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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Η αναισθησία χρησιµοποιείται στην ιατρική για την προσωρινή µείωση ή 

αφαίρεση της αίσθησης, έτσι ώστε να µπορούν να πραγµατοποιηθούν επώδυνες 

διαδικασίες ή χειρουργικές επεµβάσεις. Είναι ουσιαστικά µια αναστρέψιµη κατάσταση 

που προκαλείται από ουσίες µε αναισθητικές ιδιότητες και µπορεί να ανακουφίσει τον 

πόνο και να µειώσει το άγχος παραλύοντας τους µυς.  

Κατά το παρελθόν, έχουν εφαρµοσθεί και άλλες µέθοδοι αναισθησίας εκτός 

των φαρµακευτικών, όπως ο υπνωτισµός και ο πάγος. Στη σηµερινή πρακτική της 

αναισθησίας, αυτές οι µέθοδοι χρησιµοποιούνται σπανιότατα ή καθόλου. 

Ο χειρισµός των υδρόβιων ζώων µέσα και έξω από το φυσικό τους περιβάλλον 

σχεδόν πάντα περιλαµβάνει καταπόνησή τους. Η καταπόνηση κατά τη διάρκεια της 

αιχµαλωσίας και του χειρισµού επηρεάζει και τη συµπεριφορά τους και κατά συνέπεια 

είναι συχνά απαραίτητο να ακινητοποιηθεί το ψάρι πριν γίνει ακόµη και η πιο απλή 

εργασία, π.χ. η αιµοληψία µπορεί να προκαλέσει ανεπιθύµητο στρες. Τα αναισθητικά 

περιορίζουν το στρες και εξασφαλίζουν την ευζωία στα υπό µελέτη ζώα. Η επιλογή του 

αναισθητικού γενικά εξαρτάται από τη διαθεσιµότητα, το κόστος, την ευκολία στη 

χρήση, τη φύση της µελέτης και την ασφάλεια του χειριστή. Είναι απαραίτητο να 

λαµβάνονται υπόψη οι βιολογικοί και περιβαλλοντικοί παράγοντες όταν συγκρίνονται 

µελέτες σχετικά µε το αναισθητικό. Οι βιολογικοί παράγοντες περιλαµβάνουν το είδος, 

το στάδιο του κύκλου ζωής και την ηλικία, το µέγεθος και το βάρος, την 

περιεκτικότητα σε λιπίδια, τη σωµατική κατάσταση και την υγεία του ζώου. Όλοι αυτοί 

οι παράγοντες επηρεάζουν το µεταβολισµό και εποµένως την αποτελεσµατικότητα του 

αναισθητικού. Επίσης, άλλοι παράγοντες είναι οι περιβαλλοντικοί, όπως η θερµοκρασία 

και το pH. 
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Σκοπός της παρούσας µεταπτυχιακής εργασίας ήταν η διερεύνηση της 

επίδοσης των φυσικών αναισθητικών αφ’ ενός µέσα από τους χρόνους που 

διαγράφονται στα στάδια αναισθησίας και ανάνηψης και αφετέρου από το µέγεθος της 

βλάβης που υφίσταται το DNA του ψαριού, χρησιµοποιώντας τη µοριακή τεχνική 

Comet Assay. 

Για τις ανάγκες του πειράµατος που πραγµατοποιήθηκε επιλέχθηκε η τσιπούρα 

(Sparus aurata) γιατί αποτελεί ένα από τα σηµαντικότερα εµπορικά εκτρεφόµενα είδη 

στην Ευρώπη. Στην Ελλάδα υπάρχει σταθερή αύξηση παραγωγής στην 

υδατοκαλλιέργεια µε µεγάλο ποσοστό ( περίπου 80% ) εξαγωγών και σηµαντικό 

µερίδιο στην ευρωπαϊκή αγορά (2,8%). Σχεδόν το 90% της παραγωγής εστιάζεται στη 

µεσογειακή τσιπούρα και λαβράκι, στα οποία η Ελλάδα παράγει περίπου το 50% της 

συνολικής παραγωγής. Συνολικά χρησιµοποιήθηκαν 114 τσιπούρες, µε βάρος 8,816 – 

24,951 g και µέση τιµή (Mean) 15,843 g και, µήκος 8,6 – 14,0 cm και µέση τιµή 

(Mean) 10,5 cm, προερχόµενα από κλειστό κύκλωµα δεξαµενών. Οι συνθήκες κατά τη 

διάρκεια του πειράµατος ήταν οι ακόλουθες: ιχθυοφόρτιση 1 Kgr/m3, θερµοκρασία 210 

C, pH 7,4, συγκέντρωση αµµωνίας 0,5 – 2 ppm, αλατότητα 34, διαλυµένο οξυγόνο 5 – 

7 mg/L. 

Στη συνέχεια διερευνήθηκαν οι πιο γνωστές ουσίες φυτικής προέλευσης στις 

οποίες έχουν πραγµατοποιηθεί µελέτες για την επίδρασή τους ως αναισθητικά στους 

υδρόβιους οργανισµούς. Έτσι δοκιµάστηκαν τα παρακάτω αιθέρια έλαια: αιθέριο έλαιο 

του φυτού Aloysia triphylla, (-λουίζα-), αιθέριο έλαιο του φυτού Eugenia aromatica, (-

γαρυφαλέλαιο-), αιθέριο έλαιο του φυτού Origanum vulgare (-ρίγανη-), αιθέριο έλαιο 

του φυτού Melaleuca alternifolia (-τεϊόδεντρο – tea tree oil), αιθέριο έλαιο του φυτού 

Juniperus communis  (-άρκευθος ή αγριοκυπαρίσσι-), αιθέριο έλαιο του φυτού 
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Cinnamomum zeylanicum (-κανέλα-), ώστε να βρεθεί για το καθ’ ένα η ιδανική δόση 

χορήγησης. Στη συνέχεια χρησιµοποιήθηκαν για το κάθε αναισθητικό 5 άτοµα 

τσιπούρας και για 5, 10, και 15 min παραµονής τους στο κάθε αναισθητικό, αντίστοιχα. 

Καταγράφηκαν οι χρόνοι των σταδίων αναισθησίας και ανάνηψης. Τέλος ανιχνεύθηκαν 

τα επίπεδα καταπόνησης µέσω της ανίχνευσης του κατακερµατισµένου DΝΑ από 

κύτταρα ήπατος ατόµων τσιπούρας, µε τη βοήθεια της µοριακής τεχνικής, "Comet 

Assay" ή single cell gel electrophoresis – (SCGE), ή ανάλυση κοµητών. ∆ηλαδή, µέρος 

των ηπατοκυττάρων που αποµονώθηκαν εξετάστηκαν απευθείας για την εκτίµηση της 

γενοτοξικότητας (ex νίνο εκτίµηση). Οι εικόνες καταγράφηκαν από κάµερα υψηλής 

ανάλυσης και προβλήθηκαν σε οθόνη Η/Υ µέσω του λογισµικού ProgRes Capture Pro 

2.1, ενώ η επεξεργασία και ανάλυση των «κοµητών» έγινε µε το λειτουργικό 

πρόγραµµα CASP 1.2.3.b1. Τέλος, όλα τα αποτελέσµατα που αφορούσαν στους 

χρόνους αναισθησίας, ανάνηψης, θνησιµότητα και tail moment των κοµητών 

επεξεργάστηκαν µε το στατιστικό πρόγραµµα SPSS statistics 17.0 και µε το excel MS 

office 2010. 

Τα αποτελέσµατα που προέκυψαν, έδειξαν ποσοστά γενοτοξικότητας σε όλα 

τα αναισθητικά αλλά µε διαφορετικά ποσοστά. Το µικρότερο ποσοστό εµφανίστηκε 

στην περίπτωση που χρησιµοποιήθηκε το φυσικό αναισθητικό Cinnamomum 

zeylanicum (-κανέλα-). Όσον αφορά στους χρόνους αναισθησίας και ανάνηψης, 

καλύτερη συµπεριφορά έδειξε επίσης το φυσικό αναισθητικό Cinnamomum zeylanicum 

(-κανέλα-). 

Λέξεις κλειδιά: ανάλυση κοµητών, comet assay, ευζωία, καταπόνηση, στρες, 

στάδια ανάνηψης, φυσικά αναισθητικά, τρόποι αναισθησίας. 
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

1.1. Τι ειναι αναισθησία και γιατί χρειάζεται 

Η αναισθησία χρησιµοποιείται στην ιατρική για την προσωρινή µείωση ή 

αφαίρεση της αίσθησης, έτσι ώστε να µπορούν να πραγµατοποιηθούν επώδυνες 

διαδικασίες ή χειρουργικές επεµβάσεις. Είναι ουσιαστικά µια αναστρέψιµη κατάσταση 

που προκαλείται από ναρκωτικές ουσίες και µπορεί να ανακουφίσει τον πόνο, να 

µειώσει το άγχος και να παραλύσει τους µυς (Freeman, 2000).  

Η αναισθησία περιλαµβάνει αναλγησία, ύπνωση, αµνησία, παράλυση. Κατά τη 

διάρκεια της επέµβασης, ο αναισθησιολόγος παρακολουθεί συνεχώς την πίεση του 

αίµατος του ασθενή, την αναπνοή και την καρδιά και να ρυθµίζει τα επίπεδα των 

αναισθητικών αν είναι απαραίτητο. 

Κατά το παρελθόν, έχουν εφαρµοσθεί και άλλες µέθοδοι αναισθησίας εκτός 

των φαρµακευτικών, όπως ο υπνωτισµός και ο πάγος. Στη σηµερινή πρακτική της 

αναισθησίας, αυτές οι µέθοδοι χρησιµοποιούνται σπανιότατα ή καθόλου (Fishbein, 

1976). 

1.2. Αναισθησία στην υδρόβια ζωή 

Ο χειρισµός των υδρόβιων ζώων µέσα και έξω από το φυσικό τους περιβάλλον 

σχεδόν πάντα περιλαµβάνει σωµατική δραστηριότητα του ψαριού. Ο χαρακτηριστικός 

τους αγώνας κατά τη διάρκεια της αιχµαλωσίας και του χειρισµού επηρεάζει και τη 

συµπεριφορά τους και κατά συνέπεια είναι συχνά απαραίτητο να ακινητοποιηθεί το 

ψάρι πριν γίνει ακόµη και η πιο απλή εργασία, π.χ. η αιµοληψία µπορεί να προκαλέσει 

ανεπιθύµητο στρες. Τα αναισθητικά περιορίζουν το στρες και εξασφαλίζουν την ευζωία 
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στα υπό µελέτη ζώα (Ashley, 2006). Η επιλογή του αναισθητικού γενικά εξαρτάται από 

τη διαθεσιµότητα, το κόστος, την ευκολία στη χρήση, τη φύση της µελέτης και την 

ασφάλεια του χειριστή. Οι αναισθητικές ουσίες προσλαµβάνονται µέσω των βραγχίων 

και εισέρχονται γρήγορα στο κυκλοφορικό σύστηµα. Είναι απαραίτητο να λαµβάνονται 

υπόψη οι βιολογικοί και περιβαλλοντικοί παράγοντες όταν συγκρίνονται µελέτες 

σχετικά µε το αναισθητικό. Οι βιολογικοί παράγοντες περιλαµβάνουν το είδος, το 

στάδιο του κύκλου ζωής και την ηλικία, το φύλο, τη σεξουαλική ωριµότητα, τη φυσική 

κατάσταση και την κατάσταση της υγείας του, το µέγεθος και το βάρος, την 

περιεκτικότητα σε λιπίδια, τη σωµατική κατάσταση και την υγεία του ζώου. Όλοι αυτοί 

οι παράγοντες επηρεάζουν το µεταβολισµό και εποµένως την αποτελεσµατικότητα του 

αναισθητικού. Επίσης άλλοι παράγοντες είναι οι περιβαλλοντικοί, όπως η θερµοκρασία, 

το pH και η περιεκτικότητα του νερού στο οποίο διαβιεί σε άλατα, µέταλλα και 

οξυγόνο. (Τσαντήλας και συν. 2005), (Coyle et al., 2004). Σύµφωνα µε τους Marking 

και Meyer, 1985, τα χαρακτηριστικά του ιδανικού αναισθητικού είναι: 

1. χρόνος δράσης µικρότερος των 15 min και προτιµότερο λιγότερο των 3 min 

2. χρόνος ανάνηψης µικρός, 5 min ή λιγότερο 

3. µη τοξικό για τα ψάρια 

4. εύκολο στο χειρισµό και ασφαλές για το χειριστή 

5. δεν έχει µόνιµες επιπτώσεις στη φυσιολογία και συµπεριφορά του ψαριού 

6. απεκκρίνεται ή µεταβολίζεται γρήγορα και δεν αφήνει κατάλοιπα 

7. δεν έχει συσσωρευτικές επιπτώσεις ή προβλήµατα από την επανειληµµένη 

έκθεση σ’ αυτό  

8. έχει χαµηλό κόστος. 
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1.3. Πρωτόκολλο αναισθησίας στα ψάρια 

Σύµφωνα µε τον Gordon J. (2002) δίδονται οι παρακάτω πληροφορίες σχετικά 

µε το πρωτόκολλο αναισθησίας σε ψάρια και αµφίβια.  

Ο εξοπλισµός που απαιτείται προκειµένου να εφαρµοστεί η αναισθησία είναι: 

1. Αναισθητική ουσία 

2. Γάντια  

3. ∆οχεία για µεταφορά, αναισθησία και ανάνηψη 

4. Εξοπλισµός παροχής οξυγόνου. 

1.4. Αναισθησία ψαριών 

1. Νηστεία ψαριού για 12-24 ώρες πριν την αναισθησία. Αυτό ελαττώνει την 

περιττωµατική µόλυνση και τον κίνδυνο της παλινδρόµησης. 

