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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 

Τα αλιεύματα θεωρούνται από τα πιο ευπαθή προϊόντα. Είναι λοιπόν ιδιαιτέρως  

σημαντικό να διασφαλιστεί η συντήρηση τους σε καλή ποιότητα για όσες 

περισσότερες μέρες είναι δυνατόν. Αυτό είναι κάτι που επιτυγχάνεται με τον σωστό 

χειρισμό μετά την αλίευση και την αποθήκευση τους. 

 Στην συγκεκριμένη εργασία μελετήθηκαν οι διαφορές του μικροβιώματος της 

επιφάνειάς του δέρματος του λαβρακιού, από την ημέρα εξαλίευσης μέχρι την 

ημέρα 4 της αποθήκευσης στους 4°C με διαφορετικές μεθόδους εξαλιεύσης και 

συντήρησης. Οι τρόποι εξαλίευσης που εξετάστηκαν είναι η κλασσική μέθοδος 

αλίευσης με παγόνερο (C0), εξαλίευση με μίγμα slurry ice (S0). Επιπλέον 

εξετάστηκαν οι διαφορετικοί μέθοδοι αποθήκευσης σε πάγο (C4), slurry ice (S4), 

μίγμα πάγου και slurry ice σε ίσες ποσότητες (1:1) (50SC4) και τέλος θανάτωση σε 

slurry ice και αποθήκευση σε πάγο (CS4). 

 Για την ανίχνευση του μκροβιώματος χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος αλληλούχισης 

επομένης γεννιάς (NGS) στην 16S περιοχή του γονιδιώματος. 

Συνολικά ταυτοποιήθηκαν 38 γένη βακτηρίων συμπεριλαμβανομένων και ειδών 

που είναι υπεύθυνα για  την αλλοίωση και υποβάθμιση των τροφίμων και ιδιαίτερα 

των ιχθύων. Σε επίπεδο είδους ταυτοποιήθηκε πολύ μικρός αριθμός βακτηρίων. 

Στη μέθοδο εξαλίευσης με slurry ice εντοπίστηκε ο μεγαλύτερος αριθμός OTUs. Ο 

αριθμός των ΟΤUs μειώθηκε σημαντικά κατά την τέταρτη μέρα της αποθήκευσης 

των ιχθύων σε όλες τις μεταχειρίσεις. Ο αριθμός των αλλοιογόνων βακτηρίων ήταν 

μικρότερος κατά τη συντήρηση σε slurry ice και σε πάγο όπου τα ποσοστά των 

Shewanella και Pseudomonas ήταν πολύ μικρότερα σε σύγκριση με τις άλλες 

μεθόδους. 

Περαιτέρω μελέτες απαιτούνται πάνω στην εξέλιξη του μικροβιώματος μετά την 

εξαλίευση των  ιχθύων για την εξαγωγή ασφαλών συμπερασμάτων. 
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ABSTRACT 

 

Fish is considered one of the most perishable  products in the food-market. To 

maximize quality  it is therefore important to ensure fish are maintained at optimal 

conditions the maximum period of time. This can be achieved through appropriate 

handling and the right storage conditions after the fish slaughter. 

The current thesis examined changes within  the sea bass skin microbiome from the 

day of slaughter until day of storage (at 4°C).  

The methods of slaughter examined are the classic method of slaughter using ice 

water (C0), slaughter with a mixture of slurry ice (S0). Additionally, the influence 

of different methods of long-term storage in ice (C4), in slurry ice (S4) and  mixture 

of ice and slurry ice  in 1:1 ratio (50SC4)  and slaughter with slurry ice and storage 

in ice (CS4) were also examined. 

The next generation sequencing (NGS) method in the 16S region of the genome 

was used to detect the microbiome. 

A total of 38 genera of bacteria were identified, including species responsible for 

the deterioration and degradation of food, especially in fish. At species level, a very 

small number of bacteria were identified. The slurry ice extraction method revealed 

the largest number of OTUs. The number of OTUs decreased significantly during 

the fourth day of storage in all treatments. The number of spoilage bacteria was 

lower during the storage on slurry ice and ice where the ratio of Shewanella and 

Pseudomonas were much lower compared to the other methods. 

 

Further studies are needed to facilitate in the building of a more accurate picture 

and draw safer conclusions on the post-slaughter evolution of the fish microbiome. 
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1.ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

1.1 Γενικά χαρακτηριστικά λαβρακιού 

Το λαβράκι  (Dicentrarchus labrax) είναι παράκτιο θαλάσσιο ψάρι που ζει σε ρηχά 

νερά μέχρι 100 μέτρα. Είναι ένα ευρύθερμο και ευρύαλο είδος που επιβιώνει σε 

θερμοκρασίες 5 έως 28 0C και σε αλατότητες 0,5 ως 70‰.  Επιπλέον είναι 

σαρκοφάγο αρπακτικό και τρέφεται με μικρού μεγέθους ψάρια, καβούρια γαρίδες 

και σουπιές. Συναντάται κυρίως σε εκβολές και λιμνοθάλασσες από τον Δεκέμβριο 

μέχρι και τον Μάρτιο καθώς την συγκεκριμένη περίοδο αναπαράγεται. Συνήθως 

κατά τη διάρκεια του χειμώνα μεταναστεύουν από την ακτή σε βαθύτερα νερά, 

όπου η θερμοκρασία είναι πιο σταθερή. Το λαβράκι χαρακτηρίζεται από επίμηκες 

σώμα καλυμμένο με λέπια μικρά και λεπτά και δυο ραχιαία πτερύγια (Εικόνα1). 

Το χρώμα του είναι ασημένιο προς γκρίζο. Στα νεαρά εντοπίζονται μαύρες κηλίδες 

στο πάνω μέρος του σώματος, σε αντίθεση με τα ενήλικα στα οποία οι κηλίδες 

αυτές δεν συναντώνται (FAO, 2020). 

 

 

Εικόνα 1: Λαβράκι Dicentrarchus labrax  

(https://www.fishbase.se/photos/PicturesSummary.php?StartRow=8&ID=63&what=species&TotR

ec=15) 

 

1.1.1 Γεωγραφική εξάπλωση 

Στο φυσικό του περιβάλλον συναντάται στην Μεσόγειο και στην Μαύρη θάλασσα 

ενώ βρίσκεται και κατά μήκος των ανατολικών ακτών του Aτλαντικού, από την 

μεγάλη Βρετανία ως την Σενεγάλη (Εικόνα 2) (Fishbase, 2020). 
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Εικόνα 2: Γεωγραφική εξάπλωση Λαβρακιού (www.aquamaps.org) 

  

1.1.2 Εκτροφή λαβρακιού  

Το λαβράκι είναι από τα κύρια είδη εκτροφής της Μεσογειακής ιχθυοκαλλιέργειας. 

Η εξημέρωση του λαβρακιού είναι πολύ πρόσφατη και είναι το πρώτο μη 

σολωμοειδές θαλάσσιο είδος που καλλιεργήθηκε στην Ευρώπη (Bagni, 2005). 

Σήμερα είναι το σημαντικότερο εμπορικό ψάρι που καλλιεργείται ευρέως στις 

Μεσογειακές περιοχές. Η Ελλάδα, η Τουρκία, η Ιταλία, η Ισπανία, η Κροατία και 

η Αίγυπτος είναι οι μεγαλύτεροι παραγωγοί (FAO, 2020). Το λαβράκι έχει λευκή 

σάρκα, σχετικά χαμηλή περιεκτικότητα σε λιπαρά και υψηλή διατροφική αξία. 

Συμβάλει σημαντικά στην οικονομία καθώς μόνο το 2016 παρήχθησαν 87.189 

τόνοι. Το 94% της συνολικής παραγωγής του προήλθε από την ιχθυοκαλιέργεια. 

Συγκεκριμένα 81.852 τόνοι παρήχθησαν από την ιχθυοκαλλιέργεια έναντι 5.337 

τόνων που προήλθαν από την αλιεία (EUMOFA, 2019). Η εκτροφή του λαβρακιού 

μπορεί να είναι εκτατική, ημι-εντατική και εντατική. Η εντατική εκτροφή 

περιλαμβάνει το στάδιο της γονιμοποίησης και εκκόλαψης αυγών ως την 

δημιουργία ιχθυδίων μεγέθους 1,5 έως 2 γραμμάρια. Η διαδικασία διαρκεί έως 

τρεις μήνες. Στη συνέχεια τα ιχθύδια μεταφέρονται σε δεξαμενές ή πλωτούς 

ιχθυοκλωβούς μέχρι να φτάσουν το εμπορεύσιμο μέγεθος περίπου 400-450 

γραμμάρια όπου αυτό γίνεται σε 18 έως 24 μήνες (Eικόνα 3) (FAO, 2020). 
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Εικόνα 3: Εντατική εκτροφή λαβρακιού. Πηγή: FAO  

 

1.2 Τρόποι εξαλίευσης 

Τα τελευταία χρόνια ένας προβληματισμός των μονάδων ιχθυοκαλλιέργειας είναι 

να διατηρούν υψηλά επίπεδα ευζωίας. Διασφαλίζοντας την ευζωία στα 

καλλιεργούμενα ζώα αυξάνεται η παραγωγή, λόγω της μείωσης των ασθενειών και 

των θανάτων, καθώς επίσης και η ποιότητά του τελικού προϊόντος είναι πολύ 

καλύτερη (Turnbull & Huntingford, 2012). 

