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Περίληψη  

Ο ιός της λεμφοκύστης ανήκει στην οικογένεια Iridoviridae και έχει ανιχνευτεί σε 

περισσότερα από 125 είδη ψαριών. Η ασθένεια έχει μεγάλη γεωγραφική εξάπλωση και 

χαρακτηρίζεται από το σχηματισμό μικρών οζιδίων. Ο τρόπος μετάδοσης του ιού δεν 

έχει ακόμα αποσαφηνιστεί ενώ μόνο η οριζόντια μετάδοση του ιού μέχρι σήμερα έχει 

επιβεβαιωθεί. Σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν η ανίχνευση του ιού της 

λεμφοκύστης σε αυγά και λάρβες τσιπούρας προερχόμενα από ασυμπτωματικούς 

γεννήτορες. Γονιμοποιημένα αυγά και λάρβες τσιπούρας από ιχθυογεννητικό σταθμό με 

ιστορικό στον ιό της λεμφοκύστης εξετάστηκαν με σκοπό την ανίχνευση του 

συγκεκριμένου ιού με την τεχνική LAMP. Πραγματοποιήθηκαν συνολικά δέκα 

δειγματοληψίες. Μία δειγματοληψία αυγών 2 ημέρες πριν την εκκόλαψη και εννιά 

δειγματοληψίες λαρβών τις ημέρες 2, 6, 10, 14, 18, 22, 26, 30 μετά την εκκόλαψη. Σε 

κάθε δειγματοληψία λαμβάνονταν 10 δείγματα, στα οποία γινόταν απολύμανση με 

διάλυμα ιωδίου 50mg/l για 10΄. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα ο ιός ανιχνεύτηκε τόσο 

στα αυγά όσο και στις λάρβες σε ποσοστά προσβολής 70% και 80-100% αντίστοιχα 

ενισχύοντας την πιθανότητα της κάθετης μετάδοσης του ιού. Η απολύμανση με 

διάλυμα ιωδίου δεν επηρέασε την μετάδοση του ιού γεγονός που υποδεικνύει ότι έγινε 

πιθανόν μέσω του εμβρύου. Τέλος η ζωντανή τροφή πιθανόν δεν επηρέασε τη 

μετάδοσης του ιού αφού τα ποσοστά προσβολής παρέμειναν υψηλά πριν και μετά τη 

χορήγηση της. 

Λέξεις κλειδιά: λεμφοκύστη, αυγά και λάρβες τσιπούρας, κάθετη μετάδοση, Loop-

mediated isothermal amplification (LAMP)  
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Abstract 

 

Lymphocystis disease virus (LCDV) is a member of Iridoviridae family and it has been 

reported from over 125 fish species. It is a widely spread disease and its main sign is the 

appearance of small white to grey nodular lesions. The transmission of this virus has not 

been completely elucidated, while direct transmission is accepted. In the present study 

LCDV was detected in fertilized eggs and larvae from asymptomatic gilthead seabream 

broodstock of a hatchery with previous reports in this disease, by LAMP. Ten samplings 

were carried out in total. One egg sampling -2 day pre-hatching and nine larvae 

samplings 2, 6, 10, 14, 18, 22, 26, 30, 34 days post-hatching. 10 samples were examined 

in each sampling after disinfection by dipping in active iodine 50mg/l for 10 min. 

According to the results, LCDV was detected in eggs and larvae with prevalence 70% 

and 80-100%, respectively, indicating its potential vertical transmission. Disinfection by 

dipping in active iodine did not change prevalence indicating intra-ovum transmission. 

Finally feeding with live food probably did not affect the virus transmission as 

prevalence remained in the same high levels before and after its supply.  

 

Keywords: Lymphocystis Disease Virus, gilthead seabream eggs and larvae, vertical 

transmission, Loop-mediated isothermal amplification (LAMP)  
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

1.1.Γενικά για υδατοκαλλιέργειες 

 

Οι υδατοκαλλιέργειες περιλαμβάνουν την εντατική εκτροφή ιχθύων, δίθυρων 

και μαλακίων, υπό ελεγχόμενες συνθήκες. Αποτελούν τον ταχύτερα αναπτυσσόμενο 

τομέα παραγωγής τροφίμων, εξαιτίας της αυξημένης ζήτησης των ιχθύων. Οι 

υδατοκαλλιέργειες στην Ελλάδα ξεκίνησαν από το 1951, στην προσπάθεια 

εμπλουτισμού των ορεινών ρέοντων υδάτων με την ιριδίζουσα πέστροφα (Oncorynchus 

mykiss), ενώ τώρα είναι από τις πιο δυναμικές χώρες στην μεσόγειο για την εντατική 

