέσω των πτερυγίων και των βραγχίων (Toranzo & 

Barja, 1993). Κύριο εμπόδιο στη εισβολή των Vibrio είναι η βλέννα που καλύπτει το 

δέρμα, προστατεύοντας έτσι το ψάρι. Τα Vibrio μπορούν επίσης να εκμεταλλευτούν 

πληγές που έχουν προκληθεί στο δέρμα από άλλα παράσιτα και να εισέλθουν στον 

οργανισμό προκαλώντας δευτερογενείς λοιμώξεις (Rodgers & Burke, 1988). 

 

 

Εικόνα 9: Ηλεκτρονική μικροσκοπία (από αριστερά προς δεξιά) V. anguillarum, V. 

parahaemolyticus, V. vulnificus, V. alginolyticus. Παρατηρούνται τα πολικά μαστίγια τα 

οποία προσδίδουν στα βακτήρια έντονη κινητικότητα (Farmer  et al., 2005). 

 

1.12. Το βακτήριο Vibrio alginolyticus  

 

Το Vibrio alginolyticus (Εικόνα 10) είναι ένα από τα πιο συχνά είδη βακτηρίων που 

απαντώνται  στο θαλάσσιο περιβάλλον (σε νερό και ιζήματα) με μεγάλη γεωγραφική 

κατανομή το οποίο έχει συνδεθεί με ασθένειες στα υδρόβια ζώα αλλά και στους 

ανθρώπους, προκαλώντας βλάβες στους ιστούς στο δέρμα, στο αυτί και στα εσωτερικά 

όργανα (Sabir et al., 2013; Lee et al., 2008; Scheftel et al., 2006). Το V. alginolyticus είναι 

επίσης ένα από τα πιο συχνά είδη που απαντώνται στις θαλάσσιες υδατοκαλλιέργειες 
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(Skjermo & Vadstein, 1993; Villamil et al., 2003). Θεωρείται σημαντικό οπορτουνιστικό 

παθογόνο που μολύνει θαλάσσια ασπόνδυλα όπως το Penaeus monodon (Lee et al., 1996) 

και το Macrobrachium rosenbergii (Jayaprakash et al., 2006) αλλά και σπονδυλωτά (Kong 

et al., 2015; Gomez-Gil et al., 2014), ιδιαίτερα επειδή εισβάλλει στους ήδη 

κατεστραμμένους ιστούς (Austin & Austin, 2012; Balebona et al., 1998). 

 

Η αύξηση της συγκέντρωσής του επηρεάζεται κυρίως από την αύξηση της θερμοκρασίας 

με τις μέγιστες συγκεντρώσεις να παρουσιάζονται τις θερμότερες εποχές (Sabir et al., 

2011). Η αλατότητα είναι ζωτικής σημασίας για την επιβίωση και τον πολλαπλασιασμό 

του βακτηρίου που μπορεί να επιβιώσει το χειμώνα και ο πολλαπλασιασμός του να 

ξαναρχίσει όταν οι θερμοκρασίες φτάσουν τουλάχιστον στους 15 ° C (Su & Liu, 2007). 

Προσαρμόζεται γρήγορα στις αλλαγές του περιβάλλοντος (Fischer Le Saux et al., 2002) 

και δύναται να επιβιώσει ακόμη και υπό συνθήκες στρες εξαιτίας της έλλειψης θρεπτικών 

διατηρώντας ταυτόχρονα τις ιδιότητές του (Ben Kahla-Nakbi et al., 2007). Αναπτύσσεται 

σε αλκαλικό pH μεταξύ 7,5 και 9, σε υψηλή συγκέντρωση NaCl, και δεν παρεμποδίζεται 

από την προσθήκη διαφόρων αναστολέων όπως το κιτρικό νάτριο και το θειοθειικό νάτριο 

(Sabir et al., 2013).  

 

Σημαντικές είναι οι αναφορές για θνησιμότητα σε μεγάλο αριθμό εκτρεφόμενων 

οργανισμών ιδιαίτερα στην τσιπούρα Sparus aurata, ιδιαίτερα κατά τα πρώτα στάδια της 

ζωής οφειλόμενη στο V. alginolyticus (Colorni et al., 1981; Balebona et al., 1998; Zorilla 

et al., 2003; Akayli et al., 2008; Varvarigos, 2007). Το V. alginolyticus μόνο του, ή σε 

συνέργεια με άλλα βακτήρια όπως το Aeromonas hydrophila, αποτελεί τον κύριο 

αιτιολογικό παράγοντα της εντεροπάθειας στις προνύμφες και μειώνει τα ποσοστά 

επιβίωσης (Varvarigos, 2007). 

 

Στις υδατοκαλλιέργειες το V. alginolyticus εισέρχεται στο σύστημα μέσω ζωντανής 

τροφής (Αrtemia και Rotifers) η οποία χορηγείται στα πρώτα αναπτυξιακά στάδια των 

ψαριών (Snoussi et al., 2006; Prol-García et al., 2010; Munro et al., 1993). Συγκεκριμένα 

έχει αναφερθεί ως το κυρίαρχο μέλος της βακτηριακής κοινότητας της καλλιεργούμενης 

Artemia (Villamil et al., 2003; Snoussi et al., 2006; Thomson et al., 2005; Høj et al., 

2009). Οι ζωντανές τροφές συσσωρεύουν βακτηρίδια από τη στήλη του νερού και στη 

συνέχεια μεταφέρουν παθογόνες ουσίες στις εγκαταστάσεις όπου πραγματοποιείται η 

εκκόλαψη (Goulden et al., 2013). Το V. alginolyticus έχει βρεθεί ότι είναι πιο άφθονο στo 

έντερο υγειών προνυμφών των ψαριών από ό, τι σε εκείνα τα οποία νοσούν 
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(Tanasomwang & Muroga, 1988; Grisez et al., 1997), γεγονός που υποδηλώνει ότι το  

είδος αυτό προστατεύει τις προνύμφες των ψαριών από τον αποικισμό παθογόνων 

βακτηρίων. 

 

                        
 

Εικόνα 10: Ηλεκτρονική μικροσκοπία του Vibrio alginolyticus σε υγρό και στερεό 

υπόστρωμα αντίστοιχα (Farmer  et al., 2005). 

 

1.13. Η περίπτωση της δονακίωσης  

 

Η δονακίωση είναι μια συστημική βακτηριακή ασθένεια θαλάσσιων και ευρύαλων 

ψαριών, που έχει παρατηρηθεί όμως και σε είδη γλυκών νερών. Είναι μία από τις πιο 

συχνές ασθένειες των ψαριών που οφείλεται στα βακτήρια του γένους Vibrio (Gomez-Gil 

et al., 2014). Αποτελούν μέρος της φυσικής χλωρίδας του εντέρου και του δέρματος των 

ψαριών (Sera & Ishida, 1972; Yoshimizu & Kimura, 1976). Ορισμένα από τα είδη Vibrio 

που εμπλέκονται στη δονακίωση είναι τα V. alginolyticus (Colorni et al., 1981; Bordas et 

al., 1998), V. anguillarum (Toranzo et al., 1983), V. harveyi (Lunder et al., 1995), V. 

ordalii (Schiewe et al.,1981), V. salmonicida (Egidius et al., 1986), V. Splendidus (Pazos 

et al., 1993) και V. vulnificus (Muroga et al., 1976). Τα V. anguillarum και V. salmonicida 

εμφανίζονται ως κύρια παθογόνα, ενώ τα άλλα είδη φιλοξενούν ορισμένα μολυσματικά 

στελέχη που επηρεάζουν τους οργανισμούς υπό την πίεση των συνθηκών που επικρατούν 

αλλά και ανάλογα με την κατάσταση στην οποία οι οργανισμοί βρίσκονται (Gomez-Gil et 

al., 2014). 

 

Τα παθογόνα Vibrio συνδέονται με οξείες βακτηριακές σηψαιμίες ή χρόνιες εστιακές 

βλάβες (Hjeltnes & Roberts, 1993). Τα συμπτώματα της δονακίωσης είναι παρόμοια με 

αυτά άλλων βακτηριακών παθήσεων. Στα αρχικά στάδια παρατηρείται λήθαργος και 

απώλεια ορέξεως. Με την πρόοδο της ασθένειας το δέρμα αποχρωματίζεται, κοκκινίζει 

και νεκρώνεται. Φουσκάλες μπορούν να εμφανιστούν στο σώμα, που κατά περιπτώσεις 
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περνούν μέσα από το δέρμα δημιουργώντας ανοιχτές πληγές. Ερυθρές κηλίδες αίματος 

εμφανίζονται συχνά γύρω από τα πτερύγια και το στόμα (Εικόνα 11). Όταν η ασθένεια 

γίνει συστημική (όταν περνούν στο πεπτικό σύστημα), μπορεί να έχουμε εξωφθαλμίωση 

και υγρό και αίμα στην κοιλιά του ψαριού (Moeller, 2001). Όλα αυτά τα συμπτώματα 

μπορούν να προκληθούν και από άλλες βακτηριακές παθήσεις και δεν είναι απόδειξη της 

προσβολής από Vibrio (Rucker, 1963). Η διάγνωση της δονακίωσης στα ψάρια βασίζεται 

στην απομόνωση και στον προσδιορισμό του είδους Vibrio από τα σπλάχνα (π.χ. ήπαρ ή 

νεφρό) πρόσφατα θανατωμένων ψαριών (Gomez-Gil et al., 2014). 