Ο Παγκόσμιος Οργανισμός για την Υγεία των Ζώων (OIE) ορίζει ως ευζωία την 

καλή διαβίωση των ζώων όχι μόνο από άποψη σωματικής κατάστασης αλλά και 

της ψυχολογικής (Terrestrial Animal Health Code, 2018).  Ένα ζώο με καλή 

διαβίωση είναι υγιές, ασφαλές, δεν υποφέρει από δυσάρεστες καταστάσεις όπως 

πόνο, φόβο, αγωνία και πείνα. Σημαντικό ρόλο πέρα από τις συνθήκες που ζει 

παίζουν και οι συνθήκες που θανατώνεται (Nunny, 2019). 

Η διαδικασία θανάτωσης των ψαριών μπορεί να δημιουργήσει στρες στο ψάρι με 

αντίκτυπο και στην ποιότητα του φιλέτου. Για την αποφυγή αυτού θα πρέπει ο 

τρόπος που επιλέγεται να είναι γρήγορος και να αναισθητοποιεί το ψάρι. επίσης, 

απαιτείται και σωστά εκπαιδευμένο προσωπικό που να μπορεί να αντιλαμβάνεται 

την αναισθητοποίηση του ιχθύ (FAO, 2019). Οι τρόποι θανάτωσης είναι ποικίλοι 
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και διαφέρουν ως προς την ταχύτητα θανάτωσης. Οι καθιερωμένοι τρόποι 

θανάτωσης είναι: 

1. Θανάτωση με ασφυξία 

2. Θανάτωση με παγόνερο 

3. Θανάτωση με παροχή CO2 στο νερό 

4. Θανάτωση με ηλεκτρισμό 

5. Θανάτωση με χρήση αναισθητικών ουσιών 

6. Θανάτωση σε υγρό πάγο (slurry ice) 

Η θανάτωση με ηλεκτρισμό θεωρείται ένας μη επίπονος τρόπος με την προϋπόθεση 

όμως να αναισθητοποιείται σωστά το ψάρι αλλιώς μπορεί να γίνει πολύ επώδυνος 

(EFSA, 2002). Η παροχή CO2 στο νερό αποτελεί μια μη αποδεκτή μέθοδο για το 

λόγο ότι αυξάνει τα επίπεδα του στρες (Grans et al., 2016). Επίσης η χρήση 

αναισθητικών έχει χρησιμοποιηθεί μόνο πειραματικά, παρόλο που έχει θετικά 

αποτελέσματα στην μείωση του στρες κατά την θανάτωση, απαγορεύεται ωστόσο 

από την νομοθεσία καθώς υπάρχουν κίνδυνοι που σχετίζονται με τη χρήση χημικών 

(EFSA 2009). 

Η θανάτωση με παγόνερο προκαλεί υποθερμία και ανοξία στο ψάρι (Ashley, 2007). 

Η ασφυξία προκαλεί έντονο στρες και επηρεάζει την ποιότητα του τελικού 

προϊόντος. Οι συνέπειες αυτές καθιστούν και τις δυο μεθόδους  επίπονες (EFSA, 

2002). 

 

1.1.2 Θανάτωση σε παγόνερο 

 Η θανάτωση σε παγόνερο αποτελεί τον πιο διαδεδομένο τρόπο θανάτωσης στην 

εκτροφή λαβρακιού. Τα ψάρια κατά την εξαλίευση τους τοποθετούνται σε ένα 

μείγμα νερού πάγου σε αναλογία ένα προς ένα. Η ψύξη των ψαριών καθώς και η 

απότομη αλλαγή της θερμοκρασίας προκαλεί παράλυση των μυών χωρίς όμως 

απαλλαγή από τον πόνο, ενώ σε διάφορα είδη ψαριών παρατηρήθηκε και αυξημένη 

ταχυκαρδία που υποδηλώνει έντονο στρες (Lambooij et. al, 2015). 
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1.2.2 Θανάτωση με slurry ice  

Το slurry ice είναι ένα εναιώρημα θρυμματισμένου πάγου σε θαλασσινό νερό. Ο 

θρυμματισμένος πάγος έχει διάμετρο 250–500 µm. Το διάλυμα αυτό έχει την 

μορφή «τζελ» επιτρέποντας έτσι την καλύτερη επαφή με το ψάρι και την 

ομοιόμορφή μεταφορά θερμοκρασίας σε αυτό (Κeys et.al., 2017). 

Τα περισσότερα εκτρεφόμενα ψάρια, θανατώνονται χωρίς προηγούμενη 

αναισθητοποίηση με ασφυξία ή με υποθερμία σε slurry ice ή σε παγόνερο (Lines 

& Spence, 2014). Η έκθεση στον αέρα για 3 λεπτά έχει σαν αποτέλεσμα σημαντική 

αύξηση των επιπέδων κορτιζόλης τόσο στο ευρωπαϊκό λαβράκι όσο και στην 

τσιπούρα. Ωστόσο, η ασφυξία σε slurry ice προκαλεί λιγότερο στρες από την 

ασφυξία στον αέρα (Bagni et.al, 2006). 

 

1.3 Αλλοίωση ιχθύων  

Με τον όρο αλλοίωση ενός τρόφιμου αναφερόμαστε στην μείωση της ποιότητας 

των οργανοληπτικών χαρακτηριστικών του, που έχει ως αποτέλεσμα να καθιστούν 

το τρόφιμο ακατάλληλο για ανθρώπινη κατανάλωση (Rawat, 2015). Τα αλιεύματα 

είναι από τα πιο ευαλλοίωτα τρόφιμα και ένας από τους λόγους είναι ότι το δέρμα 

τους παραμένει σε επαφή με τη σάρκα τους και έτσι παραμένουν όλα τα βακτήρια 

που υπάρχουν στην επιφάνεια της (Gram & Huss, 1996). 

Το πόσο θα αλλοιωθεί εξαρτάται από το είδος του αλιεύματος, τις συνθήκες 

αποθήκευσης και επεξεργασίας (Sivertsvik et al., 2002). Κύριες αιτίες της 

αλλοίωσης είναι η μικροβιακή δράση, οι χημικές δράσεις, η δράση ενδογενών 

ενζύμων και η προσβολή από έντομα και τρωκτικά (Huis in’t Veld, 1996). 

Για τα νωπά αλιεύματα η μικροβιακή δράση είναι από τους πιο σημαντικούς 

παράγοντες υποβάθμισης και μειώνει και την διάρκεια ζωής τους (Gram & 

Dalgaard, 2002). 

 

 

1.3.1 Μικροβιακή αλλοίωση 

Με τον όρο μικροβιακή αλλοίωση εννοούμε την δραστηριότητα του μικροβιακού 

πληθυσμού που έχει ως αποτέλεσμα την παραγωγή ανεπιθύμητων οσμών, αλλαγές 
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στο χρώμα και την γεύση. Οι αλλαγές αυτές οφείλονται στην παραγωγή ουσιών 

που είναι αποτέλεσμα της μεταβολικής δράσης των βακτηρίων. Τα βακτήρια αυτά 

είναι μέρος του μικροβιώματος των ιχθύων και ονομάζονται ειδικοί αλλοιωγόνοι 

μικροοργανισμοί (Gram & Dalgard, 2002). Στην αρχή, αμέσως μετά την αλίευση 

βρίσκονται σε μικρό αριθμό, στην συνέχεια όμως κατά την διάρκεια της 

συντήρησης αναπτύσσονται με μεγαλύτερο ρυθμό. Η κυριαρχία συγκεκριμένων 

μικροοργανισμών εξαρτάται από το είδος του ψαριού, την γεωγραφική προέλευση 

του, την σύνθεση του αρχικού μικρωβιώμάτος, μικροβιακές αλληλεπιδράσεις, την 

επιμόλυνση κατά την αλιεία, αποθήκευση, διανομή και αποθήκευση ( Parlapani et 

al., 2018). 

 

1.3.2 Μικροβίωμα αλιευμάτων  

Οι μικροοργανισμοί στο φρέσκο ψάρι συναντώνται κυρίως στο δέρμα, στα βράγχια 

και στο πεπτικό σύστημα. Οι εσωτερικοί ιστοί είναι μικροβιολογικά στείροι. Το 

επιφανειακό μικροβίωμα τους εξαρτάται από το φυσικό περιβάλλον του ψαριού 

και σε μερικές περιπτώσεις από την κάθετη μετάδοση, δηλαδή από τον γεννήτορα 

στο ιχθύδιο (Beemelmanns et al. 2019). Επιπρόσθετα, το πόσο καθαρά είναι τα 

ύδατα καθώς και η θερμοκρασία τους επηρεάζει το μικροβιακό φορτίο των ψαριών. 

Στα κρύα ύδατα ο αριθμός των βακτηρίων είναι μικρότερος από ότι στα θερμά 

(Larsen et.al., 2013). 