2. Χρήση νερού από το αρχικό δοχείο του ψαριού για τη µεταφορά και την 

αναισθησία. Αν χρησιµοποιηθεί νερό από άλλη πηγή, πρέπει να γίνει προσεκτικά 

διπλασιασµός των ποιοτικών παραµέτρων του νερού  (χλωρίωση, pH, θερµοκρασία και 

αµµωνία) του αρχικού δοχείου. 

3. ∆ιατήρηση του οξυγόνου σε ικανοποιητικό επίπεδο κατά την καταστολή, 

αναισθησία και αποκατάσταση. 
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1.5. Στάδια αναισθησίας – ανάνηψης ψαριού 

Στον Πίνακα 1 φαίνονται τα στάδια αναισθησίας (Inger Hilde Zahl et al. 2012). 

 

Πίνακας 1: Στάδια αναισθησίας. 

Στά

διο  
Επί 
πεδο  

Περιγραφή 
σταδίου / 
επιπέδου 

Εµφάνιση  Κολυµβητική  
δραστηριότητα 

Ισορροπία  Έλλειψη  
αντίδρασης 

Μυικός  
τόνος 

Αναπνοή  Καρδιακός  
ρυθµός 

0  Κανονική  Κανονική  Κανονική  Κανονική  Κανονική  Κανονικός  Κανονική  Κανονικός 
I  Ελαφρά  

νάρκωση 
Αποπροσανατο
λισµένος 

Μειωµένη  Κανονική  Λιγότερη  
από 
κανονική 

Κανονικός Κανονική  Κανονικός 

II  Στάδιο  
διέγερσης  

Ενθουσιασµέν
ο  

Αυξηµένη  Αγωνίζεται  
να 
ισορροπήσει 

Κανονική  ή 
υπερβολική 

Κανονικός Ανώµαλη  
ή αυξηµένη 

Ακανόνι 
στος  ή 
αυξηµένος 

III 1 Ελαφρά 
αναισθησία 

Αναίσθητο  Σταµατηµένη  Χαµένη  Αντιδρά  σε 
ισχυρά 
ερεθίσµατα 
αφής 

Μειωµένος  Κανονική  
ή µειωµένη 

απλός 

 2 Χειρουργική  Αναίσθητο  Σταµατηµένη  Χαµένη  Καµία  Χαλαρός  Μικρή  Χαµηλός  
 3 Βαθειά  

νάρκωση 
αναίσθητο Σταµατηµένη  Χαµένη  Καµία  Κανένας  Ανεπαίσθη

τη  
Χαµηλός  

IV  Επικείµενος  
θάνατος 

Ετοιµοθάνατο  Σταµατηµένη  Χαµένη  Καµία  Κανένας Σταµατηµέ

νη 
Καρδιακή  
σύλληψη 

 

 

Στον Πίνακα 2 φαίνονται τα στάδια ανάνηψης (Keene J L  et al. 1998 ). 

 

Πίνακας 2: Στάδια ανάνηψης. 

Στάδια Συµπεριφορά 
1 Επανεµφάνιση κίνησης βραγχιοκαλυµµάτων 
2 Μερική ανάκτηση ισορροπίας και κολυµβητικής κίνησης 
3 Ολική επαναφορά ισορροπίας 
4 Επανεµφάνιση κολυµβητικής κίνησης. 

Απαθής αντίδραση σε εξωτερικά ερεθίσµατα 
5 Συνολική ανάκαµψη. Κανονική κολύµβηση 
 

 

Όσον αφορά τη µεταχείριση των ψαριών ακολουθήθηκαν οι παρακάτω 

κανόνες: 
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Αφήνεται το ψάρι να φθάσει στο κατάλληλο επίπεδο αναισθησίας για τις 

προγραµµατισµένες διαδικασίες. 

Κατά τη διάρκεια αυτών, διατηρείται το δέρµα του ψαριού υγρό και τα 

βράγχια βυθισµένα ή βρέχονται διαρκώς µε οξυγονωµένο νερό. 

Κατά τη διάρκεια της αναισθησίας αξιολογείται ο ρυθµός αναπνοής και το 

χρώµα των βραγχίων. 

Αν η αναπνοή επιβραδύνεται ή σταµατά, τοποθετείται το ψάρι στο νερό που 

είναι ελεύθερο αναισθητικού για ανάνηψη µέχρι η αναπνοή να επανέλθει. 

 

1.6. Τα αναισθητικά που χρησιµοποιούνται στους υδρόβιους οργανισµούς 

Για την αναισθησία των υδρόβιων ζώων χρησιµοποιούνται κυρίως συνθετικές 

χηµικές ουσίες (da Cunha 2010): 

Α. Χηµκές 

Tricaine 

Methanesulfonate 

Benzocaine 

Etomidate 

Metomidate 

2-phenoxyethanol 

Quinaldine  

 

B. Φυσικές 

Eugenia aromatica 
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Lippia alba 

Aloysia triphylla 

Dianthus caryophyllus 

Ocimum gratissimum 

Erythrophleum suaveolens 

Nicotiana tabacum 

Melaleuca alternifolia 

Datura innoxia 

 

1.7. Κυριότερες αναισθητικές ουσίες φυτικής προέλευσης που 

χρησιµοποιούνται σε υδρόβιους οργανισµούς  

Τα φυτά έχουν χρησιµοποιηθεί από τον άνθρωπο για τις φαρµακευτικές τους 

αξίες για χιλιάδες χρόνια. Οι επιστήµονες έχουν ανακαλύψει φυτικής προέλευσης 

αλκαλοειδή ευεργετικά για τη χρήση των γενικών και τοπικών αναισθητικών. Αν και 

έχουν ενοχοποιηθεί για τις ιδιότητές τους από τους ανθρώπους, ως αναισθητικά έχουν 

µεγάλη σηµασία στον τοµέα της ιατρικής για την καταστολή της εγκεφαλικής 

δραστηριότητας, τη λειτουργία των νεύρων και των µυών για τον έλεγχο του πόνου. 

Έχει αποδειχθεί η σηµασία τους για χρήση κατά τη διάρκεια της χειρουργικής 

επέµβασης (Fishbein 1976).  

Κατά την ελληνική αρχαιότητα µία σειρά βοτάνων και παρασκευασµάτων 

χρησιµοποιούνταν ως παυσίπονα, κατά των νευραλγιών, ως υπνωτικά και κατευναστικά 

(Μυρωνίδου-Τζουβελέκη και συν. 2009). Ένας σύντοµος κατάλογος των κυριότερων 

από αυτά, αλφαβητικά, έχει ως εξής: 
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• Άνηθος (Anethum graveolens) 

• Γλυκισίδα (Pimpinella anisum) 

• Γλυκύρριζα (Glycyrrhiza glabra) 

• ∆ίκταµο (Origanum dictamnus) 

• Έρπυλλος (Thymus serpyllum)  

• Κώνειον (Conium maculatum) 

• Μανδραγόρας (Mandragoras officinarum) 

• Μήκων (Papaver somniferum) 

• Μηκωνίς (Euphorbia exiqua ή vetusa) 

• Νάρδος (Nardus stricta) 

• Νάρθηξ (Ferula communis) 

• Πήγανον: Σύµφωνα µε το ∆ιοσκουρίδη διακρίνονται δύο είδη: 

(α) Απήγανος (Ruta graveolens): Αντισπασµωδικό και κατευναστικό 

του νευρικού συστήµατος, συστατικό της θηριακής, που ήταν αντίδοτο 

δηλητηρίων και (β) Αγριοπήγανος  (Ruta Montana) 

• Υοσκύαµος (Hyoscyantus albus) 

Κατά τον 2ο µ.Χ. αι. στην Κίνα ένας διάσηµος ιατρός, ο Hua Tuo είχε 

επινοήσει το αναισθητικό «ma fei». Αν και οι αρχαίες συνταγές έχουν χαθεί, πιστεύεται 

ότι µεταξύ των συστατικών ήταν η κάνναβις (Cannabis indica) και το φυτό Datura 

Innoxia, που είναι παραισθησιογόνο (Tubbs et al. 2011). 

Κατά το µεσαίωνα, δεν υπάρχει ένδειξη ότι οι γιατροί είχαν στη διάθεσή τους 

τη γενική αναισθησία για τους ασθενείς που χειρουργούνταν. Η βιβλιογραφία που 

αφορά στη γενική αναισθησία κατά το µεσαίωνα αναφέρεται στον υπνωτικό σπόγγο 

«spongia somnifera». Αυτός ο «υπνωτικός  σπόγγος» είχε σύνθεση που βοηθούσε τον 
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ασθενή να κοιµηθεί και να µην αισθανθεί τον πόνο. Αποτελούνταν από ένα µίγµα 

όπιου, χυµού των φύλλων µανδραγόρα, πράσινο χυµό κώνιου, χυµό του φυτού 

Hyosciamus niger. Παρόλα αυτά δεν υπάρχει καµία βιβλιογραφική ένδειξη ότι ο 

υπνωτικός σπόγγος ήταν αποτελεσµατικός για αναισθησία (Prioreschi 2003). 

Αποδεικτικά στοιχεία για την ανακούφιση από τον πόνο και την καταστολή για 

χειρουργικούς και ιατρικούς σκοπούς εντοπίσθηκαν σε ιατρικές πραγµατείες από τους 

Ρωµαϊκούς και Βυζαντινούς χρόνους (2ος αι. π.Χ. έως 7ο αι. µ.Χ.). Ρωµαίοι και 

Βυζαντινοί επιστήµονες όπως ο ∆ιοσκουρίδης Πεντάνιος, ο Γάϊος Πλίνιος Σεκούντους, 

ο Γαληνός κ.ά. αναφέρονται στα φυτά Mandragoras officinarum, Hyoscyamos niger και 

Atropa belladonna ως τα πλέον σηµαντικά βότανα εκτός από το όπιο παπαρούνας 

(Papaver Somniferum), που χρησιµοποιούνται για καταστολή και ανακούφιση πόνου 

(Ramoutsaki et al. 2002).  

Σύµφωνα µε τις παραπάνω αναφορές συµπληρωµατικά τα αναισθητικά που 

χρησιµοποιούνταν στην αρχαιότητα ήταν τα παρακάτω: 

• Datura Innoxia 

• Cannabis indica 

• Conium maculatum 

• Hyoscyamos niger 

• Atropa belladonna 

• Papaver somniferum 

Σήµερα, από τα φυσικά αναισθητικά που χρησιµοποιούνται στην υδρόβια ζωή, 

ιδιαίτερης µνείας χρήζει το γαρυφαλέλαιο, για το οποίο έχουν εκπονηθεί οι 

περισσότερες µελέτες, πολλές από τις οποίες αναφέρονται παρακάτω.  
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1.7.1. Αιθέριο έλαιο του φυτού Eugenia aromatica 

Βασίλειο :  Plantae  

Τάξη :  Myrtales 

Οικογένεια :  Myrtaceae 

Γένος :  Eugenia 

Είδος :  aromatic 

 

Το γαρυφαλέλαιο λαµβάνεται από απόσταξη των λουλουδιών, µίσχων και 

φύλλων του φυτού Eugenia aromatica ή caryophyllata (Εικ.1). Εκτός από την ευρεία 

χρήση του ως αρωµατικό των τροφών, έχει χρησιµοποιηθεί για αιώνες ως τοπικό 

αναλγητικό στην οδοντιατρική (Chaieb 2007). Θεωρείται καλύτερο από άλλα 

αναισθητικά όπως κιναλδίνη, βενζοκαΐνη και τρικαΐνη, το οποίο είναι το µόνο 

εγκεκριµένο αναισθητικό για ψάρια στις ΗΠΑ. Το γαρυφαλέλαιο είναι ένα φυτικό 

προϊόν, πιο φθηνό και πιο αποτελεσµατικό από άλλα αναισθητικά για ψάρια. Είναι 

ασφαλές για τον άνθρωπο (Munday 1997). Έχει χρησιµοποιηθεί µε ασφάλεια στον 

άνθρωπο, τα θηλαστικά, τα ψάρια και τα αµφίβια (Mitchell 2009). 

Το γαρυφαλέλαιο είναι πιο κατάλληλο για χρήση σε εµπορικές 

υδατοκαλλιέργειες, όπου τα αναισθητικά µπορούν να χρησιµοποιηθούν σε µεγάλες 

ποσότητες από ανειδίκευτους εργάτες. 

Το γαρυφαλέλαιο είναι ένα µίγµα από ενώσεις: phenolic eugenol (ευγενόλη) 

(Εικ.2), το οποίο αποτελεί το 85-90% των ενεργών συστατικών, isoeugenol και 

methyleugenol. Άλλα σηµαντικά αιθέρια έλαια του γαρυφαλέλαιου είναι acetyl 

Εικόνα 1: φυτό Eugenia aromatica 
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eugenol, beta-caryophyllene

methyl salicylate, flavonoids

triterpenoids όπως oleanolic acid

sesquiterpenes. Στο εµπόριο το

κανείς να βρει και 100% ευγενόλη

στο νερό, ιδιαίτερα στις χαµηλές

Το γαρυφαλέλαιο

συγκρινόµενο µε άλλα αναισθητικά

πλεονεκτήµατα είναι η αποτελεσµατικότητα

διαθεσιµότητα, το χαµηλό κόστος

Αν και οι κλινικές µελέτες

δεν υπάρχουν τέτοιες αποδείξεις

Εικόνα 2: Ευγενόλη 

 

Η ουσία ευγενόλη παράγεται

Rosaceae) που ευδοκιµεί στη

and Furmanowa 1993). 
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caryophyllene και vanillin, crategolic, acid tannins, gallotannic acid

flavonoids eugenin, kaempferol, rhamnetin 

oleanolic acid, stigmasterol και campesterol, καθώς

Στο εµπόριο το γαρυφαλέλαιο έχει περίπου 84% ευγενόλη

και 100% ευγενόλη. Το γαρυφαλέλαιο και η ευγενόλη είναι

τερα στις χαµηλές θερµοκρασίες. 