 

Τα Vibrio αποτελούν μείζονος σημασίας πρόβλημα για την υδατοκαλλιέργεια στα 

θαλάσσια, στα παράκτια ύδατα και στα ύδατα στις εκβολές των ποταμών. Μερικά είδη 

όπως το V. anguillarum, έχουν σχεδόν παγκόσμια διανομή ενώ άλλα επικεντρώνονται σε 

ψυχρότερα όπως το V. salmonicida ή σε θερμότερα περιβάλλοντα όπως το V. damselae. 

Λόγω του ότι προκαλούν το θάνατο των καλλιεργούμενων οργανισμών σε μεγάλη 

κλίμακα, μεγάλη είναι η προσπάθεια που έχει καταβληθεί για την ανάπτυξη κατάλληλων 

διαγνωστικών μέτρων καθώς και μέτρων ελέγχου. Έτσι, αναπτύχθηκε και ένα ευρύ φάσμα 

σύγχρονων μοριακών διαγνωστικών μεθόδων αλλά και μέτρων ελέγχου όπως η χρήση 

εμβολίων (Austin & Austin, 2016) καθώς και η χορήγηση προβιοτικών, ανοσοδιεγερτικών 

και βιταμινών. Η θεραπεία της δονακίωσης γίνεται με τη χορήγηση κατάλληλων 

αντιβιοτικών (Higuera et al., 2013).  

 

                
 

Εικόνα 11: Δονακίωση στο λαβράκι Dicentrarchus labrax (αρχείο Δρ. Παντελής 

Καθάριος) 
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1.14. Στόχος της εργασίας  

 

Σκοπός της παρούσας μεταπτυχιακής διατριβής είναι να γίνει συγκριτική λυτική 

διερεύνηση θαλάσσιων βακτηριοφάγων που δυνητικά θα μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν 

σαν ένα κοκτέιλ φάγων κατά του οπορτουνιστικού παθογόνου των ψαριών Vibrio 

alginolyticus. Για τον στόχο αυτό δημιουργήθηκε ένα κοκτέιλ βακτηριοφάγων που έχουν 

ήδη απομονωθεί στο εργαστήριο μοριακής βιολογίας του Γεωπονικού Πανεπιστημίου 

Αθηνών και έχουν χαρακτηριστεί φυλογενετικά και βιοχημικά με σύγχρονες μοριακές 

τεχνικές (Kalatzis et al., 2016; Skliros et al., 2015; Διδακτορική Διατριβή Δημητρίου Γ. 

Σκληρού, 2018). 

 

Μετά τη δημιουργία και την εφαρμογή του κοκτέιλ μελετήθηκε με ποσοτική αντίδραση 

της πολυμεράσης πραγματικού χρόνου (QPCR) το μέγεθος του πληθυσμού κάθε 

βακτηριοφάγου, πληροφορία που θα συμβάλλει στην κατανόηση των φαινομένων 

ανταγωνιστικότητας, ανθεκτικότητας και πιο αποδοτικής βιοχημικής στρατηγικής και εν 

τέλει σε δυνητικά καλύτερο βιολογικό έλεγχο των παθογόνων  στους ιχθυοκλωβούς. 
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

 

2.1. Πειραματικός σχεδιασμός 

 

Προκειμένου να γίνει συγκριτική λυτική διερεύνηση των θαλάσσιων βακτηριοφάγων που 

θα μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν σαν ένα κοκτέιλ φάγων κατά του οπορτουνιστικού 

παθογόνου των ψαριών Vibrio alginolyticus, τέσσερις βακτηριοφάγοι επιλέχθηκαν. Οι 

βακτηριοφάγοι αυτοί έχουν ήδη απομονωθεί στο εργαστήριο μοριακής βιολογίας του 

Γεωπονικού Πανεπιστημίου Αθηνών και έχουν χαρακτηριστεί φυλογενετικά και βιοχημικά 

με σύγχρονες μοριακές τεχνικές (Kalatzis et al., 2016; Skliros et al., 2015; Διδακτορική 

διατριβή Δημητρίου Σκληρού, 2018). Και οι τέσσερις είναι λυτικοί έναντι του V. 

alginolyticus στελέχους V1. 

 

Οι βακτηριοφάγοι φSt2 (KT919973), Aphrodite1 (MG720308), Athena1 (MG640035) και 

ο Ares1 (MG720309), (Εικόνα 12) που επιλέχθηκαν ανήκουν στην τάξη των Caudovirales 

στις οικογένειες Myoviridae και Siphoviridae (με δίκλωνο DNA) και διαφέρουν αρκετά ως 

προς την λυτική στρατηγική κατά τη διάρκεια της μόλυνσης του βακτηριακού κυττάρου η 

οποία εξαρτάται από την γονιδιακή δεξαμενή που διαθέτουν. Ταυτόχρονα έχουν επιλεγεί 

ανάλογα και με το μέγεθος του γονιδιώματός τους. Το μέγεθος της έκρηξης τους καθώς 

και ο χρόνος απορρόφησης τους δείχνει την καταλληλότητα της χρήσης τους για βιολογικό 

έλεγχο των παθογόνων. Δοκιμές in vitro έδειξαν ότι μπορούν να καταστείλουν τους 

πληθυσμούς των βακτηρίων για τουλάχιστον 8 ώρες μετά τη μόλυνση, αποδεικνύοντας ότι 

αυτοί οι φάγοι δύναται να αποτελούν ένα ισχυρό "όπλο" εναντίον των παθογόνων Vibrio 

στις υδατοκαλλιέργειες. Τα ιδιαίτερα χαρακτηριστικά τους απεικονίζονται στον παρακάτω 

πίνακα (Πίνακας 2). 

 

Πίνακας 2: Χαρακτηριστικά των τεσσάρων βακτηριοφάγων 

 
Βακτηριο-

φάγοι 

Οικογένεια Μήκος 

κεφαλής 

Μήκος 

ουράς 

Λανθάνουσα 

περίοδος 

Μέγεθος 

έκρηξης 

Χρόνος 

απορρόφησης 

κατά 95% 

φSt2 Myoviridae 138 nm 132 nm 30 λεπτά 97 φάγοι/ 

βακτήριο 

15 λεπτά 

Aphrodite1 Myoviridae 65 nm 125 nm 80 λεπτά 65 φάγοι/ 

βακτήριο 

12 λεπτά 

Athena1 Myoviridae 30 nm 52,5 nm 30 λεπτά 70φάγοι/ 

βακτήριο 

3 λεπτά 
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Ares1 Siphoviridae 41 nm 135 nm 30 λεπτά 17 φάγοι/ 

βακτήριο 

6 λεπτά 

 

          

                                                   
   

Εικόνα 12: Μορφολογία των ιοσωματίων των βακτηριοφάγων έπειτα από παρατήρηση σε 

ηλεκτρονικό μικροσκόπιο. Από αριστερά προς τα δεξιά: φSt2 (Kalatzis et al., 2016), 

Aphrodite1, Athena1, Ares1, (Διδακτορική διατριβή Δημητρίου Σκληρού, 2018). 

 

2.2. Θρεπτικά υποστρώματα και μικροβιολογικές τεχνικές 

 

2.2.1. Θρεπτικά υποστρώματα 

 

Τα τρία θρεπτικά υποστρώματα που χρησιμοποιήθηκαν για την καλλιέργεια του Vibrio 

alginolyticus είχαν την ίδια σύσταση σε θρεπτικά αλλά διαφορετική πυκνότητα (Higuera et 

al., 2013) (Πίνακας 3). 

 

Συγκεκριμένα σε ογκομετρικό κύλινδρο με ποσότητα απιονισμένου νερού (dH2O) 

προστίθεται ποσότητα NaCl, Tryptone, Yeast και αλάτων (MgSO4 και CaCl2) για την 

παρασκευή υγρού θρεπτικού υποστρώματος. Ενώ για τη μετατροπή τους σε στερεά 

προστίθεται και ποσότητα άγαρ, ενός σύνθετου υδατάνθρακα (πολυσακχαρίτη) που 



37 

 

προέρχεται από ορισμένα θαλάσσια φύκη του γένους Gelidium (Benson, 1999). Ακολουθεί 

η ανάδευση και η τοποθέτηση των θρεπτικών υποστρωμάτων σε γυάλινα σκευάσματα 

(μπουκάλια, κωνικές φιάλες) καθώς και η αποστείρωση αυτών σε κλίβανο στους 121οC 

για 20 λεπτά απαραίτητα πριν από τη χρήση τους για την καλλιέργεια του βακτηρίου. 

 

Τα άλατα MgSO4 και CaCl2 που προστίθενται στα θρεπτικά υποστρώματα είναι 

απαραίτητα αρχικά για τον πολλαπλασιασμό των βακτηριοφάγων και μετέπειτα για την 

υποβοήθηση της μόλυνσης του ξενιστή διότι ενισχύουν την ωσμωτική πίεση εσωτερικά 

του καψιδίου καθώς απαιτείται μεγάλη διαφορά σε σχέση με το βακτηριακό 

κυτταρόπλασμα (Jeembaeva et al., 2008; Keynan et al., 1974). 