Μετά την εξαλίευση, η απενεργοποίηση του ανοσοποιητικού συστήματος 

επιτρέπει στα βακτήρια να πολλαπλασιαστούν ελεύθερα. Κατά την αποθήκευση 

όταν το δέρμα δεν αφαιρείται τα βακτήρια προσβάλλουν την σάρκα. Δεδομένου 

ότι μόνο ένας μικρός αριθμός οργανισμών εισβάλλει στη σάρκα των ψαριών και η 

μικροβιακή αύξηση πραγματοποιείται κυρίως στην επιφάνεια τους, η αλλοίωση 

είναι πιθανώς σε μεγάλο βαθμό συνέπεια των βακτηριακών ενζύμων που 

διαχέονται στη σάρκα τους. Οι ουσίες που υπάρχουν στο δέρμα (πολυσακχαρίτες, 

ελεύθερα αμινοξέα, οξείδια της τριμεθυλαμίνης κτλ) βοηθάνε την ανάπτυξη 

αλλοιογόνων βακτηρίων (Jay, 2005). 

Το μικροβίωμα των ιχθύων στα εύκρατα κλίματα αποτελείται κυρίως από Gram 

αρνητικά βακτήρια. Τα πιο συνηθισμένα είναι Pseudomonas, Flavobacterium, 

Sewanella,Moraxella, Vibrio και Aeromonas (Gram & Dalgaard, 2002) καθώς και 
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Gram θετικούς οργανισμούς όπως Bacillus, Micrococcus, Lactobacillus, 

Coryneforms και Clostridium. Σε αντίθεση, στην βόρεια Ευρώπη συναντώνται 

ψυχρότροφοι μικροργανισμοί όπως Photobacterium και Shewanella (Ross et al., 

2019). 

  

1.4 Αποθήκευση αλιευμάτων σε πάγο 

Η αποθήκευση των νωπών ιχθύων σε πάγο αμέσως μετά την αλίευση είναι ο πιο 

διαδεδομένος τρόπος αποθήκευσης. Η αποθήκευση σε πάγο δεν αναστέλλει αλλά 

επιβραδύνει την μικροβιακή ανάπτυξη και την ενζυμική δραστηριότητα (Kaale 

et.al., 2011). 

Η αποθήκευση σε θερμοκρασίες από -5οC έως 5οC ευνοούν κυρίως την ανάπτυξη 

ψυχρόφιλων και ψυχρότροφων βακτηρίων λόγω της αντοχής τους στις χαμηλές 

θερμοκρασίας. Η διάρκεια εμπορικού χρόνου ζωής είναι 14 ημέρες για τα 

αλιεύματα (Mendes, 2017), ενώ λόγω της επικράτησης ψυχρόφιλων βακτηρίων στο 

τέλος συναντώνται βακτήρια που ανήκουν στο γένος Pseudomonas και το είδος 

Shewanella κυρίως στα μεσογειακά ψάρια (Tryfinopoulou, 2007). 

  

1.5 Αποθήκευση σε slurry ice  

Η τεχνολογία του slurry ice έχει δείξει πολλά πλεονεκτήματα έναντι του 

συμβατικού πάγου για την αποθήκευση αλιευμάτων. Σε πολλές μελέτες έχει 

αναφερθεί ότι έχει σημαντικές ανασταλτικές ιδιότητες στους μικροβιολογικούς και 

βιοχημικούς μηχανισμούς που εμπλέκονται στην αλλοίωση των ιχθύων. Με 

αποτέλεσμα να αυξάνεται σημαντικά η διάρκεια ζωής των αλιευμάτων (Lozada et. 

al, 2015). Τα κυριότερα πλεονεκτήματα του που πρέπει να επισημανθούν είναι ότι 

το ψάρι ψύχεται πιο γρήγορα λόγω της πιο γρήγορης ανταλλαγής θερμότητας. 

Επιπλέον, μειώνεται η σωματική βλάβη που προκαλείται στην σάρκα των ψαριών 

από τον κοινό πάγο καθώς αποτελείται από μικροσκοπικά σφαιρικά σωματίδια. 

Τέλος, η πλήρης κάλυψη της επιφάνειας του ιχθύος το προστατεύει από την δράση 

του οξυγόνου με αποτέλεσμα την ελαχιστοποίηση της οξείδωσης και αφυδάτωσης. 

Το μίγμα πάγου επιτρέπει ένα πιο υγιεινό χειρισμό ψαριών και μια 

αυτοματοποιημένη διαδικασία. Ένα άλλο χαρακτηριστικό γνώρισμα του πάγου 
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είναι ότι μπορεί να συνδυαστεί με άλλα πρόσθετα για διαφορετικούς σκοπούς όπως 

για παράδειγμα το όζον με σκοπό να επιτευχθεί καλύτερος μικροβιακός έλεγχος 

(Huidobro et. al, 2002). 

 

1.6 Μέθοδοι ανίχνευσης μικροοργανισμών 

Τα τελευταία χρόνια για την ταυτοποίηση των μικροοργανισμών χρησιμοποιούνται 

μη καλλιεργητικές και μοριακές μέθοδοι σε αντίθεση με τα προηγούμενα χρόνια 

που ο κυρίως τρόπος ανίχνευσης μικροοργανισμών επικεντρωνόταν στις 

καλλιεργητικές μεθόδους. 

Οι καλλιεργητικές μέθοδοι υπήρξαν ευρέως διαδεδομένες για αρκετά χρονιά ως 

ένα φθηνό εργαλείο ανίχνευσης της μικροβιακής κοινότητας. Η 

αναπαραγωγιμότητα των αποτελεσμάτων, ο έλεγχος εξωτερικών μεταβλητών, ο 

απλός σχεδιασμός τους και το χαμηλό κόστος τους αποτελούν τα πλεονεκτήματα 

αυτών των μεθόδων. Παρόλα αυτά υπάρχουν αρκετοί περιορισμοί που συνδέονται 

με τη χρήση των μεθόδων αυτών με τον σημαντικότερο να είναι η μη δυνατότητα 

ανίχνευσης όλων των μικροοργανισμών (Law et al. 2014). ‘Έχει αναφερθεί 

εκτενώς στη βιβλιογραφία ότι η χαμηλή ειδικότατα και ευαισθησία της μεθόδου 

μπορεί να οδηγήσει σε ποιοτικές και ποσοτικές διαφορές και σε ψευδή 

αποτελέσματα (Lee et al. 2014; Coşkuner 2002 et al. 2002). Επίσης, υπάρχουν 

μικροοργανισμοί που αναπτύσσονται δύσκολα ή καθόλου ή έναντι κάποιων άλλων 

στα καλλιεργητικά μέσα  (Gartza & Dutih, 2015). Οι παραδοσιακές προσεγγίσεις 

που χρησιμοποιούνται για την καλλιέργεια βακτηρίων εστιάζονται στη χρήση 

πλούσιων σε θρεπτικά συστατικά μέσα και στη δημιουργία ενός περιβάλλοντος που 

ωφελεί τα είδη ταχείας ανάπτυξης (Stewart & Growing, 2012). Ωστόσο, τα 

υποστρώματα μπορεί να είναι τοξικά σε μερικά βακτήρια καθώς και το άγαρ που 

χρησιμοποιείται ως συστατικό στερεοποίησης, μπορεί να αναστείλει την 

αναπαραγωγή μικροοργανισμών (Gans, 2005). 

 

 

Εν αντιθέτως οι μη καλλιεργητικές μέθοδοι είναι πιο ακριβείς, επιτρέπουν το 

χειρισμό μεγαλύτερου αριθμού δειγμάτων, είναι πιο γρήγορες και 

χρησιμοποιούνται για καλλιεργήσιμα και μη καλλιεργήσιμα βακτήρια. Ωστόσο, 
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αρκετές παγίδες, όπως ψευδώς θετικά δείγματα, έχουν παρατηρηθεί, 

δημιουργώντας την ανάγκη να ερμηνευθούν τα αποτελέσματα με προσοχή 

(Fenolar, 2008). 

Στο παρακάτω σχήμα (Εικόνα 4) φαίνεται η εξέλιξη στη χρήση διαφόρων τεχνικών 

για τη διερεύνηση μικροοργανισμών: Μέθοδοι με βάση την καλλιέργεια, μέθοδοι 

που βασίζονται σε υβριδισμό, μέθοδοι που βασίζονται σε PCR, μέθοδοι 

αλληλούχισης και μέθοδοι που βασίζονται στην ανίχνευση μεταβολιτών (Kotu 

et.al, 2019). 

 

 

 

 

Εικόνα 4: Ιστορική αναδρομή μεθόδων ανίχνευσης μικροργανισμών Πηγή: (Kotu et.al, 2019).   

