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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Το E. leei είναι ένα σηµαντικό µυξοσπορίδιο παράσιτο που προκαλεί δυσµενείς 

οικονοµικές επιπτώσεις στην εκτροφή ψαριών της οικογένειας Sparidae στη Μεσόγειο. 

Από το 1995, που η εντεροµύξωση αναφέρθηκε για πρώτη φορά στην Ελλάδα 

προέκυψε το ερώτηµα για τη βιωσιµότητα της εκτροφής της χιόνας εξαιτίας των 

υψηλών θνησιµοτήτων που προκαλεί στο συγκεκριµένο είδος. Σκοπός της παρούσας 

µεταπτυχιακής διπλωµατικής εργασίας ήταν η διερεύνηση της σηµασίας της 

συστηµατικής ιχθυοπαθολογικής παρακολούθησης για την έγκαιρη διάγνωση της 

εντεροµύξωσης καθώς επίσης και η ανάπτυξη και εφαρµογή µίας αξιόπιστης 

διαγνωστικής µοριακής τεχνικής προκειµένου η διάγνωση να επιτευχθεί εγκαίρως. Το 

πείραµα ξεκίνησε τον Απρίλιο του 2010 και ολοκληρώθηκε τον Αύγουστο του ίδιου 

έτους. Οι δειγµατοληψίες ήταν µηνιαίες και κάθε µήνα συλλέγονταν 20 χιόνες τυχαία 

από τον ίδιο κλωβό. Κατά τη διάρκεια του πειράµατος η θερµοκρασία του νερού και οι 

θνησιµότητες, καταγράφονταν καθηµερινά. Στα ψάρια πραγµατοποιήθηκε 

παρασιτολογική εξέταση µε σκοπό την ανίχνευση και ποσοτικοποίηση της 

παρασίτωσης τόσο µε κλασικές όσο και µε σύγχρονες µοριακές τεχνικές. Από την 

ανάλυση των αποτελεσµάτων προέκυψε ότι το παράσιτο είναι δυνατό να προσβάλει 

ψάρια πολύ µικρού µεγέθους (Μ.Β.: 2g). Η εντεροµύξωση είναι ασθένεια που 

εµφανίζεται την άνοιξη και παρουσιάζει έξαρση το καλοκαίρι. Το αρχικό στάδιο της 

παρασίτωσης θεωρείται ιδιαίτερα σηµαντικό στην εξέλιξη και στον έλεγχο της 

παρασίτωσης και όπως αποδείχθηκε συµπίπτει χρονικά µε την ένταξη των ψαριών στην 

πάχυνση. H επίδραση της θερµοκρασίας στην εµφάνιση της εντεροµύξωσης είναι 

καθοριστική επηρεάζοντας την έξαρσή της ασθένειας, η εξέλιξη της οποίας είναι 

ραγδαία. Το µέγιστο ποσοστό προσβολής παρατηρήθηκε τον Ιούλιο (45%) σε 
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V 

 

θερµοκρασία νερού 24 ̊C και το µέγιστο ποσοστό θνησιµότητας τον Αύγουστο (19%) 

σε θερµοκρασία νερού 25,5 ̊C. Από τη σύγκριση των δύο τεχνικών που εφαρµόστηκαν 

για την ανίχνευση του παρασίτου προέκυψε ότι η χρήση της µοριακής τεχνικής (qPCR) 

δίνει τη δυνατότητα ανίχνευσης της ασθένειας σε πολύ πρώιµα στάδια, πολύ νωρίτερα 

από την κλασική παρασιτολογική εξέταση, δίνοντας πιο αξιόπιστα αποτελέσµατα για το 

ποσοστό προσβολής. H qPCR αποτελεί ένα σηµαντικό και αξιόπιστο διαγνωστικό 

εργαλείο, για την ανίχνευση και ποσοτικοποίηση του E. leei στα αρχικά στάδια 

εξέλιξής του, που συνεισφέρει στην ορθή ιχθυοκαλλιεργητική πρακτική. Έτσι η 

συστηµατική ιχθυοπαθολογική παρακολούθηση µε τη χρήση µίας αξιόπιστης µοριακής 

διαγνωστικής τεχνικής (qPCR) εξασφαλίζουν τον απαιτούµενο χρόνο προκειµένου να 

ληφθούν τα απαραίτητα προληπτικά µέτρα που θα περιορίσουν τις θνησιµότητες της 

εκτρεφόµενης χιόνας µειώνοντας τις δυσµενείς οικονοµικές επιπτώσεις της 

εντεροµύξωσης και αυξάνοντας την παραγωγική δυναµική του συγκεκριµένου είδους.  

 

Λέξεις κλειδιά: εντεροµύξωση, χιόνα, έγκαιρη διάγνωση, qPCR 
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

1.1 Παθολογικά προβλήµατα στα εκτρεφόµενα ψάρια 

 

Την τελευταία 35ετία, έχει αναπτυχθεί στον Ευρωπαϊκό και ιδιαίτερα στο 

Μεσογειακό χώρο, µεγάλο ενδιαφέρον για τις υδατοκαλλιέργειες κάθε τύπου και 

µορφής και ιδιαίτερα τα τελευταία 25 χρόνια, για τις θαλάσσιες υδατοκαλλιέργειες. Η 

Ελλάδα είναι πρώτη σε παραγωγή λαβρακιού (Dicentrarchus labrax L.) και τσιπούρας 

(Sparus aurata L.) µε περισσότερες από 200 µονάδες εκτροφής ενώ, σε πολλές µονάδες 

της Ελλάδας είναι πλέον εφαρµοσµένη ικανοποιητικά η εντατική εκτροφή νέων ειδών 

όπως το µυτάκι ή χιόνα (Diplodus puntazzo C.), το φαγκρί (Pagrus pagrus L.), ο 

σαργός (Diplodus sargus L.), η συναγρίδα (Dentex dentex L.), το λιθρίνι (Pagelus 

erithrinus L.) και η γλώσσα (Solea solea L.).  

Τη ραγδαία όµως ανάπτυξη των υδατοκαλλιεργειών ακολούθησε η εµφάνιση 

παθολογικών προβληµάτων, τα οποία δυσκολεύουν την οµαλή ανάπτυξη των ψαριών 

κυρίως στα στάδια της προπάχυνσης και της πάχυνσης (κλωβοί), όπου κατά περιόδους, 

στη χώρα µας έχει παρατηρηθεί µέχρι και 80% θνησιµότητα µε σηµαντικές οικονοµικές 

επιπτώσεις που πολλές φορές καθιστούν ασύµφορες τις υδατοκαλλιέργειες. 

Χαρακτηριστική είναι η εµφάνιση πρωτοζωικών παρασιτικών ειδών, τα οποία έχουν 

ενοχοποιηθεί για επιδηµίες και πιο συγκεκριµένα των µυξοσποριδίων, τα οποία 

παρασιτούν ευρέως τόσο θαλασσινά ψάρια (Alvarez – Pellitero & Sitjà-Bobadilla 1993, 

Sakiti et al. 1994, Alvarez – Pellitero 1995, Abella & Le Breton 1996, Αθανασοπούλου 

και συν. 1998, Rigos et al. 1999) όσο και σε ψάρια γλυκών υδάτων (El-Matbouli et al. 

1992, Feist 1997). Μερικά από τα παράσιτα αυτά έχουν αναφερθεί ως πολύ παθογόνα 
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για τους ξενιστές τους, ενώ άλλα είδη παρασίτων δεν προκαλούν παθογένεια (Lom & 

Noble 1984, Paperna 1991).  

 

1.2 Τα µυξοσπορίδια  

 

Τα µυξοσπορίδια είναι µία µεγάλη οµάδα παρασιτικών οργανισµών. Κατέχουν 

µία µοναδική θέση στο βασίλειο των Πρωτίστων, γιατί οι πολυκύτταροι σπόροι έχουν 

πολικές κάψες. Τα παράσιτα αυτά προκαλούν σοβαρές µολύνσεις και ασθένειες στα 

καλλιεργούµενα ψάρια, αν και στα άγρια ψάρια µπορούν επίσης να προκαλέσουν 

εκτεταµένες αλλοιώσεις και θνησιµότητες (Jadwiga 1991). Η µελέτη των 

µυξοσποριδίων επικεντρώνεται κυρίως στη σηµασία της παθογένειάς τους στις 

ιχθυοκαλλιέργειες, καθώς επίσης και στην ιδιοµορφία της βιολογίας και του βιολογικού 

τους κύκλου και της σχέσης τους µε άλλους οργανισµούς. Τα µυξοσπορίδια είναι πολύ 

κοινά παράσιτα ψαριών που ζουν από τις τροπικές έως τις πολικές θάλασσες και σε 

ποικίλα βάθη. Ο Noble (1966) κατέγραψε υψηλά ποσοστά µόλυνσης σε ψάρια, η 

σύλληψη των οποίων έγινε σε 3960m βάθος. Τα µυξοσπορίδια παρασιτούν σε µεγάλη 

ένταση και µερικά είναι πολύ παθογόνα. Όµως, εκτός από τις παθολογικές αλλοιώσεις, 

άλλες δυσµενείς επιδράσεις στα ψάρια δεν είναι πάντα δυνατό να ανιχνευθούν (Jadwiga 

1991). Πολλα είδη µυξοσποριδίων έχουν ανιχνευθεί στους ιστούς και την περιτοναϊκή 

κοιλότητα ψαριών των γλυκών, υφάλµυρων και αλµυρών νερών (Lom & Dyková 

1995). Τα κυριότερα µυξοσπορίδια των µεσογειακών ειδών που έχουν βρεθεί, καθώς 

και τα είδη ξενιστών και τα όργανα ανεύρεσής τους φαίνονται στον Πίνακα 1. 
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Πίνακας 1. Τα κυριότερα µυξοσπορίδια παράσιτα των µεσογειακών ειδών (Γκολοµάζου 2007) 

Είδος Παράσιτου Είδος Ψαριού Ξενιστή 

Enteromyxum leei  Diplodus puntazzo C.  
Sparus aurata L. 
Pagrus pagrus L. 
Pagrus major Τ. 
Diplodus sargus C.  

Myxobolus sp.  Diplodus puntazzo C.  
Sparus aurata L. 
Diplodus sargus C. 
Diplodus annularis L.  
Diplodus vulgaris L. 
Mugilidae  

Sphaerospora sp.  Dicentrarchus labrax L. 
Sparus aurata L. 

Polysporoplasma sparis Sparus aurata L. 
Diplodus puntazzo C.  

Ceratomyxa sp. Dentex dentex L. 
Diplodus puntazzo C.  
Sparus aurata L. 
Pagrus pagrus L. 
Dicentrarchus labrax L. 

Kudoa sp. Diplodus sargus C. 
Dicentrarchus labrax L 
Sparus aurata L. 
Pagellus acarne R. 

Henneguya sp. Diplodus puntazzo C.  
Sparus aurata L. 

Leptotheca sparidarum n sp. Dentex dentex L. 
Sparus aurata L. 

 

 

1.3 E. leei - Επιδηµιολογία, κλινικά συµπτώµατα, παθολογία, πρόληψη και θεραπεία 

 

Η παρασίτωση µε E. leei είναι µία ασθένεια η οποία είναι υπεύθυνη για 

σηµαντικές απώλειες στις Μεσογειακές ιχθυοκαλλιέργειες. Στην τσιπούρα και στη 

χιόνα έχει αποδειχθεί ότι ο βιολογικός κύκλος του παρασίτου είναι άµεσος, από ψάρι σε 

ψάρι, µάλλον µέσω µορφών που µεταδίδονται µέσω του νερού (Diamant 1997,  

Diamant & Wajsbrot 1997, Golomazou et al. 2006a).   Στην Ελλάδα, µόλυνση από E. 
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leei στη χιόνα περιγράφηκε για πρώτη φορά το 1995 από τους  Le Breton και Marques 

σε µονάδες πάχυνσης χιόνας και τσιπούρας όπου το ποσοστό της θνησιµότητας έφτασε 

το 40%. Μεγάλες επιδηµίες έχουν παρατηρηθεί κυρίως στο είδος χιόνα, σε βαθµό που 

να καθιστούν το είδος αυτό ασύµφορο για εντατική καλλιέργεια. Στον Πίνακα 2 

φαίνεται η παραγωγή της χιόνας από το 2000 έως το 2009 (FAO 2009). To 1997 

επιδηµία της µυξοσποριδίασης αυτής παρουσιάστηκε για δεύτερη φορά, προκαλώντας 

απώλειες σε χιόνα και τσιπούρα που έφτασαν το 80% της παραγωγής (πάχυνσης) της 

χιόνας στην Ελλάδα. Τα ποσοστά θνησιµότητας από E. leei συνήθως αυξάνονται σε 

θερµοκρασίες υψηλότερες των 22˚C και µειώνονται σε θερµοκρασίες χαµηλότερες των 

15˚C (Rigos et al. 1999). Ειδικά σε µικτές, ταυτόχρονες µολύνσεις µε τα µυξοσπορίδια 

Ceratomyxa diplodae και E. leei η θνησιµότητα είναι πολύ µεγάλη στη χιόνα και στην 

τσιπούρα (Rigos et al. 1999). Μετά τις επιδηµίες αυτές, σε επόµενες µελέτες που 

πραγµατοποιήθηκαν από το 1998 µέχρι το 2001, βρέθηκε ότι το ποσοστό µόλυνσης από 

E. leei ήταν χαµηλό. Το παράσιτο βρέθηκε µόνο στη χιόνα στο στάδιο της πάχυνσης 

και ενώ είχε σηµαντική επίδραση στην ανάπτυξη των ψαριών προκάλεσε, πάντως, 

θνησιµότητες λιγότερες από αυτές των προηγούµενων ετών (1995-1997).  