εκτροφή τσιπούρας και λαβρακιού (Κλαουδάτος & Κλαουδάτος 2010). Η εντατική 

εκτροφή των υδρόβιων οργανισμών είχε ραγδαία ανάπτυξη κατά την αρχή του 

εικοστού αιώνα παγκοσμίως. Πιο συγκεκριμένα, στην Ελλάδα αναπτύχθηκε ο κλάδος 

της υδατοκαλλιέργειας εξαιτίας των ευνοϊκών κλιματολογικών συνθηκών που 

επικρατούν και την αυξημένης αλιευτικής πίεσης που δέχονταν τα ιχθυαποθέματα 

(Φώτης & Αγγελίδης, 2003). Αξίζει να σημειωθεί ότι τα κύρια είδη εκτροφής στην 

Ελλάδα είναι η τσιπούρα και το λαβράκι με συνολική παραγωγή περίπου 120000 

τόνους το 2004. Το ποσό αυτό αντιπροσωπεύει το 49% της συνολικής παραγωγής των 

Μεσογειακών χωρών (Παπουτσόγλου 2008). 

 

1.2.Εντατική εκτροφή τσιπούρας 

 

Η τσιπούρα (Sparus aurata) ανήκει στη οικογένεια Sparidea και είναι ένα από τα 

κύρια θαλάσσια είδη, στο οποίο η εντατική εκτροφή είναι επιτυχής. Η πρώτη εκτροφή 

της, έγινε στην αρχή της δεκαετίας του 1980 στην Ιταλία, τη Γαλλία και την Ισπανία, 
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ενώ στην Ελλάδα πραγματοποιήθηκε στο τέλος της ίδιας δεκαετίας. Μέχρι σήμερα, η 

Ελλάδα είναι η πρώτη σε παραγωγή χώρα της τσιπούρας στη Μεσόγειο και την 

Ευρώπη (Παπουτσόγλου, 2008). Στη φύση, η τσιπούρα διαβιεί στο σε αμμώδεις 

πυθμένες ή με βλάστηση σε παράκτιες περιοχές με απόσταση από την ακτή από 1 έως 

30 μέτρα. Πολλές φορές εισέρχεται σε λιμνοθάλασσες και σε δέλτα ποταμών και είναι 

μοναχικό ψάρι ή σχηματίζει μικρά κοπάδια. Είναι σαρκοφάγο είδος και τρέφεται 

κυρίως με ζωοπλαγκτόν, μικρά καρκινοειδή, πολύχαιτους, μαλάκια, έντομα, 

οστρακοειδή και με μικρά ψάρια (Fishbase). Επιπλέον, είναι πρωτανδρικό είδος και η 

αλλαγή φύλου πραγματοποιείται στην ηλικία των 2 με 3 ετών. Η ωοτοκία στη 

Μεσόγειο έχει παρατηρηθεί κατά τους μήνες Σεπτέμβριο έως Δεκέμβριο και τα αυγά 

είναι πελαγικά. Το είδος της τσιπούρας έχει βρεθεί στη Μεσόγειο, στον Ανατολικό 

Ατλαντικό, στα Βρετανικά νησιά, στα Στενά Γιβραλτάρ, στο Πράσινο ακρωτήριο, στα 

Κανάρια νησιά και στη Μαύρη θάλασσα (Εικόνα 1).  
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Εικόνα 1: Απεικόνιση της γεωγραφικής εξάπλωσης της τσιπούρας (Sparus aurata, 

Linnaeus, 1758) (πηγή: fishbase.org.) 

Οι κύριες χώρες παραγωγής τσιπούρας από εντατική εκτροφή είναι η Ελλάδα 

με 49 %, η Τουρκία με 15 %, η Ισπανία με 14 %, η Ιταλία με 6 %, η Κροατία, η 

Αίγυπτος, η Γαλλία, η Μάλτα, το Μαρόκο, η Πορτογαλία, το Ισραήλ με 3 %, το 

Κουβέιτ και το Ομάν. Για την εντατική εκτροφή χρησιμοποιούνται δεξαμενές 

χωρητικότητας 200 έως 3.000 κυβικά μέτρα ενώ το FCR έχει παρατηρηθεί στο 1,3-

1. Από την αρχή της πάχυνσης της τσιπούρας έως το εμπορεύσιμο μέγεθος, το 

οποίο είναι 350-400 γραμμάρια, χρειάζεται να περάσουν περίπου 16 μήνες σε 

θερμοκρασίες από 18
ο
 C έως 26

ο
 C. Η διατροφή των εκτρεφόμενων ιχθύων 

χωρίζεται σε τρεις κατηγορίες. Στα εναρκτήρια σιτηρέσια, στα σιτηρέσια κύριας 

εκτροφής και στα σιτηρέσια γεννητόρων. Τα εναρκτήρια σιτηρέσια χορηγούνται 

έως τα 2 γραμμάρια ατόμων, και περιλαμβάνουν ζωντανή τροφή, όπως τροχόζωα 

εμπλουτισμένα με πολυακόρεστα λιπαρά οξέα (FAO). 
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1.3.Ασθένειες 