γαρυφαλέλαιο έχει ταχύτερη δράση και συνεχόµενη

άλλα αναισθητικά, αλλά µεγαλύτερο χρόνο αποκατάστασης

είναι η αποτελεσµατικότητα σε ένα φάσµα θερµοκρασιών

το χαµηλό κόστος και η ασφάλεια του χειριστή. 

οι κλινικές µελέτες έχουν δείξει αναλγητικές επιδράσεις στον

τέτοιες αποδείξεις για τα ψάρια.  

 

ευγενόλη παράγεται επίσης από το φυτό Coluria 

ευδοκιµεί στη Σοβιετική Ένωση και κυρίως στην Ουκρανία

gallotannic acid, 

 και eugenitin; 

καθώς και µερικά 

ευγενόλη, αλλά µπορεί 

ευγενόλη είναι ηµιδιαλυτά 

συνεχόµενη αναισθησία 

χρόνο αποκατάστασης. Άλλα 

φάσµα θερµοκρασιών, η 

επιδράσεις στον άνθρωπο, 

 geoides (family 

στην Ουκρανία (Olzowska 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
19/04/2024 02:08:32 EEST - 3.22.42.179



11 

Εφαρµογές του αιθέριου ελαίου του φυτού Eugenia aromatica. Η ευγενόλη 

σε σύγκριση µε άλλα αναισθητικά. 

Η δύναµη της ευγενόλης ως αναισθητικού αποδεικνύεται µελετώντας τα 

συµπεράσµατα από εργασίες που πραγµατοποιήθηκαν και χρησιµοποίησαν 

γαρυφαλέλαιο σε σύγκριση και µε άλλα αναισθητικά. Έτσι σύµφωνα µε την εργασία 

του Filiciotto (2012), προέκυψε ότι η ευγενόλη είναι αποτελεσµατικό αναισθητικό, 

καθώς και δεν επηρεάζει τις αιµατολογικές παραµέτρους στην περίπτωση του 

λαυρακιού. Ωστόσο η έκθεση σε αναισθητικά είναι δυνατό να προκαλεί στρες, 

σύµφωνα µε τους Weber et al. (2011). Όµως συγκριτικά προτείνεται το γαρυφαλέλαιο 

ως αναισθητικό, γιατί έχει καλύτερα αποτελέσµατα απ ότι άλλα χηµικά αναισθητικά 

στις κολυµβητικές επιδόσεις (Anderson et al. 1997). Επίσης σύµφωνα µε τους (Oliveira 

et al. 2009), φαίνεται ότι το χλωριούχο νάτριο και το γαρυφαλέλαιο είναι ικανοποιητικά 

αναισθητικά µεταφορά ψαριών, µε το χλωριούχο νάτριο σ αυτή την περίπτωση να 

προτείνεται ως πιο οικονοµικό. Μια άλλη συγκριτική έρευνα που έγινε για την 

αξιολόγηση της αποτελεσµατικότητας του γαρυφαλέλαιου ως αναισθητικού σε νεαρά 

λαυράκια (Dicentrarchus labrax) και τσιπούρες (Sparus aurata) σε σύγκριση µε τη 

φαινοξυαιθανόλη (Mylonas et al. 2005), έδειξε ότι το γαρυφαλέλαιο µπορεί να 

χρησιµοποιηθεί ως αποτελεσµατικό αναισθητικό σε 10 φορές περίπου µικρότερες 

δόσεις από τη φαινοξυαιθανόλη. Όµως χρειάζεται περισσότερη έρευνα πριν να 

προταθεί για εµπορική χρήση. Όσον αφορά τη σύγκριση της ευγενόλης µε την 

ηλεκτρονάρκωση, σύµφωνα µε τους Renault et al. (2011), προκύπτει ότι δεν 

ενδείκνυται η ευγενόλη για αναισθησία στο ευρωπαϊκό χέλι Anguilla anguilla γιατί 

επηρεάζει την κορτιζόλη, ενώ η ηλεκτρονάρκωση είναι αποδεκτή.  
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Επίσης η ευγενόλη είναι ένα κατάλληλο αναισθητικό, για την αναισθησία του 

χρυσόψαρου (Carassius auratus) (Peng 2011). Η ευγενόλη είναι ένα ικανοποιητικό 

αναισθητικό σύµφωνα µε τους επιστήµονες για την υδρόβια ζωή, όπως προκύπτει από 

µελέτες για την τοξικότητά της (Doleželová et al. 2011). Παρ’ όλα αυτά, είναι 

απαραίτητο να γίνονται τεστ τοξικότητας πριν τη χρήση του γαρυφαλέλαιου στα ψάρια 

για αναισθησία, γιατί κάθε είδος ψαριού έχει διαφορετική ευαισθησία. Η αλλοίωση της 

γεύσης των ψαριών που προορίζονται για κατανάλωση, είναι ένα θέµα το οποίο έχει 

ήδη µελετηθεί (da Cunha et al. 2010), µετά από οργανοληπτική ανάλυση και έχει 

αποδειχθεί ότι είναι δυνατό να επηρεάσει τη γεύση. Το γεγονός όµως αυτό πρέπει να 

µελετηθεί περισσότερο γιατί πολλοί παράγοντες µπορεί να εµπλέκονται όπως η 

συγκέντρωση του αναισθητικού. Επίσης το µεταβολικό στρες δε µειώθηκε τελείως µε 

την ευγενόλη, σύµφωνα µε τους Inoue et al. (2011) στο ψάρι Tambaquis που είναι το 

κύριο ψάρι στις υδατοκαλλιέργειες του ∆υτικού Αµαζονίου. Κάτι όµως που χρειάζεται 

περαιτέρω έρευνα. 

Η θερµοκρασία είναι ένας παράγοντας που µπορεί να επηρεάσει τα στάδια της 

αναισθησίας. Σύµφωνα µε µια µελέτη για την επίδραση της θερµοκρασίας κατά την 

αναισθησία µε γαρυφαλέλαιο στο ψάρι του γένους Platichthys flesus, οι αυξοµειώσεις 

της θερµοκρασίας δεν επέδρασαν στην καταστολή, αλλά υψηλότερη θερµοκρασία 

ελάττωσε το χρόνο ανάνηψης (Akbulut et al. 2012). 

Επίσης υπάρχουν αποτελέσµατα που δείχνουν ότι αναισθησία µε υψηλότερες 

συγκεντρώσεις διαλύµατος γαρυφαλέλαιου σε µικρό χρόνο προτιµώνται από 

χαµηλότερες συγκεντρώσεις και µεγαλύτερο χρόνο (Hoseini et al. 2011α, Hoseini et al. 

2011β). 
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Όσον αφορά την ισοευγενόλη κατά την αξιολόγησή της για αναισθησία στον 

κυπρίνο Cyprinus carpio, έχει αποδειχθεί ότι είναι ασφαλής (Gladden  et al. 2010). 

Επίσης, σύµφωνα µε τους Iversen et al. (2012), στην περίπτωση του χελιού (Anguilla 

anguilla L.) προέκυψε ότι η ισοευγενόλη είναι πολλά υποσχόµενη και, αν 

χρησιµοποιηθεί καλά µπορεί να βελτιώσει την ευζωία των ζώων. 

 

1.7.2.  Αιθέριο έλαιο του φυτού Aloysia triphylla 

Βασίλειο :  Plantae 

Τάξη :  Lamiales  

Οικογένεια :  Verbenaceae 

Γένος :  Aloysia 

Είδος :  triphylla 

 

Το φυτό Aloysia triphylla (Verbenaceae) (Εικ.3) φύεται φυσικά στη Νότια 

Αµερική και στην Ευρώπη ήρθε το 17ο αι. Στην παραδοσιακή ιατρική χρησιµοποιήθηκε 

σαν θεραπευτικό της αϋπνίας και άγχους. Πρόσφατα το αιθέριο έλαιο του φυτού αυτού 

έχει καθιερωθεί ως αναισθητικό για την υδρόβια ζωή. Έχει αντιοξειδωτικές ιδιότητες 

(Parodi et al. 2012).  

 

Εφαρµογές του αιθέριου ελαίου του φυτού Aloysia triphylla 

Από τα αποτελέσµατα της εργασίας των Parodi et al. (2012) για την 

αξιολόγηση της αναισθητικής ικανότητας του αιθέριου ελαίου του φυτού Aloysia 

triphylla και Lippia alba, προέκυψε ότι είναι αποτελεσµατικά και επιπλέον βελτιώνουν 

το αντιοξειδωτικό σύστηµα στις γαρίδες (Litopenaeus vannamei).  

Εικόνα 2: Aloysia triphylla 
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1.7.3.  Αιθέριο έλαιο του φυτού Melaleuca alternifolia 

Βασίλειο :  Plantae  

Τάξη :  Myrtales 

Οικογένεια :  Myrtaceae 

Γένος :  Melaleuca 

Είδος :  alternifolia 

     

     

      

 

Ένα ενδιαφέρον αιθέριο έλαιο που χρησιµοποιείται ευρέως στην εναλλακτική 

ιατρική στην Αυστραλία είναι το αιθέριο έλαιο τεϊόδενδρου (Kristoffersen et al. 1996), 

που είναι γνωστό ότι έχει διάφορες φαρµακευτικές ιδιότητες, όπως αντιβακτηριδιακές, 

αντιµυκητιακές, αναλγητικές κ.λπ. Προέρχεται από την απόσταξη σε ατµό των φύλλων 

και των άκρων των κλαδιών του φυτού Melaleuca alternifolia (Εικ. 4) και αποτελείται 

κυρίως από terpinen-4-ol, γ-terpinene, α-terpinene, 1,8-cineole και άλλα (Hajek 2011). 

∆εν πρέπει να συγχέεται µε το φυτό Camellia oleifera. 

 

Εφαρµογές του αιθέριου ελαίου του φυτού του Melaleuca alternifolia 

Κατά τη µελέτη της χρήσης του ελαίου του τεϊόδεντρου σαν αναισθητικό στον 

κυπρίνο (Hajek 2011), προέκυψε αποτελεσµατικότητα του αιθέριου ελαίου του 

τεϊόδενδρου σαν αναισθητικό στον κυπρίνο (Cyprinus carpio). Το αιθέριο αυτό έλαιο 

έδειξε αναισθητικές ιδιότητες, πληρώντας τις βασικές προϋποθέσεις για ένα 

αναισθητικό ψαριών.  

Εικόνα 3: Melaleuca 
alternifolia 
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1.7.4. Αιθέριο έλαιο

Βασίλειο :  

Τάξη :  

Οικογένεια :  

Γένος :  

Είδος :  

 

Για το αιθέριο έλαιο

φαρµακευτικές ιδιότητες όχι όµως

 

1.7.5.  Αιθέριο έλαιο

Βασίλειο :  

Τάξη :  

Οικογένεια :  

Γένος :  

Είδος :  

 

 

Για το αιθέριο έλαιο

φαρµακευτικές ιδιότητες όχι όµως
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αιο του φυτού Origanum vulgare 

Plantae 

Lamiales 

Lamiaceae 

Origanum 

vulgare 

αιθέριο έλαιο του φυτού Origanum vulgare (Εικ. 5) έχουν

ιδιότητες όχι όµως και για αναισθητικές ιδιότητες στα ψάρια

αιο του φυτού Juniperus communis 

Plantae 

Pinales 

Cupressaceae 

Juniperus 

communis 

αιθέριο έλαιο του φυτού Juniperus communis (Εικ.6) έχουν

ιδιότητες όχι όµως και για αναισθητικές ιδιότητες στα ψάρια

Εικόνα 4. Origanum vulgare

Εικόνα 5: 
communis 

έχουν αναφερθεί 

ιδιότητες στα ψάρια. 

έχουν αναφερθεί 

ψάρια. 

Origanum vulgare 

 Juniperus 
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1.7.6. Αιθέριο έλαιο του φυτού Cinnamomum zeylanicum 

Βασίλειο :  Plantae  

Τάξη :  Laurales 

Οικογένεια :  Lauraceae 

Γένος :  Cinnamomum 

Είδος :  zeylanicum 

 

Για το αιθέριο έλαιο του φυτού Cinnamomum zeylanicum (Εικ.7) έχουν 

αναφερθεί φαρµακευτικές ιδιότητες όχι όµως και για αναισθητικές ιδιότητες στα ψάρια. 

 

1.8. DNA 

Το πόσο καλό είναι ένα αναισθητικό φαίνεται αφ’ ενός από τους χρόνους που 

διαγράφονται στα στάδια αναισθησίας και ανάνηψης και αφετέρου στο µέγεθος της 

βλάβης που υφίσταται το DNA του ψαριού. 

Είναι γνωστό ότι δεν υπάρχει άλλο µόριο, εκτός από το DΝΑ, του οποίου η 

ακεραιότητα να είναι τόσο ζωτική για τη ζωή του κυττάρου. Κατά τη διάρκεια της ζωής 

κάθε οργανισµού, τα κύτταρα του εκτίθενται σε πληθώρα µέσων που έχουν τη 

δυνατότητα να προκαλέσουν βλάβες στο DΝΑ τους και να προκαλούν µεταλλάξεις. Οι 

τροποποιήσεις αυτές του DΝΑ πολλές φορές έχουν ως τελικό αποτέλεσµα τη 

δηµιουργία µεταλλάξεων ή την καταστροφή του DΝΑ που οδηγεί το κύτταρο στην 

απόπτωση (προγραµµατισµένος θάνατος) ή ακόµη και τον µετασχηµατισµό των 

φυσιολογικών κυττάρων σε καρκινικά.  