 

Πίνακας 2. Παραγωγή χιόνας (t) από το 2000 έως το 2009 (FAO 2009) 

 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 

Κροατία - - - - - - - - - 3 
Κύπρος 52 64 11 1 - - - - - - 
Ιταλία 400 400 - 400 - - - 159 50 48 
Σλοβενία - - - - - - -  - - 
Συνολική 

Ποσότητα 

452 464 11 401 - - - 159 50 51 

 

Το γεγονός ότι τόσο τσιπούρες κλωβών γειτονικών µε προσβεβληµένες χιόνες, 

όσο και άγριες χιόνες που αλιεύθηκαν και διατηρήθηκαν υπό συνθήκες κλωβών δεν 
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εµφάνισαν µόλυνση από µυξοσπορίδια, αποτελεί ένδειξη πως κάποιοι δευτερογενείς 

παράγοντες µπορεί να παίζουν σηµαντικό ρόλο στην εµφάνιση των θνησιµοτήτων από 

την παρασίτωση αυτή και η υψηλή σε λιπαρά διατροφή είναι ένας πολυσυζητηµένος 

πιθανός προδιαθετικός παράγοντας (Nengas et al. 2000). Επίσης, το µέγεθος του 

ψαριού είναι πιθανό να σχετίζεται µε την εκδήλωση της ασθένειας αφού τα µικρά 

ιχθύδια χιόνας (20-85g) θεωρούνται πιο ευαίσθητα.  

Στις περιπτώσεις µολύνσεων από το µυξοσπορίδιο Ε. leei, εξωτερικά, τα ψάρια 

παρουσιάζουν απίσχναση και χαρακτηριστική περιγεγραµµένη αλλοίωση µε απώλεια 

λεπιών στην ραχιαία και πλευρική επιφάνεια του σώµατος. Επίσης, το έντερο 

παρουσιάζει διάταση και πολτώδες τυροειδές περιεχόµενο και η χοληδόχος κύστη είναι 

επίσης διατεταµένη, ενώ το ήπαρ παρουσιάζει ελαφρύ αποχρωµατισµό. Ανώριµες 

µορφές  έχουν παρατηρηθεί σε ξέσµατα από τον εντερικό βλεννογόνο, ενώ ώριµοι 

σπόροι του παρασίτου βρέθηκαν να παρασιτούν στο έντερο, το περιεχόµενο της 

χοληδόχου κύστης και σπανιότερα στο ήπαρ, στα βράγχια και στο νεφρό. Το έντερο 

είναι το κύριο όργανο στόχος παρουσιάζοντας εκτεταµένη νέκρωση και εντοπισµένη 

αιµορραγία του βλεννογόνου (Athanassopoulou et al. 1999, Golomazou et al. 2006a). 

Τα µολυσµένα ψάρια παρουσιάζουν απίσχναση µε διογκωµένες χοληδόχους κύστεις 

και διογκωµένο κοιλιακό τοίχωµα. Περιστασιακά έχει παρατηρηθεί αποχρωµατισµένο 

και πρασινωπό ήπαρ µε εµφανή σηµάδια λιπώδους εκφύλισης. Στα σπλάχνα των 

περισσότερων µολυσµένων ψαριών παρατηρούνται σηµαντικές ποσότητες λίπους 

(Rigos et al. 1999). 

Στα προσβεβληµένα ψάρια, τα µυξοσπορίδια παράσιτα του είδους  E. leei 

προκαλούν ιστοπαθολογικές αλλοιώσεις στο έντερο, στη χοληδόχο κύστη, στο ήπαρ 

και στα βράγχια, όπου ώριµοι σπόροι και αρχικά στάδια του παρασίτου προκαλούν 
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απόπτωση του επιθηλίου µε εκτεταµένη νέκρωση και τοπική αιµορραγία (Diamant 

1992, Diamant et al. 1994, Diamant 1997, Diamant & Wajsbrot 1997, Athanassopoulou 

et al. 1999, Rigos et al. 1999). Σε ορισµένες περιπτώσεις έχει παρατηρηθεί εκτεταµένη 

απόρριψη του επιθηλίου και ταυτόχρονα αύξηση των εωσινόφιλων κυττάρων του 

εντερικού τοιχώµατος. Στις περιπτώσεις µικτής µόλυνσης µε C. diplodae, έχουν 

παρατηρηθεί στον εντερικό βλεννογόνο, εκτεταµένες φλεγµονώδεις αλλοιώσεις 

κοκκιωµατώδους φύσης, οι οποίες εµπεριείχαν λεµφοκύτταρα και άλλα φλεγµονώδη 

κύτταρα (Αθανασοπούλου και συν. 1998). 

Η θεραπεία των µυξοσποριδίων είναι δύσκολη (Molnar 1993). Πρωταρχικό 

ρόλο για την εφαρµογή οποιασδήποτε προληπτικής ή θεραπευτικής αγωγής έχει η 

σωστή και έγκαιρη εκτίµηση της κατάστασης των ψαριών και της σηµαντικότητας του 

παρασίτου, το οποίο θα πρέπει να διαγνωσθεί έγκαιρα και σωστά από ειδικευµένο 

επιστηµονικό προσωπικό και να εκτιµηθεί αν πρόκειται για πρωτογενές ή δευτερογενές 

αίτιο. H fumagillin (και τα ανάλογά της) είναι ένα αποδεδειγµένα αποτελεσµατικό 

φάρµακο στη θεραπεία µικροσποριδιακών και µυξοσποριδιακών µολύνσεων (Molnar et 

al. 1987, Higgings & Kent 1988, Hedrick et al. 1988, Kent & Dawe 1994). Για το 

παράσιτο E .leei έχουν χρησιµοποιηθεί πειραµατικά διάφορα θεραπευτικά σκευάσµατα 

(Λύτρα 1997, Αthanassopoulou et al. 1999, Karagouni et al. 2005). Η πειραµατική 

εφαρµογή fumagillin ενάντια στη µυξοσποριδίαση θεωρείται ότι µειώνει τις απώλειες 

των ψαριών, αν και η πιο αποτελεσµατική θεραπευτική αγωγή θεωρείται ο συνδυασµός 

amprolium - salinomycin (Golomazou et al. 2006b).  

Πρωταρχικό ρόλο για την εφαρµογή οποιασδήποτε θεραπευτικής αγωγής έχει η 

σωστή και έγκαιρη διάγνωση. Πριν την εφαρµογή κάποιας θεραπείας, η φυσική 

κατάσταση των ψαριών θα πρέπει να εξεταστεί και η πρωτογενής ή δευτερογενής 
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σηµασία του παθογόνου παράγοντα να εκτιµηθεί. Ωστόσο, θα πρέπει να λαµβάνονται 

κάποια προληπτικά µέτρα τα οποία θα µειώνουν όσο το δυνατόν, τον κίνδυνο 

µετάδοσης της παρασίτωσης. Πρέπει επίσης να γίνεται µηνιαίος παρασιτικός έλεγχος 

στα ευαίσθητα είδη για να αρχίσει έγκαιρα προληπτική θεραπεία. Στις περισσότερες 

περιπτώσεις, η µη ειδική πρόληψη (χαµηλές ιχθυοφορτίσεις, σωστή και ισορροπηµένη 

διατροφή και τάισµα, σχολαστικά µέτρα υγιεινής) µειώνουν πολύ την εµφάνιση των 

παρασιτώσεων. Η χρήση των ανοσοενισχυτικών επίσης βελτιώνει την κατάσταση 

σηµαντικά (Athanassopoulou 2001).  

 

1.4 Η σηµασία της διάγνωσης  

 

Η έγκαιρη ταυτοποίηση του παθογόνου παράγοντα µε τη χρήση γρήγορων, 

αξιόπιστων και µε µεγάλη ευαισθησία διαγνωστικών µεθόδων φαίνεται να αποτελεί το 

καλύτερο προληπτικό µέτρο αντιµετώπισης των ασθενειών σε οποιοδήποτε στάδιο της 

εκτροφής. Ο περιοδικός προληπτικός συστηµατικός ιχθυοπαθολογικός έλεγχος σε 

κρίσιµα σηµεία της παραγωγής και σαφέστατα σε κάθε περίπτωση εισερχόµενων 

βιοτικών και αβιοτικών παραγόντων στην εκµετάλλευση κρίνεται µείζονος σηµασίας. 

Οι επιστήµονες σήµερα έχουν στη διάθεσή τους αρκετά εργαλεία για να επιτύχει µία 

έγκαιρη και αξιόπιστη διάγνωση. Έτσι µπορεί να χρησιµοποιήσει κάποια από τις 

συµβατικές τεχνικές όπως είναι η βακτηριολογική, η παρασιτολογική και η 

ιστοπαθολογική εξέταση, η νεκροψία και οι διάφορες βιοχηµικές και ορολογικές 

δοκιµές. Επίσης, µπορεί ανάλογα µε την περίπτωση να χρησιµοποιήσει επικουρικά ή 

αυτόνοµα µοριακές τεχνικές όπως αυτές που βασίζονται στην ανίχνευση 

συγκεκριµένων ακολουθιών γενετικού υλικού ή ανοσολογικών παραµέτρων. Ωστόσο 

σε κάθε περίπτωση µεγάλη σηµασία έχει η χρήση εκείνης που προσφέρει την 
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ακριβέστερη διάγνωση µε τα δεδοµένα χρονικά περιθώρια και που είναι φυσικά 

οικονοµικά συµφέρουσα. Η έγκαιρη και έγκυρη διάγνωση προϋποθέτει στενή 

συνεργασία µε τα στελέχη των µονάδων υδατοκαλλιεργειών, άρτια τήρηση στοιχείων 

προηγούµενων περιστατικών, εµπειρία και συνεργασία µε ειδικευµένα παθολογικά 

εργαστήρια. Η θεραπευτική αντιµετώπιση αιτιολογική ή συµπτωµατική, έρχεται να 

µειώσει τον αριθµό των παθογόνων και να ελέγξει την έκταση των θνησιµοτήτων στον 

ιχθυοπληθυσµό. Συχνά όµως αποτυγχάνει όταν δε συνοδεύεται από τους κατάλληλους 

ιχθυοκαλλιεργητικούς χειρισµούς που αρκετές φορές αποτελούν το αρχικό αίτιο του 

περιστατικού. Η εφαρµοσµένη έρευνα στη βιολογία, στη διατροφή και στην 

ιχθυοπαθολογία των εκτρεφόµενων ειδών είναι σε πρωτογενές επίπεδο σε σχέση µε την 

έρευνα στη βιολογία και στην παθολογία άλλων παραγωγικών ζώων και υπολείπεται 

πολύ της εξέλιξης της έρευνας της παθολογίας του ανθρώπου. Νέες τεχνικές όµως 

εφαρµόζονται συνεχώς και το επίπεδο της έρευνας αναβαθµίζεται αλλά όχι µε 

ικανοποιητικούς ρυθµούς για να υποστηρίξει την αλµατώδη ανάπτυξη του κλάδου σε 

παραγωγικό επίπεδο (Πράπας και συν. 2000). 