 

Εξαιτίας της μεγάλης και ταχείας ανάπτυξης των υδατοκαλλιεργειών, έχουν 

δημιουργηθεί αρκετά προβλήματα στις μονάδες εντατικής εκτροφής από νοσήματα. 

Πιο συγκεκριμένα, υπάρχουν νοσήματα που οφείλονται σε περιβαλλοντικούς 

παράγοντες, σε ιούς, βακτήρια, παράσιτα, μύκητες, αλλά και σε διατροφικά σφάλματα 

και νεοπλάσματα. Για  αυτό το λόγο κρίνεται αναγκαία η επίλυση αυτών των 

προβλημάτων, που προκαλούν μεγάλες ζημίες στις υδατοκαλλιέργειες (Coscelli et al. 

2014). Έχουν πραγματοποιηθεί αρκετές μελέτες που αφορούν την ανίχνευση, 

αντιμετώπιση και πρόληψη των ασθενειών, αλλά ο κλάδος της ιχθυοπαθολογίας είναι 

ακόμα στο στάδιο της εξέλιξης. Συνεπώς, απαιτείται η συνεχής μελέτη και έρευνα των 

νοσημάτων, με σκοπό την επίλυση των προβλημάτων. Εξαιτίας της μεγάλης ανάπτυξης 

της υδατοκαλλιέργειας, υπάρχει μεγάλη ανάγκη για την πρόληψη και την 

καταπολέμηση των ασθενειών στα εκτρεφόμενα ψάρια (Φώτης & Αγγελίδης, 2003). Η 

γνώση της ιχθυοπαθολογίας είναι απαραίτητη για την αντιμετώπιση των ασθενειών, 

αλλά και για την προστασία της δημόσιας υγείας από τα νοσήματα των ψαριών, τα 

οποία μεταδίδονται στον άνθρωπο. Η διάγνωση από τα εξωτερικά εμφανή συμπτώματα 

είναι δύσκολη εξαιτίας των παρόμοιων συμπτωμάτων που παρουσιάζουν οι 

περισσότερες από τις ασθένειες των ψαριών (Antuofermo et al. 2014). Συνεπώς, πολλές 

φορές, όταν πλέον εκδηλωθεί η ασθένεια, είναι αργά για οποιαδήποτε ενέργεια. Ακόμη, 

τα περισσότερα βακτήρια και μύκητες που προκαλούν τέτοια προβλήματα, υπάρχουν 

ούτως ή άλλως στο περιβάλλον, ως μέρος της φυσικής χλωρίδας και πανίδας του, χωρίς 

να είναι παθογόνα. Παρ’ όλα αυτά, όταν πραγματοποιηθούν αλλαγές στις συνθήκες του 

νερού (όπως αλλαγές θερμοκρασίας, pH, κ.λπ.), δημιουργείται καταπόνηση στα ψάρια 
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με αποτέλεσμα να γίνονται ευάλωτα σε τέτοιες παθήσεις. Εφόσον αρκετές ασθένειες 

έχουν σαν συνέπεια την μεγάλη θνησιμότητα, η έγκαιρη διάγνωση αυτών είναι αρκετά 

σημαντική, εξαιτίας της οικονομικής ζημίας των μονάδων εκτροφής (Zhanga et al. 

2014). 

 

1.4.Ο ιός της λεμφοκύστης (lymphocystis disease virus, LCDV) 

 

Ο ιός της λεμφοκύστης (LCDV) ανήκει στην οικογένεια Iridoviridae και έχει 

ανιχνευτεί σε αρκετά είδη ψαριών. Έχουν βρεθεί αρκετά στελέχη του ιού, όπως o 

LCDV-1, ο οποίος έχει ανιχνευτεί σε πλατύψαρα της Ευρώπης, ο LCDV-C, ο LCDV-

cn και ο LCDV-RC σε πλατύψαρα της Κίνας, καθώς και ο LCDV-K1 και ο LCDV-RF 

στην Κορέα (Wenbin et al. 2010, Tidona et al. 1997). Προσβάλει αρκετά άγρια και 

εντατικώς εκτρεφόμενα είδη γλυκών, υφάλμυρων και θαλασσινών νερών παγκοσμίως. 