Εικόνα 6: Cinnamomum 
zeylanicum 
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Οποιαδήποτε παρέκκλιση από τη συνηθισµένη δοµή της διπλής έλικας στο 

DNA χαρακτηρίζεται ως βλάβη και αποτελεί απειλή για το κύτταρο ή/και τους 

απογόνους του, καθώς µπορεί να οδηγήσει στην εµφάνιση µεταλλάξεων. Μπορούµε να 

χωρίσουµε τέτοιες αλλαγές σε δύο γενικές κατηγορίες:  

Αλλαγές µιας βάσης επηρεάζουν την αλληλουχία, αλλά όχι και τη γενική δοµή 

του DNA. Επίσης δεν επηρεάζουν τη µεταγραφή και την αντιγραφή, διαδικασίες κατά 

τις οποίες οι κλώνοι του DNA είναι διαχωρισµένοι. Οι επιβλαβείς επιπτώσεις των 

αλλαγών αυτού του είδους εκδηλώνονται σε επόµενες κυτταρικές γενεές, µέσω των 

αλλαγών που επιφέρουν στην αλληλουχία του DNA. Αλλαγές στην αλληλουχία του 

DNA µπορεί να προκύψουν ως αποτέλεσµα in situ τροποποίησης µιας βάσης ή ακόµα 

από σφάλµατα κατά την αντιγραφή του DNA. Για παράδειγµα, η απαµίνωση της 

κυτοσίνης σε ουρακίλη (είτε αυθόρµητα είτε λόγω επίδρασης µεταλλαξιογόνων 

παραγόντων) δηµιουργεί ένα αταίριαστο ζεύγος U-G. Ένα σφάλµα κατά την αντιγραφή 

µπορεί να εισάγει µια αδενίνη αντί για µια κυτοσίνη, δηµιουργώντας ένα ζεύγος A-G. 

Παρόµοιες συνέπειες µπορεί να προκληθούν από την οµοιοπολική σύνδεση µιας µικρής 

χηµικής οµάδας σε µια βάση, γεγονός που µεταβάλλει την ικανότητα να σχηµατίζει 

ζεύγη. Τέτοιου είδους µετατροπές µπορεί να προκληθούν από µία πολύ µικρή δοµική 

παραµόρφωση (όπως στην περίπτωση του ζεύγους U-G) έως και µια αρκετή σηµαντική 

βλάβη (όπως στην περίπτωση του ζεύγους A-G). Το κοινό χαρακτηριστικό τους είναι 

ότι οι αταίριαστες βάσεις παραµένουν µόνο µέχρι την επόµενη αντιγραφή. Εποµένως 

υπάρχει περιορισµένος χρόνος για να επιδιορθωθεί το σφάλµα, πριν αυτό οδηγήσει 

στην εµφάνιση ενός µεταλλαγµένου µορίου DNA µετά την αντιγραφή.  

Οι δοµικές παραµορφώσεις µπορεί να αποτελούν φυσικά εµπόδια της 

αντιγραφής ή της µεταγραφής. Ο σχηµατισµός οµοιοπολικών δεσµών ανάµεσα σε 
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βάσεις ενός κλώνου ή ανάµεσα σε βάσεις των απέναντι κλώνων αναστέλλει την 

αντιγραφή και τη µεταγραφή. Η υπεριώδης ακτινοβολία επάγει το σχηµατισµό 

οµοιοπολικών δεσµών ανάµεσα σε δύο γειτονικές βάσεις θυµίνης πάνω στον ένα 

κλώνο. Παρόµοιες επιπτώσεις µπορεί να έχει η προσθήκη µιας ογκώδους χηµικής 

οµάδας σε µια βάση που θα παραµορφώσει τη δοµή της διπλής έλικας. Επίσης, µια 

εγκοπή σε έναν κλώνο ή αποµάκρυνση µιας βάσης, δεν επιτρέπει σε αυτή την περιοχή 

του κλώνου να λειτουργήσει ως µήτρα για τη σύνθεση DNA ή RNA. Το κοινό 

χαρακτηριστικό όλων αυτών των αλλαγών είναι ότι η βλάβη παραµένει στο DNA, 

συνεχίζοντας να διαταράσσει τη δοµή και/ή να προκαλεί την εµφάνιση µεταλλάξεων 

µέχρι να αφαιρεθεί. Χωρίς έναν αποτελεσµατικό µηχανισµό επιδιόρθωσης αυτών των 

βλαβών του DΝΑ, αυτές θα οδηγούσαν µε βεβαιότητα στο γενετικό θάνατο των 

φορέων τους. Ευτυχώς κατά τη διάρκεια της εξέλιξης, δηµιουργήθηκαν αρκετοί 

επιδιορθωτικοί µηχανισµοί οι οποίοι µπορούν να επιδιορθώσουν τις βλάβες αυτές και 

να αντιστρέψουν τις δυσµενείς επιπτώσεις τόσο των φυσικών όσο και των τεχνητών 

µεταλλάξεων. Οι µηχανισµοί αυτοί χωρίζονται σε αυτούς που είναι υπεύθυνοι για την 

άµεση εξουδετέρωση των επιβλαβών παραγόντων, όπως ορισµένα ενζυµικά συστήµατα 

που είναι επιφορτισµένα µε την εξουδετέρωση των παραγόντων προτού αυτοί φτάσουν 

και αντιδράσουν µε το γενετικό υλικό και σ' αυτούς που επιλαµβάνονται εφόσον το 

DΝΑ έχει υποστεί βλάβη (φωτοενεργοποίηση, επιδιόρθωση εκτοµής, επιδιόρθωση 

ανασυνδυασµού και επιδιόρθωση 808).  

Η ανάλυση κοµητών ή "Comet Assay" ή single cell gel electrophoresis – 

(SCGE), είναι µια τεχνική ανίχνευσης του κερµατισµένου DΝΑ σε αποµονωµένα 

κύτταρα, σε µικρο-γέλη ηλεκτροφόρηση. Ονοµάζεται έτσι λόγω του χαρακτηριστικού 

σχήµατος που παρατηρείται, σε περίπτωση µεγάλης έκτασης βλάβης, κατά την έξοδο 
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του κερµατισµένου DΝΑ από τον πυρήνα και το κύτταρο και τη µετακίνησή του προς 

την άνοδο.  

Ο κοµήτης που παρατηρείται κατά την ανάλυση της εικόνας αποτελείται από 

κεφαλή και ουρά. Η περιοχή της κεφαλής αντιπροσωπεύει το DNA που δε 

µεταναστεύει έξω από τον πυρήνα, ενώ στην ουρά βρίσκονται θραύσµατα του DNA 

που εξέρχονται από τον πυρήνα και το κυτταρικό σώµα. Ανάλογα µε τις συνθήκες, 

ελέγχεται αν η βλάβη αφορά το µονόκλωνο ή δίκλωνο DNA. Σε αλκαλικό περιβάλλον 

γίνεται η αποπεριέλιξη και η µετουσίωση του DNA και ανιχνεύεται η βλάβη στο 

µονόκλωνο, ενώ σε ουδέτερο, δε λαµβάνει χώρα η µετουσίωση, και εποµένως, 

ανιχνεύονται οι βλάβες της διπλής αλυσίδας. Η λύση των κυττάρων γίνεται σε ουδέτερο 

ή αλκαλικό περιβάλλον και η συνδεόµενες στο DNA πρωτεΐνες αποµακρύνονται, ώστε 

να µην παρεµβάλλονται κατά τη µετανάστευση στο ηλεκτρικό πεδίο. Η έκπλυση του 

πηκτώµατος σε διαλύµατα κατάλληλου ρΗ συντελεί στην αποµάκρυνση και άλλων 

ιόντων, που ενδεχοµένως µεταβάλλουν τις συνθήκες της ηλεκτροφόρησης.  

∆εδοµένου ότι το ποσό του DNA είναι ανάλογο της έντασης φθορισµού και σε 

συνδυασµό µε τη χρήση ειδικών λογισµικών, είναι δυνατή η εκτίµηση της βλάβης του 

DNA, µε τη βοήθεια ορισµένων παραµέτρων όπως: η ποσοστιαία αναλογία των 

κυττάρων µε ουρά, η εκατοστιαία αναλογία του DNA στην ουρά και το µήκος της 

ουράς.  

 

1.9. Σκοπός της µεταπτυχιακής διατριβής 

Αντικείµενο της παρούσας µεταπτυχιακής εργασίας ήταν η διερεύνηση της 

επίδοσης των φυσικών αναισθητικών αφ’ ενός µέσα από τους χρόνους που 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
19/04/2024 02:08:32 EEST - 3.22.42.179



20 

διαγράφονται στα στάδια αναισθησίας και ανάνηψης και αφετέρου από το µέγεθος της 

βλάβης που υφίσταται το DNA του ψαριού, χρησιµοποιώντας τη µοριακή τεχνική 

Comet Assay. 

2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

2.1. Πειραµατικά ψάρια 

Το είδος ψαριού που χρησιµοποιήθηκε στην παρούσα εργασία ήταν η 

τσιπούρα (Sparus aurata, Linnaeus 1758) (Εικ. 8), η ακριβής κατάταξη του οποίου 

είναι η παρακάτω:  

Βασίλειο: Ζώα 

Συνοµοταξία :  Χορδωτά  

Υποσυνοµοταξία:  Σπονδυλωτά  

Οµοταξία :  Οστεϊχθύες  

Υφοµοταξία (κλάση) :  Ακτηνοπτερύγιοι  

Υπέρταξη:  Τελεόσταιοι  

Τάξη:  PERCIFORMES  

Οικογένεια:  SPARIDAE  

Γένος  Sparus  

Είδος  aurata  

 

Εικόνα 7: Sparus aurata 
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Η τσιπούρα είναι κατεξοχήν

οικογένεια των Sparidae. Η βαθυ

µέτρα και για τα ενήλικα άτο

περιορίζεται µέχρι τα Κανάρια

αναφέρονται µέχρι και τις ακτές

and Hureau, 1986). Η διατροφή

Strada, 1995). Παρουσιάζει προτί

µε αµµώδεις βυθούς και µε λει

1987) (Εικ. 9). Πολύ συχνά παρατηρούνται

τους για την εύρεση της τροφής

αναπαραγωγής τέλη φθινοπώρου

αµέσως µετά την αναπαραγωγή

τη σεξουαλική ωρίµανση.  

Εικόνα 9: Περιοχή κατανο

χωρών παραγωγής (µπλε) (Chavanne 
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τσιπούρα είναι κατεξοχήν ευρύαλο και ευρύθερµο είδος και

 Sparidae. Η βαθυµετρική κατανοµή φτάνει για τα µεν ιχθύδια

ενήλικα άτοµα τα 150 µέτρα. Η χωρική κατανοµή στον

έχρι τα Κανάρια νησιά και το Cape Verde, ενώ σποραδικές

έχρι και τις ακτές της Μ. Βρετανίας και τη Μαύρη θάλασσα

Η διατροφή της στηρίζεται σε δίθυρα και καρκινοειδή

Παρουσιάζει προτίµηση στις λιµνοθάλασσες και σε παράκτια

ε λειµώνες Ποσειδωνίας (Posidonia oceanica) (Fischer 

Πολύ συχνά παρατηρούνται άτοµα να σκάβουν την άµµ

εύρεση της τροφής. Μετακινείται σε βαθύτερα νερά κατά την

τέλη φθινοπώρου µε χειµώνα. Τα ενήλικα άτοµα επιστρέφουν

αναπαραγωγή, ενώ αργότερα επιστρέφει ο γόνος που παρα

 

Περιοχή κατανοµής S. aurata των άγριων πληθυσµών (θαλασσί

) (Chavanne et al, 2008).  

ο είδος και ανήκει στην 

εν ιχθύδια τα 30 

ή στον Ατλαντικό 

ενώ σποραδικές εµφανίσεις 

Μαύρη θάλασσα (Bauchot 

και καρκινοειδή (Breber and 

και σε παράκτια συστήµατα 

 (Posidonia oceanica) (Fischer et al., 

µµο µε το κεφάλι 

νερά κατά την περίοδο της 

α επιστρέφουν στα ρηχά 

γόνος που παραµένει µέχρι 

ών (θαλασσί) και των 
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Στη Μεσόγειο και στη Μαύρη θάλασσα, η οικογένεια των Sparidae 

αντιπροσωπεύεται από 26 είδη συµπεριλαµβανοµένων και δύο ειδών µε προέλευση την 

Ερυθρά θάλασσα που εγκαταστάθηκαν στην λεκάνη της ανατολικής Μεσογείου λόγω 

της διάνοιξης της διώρυγας του Σουέζ. Η εκτροφή της τσιπούρας γίνεται σε λίµνες µε 

υφάλµυρο ή θαλασσινό νερό και σε λιµνοθάλασσες. Η µαζική παραγωγή όµως, γίνεται 

σε κλωβούς διαφόρων µεγεθών και τύπων στη θάλασσα. Πολλές Μεσογειακές χώρες 

εκτρέφουν τσιπούρα, µε την Ελλάδα την Τουρκία και την lσπανία να παράγουν το 70% 

της συνολικής µεσογειακής παραγωγής. Τα τελευταία 35 χρόνια η εκτροφή τσιπούρας 

γνώρισε άνθηση. Σηµαντικός στόχος είναι η αύξηση της παραγωγής και η βελτίωση της 

ποιότητας της εκτρεφόµενης τσιπούρας για την κάλυψη της ολοένα αυξανόµενης 

παγκόσµιας ζήτησης σε υψηλής ποιότητας πρωτείνες, σε συνδυασµό µε τα αρνητικά 

αποτελέσµατα της υπεραλίευσης. Αυτή η επιτυχία είναι αποτέλεσµα των 

προγραµµάτων έρευνας κι ανάπτυξης των χωρών της περιοχής, σε συνδυασµό µε την 

ισχυρή ζήτηση της αγοράς.  