Οι μέθόδοι καλλιέργειας έχουν χρησιμοποιθεί εκτενώς για τον εντοπισμό 

μικροοργανισμών. Ωστόσο, με την εξέλιξη της μοριακής  βιολογίας οι μοριακές  

τεχνικές ανασυνδυασμένου DNA, ο υβριδισμός και η αλληλούχιση 

χρησιμοποιοούνται όλο και περισσότερο για τη λήψη πληροφοριών σχετικά με 

μικροβιακές κοινότητες καθώς είναι και πιο γρήγορες. Ωστόσο αν και είναι 

ωφέλιμες, αυτές οι μέθοδοι απαιτούν κατάλληλα και περίπλοκα πρωτόκολλα και 

έχουν υψηλότερο κόστος.Τέλος οι μέθόδοι  που βασίονται στους μεταβολίτες είναι 

σχετικά καινουργίες, Σε αυτές τις μεθόδους ανήκουν η φασματοσκοπία μάζας και 

η χρωματογραφία. Η φασματοσκοπία μάζας είναι μια τεχνολογία που επιτρέπει των 
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διαχωρισμών ουσιών ενός δείγματος. Αυτό επιτυγχάνεται με τον ιονισμό του 

δείγματος ώστε τα ιόντα να διαχωρίζονται ανάλογα με το λόγο της μάζας προς το 

φορτίο και να ανιχνεύονται σύμφωνα με το ιοντικό ρεύμα. Ενώ η χρωματογραφική 

μέθοδος  για τον διαχωρισμό των ουσιών βασίζεται στις διαφορετικές βιοφυσικές 

ιδιότητες τους (π.χ. υδροφοβικότητα). Οι μεταβολικές μέθοδοι χαρακτηρίζονται 

από μεγάλη ακρίβεια και ευαισθησία και το κόστος τους είναι χαμηλό (Kotu et.al, 

2019). 

 

 

1.6.1 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης – PCR 

Η PCR (αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης) χρησιμοποιείται για να συνθέσει και 

να ενισχύσει ένα συγκεκριμένο τμήμα του DNA του μικροοργανισμού (Oliveira et 

al., 2011, Satoh et al., 2009) σε γονίδια όπως το 16S ριβοσωμικό rRNA που υπάρχει 

σε πολλούς οργανισμούς και διαφοροποιείται ανάλογα το είδος (Ludwig & Klenk, 

2005). Μετά την PCR, οι ενισχυμένες περιοχές αλληλουχούνται και τα δεδομένα 

χρησιμοποιούνται για την αναγνώριση των οργανισμών που υπάρχουν στο δείγμα 

(Teng et al., 2008). 

 

1.6.2 16S του ριβοσωμικού RNA 

Συνήθως, η διερεύνηση του μικροβιακού πληθυσμού σε προϊόντα διατροφής 

γίνεται με μεθόδους αλληλούχισης νέας γενιάς (new generation sequencing, NGS). 

Για την ταξινομική περιγραφή της μικροβιακής κοινότητας χρησιμοποιούνται τα 

δεδομένα από την αλληλούχιση της 16S rRNA περιοχή τους. Η ταξινομική 

ανάλυση απαιτεί μια βάση δεδομένων αναφοράς στην οποία αντιστοιχίζονται οι 

αλληλουχίες με βάση την ομοιότητα τους (Alessandria et al., 2016). Το 16S rRNA 

είναι ριβονουκλεϊκό οξύ, τμήμα της μικρής ριβοσωμικής υπομονάδας 30S του 

προκαρυωτικού ριβοσώματος (Caporaso et al. 2011) Αποτελείται από 1542 βάσεις 

και συναντάται σε όλα τα βακτήρια. Χάριν του μικρού μεγέθους μπορεί να 

αντιγραφεί και να αλληλουχηθεί σε μικρό χρόνο και με χαμηλό κόστος. Η 16S 

περιοχή αποτελείται από τις συντηρημένες περιοχές και από 9 περιοχές (V1-V9) οι 

οποίες είναι μεταβλητές και διαφέρουν μεταξύ των βακτηριών. Οι μεταβλητές 

αυτές περιοχές χρησιμοποιούνται στην αναγνώριση και στην διάκριση των 
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βακτηρίων (Chakravorty, 2007). Οι συντηρημένες περιοχές στοχεύονται για την 

δημιουργία εκκινητών καθολικής χρήσης (Clarridge, 2004). Τα πλεονεκτήματα της 

16S rRNA είναι ότι υπάρχει σχεδόν σε όλα τα βακτήρια. Η λειτουργία της με την 

πάροδο του χρόνου δεν έχει αλλάξει και το μέγεθος του γονιδίου επαρκεί για 

σκοπούς βιοπληροφορικής ανάλυσης. Το 16S rRNA γονίδιο είναι ένα καλά 

μελετημένο γονίδιο στο βακτηριακό γονιδίωμα και χρησιμοποιείται σε πολλές 

μελέτες (Janda & Abbott, 2007). 

Η διαδικασία για την ταυτοποίηση των μικροοργανισμών μετά την αλληλούχιση 

της 16S RNA περιοχής περιλαμβάνει την ομαδοποίηση των αλληλουχιών και την 

σύγκριση με μια βάση δεδομένων. Για την ομαδοποίηση των αλληλουχιών 

χρησιμοποιούνται δυο μέθοδοι. Η μέθοδος που βασίζεται στην ομαδοποίηση σε 

λειτουργικές ταξινομικές μονάδες (OTUs) και η φαινοτυπική κατηγοριοποίηση 

όπου ομαδοποιούνται σύμφωνα με τον φαινότυπο. Αξίζει να σημειωθεί όμως ότι 

και οι δυο μέθοδοι παρουσιάζουν μειονεκτήματα. Αρχικά στην φαινοτυπική 

μέθοδο υπάρχει ο κίνδυνος της λάθος εκτίμησης καθώς υπάρχουν οργανισμοί με 

τον ίδιο φαινότυπο που ανήκουν σε διαφορετικές ταξινομικές ομάδες και 

οργανισμοί που έχουν διαφορετικούς φαινοτύπους και ανήκουν στο ίδιο είδος 

(Schloss & Westcott, 2010). Αντίθετα η ομαδοποίηση χαμηλής ποιότητας 

αλληλουχιών μπορεί να παράγει ψευδή OTUs οδηγώντας σε υπερεκτίμηση των 

μικροοργανισμών που υπάρχει στο δείγμα (Albanese et al., 2015). 

 

1.6.3 Αλληλούχιση νέας γενιάς 

To 1977 ο Sanger ανέπτυξε την μέθοδο αλληλούχισης ολόκληρου του 

γονιδιώματος με την τεχνική τερματισμού της αλυσίδας (chain termination). Λόγω 

της υψηλής απόδοσης της μεθόδου και της χαμηλής ραδιενέργειας που 

απαιτούνταν έγινε η πιο δημοφιλής μέθοδος. Η μέθοδος του Sanger ονομάζεται 

αλληλούχιση πρώτης γενιάς. Η τεχνική αυτή χρησιμοποιήθηκε για 30 χρόνια και 

συνέβαλε στην αλληλούχιση ολοκλήρου του ανθρώπινου γονιδιώματος το 2004. 

Στην συνέχεια όμως το 2005 άρχισαν να αναπτύσσονται καινούριες μέθοδοι 

αλληλούχισης γνωστές και ως αλληλούχιση νέας γενιάς (Liu et. Al., 2012). Τα 

πλεονέκτημά που είχαν αυτές σε σχέση με την μέθοδο του Sanger είναι ότι δεν 

χρειάζεται η δημιουργία κλώνων τμημάτων DNA με βακτηριακά πλασμίδια. Οι 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
10/06/2024 05:28:11 EEST - 3.145.98.188



16 
 

αλληλουχίσεις γίνονται παράλληλα και το αποτέλεσμα της αλληλούχισης δεν 

χρειάζεται ηλεκτροφόριση (Heather & Chain., 2016).  

Η πρώτη NGS τεχνολογία που δημιουργήθηκε το 2005 ήταν η μέθοδος της 

πυροαλληλούχισης (pyrosequencing) από την εταιρία 454 Life Science. Η κύρια 

διαφορά από την κλασική αλληλούχιση Sanger είναι ότι η πυροαλληλούχιση 

βασίζεται στην ανίχνευση της έκλυσης πυροφωσφορικού κατά την ενσωμάτωση 

των νουκλεοτιδίων αντί για την ανίχνευση του τερματισμού της αλυσίδας μέσω της 

χρήσης ραδιο- ή φθορίζοντος-σημαντων dNTPs ή ολιγονουκλεοτιδίων (Oulas et 

al., 2015). 

Μια σειρά από παράλληλες τεχνικές προσδιορισμού αλληλουχίας αναδύθηκαν 

μετά την επιτυχία του 454. Η πιο σημαντική μεταξύ αυτών είναι αναμφισβήτητα η 

μέθοδος αλληλοίχισης Solexa, η οποία αργότερα αποκτήθηκε από την Illumina. Η 

Illumina θεωρείται ιδανική για την αλληλούχιση μικρότερων σε μέγεθος τμημάτων 

DNA όπως αυτών που παράγονται από την χρήση του μοριακού δείκτη 16S rRNA. 

Η μέθοδος αυτή θεωρείται ιδανική καθώς έχει χαμηλό κόστος και περιορίζει τα 

συστηματικά λάθη (Heather & Chain., 2016). 