Παρ’ όλα αυτά, η πρώτη απομόνωση του ιού από άτομα εκτρεφόμενης τσιπούρας 

πραγματοποιήθηκε στο Ισραήλ (Alonso et al. 2005). Μπορεί να μολύνει πάνω από 140 

είδη ιχθύων και έχει βρεθεί σε πολλές χώρες της Ευρώπης, της Αμερικής και τα 

τελευταία χρόνια σε πολλές χώρες της Ασίας, όπως στην Κίνα, στην Ιαπωνία και στην 

Κορέα (Li et al. 2010). Ο ιός της λεμφοκύστης προσβάλει αρκετά είδη, που ανήκουν σε 

περισσότερες από 34 οικογένειες παγκοσμίως. Σε μερικά είδη που μελετήθηκαν, 

βρέθηκαν οζίδια στην περιοχή των πτερυγίων και στον συνδετικό ιστό κάτω από την 

επιδερμίδα (Hossain and Oh 2011).  

  Ο ιός σπάνια προκαλεί μεγάλη θνησιμότητα στα ψάρια, αλλά τα καθιστά μη 

εμπορεύσιμα (Li et al. 2010). Το ποσοστό της θνησιμότητας που προκαλεί, έχει βρεθεί 

περίπου στο 30% σε πλατύψαρα της Κίνας, ενώ τυπικά είναι μια χρόνια ασθένεια, που 
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συνήθως παρατηρείτε ανάρρωση έπειτα από μερικές εβδομάδες και οι κύριες πηγές 

εισόδου του ιού είναι το δέρμα και τα βράγχια (Wenbin et al. 2010, Tidona et al. 1997), 

ενώ δεν έχει μελετηθεί περαιτέρω η κάθετη μετάδοση. Ο ιός της λεμφοκύστης είναι μια 

αυτοπεριοριζόμενη και χρόνια ασθένεια και εμφανίζει οζίδια κυρίως στο δέρμα, στα 

πτερύγια και στην ουρά. Αν και δεν προκαλεί μεγάλα ποσοστά θνησιμότητας, τα 

μολυσμένα άτομα είναι ευαίσθητα σε άλλες δευτερογενείς ασθένειες και παρουσιάζουν 

χαμηλή ανάπτυξη. Για αυτό το λόγο, η εκδήλωση της ασθένειας μπορεί να προκαλέσει 

μεγάλη οικονομική ζημία στις εντατικές εκτροφές (Alonso et al. 2005).  

Ο ιός της λεμφοκύστης εμφανίζει οζίδια με υπερτροφικά βλαστικά κύτταρα στο 

δέρμα και στα πτερύγια, όπως φαίνεται στην Εικόνα 2 (Cano et al. 2006). Τα 

υπερτροφικά κύτταρα της λεμφοκύστης βρίσκονται κυρίως στο δέρμα, στα πτερύγια 

και μερικές φορές γύρο από το στόμα (Jang et al. 2011). Τα ώριμα κύτταρα του ιού 

περιβάλλονται από μια υαλώδη κάψουλα, που περιέχει θειικές γλυκοπρωτεΐνες, 

φωσφολιπίδια και γλυκολιπίδια (Cano et al. 2009). Πολλοί παράγοντες μπορούν να 

πυροδοτήσουν τα συμπτώματα της ασθένειας, όπως η καταπόνηση, η διατροφή των 

ατόμων και οι φυσικοχημικοί παράγοντες (Cano et al. 2006). Παρ’ όλα αυτά, τα 

μολυσμένα άτομα αναρρώνουν έπειτα από μερικές βδομάδες (Cano et al. 2009).  
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Εικόνα 2: Απεικόνιση μολυσμένου ατόμου τσιπούρας με τον ιό της λεμφοκύστης, όπου 

τα συμπτώματα της ασθένειας είναι εμφανή (Dezfuli et al. 2012).  

 

Για την ανίχνευση του ιού χρησιμοποιούνται αρκετές μέθοδοι, όπως η 

κυτταροκαλλιέργεια, η ανάπτυξη πολύκλωνων αντισωμάτων και ανοσοαποτύπωση, η 

υβριδοποίηση in situ και η μέθοδος της ποσοτικής PCR. Επίσης, χρησιμοποιούνται και 

τα μονοκλωνικά αντισώματα, η μέθοδος ELISA και Western blot για την ανίχνευση του 

ιού της λεμφοκύστης (Wenbin et al. 2010, Tidona et al. 1997). 

Σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν η ανίχνευση του ιού της λεμφοκύστης σε 

αυγά και λάρβες τσιπούρας προερχόμενα από ασυμπτωματικούς γεννήτορες, καθώς και 

η εφαρμογή και τροποποίηση πρωτοκόλλων της μοριακής τεχνικής LAMP σε εντατικά 

εκτρεφόμενες τσιπούρες με σκοπό την έγκαιρη διάγνωση του ιού της λεμφοκύστης. 
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

2.1.Λήψη δειγμάτων 

 

Για την πειραματική διαδικασία χρησιμοποιήθηκαν γονιμοποιημένα αυγά και 

λάρβες από τσιπούρα (Sparus aurata), τα οποία προέρχονταν από ιχθυογεννητικό 

σταθμό με ιστορικό στον ιό της λεμφοκύστης. Πραγματοποιήθηκαν συνολικά δέκα 

δειγματοληψίες. Πιο συγκεκριμένα, η πρώτη δειγματοληψία αυγών έγινε την ημέρα -2 

πριν την εκκόλαψη, και οι υπόλοιπες εννέα από λάρβες τις ημέρες 2, 6, 10, 14, 18, 22, 

26, 30 και 34 αντίστοιχα μετά την εκκόλαψη. Σε κάθε δειγματοληψία λαμβάνονταν 

δέκα δείγματα, στα οποία πραγματοποιήθηκε απολύμανση με διάλυμα ιωδίου 50 mg/l 

για δέκα λεπτά για την αποφυγή της επιμόλυνσης (Moretti et al. 1999). Κάθε δείγμα 

τοποθετούνταν σε αποστειρωμένες κυβέττες και αποθηκεύονταν στην κατάψυξη στους 

-80
ο
 C μέχρι την περαιτέρω επεξεργασία του. 

 

2.2.Απομόνωση ολικού γονιδιώματος DNA 

 

Η απομόνωση του ολικού DNA πραγματοποιήθηκε με βάση το πρωτόκολλο 

φαινόλης/χλωροφορμίου (Sambrook et al. 1989) και τα δείγματα διατηρήθηκαν σε 

διάλυμα Tris-EDTA (TE), μέχρι την επεξεργασία τους. Εξαιτίας του μικρού μεγέθους 

των αυγών, στα συγκεκριμένα δείγματα έγινε διαμόρφωση της τεχνικής του 

πρωτοκόλλου, με την μείωση κατά 90% των ποσοτήτων των διαλυμάτων που 

χρησιμοποιήθηκαν. Πιο συγκεκριμένα, για τις λάρβες, χρησιμοποιήθηκαν 500 μl ΤΝΕ, 

100 μl SDS, 100 μl Tris-HCl και 10 μl Proteinase k σε κάθε δείγμα, και έπειτα από 

δίωρη επώαση σε υδατόλουτρο, προστέθηκαν 300 μl φαινόλης και 300 μl 
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χλωροφόρμιο-ισοαμυλική (24/1), ενώ για τα αυγά χρησιμοποιήθηκαν 50 μl TNE, 10 μl 

SDS, 10 μl Tris-HCl και 1 μl Proteinase k, καθώς και 30 μl φαινόλης και χλωροφόρμιο-

ισοαμυλική. Στη συνέχεια τα μίγματα φυγοκεντρίθηκαν στις 12000 στροφές για δέκα 

λεπτά στους 4 °C και χρησιμοποιήθηκε το υπερκείμενο. Σε αυτό, προστέθηκαν 600 μl 

χλωροφόρμιο-ισοαμυλική για τις λάρβες και 60 μl για τα αυγά και φυγοκεντρίθηκαν, 

έτσι ώστε να παραμείνει το υπερκείμενο. Κατόπιν, προστέθηκε 1 ml καθαρής 

αλκοόλης, καθώς και 10 μl sodium acetate στα δείγματα των λαρβών και 100 ml και 1 

μl αντίστοιχα για τα δείγματα των αυγών και τα δείγματα αποθηκεύτηκαν στην 

κατάψυξη στους -20 ° C για τριάντα λεπτά. Έπειτα, οι κυβέττες φυγοκεντρίθηκαν, έτσι 

ώστε να κατακρατηθεί η πελλέτα, η οποία ξεπλύθηκε με 70% αιθανόλη. Τέλος, το 

DNA διαλύθηκε σε διάλυμα TE και φυλάχτηκε στην κατάψυξη στους -80 °C, έως ότου 

χρησιμοποιηθεί. Από την απομόνωση του ολικού DNA των δειγμάτων, τα διαλύματα 

μετρήθηκαν σε nanodrop καθώς και σε οριζόντια ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα 

αγαρόζης 0,8%, με σκοπό την καλύτερη εικόνα της ποσότητας του DNA. 