2.2. Ιχθύες και συνθήκες εκτροφής  

Την περίοδο Ιανουάριος – Οκτώβριος 2012, 300 άτοµα τσιπούρας διατηρήθηκαν σε 

οκτώ δεξαµενές θαλασσινού νερού κλειστού κυκλώµατος. Τσιπούρες µέσου µήκους 

10,5 cm και µέσου βάρους 15,843 g προερχόµενες από µονάδα εντατικής εκτροφής 

ψαριών διατηρήθηκαν σε δεξαµενές θαλασσινού νερού κλειστού κυκλώµατος. Τα 

ψάρια αυτά εκτέθηκαν σε έξι διαφορετικά αναισθητικά και χρησιµοποιήθηκαν µε 

τυχαία σειρά όλες οι δεξαµενές.Τα φυσικά αναισθητικά που χρησιµοποιήθηκαν ήταν το 

αιθέριο έλαιο του φυτού Aloysia triphylla, (-λουίζα-), το αιθέριο έλαιο του φυτού 

Eugenia aromatica, (-γαρυφαλέλαιο-), το αιθέριο έλαιο του φυτού Origanum vulgare (-

ρίγανη-), το αιθέριο έλαιο του φυτού Melaleuca alternifolia (-τεϊόδεντρο – tea tree oil), 
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το αιθέριο έλαιο του φυτού Juniperus communis  (-άρκευθος ή αγριοκυπαρίσσι-), και το 

αιθέριο έλαιο του φυτού Cinnamomum zeylanicum (-κανέλα-). Οι εγκαταστάσεις που 

εκτελέστηκε το πείραµα ήταν του Πανεπιστηµίου Θεσσαλίας στο Φυτόκο (Εικ. 10). 

 

Εικόνα 10: Χώρος αναισθησίας και ανάνηψης. 

 Οι συνθήκες κατά τη διάρκεια του πειράµατος ήταν οι κάτωθι:  

Ιχθυοφόρτιση: 1kg/m3, Θερµοκρασία: 21 0C, Οξύτητα: ρΗ 7,4, Συγκέντρωση 

αµµωνίας (ΝΗ3): 0,5-2 ppm, Αλατότητα: 34 psu, ∆ιαλυµένο οξυγόνο: 5-7 ml/ L.  

Η ιχθυοφόρτιση διατηρήθηκε σταθερή σε όλες τις δεξαµενές. Τα ψάρια 

διατηρήθηκαν στις πειραµατικές εγκαταστάσεις για δύο µήνες (-από 18/7/2012 έως 

16/9/2012-) πριν την έναρξη των πειραµάτων. Τα ψάρια σιτίζονταν µε βιοµηχανική 

τροφή (biomar) µία φορά την ηµέρα.  
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Ο τύπος δεξαµενών που χρησιµοποιήθηκε για τη διατήρηση των ψαριών ήταν 

κυλινδρικές δεξαµενές, οι οποίες έχουν ένα κεντρικό σηµείο απορροής του νερού στη 

βάση τους και η είσοδος του νερού αυτού γινόταν συνήθως υπό πίεση από κάποιο 

σηµείο της περιφέρειάς τους. Πριν χρησιµοποιηθεί το κύκλωµα οι δεξαµενές και οι 

σωληνώσεις, καθαρίστηκαν µε ξύδι και νερό, απολυµάνθηκαν µε διάλυµα χλωραµίνης 

και εκπλύθηκαν µε νερό. Για την τεχνητή οξυγόνωση του νερού δύο αεραντλίες 

εναλλασσόταν ανά µία ώρα, µε την βοήθεια χρονοδιακόπτη, οι δεξαµενές στην 

περίµετρό τους, περιείχαν αεριστήρες διάχυσης αέρα (αερόπετρες), παρέχοντας µικρή 

ανάδευση της στήλης του νερού. Οι τιµές του διαλυµένου οξυγόνου, καταγράφονταν µε 

τη χρήση οξυγονόµετρου (Hanna hi 9143). Η ικανότητα ανανέωσης του νερού γινόταν 

µε τη βοήθεια δύο αντλιών, συνδεδεµένων παράλληλα µε την παροχή να είναι της 

τάξης των 2 m3/h περίπου. Αλλαγή του νερού και καθαρισµός των δεξαµενών γίνονταν 

όταν αυτή κρινόταν σκόπιµη ανά τακτικά χρονικά διαστήµατα, κατά µέσο όρο δύο 

φορές την εβδοµάδα. Η αλατότητα µετριόταν δύο φορές τη βδοµάδα και κυµαινόταν 

από 34 σε 37 psu (αλατόµετρο WTW LF 330). Η  θερµοκρασία του νερού κατά τη 

διάρκεια της µελέτης κυµάνθηκε από 21 έως 22 0C. Οι τιµές του ρΗ και της αµµωνίας 

κυµάνθηκαν σε φυσιολογικά επίπεδα. Για τη µέτρηση των επιπέδων αµµωνίας 

χρησιµοποιήθηκε το τεστ ΝΗ3/ΝΗ4 TETRA TEST. Για να διασφαλισθεί η ποιότητα 

του συστήµατος, το νερό ανακυκλωνόταν µέσω των αντλιών σε ειδικό σύστηµα 

διήθησης (Tetra Pond PF 10.000), όπου διηθούνται 2 m3/h θαλασσινού νερού.  

Οι ιχθύες πριν την εισαγωγή τους στις δεξαµενές εµβαπτίστηκαν σε διάλυµα 

χλωραµίνης συγκέντρωσης 2-3 ppm για την απολύµανσή τους από τυχόν παθογόνους 

µικροοργανισµούς και στη συνέχεια εκπλύθηκαν µε καθαρό θαλασσινό νερό προτού 

µεταφερθούν στις δεξαµενές. Πριν το στάδιο έκθεσης των ιχθύων στις συγκεντρώσεις 
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αναισθητικών µέρος αυτών µε τυχαία προέλευση από τις δεξαµενές του κυκλώµατος, 

µεταφέρθηκε σε εξωτερικές, οξυγονούµενες δεξαµενές όπου και παρέµεινε µέχρι τη 

δειγµατοληψία. Την ηµέρα πριν τη µεταφορά τους και µέχρι τη δειγµατοληψία τους 

παρέµειναν άσιτα.  

 

2.3. Μελέτη της συµπεριφοράς των ψαριών κατά την αναισθησία και ανάνηψη 

και χρονοµέτρηση σταδίων. 

Αρχικά έγιναν δοκιµές σε τσιπούρες ώστε να βρεθεί για το καθ’ ένα 

αναισθητικό η ιδανική δόση χορήγησης (Marking and Meyer 1985). Επειδή δε 

παρατηρήθηκε ότι τα αιθέρια έλαια διαλύονταν δύσκολα στο θαλασσινό νερό όπου 

µετά θα εµβαπτίζονταν οι τσιπούρες, προτιµήθηκε να διαλύεται πρώτα το αιθέριο έλαιο 

σε δεκαπλάσιο όγκο ακετόνης και το διάλυµα αυτό στη συνέχεια να ρίχνεται στο 

θαλασσινό νερό. Έτσι για το αιθέριο έλαιο του φυτού Aloysia triphylla, (-λουίζα-) η 

ιδανική δόση βρέθηκε 200 µl/L, για το αιθέριο έλαιο του φυτού Cinnamomum 

zeylanicum (-κανέλα-) η ιδανική δόση βρέθηκε 40 µl/L, για το αιθέριο έλαιο του φυτού 

Eugenia aromatica, (-γαρυφαλέλαιο-) η ιδανική δόση βρέθηκε 40 µl/L, (Sajan et al. 

2012, Gladden et al. 2010), για το αιθέριο έλαιο του φυτού Juniperus communis  (-

άρκευθος ή αγριοκυπαρίσσι-) η ιδανική δόση βρέθηκε 900 µl/L, για το αιθέριο έλαιο 

του φυτού Origanum vulgare (-ρίγανη-) η ιδανική δόση βρέθηκε 50 µl/L, για το αιθέριο 

έλαιο του φυτού Melaleuca alternifolia (-τεϊόδεντρο-) η ιδανική δόση βρέθηκε 200 

µl/L. Για δόσεις µικρότερες από τις παραπάνω τα άτοµα τσιπούρας αργούσαν να 

αναισθητοποιηθούν και για δόσεις µεγαλύτερες από αυτές αυξάνονταν κατά πολύ το 

ποσοστό θνησιµότητας. Επίσης, πραγµατοποιήθηκε µεταχείριση σε καθαρό θαλασσινό 
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αναισθητικό οξυγονώνονταν

ανάνηψη. Για κάθε ένα αναισθ

παρέµειναν στο αναισθητικό για

Σε κάθε περίπτωση µετρήθηκαν

βιντεοσκοπήθηκαν (Εικ. 11)

ρίχνονταν σε άλλες δεξαµενές

θνησιµότητας. Έτσι παρατηρήθηκ

Εικόνα 11: Αναισθησία τσιπούρας
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χρήση αναισθητικού. Κάθε εξωτερική δεξαµενή που

οξυγονώνονταν καθώς επίσης και οι δεξαµενές που χρησίµευαν

κάθε ένα αναισθητικό χρησιµοποιήθηκαν 15 τσιπούρες. 

αναισθητικό για 5 min, τα 5 για 10 min και τα υπόλοιπα

ετρήθηκαν οι χρόνοι αναισθησίας και ανάνηψης

ικ. 11). Μετά από την αναισθησία και την ανάνηψη

δεξαµενές και παρακολουθούνταν ώστε να µετρηθεί

Έτσι παρατηρήθηκε η θνησιµότητα για 24, 48,72, 96, 120, 144 

Αναισθησία τσιπούρας. 

δεξαµενή που περιείχε 

που χρησίµευαν για 

ς. Τα 5 από αυτά 

τα υπόλοιπα 5 για 15 min. 

αναισθησίας και ανάνηψης και 

και την ανάνηψη τα ψάρια 

να µετρηθεί το ποσοστό 

96, 120, 144 ώρες. 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
19/04/2024 02:08:32 EEST - 3.22.42.179



27 

2.4. Επίδραση της αναισθησίας των ψαριών στην καταπόνηση. 

Οι µεταχειρήσεις που µελετήθηκαν ήταν οι ακόλουθες. Κάθε τσιπούρα 

αναισθητοποιούνταν στα αναισθητικά που περιγράφηκαν πιο πάνω και στις αντίστοιχες 

δόσεις. Επιπροσθέτως πραγµατοποιήθηκε µεταχείριση σε καθαρό θαλασσινό. Η 

αναισθησία διήρκησε 10 min επειδή παρατηρήθηκε πως σε αυτό το χρόνο τα ψάρια στο 

σύνολό τους πέφτουν σε χειρουργική αναισθησία. Για κάθε µεταχείριση 

χρησιµοποιήθηκαν τρία ψάρια. Μετρήθηκαν οι χρόνοι αναισθησίας και τα ψάρια 

θανατώθηκαν. Επιτόπου, αµέσως µετά την θανάτωση, τα άτοµα µετρήθηκαν (Εικ.12), 

ζυγίστηκαν (Εικ.13) και έγινε εκτοµή για την αφαίρεση του ήπατος.  

    

Εικόνα 12: Μέτρηση µήκους   Εικόνα 13: Μέτρηση βάρους  

Τα υπό εξέταση όργανα, άµεσα µεταφέρθηκαν σε δοκιµαστικούς σωλήνες τύπου 

«Falcon» που περιείχαν ρυθµιστικό διάλυµα HBSS (Hank's Balanced salt solution) και 

τοποθετήθηκαν πάνω στο πάγο µέχρι να µεταφερθούν στο εργαστήριο για την 

αποµόνωση των ηπατοκυττάρων. Το διάλυµα HBSS είναι ελεύθερο ασβεστίου και 

µαγνησίου. Το ασβέστιο επιδρά ανασταλτικά στο διαχωρισµό των κυττάρων του ιστού, 

ενώ το µαγνήσιο αναστέλλει τη δράση της κολλαγονάσης (Baksi and Frazier, 1990).  
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2.4.1. Αποµόνωση ηπατοκυττάρων  

 
Η διαδικασία αποµόνωσης κυττάρων που ακολουθήθηκε στη συγκεκριµένη 

εργασία περιλάµβανε δύο στάδια (Baksie and Fazier, 1990: Devauχ et al., 1997: 

Mitchelmore and Chipman, 1998): Στο πρώτο στάδιο, έγινε ο καθαρισµός του ιστού µε 

διαδοχικές πλύσεις µε το ρυθµιστικό διάλυµα HBSS ελεύθερο ασβεστίου-µαγνησίου 

(Ca ή Mg) και στο δεύτερο, έλαβε χώρα η αφοµοίωση του ήπατος. Αµέσως µετά τον 

καθαρισµό του ιστού, εφαρµόστηκαν ενέσεις κολλαγονάσης (CLS, type Ι) 

συγκέντρωσης 0,04% (κολλαγονάση σε διάλυµα HBSS). Η κολλαγονάση είναι ένζυµο 

το οποίο βοηθάει στην αφοµοίωση ήπατος. Αφού παρέµεινε ο ιστός για 15 min σε 

διάλυµα HBSS, το ήπαρ µεταφέρθηκε σε δισκίο "petri", όπου τεµαχίστηκε σε µικρά 

τµήµατα. Η όλη διαδικασία έλαβε χώρα πάνω σε τριµµένο πάγο. Το τεµαχισµένο ήπαρ 

µαζί µε διάλυµα HBSS, µεταφέρθηκε σε δοκιµαστικό σωλήνα τύπου «Falcon», και 

τοποθετήθηκε σε µηχάνηµα ανάδευσης “rotator” στις 15 στροφές/min για µισή ώρα 

(Εικ. 14).  
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Εικόνα 14: µηχάνηµα ανάδευσης 
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Στη συνέχεια, το περιεχόµενο του δοχείου µεταφέρθηκε σε  άλλο δοκιµαστικό σωλήνα 

τύπου «Falcon», αφού πρώτα φιλτραρίστηκε µε αποστειρωµένη γάζα και 

συµπληρώθηκε µε HBSS µέχρι τελικό όγκο 5 ml. Ακολούθησε φυγοκέντριση του 

αιωρήµατος των κυττάρων στις 2.000 στροφές πέντε min σε θερµοκρασία 400C και 

µετά την αφαίρεση του υπερκείµενου κρατήθηκε το pellet και προστέθηκε φρέσκο 

διάλυµα HBSS µέχρι τελικό όγκο πάλι 5 ml. Επαναλήφθηκαν δύο διαδοχικές πλύσεις 

µε HBSS (φυγοκέντριση στις 2.000 στροφές για πέντε min) και τέλος το εναποµείναν 

pellet αναµίχθηκε σε 5ml ρυθµιστικού διαλύµατος PBS (phosphate buffered saline). Η 

ποσότητα του διαλύµατος PBS που προστέθηκε υπολογίστηκε ώστε η τελική 

συγκέντρωση των βιώσιµων κυττάρων να είναι 100.000/ml. Ο υπολογισµός του 

αριθµού των βιώσιµων κυττάρων έγινε µε χρώση ηωσίνης συγκέντρωσης 4% (5µl 

χρωστικής σε περίπου 45 µl κυτταρικού αιωρήµατος) και καταµέτρησή τους σε 

αντικειµενοφόρο πλάκα Neubauer.  