 

1.5 Αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης (PCR) 

 

 Στις µέρες µας πλήθος ερευνητικών οµάδων, χρησιµοποιώντας προηγµένες 

µεθόδους της µοριακής βιολογίας, ασχολούνται µε την αποκωδικοποίηση του γενετικού 

κώδικα των οργανισµών και τη δηµιουργία τραπεζών γενετικού υλικού και γενετικών 

βιβλιοθηκών. Άλλοι τόσοι όµως ασχολούνται µε την εξέλιξη τεχνικών που κάνουν τον 

εντοπισµό και την ταυτοποίηση του γενετικού υλικού ευκολότερη. Έτσι σήµερα πολλά 

από τα παθογόνα των ιχθύων µπορούν να διαπιστωθούν γρήγορα, µε ακρίβεια και 

υψηλή ευαισθησία.  
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Η PCR χωρίς υπερβολή έφερε µια πραγµατική επανάσταση στη µοριακή 

βιολογία και στον τρόπο που µελετάται το DNA, µετά από το 1995 που παρουσιάστηκε 

από τον Karry Mullis, ενώ ο ίδιος τιµήθηκε µε βραβείο Νόµπελ το 1993. 

Είναι µία σχετικά γρήγορη και πολύ ακριβής µέθοδος πολλαπλασιασµού του 

γενετικού υλικού και ειδικά µικρών τµηµάτων DNA που σε άλλη περίπτωση θα ήταν 

αδύνατη η µελέτη τους. 

Ο πλήρης κύκλος της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυµεράσης (PCR) 

περιλαµβάνει τα ακόλουθα τρία στάδια: 

1. Την αποδιάταξη του DNA (denaturation)  

2. Τη προσαρµογή των εκκινητήρων στο DNA εκµαγείο (annealing)  

3. Την επιµήκυνση των εκκινητήρων (extension) 

Ένας πλήρης τέτοιος κύκλος περιλαµβάνει επώαση των δειγµάτων σε τρεις 

διαφορετικές θερµοκρασίες. Αρχικά το δίκλωνο DNA αποδιατάσσεται µε θέρµανση 

στους 95°C σε δυο µονόκλωνα τµήµατα. Στη συνέχεια οι εκκινητές (primers) σε 

περίσσια προσαρµόζονται µε υβριδισµό στις συµπληρωµατικές αλληλουχίες του DNA 

εκµαγείου µε ψύξη του δείγµατος στους 50 – 60° C. Ακολουθεί επώαση στους 72° C 

για την επιµήκυνση των εκκινητήρων από την Taq-πολυµεράση παρουσία των 

τεσσάρων δεσοξυριβονουκλεοτιδίων (dNTPs). Καθώς η διαδικασία επαναλαµβάνεται 

30-40 φορές, οι νεοσύστατοι κλώνοι µε τη σειρά τους χρησιµοποιούνται ως εκµαγεία 

για την in vitro σύνθεση του DNA, καταλήγοντας έτσι στο σχηµατισµό περισσότερων 

από 1 δισεκατοµµύριο ακριβών αντιγράφων του αρχικού τµήµατος του DNA. Μετά 

από µερικούς κύκλους το επικρατές προϊόν είναι ένα DNA θραύσµα που το µέγεθος του 

αντιστοιχεί στην µεταξύ των δύο αρχικών εκκινητών απόσταση. Σε κάθε κύκλο η 

ποσότητα του DNA διπλασιάζεται.  
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Η PCR είναι εξαιρετικά επιλεκτική και ευαίσθητη µέθοδος, έχει δυνατότητα 

ανίχνευσης και ενός µόνο DNA µορίου σε ένα µείγµα. Μικροποσότητες RNA µπορούν 

να πολλαπλασιαστούν µε τον ίδιο τρόπο, αφού πρώτα µεταγραφούν σε DNA από την 

ανάστροφη τρανσκριπτάση (RT-PCR - reverse transcription PCR) (Koo & Jaykus 

2000). Έτσι µπορούµε να βγάλουµε χρήσιµα συµπεράσµατα ακόµη και από ανάλυση 

RNA. Παραλλαγές της PCR µπορούµε να πούµε ότι µας κατακλύζουν. Μια από αυτές 

είναι η PCR πραγµατικού χρόνου (Real Time PCR). Η µέθοδος αυτή εκτός από την 

εντόπιση συγκεκριµένου γονιδιακού τόπου, µας δίνει εικόνα και για την ποσότητα του 

συγκεκριµένου γονιδιώµατος που έχουµε στο δείγµα (Shariff et al. 2000). Μας δίνει  

δηλαδή τη δυνατότητα τόσο για ποιοτική όσο και για ποσοτική εκτίµηση του δείγµατος. 

Η όλη διαδικασία των κύκλων και της αυξοµείωσης της θερµοκρασίας για τα 

απαιτούµενα χρονικά διαστήµατα προγραµµατίζεται και πραγµατοποιείται από τους 

θερµικούς κυκλοποιητές (PCR thermal cyclers). Επίσης, είναι πολύ σηµαντικό να έχουν 

καθοριστεί επακριβώς από τον ερευνητή οι χηµικές συνθήκες υπό τις οποίες θα γίνει ο 

πολλαπλασιασµός του DNA, καθώς και να έχει γίνει σωστή σύνθεση και σχεδιασµός 

των ολιγονουκλεοτιδίων που θα ξεκινήσουν την αντίδραση (εκκινητές ή DNA primers) 

τα οποία πρέπει να έχουν έτσι σχεδιαστεί ώστε να είναι απόλυτα συµπληρωµατικά στα 

άκρα των γονιδιακών τόπων που µας ενδιαφέρουν.  

Από τη στιγµή που θα πολλαπλασιαστούν τα τµήµατα του DNA, µπορούν να 

σηµανθούν και να ανιχνευθούν µε πολλές εργαστηριακές τεχνικές (Tijssen 1993). Τα 

ραδιοϊσότοπα ήταν κάποτε ο κανόνας, αλλά για λόγους ασφαλείας αντικαταστάθηκαν 

µε άλλες. Υπάρχουν µέθοδοι σηµάνσεως για κάθε πιθανή εφαρµογή και οι ουσίες που 

συχνά χρησιµοποιούνται, πέραν του βρωµιούχου αιθιδίου, είναι η βιοτίνη, η 
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διοξυγενίνη και η ανίχνευση µε τη βοήθεια αντισωµάτων που έχουν σηµαστεί µε τη 

βοήθεια φθοριζουσών, φωτοχηµικών, χρωµατογραφικών τεχνικών.  

Η PCR είναι πλέον µια τεχνική ρουτίνας και οι πρακτικές της εφαρµογές 

άπειρες (Paabo et al. 1989). Πάρα πολλές είναι επίσης και οι παραλλαγές της µεθόδου 

για την επίτευξη διαφορετικών στόχων.  

 

1.6 Σκοπός της Μεταπτυχιακής ∆ιπλωµατικής ∆ιατριβής  

 

Η παρούσα Μεταπτυχιακή ∆ιπλωµατική Εργασία έχει ως σκοπό: 

• Τη διερεύνηση της επίδρασης της θερµοκρασίας του νερού στην εξέλιξη  της 

παρασίτωσης από το παράσιτο E. leei.  

• Την ανάπτυξη και εφαρµογή µίας αξιόπιστης διαγνωστικής µοριακής τεχνικής 

για την έγκαιρη διάγνωση της εντεροµύξωσης και τον προσδιορισµό της 

έντασης της παρασίτωσης και σύγκρισή της µε την κλασική παρασιτολογική 

τεχνική. 

• Την αξιολόγηση της σηµασίας της συστηµατικής ιχθυοπαθολογικής 

παρακολούθησης µίας µονάδας πάχυνσης εντατικά εκτρεφόµενων ψαριών για 

την έγκαιρη διάγνωση της εντεροµύξωσης σε χιόνα.  
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

 

2.1 Πειραµατικά ψάρια   

 

Στην παρούσα έρευνα πραγµατοποιήθηκαν δειγµατοληψίες σε ψάρια από µία 

µονάδα εκτροφής στη βόρεια ακτή του κορινθιακού κόλπου (Εικ. 1), µε ιστορικό στην 

παρασίτωση από το παράσιτο E. leei. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

           Εικόνα 1. Περιοχή δειγµατοληψίας 

 

Το είδος του ψαριού στο οποίο έγιναν οι πειραµατισµοί ήταν η χιόνα και 

επιλέχθηκε ως το πιο ευπαθές στη συγκεκριµένη ασθένεια, αφού σε αυτό έχουν 

αναφερθεί οι µεγαλύτερες θνησιµότητες εξαιτίας του µυξοσποριδίου E. leei. Τα 

συγκεκριµένα ψάρια εισήχθησαν στην πάχυνση στις 26 Μαρτίου του 2010. Πριν την 

είσοδό τους στην πάχυνση στα ψάρια έγινε ιχθυοπαθολογικός έλεγχος προκειµένου να 

διαπιστωθεί ότι είναι απαλλαγµένα από παθογόνους οργανισµούς, σύµφωνα µε την 
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εφαρµοζόµενη ορθή πρακτική. Τα ψάρια ταΐζονταν καθηµερινά µε σύµπηκτα 

κατάλληλα για χιόνες.  

Τα ψάρια τα οποία αποτέλεσαν το δείγµα εισήχθησαν στην πάχυνση σε βάρος 

2g λίγο πριν την έναρξη των δειγµατοληψιών. Στη διάρκεια του πειράµατος το βάρος 

των ψαριών αυξήθηκε σταδιακά από 2,4±0,21g τον Απρίλιο, σε 26,8±2,11g τον 

Αύγουστο. Στο Σχήµα 1 φαίνεται η µεταβολή του µέσου βάρους των ψαριών κατά τη 

διάρκεια των δειγµατοληψιών.  

 

 

   Σχήµα 1. Εξέλιξη του µέσου βάρους των ψαριών κατά τη διάρκεια των    

                  δειγµατοληψιών  

 

 2.2 Θερµοκρασιακό προφίλ του νερού κατά τη διάρκεια του πειράµατος 

 

Κατά τη διάρκεια του πειράµατος η θερµοκρασία του νερού καταγράφονταν 

καθηµερινά. Στο Σχήµα 2 φαίνεται η µηνιαία µέση θερµοκρασία σε όλη την περίοδο 
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δειγµατοληψίας. Η µικρότερη θερµοκρασία, παρατηρήθηκε τον Απρίλιο (14,8±0,15˚C) 

ενώ η µεγαλύτερη (25,5±0,16˚C) παρατηρήθηκε τον Αύγουστο. Από την παρατήρηση 

του θερµοκρασιακού προφίλ φαίνεται ότι η αύξηση της θερµοκρασίας ήταν ανάλογη 

της εποχής στην οποία έγινε η δειγµατοληψία, ενώ δεν παρατηρήθηκαν µη 

αναµενόµενες αυξοµειώσεις.  

 

 Σχήµα 2. Θερµοκρασιακό προφίλ του νερού στην περιοχή δειγµατοληψίας.  

 

2.3 Πρωτόκολλο δειγµατοληψιών  

 

Το πείραµα ξεκίνησε τον Απρίλιο του 2010 και ολοκληρώθηκε τον Αύγουστο 

του ίδιου έτους. Οι δειγµατοληψίες ήταν µηνιαίες και το δείγµα λαµβάνονταν την 

τελευταία ηµέρα κάθε µήνα προκειµένου να υπάρχει πρόβλεψη για το µήνα που 

ακολουθεί. Κάθε µήνα συλλέγονταν 20 ψάρια τυχαία από τον ίδιο κλωβό. Συνολικά 

ελήφθησαν 100 ψάρια τα οποία καταψύχονταν άµεσα στους -20°C προκειµένου να 
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εξεταστούν νεκροσκοπικά και παρασιτολογικά για την παρουσία του παρασίτου E. leei 

αλλά και άλλων παρασίτων. Επίσης οι θνησιµότητες καταγράφονταν καθηµερινά.  

Στον Πίνακα 3 φαίνεται ο ακριβής αριθµός των εκτρεφόµενων ψαριών που 

αποτέλεσαν το δείγµα και η ηµεροµηνία κάθε δειγµατοληψίας.  

 

Πίνακας 3. Ακριβής αριθµός των εκτρεφόµενων ψαριών και ηµεροµηνίες 

δειγµατοληψίας 

Ηµεροµηνία ∆ειγµατοληψίας Αριθµός ψαριών δείγµατος 

30 Απρίλιου 2010 20 

31 Μαΐου 2010 20 

30 Ιουνίου 2010 20 

31 Ιουλίου 2010 20 

31 Αυγούστου 2010 20 

 

 

2.4 Ανίχνευση παρασίτων 

 

 2.4.1 Μακροσκοπική και νεκροσκοπική εξέταση 

 

Όλα τα ψάρια που χρησιµοποιήθηκαν στην παρούσα διατριβή, αρχικά 

εξετάστηκαν µακροσκοπικά  για την εκτίµηση της εξωτερικής τους εικόνας. Επίσης, 

πριν τη λήψη των νωπών παρασκευασµάτων για παρασιτολογική εξέταση, έγινε 

παρατήρηση και εξέταση της γενική εικόνας των βραγχίων, της στοµατικής κοιλότητας 

και όλων των εσωτερικών οργάνων.  
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 2.4.2 Παρασιτολογική εξέταση 

 

Η ανίχνευση του E. leei στα ψάρια έγινε µε δύο διαφορετικές τεχνικές, την 

εξέταση νωπών παρασκευασµάτων και τη χρήση της µοριακής τεχνικής qPCR.  