 

Πίνακας 3: Τύποι θρεπτικών υποστρωμάτων, η σύσταση και η ποσότητα που τους 

αντιστοιχεί ανά λίτρο. 

 
Θρεπτικό υπόστρωμα Σύσταση Ποσότητα 

Υγρό LB 1% w/v tryptone 

1% w/v NaCl 

0.5% w/v yeast extract 

MgSO4 (1 M) 

CaCl2 (1 M) 

10 gr/L NaCl 

10 gr/L Tryptone 

5 gr/L Yeast 

1 ml/L MgSO4 

1ml/L CaCl2 

Στερεό άγαρ  

Solid agar (BOTTOM agar) 

1% w/v tryptone 

1% w/v NaCl 

0.5% w/v yeast extract 

1.2% w/v agar 

MgSO4 (1 M) 

CaCl2 (1 M) 

10 gr/L NaCl 

10 gr/L Tryptone 

5 gr/L Yeast 

12 gr/L agar 

1 ml/L MgSO4 

1ml/L CaCl2 

Άγαρ κορυφής- ημίρρευστο 

LB 

Soft agar (TOP agar) 

1% w/v tryptone 

1% w/v NaCl 

0.5% w/v yeast extract 

0.7% w/v agar 

MgSO4 (1 M) 

CaCl2 (1 M) 

10 gr/L NaCl 

10 gr/L Tryptone 

5 gr/L Yeast 

7 gr/L agar 

1 ml/L MgSO4 

1ml/L CaCl2 

 

2.2.2. Βακτηριακή καλλιέργεια 

 

Το βακτήριο Vibrio alginolyticus (στέλεχος V1) το οποίο χρησιμοποιήθηκε ως ξενιστής 

έχει απομονωθεί από το Ελληνικό Κέντρο Θαλάσσιων Ερευνών (ΕΛ.ΚΕ.Θ.Ε) στις 

Γούρνες του Ηρακλείου Κρήτης μετά από επεισόδια δονακίωσης σε καλλιεργούμενες 

τσιπούρες Sparus aurata (οικογένεια Sparidae). Το βακτηριακό στέλεχος φυλάσσεται σε 

θερμοκρασία -80οC σε 20% γλυκερόλη. 
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Η ανακαλλιέργειά του (στερεή καλλιέργεια) έγινε με τη μέθοδο της επίστρωσης σε 

γραμμές (streak plate), διαδικασία που επαναλαμβάνονταν κάθε δύο εβδομάδες (φρέσκια 

καλλιέργεια) (control). Σύμφωνα με τη μέθοδο αυτή, οι μικροοργανισμοί επιστρώνονται 

με κρικοφόρο στυλεό (μικροβιολογικός κρίκος ή κρίκος εμβολιασμού) αρχικά στην 

επιφάνεια του θρεπτικού υποστρώματος στην άκρη του τρυβλίου Petri το οποίο περιέχει ~ 

10-20 ml  στερεό άγαρ. Στη συνέχεια ακολουθούνται τουλάχιστον 3 διαφορετικές κινήσεις 

(Εικόνα 13), με ενδιάμεση αποστείρωση του κρίκου σε φλόγα, με στόχο την αραίωση και 

το διαχωρισμό των κυττάρων για τον σχηματισμό μοναδικών αποικιών. Τέλος αφήνονται 

στον επωαστικό θάλαμο στους 30 oC. 

 

Για την προκαλλιέργεια του βακτηρίου (από στερεή σε υγρή), ποσότητα LB σε Eppendorf  

με ~1000 μl ή σε Falcon με ~ 5ml εμβολιάζεται με αποικίες βακτηρίου από τη στερεή 

καλλιέργεια και στη συνέχεια αφήνεται στο Shaker overnight (για 24 ώρες).  Για την 

καλλιέργεια του βακτηρίου (από υγρή σε υγρή), ποσότητα LB σε Falcon με ~ 5-7 ml 

εμβολιάζεται με ~100-200 μl προκαλλιέργειας και στη συνέχεια αφήνεται στο Shaker  για  

~1 ώρα (μέχρι η καλλιέργεια να φθάσει στην εκθετική της φάση με την απορρόφηση να 

είναι ~0,2). 

 

                                     
 

Εικόνα 13: Διαδικασία επίστρωσης με τη χρήση μικροβιολογικού κρίκου (Benson, 1999). 

 

2.2.3. Τεχνική διπλής στιβάδας άγαρ (Double Agar) 

 

Η τεχνική διπλή στιβάδας άγαρ στην οποία ποσότητα καλλιέργειας βακτηρίου 

αναμειγνύεται με άγαρ κορυφής και απλώνεται σε στέρεο θρεπτικό υπόστρωμα (Εικόνα 

14), έχει ως αποτέλεσμα το σχηματισμό βακτηριακής χλόης στο τρυβλίο. 

Χρησιμοποιήθηκε στη μέθοδο των διαδοχικών αραιώσεων όπου μετά και από την 
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εναπόθεση σταγόνων με συγκεκριμένες αραιώσεις των φάγων στο τρυβλίο και την 

τοποθέτηση αυτών στον επωαστικό θάλαμο για 16 ώρες, προέκυψαν διακριτές και 

μετρήσιμες αποικίες χαρακτηριστικές μορφολογικά του κάθε φάγου. 

 

                  
 

Εικόνα 14: Τεχνική διπλής στιβάδας άγαρ (Fankhauser, 1994). 

 

2.3. Τιτλοδότηση βακτηριοφάγων 

 

Η τιτλοδότηση των βακτηριοφάγων δηλαδή η εύρεση της συγκέντρωσης τους έγινε με τη 

μέθοδο των διαδοχικών αραιώσεων. Ο τίτλος τους εκφράζεται ως ο αριθμός των λυτικών 

τους πλακών (Plaque Forming Unit - PFU) ανά ml. 

 

Συγκεκριμένα μετά την προκαλλιέργεια και την καλλιέργεια του βακτηρίου V. 

alginolyticus οι βακτηριοφάγοι προστέθηκαν σε διαφορετικές καλλιέργειες και 

τοποθετήθηκαν στο shaker overnight για λύση των βακτηρίων. Στη συνέχεια έγινε 

φυγοκέντρηση για 3 λεπτά στις 9.000 rpm προκειμένου να μείνουν οι βακτηριοφάγοι στο 

υπερκείμενο. Ακολουθεί το φιλτράρισμα του υπερκείμενου μέσα από φίλτρα διαμέτρου 

πόρου 0.2 μm προκειμένου να ληφθούν καθαροί και πυκνοί οι βακτηριοφάγοι. Στη 

συνέχεια πραγματοποιήθηκαν διαδοχικές αραιώσεις (Εικόνα 15) των φάγων σε eppendorf 

των 1,5 ml και η έντονη ανάδευση αυτών (vortex). Συγκεκριμένα επτά αραιώσεις για τον 

κάθε φάγο: 10-1, 10-3, 10-5, 10-7, 10-8, 10-9, 10-10. 
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Εικόνα 15: H μέθοδος των διαδοχικών αραιώσεων (EPFL, 2017). 

 

Η επίστρωση στα τρυβλία πραγματοποιήθηκε με την τεχνική διπλής στιβάδας άγαρ όπου 

50 μl καλλιέργειας βακτηρίου αναμειγνύονται με άγαρ κορυφής και απλώνονται σε στερεό 

θρεπτικό υπόστρωμα. Στη συνέχεια 3 σταγόνες των 10 - 20 ml εναποτέθηκαν με 

συγκεκριμένες αραιώσεις των φάγων στα τρυβλία τα οποία με τη σειρά τους 

τοποθετήθηκαν στον επωαστικό θάλαμο στους 25 oC για 16 ώρες. Στο τέλος 

καταμετρήθηκαν οι αρνητικές πλάκες που διακρίνονταν. 

 

2.4. Δημιουργία του κοκτέιλ φάγων (phage cocktail) 

 

Για τη δημιουργία του κοκτέιλ των φάγων κατά του οπορτουνιστικού παθογόνου των 

ψαριών V. alginolyticus, τέσσερις βακτηριοφάγοι επιλέχθηκαν (φSt2, Aphrodite1, 

Athena1, Ares1) λόγω της διαφορετικής τους φυλογένειας. Αρχικά έγινε συγκαλλιέργεια 

βακτηρίου και βακτηριοφάγων προκειμένου να γίνει λύση των βακτηρίων και να ληφθεί 

καθαρή ποσότητα και των τεσσάρων βακτηριοφάγων, υψηλής συγκέντρωσης και στη 

συνέχεια η ακριβής τιτλοδότηση αυτών (Εικόνα 16). Κάθε βακτηριοφάγος περιέχονταν 

στο τελικό κοκτέιλ με τίτλο 1*108 PFU/ml. Όλοι οι φάγοι μαζί στο κοκτέιλ ήταν 4* 108 

PFU/ml. 
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Εικόνα 16: Ενδεικτική τιτλοδότηση των βακτηριοφάγων. Από αριστερά προς δεξιά Ares1 

και Aphrodite1.  