2.4.2. Ανάλυση κοµητών (Comet assay)  

Η ανάλυση κοµητών ή comet assay (ή singIe - cell gel) είναι µια αρκετά 

ευαίσθητη τεχνική που επιτρέπει την ανίχνευση της βλάβης του DNA σε επίπεδο 

αποµονωµένων κυττάρων. Σ' αυτή τη τεχνική της µικρο-γέλης λεκτροφόρησης, ένας 

µικρός αριθµός κυττάρων, όπως κύτταρα που προέρχονται από καλλιέργειες ή κύτταρα 

που αποµονώνονται από διάφορους ιστούς, τοποθετούνται µε τη µορφή αιωρήµατος σε 

λεπτό στρώµα αγαρόζης πάνω σε αντικειµενοφόρο πλάκα. Τα κύτταρα λύονται από 

διάλυµα κορεσµένο σε άλας NaCI. Σχηµατίζονται πυρήνες αποτελούµενοι από µη 

νουκλεοσωµικό αλλά υπερελικωµένο DNA. Ακολούθως της ηλεκτροφόρησης και της 

χρώσης τους µε τη φθορίζουσα ουσία, βρωµιούχο αιθίδιο (EtBr), τα κύτταρα µε βλάβη 
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στο DNA, εµφανίζουν αυξηµένη µετανάστευση του κερµατισµένου χρωµοσωµικού 

DNA από τον πυρήνα προς την άνοδο, λαµβάνοντας το σχήµα του κοµήτη (Σχ  1). Η 

εφαρµογή της µεθόδου σε αλκαλικό περιβάλλον είναι η πιο συχνή και το ποσοστό των 

θραυσµάτων που µεταναναστεύουν, είναι ανάλογο της βλάβης του DNA. Μεταξύ των 

παραµέτρων χρησιµοποιούνται για την εκτίµηση του ποσοστού του κερµατισµένου, 

είναι η εκατοστιαία αναλογία του DNA στην ουρά του κοµήτη, η εκατοστιαία αναλογία 

του DNA στον πυρήνα, το µήκος της ουράς, η διάµετρος πυρήνα, το συνολικό µήκος 

του κοµήτη και η παράµετρος TM-Tail Moment, όπου ορίζεται ως το γινόµενο του 

µήκους της ουράς, επί το ποσοστό DΝΑ στην ουρά του κοµήτη και η οποία 

χρησιµοποιήθηκε στην παρούσα εργασία ως µέτρο κερµατισµού το DNA.  

2.4.3. Αλκαλική µικρο-γέλη ηλεκτροφόρηση  

Η αλκαλική εκδοχή της µεθόδου "comet assay" εφαρµόστηκε από τους Singh 

et al., (1988), εκτελώντας ηλεκτροφόρηση σε ρΗ>13,0, κατέστη δυνατή η ανίχνευση 

θραυσµάτων µονόκλωνου DNA. Άλλες εκδοχές της µεθόδου αναπτύχθηκαν από τον 

Olive, (1989) που περιλάµβανε τη λύση των κυττάρων σε αλκαλικό ρΗ, και στη 

συνέχεια ηλεκτροφόρηση είτε σε ουδέτερο είτε σε ελαφρώς αλκαλικό περιβάλλον (ρΗ 

12,1), για την ανίχνευση θραυσµάτων δίκλωνου ή µονόκλωνου DNA αντίστοιχα. 

Επειδή οι περισσότεροι τοξικοί παράγοντες που επηρεάζουν το DNA, προκαλούν 

περισσότερες και πιο εκτεταµένες βλάβες σε τµήµατα στον έναν από τους δύο κλώνους 

απ' ότι στις ίδιες θέσεις στο δίκλωνο µόριο, η αλκαλική εκδοχή της µεθόδου (ρΗ>13) 

είναι πιο ευαίσθητη στην ανίχνευση της βλάβης του DNA.  

Ένα ευρύ φάσµα τοξικών παραγόντων προκαλεί αύξηση της µετανάστευσης 

του DNA έξω από το κυτταρικό σώµα, µέσα στο πήκτωµα της αγαρόζης. Εγκοπές που 
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εισάγονται στο µόριο του DNA, είτε από τη δράση ενδονουκλεασών των µηχανισµών 

επιδιόρθωσης είτε απευθείας από γενοτοξικούς, παράγοντες, προκαλούν θραύσµατα ή 

χάλαση του υπερελικωµένου DNA. Τα θραύσµατα και οι θηλιές (χαλαρωµένο DNA) 

µπορούν να µεταναστέψουν προς την άνοδο σχηµατίζοντας κατ' αυτό τον τρόπο την 

ουρά του κοµήτη. Οι αλκαλικές συνθήκες επιτρέπουν την αποπεριέλιξη και τη 

µετουσίωση του δίκλωνου DNA αποκαλύπτοντας τις ενδεχόµενες εγκοπές στο µόριο, 

προκαλώντας έτσι τη δηµιουργία θραυσµάτων. Η µέθοδος δεν ανιχνεύει µόνο τις 

βλάβες που προκαλούνται στο DNA από την ιονίζουσα ακτινοβολία ή αντίστοιχες 

χηµικές ενώσεις, αλλά και αυτές που προκαλούνται από το υπεροξείδιο του υδρογόνου, 

τις ελεύθερες ρίζες, τους αρωµατικούς υδρογονάνθρακες (PAHs), διάφορες χηµικές 

ουσίες, τα βαρέα µέταλλα και την υπεριώδη ακτινοβολία (Tice R. 1995). Επιπρόσθετα 

είναι άµεσα ανιχνεύσιµη η θραύση του µορίου που προκαλείται από διαδικασίες που 

εισάγουν εγκοπές στον ένα κλώνο όπως κατά την επιδιόρθωση εκτοµής, η οποία σε 

ορισµένες περιπτώσεις, π.χ. UV, PAHs, φαίνεται να παίζει σηµαντικό ρόλο (Speit and 

Hartmann, 1995).  

Επιπλέον βλάβη του DNA σε ειδικές αλληλουχίες βάσεων µπορούν να 

ανιχνευθούν σε συνδυασµό της µεθόδου µε ειδικές ενδονουκλεάσες (ένζυµα 

περιορισµού). Μετά τη λύση των κυττάρων, η εφαρµογή των προαναφερθέντων 

ενζύµων προσβάλουν φωσφοδιεστερικούς δεσµούς που περιβάλλονται από 

εξειδικευµένες αλληλουχίες βάσεων και τα παραγόµενα θραύσµατα µετρούνται µέσω 

της τεχνικής. Οξειδωµένες βάσεις DNA ανιχνεύτηκαν µε πολλή µεγάλη ευαισθησία µε 

τη βοήθεια της ενδονουκλεάσης ΙΙΙ ή το ένζυµο formamidopyrimidine- DNA- 

glycosylase (FPG) in νίνο και in vitro (Collins et al., 1993: Dennog et al., 1996). Άλλοι 

τύποι βλαβών του DNA, όπως ο σχηµατισµός διµερών µεταξύ πυριµιδίνων, µπορούν να 
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ανιχνευτούν εφαρµόζοντας την τεχνική έµµεσου ανοσοφθορισµού µε τη χρήση 

µονοκλωνικών αντισωµάτων (Sauvaigo et al., 1998). Ο συνδυασµός της comet assay µε 

τη FISH (fluorescence in situ hybridization) καθιστά δυνατή τη µελέτη της επαγωγής 

και διατήρησης της βλάβης του DNA σε ειδικές περιοχές στα χρωµοσώµατα και στα 

γονίδια. (Santos et al., 1997, Rapp et al., 2000).  

Σύνδεση µεταξύ των µορίων DNA και DNA-πρωτεϊνών µπορούν να 

προκαλέσουν προβλήµατα στην εφαρµογή της µεθόδου, επειδή σταθεροποιείται το 

χρωµοσωµικό DNA και εµποδίζει την µετανάστευσή του (Hartmann et al., 1995). Η 

τεχνική της «ανάλυσης κοµητών» βρίσκει εφαρµογή στην ανίχνευση αυτών των 

δεσµών. Ένας τρόπος είναι η πρόκληση θραυσµάτων και κατά συνέπεια η επαγωγή της 

µετανάστευσης του DNA µε ένα δεύτερο παράγοντα (π.χ. ιονίζουσα ακτινοβολία) και η 

σύγκρισή της µε τη µετανάστευση που προκαλείται µε την παρουσία του παράγοντα 

που προκαλεί τους δεσµούς µεταξύ των µορίων DNA και DNA-πρωτεϊνών (Pfuhler et 

al., 1996, Merk et al., 1998). Επιπλέον η παράταση του χρόνου µετουσίωσης ή/και του 

χρόνου της ηλεκτροφόρησης, επιτρέπει τη σύγκριση της µετανάστευσης του DNA και 

εποµένως την ανίχνευση ύπαρξης των προαναφερθέντων δεσµών. Η διάκριση DNA-

DNA και DNA-πρωτεϊνών δεσµών µπορεί να γίνει µε την εφαρµογή της πρωτεϊνάσης 

Κ (ΡΚ) στα λυµένα κύτταρα πριν την ηλεκτροφόρηση. Η ΡΚ διασπά τους δεσµούς 

µεταξύ DNA και πρωτεϊνών, ενώ δεν έχει επίδραση στους δεσµούς DNA-DNA (Fuscoe 

et al., 1996).  
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2.4.4. Επίστρωση αγαρόζης σε αντικειµενοφόρο πλάκα  

Μετά την αποµόνωση των ηπατικών κυττάρων, ακολούθησε η τοποθέτησή 

τους µε τη µορφή αιωρήµατος (20µL) σε λεπτή στρώση αγαρόζης πάνω σε 

αντικειµενοφόρο πλάκα ως εξής. Πρώτα, η αντικειµενοφόρος πλάκα είχε εµβαπτισθεί 

σε καθαρή αλκοόλη και στη συνέχεια τοποθετήθηκε στους -20°C για 20 min. Πήκτωµα 

αγαρόζης (ΝΜΡ Normal Melting Point) συγκέντρωσης 0,5% παρασκευάστηκε σε 

διάλυµα PBS. Μετά την ανάδευσή και την οµογενοποίηση του, το διάλυµα 

τοποθετήθηκε σε φούρνο µικροκυµάτων για µικρό χρονικό διάστηµα (5 min) µέχρι να 

διαυγασθεί πλήρως. Αφού στέγνωσε η ανηκειµενοφόρος πλάκα από την αιθανόλη, 

εµβαπτίστηκε στη ζεστή αγαρόζη (>60° C) για σύντοµο χρονικό διάστηµα (3-4 sec), 

ώστε να επικαθήσει στην κρύα και καθαρή επιφάνεια της. Αµέσως, αφαιρέθηκε η 

αγαρόζη, καθαρίστηκε προσεχτικά η κάτω επιφάνειά της και τοποθετήθηκε πάνω σε 

πάγο για να ζελατινοποιηθεί. Ένα δεύτερο διάλυµα, αγαρόζης (LΜΡ Low Melting 

Point) συγκέντρωσης 0,5% παρασκευάστηκε µε τον ίδιο τρόπο, για την ανάµιξή του µε 

το κυτταρικό αιώρηµα. Όταν έφτασε σε θερµοκρασία δωµατίου (20-25°C), 20µl 

κυτταρικού αιωρήµατος προστέθηκαν σε 80µl αγαρόζης (LΜΡ) και τοποθετήθηκαν 

στην αντικειµενοφόρο πλάκα που ήταν καλυµµένη µε πήκτωµα αγαρόζης και 

τοποθετήθηκε η καλυπτρίδα. Στο σηµείο αυτό χαµηλώνουµε τα φώτα. Η 

αντικειµενοφόρος πλάκα που έφερε τα κύτταρα τοποθετήθηκε σε πάγο για 30 min. 

Μετά τη ζελατινοποίηση και της δεύτερης στρώσης αγαρόζης, η καλυπτρίδα 

αποµακρύνθηκε µε προσοχή.  
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2.4.5. Λύση, ηλεκτροφόρηση και µέτρηση των κοµητών  

Μετά το τέλος του προηγούµενου σταδίου, η αντικειµενοφόρος πλάκα 

τοποθετήθηκε σε διάλυµα λύσης. Το διάλυµα περιείχε άλας NaCI συγκέντρωσης 2,5 Μ, 

ΕDTΑ (ethylenediaminetetraacetic acid) συγκέντρωσης 100 mM, Tris συγκέντρωσης 

10 mM και τέλος προστίθενται 1 % Triton - Χ 100 και 10% DMSO (dimethyl 

sulfoxide). Στη συνέχεια, το ρΗ του διαλύµατος ρυθµίστηκε µε συµπυκνωµένο διάλυµα 

HCI ή NaOH (ρΗ 10) και τοποθετήθηκε στους 4 °C για περίπου 30 min (το κρύο 

διάλυµα βοηθάει στη διατήρηση της σταθερότητας της αγαρόζης) (Tice et al., 2000). 