 

2.3.Μοριακή τεχνική LAMP 

 

Για την μοριακή τεχνική LAMP χρησιμοποιήθηκαν τέσσερις εκκινητές 

σύμφωνα με τη σχετική βιβλιογραφία (Li et al. 2010), οι : 

 FIP(5′-ACCGAAAAAAAGGATTTTAATGGCATTTTACCTCTAACTATTC 

CAAGTCCTA-3′),  

 BIP(5′-CCAGTTCTTCTCCTGTAATCTTTGA-TTTT-GATCAGCAGCAA 

TAC CCG-3′),  

 F3 (5′-AC AAACAGCACCTAAACATG-3′) και  
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 B3(5′-CGAGCACTATTTTCATAAACCAA-3′).  

Για την αντίδραση χρησιμοποιήθηκαν 2μl DNA, 6μl Thermopol Buffer, 0,8 μl 

dNTPs, 2μl Primer FIP και BIP, 1μl Primer F3 και B3, 1μl Bst Taq και συμπληρώθηκε 

με υπερκάθαρο νερό έως τα 25μl. Η αντίδραση επωάστηκε για 1 ώρα στους 60°C και εν 

συνεχεία για 2 λεπτά στους 80°C  για τον τερματισμό της.  

 

2.4.Επαλήθευση τεχνικής 

 

Για την επαλήθευση ανίχνευσης του ιού της λεμφοκύστης και την 

αποτελεσματικότητα της LAMP χρησιμοποιήθηκε οριζόντια ηλεκτροφόρηση σε 

πήκτωμα αγαρόζης ρυθμιστικού διαλύματος TAE 1% καθώς και SYBR-Green ως 

χρωστική ανίχνευσης. Συνολικά εξετάστηκαν 100 δείγματα για την ανίχνευση του ιού 

της λεμφοκύστης. Παράλληλα, ψάρια του είδους Dentex macrophthalmus Bloch1791, 

τα οποία δεν έχουν καταγραφεί ως φορείς του ιού και δεν εμφάνιζαν κλινικά 

συμπτώματα, χρησιμοποιήθηκαν ως μη μολυσμένα δείγματα ενώ ως θετικά δείγματα 

χρησιμοποιήθηκαν μολυσμένες τσιπούρες με τον ιό της λεμφοκύστης, στις οποίες τα 

συμπτώματα της ασθένειας ήταν εμφανή. Πιο συγκεκριμένα, εμφάνιζαν οζίδια στο 

δέρμα και στη στοματική κοιλότητα.  
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ  

 

 

3.1.Απομόνωση ολικού γονιδιώματος DNA 

 

Από τα αποτελέσματα της τεχνικής φαίνεται ότι η ποιότητα του ολικού 

γονιδιώματος ήταν ικανοποιητική, ενώ στα δείγματα αυγών παρατηρήθηκε ελάχιστη 

ποσότητα DNA της τάξης του 9-14 ng/uL. Παρ’ όλα αυτά, η μέθοδος LAMP 

λειτούργησε κανονικά, εξαιτίας της χρήσης 2μl του DNA αντί της συνηθέστερης 

χρήσης 1μl από τα δείγματα. 

 

3.2.Μοριακή τεχνική LAMP 

 

Τα αποτελέσματα από τη μοριακή τεχνική LAMP δείχνουν ότι σε όλες τις 

ημέρες δειγματοληψίας ανιχνεύθηκε ο ιός της λεμφοκύστης. Πιο συγκεκριμένα, τα 

ποσοστά προσβολής του ιού κυμαίνονταν από 70% στα αυγά και 80-100% στις λάρβες 

αντίστοιχα (Γράφημα 1). Επιπλέον, επιβεβαιώθηκε η ύπαρξη του ιού στα θετικά 

δείγματα τσιπούρας, σε αντίθεση με τα δείγματα του είδους D. Macrophthalmus, τα 

οποία βρέθηκαν αρνητικά στον ιό (Εικόνα 3).   
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Γράφημα 1. Ποσοστό προσβολής από τον ιό της λεμφοκύστης για όλες τις δειγματοληψίες, 

αυγά ημέρας -2 πριν την εκκόλαψη και λάρβες ημέρες 2, 6, 10, 14, 18, 22, 26, 30, 34 μετά την 

εκκόλαψη. 