 

  2.4.2.1 Εξέταση νωπών παρασκευασµάτων  

Βράγχια, δέρµα και τα εσωτερικά όργανα εξετάστηκαν µε την µικροσκοπική 

παρατήρηση νωπών παρασκευασµάτων. Τα εσωτερικά όργανα τα οποία εξετάστηκαν 

ήταν: ο εντερικός σωλήνας, η χοληδόχος κύστη, το ήπαρ, ο σπλήνας, η καρδιά, οι 

γονάδες, ο εγκέφαλος και ο νεφρός. Τα ψάρια εξετάστηκαν τόσο για µυξοσπορίδια όσο 

και για άλλα παράσιτα.  

Η παρασιτολογική εξέταση των ψαριών περιλάµβανε τα εξής στάδια (Roberts 

1989): 

Βράγχια: Τα πρώτα δεξιά και αριστερά βραγχιακά τόξα αποµακρύνονταν από το 

σώµα κάθε ψαριού και ξέσµατα και των δύο επιφανειών λαµβάνονταν σε 

αντικειµενοφόρες πλάκες, στις οποίες είχε ήδη τοποθετηθεί µία σταγόνα φυσιολογικού 

ορού και καλύπτονταν µε καλυπτρίδα.  

∆έρµα: Στη βάση του ραχιαίου και των πλευρικών πτερυγίων αποµακρύνονταν 

τα λέπια προσεκτικά και ξέσµατα δέρµατος λαµβάνονταν και τοποθετούνταν σε 

αντικειµενοφόρες πλάκες, στις οποίες είχε ήδη τοποθετηθεί µία σταγόνα φυσιολογικού 

ορού, για παρατήρηση. 

Εντερικός σωλήνας: Αποµακρυνόταν όλος ο εντερικός σωλήνας από το 

στόµαχο µέχρι και το απευθυσµένο. Ο εντερικός σωλήνας χωριζόταν σε δύο ίσα µέρη. 

Ξέσµατα του επιθηλίου του στοµάχου, του πρόσθιου και του τελευταίου µισού 

τµήµατος του εντερικού σωλήνα λαµβάνονταν σε αντικειµενοφόρες πλάκες (Εικ. 2), 
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στις οποίες είχε ήδη τοποθετηθεί µία σταγόνα φυσιολογικού ορού και καλύπτονταν µε 

καλυπτρίδα για µακροσκοπική παρατήρηση.  

 

 

 

 

 

 

 

    

 

       Εικόνα 2. Λήψη ξέσµατος από τον πεπτικό σωλήνα. 

 

Χοληδόχος κύστη: Η χοληδόχος κύστη αποµακρυνόταν προσεκτικά, έτσι ώστε 

να µην σπάσει και 3-4 σταγόνες τοποθετούνταν σε αντικειµενοφόρες πλάκες και 

καλύπτονταν µε καλυπτρίδα. Ξέσµατα επίσης από το βλεννογόνο εξετάζονταν  για 

µικροσκοπική παρατήρηση.  

Νεφρός: Τεµάχια από τον οπίσθιο νεφρό αποµακρύνονταν και λυοτριβούνταν 

σε αντικειµενοφόρες πλάκες και αφού το επίχρισµα καλύπτονταν µε καλυπτρίδα (Εικ. 

3), ακολουθούσε η µικροσκοπική τους εξέταση.  
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                    Εικόνα 3. Λήψη ξέσµατος από τον νεφρό 

 

 Ταυτοποίηση παρασίτων 

Η ταυτοποίηση των παρασίτων έγινε αµέσως µετά την ανεύρεσή τους µε 

µικροσκοπική παρατήρηση των νωπών παρασκευασµάτων µε βάση τις κλείδες 

(Yamagouti 1963).  
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 Υπολογισµός ποσοστού προσβολής µετά από εξέταση νωπών 

παρασκευασµάτων 

Ο υπολογισµός του ποσοστού προσβολής  είναι ο πιο διαδεδοµένος τρόπος 

περιγραφής παρασιτικών µολύνσεων, κυρίως γιατί απαιτεί µόνο ανίχνευση της 

παρουσίας των παρασίτων και όχι καταµέτρησή τους (Bush et al. 1997). Το ποσοστό 

προσβολής εκφράστηκε µε ποσοστό % και υπολογίστηκε από τον αριθµό των ξενιστών 

που ήταν µολυσµένοι από κάποιο παράσιτο προς τον αριθµό όλων των ξενιστών που 

εξετάστηκαν για το παράσιτο αυτό. Κατά την εξέταση των νωπών παρασκευασµάτων 

µετά από µικροσκοπική παρατήρηση, παρατηρήθηκαν 100 τυχαία οπτικά πεδία σε κάθε 

δείγµα ψαριού.  

 

 Υπολογισµός έντασης µετά από εξέταση νωπών παρασκευασµάτων 

Η ένταση της παρασίτωσης προσδιορίστηκε προκειµένου να επιτευχθεί η 

εκτίµηση του αριθµού των παρασίτων και όχι µόνο η ανίχνευσή τους, όπως έγινε µε το 

ποσοστό προσβολής (Bush et al. 1997). Ο υπολογισµός της έγινε από την καταµέτρηση 

των παρασίτων σε κάθε δείγµα ψαριού ξεχωριστά και σε 100 τυχαία οπτικά πεδία, µετά 

από µικροσκοπική παρατήρηση. Στη συγκεκριµένη εργασία η ένταση της παρασίτωσης 

ορίστηκε σε τέσσερα επίπεδα και κάθε δείγµα ψαριού το οποίο εξετάστηκε 

κατατάχθηκε σε ένα από τα επίπεδα αυτά. Τα επίπεδα έντασης τα οποία ορίστηκαν 

φαίνονται στον Πίνακα 4. 
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             Πίνακας 4. Επίπεδα έντασης της παρασίτωσης 

Επίπεδο 1 1-5 µυξοσπορίδια ανά οπτικό πεδίο 

Επίπεδο 2 6-10 µυξοσπορίδια ανά οπτικό πεδίο 

Επίπεδο 3 11-15 µυξοσπορίδια ανά οπτικό πεδίο 

Επίπεδο 4 >15 µυξοσπορίδια ανά οπτικό πεδίο 

 

 

2.4.2.2 Μοριακές τεχνικές  

 

Προετοιµασία δειγµάτων 

Για την ανίχνευση του E. leei µε τη χρήση της µοριακής τεχνικής qPCR 

λαµβάνονταν ένα µικρό τµήµα του οπίσθιου εντέρου το οποίο τοποθετούνταν σε 

αποστειρωµένες κυβέττες και αποθηκεύονταν στην κατάψυξη (-80˚C) µέχρι την 

επεξεργασία του. Τα δείγµατα εντέρου τα οποία λαµβάνονταν από όλα τα ψάρια ήταν 

ισοµεγέθη περίπου 1mm.  

 

 Αποµόνωση DNA 

 Για την αποµόνωση του γενετικού υλικού του παρασίτου E.leei στα δείγµατα 

προστέθηκαν τα παρακάτω διαλύµατα.  

� 500µl Extraction Buffer (0,1 M EDTA pH 8.00 & 0,05M Tris HCl pH 8.00),  

� 20 µl SDS 10% και  

� 20µl Proteinase K (10mg/ml).  

Στη συνέχεια πραγµατοποιήθηκε µηχανική λύση του ιστού και τα δείγµατα 

τοποθετήθηκαν για επώαση σε υδατόλουτρο στους 650C για 3 ώρες (Εικ. 4). Οι 

κυβέττες αποµακρύνθηκαν από το υδατόλουτρο και αφέθηκαν σε θερµοκρασία 
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δωµατίου για 5 λεπτά. Έπειτα, στα δείγµατα προστέθηκαν 600µl διαλύµατος φαινόλης 

– χλωροφορµίου - ισοαµυλικής αλκοόλης σε αναλογία  25:24:1 και ακολούθησε 

ελαφρά ανάδευση σε περιστρεφόµενο αναδευτήρα Stuart Rotator SB3 Bibby Scietific 

Ltd, Stafford Shire UK (Εικ. 5), για 10 λεπτά σε 40 rpm µέχρι να δηµιουργηθεί 

γαλακτώδες, οµογενοποιηµένο υγρό. Στη συνέχεια, τα δείγµατα φυγοκεντρήθηκαν σε 

ψυχόµενη φυγόκεντρο (Eppendorf 580010R ΑG Hamburg Germany) (Εικ. 6) για 10 

λεπτά στις 13.000g στους 40C.  Μετά την ολοκλήρωση της φυγοκέντρησης και αφού το 

διάλυµα χωρίστηκε σε δύο φάσεις, το υπερκείµενο αποµονώθηκε και µεταφέρθηκε σε 

νέες κυβέττες. Στη συνέχεια προστέθηκαν 400µl χλωροφόρµιο και τα δείγµατα αφού 

ανακινήθηκαν ελαφρώς, φυγοκεντρήθηκαν για 5 λεπτά στα 13000g σε θερµοκρασία 

40C, µε σκοπό να διαχωριστούν οι 2 φάσεις. Μετά την ολοκλήρωση της φυγοκέντρισης, 

το υπερκείµενο µεταφέρθηκε σε νέα κυβέττα και προστέθηκαν 300µl παγωµένης 

ισοπροπανόλης και 30µl οξικό νάτριο (3Μ). Τα δείγµα τοποθετήθηκαν στους -20˚C για 

30 λεπτά και ακολούθησε φυγοκέντριση στα 13000g σε θερµοκρασία 40C για 10 λεπτά. 

Μετά την ολοκλήρωση της φυγοκέντρισης, στο κάτω µέρος των κυβεττών έχει 

δηµιουργηθεί µια πελλέτα (pellet) από DNA και το υγρό αποµακρύνθηκε προσεκτικά 

ώστε να µην χαθεί η πελλέτα του DNA. Ακολούθησαν δύο πλύσεις µε αιθανόλη 100˚ 

και 75˚ αντίστοιχα και οι κυβέττες µε την πελλέτα του DNA τοποθετήθηκαν σε 

εφαρµογή συνεχούς αρνητικής πίεσης µε σκοπό να εξατµιστεί η περίσσεια αιθανόλης.  

Ακολούθησε επαναδιάλυση  του DNA σε 50µl αποστειρωµένου νερού και µέτρηση της 

ποσότητας του γενοµικού DNA µε χρήση nanodrop (Εικ. 7). To γενοµικό DNA 

αποθηκεύτηκε στους -20˚C. 
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     Εικόνα 4. Υδατόλουτρο 

 

                          

               Εικόνα 5. Περιστρεφόµενος αναδευτήρας Stuart Rotator 
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                Εικόνα 6. Ψυχόµενη φυγόκεντρος 

 

 

 

Εικόνα 7. Nanodrop 
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Σχεδιασµός εκκινητών 

Οι δοκιµές qPCR στόχευσαν στη µικρή ριβοσωµική υποµονάδα του πυρηνικού 

rDNA. Αλληλουχίες από όλα τα γνωστά είδη µυξοσποριδίων χρησιµοποιήθηκαν 

προκειµένου να σχεδιαστούν οι εκκινητές εξειδικευµένοι για το παράσιτο E. leei (Εικ. 

8). Το διάγραµµα ροής της µεθόδου σχεδιασµό του ζεύγους εκκινητών φαίνεται στην 

Εικόνα 9. 