 

 

2. ΣΚΟΠΟΣ 

Ο σκοπός της συγκεκριμένης διπλωματικής είναι να διερευνηθούν οι διαφορές του 

μικροβιώματος της επιφάνειάς του δέρματος του λαβρακιού, από την ημέρα 

εξαλίευσης μέχρι την ημέρα 4 της αποθήκευσης στους 4οC με διαφορετικές 

μεθόδους εξαλιεύσης και συντήρησης. Οι τρόποι εξαλίευσης που εξετάζονται είναι 

η κλασσική μέθοδος αλίευσης με παγόνερο, εξαλίευση με μίγμα slurry ice, και μίξη 

πάγου και slurry ice σε ίσες ποσότητες (1:1). Οι μέθοδοι εξαλίευσης συνδυάζονται 

με διαφορετικές μεθόδους αποθήκευσης σε πάγο, slurry ice ή μίγμα πάγου και 

slurry ice. 
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3.ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ  

3.1 Συλλογή δειγμάτων  

Τα δείγματα ελήφθησαν από την εταιρία Philosofish στις 17/10/2019 (θερμοκρασία 

νερού 22.3οC). Τα ψάρια αλιεύθηκαν με τρεις τρόπους παγόνερο, slurry ice, μίξη 

πάγου με slurry ice (1:1) και έγιναν δειγματοληψίες για τον προσδιορισμό του 

μικροβιώματος την ημέρα της εξαλίευσης (ημέρα 0) και τέσσερις μέρες μετά την 

εξαλίευση (ημέρα 4).  Ο συνολικός αριθμός των δείγματα που μελετήθηκαν στην 

συγκεκριμένη εργασία είναι 69.  

 

3.2 Απομόνωση DNA 

Η απομόνωση DNA έγινε από δείγματα που λήφθηκαν με νυστέρι από την 

επιφάνεια του δέρματος του λαβρακιού. Για την απομόνωση χρησιμοποιήθηκε 

200μl NaCl 5M με σκοπό την λύση των κυτταρικών μεμβρανών για να ελευθερωθεί 

το DNA στο διάλυμα. Προστέθηκαν 40μl διαλύματος λυσοζύμης καθώς αυτό το 

ένζυμο δρα στα Gram+ βακτήρια και λύει τις δομές τους και το δείγμα παρέμεινε 

για 30 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. Μετά το πέρας της μισής ώρας 

προστέθηκαν 50 μl πρωτεΐνάσης Κ (200 mg/ μl) και 350μl lysis buffer από το 

PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (Cat No K182002) για τον διαχωρισμό του 

DNA από πρωτεΐνες και άλλα κυτταρικά υπολείμματα. Τα δείγματα επωάστηκαν 

για μια ώρα σε θερμοκρασία 550C στην οποία δρα βέλτιστα η πρωτεϊνάση K. 

Έπειτα ομογενοποιήθηκαν με glass beads για 3 λεπτά σε ταχύτητα 8000rpm και 

στην συνέχεια φυγοκεντρήθηκαν για 10 λεπτά στις 10000 στροφές. Στην συνέχεια 

χρησιμοποιήθηκε το PureLink DNA Purification Kit της εταιρίας ThermoFisher 

Scientific σύμφωνα με τις οδηγίες. Ο τελικός όγκος έκλουσης ήταν τα 30μl TE 

ΣΥΣΤΑΣΗ ΤΟΥ  TE BUFFER 

ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΑ ΠΟΣΟΤΗΤΑ (ΓΙΑ 100 

mL) 

ΤΕΛΙΚΗ 

ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ  

EDTA (0.5 M, Ph 8.0) 0.2 mL 1 mM 

Tris-Cl (1M , Ph 8.0) 1 mL 10 mM 

H20 Μέχρι 100 mL  
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3.3 Προσδιορισμός ποσότητας DNA ανά δείγμα  

Για να προσδιοριστεί η ποσότητα του DNA που απομονώθηκε κάθε δείγμα 

φωτομετρήθηκε. Για την φωτομέτρηση χρησιμοποιήθηκε φασματοφοτόμετρο της 

εταιρίας Βiorad. Η φωτομέτρηση πραγματοποιήθηκε σε μήκος κύματος 260 nm 

στο οποίο τα νουκλεικά οξέα έχουν την μέγιστη απορρόφηση. Το δείγμα για την 

φωτομέτρηση αραιώθηκε 50 φορές. Με την μέθοδο της φωτομέτρησης 

προσδιορίστηκε και η καθαρότητα του DNA από τις πρωτεΐνες. Για την εκτίμηση 

της καθαρότητας μετρήθηκε η απορρόφηση στα 260 nm και στα 280 nm με 

αποδεκτές τιμές λόγου 260/280 ~ 1.8.  

 

3.4 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης – PCR 

Μετά τον ποσοτικό προσδιορισμό του απομονωμένο DNA ακολούθησε η ενίσχυση 

της 16s περιοχής του βακτηριακού DNA με κατάλληλους εκκινητές με στόχο τον 

έλεγχο της επιτυχίας της απομόνωσης. Οι εκκινητές (primers) που 

χρησιμοποιήθηκαν ήταν οι εξής:  

Forward: 341F CCTACGGGNGGCWGCAG  

Reverse: 805R GACTACHVGGGTATCTAATCC  

Με τους συγκεκριμένους εκκινητές ενισχύεται μια περιοχή με μήκος 450bp (ζεύγη 

βάσεων) μεταξύ των V3-V4 υπερμεταβλητών περιοχών του γονιδίου που 

κωδικοποιεί την 16S ριβοσωμική υπομονάδα των βακτηρίων. 

 

Η αντίδραση έγινε σε τελικό όγκο 50μl. Το δείγμα DNA που χρησιμοποιήθηκε 

στην PCR ήταν αραιωμένο 1:100 (Πίνακας 1).  

 

Πίνακας 1. Αναλυτικές συγκεντρώσεις του διαλύματος που χρησιμοποιήθηκε στην 

PCR 

ΣΥΣΤΑΤΙΚΑ  ΠΟΣΟΤΗΤΑ ΑΝΑ ΔΕΙΓΜΑ  

DNA 2μl 

Primers 100 pmol/μl 1 μl forward + 1 μl reverse 
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Buffer 10x + 1.5 mM MgCl2 5 μl 

dNTPs 10mM 5 μl 

MgCl2 25mM 5 μl 

Taq πολυμεράση 5 units 0.2 μl 

ddH2O 30.8 μl  

 

Η διαδικασία ενίσχυσης περιλαμβάνει: 

1. Στάδιο αποδιάταξης: Σε αυτό το στάδιο σπάνε οι δεσμοί των δυο αλυσίδων 

του DNA και προκύπτουν δυο μονόκλωνες αλυσίδες. Η διαδικασία αυτή 

γίνεται σε θερμοκρασία 95oC. 

2. Στάδιο σύνδεσης εκκινητών: Σε αυτό το στάδιο προσδένονται οι εκκινητές 

στο 3’ και στο 5 ‘ άκρο αντίστοιχα. Η διαδικασία αυτή γίνεται σε 

θερμοκρασία 53oC. 

3. Στάδιο επιμήκυνσης: Σε αυτό το στάδιο η θερμοκρασία φτάνει στους 72οC 

και η πολυμεράση ξεκινάει την διαδικασία αντιγραφής. 

Στην συνέχεια προσδιορίζονται ποιοτικά τα προϊόντα της PCR με ηλεκτροφόρηση 

σε πήκτωμα αγαρόζης 2% w/v για να βεβαιωθεί ότι  πραγματοποιήθηκε η 

αντίδραση και δεν υπήρξε επιμόλυνση. 

 

3.5 Ηλεκτροφόρηση  

Η ηλεκτροφόρηση είναι μια  διαδεδομένη τεχνική για τον διαχωρισμό και την 

ανάλυση νουκλεϊκών οξέων. Βασίζεται στην κίνηση φορτισμένων μορίων κατά 

μήκος πηκτής αγαρόζης στα άκρα του οποίου εφαρμόζεται ηλεκτρική τάση. Ο 

διαχωρισμός των μορίων γίνεται κατά κύριο λόγο ανάλογα με το μέγεθός τους. 

Η διαδικασία της ηλεκτροφόρησης χωρίζεται σε τρία στάδια. Στο πρώτο στάδιο 

γίνεται η  παρασκευή της πηκτής αγαρόζης. Στο δεύτερο τοποθετούνται τα 

δείγματα στις θέσεις υποδοχής πάνω στην πηκτή και εφαρμόζεται η κατάλληλη 

ηλεκτρική τάση και η βέλτιστη χρονική περίοδο για τον διαχωρισμό των μορίων 

DNA. Και στο τρίτο στάδιο παρατηρούνται τα αποτελέσματα σε πλάκα UV. 

Για την δημιουργία του gel αγαρόζης 2% w/v διαλύονται 1.0 g αγαρόζης σε 50 ml 

ΤΑΕ. Στην συνέχεια προστίθενται 4 μl χρωστική Expert green και τοποθετείται σε 

ειδικά καλούπια ηλεκτροφόρησης μέχρι να στερεοποιηθεί.  
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Αφού στερεοποιηθεί μεταφέρεται σε συσκευή ηλεκτροφόρισης και εκεί κάθε 

πηγάδι της πηκτής φορτώνεται με 8μl δείγμα 5μl χρωστική. Τέλος, η 

ηλεκτροφόρηση εκτελείται σε 150V περίπου για 15 λεπτά. Τα αποτελέσματα της 

ηλεκτροφόρησης παρατηρούνται σε πλάκα UV. 