Στο κρύο διάλυµα λύσης, τοποθετήθηκαν οι αντικειµενοφόρες πλάκες (οι οποίες 

φέρουν τα ηπατικά κύτταρα) και παρέµειναν στους 4 °C για τουλάχιστον µία ώρα. 

Κατά το ανωτέρω χρονικό διάστηµα έλαβε χώρα η λύση των κυττάρων καθώς η 

κυτταρική µεµβράνη λύεται και το DΝΑ σχηµατίζει πυρήνες. Πριν την 

ηλεκτροφόρηση, οι αντικειµενοφόρες πλάκες εκπλύθηκαν µε απεσταγµένο νερό και 

τοποθετήθηκαν στη συσκευή οριζόντιας ηλεκροφόρησης που περιείχε 1,5L βασικό 

διάλυµα (ρΗ>12,1 & 4°C), όπου και παρέµειναν για 15 min ώστε να πραγµατοποιηθεί 

η αποδιάταξη του DΝΑ που είναι απαραίτητη για την ανίχνευση θραυσµάτων 

µονόκλωνου DΝΑ. 
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Εικόνα 15: Συσκευή ηλεκτροφόρησης. 

Το παραπάνω διάλυµα παρασκευάστηκε από 0,075 Μ NaOH και 1 mM ΕDΤΑ 

σε απεσταγµένο νερό. Μετά την πάροδο των 15 min, ξεκίνησε η διαδικασία της 

ηλεκτροφόρησης (εικ.15) σε συνθήκες 25 V, 300 mA για χρονική διάρκεια 15 min 

(Mitchelmore and Chipman, 1998). Στη συνέχεια, οι αντικειµενοφόρες πλάκες 

εκπλύθηκαν µε προσοχή σε ουδέτερο διάλυµα (διάλυµα Tris 0,4 Μ), ώστε το 

βρωµιούχο αιθίδιο να µπορεί να δράσει κατά το στάδιο της χρώσης (McKeIvey-Martin 

et al., 1993). Σε κάθε αντικειµενοφόρο, προστέθηκαν 50µΙ βρωµιούχου αιθίδιου 

συγκέντρωσης 20µg/ml. Εκατό έως εκατόν πενήντα κύτταρα συλλέχθηκαν τυχαία από 

κάθε αντικειµενοφόρο πλάκα τα οποία αναλύθηκαν σε µικροσκόπιο φθορισµού (Zeiss 
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Axiostar plus) εφοδιασµένο µε φίλτρο διέγερση ς και αποκοπής στα 515-560nm 590 

nm αντίστοιχα, σε µεγέθυνση 40χ. Οι εικόνες καταγράφονταν από βιντεοκάµερα 

υψηλής ανάλυσης και προβάλλονταν σε οθόνη Η/Y µέσω του λογισµικού ProgRes 

Capture Pro 2.1 (εικ.16), ενώ η επεξεργασία-ανάλυση των «κοµητών» έγινε µε το 

λειτουργικό πρόγραµµα CASP (Konca et al., 2003).  

 

Εικόνα 16: Καταγραφή κοµητών µε τη βοήθεια Η/Υ. 
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2.4.6. Εκτίµηση της

Όπως προαναφέρθηκε η έκταση

µετατόπιση ανάµεσα στον πυρήνα

«ουρά» η οποία προκύπτει

Μεταξύ των παραµέτρων που

DΝΑ στην ουρά, η εκατοστιαία

η διάµετρος του πυρήνα και

εργασία χρησιµοποιήθηκε η παρά

της ουράς επί το ποσοστό του

Εικόνα 17: Ηπατοκύτταρα τσιπούρας

ρΗ µετά από χρώση βρω

ελάχιστο βαθµό κερµατισµ
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µεταναστεύει έξω από το κυτταρικό

της αγαρόζης (ουρά του κο
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ίµηση της βλάβης του DNA - Υπολογισµός της παραµέτρου

προαναφέρθηκε η έκταση της βλάβης του DΝΑ εκτιµάται 

εσα στον πυρήνα του κυττάρου ή «κεφαλή του κο

προκύπτει λόγω κερµατισµού του πυρηνικού DΝΑ

έτρων που χρησιµοποιούνται είναι η εκατοστιαία αναλογία

η εκατοστιαία αναλογία του DΝΑ στον πυρήνα, το µ

πυρήνα και το συνολικό µήκος του κοµήτη (Εικ. 17).

οποιήθηκε η παράµετρος ΤΜ - Tail Moment (το γινόµ

ποσοστό του DΝΑ στην ουρά του κοµήτη), (Εικ. 18). 

Ηπατοκύτταρα τσιπούρας (S. aurata) σε πήκτωµα αγαρόζης

χρώση βρωµιούχου αιθιδίου (EtBr). Αριστερά, φαίνονται

µού, µε αποτέλεσµα το DΝΑ να παραµένει στον

δεξιά το κύτταρο έχει υποστεί εκτεταµένο κερµατισ

από το κυτταρικό σώµα (κεφαλή του κοµήτη) και µέσα

ουρά του κοµήτη). 

παραµέτρου ΤΜ 

άται µετρώντας τη 

κεφαλή του κοµήτη» και την 

ΝΑ (Εικόνα 10). 

εκατοστιαία αναλογία του 

µήκος της ουράς, 

). Στην παρούσα 

µενο του µήκους 

 

 

α αγαρόζης και αλκαλικό 

Αριστερά φαίνονται κύτταρα µε 

ένει στον πυρήνα. 

ατισµό, το DΝΑ 

έσα στο πήκτωµα 
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Εικόνα 18: Υπολογισµός των παραµέτρων ( Name, HeadArea, TailArea, HeadDNA, TailDNA, 
HeadDNA%, TailDNA%, HeadRadius, TailLength, CometLength, HeadMeanX, TailMeanX, 
TailMoment ) του κατακερµατισµού του DΝΑ, µέσω του λογισµικού ανάλυσης εικόνας "casp". 

2.4.7. Στατιστική ανάλυση 

Τα αποτελέσµατα που αφορούσαν στους χρόνους αναισθησίας, χρόνους 

ανάνηψης, θνησιµότητα και tail moment των κοµητών επεξεργάστηκαν µε το 

στατιστικό πρόγραµµα SPSS statistics 17.0 και µε το excel MS office 2010. Το επίπεδο 

σηµαντικότητας ορίστηκε α = 0,05. Για τις πολλαπλές συγκρίσεις µεταξύ των οµάδων 

χρησιµοποιήθηκε το στατιστικό τεστ “one way Anova” και το κριτήριο Tukey HSD. 

Για τον έλεγχο της οµοιογένειας των διασπορών χρησιµοποιήθηκε το κριτήριο του 

Levene. ( Zar, 1996 ) 
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

Αναισθησία για 5 min και ανάνηψη  
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Σχήµα 1: Στάδια αναισθησίας ψαριών κατά τη διάρκεια των 5 min 
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Κατά την αναισθησία των 5 ψαριών για 5 min δεν παρατηρήθηκαν διαφορές µεταξύ 

των αναισθητικών που δοκιµάστηκαν όταν τα ψάρια έφτασαν στο πρώτο στάδιο 

αναισθησίας. Στα στάδια αναισθησίας ΙΙ και ΙΙΙ1 (Σχ. 1) έφτασαν πιο γρήγορα τα ψάρια 

στα οποία εφαρµόστηκε το αιθέριο έλαιο ρίγανης χωρίς όµως να παρατηρούνται 

στατιστικά σηµαντικές διαφορές από τα αιθέρια έλαια κανέλας και τεϊόδεντρου. 

Επίσης, στο στάδιο αναισθησίας ΙΙΙ2 έφτασαν πιο γρήγορα τα ψάρια στα οποία 

εφαρµόστηκε αναισθησία µε αιθέριο έλαιο ρίγανης αν και δεν παρατηρήθηκαν 

στατιστικά σηµαντικές διαφορές από τα αιθέρια έλαια κανέλας, τεϊόδεντρου και 

γαρύφαλλου. Τα περισσότερα από τα ψάρια τα οποία εξετάστηκαν στη διάρκεια αυτού 

του πειράµατος δεν πέρασαν στο στάδιο αναισθησίας ΙΙΙ2 µε εξαίρεση αυτά τα οποία 

αναισθητοποιήθηκαν µε αιθέριο έλαιο λουΐζας. Τέλος στο στάδιο αναισθησίας IV δεν 

έφτασε κανένα από τα υπό εξέταση δείγµατα στη διάρκεια των 5 min που διήρκησε το 

συγκεκριµένο πείραµα. 
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Σχήµα 2: Στάδια ανάνηψης ψαριών µετά από 5 min 

 

Κατά την ανάνηψη, µετά από αναισθησία 5 min, όλα τα ψάρια τα οποία εξετάστηκαν 

έφτασαν εξίσου γρήγορα στο πρώτο στάδιο ανάνηψης, χωρίς να παρατηρούνται µεταξύ 

τους στατιστικά σηµαντικές διαφορές. Στο δεύτερο, τρίτο, τέταρτο και πέµπτο στάδιο 

ανάνηψης πιο γρήγορα έφτασαν τα ψάρια τα οποία είχαν αναισθητοποιηθεί µε το 

αιθέριο έλαιο αγριοκυπάρισσου και τεϊόδεντρου (Σχ. 2) χωρίς να παρατηρούνται 

στατιστικά σηµαντικές διαφορές από τα αιθέρια έλαια κανέλας και γαρύφαλλου.  
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Αναισθησία για 10 min και ανάνηψη  
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Σχήµα 3: Στάδια αναισθησίας ψαριών κατά τη διάρκεια των 10 minν 
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Κατά την αναισθησία των 5 ψαριών για 10 min, στο στάδιο αναισθησίας Ι έφτασαν πιο 

γρήγορα τα ψάρια στα οποία εφαρµόστηκε αναισθησία µε αιθέριο έλαιο ρίγανης και 

γαρύφαλλου (Σχ. 3) αν και δεν παρατηρήθηκαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές από τα 

αιθέρια έλαια κανέλας και αγριοκυπαρισσιού. Στα στάδια αναισθησίας ΙΙ και ΙΙΙ1 

έφτασαν πιο γρήγορα τα ψάρια στα οποία εφαρµόστηκε το αιθέριο έλαιο ρίγανης χωρίς 

όµως να παρατηρούνται στατιστικά σηµαντικές διαφορές από το αιθέριο έλαιο κανέλας. 

Επίσης, στο στάδιο αναισθησίας ΙΙΙ2 έφτασαν πιο γρήγορα τα ψάρια στα οποία 

εφαρµόστηκε αναισθησία µε αιθέριο έλαιο κανέλας αν και δεν παρατηρήθηκαν 

στατιστικά σηµαντικές διαφορές από τα αιθέρια έλαια, ρίγανης και γαρύφαλλου. Στο 

στάδιο αναισθησίας ΙΙΙ3 έφτασαν πιο γρήγορα τα ψάρια στα οποία εφαρµόστηκε 

αναισθησία µε αιθέριο έλαιο αγριοκυπαρισσιού αν και δεν παρατηρήθηκαν στατιστικά 

σηµαντικές διαφορές από τα αιθέρια έλαια, κανέλας και ρίγανης. Τα ψάρια τα οποία 

αναισθητοποιήθηκαν µε αιθέριο έλαιο τεϊόδεντρου δεν πέρασαν στο στάδιο 

αναισθησίας IV. Τέλος στο στάδιο αναισθησίας V έφτασαν πιο γρήγορα τα ψάρια στα 

οποία εφαρµόστηκε αναισθησία µε αιθέριο έλαιο γαρύφαλλου. Τα ψάρια τα οποία 

αναισθητοποιήθηκαν µε αιθέριο έλαιο τεϊόδεντρου και ρίγανης δεν πέρασαν στο στάδιο 

αναισθησίας V στη διάρκεια των 10 min που διήρκησε το συγκεκριµένο πείραµα. 
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Σχήµα 4: Στάδια ανάνηψης ψαριών µετά από 10 min 

Κατά την ανάνηψη, µετά από αναισθησία 10 min, πιο γρήγορα έφτασαν τα ψάρια τα 

οποία είχαν αναισθητοποιηθεί µε το αιθέριο έλαιο ρίγανης και τεϊόδεντρου (Σχ. 4) 

χωρίς να παρατηρούνται στατιστικά σηµαντικές διαφορές από τα αιθέρια έλαια 

κανέλας, αγριοκυπαρισσιού και γαρύφαλλου. Στο δεύτερο, τρίτο, τέταρτο και πέµπτο 

στάδιο ανάνηψης πιο γρήγορα έφτασαν τα ψάρια τα οποία είχαν αναισθητοποιηθεί µε 
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το αιθέριο έλαιο τεϊόδεντρου χωρίς να παρατηρούνται στατιστικά σηµαντικές διαφορές 

από τα αιθέρια έλαια κανέλας, γαρύφαλλου και αγριοκυπαρισσιού.  