 

2.5. Έλεγχος in vitro αποτελεσματικότητας των φάγων 

 

Ο έλεγχος in vitro της αποτελεσματικότητας των βακτηριοφάγων φSt2, Aphrodite1, 

Athena1, Ares1 καθώς και του συνδυασμού (κοκτέιλ) των ανωτέρω φάγων έναντι του V. 

alginolyticus πραγματοποιήθηκε σε υγρές βακτηριακές καλλιέργειες με αναλογία 

βακτηρίων/βακτηριοφάγων MOI = 100. Στόχος ήταν να διαπιστωθεί αν θα περιορίζονταν 

η ανάπτυξη του V. alginolyticus αλλά και για πόσο χρονικό διάστημα. Η συνολική 

διάρκεια της διαδικασίας ελέγχου της αποτελεσματικότητας ήταν 22 ώρες με τέσσερις 

επαναλήψεις. 

 

Συγκεκριμένα, πραγματοποιήθηκε σε 96 αποστειρωμένες πλάκες πηγαδιών 

χρησιμοποιώντας τη συσκευή ανάγνωσης μικροπλακών TECAN (Infinite PRO 200) που 

ήταν εφοδιασμένη με έλεγχο θερμοκρασίας. 24 πηγάδια χρησιμοποιήθηκαν για κάθε 

επανάληψη. Στα πηγάδια μεταφέρθηκε 1 μl φρέσκιας βακτηριακής καλλιέργειας όταν η 

οπτική απορρόφηση (optical density σε λ=600nm, OD600) ήταν ~ 0.18. Η πλάκα 

τοποθετήθηκε στη συσκευή ανάγνωσης και επωάστηκε στους 25 °C με τροχιακή 

αναδιανομή. Όλοι οι φάγοι αραιώθηκαν σε 108 PFU / ml και 1ml αυτών προστέθηκε στα 

πηγαδάκια όταν OD600=0.4 περίπου 50 λεπτά μετά την 1η μέτρηση. Η καμπύλη 

ανάπτυξης των καλλιεργειών παρακολουθήθηκε σε πραγματικό χρόνο για 25 ώρες. 
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2.6. Απομόνωση φαγικού DNA μετά τη συγκαλλιέργεια 

 

Η απομόνωση του γονιδιώματος των βακτηριοφάγων πραγματοποιήθηκε με τη χρήση της 

μεθόδου εξαγωγής νουκλεϊκών οξέων φαινόλης-χλωροφόρμιου. Μετά από τη 

συγκαλλιέργεια βακτηρίου και κοκτέιλ βακτηριοφάγων, και τη λύση των βακτηρίων έγινε 

φυγοκέντρηση για 3 λεπτά σε 13000 rpm και αφαιρέθηκε το υπερκείμενο μέσα από φίλτρα 

διαμέτρου πόρου 0.2 μm. 

 

Το πρωτόκολλο που χρησιμοποιήθηκε για την εξαγωγή του DNA ήταν το εξής: 

 

 Επώαση για 24 ώρες στους 4 oC 1.6 ml φάγων και 400 μl πολυαιθυλενική γλυκόλη 

(Polyethylene glycol –PEG) και 10 λεπτά στον πάγο 

 Φυγοκέντρηση στις 13.000 rpm για 50 min 

 Απομάκρυνση υπερκείμενου και επαναδιάλυση του ιζήματος σε 100 μl NaCl (150 

mM) 

 Ένωση 100 μl και 100 μl από 2 tubes = 200 μl κοκτέιλ βακτηριοφάγων 

 Προσθήκη 20 μl DNase και 20 μl DNase buffer 

 Επώαση για 1-2 ώρες στους 37 oC στο υδατόλουτρο (διάλυση εναπομείναντων 

βακτηριακών κυττάρων)  

 Προσθήκη 20 μl πρωτεάσης Κ (protease) και 200 μl Buffer AL (για εξαγωγή του 

DNA) και έντονη ανάδευση (vortex) για 15 δευτερόλεπτα. 

 Επώαση για 30 λεπτά στους 56 oC στο υδατόλουτρο (Η protease υδρολύει την 

DNase) 

 Προσθήκη 200 μl Ethanol 100% , ανάδευση και μεταφορά στις στήλες 

 Φυγοκέντρηση στις 8000 rpm για 1 λεπτό απορρίπτοντας αυτό που πέρασε από τις 

στήλες 

 Προσθήκη 500 μl AW1 και φυγοκέντρηση στις 8000 rpm για 1 λεπτό 

 Προσθήκη 500 μl AW2 και φυγοκέντρηση στις 14000 rpm για 3 λεπτά 

 Απόρριψη αυτού που πέρασε από τις στήλες και φυγοκέντρηση στις 8000 rpm για 

1 λεπτό 

 Τοποθέτηση στήλης στο eppendorf  

 Προσθήκη 25 μl dd H2O και φυγοκέντρηση στις 8000 rpm για 1 λεπτό 

 Μέτρηση απορρόφησης στο σπεκτροφωτόμετρο (Nanodrop) 

 Αποθήκευση στους 4 oC 
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2.7. Ποσοτική PCR πραγματικού χρόνου 

 

Η αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης πραγματικού χρόνου (Quantitative real time - 

Polymerase Chain Reaction - qPCR) είναι μια είναι μια γρήγορη, αξιόπιστη και ευαίσθητη 

μέθοδος η οποία χρησιμοποιείται για την ποσοτικοποίηση της γονιδιακής έκφρασης 

(παρακολούθηση της αντίδρασης της PCR σε πραγματικό χρόνο). Με την qPCR δύναται 

να ποσοτικοποιηθεί η οποιαδήποτε ποσότητα προϊόντος PCR (DNA, cDNA, RNA) με 

ιδιαίτερα μεγάλη ακρίβεια. 

 

Σε αντιδράσεις όπου δεν απαιτείται ειδικότητα ως προς το προϊόν της αντίδρασης, 

βασίζεται στην ανίχνευση και στην ποσοτικοποίηση του φθορισμού. Εκπέμπεται όταν 

κάποιο μόριο αναφοράς, η χρωστική SYBR Green εισχωρεί στην αύλακα της δίκλωνης 

έλικας ενός μορίου DNA (προϊόντος της PCR). Με την πρόοδο της αντίδρασης ο 

φθορισμός που παράγεται από το μόριο αναφοράς αυξάνει ως αποτέλεσμα της 

συσσώρευσης των προϊόντων της PCR μετά από κάθε κύκλο ενίσχυσης. Με τον τρόπο 

αυτό παρακολουθείται η εξέλιξη της αντίδρασης. Η χρωστική SYBR Green παράγει 

φθορισμό με την πρόσδεσή της σε οποιοδήποτε δίκλωνο μόριο DNA, όπως στον 

υβριδισμό μεταξύ των εκκινητών (διμερή) καθώς και στα ανεπιθύμητα προϊόντα της 

αντίδρασης του PCR (Εικόνα 17). Για το λόγο αυτό, απαιτείται  προσεκτικός σχεδιασμός 

των εκκινητών και προσεκτικοί χειρισμοί κατά την διάρκεια των πειραμάτων για την 

αποφυγή λανθασμένων μετρήσεων φθορισμού. 

 

Η qPCR πραγματικού χρόνου επιτρέπει την ανίχνευση των προϊόντων από τα πρώτα 

στάδια της αντίδρασης της PCR (η ενίσχυση παρακολουθείται συνεχώς σε κάθε κύκλο). 

Εμφανίζει σύντομους θερμοδυναμικούς κύκλους (30 λεπτά - 2 ώρες), η μέτρηση των 

δειγμάτων γίνεται με μεγάλες διαφορές αρχικού νουκλεϊκού φορτίου, επεξεργάζεται πολλά 

δείγματα ταυτόχρονα και ο κίνδυνος των επιμολύνσεων είναι ιδιαίτερα χαμηλός καθώς δεν 

υφίσταται καμία διαδικασία μετά το τέλος της αντίδρασης. Τέλος εμφανίζει αυξημένη 

ειδικότητα, ευαισθησία και επαναληψιμότητα. 

 

Στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκε το SYBR select master mix (μείγμα πολυμεράσης 

με τη χρωστική green) και η χρωστική ROX (Applied Biosystems, Austin, TX, USA), για 

την εξομάλυνση των διαφορών μεταξύ των αντιδράσεων. Για την πραγματοποίηση των 

αντιδράσεων χρησιμοποιήθηκε ο θερμοκυκλοποιητής StepOnePlusTM Real-Time PCR 

System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). 
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Εικόνα 17: Λειτουργία της μεθόδου PCR πραγματικού χρόνου με τη χρήση της χρωστικής 

SYBR Green Ι  (Molecular Probes, Inc., 2000). 
 