 

3.6 Αλληλούχιση νέας γενιάς και βιοπληροφορική ανάλυση 

Τα δείγματα που απομονώθηκαν, ομαδοποιήθηκαν ανά μέθοδο, ανά ημέρα και 

στάλθηκαν για αλληλούχιση στην εταιρία BGI. Τα ομαδοποιημένα δείγματα που 

στάλθηκαν ήταν 7. Η αλληλούχιση πραγματοποιήθηκε σε Hiseq2500, PE300 και 

χρησιμοποιήθηκαν 100000 tag sequences. Η αλληλούχιση στόχευε στις 

ευμετάβλητες περιοχές του  16s rDNA V3~V4. Η Βιοπληροφορική ανάλυση που 

ακολουθήθηκε φαίνεται στην Εικόνα 5. 

 

 Εικόνα 5. Pipeline Βιοπληροφορικής ανάλυσης που ακολουθήθηκε 
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4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ  

4.1 OTUs 

Η αλληλούχιση των έξι δειγμάτων είχε ως αποτέλεσμα την ανίχνευση 1408 OTUs 

συνολικά. Στον παρακάτω πίνακα (Πίνακας 2) απεικονίζεται  ο αριθμός των 

αλληλουχιών και των OTUs για κάθε δείγμα.  

 

Πίνακας 2. Αριθμός αλληλουχιών και OTUs ανά δείγμα 

Κωδικός 

Δείγματος 

Θανάτωση Συντήρηση Ημέρες 

μετά την 

εξαλίευση 

Αριθμός 

αλληλουχιών 

Αριθμός 

OTUs 

C0 Πάγος  - 0 78960 273 

S0 Slurry ice  - 0 93260 500 

C4 Πάγος Πάγος 4 88192 181 

S4 Slurry ice Slurry ice 4 109258 191 

CS4 Slurry ice  Πάγος 4 89785 101 

50CS4 1:1 Slurry ice / 

πάγος 

Πάγος 4 107423 162 
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Από τον παραπάνω πίνακα φαίνεται ότι τα περισσότερα OTUs κατά την εξαλίευση 

παρατηρούνται στην θανάτωση με slurry ice (S0) (500), ενώ στην θανάτωση με 

πάγο (CO) τα OTUs είναι σχεδόν τα μισά (273). Τα OTUs μειώθηκαν κατά την 

τέταρτη ημέρα αποθήκευσης σε όλες τις μεταχειρίσεις. Μικρότερος ήταν ο αριθμός 

στην θανάτωση σε slurry ice και αποθήκευση σε πάγο την ημέρα 4 (CS4) (101). 

Αναλυτικά απεικονίζονται στο παρακάτω διάγραμμα (Εικόνα 6). 

 

 

 

Εικόνα 6.  Αριθμός OTUs και σχετική αφθονία. 50CS4: Μέρα 4 σε 1:1 slurry- πάγο, CO: Θανάτωση 

σε πάγο μέρα μηδέν, C4:  Mέρα τέσσερα σε πάγο, CS4: Θανάτωση σε slurry ice και αποθήκευση 

σε πάγο μέρα 4, S0: Θανάτωση σε slurry ice μέρα μηδέν, S4: Μέρα 4 σε slurry ice. 
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4.2 Σύγκριση OTUs ανά μεταχείριση 

Τα κοινά OTUs ανά μεταχείριση φαίνονται στα παρακάτω διαγράμματα Venn 

(Εικόνες 7-9). 170 κοινά OTUs  ανιχνεύτηκαν στο δέρμα των ιχθύων που 

θανατώθηκαν με πάγο και με slurry ice (Εικόνα 7). Δηλαδή το 37% των συνολικών 

OTUs  των ιχθύων που θανατώθηκαν με slurry ice ήταν κοινά με τα OTUs της 

μεταχείρισης CO. Ενώ το 62% των συνολικών OTUs της μεταχείρισης C0 ήταν 

κοινά με την μεταχείριση S0.  

Μείωση των OTUs παρατηρήθηκε μεταξύ της ημέρας μηδέν και της ημέρας 

τέσσερα σε εξαλίευση και αποθήκευση σε πάγο (Εικόνα 8). Τα κοινά OTUs είναι 

110 ενώ το ποσοστό των κοινών OTUs  ανά των συνολικών για την μέρα μηδέν 

και την μέρα 4 είναι 63% και 60%. 
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Εικόνα 7. Κοινά OTUs μεταξύ της θανάτωσης με πάγο (C0) και της θανάτωσης με slurry ice (S0) 

την ημέρα της εξαλίευσης. 

 

 

Εικόνα 8. Κοινά OTUs μετά από τέσσερις μέρες εξαλίευσης και αποθήκευσης σε πάγο (C4), και 

εξαλίευσης και αποθήκευσης σε slurry ice (S4). 

 

Τέσσερις ημέρες μετά την εξαλίευση, ο αριθμός των OTUs ήταν συγκρίσιμος 

μεταξύ όλων των μεταχειρίσεων. Η σύγκριση των μεταχειρίσεων ανά δύο (Εικόνα 

9) ανέδειξε ότι τα ψάρια που θανατώθηκαν σε slurry ice και συντηρήθηκαν σε πάγο 

(CS4) μοιραζόταν κοινά OTUs κατά 69% με ψάρια που θανατώθηκαν και 

αποθηκευτήκαν σε πάγο (C4), 70% με ψάρια που θανατώθηκαν και 

αποθηκεύτηκαν σε slurry ice (S4), και 72% με ψάρια που θανατώθηκαν σε 1:1 

slurry ice- πάγο και αποθηκεύτηκαν σε πάγο (50CS4) και 93% με  με ψάρια που 

θανατώθηκαν σε slurry ice (S0) 
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Αντίστοιχα, τα ψάρια που θανατώθηκαν και συντηρήθηκαν σε πάγο (C4) 

μοιραζόταν κοινά OTUs κατά 46% με ψάρια που θανατώθηκαν και 

αποθηκεύτηκαν σε slurry ice (S4), 39% με ψάρια που θανατώθηκαν σε slurry ice 

και αποθηκεύτηκαν σε πάγο (CS4), και 53%  με ψάρια που θανατώθηκαν σε 1:1 

slurry ice- πάγο και αποθηκεύτηκαν σε πάγο (50CS4). 

Τα ψάρια που θανατώθηκαν και συντηρήθηκαν σε slurry ice (S4) μοιραζόταν κοινά 

OTUs κατά 37% με ψάρια που θανατώθηκαν σε slurry ice και αποθηκεύτηκαν σε 

πάγο (CS4),  47%  με ψάρια που θανατώθηκαν και αποθηκεύτηκαν σε πάγο 

(C4),52 % με ψάρια που θανατώθηκαν σε 1:1 slurry ice- πάγο και αποθηκεύτηκαν 

σε πάγο (50 CS4) και 80% με ψάρια που θανατώθηκαν σε slurry ice (S0).  

 Τα ψάρια που θανατώθηκαν σε 1:1 slurry ice- πάγο και αποθηκεύτηκαν σε πάγο 

(50CS4) μοιραζόταν κοινά OTUs κατά 59% με ψάρια που θανατώθηκαν και 

αποθηκεύτηκαν σε πάγο (C4),  45% με ψάρια που θανατώθηκαν σε slurry ice και 

αποθηκεύτηκαν σε πάγο (CS4) και  61,1% με ψάρια που θανατώθηκαν και 

συντηρήθηκαν σε slurry ice (S4) 
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Εικόνα 9.  Αριθμός κοινών OTUs κατά την ημέρα 4 μετά την εξαλίευση σε 1:1 slurry- πάγο (50CS4) 

και αποθήκευση σε πάγο, την εξαλίευση και αποθήκευση σε πάγο (C4), την εξαλίευση σε slurry ice 

και αποθήκευση σε πάγο (CS4), την εξαλίευση και αποθήκευση σε slurry ice (S4). 
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4.3 Ταξινόμηση βακτηρίων σύμφωνα με το φύλο  

Τα Proteobacteria ήταν το επικρατέστερο φύλο στο μικροβίωμα όλων των 

μεταχειρίσεων που εξετάστηκαν (Εικόνα 10).   

 

Εικόνα 10.  Ταξινομική κατανομή σε επίπεδο φύλου  

 

Κατά την αλίευση, το μικροβίωμα των ψαριών σε slury ice (S0) χαρακτηρίστηκε 

από σημαντικά υψηλότερη παρουσία Bacteroidetes (22,18 %) σε σχέση με αυτά σε 

παγόνερο (C0, 6,63%). Αντιστρόφως, στα C0 ψάρια ήταν υψηλότερη η παρουσία 

Proteobacteria (90,21%) και ήταν δυνατή και η ανίχνευση Actinobacteria (1,30%). 