Το λογισµικό πρόγραµµα ClustalW 2 χρησιµοποιήθηκε για την ευθυγράµµιση 

των παραπάνω αλληλουχιών και έγινε οπτική αναγνώριση των εν δυνάµει 

εξειδικευµένων για το συγκεκριµένο είδος παράσιτου εκκινητών. Τα χαρακτηριστικά 

των υποψήφιων εκκινητών αξιολογήθηκαν µε το λογισµικό OligoAnalyser 3.1 και 

τέσσερα ζεύγη εκκινητών θεωρήθηκαν τα πιο αξιόπιστα. DNA προερχόµενο από 

δείγµατα ψαριών µολυσµένα µε το παράσιτο E. leei χρησιµοποιήθηκε σε αντίδραση 

PCR µε τους τέσσερις παραπάνω εκκινητές και το προϊόν ηλεκτροφορήθηκε σε πηκτή 

αγαρόζης. Η ζώνη που προέκυψε αποκόπηκε από τη πηκτή αγαρόζης και καθαρίστηκε 

µε το Nucleospin Extract II (Macherey - Nagel Duren Germany). Στη συνέχεια 

ακολούθησε εισαγωγή του προϊόντος της PCR σε πλασµιδιακό φορέα PCR2.1-TOPO 

(Invitrogen Carlsbad, SA USA) και µετασχηµατισµός ηλεκτροδεκτικών βακτηριακών 

κυττάρων E. coli One Shot Top10. Ο µετασχηµατισµός των κυττάρων έγινε µε την 

προσθήκη ορισµένων νανογραµµαρίων πλασµιδιακού DNA σε 100µl δεκτικών 

κυττάρων. Το διάλυµα µεταφέρθηκε σε κυβέττα 0,1 cm και πραγµατοποιήθηκε 

ηλεκτροδιάτριση σε Eppendorf Electroporator 2510. Ακολούθησε προσθήκη 250µl 

SOC Medium (Invitrogen Carlsbad, SA USA). Το διάλυµα µεταφέρθηκε σε κυβέττες 

των 15ml τύπου falcon και επωάστηκε σε αναδευόµενο επωαστήρα για µία ώρα στους 

37˚C ώστε να πραγµατοποιηθεί έκφραση των ανθεκτικών σε αντιβιοτικά γονιδίων. Στη 
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συνέχεια 50µl από το παραπάνω κυτταρικό εναιώρηµα ενοφθαλµίζονται σε θρεπτικό 

υπόστρωµα LB agar  σε τρυβλίο η Παρασκευή του οποίου φαίνεται στον Πίνακα 5.   

 

                      Πίνακας 5. ∆ιαδικασία παρασκευής LB agar 

1% τρυπτόνη 

0,5% εκχύλισµα µαγιάς 

1% NaCl 

15g / lit agar 

50mg/ml kanamycin 

40ml x-gal (40mg/ml) 

 

 

Το αντιβιοτικό χρησιµοποιείται για την επιλογή µόνο των ανθεκτικών στελεχών 

σε καναµυκίνη και το x-gal χρησιµοποιείται ως οπτική ένδειξη των κυττάρων που 

εκφράζουν το ένζυµο β-γαλακτοσιδάση στο lac οπερόνιο (γονίδιο lacZ).  Τα τρυβλία 

πέτρι επωάστηκαν για 24 ώρες στους 37˚C και στη συνέχεια επιλέχθηκαν οι λευκές 

αποικίες, στις οποίες είχε γίνει αναστολή έκφρασης του γονιδίου lacZ. Συνολικά 

επιλέχτηκαν 10 αποικίες οι οποίες αναπτύχθηκαν σε LB broth µε 50mg/ml καναµυκίνη. 

Ακολούθησε αποµόνωση πλασµιδίων µε το Nucleospin Plasmid (Macherey - Nagel 

Duren Germany) και αλληλούχιση (Macrogen, Seoul, Korea) η οποία επιβεβαίωσε την 

εισαγωγή τµηµάτων του γονιοδιώµατος το Ε.leei µε αξιοπιστία 100% για ένα ζευγάρι 

από τους εκκινητές.   
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Εικόνα 9. ∆ιάγραµµα ροής της µεθόδου σχεδιασµού του ζεύγους εκκινητών  
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Ανίχνευση του E. leei µε qPCR 

Οι αντιδράσεις qPCR έγιναν σε κυβέττες 0,5ml υψηλής οπτικής καθαρότητας 

(Biorad Laboratories California USA) ως εξής: 

• 10 µl KapaSYBRFAST qPCR Kit 

• 10ng DNA 

• 400µm από κάθε εκκινητή 

• Νερό, σε αντίδραση τελικού όγκου 20µl 

Χρησιµοποιώντας το µέσο ΜΒ του πλασµιδίου φορέα και τη σταθερά Avogadro 

υπολογίστηκε ο αριθµός των αντιγράφων ανά µονάδα όγκου.  

Η εφαρµογή της τεχνικής στα υπό εξέταση δείγµατα γινόταν κάθε φορά 

παράλληλα µε τα δείγµατα γνωστών συγκεντρώσεων προκειµένου οι συνθήκες της 

τεχνικής να είναι σταθερές και ίδιες. Η διαδικασία επαναλήφθηκε εις τριπλούν για το 

κάθε δείγµα. Η τεχνική έγινε µε τη χρήση θερµοκυκλοποιητή MJ Research και κεφαλή 

ανάγνωσης Biorad Chromo 4 (Εικ. 10). 

 

Εικόνα 10. Θερµοκυκλοποιητής MJ Research 
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 Υπολογισµός ποσοστού προσβολής µε qPCR 

Το ποσοστό προσβολής εκφράστηκε µε ποσοστό % και υπολογίστηκε από τον 

αριθµό των ξενιστών που ήταν µολυσµένοι από κάποιο παράσιτο προς τον αριθµό όλων 

των ξενιστών που εξετάστηκαν για το παράσιτο αυτό, όπως και κατά την παρατήρηση 

των νωπών παρασκευασµάτων. Μολυσµένα θεωρήθηκαν τα δείγµατα στα οποία 

ανιχνεύτηκε το DNA του παρασίτου E. leei.  

 

Ποσοτικοποίηση µε qPCR  

Η ποσοτικοποίηση είναι η διαδικασία που πραγµατοποιείται για την εύρεση της 

ποσότητας του DNA που εξήχθη από το δείγµα. Η συγκέντρωση του αποµονωµένου 

DNA υπολογίστηκε είτε από τα µεγέθη των ζωνών αυτού σε πήκτωµα αγαρόζης µετά 

από ηλεκτροφόρηση είτε διαβάζοντας το φάσµα απορρόφησής του, γνωρίζοντας ότι το 

δίκλωνο µόριο του DNA απορροφά στα 260nm. H ποσοτικοποίηση του DNA 

συµβάλλει στο να µπορέσει να χρησιµοποιηθεί το προϊόν της εξαγωγής (γενωµικό 

DNA) ως µήτρα (template) κατά τη διάρκεια της διαδικασίας της ενζυµικής ενίσχυσης 

(PCR). 

Η ποσοτικοποίηση έγινε µε βάση µία πρότυπη καµπύλη που δηµιουργήθηκε από 

συγκεκριµένες συγκεντρώσεις DNA. Για τη δηµιουργία πρότυπης καµπύλης 

χρησιµοποιήθηκε αποµονωµένο πλασµίδιο σε 7 διαδοχικές υποδεκαπλάσιες αραιώσεις. 

Για τον έλεγχο παραπροϊόντων της PCR πραγµατοποιήθηκε καµπύλη αποδιάταξης 

(Εικ. 11,12).  
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            Εικόνα 12. Πρότυπη καµπύλη. Χρησιµοποιήθηκε αποµονωµένο πλασµίδιο σε 7    

                  διαδοχικές υποδεκαπλάσιες αραιώσεις. 
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ  

 

3.1 Μακροσκοπική και νεκροσκοπική εξέταση 

 

 Κατά τη µακροσκοπική εξέταση των ψαριών στα περισσότερα ψάρια δεν 

παρατηρήθηκαν εξωτερικές αλλοιώσεις, εκτός ελαχίστων περιπτώσεων που 

παρατηρήθηκε απώλεια λεπιών στη ραχιαία κυρίως επιφάνεια του σώµατος. Κατά τη 

νεκροψία παρατηρήθηκαν τοπικές αιµορραγίες, διάταση του εντέρου και τυροειδές 

περιεχόµενο στον εντερικό σωλήνα, καθώς επίσης και διογκωµένη χοληδόχος κύστη 

(Εικ. 13). 

 

 

Εικόνα 13. Χιόνα προσβεβληµένη από το παράσιτο E. leei 
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 3.2 Παρασιτολογική εξέταση 

 

 Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα της παρασιτολογικής εξέτασης τo µοναδικό 

παράσιτο το οποίο ανιχνεύτηκε στα ψάρια ήταν το παράσιτο E. leei. Το συγκεκριµένο 

παράσιτο ανιχνεύτηκε στο έντερο των υπό εξέταση ψαριών και σε λίγες περιπτώσεις 

και στη χοληδόχο κύστη. Η ανίχνευση του παρασίτου πραγµατοποιήθηκε τόσο µε τη 

µικροσκοπική παρατήρηση νωπών παρασκευασµάτων εντέρου όσο και µε τη µοριακή 

τεχνική qPCR. Στην Εικόνα 14 φαίνονται ώριµοι σπόροι του µυξοσποριδίου E. leei οι 

οποίοι παρατηρήθηκαν σε νωπά παρασκευάσµατα εντέρου µολυσµένης χιόνας.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                            Εικόνα 14. Ώριµοι σπόροι του µυξοσποριδίου E. leei  

 

 

 

16µm 
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3.2.1 Εκτίµηση του ποσοστού προσβολής από το E. leei µετά από παρατήρηση 

νωπών παρασκευασµάτων 

 

 Με την κλασική τεχνική της µικροσκοπικής παρατήρησης νωπών 

παρασκευασµάτων εντέρου, το παράσιτο E. leei ανιχνεύθηκε για πρώτη φορά τον 

Ιούνιο σε ποσοστό προσβολής 15%. Το ποσοστό αυτό αυξήθηκε τον Ιούλιο σε 30% 

ενώ τον Αύγουστο µειώθηκε σε 0%. Το γεγονός ότι οι δειγµατοληψίες λαµβάνονταν 

στο τέλος κάθε µήνα, εξασφαλίζει ότι τα ποσοστά αυτά αποτελούν πρόβλεψη της 

κατάστασης των ψαριών για τον µήνα που ακολουθεί.  Στο Σχήµα 3 φαίνεται η εποχική 

µεταβολή του ποσοστού προσβολής µετά από µικροσκοπική παρατήρηση νωπών 

παρασκευασµάτων εντέρου. 

 

 

Σχήµα 3. Μεταβολή του ποσοστού προσβολής µετά από παρατήρηση 

νωπών παρασκευασµάτων εντέρου.  
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3.2.2 Εκτίµηση του ποσοστού προσβολής από το E. leei µε την εφαρµογή της 

µοριακής τεχνικής qPCR. 

 

Με την εφαρµογή της µοριακής τεχνικής qpcr, ψάρια µολυσµένα µε το 

παράσιτο E. leei ανιχνεύτηκαν από τον πρώτο µήνα δειγµατοληψίας (Απρίλιο 2010) σε 

ποσοστό προσβολής 10%, το οποίο διατηρήθηκε και το µήνα Μάιο. Τον Ιούνιο το 

ποσοστό αυξήθηκε σε 30% ενώ το µήνα Ιούλιο παρατηρήθηκε το µεγαλύτερο ποσοστό 

προσβολής (45%). Η τεχνική αυτή δεν εφαρµόστηκε τον Αύγουστο γιατί η εφαρµογή 

της είχε ως σκοπό την έγκαιρη διάγνωση, δηλαδή την ανίχνευση των παρασίτων πριν 

αυτή επιτευχθεί µε άλλες τεχνικές. Στο Σχήµα 4 φαίνεται η εποχική µεταβολή του 

ποσοστού προσβολής µετά από εφαρµογή της µοριακής τεχνικής qPCR.   

 

 

          Σχήµα 4. Μεταβολή του ποσοστού προσβολής µετά από εφαρµογή qPCR 
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3.2.3. Συγκριτική εκτίµηση του ποσοστού προσβολής από το E. leei όπως  

προέκυψε από τη µικροσκοπική παρατήρηση νωπών παρασκευασµάτων 

και την εφαρµογή της µοριακής τεχνικής qPCR 

 

 Στο Σχήµα 5 φαίνεται η συγκριτική µεταβολή του ποσοστού προσβολής µετά 

από εφαρµογή δυο διαφορετικών τρόπων ανίχνευσης του E. leei, όπως αναφέρθηκαν 

παραπάνω. Από την παρατήρηση του σχήµατος προκύπτει ότι η ανίχνευση της 

παρασίτωσης µε τη χρήση της µοριακής τεχνικής qPCR είναι δυνατό να επιτευχθεί 

νωρίτερα συγκριτικά µε την µικροσκοπική παρατήρηση των νωπών παρασκευασµάτων. 