Σε αντίδραση με τελικό όγκο τα 10 μl αναμιγνύονται: 

 

 Μήτρα DNA, cDNA  1 μl 

 SYBR Select Master Mix (μείγμα πολυμεράσης)  5 μl 

 Εκκινητής 1 (0,5 μM)  2 μl 

 Εκκινητής 2 (0,5 μM) 2 μl 

 

Οι συνθήκες πραγματοποίησης της qPCR πραγματικού χρόνου ήταν: 

 

 Αρχική αποδιάταξη με ενεργοποίηση της πολυμεράσης στους 95°C για 10 λεπτά 

 Αποδιάταξη στους 95°C για 45 δευτερόλεπτα (40 κύκλοι) 

 Υβριδισμός εκκινητών στους 60°C για 1 λεπτό 

 Επιμήκυνση στους 60°C για 1 λεπτό 

 

Στο τέλος κάθε κύκλου λαμβάνονταν οι τιμές απορρόφησης για τις χρωστικές SYBR 

Green και ROX. Όταν ολοκληρώνονται οι 40 κύκλοι τα ενισχυμένα τμήματα 

αποδιατάσσονται σταδιακά με αύξηση της θερμοκρασίας κάθε 30 δευτερόλεπτα κατά 

0,5°C από τους 60°C έως τους 95°C και λαμβάνεται η καμπύλη τήξης του καθενός 

προκειμένου να ελιγωθεί ή εξειδίκευση των εκκινητών (όταν ενισχύεται ένα μόνο προϊόν η 
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καμπύλη έχει μια κορυφή). Τα δείγματα αναλύθηκαν και σε πήκτωμα αγαρόζης 4 % (w/v) 

για την επιβεβαίωση της παρουσίας μοναδικού προϊόντος. 

 

Για τη σχετική ποσοτικοποίηση της παρουσίας του DNA, γίνεται χρήση της μεθοδολογίας 

σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή όπου το γενομικό DNA (gDNA) και τα 

πλασμίδια τα οποία περιέχουν κλωνοποιημένες αλληλουχίες-στόχους, συνήθως 

χρησιμοποιούνται ως πρότυπα στην ποσοτική PCR. Πιο συγκεκριμένα, μαζί με τα 

δείγματα γίνεται χρήση ενός πλασμιδίου γνωστού αριθμού αντιγράφων, που φέρει ένα 

γονίδιο. Χρησιμοποιήθηκε η κατασκευή με το πλασμίδιο pet28a (Εικόνα 18) που έφερε 

ένα γονίδιο για το οποίο είχαν σχεδιαστεί εκκινητές (Πίνακας 4) για να ενισχύσουν ένα 

μέγεθος περίπου 300 βάσεων. Γνωρίζοντας ακριβώς τον αριθμό των πλασμιδίων που 

χρησιμοποιήθηκαν στην αντίδραση και πραγματοποιώντας αρκετές διαδοχικές αραιώσεις, 

δύναται να γίνει αντιστοίχηση των αποτελεσμάτων των κύκλων της qPCR (Ct) με την 

σχετική ποσότητα των αντιγράφων του γονιδίου που έφερε ο πλασμιδιακός φορέας. 

Επειδή κάθε βακτηριοφάγος, φέρει ένα αντίγραφο από τα γονίδια που επιλέχτηκαν για 

ενίσχυση, έγινε και σχετική ποσοτικοποίηση των ιοσωματιδίων σε κάθε δείγμα για κάθε 

βακτηριοφάγο χωριστά.  

Επίσης έγινε πέψη για το συγκεκριμένο πλασμίδιο με το ένζυμο EcoR V προκειμένου να 

χρησιμοποιηθεί στις αντιδράσεις ως ευθύγραμμο τμήμα DNA και όχι ως κυκλικό 

πλασμίδιο. Πιο συγκεκριμένα η πέψη έλαβε χώρα ως εξής: 

Σε σωλήνα eppendorf τοποθετήθηκε το πλασμίδιο, το ρυθμιστικό διάλυμα που απαιτείται 

για την δράση του ενζύμου και τέλος ddH2O μέχρι τον επιθυμητό όγκο. Μία τυπική 

αντίδραση πέψης σε τελικό όγκο 30 μl περιλαμβάνει: 

 Πλασμίδιο 1-5 μl (έως 1μg περίπου) 

 10X ρυθμιστικό διάλυμα ενζύμου  3 μl 

 ddH2O έως τελικό όγκο 28.5 μl 

 Προστίθεται 1.5 μl ενδονουκλεάση περιορισμού. Συνήθως χρησιμοποιείται μία 

μονάδα ενζύμου (1 unit) ανά μικρογραμμάριο δείγματος DNA. 

 Το δείγμα αναμιγνύεται καλά και επωάζεται για 3 ώρες περίπου στην κατάλληλη 

θερμοκρασία για κάθε ένζυμο που στη συγκεκριμένη περίπτωση ήταν οι 37o C 
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Πίνακας 4: Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν στη qPCR πραγματικού χρόνου. 

 

 
Εκκινητές (Primers) Γονίδιο Στόχος Αλληλουχίες Μέγεθος Ενίσχυσης 

(bp) 

MCPSt2-F 

MCPSt2-R 

MCP, major capsid 

protein 

CGACCAATACGCAGTGAACG 

CACACCTGCGTCCATTTCAG 

70 

MCPAphrodite1-F 

MCPAphrodite1-R 

MCP, major capsid 

protein 

TCAGGACTACGCATCTGACC 

CAAGTGGGTGAGAGTTGCCT 

70 

HypAthena1-F 

HypAthena1-R 

Hypothetical protein CGTAACTCTCCGCCGAATTG 

GCTTGCTTGCTCACCGATAA 

70 

MCPAres1-F 

MCPAres1-R 

MCP, major capsid 

protein 

GCGATCCGTGGTGATACAAC 

TAGTGCGCTTCAACCAACCA 

70 

Πλασμιδίου 

Μάρτυρα 

Τ7F 

T7R 

TAATACGACTCACTATAGGG 

GCTAGTTATTGCTCAGCGG 

300 

 

 

 

         
 

Εικόνα 18: Ο πλασμιδιακός χάρτης του pet28a που χρησιμοποιήθηκε ως πρότυπο στην 

qPCR πραγματικού χρόνου. 
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

3.1. Κοκτέιλ φάγων (phage cocktail) 

 

Προκείμενου να γίνει η συνδυαστική αξιολόγηση του φαγικού κοκτέιλ σχεδιάστηκαν 

συγκεκριμένες πειραματικές διαδικασίες, ώστε να γίνει έλεγχος κάθε βακτηριοφάγου 

ξεχωριστά, αλλά και συνδυαστικά. 

 

Πίνακας 5: Οι βακτηριοφάγοι που συνδυάστηκαν για τη δημιουργία του κοκτέιλ. 

 

Βακτηριοφάγος Κλάδος 
Μέγεθος 

Γονιδιώματος 

Αριθμός 

Καταχώρησης 

(Accession 

Number) 

φSt2 schizoT4like 250.485 bp KT919973 

Aphrodite1 phiKZlikevirus 237.722 bp MG720308 

Athena1 myophage 39.826 bp MG640035 

Ares1 siphophage 80.500 bp MG720309 

 

 

Το πρώτο αποτέλεσμα που λήφθηκε κατά την πειραματική διαδικασία αποτελούσε τον 

τελικό τίτλου του φαγικού κοκτέιλ μετά την in vitro λύση. Πιο συγκεκριμένα, κοκτέιλ 

φάγων δημιουργήθηκε με τίτλο  4* 108 PFU/ml. Μετά την in vitro λύση των βακτηρίων 

(περίπου  16 ώρες μετά), ο τελικός τίτλος του κοκτέιλ (Εικόνα 19) αυξήθηκε και έφθασε 

τα 2* 1011 PFU/ml. 

 

                                  
 

 

Εικόνα 19: Τελική τιτλοδότηση του φαγικού κοκτέιλ. 
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3.2. Έλεγχος in vitro αποτελεσματικότητας των φάγων 

 

Ο in vitro έλεγχος της αποτελεσματικότητας των βακτηριοφάγων φSt2, Aphrodite1, 

Athena1, Ares1 καθώς και του κοκτέιλ των ανωτέρω φάγων έναντι του V. alginolyticus 

(V1) με αναλογία βακτηρίων/βακτηριοφάγων MOI = 100, έδειξε ότι η βακτηριακή 

ανάπτυξη μειώθηκε σημαντικά. Στην καλλιέργεια ελέγχου (control) το βακτήριο 

αναπτύχθηκε κανονικά. Σύμφωνα με τις μετρήσεις της οπτικής απορρόφησης  (optical 

density σε λ=600nm, OD600) της βακτηριακής καλλιέργειας για 22 ώρες προέκυψαν τα οι 

παρακάτω καμπύλες (Διαγράμματα 1-5). 

 

Η ανάπτυξη του βακτηρίου V. alginolyticus (V1) παρουσία του φSt2 (με το μεγαλύτερο 

μέγεθος έκρηξης) έδειξε ότι παραμένει σταθερή σε χαμηλά επίπεδα για ένα διάστημα 

περίπου 10 ωρών. Αντίθετα, η ανάπτυξή του παρουσία τόσο του Ares1, του Aphrodite1 

όσο και του Athena1 (με μικρότερα μεγέθη έκρηξης) παραμένει σταθερή σε χαμηλότερα 

επίπεδα για 5 ώρες. Τέλος, η ανάπτυξη του βακτηρίου παρουσία του κοκτέιλ των φάγων 

έδειξε ότι παραμένει σταθερή σε χαμηλά επίπεδα για ένα διάστημα περίπου 18 ωρών 

(διαφορές μεταξύ των φάγων στα μεγέθη έκρηξης, στο χρόνο απορρόφησης και στη 

λανθάνουσα περίοδο. 
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Διαγράμματα 1-5: Καμπύλες ανάπτυξης του βακτηρίου V. alginolyticus στην πορεία του 

χρόνου (22 ώρες). Γραφική απεικόνιση μέσου όρου των τεσσάρων επαναλήψεων και της 

τυπικής τους απόκλισης στη μέτρηση της οπτικής απορρόφησης (optical density σε 

λ=600nm, OD600) της βακτηριακής καλλιέργειας παρουσία των φάγων φSt2, Aphrodite1, 

Athena1, Αres1 και του cocktail των παραπάνω ιών (ΜΟΙ=100). 