Τα Actinobacteria ήταν παρόντα στα ψάρια που αλιεύτηκαν σε παγόνερο και την 

ημέρα 4 μετά την αλίευση (C4, 1,30%), στα οποία συνεχίσουν να κυριαρχούν τα 

Protebaceria (92,47%), με αυξημένη παρουσία συγκριτικά με την ημέρα της 

αλίευσης (C0). Αντίστοιχη αύξηση στα Proteobacteria 4 ημέρες μετά την αλίευση 

παρατηρήθηκε και στα ψάρια που αλιεύτηκαν σε slurry ice (S4). Η κυριαρχία των 

Proteobacteria ήταν ακόμη πιο έντονη στα ψάρια που αλιεύτηκαν σε slurry ice και 

αποθηκεύτηκαν σε πάγο (SC4). Στα ψάρια που αλιεύτηκαν σε 1:1 slurry ice- πάγο 
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(50CS4), 4 ημέρες μετά την αλίευση ανιχνεύτηκε η ισχυρότερη παρουσία 

Firmicutes (8,66%). 

 

4.4 Ταξινόμηση βακτηρίων σύμφωνα με τo Γένος 

Σημαντική διαφοροποίηση στα 34 κυρίαρχα γένη βακτηρίων παρατηρήθηκε 

μεταξύ του μικροβιώματος των διαφορετικών μεταχειρίσεων (Εικόνα 11). 

 

 

Εικόνα 11. Ταξινομική κατανομή σε επίπεδο γένους 

 

Το χαρακτηριστικό της αλίευσης σε παγόνερο (C0) ήταν η ισχυρή παρουσία στο 

μικροβίωμα των γενών Pseudoalteromonas (47,5%), Vibrio (16,85%) και 

Escherichia (2,48%), σε αντίθεση με τη αλίευση σε slurry ice (S0), στο οποίο το 

Pseudoalteromonas είχε τέσσερις φορές μικρότερη παρουσία (12,02%) και 

κυριαρχούσε το Marinobacter (20,94%). Τα γένη Alteromonas (8,67%), Balneola 

(4,80%), Shewanella (4,69%), Psychrobacter (4,54%), Halomonas (3,76%) 

Chryseobacterium (3,58%), Vibrio (3,17%), Erythrobacter (2,73%), Alcanivorax 
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(2,75%), Flavobacterium (2,31%) συμπλήρωναν την πλουσιότητα των γενών 

παρόντα στο μικροβίωμα S0. 

Τέσσερις ημέρες μετά την αλίευση σε slurry ice (S4) τα Pseudoalteromonas 

(58,39%) και Psychrobacter (11,65%) είχαν κυριαρχήσει έναντι των άλλων γενών: 

Chryseobacterium (5,22 %), Pseudomonas (3,13%), Marinobacter (2,93%), 

Alteromonas (2,72%), Halomonas (1,55%), Vibrio (1,39%), Muricauda (1,23%), 

Methyloversatilis (1,15%).  

Αντίστοιχα μεγάλες αλλαγές παρουσίασαν τα μικροβιώματα και των υπόλοιπων 

μεταχειρίσεων 4 ημέρες μετά την αλίευση. Το Pseudoalteromonas κυριαρχούσε 

και στα ψάρια που αλιεύτηκαν σε slurry ice και αποθηκεύτηκαν (CS4, 72,12%), 

στα οποία ήταν επίσης έντονη η παρουσία Vibrio (16,80%), ενώ ανιχνεύτηκαν και 

Psychrobacter (4,42%), Carnobacterium  (2,46%) και Shewanella (1,78%). Αυτά 

τα τρία γένη (Shewanella 70,82%, Psychrobacter 11,99%, Carnobacterium 6,92%) 

και το Pseudomonas (8,43%) συνιστούσαν το βασικό κορμό του μικροβιώματος 

των ψαριών που αλιεύτηκαν σε 1:1 slurry- πάγο (50CS4).  Το Psychrobacter  είχε 

την ισχυρότερη παρουσία στο μικροβίωμα των ψαριών που αλιεύτηκαν σε πάγο 

(C4: 39,64%), στο οποίο ανιχνεύτηκαν επίσης σε μεγάλα ποσοστά τα γένη 

Acinetobacter (20,34%), και Stenotrophomonas (18,99%).  

Τέλος, τα γένη Alcanivorax, Balneola, Chryseobacterium και Idiomarina 

παρατηρήθηκαν αποκλειστικά σε ψάρια που αλιεύτηκαν και αποθηκεύτηκαν σε 

slury ice (S0, S4) 

 

4.6  Ταξινόμηση βακτηρίων σύμφωνα με τo είδος 

Τα μικροβιώματα που εξετάστηκαν περιείχαν ένα μεγάλο αριθμό ειδών (78,65 - 

95,33%) που δεν ταυτοποιήθηκε με τις βάσεις αναφοράς. Στην Εικόνα 12 

απεικονίζεται η κατανομή των ταυτοποιημένων βακτηριακών ειδών σε κάθε 

μεταχείριση.  

Τα είδη  Vibrio harveyi (11,60%) και  Vibrio fortis (2,30%) παρατηρήθηκαν 

αποκλειστικά την ημέρα της αλίευσης τόσο σε ψάρια που αλιεύτηκαν σε πάγο (C0) 

όσο και σε slury ice (S0). Αντιθέτως, το είδος Alcanivorax venustensis 

παρατηρήθηκε αποκλειστικά σε ψάρια που αλιεύτηκαν και αποθηκεύτηκαν σε (S0, 

S4). Το είδος Escherichia coli  παρατηρήθηκε σε ψάρια που αλιεύτηκαν σε πάγο 
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(C0: 2,42%) για να εμφανιστεί σημαντικά μειωμένο τέσσερις μέρες μετά την 

αλίευση και μόνο σε ψάρια που αλιευτήκαν και αποθηκέυτηκαν σε πάγο (C4) και 

σε slurry ice (S4).  

 

 

Εικόνα 12. Ταξινομική κατανομή σε επίπεδο είδος 

 

Τρία είδη Psychobacter ταυτοποιήθηκαν σε όλα τα μικροβιώματα, με ισχυρότερη 

παρουσία σε ψάρια που αλιεύτηκαν και αποθηκεύτηκαν σε πάγο (C4).  Το είδος 

Carnobacterium viridans ανιχεύτηκε μόνο τέσσερις μέρες μετά την αλίευση και 

είχε την εντονότερη παρουσία (6,72%) στα ψάρια που αλιεύτηκαν σε 1:1 slurry ice- 

πάγο (50CS4).  Σε αυτά τα ψάρια ταυτοποιήθηκαν και δύο είδη Pseudomonas 

(Pseudomonas veronii 6,25%, Pseudomonas fragi 1,92%).   

 

 

5. ΣΥΖΗΤΗΣΗ  

Στην συγκεκριμένη εργασία μελετήθηκε το βακτηριακό μικροβίωμα στην 

επιφάνεια του δέρματος του λαβρακιού με αλληλούχηση νέας γενιάς.  Σκοπός ήταν 

να παρατηρηθεί η εξέλιξη της σύνθεσης του μικροβιώματος με τρεις τρόπους 

εξαλίευσης  και αποθήκευσης. Συγκεκριμένα οι τρόποι εξαλίευσης ήταν σε πάγο, 

σε slurry ice και 1:1 πάγο/slurry ice. 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
10/06/2024 05:28:11 EEST - 3.145.98.188



31 
 

Συνολικά ταυτοποιήθηκαν 38 γένη βακτηρίων συμπεριλαμβανομένων και ειδών 

που είναι υπεύθυνα για  την αλλοίωση και υποβάθμιση των τροφίμων και ιδιαίτερα 

των ιχθύων. Σε επίπεδο είδους ταυτοποιήθηκε πολύ μικρός αριθμός βακτηρίων. Για 

να προσδιοριστούν τα στελέχη των βακτηριών σε επίπεδο είδους πρέπει οι 

αλληλουχίες τους να παρουσιάζουν πολύ μεγάλη ομοιότητα συγκεκριμένα 

μεγαλύτερη ή ίση με 99%  κάτι που δεν συμβαίνει στην συγκεκριμένη περίπτωση. 

Πιο αναλυτικά τα κύρια φύλα βακτηρίων που ανιχνευτήκαν ήταν: Actinobacteria, 

Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria. Και στις έξι μεταχειρίσεις το 

μεγαλύτερο ποσοστό κατείχαν τα Proteobacteria (96-76%). Τα Proteobacteria 

είναι το πιο συνηθισμένο φύλο που αναφέρεται στο μικροβίωμα του δέρματος και 

των βραγχίων του λαβρακιού και της τσιπούρας (Chiarello et al., 2015; Pimentel et 

al., 2017; Tapia-Paniagua et al., 2018). Στη συνέχεια μετά  τα Proteobacteria 

επικρατούν σε μικρότερα ποσοστά τα Bacteroidetes, ενώ μετά από τέσσερις μέρες 

συντήρησης τα Bacteroidetes μειώνονται και αυξάνονται τα Firmicutes. Τα 

Bacteroidetes έχουν επίσης ανιχνευτεί στο μικροβίωμα του λαβρακιού (Chiarello 

et al., 2015; Tapia-Paniagua et al., 2018). Η μείωση τους μετά από τέσσερις μέρες 

φαίνεται να οφείλεται στις θερμοκρασίες αποθήκευσης (Zheng et. al., 2020). 