Συγκεκριµένα µε τη χρήση της qPCR η ασθένεια ανιχνεύτηκε από το µήνα Απρίλιο ενώ 

µε την κλασική παρασιτολογική τεχνική η ανίχνευση της παρασίτωσης επετεύχθη δύο 

µήνες αργότερα δηλαδή τον Ιούνιο. Επίσης, µε τη µικροσκοπική παρατήρηση το 

µέγιστο ποσοστό προσβολής το οποίο ανιχνεύτηκε ήταν 30% το µήνα Ιούλιο, ποσοστό 

το οποίο ήταν µεγαλύτερο (45%) στην περίπτωση που στα δείγµατα εφαρµόστηκε η 

τεχνική qPCR. 

 

 

Σχήµα 5. Συγκριτική εποχική µεταβολή του ποσοστού προσβολής µετά από εφαρµογή δύο 

διαφορετικών τρόπων ανίχνευσης του E. leei. 
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3.2.4. Εκτίµηση της έντασης της εντεροµύξωσης µετά από παρατήρηση νωπών 

παρασκευασµάτων 

 

Η ένταση παρασίτωσης υπολογίστηκε αρχικά κατά τη µικροσκοπική 

παρατήρηση µε τον κλασικό τρόπο της καταµέτρησης των παρασίτων ανά οπτικό 

πεδίο. Σε όλα τα µολυσµένα ψάρια η µέση ένταση ήταν χαµηλή, δηλαδή 

παρατηρήθηκαν από 0 έως 5 παράσιτα ανά οπτικό πεδίο, µετά από παρατήρηση 100 

οπτικών πεδίων σε κάθε ψάρι. Η µέση ένταση που παρατηρήθηκε, για το σύνολο των 

ψαριών, ήταν ένα παράσιτο ανά οπτικό πεδίο τον µήνα Ιούνιο και 0,3 παράσιτα τον 

Ιούλιο. Από την παρατήρηση του Σχήµατος 6 φαίνεται ότι η ένταση παρέµεινε σταθερά 

χαµηλή και δεν παρατηρήθηκαν έντονες διαφορές µεταξύ των δύο µηνών.  

 

Σχήµα 6. Μεταβολή της µέση ένταση παρασίτωσης η οποία υπολογίστηκε 

κατά τη µικροσκοπική παρατήρηση νωπών παρασκευασµάτων 

εντέρου.  
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3.2.5. Εκτίµηση της έντασης της εντεροµύξωσης µε την εφαρµογή της µοριακής 

τεχνικής qPCR. 

 

Κατά την εφαρµογή της µοριακής τεχνικής qPCR η ένταση υπολογίστηκε ως 

µέσος αριθµός αντιγράφων ανά ng συνολικού DNA, για το σύνολο των µολυσµένων 

ψαριών. Από την παρατήρηση του Σχήµατος 7 φαίνεται ότι η µεγαλύτερη ένταση 

παρασίτωσης παρατηρήθηκε το µήνα Ιούνιο και αντιστοιχούσε σε 781 αντίγραφα ανά 

ng συνολικού DNA. Κατά την ανάλυση µε SybrGreen qPCR προέκυψε ότι όταν 

πρόκειται για µικρές συγκεντρώσεις του παρασίτου (n<10), η µέθοδος θεωρείται 

αξιόπιστη σε συγκεκριµένο όριο κύκλων της qPCR (Cq<35).  

 

 

Σχήµα 7. Μεταβολή της µέση ένταση παρασίτωσης η οποία υπολογίστηκε µε την εφαρµογή 

της µοριακής τεχνικής qPCR. 
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3.2.6. Συγκριτική εκτίµηση της έντασης της εντεροµύξωσης όπως προέκυψε από 

τη µικροσκοπική παρατήρηση νωπών παρασκευασµάτων και την 

εφαρµογή της µοριακής τεχνικής qPCR 

 

Στο Σχήµα 8 φαίνεται η γραµµική συσχέτιση της έντασης της παρασίτωσης 

από την εφαρµογή δύο διαφορετικών τρόπων ανίχνευσης του παρασίτου. Από τη 

συσχέτιση αυτή προέκυψε η γραµµική σχέση y=38,44x-230,6 µε συντελεστή 

συσχέτισης R2 =0,9282, p<0,001. Η ένταση όπως αυτή εκτιµήθηκε µετά από 

µικροσκοπική παρατήρηση των νωπών παρασκευασµάτων και υπολογισµό του αριθµού 

αντιγράφων ανά ng συνολικού DNA από την qPCR, δεν είναι δυνατό να συγκριθούν 

γιατί σε κάθε µία περίπτωση η ένταση υπολογίζεται µε διαφορετικές παραµέτρους. 

Εντούτοις, από την εφαρµογή και των δύο τρόπων ανίχνευση του E. leei προέκυψε ότι 

η µεγαλύτερη ένταση παρασίτωσης παρατηρήθηκε το µήνα Ιούνιο.  

 

 

Σχήµα 8. Σύγκριση της έντασης της παρασίτωσης από την εφαρµογή της µικροσκοπικής 

παρατήρησης των νωπών παρασκευασµάτων και της µοριακής τεχνικής qPCR. 

y = 38,448x - 230,6
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3.3 Ποσοστό θνησιµότητας 

 

 Στη διάρκεια του πειράµατος οι θνησιµότητες των ψαριών καταγράφονταν 

καθηµερινά. Στο Σχήµα 9 φαίνεται το ποσοστό θνησιµότητας κατά τη διάρκεια των 

δειγµατοληψιών. Από την παρατήρηση του Σχήµατος φαίνεται ότι οι θνησιµότητες τους 

πρώτους µήνες δειγµατοληψίας ήταν πολύ χαµηλές και άρχισαν να αυξάνονται  τον 

µήνα Ιούλιο σε ποσοστό 2% ενώ οι µέγιστες µέσες τιµές παρατηρήθηκαν τον Αύγουστο 

και αντιστοιχούσαν σε ποσοστό 19%. Οι θνησιµότητες αυτές, δεδοµένης της διάγνωσης 

του µυξοσποριδίου E. leei και λαµβάνοντας υπόψη όλο το ιστορικό των υπό εξέταση 

ψαριών, προκύπτει ότι σχετίζονται άµεσα µε τη συγκεκριµένη ασθένεια.  

 

 

      Σχήµα 9. Μεταβολή του ποσοστού θνησιµότητας στη διάρκεια του πειράµατος. 
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ  

 

4.1 Μελέτη του παρασιτικού φορτίου εντατικά εκτρεφόµενης χιόνας  

 

Τα µυξοσπορίδια αποτελούν µία πραγµατική και δύσκολη απειλή για τις 

θαλάσσιες ιχθυοκαλλιέργειες. Είναι από τα πιο κοινά παράσιτα των εντατικά 

εκτρεφόµενων ψαριών της Μεσογείου και προκαλούν ένα µεγάλο εύρος ασθενειών που 

σχετίζεται µε το είδος του παρασίτου, την ευαισθησία του ξενιστή, τις περιβαλλοντικές 

συνθήκες και τις διατροφικές συνήθειες (Rigos et al. 1999, Kent et al. 2001). Το 

µυξοσπορίδιο παράσιτο E. leei είναι ένα σηµαντικό παράσιτο για τα ψάρια της 

οικογένειας Sparidae, που προκαλεί σοβαρή εντερίτιδα που µπορεί να οδηγήσει στο 

θάνατο, προκαλώντας δυσµενείς οικονοµικές επιδράσεις στην εκτροφή των 

συγκεκριµένων ειδών στη Μεσόγειο, προκαλώντας ανορεξία, αναιµία, καχεξία 

(Palenzuela 2006, Γκολοµάζου 2007). 

 Το συγκεκριµένο παράσιτο θεωρείται ότι είναι υπεύθυνο για σοβαρές επιδηµίες 

στην τσιπούρα και στη χιόνα, ενώ έχει ανιχνευθεί σε περισσότερα από 46 είδη ψαριών 

στη Μεσόγειο, την Ερυθρά θάλασσα και στην Ιαπωνία (Diamant 1995, 1997, 1998, le 

Breton & Marques 1995, Sakiti et al. 1996, Paperna 1998, Zrnčić et al. 1998, Padrós et 

al. 2001, Marino et al. 2004, Yanagida et al. 2004, 2006, 2008, Γκολοµάζου και συν. 

2005, Γκολοµάζου 2007, Yasuda et al. 2005, Merrella et al. 2005, Diamant et al. 2006, 

Sitjà-Bobadilla et al. 2007, Montero et al. 2007, Katharios et al. 2011). Από το 1995, 

που η εντεροµύξωση αναφέρθηκε για πρώτη φορά στην Ελλάδα προέκυψε το ερώτηµα 

για τη βιωσιµότητα της εκτροφής της χιόνας (le Breton & Marques 1995; Rigos et al., 

1999, Γκολοµάζου και συν. 2005, Rigos & Katharios 2010). Στο συγκεκριµένο είδος 

ψαριού καταγράφονται υψηλές θνησιµότητες µέχρι σήµερα υποδεικνύοντας την 
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ευαισθησία του σε σχέση µε άλλα είδη όπως η τσιπούρα, γεγονός που πιθανό να 

οφείλεται στη καταγεγραµµένη διαφορετική ανοσολογική τους αντίδραση (Munoz et 

al. 2007). 

Στην παρούσα µεταπτυχιακή διπλωµατική εργασία πραγµατοποιήθηκε µία 

συστηµατική ιχθυοπαθολογική παρακολούθηση µίας µονάδας πάχυνσης εντατικά 

εκτρεφόµενων ψαριών µε σκοπό την έγκαιρη διάγνωση της εντεροµύξωσης σε χιόνα. 

Από την ανάλυση των αποτελεσµάτων προέκυψε ότι η εντεροµύξωση ανιχνεύτηκε στις 

εκτρεφόµενες χιόνες από τον µήνα Απρίλιο σε χαµηλό ποσοστό και ένταση και χωρίς 

να παρατηρούνται θνησιµότητες, ενώ παρόµοια εικόνα παρατηρήθηκε και το µήνα 

Μάιο. Το διάστηµα αυτό τα ψάρια δεν παρουσίαζαν κλινικά συµπτώµατα και δεν 

παρατηρήθηκαν νεκροτοµικές αλλοιώσεις. Τόσο το ποσοστό προσβολής όσο και η 

ένταση της παρασίτωσης άρχισαν να αυξάνονται από το µήνα Ιούνιο, που 

παρατηρήθηκε η µεγαλύτερη ένταση παρασίτωσης, ενώ το µεγαλύτερο ποσοστό 

προσβολής παρατηρήθηκε τον Ιούλιο. Το γεγονός ότι οι δειγµατοληψίες λαµβάνονταν 

κατά το τέλος κάθε µήνα αποτελούσε τρόπο έγκαιρης διάγνωσης της ασθένειας και των 

πιθανών θνησιµοτήτων για τον επόµενο µήνα. Έτσι τον Αύγουστο αν και το παράσιτο 

δεν ανιχνεύτηκε, εντούτοις παρατηρήθηκαν αυξηµένες θνησιµότητες οι οποίες 

οφείλονταν στο αυξηµένο ποσοστό προσβολής που παρατηρήθηκε τον Ιούλιο.  

Εποµένως µε τη συστηµατική ιχθυοπαθολογική παρακολούθηση είναι δυνατό 

να επιτευχθεί η έγκαιρη διάγνωση µίας ασθένειας πριν την έξαρση της, παρέχοντας έτσι 

τη δυνατότητα περιορισµού των θνησιµοτήτων.   
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4.2 Προσδιορισµός του κατάλληλου χρόνου για να επιτευχθεί η έγκαιρη 

διάγνωση  

 

Ο πιο αποτελεσµατικός τρόπος για τον έλεγχο της εντεροµύξωσης είναι η 

έγκαιρη διάγνωση της ασθένειας. Η έγκαιρη διάγνωση είναι σηµαντική προκειµένου να 

επιτευχθεί ο έλεγχος της ασθένειας και αποτελεί ένα χρήσιµο εργαλείο για τους 

εκτροφείς ψαριών ώστε να ληφθούν τα απαραίτητα προληπτικά µέτρα, πριν την έξαρση 

της επιδηµίας. Ο προσδιορισµός του κατάλληλου χρόνου για να επιτευχθεί η έγκαιρη 

διάγνωση είναι χρήσιµος γιατί η ανίχνευση του E. leei στα αρχικά στάδια εξέλιξής του 

θα συνεισφέρει στην ορθή ιχθυοκαλλιεργητική πρακτική, µειώνοντας τα ποσοστά 

θνησιµότητας. Μέχρι σήµερα το E. leei συνήθως ανιχνεύεται όταν η ασθένεια έχει ήδη 

εξαπλωθεί προκαλώντας αυξηµένες θνησιµότητες στα µολυσµένα ψάρια. 