 

3.3. Μέτρηση της απορρόφησης των προϊόντων των αποµονώσεων DNA 

 

Πριν από την αντίδραση της Real Time PCR προσδιορίστηκε η συγκέντρωση του 

προϊόντος του γενετικού υλικού από τις αποµονώσεις (Πίνακας 6).  

 

Πίνακας 6: Ποιοτική και ποσοτική απεικόνιση δειγμάτων νουκλεϊκών οξέων 

 

Δείγμα Λόγος απορροφήσεων 

260 nm/280 nm 

Λόγος απορροφήσεων 

260 nm/230 nm 

Συγκέντρωση 

Α 1.86 1.83 123.84 ng/μl 

Β 1.82 1.65 52 ng/μl 

 

 

3.4 Αποτελέσµατα ποσοτικής PCR πραγματικού χρόνου 

 

Τα αποτελέσµατα της αντίδρασης qPCR πραγματικού χρόνου καταγράφονται καθ’ όλη τη 

διάρκεια της αντίδρασης (Πίνακας 8), μετρώντας την μεταβολή του φθορισµού και τα 

αποτελέσµατα απεικονίζονται µε την μορφή εκθετικής καµπύλης παρουσιάζοντας έτσι την 
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ανάλογη αύξηση των προϊόντων. Η τιμή Ct (Threshold cycle Ct) είναι ο κύκλος κατά τη 

διάρκεια του οποίου το δείγμα φτάνει το σημείο στο οποίο ξεχωρίζει έντονα (Threshold) 

το φθορίζον σήμα των προϊόντων της qPCR από τη χρωστική μάρτυρα (ROX). Όσο 

μεγαλύτερη είναι η ποσότητα της αρχικής αλληλουχίας DNA στο κάθε δείγμα τόσο 

νωρίτερα θα εμφανιστεί η τιμή Ct για κάθε δείγμα, δηλαδή η τιμή Ct θα είναι μικρότερη 

(Wong & Medrano, 2005).  

 

Χρησιμοποιώντας ένα πλασμίδιο γνωστού ως μάρτυρα και γνωρίζοντας τη συγκέντρωσή 

του μπορέσαμε να ποσοτικοποιήσουμε τα αντίγραφα DNA κάθε γονιδίου που μελετήθηκε 

(Πίνακας 7). Γενικά γνωρίζοντας το μοριακό βάρος κάθε πλασμιδίου (660 ΜW/bp 

περίπου) και λαμβάνοντας υπόψιν ότι κάθε αντίγραφο του γονιδίου περιέχεται 2 φορές σε 

κάθε πλασμίδιο, είμαστε σε θέση να υπολογίσουμε τον αριθμό των αντιγράφων του 

γονιδίου που μας ενδιαφέρει που περιέχονται σε κάθε αραίωση.  

 

Πίνακας 7: Αποτελέσματα συγκέντρωσης νουκλεϊκών οξέων των αραιώσεων του 

πλασμιδίου και του γονιδίου που έχει γίνει ένθεση. 

 

Αραίωση Συγκέντρωση 

πλασμιδίου 

ng/μl 

Συγκέντρωση 

γονιδίου (ng/μl) 

Εκτιμώμενα 

αντίγραφα 

γονιδίου 

Ct 

0 55 3 300000 27,2 

10-1 5,5 0,3 30000 31,7 

10-2 0,055 0,03 3000 35,8 

10-3 0,0055 0,003 300 Μη διαθέσιμο 

10-4 0,00055 0,0003 30 Μη διαθέσιμο 

10-5 0,000055 0,00003 3 Μη διαθέσιμο 

10-6 0,0000055 0,000003 0,3 Μη διαθέσιμο 

10-7 0,00000055 0,0000003 0,03 Μη διαθέσιμο 

 

Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι σύμφωνα με το μέσο όρο του τίτλου που έχει ο κάθε 

βακτηριοφάγος μετά το πέρας της in vitro λύσης (Διάγραμμα 6) προκύπτει πως ο φSt2 

φάγος με 1011 (PFU/ml) έχει τη μεγαλύτερη συνεισφορά στην καταστολή της βακτηριακής 

ανάπτυξης. Εξίσου σημαντική είναι και η συνεισφορά του Athena1 με τελικό τίτλο 5*1010 

(PFU/ml). Σε αντίθεση, τη μικρότερη συνεισφορά στην καταστολή της βακτηριακής 

ανάπτυξης εμφανίζει ο Aphrodite1 με τον μικρότερο τελικό τίτλο στο τέλος της in vitro 
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λύσης. Για την καλύτερη οπτικοποίηση των αποτελεσμάτων δημιουργήθηκαν καμπύλες 

(Διάγραμμα7) που εμφανίζουν τον τίτλο σε λογαριθμική απεικόνηση.  

 

Πίνακας 8: Αποτελέσματα της qPCR real time με δύο βιολογικές (Α & Β) και δύο 

τεχνικές επαναλήψεις. 

 
 Ct Average STE STVE Εκτιμώμενος μέσος 

όρος τίτλου 

(PFU/ml) 

ΦSt2 A 4,667905 5,250818 0,28244 0,564879346 ~1011 

ΦSt2 A 4,714535     

ΦSt2 B 5,916879     

ΦSt2 B 5,703952     

Aphrodite1 A 32,99032 32,2879 0,613909 1,227818318 ~5*104 

Aphrodite1 A 33     

Aphrodite1 B 33     

Aphrodite1 B 30,16126     

Athena1 A 7,422787 7,769785 0,214836 0,429672404 ~5*1010 

Athena1 A 7,370975     

Athena1 B 8,443439     

Athena1 B 7,841937     

Ares1 A 10,25236 10,47647 0,115668 0,231335321 ~5*109 

Ares1 A 10,23944     

Ares1 B 10,73286     

Ares1 B 10,68121     
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Διάγραμμα 6: Μέσος όρος τίτλου κάθε βακτηριοφάγου (PFU/ml) μετά το πέρας της in 

vitro λύσης. 

 

 
 

Διάγραμμα 7: Μέσος όρος τίτλου κάθε βακτηριοφάγου (PFU/ml) μετά το πέρας της in 

vitro λύσης σε log10 για καλύτερη απεικόνιση των αποτελεσμάτων. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1011

5*104

5*1010

5*109

φSt2 Aphrodite1 Athena1 Ares1

Μέσος όρος τίτλου των βακτηριοφάγων (PFU/ml)

11,00

4,69

10,69
9,69

φSt2 Aphrodite1 Athena1 Ares1

Μέσος όρος τίτλου των βακτηριοφάγων (PFU/ml)

σε log10 
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

Η υδατοκαλλιέργεια είναι ένας από τους ταχύτερα αναπτυσσόμενους τομείς στον κόσμο 

που κατέχει έναν πολύ σημαντικό ρόλο στην οικονομία. Ωστόσο, οι απώλειες που 

συνδέονται με βακτηριακές λοιμώξεις, όπως η δονακίωση, οδηγούν σε τεράστιο 

οικονομικό κόστος (FAO, 2009; Oliveira et al., 2012). Τα Vibrio βρίσκονται στην 

θάλασσα με φυσικό τρόπο καθ’ όλη τη διάρκεια του έτους, όμως η αύξηση των 

πληθυσμών τους συνδέεται άμεσα με την αύξηση της θερμοκρασίας. Συνεπώς, επεισόδια 

δονακίωσης εκδηλώνονται κατά τους θερινούς μήνες (Pruzzo et al., 2005). Η χρήση των 

αντιβιοτικών για την αντιμετώπιση των βακτηριακών λοιμώξεων στην υδατοκαλλιέργεια, 

είχε ως αποτέλεσμα την ανάπτυξη ανθεκτικών στελεχών, τα οποία συμβάλλουν και στην 

αναποτελεσματικότητά τους (Inglis, 2000). Προκειμένου να μειωθεί ο κίνδυνος ανάπτυξης 

και εξάπλωσης της μικροβιακής αντοχής και να καταπολεμηθούν οι ασθένειες των ψαριών 

στην υδατοκαλλιέργεια, εναλλακτικές στρατηγικές είναι απαραίτητο να αναπτυχθούν 

(Defoirdt et al., 2011).  

 

Ο βιολογικός έλεγχος των παθογόνων με τη χρήση βακτηριοφάγων θεωρείται ότι αποτελεί 

μια βιώσιμη εναλλακτική λύση έναντι των αντιβιοτικών για την πρόληψη και την 

καταπολέμηση των παθογόνων βακτηρίων στην υδατοκαλλιέργεια (Higuera et al., 2013; 

Karunasagar et al., 2007; Martínez-Díaz & Hipólito-Morales, 2013; Nakai & Park, 2002; 

Nakai et al., 1999; Park & Nakai, 2003; Park et al., 2000; Shivu et al., 2007; Verner-

Jeffreys et al., 2007; Vinod et al., 2006). Η αντοχή όμως των βακτηρίων και στους φάγους 

αποτελεί σημαντικό μειονέκτημα  (Levin & Bull, 2004; Merril et al., 2006; Nakai et al., 

2010; Sandeep, 2006; Scott et al., 2007; Silva et al., 2013; Skurnik & Strauch, 2006; Tanji 

et al., 2005; Vieira et al., 2012; Silva et al., 2014), που συνήθως οφείλεται σε μεταλλάξεις 

που επηρεάζουν τους υποδοχείς πρόσδεσης των φάγων (Heller, 1992, Labrie et al., 2010). 