 

 

Εικόνα 3: Αποτελέσματα από την μέθοδο LAMP σε δείγματα λάρβας 26, 30 και 34 ημέρα μετά 

την εκκόλαψη. Το τελευταίο δείγμα είναι γνωστό θετικό του ιού για επαλήθευση της τεχνικής. 
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3.3.Επαλήθευση τεχνικής 

 

Για τις μεθόδους επαλήθευσης της τεχνικής LAMP χρησιμοποιήθηκε η 

χρωστική SYBR-Green, κατά την οποία με την ύπαρξη του ιού, φαινόταν διαφορετικό 

χρώμα. Πιο συγκεκριμένα, το χρώμα στα δείγματα τα οποία ήταν αρνητικά στον ιό 

ήταν πορτοκαλί, ενώ στα δείγματα θετικά στον ιό της λεμφοκύστης παρατηρήθηκε 

αλλαγή χρώματος σε πράσινο. Με αυτόν τον τρόπο επαληθεύεται η ύπαρξη του ιού και 

η αποτελεσματικότητα της τεχνικής LAMP. 
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

Ο ιός της λεμφοκύστης είναι μια από τις πιο συχνά παρατηρούμενες ιογενείς 

ασθένειες των ιχθύων σε εντατικές εκτροφές της τσιπούρας. Αν και δεν προκαλεί 

σημαντικές θνησιμότητες, κάνει τα ψάρια μη εμπορεύσιμα, με αποτέλεσμα την 

οικονομική ζημία των μονάδων εκτροφής. Ο τρόπος μετάδοσης του ιού δεν έχει 

αποσαφηνιστεί, επειδή δεν έχει διερευνηθεί συστηματικά το ενδεχόμενο της κάθετης 

μετάδοσής του, ενώ είναι επιβεβαιωμένη η μετάδοση μέσω του δέρματος, των 

βραγχίων και του πεπτικού σωλήνα (Wolf 1988, Bowser et al. 1999). Σύμφωνα με τους 

Cano et al. (2013) ο ιός της λεμφοκύστης μπορεί να μεταδοθεί από κλινικά υγιείς 

γεννήτορες οι οποίοι είναι ασυμπτωματικοί φορείς και η μετάδοση γίνεται μόνο μέσω 

της επιφάνειας του αυγού όπως και στις περιπτώσεις άλλων ιών (Brock & Bullis 2001). 

Η κάθετη μετάδοση έχει επιβεβαιωθεί σε ιογενείς ασθένειες ψαριών (Bootland et al. 

1991, Breuil et al. 2002, Georgiadis et al. 2001, MacAllister et al. 1993, Mulcahy & 

Pascho 1985, Mushiake et al. 1994, Nylund et al. 2007). Στις περιπτώσεις αυτές ο 

μολυσματικός παράγοντας μπορεί να εντοπίζεται μέσα ή έξω από τους γαμέτες ή το 

έμβρυο. Επίσης, ο ρόλος των θηλυκών και των αρσενικών δεν έχει διευκρινιστεί και η 

μετάδοση σε πολλές περιπτώσεις είναι πιθανό να γίνεται τόσο μέσω του ωαρίου όσο 

και μέσω του σπερματοζωαρίου  (Brock & Bullis 2001).   

Από τα αποτελέσματα της παρούσας έρευνας προέκυψε ότι ο ιός της 

λεμφοκύστης ανιχνεύτηκε τόσο στα αυγά όσο και στις λάρβες που εξετάστηκαν. Αυτό 

σε συνδυασμό με το γεγονός ότι τα δείγματα προέρχονταν από ασυμπτωματικούς 

γεννήτορες και με το ότι δεν υπήρχε ενεργή λοίμωξη ενισχύουν την πιθανότητα της 

κάθετης μετάδοσης του ιού. Η απολύμανση με διάλυμα ιωδίου δεν περιόρισε την 

μετάδοση του ιού, γεγονός που υποδεικνύει ότι έγινε πιθανόν μέσω του εμβρύου σε 
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αντίθεση με τους Cano et al. (2013). Η απολύμανση μπορεί να πραγματοποιηθεί με έξι 

διαφορετικές ουσίες. Πιο συγκεκριμένα, μπορεί να χρησιμοποιηθεί ιώδιο, ενώσεις 

τεταρτοταγούς αμμωνίου (QAC), υπεροξείδια, φαινόλες, χλώριο και γλουταραλδεΰδη 

(Chapman 2003). Στη παρούσα μελέτη, η απολύμανση έγινε με τη χρήση ιωδίου, 

εξαιτίας της βιβλιογραφικής αναφοράς των Cano et al., 2013. 

Επίσης το στάδιο χορήγησης της ζωντανής τροφής κρίνεται ιδιαίτερα σημαντικό 

αφού μέσω αυτής είναι πιθανό να μεταδοθεί ο ιός. Στην παρούσα έρευνα τα ποσοστά 

προσβολής παρέμεινα υψηλά πριν και μετά τη χορήγηση ζωντανής τροφής, γεγονός 

που υποδεικνύει ότι η ζωντανή τροφή πιθανόν δεν επηρέασε τη μετάδοσης του ιού. 