Από την ανάλυση των αποτελεσµάτων της παρούσας έρευνας προέκυψε ότι η 

εντεροµύξωση είναι µία ασθένεια η οποία µεταδίδεται εύκολα και γρήγορα, αφού τόσο 

το ποσοστό προσβολής όσο και οι θνησιµότητες παρουσίασαν ραγδαία αύξηση. 

Συγκεκριµένα µέσα σε σύντοµο χρονικό διάστηµα το ποσοστό προσβολής αυξήθηκε σε 

45% και οι θνησιµότητες σε 19%. Η µετάδοση του E. leei σε υγιή ψάρια είναι δυνατόν 

να ξεκινήσει σε πολύ σύντοµο χρονικό διάστηµα µικρότερο των πέντε ηµερών από την 

πρώτη επαφή µε το παράσιτο, ενώ για διάστηµα δύο µηνών είναι πιθανό να µην 

παρατηρούνται σηµαντικές θνησιµότητες (Golomazou et al. 2006a). Το γεγονός αυτό 

επιβεβαιώθηκε στην παρούσα έρευνα αφού µετά από ένα µήνα παραµονής τους στους 

κλωβούς διαπιστώθηκε η µόλυνση, παρά τη χαµηλή θερµοκρασία του νερού και το 

µικρό τους µέγεθος. Αξιοσηµείωτο είναι το γεγονός ότι αν και η ασθένεια εµφανίστηκε 

το µήνα Απρίλιο, έξαρση παρατηρήθηκε τον Ιούλιο και τον Αύγουστο.  
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Η ραγδαία εξάπλωση του παρασίτου συµβαίνει κατά τη διάρκεια αυτής της 

κρίσιµης αρχικής περιόδου, λόγω της λήψης νέων παρασιτικών µορφών που βρίσκονται 

σε µεγαλύτερη αφθονία µέσα στο νερό αλλά και λόγω της αυτοµόλυνσης των 

ψαριών(Golomazou et al. 2006a). Η ευκολία αυτή της µετάδοσης σε συνδυασµό µε την 

ύπαρξη ασπόνδυλων, που δρουν ως πιθανοί φορείς του παρασίτου σε συνθήκες 

εκτροφής σε άµεση γειτνίαση µε τους ιχθυοπληθυσµούς, εµποδίζουν τον έλεγχο της 

ασθένειας (Γκολοµάζου 2007). Επίσης, όπως έχει ήδη αποδειχθεί, ο βιολογικός κύκλος 

του παρασίτου είναι άµεσος και η µετάδοση του γίνεται µέσω του νερού µε τη λήψη 

των µολυσµατικών µορφών µέσω του πεπτικού σωλήνα (Golomazou et al. 2006a, 

Diamant et al. 2006, Estensoro et al. 2010). Έτσι, η µετάδοση του E. leei από ψάρι σε 

ψάρι, χωρίς την αναγκαία ύπαρξη ενός ενδιάµεσου ξενιστή, όπως έχει επιβεβαιωθεί 

στην τσιπούρα, στο καλκάνι και στη χιόνα από πολλούς ερευνητές (Diamant 1997, 

Diamant & Wajsbrot 1997, Redondo et al. 2002, Yasuda et al. 2002, Golomazou et al. 

2006a), διευκολύνει την εξέλιξη του βιολογικού κύκλου του παρασίτου και την εύκολη 

µετάδοσή του.  

Εποµένως, το αρχικό στάδιο της παρασίτωσης θεωρείται ιδιαίτερα σηµαντικό 

στην εξέλιξη και στον έλεγχο της παρασίτωσης και όπως αποδείχθηκε συµπίπτει 

χρονικά µε την ένταξη των ψαριών στην πάχυνση χωρίς να επηρεάζεται από τη χαµηλή 

θερµοκρασία του νερού και το µικρό µέγεθος των ψαριών. 

 

4.3 Επίδρασης της θερµοκρασίας του νερού στην εξέλιξη της εντεροµύξωσης 

 

Παράλληλα µε την έγκαιρη ανίχνευση του παρασίτου πολύ σηµαντικό ρόλο 

στην αντιµετώπιση της συγκεκριµένης ασθένειας διαδραµατίζουν και οι παράγοντες 

αυτοί που οδηγούν στην έξαρση της. Η θερµοκρασία του νερού είναι ένας από τους 
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πολύ σηµαντικούς παράγοντες που παίζουν καθοριστικό ρόλο αφού η ασθένεια 

παρουσιάζει εποχικότητα και παρατηρείται κυρίως τους καλοκαιρινούς µήνες (le 

Breton & Marques 1995, Rigos et al. 1999, Yanagida et al. 2006, Γκολοµάζου 2007).  

Από την παρούσα έρευνα επιβεβαιώθηκε ότι η εντεροµύξωση είναι ασθένεια η 

έξαρση της οποίας παρατηρείται το καλοκαίρι, όταν αυξάνεται η θερµοκρασία του 

νερού. Συγκεκριµένα η µέγιστη ένταση της παρασίτωσης παρατηρήθηκε σε µέση 

θερµοκρασία 20˚C, το µέγιστο ποσοστό προσβολής σε µέση θερµοκρασία 24˚C ενώ το 

µέγιστο ποσοστό θνησιµότητας παρατηρήθηκε σε µέση θερµοκρασία 25,5˚C. Σύµφωνα 

µε επιδηµιολογικές µελέτες, εξάρσεις της εντεροµύξωσης έχουν παρατηρηθεί σε 

υψηλές θερµοκρασίες του νερού κυρίως κατά τη διάρκεια του καλοκαιριού 

(Γκολοµάζου 2007) γεγονός που εξηγεί και την έξαρση της ασθένειας τον Ιούλιο και 

τον Αύγουστο όπως προέκυψε από την παρούσα έρευνα. Ωστόσο, µολυσµένα ψάρια 

παρατηρήθηκαν στη χαµηλότερη θερµοκρασία που έχει αναφερθεί στη βιβλιογραφία, 

δηλαδή από το µήνα Απρίλιο που η µέση θερµοκρασία του νερού έφτανε τους 14,8˚C. 

Στην περίπτωση της τσιπούρας έξαρση της παρασίτωσης έχει παρατηρηθεί σε 

θερµοκρασίες από 18°C (le Breton & Marques 1995) έως 22°C (Rigos et al. 1999, 

Fleurance et al. 2008), ενώ στην περίπτωση της χιόνας η ασθένεια έχει καταγραφεί από 

θερµοκρασίες 18°C και άνω (Γκολοµάζου 2007).  

Στην παρούσα έρευνα µετά την ολοκλήρωση της έξαρσης της παρασίτωσης 

τόσο το ποσοστό προσβολής όσο και το ποσοστό θνησιµότητας µειώθηκαν ραγδαία. 

Αναστολή της εξέλιξης της παρασίτωσης σε µείωση της θερµοκρασίας νερού έχει 

επιβεβαιωθεί και σε µολύνσεις άλλων ειδών ψαριών µε τα παράσιτα E. fugu και E. leei 

(Yanagida et al. 2006). Η µείωση αυτή του ποσοστού προσβολής εξηγείται αφενός από 

τις αυξηµένες θνησιµότητες του Αυγούστου αλλά και την ικανότητα αυτοίασης του 
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οργανισµού. Οι µηχανισµοί ανάρρωσης των µολυσµένων ψαριών είναι πιθανό να 

επηρεάζονται από διάφορους παράγοντες όπως είναι η θερµοκρασία του νερού και οι 

ανοσοποιητικοί µηχανισµοί αυτοίασης. Ανάρρωση από εντεροµύξωση έχει αναφερθεί 

στο παρελθόν σε διάφορα είδη ψαριών όπως η τσιπούρα, η χιόνα κ.α. (Golomazou et al. 

2006a, Yanagida et al. 2006, Estensoro et al. 2010). Σύµφωνα µε τους Munoz et al. 

(2007), η ικανότητα για επιτυχή ανάρρωση από την εντεροµύξωση είναι πιθανό να 

σχετίζεται µε την ικανότητα του οργανισµού να διατηρεί την υπεροξειδάση στα επίπεδα 

πριν τη µόλυνση, όπως στην περίπτωση της τσιπούρας. Ωστόσο, ανάµεσα στην 

τσιπούρα και στη χιόνα έχουν παρατηρηθεί διαφορετικά επίπεδα υπεροξειδάσης κατά 

την εντεροµύξωση. Η διαφορετικότητα αυτή στους µηχανισµούς ανοσίας µέχρι σήµερα 

θεωρείται ότι έχει άµεση σχέση µε την αυξηµένη θνησιµότητα της χιόνας συγκριτικά µε 

την τσιπούρα. Παρόλα αυτά τα επίπεδα υπεροξειδάσης είναι πιθανό να σχετίζονται και 

µε άλλους παράγοντες εκτός από το είδος του ψαριού όπως η θερµοκρασία ή η 

διατροφή και για το λόγο αυτό είναι σηµαντικό να µελετηθεί η πιθανή επίδραση τους 

στους µηχανισµούς ανοσίας.    

Η επίδραση της θερµοκρασίας στην εξέλιξη της εντεροµύξωσης είναι 

σηµαντική σε όλη τη διάρκεια του χρόνου, ακόµα και όταν παρατηρείται µείωση της 

θερµοκρασίας.  Καθυστερηµένη εξέλιξη της παρασίτωσης ή αδρανής κατάσταση στον 

ξενιστή σε χαµηλές θερµοκρασίες, δεν έχει αναφερθεί ιδιαιτέρως στη διεθνή 

βιβλιογραφία για τα παράσιτα των ψαριών (Olson 1981, Beaman et al. 1999). Ωστόσο, 

σύµφωνα µε τους Estensoro et al. (2010) οι χαµηλές θερµοκρασίες λειτουργούν 

ανασταλτικά στην εξέλιξη της εντεροµύξωσης στην τσιπούρα, ενώ το ποσοστό 

προσβολής µπορεί να αυξηθεί ξανά την άνοιξη και το καλοκαίρι. Αυτός είναι πιθανώς 

και ο λόγος για τον οποίο σε ορισµένες περιπτώσεις η εξέλιξη της ασθένειας τους 
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καλοκαιρινούς µήνες δεν είναι έντονη, αφού αυξοµειώσεις της θερµοκρασίας είναι 

δυνατόν να αναστείλουν την εξέλιξη του παρασίτου. Επίσης κατά τους φθινοπωρινούς 

και χειµερινούς µήνες είναι πιθανό τα ψάρια να θεωρούνται ως ψευδώς µη µολυσµένα 

και να αποτελούν φορείς ικανούς να µεταφέρουν τα παράσιτα σε άλλα ψάρια όταν η 

θερµοκρασία του νερού αρχίσει να αυξάνεται, την άνοιξη και το καλοκαίρι (Estensoro 

et al. 2010). Στο διάστηµα αυτό η ικανότητα των παρασίτων να διατηρούν τη  

µολυσµατική τους δράση έχει άµεση σχέση µε τη βιωσιµότητά τους και τους 

παράγοντες που την επηρεάζουν. Η βιωσιµότητα των παρασίτων κατά τους µήνες 

αυτούς µπορεί να επηρεάζεται από διάφορες παραµέτρους όπως από τον εντοπισµό 

τους στον εντερικό βλεννογόνο, αφού τα υπολείµµατα του εντερικού βλεννογόνου 

καλύπτουν και προστατεύουν τα παράσιτα, και από τις περιβαλλοντικές συνθήκες 

(Ibarra et al. 1992, Yokoyama & Urawa 1997, Yokoyama et al. 2007, 2009).  

Εποµένως, η επίδραση της θερµοκρασίας στην εξέλιξη της εντεροµύξωσης είναι 

καθοριστική επηρεάζοντας τόσο την έξαρσή της όσο και την ικανότητα διατήρησης της 

βιωσιµότητας των παρασίτων, τοµέας όµως που χρειάζεται περαιτέρω διερεύνηση.    