Η ανάπτυξη ανθεκτικότητας των βακτηρίων, στον βιολογικό έλεγχο που πραγματοποιείται 

με έναν φάγο έχει ήδη αναφερθεί (Levin & Bull, 2004; Merril et al., 2006; Nakai et al., 

2010; Sandeep, 2006; Scott et al., 2007; Silva et al., 2013; Skurnik & Strauch, 2006; Tanji 

et al., 2005; Vieira et al., 2012), όμως η χρήση κοκτέιλ φάγων δύναται να ξεπεράσει αυτό 

το πρόβλημα (Chan et al., 2013; Crothers-Stomps et al., 2010; Filippov et al., 2011). 

Σύμφωνα με τους Chan et al., (2013) και Mateus et al., (2014) η αντιμετώπισης της 

δονακίωσης στην υδατοκαλλιέργεια καθώς και άλλων βακτηριακών ασθενειών μπορεί να 

είναι εξαιρετικά αποτελεσματική με τη χρήση συνδυασμού βακτηριοφάγων. Η χρήση αυτή 

στις υδατοκαλλιέργειες στοχεύει στην πρόληψη και στη διατήρηση των Vibrio σε χαμηλά 
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επίπεδα όπου σε συνδυασμό και με τον προσεκτικό χειρισμό των ψαριών, να 

προλαμβάνονται τα επεισόδια δονακίωσης. 

 

Σκοπός της εργασίας ήταν να διερευνηθεί η in vitro λύση ενός κοκτέιλ τεσσάρων 

θαλάσσιων λυτικών βακτηριοφάγων που δυνητικά θα μπορούσε να χρησιμοποιηθεί έναντι 

του οπορτουνιστικού παθογόνου των ψαριών Vibrio alginolyticus. Ταυτόχρονα, μετά την 

εφαρμογή του, δύναται να διερευνηθούν τα φαινόμενα ανταγωνιστικότητας και λυτικής 

δραστηριότητας των βακτηριοφάγων. Οι βακτηριοφάγοι οι οποίοι είχαν πλήρως 

χαρακτηριστεί φυλογενετικά και βιοχημικά (KT919973, MG720308, MG640035, 

MG720309), επιλέχθηκαν με βάση τους διαφορετικούς μοριακούς μηχανισμούς λύσης που 

διαθέτουν. Το μέγεθος του γονιδιώματος της οικογένειας των Siphoviridae βρίσκεται 

εντός της κανονικής κλίμακας και του μέσου μεγέθους των φάγων (Brussow & Desiere, 

2001). Σε αντίθεση, τα μέλη της οικογένειας Myoviridae έχουν μεγαλύτερο μέγεθος 

γονιδιώματος σε σύγκριση με αυτό των Siphoviridae (Shivu et al., 2007). Ταυτόχρονα το 

μέγεθος της έκρηξης, η λανθάνουσα περίοδος καθώς και ο χρόνος απορρόφησης από τον 

ξενιστή τους δείχνει την καταλληλότητα για τη χρήση τους στον έλεγχο του βακτηριακού 

πληθυσμού (Kalatzis et al., 2016; Adams, 1959). Οι τέσσερις βακτηριοφάγοι 

συνδυάστηκαν σε υψηλό και όμοιο τίτλο. Μετά όμως από την in vitro λύση των 

βακτηρίων (μετά από 16 ώρες), ο τελικός τίτλος του κοκτέιλ αυξήθηκε τουλάχιστον 1000 

φορές, το οποίο  επιβεβαίωσε και τη μείωση του βακτηριακού πληθυσμού (Εικόνα 

19/Διάγραμμα 5). 

 

Η χρήση κοκτέιλ με τους κατάλληλα επιλεγμένους φάγους αυξάνει την 

αποτελεσματικότητα του βιολογικού ελέγχου (πιο αποτελεσματική και ταχύτερη λύση των 

βακτηρίων), καθυστερώντας την ανάπτυξη αντοχής των βακτηρίων (Barrow & Soothill, 

1997; Alagappan et al., 2010; Martínez-Díaz & Hipólito-Morales, 2013; Higuera et al., 

2013; Yu et al., 2013; Lomelí-Ortega & Martínez Díaz, 2014; Alagappan et al., 2016; 

Stalin & Srinivasan, 2016b), αλλά επιτρέπει επίσης και τη ταυτόχρονη θεραπεία 

πολλαπλών παθογόνων (Cairns et al., 2009; Kunisaki & Tanji, 2010; Merabishvili et al., 

2009). Ιδιαίτερα σημαντικά στην επιλογή είναι το εύρος του ξενιστή η λανθάνουσα 

περίοδος το μέγεθος της έκρηξης και η επιβίωση στο περιβάλλον (Silva et al., 2014; Stalin 

& Srinivasan, 2016b). Στην παρούσα εργασία προκειμένου να ελεγχθεί βιολογικά ο 

βακτηριακός πληθυσμός, ο φSt2 με το μεγαλύτερο μέγεθος γονιδιώματος, ένα ευρύ φάσμα 

ξενιστών, σύντομο λυτικό κύκλο (λανθάνουσα περίοδο) και το μεγαλύτερο μέγεθος 

έκρηξης, πλεονεκτεί έναντι των υπολοίπων βακτηροφάγων που επιλέχθηκαν. Ο 



56 

 

Aphrodite1 εμφανίζει μεγάλο λυτικό κύκλο και μεγάλο μέγεθος έκρηξης, ο Athena1 με το 

μικρότερο μέγεθος γονιδιώματος, εμφανίζει σύντομο λυτικό κύκλο και μεγάλο μέγεθος 

έκρηξης ενώ ο Ares1 εμφανίζει σύντομο λυτικό κύκλο αλλά μικρό μέγεθος έκρηξης. 

 

Η χρήση κοκτέιλ βακτηριοφάγων δεν εμποδίζει τη βακτηριακή ανάπτυξη εκ νέου μετά το 

πέρας της διαδικασίας του ελέγχου του βακτηριακού πληθυσμού διότι τα βακτήρια 

μπορούν να αναπτύξουν ανθεκτικότητα σε όλους τους φάγους. Ωστόσο, η καθυστέρηση 

στην ανάπτυξη της αντίστασης είναι ένα σημαντικό επίτευγμα (Mateus et al., 2014). 

Προηγούμενες μελέτες έδειξαν ότι τα βακτήρια που εμφάνισαν ανθεκτικότητα στους 

φάγους, περιόρισαν ή έχασαν την μολυσματικότητά τους (Anonymous, 1983; Capparelli et 

al., 2010; Fillippov et al., 2011; Wagner & Waldor, 2002). Η in vivo λύση των βακτηρίων 

είναι αποδοτικότερη με τη χρήση συνδυασμού βακτηριοφάγων, ωστόσο η in vitro 

αποτελεσματικότητα των φάγων δεν αποτελεί πάντα ένδειξη για την in vivo 

αποτελεσματικότητα τους (Abedon, 2013; Maura et al., 2012; Bull et al., 2012; Loc 

Carillo et al., 2005). Πριν όμως από τον οποιονδήποτε έλεγχο αποτελεσματικότητας, είτε 

in vivo είτε in vitro απαραίτητη προϋπόθεση είναι να έχουν χαρακτηριστεί πλήρως οι 

φάγοι που θα χρησιμοποιηθούν (Kocharunchitt et al., 2009; Martínez-Díaz & Hipólito-

Morales, 2013; Oliveira et al., 2012). Οι Filippov et al., (2011) έδειξαν ότι το πρόβλημα 

της βακτηριακής αντοχής μπορεί να ξεπεραστεί μόνο όταν οι φάγοι εκμεταλλεύονται 

διαφορετικούς υποδοχείς. Στην παρούσα εργασία όπου ο βακτηριακός πληθυσμός 

ελέγχθηκε in vitro, παρατηρήθηκε ανάπτυξη ανθεκτικότητας αρκετά αργότερα από τη 

συνολική διάρκεια της πειραματικής διαδικασίας των 22 ωρών. 