Ο έλεγχος της ασθένειας που οφείλεται στον ιό της λεμφοκύστης βασίζεται σε 

προληπτικές  διαχειριστικές πρακτικές που σχετίζονται με την επιλογή και την εκτροφή 

των γεννητόρων, τη συλλογή και διατήρηση των γαμετών, την εκκόλαψη των αυγών 

και τη διαχείριση των λαρβών (Brock & Bullis 2001). Απαραίτητη προϋπόθεση για την 

εφαρμογή τους είναι η εφαρμογή διαγνωστικών τεχνικών που εξασφαλίζουν έγκαιρη 

και αξιόπιστη διάγνωση πριν την έξαρση της ασθένειας μειώνοντας τις δυσμενείς 

οικονομικές επιπτώσεις στην εντατική εκτροφή της τσιπούρας. 

Η τεχνική LAMP έχει αναπτυχθεί για την εξειδικευμένη, ευαίσθητη και 

ταχύτατη  ενίσχυση των νουκλεϊκών οξέων υπό ισοθερμικές συνθήκες. Η συγκεκριμένη 

μέθοδος χρησιμοποιεί Bst DNA παλυμεράση καθώς και ειδικούς εκκινητές, οι οποίοι 

αναγνωρίζουν ένα σύνολο από έξι διακριτές αλληλουχίες στο DNA στόχο. Το γεγονός 

αυτό, έχει σαν αποτέλεσμα την εξαιρετικά επιλεκτική ενίσχυση του τμήματος του DNA 

(Li et al. 2010). Η τεχνική αυτή παρέχει υψηλή ευαισθησία και επιτρέπει την οπτική 

αξιολόγηση της αντίδρασης με την αλλαγή χρώματος του SYBR-Green, καθώς και τον 

διαχωρισμό των διαφόρων ζωνών διαφορετικού μεγέθους σε ηλεκτροφόρηση σε 
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πήκτωμα αγαρόζης (Notomi et al. 2000). Σύμφωνα με τη σχετική βιβλιογραφία (Li et 

al. 2010) η αντίδραση έχει καλύτερα αποτελέσματα στις θερμοκρασίες από 59
ο
 C έως 

65
ο
 C. Παρ’ όλα αυτά, στην παρούσα εργασία παρατηρήθηκαν βέλτιστα αποτελέσματα 

στους 60
ο
 C. Επιπλέον, η τεχνική LAMP έχει δέκα φορές υψηλότερο όριο 

ανιχνευσιμότητας σε σχέση με την συμβατική τεχνική της PCR, ενώ βρέθηκε 

ισοδύναμο όριο με την real-time PCR.  
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5. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

 

Από τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης ενισχύονται οι πιθανότητες της 

κάθετης μετάδοσης του ιού της λεμφοκύστης, εξαιτίας της ύπαρξης του ιού σε όλες τις 

κλάσεις ηλικίας που εξετάστηκαν. Αυτό σε συνδυασμό με το γεγονός ότι τα δείγματα 

προέρχονταν από ασυμπτωματικούς φορείς και ότι με την απολύμανση με διάλυμα 

ιωδίου δεν περιορίστηκε η ανίχνευση του ιού υποδεικνύει ότι η μετάδοση έγινε πιθανόν 

μέσω του εμβρύου. 

Επιπλέον, υποδεικνύεται ότι η χορήγηση ζωντανής τροφής στις λάρβες πιθανόν 

να μην επηρεάζει τη μετάδοση του ιού, εφόσον τα ποσοστά προσβολής πριν και μετά 

από αυτήν παρέμειναν υψηλά.  

Τέλος, στην παρούσα εργασία παρατηρήθηκαν καλύτερα αποτελέσματα της 

τεχνικής LAMP για την ανίχνευση του ιού της λεμφοκύστης σε σχέση με την 

συμβατική τεχνική της PCR, καθώς η αντίδραση της τεχνικής LAMP ρυθμίστηκε στους 

60
ο
 C για βέλτιστα αποτελέσματα.  
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Εικόνα 4: Αποτελέσματα της ηλεκτροφόρησης των δειγμάτων 2
ης

  και 6
ης

 ημέρας. 
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Εικόνα 5: Αποτελέσματα της ηλεκτροφόρησης των δειγμάτων -2
ης

  και  10
ης

 ημέρας, καθώς και 

δείγματα 2
ης

 και 10
ης

 ημέρας, τα οποία απολυμάνθηκαν. 
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Εικόνα 6: Αποτελέσματα της ηλεκτροφόρησης των δειγμάτων 14
ης

  , 18
ης

 και 22
ης

 ημέρας. 