 Σε επίπεδο γένους στην συγκεκριμένη εργασία βρέθηκε μεγάλη ποικιλία σε κάθε 

μεταχείριση. Τα κυρίαρχα γένη που εντοπίστηκαν στην θανάτωση με πάγο είναι τα 

Pseudoalteromonas (47,5%), Vibrio (16,85%) και Psycobacter (8,48%) ενώ 

παρατηρήθηκε και ένα ποσοστό Escherichia (2,48%). Η ύπαρξη του γένους 

Pseudoalteromonas είναι ευνοϊκή καθώς τα βακτήρια αυτού του γένους  ασκούν 

ανταγωνιστικές δράσεις σε βακτήρια που είναι επιβλαβή για τα ψάρια (Aranda et 

al., 2012). Μερικά είδη των Pseudoalteromonas έχουν αντιβακτηρική, αντιική και 

ανττιμυκιτιακή δράση (Holmström et al., 2002), ενώ έχει αποδεχτεί η μεγάλη τους 

αποτελεσματικότητα έναντι τους γένους Vibrio και πιο συγκεκριμένα του Vibrio 

anguillarum και του Vibrio parahaemolyticus (Aranda et al., 2012; Wesseling et 

al., 2016). Σε μεγάλο ποσοστό εμφανίζεται και το γένος Vibrio που αποτελείται 

από δυνητικά παθογόνα βακτήρια. Η ύπαρξη του όμως είναι λογική καθώς είναι 

βακτηριακό γένος που έχει ανιχνευτεί στο μικροβίωμα του λαβρακιού και σε 

προηγούμενη μέλετη (Rosardo et al., 2019). Το γένος Echerichia που παρατηρείται 

είναι ασυνήθιστο για την επιφάνεια του δέρματος καθώς συναντάται συνήθως στην 
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εντερική χλωρίδα. Το γεγονός αυτό μπορεί να οφείλεται είτε σε μολυσμένα ύδατα 

ή ιζήματα (Aryal , 2020). 

Επιπλέον κατά την αλίευση με slurry ice τα κυρίαρχα γένη που εντοπίστηκαν είναι 

τα  Marinobacter (20,94%), Pseudoalteromonas (12,02%), Alteromonas (8,67%), 

Balneola (4,80%), Shewanella (4,69%), Psychrobacter (4,54%), Halomonas 

(3,76%), Chryseobacterium (3,58%) και Vibrio (3,17%). Σε αντίθεση με την 

εξαλίευση σε πάγο, παρατηρούνται  μικρότερα ποσοστά σε Vibrio. Στο παρακάτω 

γράφημα (Εικόνα 13) φαίνεται πως διαφοροποιούνται τα βακτηριακά γένη την 

ημέρα της εξαλίευσης σε κάθε μεταχείριση. 

 

Εικόνα 13: Σύγκριση των βακτηριακών γενών την μέρα μηδέν μεταξύ της εξαλίευσης σε slurry ice 

(S0) και σε πάγο (C0).  

 

Μετά από τέσσερις μέρες αποθήκευσης σε πάγο τα κύρια γένη που παρατηρούνται 

είναι Psychrobacter (39,64%), Acinetobacter (20,34%), Stenotrophomonas 

(18,99%), Pseudoalteromonas (4,80%), Pseudomonas (2,32%), Shewanella 

(1,75%). Δεν παρατηρείται το γένος Εcherichia που σημαίνει ότι επικράτησε 

κάποιο ανταγωνιστικό είδος. Μεγάλη αύξηση παρατηρείται στα Psychrobacter σε 
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σχέση με την μέρα μηδέν. Αυτό συμβαίνει επειδή τα γένη Psychobacter και 

Pseudomonas αντέχουν σε χαμηλές θερμοκρασίες και  επικράτησαν έναντι άλλων 

(Zhang et al., 2019). Επίσης, και τα βακτηριακά είδη του γένους Shewanella 

αναπτύσσονται σε χαμηλές θερμοκρασίες.  Σύμφωνα με προηγούμενες 

βιβλιογραφικές αναφορές, τα βακτηριακά γένη Shewanella και Pseudomonas 

θεωρούνται υπεύθυνα για την αλλοίωση πολλών τροφίμων συμπεριλαμβανομένου 

και του λαβρακιού  (Wang et al., 2017). 

Μετά την τέταρτη μέρα αποθήκευσης σε slurry ice τα κύρια γένη που 

παρατηρούνται είναι τα Pseudoalteromonas (58,39), Psychrobacter (11,65%), 

Chryseobacterium (5,22 %), Pseudomonas (3,13%), Marinobacter (2,93%), 

Alteromonas (2,72%), Halomonas (1,55%), Vibrio (1,39%). Σε αυτή την 

μεταχείριση δεν βρέθηκε καθόλου Shewanella όπως την μέρα μηδέν και την μέρα 

τέσσερα αποθήκευση σε πάγο, γεγονός που συμφωνεί με προηγούμενη μελέτη στην 

οποία τα ψυχρότροφα βακτήρια στο δέρμα των  ιχθύων και στην συγκεκριμένη 

μελέτη στο δέρμα της σαρδέλας μειώνονται σε συντήρηση σε slurry ice σε σχέση 

με την συντήρηση σε πάγο (Cambos C., et.al., 2005). Ενώ το γένος  Pseudomonas 

δεν έχει μεγάλες διαφορές με την μέρα τέσσερα αποθήκευσης σε πάγο. Σε 

αποθήκευση σε slurry ice έχει αποδειχτεί ότι τα Pseudomonas αναπτύσσονται πιο 

αργά σε σχέση με την αποθήκευση σε πάγο (Annamalai J., et.al., 2018). 

Τα γένη που βρέθηκαν στα λαβράκια που αποθηκευτήκαν σε 1:1 πάγο – slurry ice 

μετά από τέσσερις μέρες δεν ήταν πολλά. Συγκεκριμένα βρέθηκαν τα Shewanella 

(70,82%), Psychrobacter (11,99%), Pseudomonas (8,43%), Carnobacterium 

(6,92%) και Trichococcus (1,84 %). Μεγαλύτερα ήταν  τα ποσοστά της Shewanella 

και Pseudomonas σε σχέση με κάθε άλλη μεταχείριση. 

Στην μεταχείριση αλίευσης σε slurry ice και αποθήκευση σε πάγο μετά από 

τέσσερις μέρες παρατηρούνται τα γένη Pseudoalteromonas (72,12%), Vibrio 

(16,80 %), Psychrobacter (4,42 %), Carnobacterium  (2,46%) Shewanella (1,78%). 

Το γένος Shewanella βρίσκεται σχεδόν στα ίδια ποσοστά με την μέρα τέσσερα σε 

πάγο. Δεν παρατηρείται καθόλου το γένος Pseudomonas. Στο παρακάτω γράφημα 

(Εικόνα 14) φαίνεται πως διαφοροποιούνται τα βακτηριακά γένη την ημέρα 4 σε 

κάθε μεταχείριση. 
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Εικόνα 14: Σύγκριση των βακτηριακών γενεών την μέρα τέσσερα μεταξύ των μεταχειρίσεων  1:1 

slurry- πάγο (50CS4), αποθήκευση σε slurry ice (S4), αποθήκευση σε πάγο (C4) και θανάτωση σε 

slurry ice και αποθήκευση σε πάγο (CS4). 

 

6.ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ  

Όλα τα παραπάνω αποτελέσματα μας δείχνουν διαφορές στην κατανομή 

βακτηρίων  μεταξύ  των μεθόδων. Την μέρα της εξαλίευσης τα OTUs που 

ανιχνεύτηκαν με την μέθοδο του slurry ice  ήταν περισσότερα από αυτά από την 

εξαλίευση με πάγο. Κατά την αποθήκευση σε slurry ice και πάγο το ποσοστό των 

αλλοιογόνων βακτηρίων ήταν χαμηλό σε αντίθεση με την εξαλίευση σε 1:1 πάγο- 

slurry ice και αποθήκευση σε πάγο όπου τα ποσοστά της Shewanella και 

Pseudomonas ήταν πολύ μεγαλύτερα. Στην αποθήκευση με πάγο μετά από 

θανάτωση σε slurry ice η παρουσία των Vibrio ήταν επίσης υψηλή. 

Η χρήση της αλληλούχησης νέας γενιάς σε τέτοιου είδους μελέτες παράγει 

σημαντικό αριθμό πληροφοριών ως προς το πλήθος των γενών που 

αποκαλύπτονται σε αντίθεση με την καλλιέργεια βακτηρίων όπου υπάρχουν 
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μικροοργανισμοί που δεν αναπτύσσονται λόγω ανταγωνισμού Στην βιβλιογραφία 

μέχρι στιγμής δεν υπάρχουν αρκετές μελέτες για την αλληλούχηση του 

μικροβιώματος  μετά την εξαλίευση των ιχθύων. Θα πρέπει να γίνουν περαιτέρω 

μελέτες με την μέθοδο NGS για την διερεύνηση του μικροβιώματος των ιχθύων 

μετά την εξαλίευση τους και μετά την αποθήκευση τους. 
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