 

Η μεγάλη ετερογένεια μεταξύ των βακτηριοφάγων σημαίνει πιθανά και διαφορετικούς 

μοριακούς μηχανισμούς μόλυνσης, αλλά και λύσης. Αυτή η ποικιλομορφία κατά τη 

διαδικασία μόλυνσης πιθανά συνεπάγεται και καθυστέρηση στην ανάπτυξη της 

βακτηριακής αντοχής σε όλους του βακτηριοφάγους ταυτόχρονα. Οι διαφορετικοί 

μοριακοί μηχανισμοί που διαθέτουν, πιθανότατα προσδίδουν στους φάγους, 

χαρακτηριστικά τα οποία δυσκολεύουν το βακτηριακό κύτταρο να αναπτύξει 

ανθεκτικότητα (Skliros et al., 2016). Συγκεκριμένα, ο έλεγχος της in vitro 

αποτελεσματικότητας του κοκτέιλ των βακτηριοφάγων φSt2, Aphrodite1, Athena1 και 

Ares1, έδειξε σημαντική μείωση της βακτηριακής ανάπτυξης για 18 ώρες περίπου σε 

αντίθεση με την αποτελεσματικότητα που είχαν μεμονωμένα οι φάγοι. Οι διαφορές στους 

τελικούς τίτλους όπως προέκυψαν από την qPCR εξηγούνται πιθανά από τα βιολογικά 

τους χαρακτηριστικά. Ο φάγος φSt2 (κλάδος “schizoT4like”), ο οποίος καταστέλλει τη 
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βακτηριακή ανάπτυξη για το μεγαλύτερο χρονικό διάστημα (Διάγραμμα 1), έχει ένα 

μεγάλο γονιδίωμα (250,485 bp) και εμπεριέχει βιοχημικά εργαλεία που σχετίζονται με τη 

βιοσύνθεση NAD+, συγκεκριμένα για να αυξήσει την κυτταρική περιεκτικότητα σε NAD+ 

(Skliros et al., 2016). Πιθανά ένας τέτοιος μοριακός μηχανισμός μπορεί να προσδώσει 

πλεονέκτημα έναντι των άλλων βακτηριοφάγων.  

 

O βακτηριοφάγος Aphrodite1 (κλάδος “phiKZlikevirus”), αν και ανήκει και αυτός στην 

οικογένεια Myoviridae, πιθανά διαθέτει διαφορετικούς μηχανισμούς μόλυνσης και λύσης 

του ξενιστή. Διαθέτει γονιδίωμα 237.722 bp και εμπεριέχει βιοχημικά εργαλεία που 

σχετίζονται με την μεταγραφή των γονιδίων του από δύο δικές του RNAP. Πιθανά ένας 

τέτοιος διαφορετικός μηχανισμός λύσης να ευθύνεται και για τον υψηλό χρόνο λύσης που 

έχει. Αυτό το βιολογικό χαρακτηριστικό που διαθέτει φαίνεται ότι ευθύνεται και για τον 

μικρό τίτλο στο τέλος της in vitro λύσης (Διάγραμμα 6), και επομένως συνεισφέρει 

λιγότερο στην καταστολή της βακτηριακής ανάπτυξης. Είναι πιθανό ότι κατά τη διάρκεια 

των 80 λεπτών που χρειάζεται για να λύσει τον ξενιστή, το βακτήριο να μολύνεται και από 

άλλον βακτηριοφάγο με μικρότερο χρόνο λύσης και να μην προλαβαίνει να αντιγραφεί 

αποδοτικά ο ίδιος. Αν και ο Τ4 βακτηριοφάγος έχει φανεί ότι δεν αφήνει να μολυνθεί ο 

ξενιστής από άλλον ιό την ώρα του πολλαπλασιασμού του, παρόλα αυτά δε γνωρίζουμε αν 

το ίδιο συμβαίνει και για τους “phiKZlikevirus”. 

 

O βακτηριοφάγος Athena1 της ίδιας οικογένειας, διαθέτει γονιδίωμα 39.826 bp. Το 

μεγαλύτερο ποσοστό των ανοιχτών αναγνωστικών του πλαισίων είναι μη αναγνωρισμένο. 

Αυτή η κατηγορία φάγων φαίνεται πώς έχει συνεξελιχθεί στενά με συγκεκριμένους 

κύριους ξενιστές (Comeue et al., 2012) έχοντας και πολύ καλή αποδοτικότητα με μικρό 

χρόνο λύσης. Φαίνεται ότι συνεισφέρει αρκετά και εκείνος στην καταστολής της 

βακτηριακής ανάπτυξης χωρίς όμως να υπερβαίνει τη συνεισφορά του φSt2 (Διάγραμμα 6) 

που έχει περισσότερα μοριακά εργαλεία διαθέσιμα.  

Τέλος ο βακτηριοφάγος Ares1 ο οποίος ανήκει στην οικογένεια Siphoviridae και έχει 

γονιδίωμα 80.500 bp χρησιμοποιεί μηχανισμούς μόλυνσης αρκετά διαφορετικούς από 

αυτούς της οικογένειας Myoviridae που πιθανά μοιάζουν με αυτούς του βακτηριοφάγου λ 

που είναι καλά χαρακτηρισμένοι αν και πρόκειται για ήπιο φάγο της ίδιας οικογένειας. Πιο 

συγκεκριμένα πιθανά χρησιμοποιεί διαφορετικούς υποδοχείς από ότι οι υπόλοιποι 

βακτηριοφάγοι λόγο και της διαφορετικής οικογένειας που ανήκει. Ένας τέτοιος 

διαφορετικός μηχανισμός μόλυνσης πιθανά συνεισφέρει και στην δυσκολία ανάπτυξης 

επίκτητης ανθεκτικότητας στα βακτήρια. 
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Όταν οι φάγοι συνδυάζονται, δρουν είτε σε συνέργεια είτε σε ανταγωνισμό. Όταν οι 

μεταξύ τους αλληλεπιδράσεις είναι ανταγωνιστικές, ο συνδυασμός τους δημιουργεί 

χειρότερα αποτελέσματα από αυτά του καλύτερου φάγου που δρα μόνος του (Schmerer et 

al., 2014). Η συνέργεια μεταξύ των φάγων πιθανά απαιτεί συγκεκριμένους μοριακούς 

μηχανισμούς που επιτρέπουν σε έναν φάγο να αυξήσει την ανάπτυξη του άλλου. Οι φάγοι 

μπορούν επίσης να αλληλεπιδρούν μεταξύ τους, όπως είναι καλά τεκμηριωμένο στο 

ενδοκυτταρικό επίπεδο με αποτέλεσμα τη μείωση του μεγέθους έκρηξης ενός (Delbruck, 

1945; Adams, 1959). Παρά τη συνέργεια, ένας φάγος μπορεί να ξεπεράσει και να 

εκτοπίσει τον άλλο. Μία λύση αυτού του προβλήματος στον βιολογικό έλεγχο των 

παθογόνων θα μπορούσε να αποτελεί η εφαρμογή των φάγων σε υψηλές συγκεντρώσεις. 

Η δυναμική της μόλυνσης των βακτηριοφάγων in vivo είναι άμεσα εξαρτώμενη με τις 

περιβαλλοντικές συνθήκες, και πιθανά το ίδιο εξαρτώμενη είναι και η συνέργειά τους. Οι 

πληθυσμοί των βακτηρίων μπορεί να είναι ετερογενείς σε σχέση με την ευαισθησία του 

φάγου. Η ετερογένεια αυτή μπορεί να είναι χωρική, χρονική ή τυχαία λόγω διακύμανσης 

της γονιδιακής έκφρασης που επάγεται από τη θερμοκρασία, τους πόρους, το υπόστρωμα 

και τη φάση ανάπτυξης του βακτηριακού κυττάρου (Schmerer et al., 2014). Στην παρούσα 

εργασία, η συνεργιστική δράση του κοκτέιλ των φάγων in vitro ήταν αναμφίβολα εμφανής 

αφού μετά το συνδυασμό τους αυξήθηκε ο χρόνος στον οποίο η ανάπτυξη της 

βακτηριακής καλλιέργειας παρέμενε κατασταλμένη.    

 

Ο συνδυασμός των τριών βακτηριοφάγων από την οικογένεια Myoviridae και ενός από 

την οικογένεια Siphoviridae (Πίνακας 5) αύξησε την αποτελεσματικότητα του βιολογικού 

ελέγχου του βακτηριακού πληθυσμού V. alginolyticus (Διάγραμμα 5), από ότι όταν 

εφαρμόστηκαν μεμονωμένα οι φάγοι (Διαγράμματα 1-4), καθυστερώντας την ανάπτυξη 

της αντοχής από τον βακτηριακό ξενιστή. Ταυτόχρονα, η χρήση φάγων με μεγάλα μεγέθη 

έκρηξης και σύντομους λυτικούς κύκλους, αύξησαν επίσης την αποτελεσματικότητα του 

βιολογικού ελέγχου. Μελέτες που πραγματοποιήθηκαν με παρόμοιους αριθμούς φάγων, 

ανέδειξαν τη σημασία του κοκτέιλ για τη χρήση του στην υδατοκαλλιέργεια για 

θεραπευτικούς σκοπούς όπως ο συνδυασμός τριών φάγων για τον έλεγχο του V. harveyi σε 

συστήματα καλλιέργειας γαρίδας (Stalin & Srinivasan, 2017) καθώς και ο συνδυασμός δύο 

αλλά και τριών φάγων για τον έλεγχο του πληθυσμού του V. parahaemolyticus σε 

συστήματα υδατοκαλλιεργειών (Mateus et al., 2014). Η γνώση και κατανόηση της 

βιολογίας, της οικολογίας και της εξέλιξης των φάγων, δύναται να συμβάλει στην 

αντιμετώπιση πολλών βακτηριακών ασθενειών. Οι προσδοκίες εύλογες, πως νέοι, 
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αποτελεσματικοί φάγοι από το περιβάλλον θα είναι συνεχώς διαθέσιμοι επ 'αορίστου κατά 

των περισσότερων βακτηριακών στόχων (Örmälä & Jalasvuori, 2013). 
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