 

4.4 Εφαρµογή µίας αξιόπιστης διαγνωστικής τεχνικής 

 

Προκειµένου να επιτευχθεί η έγκαιρη ανίχνευση του παρασίτου είναι 

απαραίτητη η εφαρµογή µίας αξιόπιστης διαγνωστικής τεχνικής. Στην παρούσα 

µεταπτυχιακή διπλωµατική διατριβή έγινε προσπάθεια για την ανάπτυξη και εφαρµογή 

µίας αξιόπιστης διαγνωστικής µοριακής τεχνικής για την έγκαιρη διάγνωση της 

εντεροµύξωσης και τον προσδιορισµό της έντασης της παρασίτωσης και σύγκρισή της 

µε την κλασική παρασιτολογική τεχνική. 
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Τα µυξοσπορίδια όπως και τα άλλα παράσιτα συνήθως ανιχνεύονται µε τη 

χρήση των κλασικών παρασιτολογικών τεχνικών που περιλαµβάνουν τη µικροσκοπική 

παρατήρηση νωπών παρασκευασµάτων και ιστοπαθολογίας. Η αποτελεσµατικότητα 

και αξιοπιστία της µικροσκοπικής παρατήρησης µπορεί να βελτιωθεί µετά από χρώση 

των νωπών παρασκευασµάτων. Σε αυτές τις περιπτώσεις τα ψάρια θεωρούνται 

µολυσµένα µόνο όταν παρατηρηθούν ορισµένα από τα στάδια εξέλιξης του παρασίτου 

(κυρίως οι ώριµοι σπόροι) σε νωπά ή σε ιστολογικά παρασκευάσµατα. Η ταυτοποίηση 

των παρασίτων σε αυτές τις περιπτώσεις γίνεται µόνο από τη χαρακτηριστική 

µορφολογική δοµή του κάθε παρασίτου, χρησιµοποιώντας κλείδες ταυτοποίησης. Το E. 

leei ανιχνεύεται σε νωπά παρασκευάσµατα εντέρου µε µικροσκοπική παρατήρηση µόνο 

όταν παρατηρούνται εξελιγµένα στάδια εξέλιξης της παρασίτωσης, όπως ώριµοι 

σπόροι, διάστηµα όµως κατά το οποίο έχει ήδη επιτευχθεί µετάδοση της παρασίτωσης.  

Μοριακές τεχνικές βασισµένες στην PCR και στη ανίχνευση DNA θεωρούνται 

πιο ευαίσθητες και αξιόπιστες συγκριτικά µε τη µικροσκοπική παρατήρηση.  Η 

διάγνωση των εντερικών πρωτοζώων βασίζεται κυρίως σε τεχνικές ενίσχυσης γονιδίων 

(Bretagne & Costa 2006, Murray & Cappello 2008). Σύµφωνα µε τους Van Lieshout & 

Verweij (2010) µια µεγάλη ποικιλία µεθόδων βασισµένων σε νουκλεϊνικά οξέα έχει 

περιγραφεί για την ανίχνευση και ταυτοποίηση των εντερικών πρωτοζώων και κυρίως η 

µοριακή τεχνική της qPCR. H qPCR χρησιµοποιείται ευρέως για την ανίχνευση 

παρασίτων (Hunt 2011). Με την τεχνική αυτή είναι δυνατό να επιτευχθεί η 

ποσοτικοποίηση του DNA του παρασίτου, προσφέροντας υψηλού επιπέδου αναλύσεις 

(Van Lieshout & Verweij 2010). Οι τεχνικές που βασίζονται σε ανίχνευση DNA έχουν 

περιγραφεί στην ανίχνευση των µυξοσποριδίων στα ψάρια συµπεριλαµβανοµένου και 

του E. leei (Fox et al. 2000, Cavender et al. 2004, Kelley et al. 2004, Palenzuela et al. 
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2004, Yanagida et al. 2004, 2005, 2008, Hallet & Bartholomew 2006, Sitjà-Bobadilla et 

al. 2007, 2008,  Estensoro et al. 2010, Hunt 2011).  

Για την έγκαιρη ανίχνευση και την ποσοτικοποίηση του συγκεκριµένου 

παρασίτου µέχρι σήµερα δεν έχει εφαρµοστεί µία αξιόπιστη, εξειδικευµένη και 

γρήγορη µοριακή τεχνική όπως η qPCR. Στην παρούσα διατριβή αναπτύχθηκε και 

εφαρµόστηκε η qPCR για την ανίχνευση του E. leei η οποία οδήγησε στην ανίχνευση 

όλων των σταδίων εξέλιξης του παρασίτου σε όλη τη διάρκεια του βιολογικού του 

κύκλου, πριν την έξαρση της παρασίτωσης επιτρέποντας την εκτίµηση τόσο του 

ποσοστού προσβολής όσο και της έντασης της παρασίτωσης. Από τη σύγκριση των δύο 

τεχνικών που εφαρµόστηκαν προέκυψε ότι η χρήση της µοριακής τεχνικής δίνει τη 

δυνατότητα ανίχνευσης της ασθένειας σε πολύ πρώιµα στάδια και συγκεκριµένα δύο 

µήνες νωρίτερα από την κλασική παρασιτολογική εξέταση που βασίζεται σε 

µικροσκοπική παρατήρηση. Επίσης, κατά τους µήνες που η ασθένεια ανιχνεύτηκε και 

µε τις δύο τεχνικές το ποσοστό προσβολής ήταν µεγαλύτερο στην περίπτωση της 

εφαρµογής της µοριακής τεχνικής. Η ανάπτυξη αυτής της αξιόπιστης µοριακής 

τεχνικής προκειµένου να επιτευχθεί η ανίχνευση και ποσοτικοποίηση του E. leei στα 

αρχικά στάδια εξέλιξής του είναι ένα χρήσιµο εργαλείο που συνεισφέρει  στην ορθή 

ιχθυοκαλλιεργητική πρακτική. Η ευαισθησία της qPCR ήταν σε ικανοποιητικά επίπεδα, 

παρόλο που δεν µπορεί να διατυπωθεί µε βεβαιότητα λόγω ελλείµµατος παροµοίων 

µελετών στη διεθνή βιβλιογραφία. Από παρόµοιες έρευνες σε φυτά  παρατηρήθηκε ότι 

η τεχνική της qPCR παρουσιάζει µεγαλύτερη ευαισθησία µε τη χρήση SybrGreen παρά 

µε ιχνηθέτες υβριδισµού-υδρόλυσης (TaqMan probes), οι οποίοι εξ ορισµού 

παρουσιάζονται ως πιο αξιόπιστοι (Suarez et al. 2005). Σε κάθε περίπτωση όµως είναι 

µια µέθοδος που πρέπει να δοκιµαστεί στο µέλλον για το συγκεκριµένο πρωτόζωο. 
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Αυτό συνίσταται, διότι είναι απαραίτητος ο εντοπισµός και η µοριακή διάγνωση σε 

πάρα πολύ µικρές συγκεντρώσεις του παρασίτου στον ιστό. Πράγµατι, η ακριβής 

ποσοτικοποίηση αλληλουχιών-στόχων µε τη χρήση της qPCR παρουσιάζει 

ιδιαιτερότητες όταν ο κύκλος ορίου είναι µεγάλος (Cq>35) (Bustin et al. 2009). 

Επιπλέον η σύγκριση µε κλασικές τεχνικές, όπως η µικροσκοπική παρατήρηση νωπών 

παρασκευασµάτων, δεν είναι πάντα εφικτή λόγω της ανοµοιόµορφης διασποράς των 

παρασιτικών κυττάρων του E. leei στο έντερο του ξενιστή. Επίσης η βελτίωση της 

τεχνικής και η εφαρµογή της χωρίς τη θανάτωση των ψαριών αλλά µόνο µε τη λήψη 

δείγµατος βιοψίας, θα εξασφαλίσει έγκαιρη διάγνωση χωρίς τη θανάτωση των ψαριών 

εξασφαλίζονταν την ευζωία των ψαριών σύµφωνα µε την ευρωπαϊκή νοµοθεσία 

σχετικά µε τους κανόνες βιοηθικής (EFSA 2009).  

 Εποµένως, η qPCR αποτελεί ένα σηµαντικό και αξιόπιστο διαγνωστικό 

εργαλείο που στοχεύει στην έγκαιρη διάγνωση, δηλαδή εντοπισµό των παρασίτων σε 

ένα πολύ αρχικό στάδιο, όπου η χηµειοθεραπευτική παρέµβαση µπορεί να αποδειχθεί 

πολύ αποτελεσµατική. Με τον τρόπο αυτό είναι δυνατόν να επιτευχθεί η έγκαιρη 

διάγνωση της εντεροµύξωσης που αποτελεί το κλειδί για τον έλεγχο της, επιτρέποντας 

στους υπεύθυνους των επιχειρήσεων να υιοθετήσουν όλα τα απαραίτητα προληπτικά 

µέτρα µειώνοντας στο ελάχιστο δυνατό τις δυσµενείς οικονοµικές επιπτώσεις στην 

εντατική εκτροφή της χιόνας.   
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5. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

 

 Από την παρούσα µεταπτυχιακή διπλωµατική εργασία προέκυψαν τα εξής 

συµπεράσµατα:  

• Με τη συστηµατική ιχθυοπαθολογική παρακολούθηση είναι δυνατό να 

επιτευχθεί η έγκαιρη διάγνωση της εντεροµύξωσης πριν την έξαρση της, 

παρέχοντας έτσι τη δυνατότητα περιορισµού των θνησιµοτήτων. 

• Εάν η ασθένεια διαγνωσθεί εγκαίρως υπάρχει ο απαιτούµενος χρόνος 

προκειµένου να ληφθούν τα απαραίτητα προληπτικά µέτρα που θα περιορίσουν 

τις θνησιµότητες.  

• Το αρχικό στάδιο της παρασίτωσης θεωρείται ιδιαίτερα σηµαντικό στην εξέλιξη 

και τον έλεγχο της παρασίτωσης και όπως αποδείχθηκε συµπίπτει χρονικά µε 

την ένταξη των ψαριών στην πάχυνση. 

• Μολυσµένα ψάρια παρατηρούνται σε πολύ χαµηλή θερµοκρασία (14,8˚C) 

δηλαδή από το µήνα Απρίλιο.  

• Το παράσιτο είναι δυνατό να προσβάλει ψάρια πολύ µικρού µεγέθους Μ.Β. 2g.  

• Η εντεροµύξωση εµφανίζεται την άνοιξη και παρουσιάζει έξαρση το καλοκαίρι. 

• Η εξέλιξη της ασθένειας είναι ραγδαία και οι θνησιµότητες αυξάνονται ξαφνικά.  

• H επίδραση της θερµοκρασίας στην εξέλιξη της εντεροµύξωσης είναι 

καθοριστική επηρεάζοντας την έξαρσή της ασθένειας.  

• H qPCR αποτελεί ένα σηµαντικό και αξιόπιστο διαγνωστικό εργαλείο, που 

επιτρέπει την ανίχνευση και ποσοτικοποίηση της ασθένειας σε πολύ αρχικά 

στάδια.  
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ABSTRACT  
 

Τhe myxosporean parasite Enteromyxum leei is an important pathogen of the 

Sparidae family which has a negative economic impact on fish farming throughout the 

Mediterranean Sea. Since 1995, when enteromyxosis was first reported in Hellas, 

significant losses in cultured sharpsnout sea bream (Diplodus puntazzo C.) have been 

recorded, raising questions about its viable farming. The aim of the present study was 

the determination of farms’ monitoring for enteromyxosis signifigance on a time-scale 

schedule basis and the development of a validated diagnostic technique for 

Enteromyxum leei early detection and quantification (qPCR assay).  

20 fish (sharpsnout seabream) were collected each month from the same sea 

cage (April to August 2010).  During the experimental procedure, temperature and 

mortality data were daily recorded. Fish were examined for parasites based on fresh 

smears microscopic observation and a molecular diagnostic technique. According to the 

results of the present study small fish (M.W. 2g) can be infected. Enteromyxosis 

appears during spring while outbreak occurs during summer. The initial stage of the 

infection is deemed as the most critical point for its development and control and it is 

proven to coincide with fish accession in sea cages. Myxozoan infection is affected by 

water temperature while prevalence and mortality rate are rapidly increased. During 

July prevalence was increased to 45% (water temperature: 24 ̊C) while during August 

mortality rate was increased to 19% (water temperature: 25,5 ̊C). The development of a 

sensitive, specific and rapid assay like qPCR for E. leei detection, would allow the 

identification of all developmental stages of the parasite throughout its life cycle 

significantly before outbreak occurs, compared to traditional parasitological technique. 

Monitoring of sharpsnout sea bream farms for enteromyxosis on a time-scale scheduled 
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basis by a validated diagnostic technique (qPCR assay), could become the key tool for 

the control of this infectious disease and could allow stakeholders to adopt all necessary 

precautionary measures minimizing economic loss in intensive fish farming. 

 

Key words: enteromyxosis, sharpsnout seabream, early diagnosis, qPCR 
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