Αναισθησία για 15 min και ανάνηψη  
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Σχήµα 5: Στάδια αναισθησίας ψαριών κατά τη διάρκεια των 15 min 

Κατά την αναισθησία των 5 ψαριών για 15 min, στο στάδιο αναισθησίας Ι έφτασαν πιο 

γρήγορα τα ψάρια στα οποία εφαρµόστηκε αναισθησία µε αιθέριο έλαιο ρίγανης και 

κανέλας (Σχ. 5) αν και δεν παρατηρήθηκαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές από τα 

αιθέρια έλαια αγριοκυπαρισσιού και γαρύφαλλου. Στα στάδια αναισθησίας ΙΙ και ΙΙΙ1 

έφτασαν πιο γρήγορα τα ψάρια στα οποία εφαρµόστηκε το αιθέριο έλαιο ρίγανης χωρίς 

όµως να παρατηρούνται στατιστικά σηµαντικές διαφορές από τα αιθέρια έλαια 

κανέλας, γαρύφαλλου και τεϊόδεντρου. Επίσης, στο στάδιο αναισθησίας ΙΙΙ2 έφτασαν 

πιο γρήγορα τα ψάρια στα οποία εφαρµόστηκε αναισθησία µε αιθέριο έλαιο κανέλας αν 

και δεν παρατηρήθηκαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές από τα αιθέρια έλαια, 

τεϊόδεντρου, ρίγανης και γαρύφαλλου. Στο στάδιο αναισθησίας ΙΙΙ3 έφτασαν πιο 

γρήγορα τα ψάρια στα οποία εφαρµόστηκε το αιθέριο έλαιο ρίγανης χωρίς όµως να 

παρατηρούνται στατιστικά σηµαντικές διαφορές από τα αιθέρια έλαια λουΐζας και 

αγριοκυπαρισσιού. Τέλος στο στάδιο αναισθησίας V έφτασαν πιο γρήγορα τα ψάρια 

στα οποία εφαρµόστηκε αναισθησία µε αιθέριο έλαιο λουΐζας χωρίς όµως να 
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παρατηρούνται στατιστικά σηµαντικές διαφορές από τα αιθέρια έλαια, 

αγριοκυπαρισσιού, τεϊόδεντρου, κανέλας και ρίγανης. Τα ψάρια τα οποία 

αναισθητοποιήθηκαν µε αιθέριο έλαιο γαρύφαλλου δεν πέρασαν στο στάδιο 

αναισθησίας V στη διάρκεια των 15 min που διήρκησε το συγκεκριµένο πείραµα. 
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Σχήµα 6: Στάδια ανάνηψης ψαριών µετά από 15 min 
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Κατά την ανάνηψη, µετά από αναισθησία 15 min, τα ψάρια τα οποία είχαν 

αναισθητοποιηθεί µε το αιθέριο έλαιο λουΐζας δεν ανάνηψαν ποτέ (Σχ. 6). Στο πρώτο, 

στάδιο ανάνηψης πιο γρήγορα έφτασαν τα ψάρια τα οποία είχαν αναισθητοποιηθεί µε 

το αιθέριο έλαιο κανέλας, ρίγανης και γαρύφαλλου χωρίς να παρατηρούνται στατιστικά 

σηµαντικές διαφορές από το αιθέριο έλαιο τεϊόδεντρου. Στο δεύτερο, τρίτο, τέταρτο και 

πέµπτο στάδιο ανάνηψης, τα ψάρια τα οποία είχαν αναισθητοποιηθεί µε το αιθέριο 

έλαιο αγριοκυπαρισσιού δεν ανάνηψαν ποτέ, ενώ πιο γρήγορα έφτασαν τα ψάρια τα 

οποία είχαν αναισθητοποιηθεί µε το αιθέριο έλαιο τεϊόδεντρου χωρίς να παρατηρούνται 

στατιστικά σηµαντικές διαφορές από τα αιθέρια έλαια κανέλας, ρίγανης και 

γαρύφαλλου. 

 

 

 

Αναισθησία όλων των ψαριών µέχρι το στάδιο της χειρουργικής αναισθησίας 
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Σχήµα 7: Στάδια αναισθησίας όλων των ψαριών µέχρι το στάδιο της χειρουργικής αναισθησίας  
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Κατά την αναισθησία των 15 ψαριών, αυτά που έφτασαν πιο γρήγορα στα στάδια 

αναισθησίας Ι, ΙΙ, ΙΙΙ1 και ΙΙΙ2 (Σχ. 7) ήταν αυτά στα οποία εφαρµόστηκε το αιθέριο 

έλαιο ρίγανης και κανέλας, χωρίς όµως να παρατηρούνται στατιστικά σηµαντικές 

διαφορές από τα αιθέρια έλαια γαρύφαλλου και τεϊόδεντρου.  

 

Επίδραση της αναισθησίας στη θνησιµότητα  

 

Σχήµα 8: Θνησιµότητα 

Από το γράφηµα προέκυψε ότι οι λιγότερες θνησιµότητες παρατηρήθηκαν στην 

περίπτωση που η αναισθησία έγινε µε τα αιθέρια έλαια κανέλας και ρίγανης (Σχ. 8), 

ενώ οι περισσότερες παρατηρήθηκαν στην περίπτωση που εφαρµόστηκε  το αιθέριο 

έλαιο λουΐζας. Επίσης προέκυψε ότι οι περισσότερες θνησιµότητες παρατηρούνται στις 

24 πρώτες ώρες. 
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Καταπόνηση των ψαριών από

Σχήµα 9: Tail moment (∆ηλαδή
στην ουρά του κοµήτη - Παράµετρος

Μετά από ανάλυση των κοµητών

προκαλεί στατιστικά σηµαντικά

υπόλοιπα έλαια που εξετάστηκαν

την µεγαλύτερη καταπόνηση

4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

Η αναισθησία χρησιµοποιείται

αίσθησης, έτσι ώστε να µπορούν

χειρουργικές επεµβάσεις. Είναι

ανακουφίσει τον πόνο, να µειώσει
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των ψαριών από τη χρήση αναισθητικών  

∆ηλαδή το γινόµενο του µήκους της ουράς επί το ποσοστό
Παράµετρος εκτίµησης της βλάβης του DNA-) 

ανάλυση των κοµητών προέκυψε ότι η αναισθησία µε αιθέριο έλαιο

στατιστικά σηµαντικά µικρότερη καταπόνηση (Σχ. 9) σε σχέση

που εξετάστηκαν. Αντιθέτως το αιθέριο έλαιο γαρύφαλλου

καταπόνηση (p<0,05). 

αναισθησία χρησιµοποιείται για την προσωρινή µείωση ή αφαίρεση

ώστε να µπορούν να πραγµατοποιηθούν επώδυνες διαδικασίες

επεµβάσεις. Είναι ουσιαστικά µια αναστρέψιµη κατάσταση που

πόνο να µειώσει το άγχος και να παραλύσει τους µυς
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2000). Ο χειρισµός των υδρόβιων ζώων µέσα και έξω από το φυσικό τους περιβάλλον 

σχεδόν πάντα περιλαµβάνει σωµατική δραστηριότητα του ψαριού. Ο χαρακτηριστικός 

τους αγώνας κατά τη διάρκεια της αιχµαλωσίας και του χειρισµού επηρεάζει και τη 

συµπεριφορά τους και κατά συνέπεια είναι συχνά απαραίτητο να ακινητοποιηθεί το 

ψάρι πριν γίνει ακόµη και η πιο απλή εργασία. Τα αναισθητικά περιορίζουν το στρες 

και εξασφαλίζουν την ευζωία στα υπό µελέτη ζώα (Ashley, 2006). Σύµφωνα µε τους 

Marking και Meyer, 1985, τα χαρακτηριστικά του ιδανικού αναισθητικού είναι: χρόνος 

δράσης µικρότερος των 5 min και προτιµότερο λιγότερο των 3 min, χρόνος ανάνηψης 

µικρός (5 min ή λιγότερο), µη τοξικό για τα ψάρια, εύκολο στο χειρισµό και ασφαλές 

για το χειριστή, χωρίς µόνιµες επιπτώσεις στη φυσιολογία και συµπεριφορά του 

ψαριού, να απεκκρίνεται ή µεταβολίζεται γρήγορα χωρίς να αφήνει κατάλοιπα, να µην 

έχει συσσωρευτικές επιπτώσεις ή προβλήµατα από την επανειληµµένη έκθεση σ’ αυτό 

και να έχει χαµηλό κόστος. 

Μέχρι σήµερα στους χειρισµούς των εκτρεφόµενων υδρόβιων οργανισµών 

χρησιµοποιούνται κυρίως συνθετικές χηµικές αναισθητικές ουσίες (da Cunha 2010) 

ενώ από τα φυσικά αναισθητικά που χρησιµοποιούνται στην υδρόβια ζωή, ιδιαίτερης 

µνείας χρήζει το γαρυφαλέλαιο, για το οποίο έχουν εκπονηθεί οι περισσότερες µελέτες. 

Στην παρούσα µεταπτυχιακή διατριβή έγινε διερεύνηση της επίδοσης έξι 

αναισθητικών φυσικής προέλευσης αφ’ ενός µέσα από τους χρόνους που διαγράφονται 

στα στάδια αναισθησίας και ανάνηψης και αφετέρου από το µέγεθος της βλάβης που 

υφίσταται το DNA του ψαριού, µέσω της οποία µπορεί να προσδιοριστεί η 

καταπόνησης εξαιτίας της αναισθησίας.  

Κατά τη µελέτη της συµπεριφοράς των ψαριών κατά την αναισθησία και 

ανάνηψη και τη χρονοµέτρηση των σταδίων, παρατηρήθηκαν για κάθε ουσία κάποια 
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ποιοτικά χαρακτηριστικά. Το χαρακτηριστικό του αιθέριου ελαίου του φυτού Juniperus 

communis (άρκευθος ή αγριοκυπαρίσσι) συγκέντρωσης 900 µl/L είναι ότι 

αναισθητοποιείται το ψάρι, φτάνοντας στο στάδιο της  χειρουργικής αναισθησίας) σε 

201,3±55,28 sec, πολλές φορές όµως δηµιουργεί σ’ αυτό περιοδικούς σπασµούς που 

διαρκούν σχεδόν µέχρι το θάνατό του. Επίσης τα ψάρια έχουν µεγάλο ποσοστό 

θνησιµότητας, που για παραµονή στο αναισθητικό για 15 min αγγίζει το 100%.  

Το χαρακτηριστικό του αιθέριου ελαίου του φυτού Aloysia triphylla, (λουίζα) 

συγκέντρωσης 200 µl/L, είναι ότι αναισθητοποιείται το ψάρι, φτάνοντας στο στάδιο της 

χειρουργικής αναισθησίας σε 208±27,31 sec, πολλές φορές όµως από τη στιγµή που 

χάνεται ο µυϊκός τόνος µένει για πολύ λίγο χρόνο στη ζωή. Επίσης και σ’ αυτό το 

αναισθητικό τα ψάρια έχουν µεγάλο ποσοστό θνησιµότητας, που για παραµονή µέσα σ’ 

αυτό για 15 min η θνησιµότητα αγγίζει το 100%.  

Για το αιθέριο έλαιο του φυτού Melaleuca alternifolia (τεϊόδεντρο – tea tree oil) 

συγκέντρωσης 200 µl/L, οι χρόνοι αναισθησίας και ανάνηψης ήταν µέτριοι σε σχέση µε 

τα άλλα φυσικά αναισθητικά. Ο χρόνος για το στάδιο της χειρουργικής αναισθησίας 

ήταν 111±24,75 sec και ο χρόνος ανάνηψης 302±103,83 sec και τα ψάρια είχαν ένα 

σηµαντικό ποσοστό θνησιµότητας.  

Στο αιθέριο έλαιο του φυτού Origanum vulgare (ρίγανη) 50 µl/L, τα ψάρια ενώ 

αναισθητοποιήθηκαν σε ικανοποιητικά µικρό χρόνο - φτάνουν στο στάδιο της 

χειρουργικής αναισθησίας σε 74±23,21 sec - άργησαν να ανανήψουν (871±403,48 sec).  

Την πιο οµαλή συµπεριφορά στην αναισθησία παρουσίασε το αιθέριο έλαιο 

του φυτού Cinnamomum zeylanicum (κανέλα) συγκέντρωσης 40 µl/L µε χρόνο έως το 

στο στάδιο της χειρουργικής αναισθησίας 77±26,67 sec και χρόνος ανάνηψης 

429±222,94 sec) και το αιθέριο έλαιο του φυτού Eugenia aromatica (γαρυφαλέλαιο) 
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συγκέντρωσης 40 µl/L µε χρόνο έως το στο στάδιο της χειρουργικής αναισθησίας 

77±25,72 sec και χρόνο ανάνηψης 484±491,10 sec.  

Από άποψη βιβλιογραφικών αναφορών υπάρχουν πολλές για το γαρυφαλέλαιο 

και ελάχιστες έως καθόλου για τα υπόλοιπα φυσικά αναισθητικά που 

χρησιµοποιήθηκαν στην παρούσα διατριβή. Για το γαρυφαλέλαιο οι βιβλιογραφικές 

αναφορές συµφωνούν µε τα αποτελέσµατα της παρούσας εργασίας. Έτσι αναφέρεται 

ότι το γαρυφαλέλαιο είναι φτηνό, αποτελεσµατικό και σε συγκέντρωση 30-40 mg/L 

είναι ιδανικό για αναισθησία του ψαριού Puntius denisonii (Day, 1865) µε χρόνο 

αναισθησίας < 3 min. (Sajan 2012). Αναφέρεται επίσης ότι η ισοευγενόλη (συστατικό 

του γαρυφαλέλαιου) φάνηκε να έχει ευρύ περιθώριο ασφάλειας µε προβλέψιµα 

αποτελέσµατα που εξαρτώνται από τη δόση. Συγκεντρώσεις των 40-80 mg/L 

προκάλεσαν αναισθησία µέσα σε 4 έως 11 min και ήταν σηµαντικά µικρότερες από ότι 

συγκέντρωση που σχετίζεται µε το θάνατο του ψαριού (Gladden et al. 2010). 

 Όσον αφορά στην επίδραση της αναισθησίας των ψαριών στην καταπόνηση 

όπως αυτή καταγράφεται µε τη µέθοδο COMET, τη µικρότερη βλάβη στο DNA άρα 

και µικρότερο καταπόνηση υπέστησαν τα ψάρια που είχαν αναισθητοποιηθεί µε το 

αιθέριο έλαιο του φυτού Cinnamomum zeylanicum (κανέλα) συγκέντρωσης 50 µl/L. 

Σύµφωνα µε τη υπάρχουσα βιβλιογραφία για τη µέθοδο COMET αναφέρεται ότι τα 

αναισθητικά MS222 (tricaine) και benzocaine δεν επιφέρουν βλάβη στο DNA (Barreto 

et al. 2007, De Miranda Cabral Gontijo et al. 2003) όπως επίσης και για το 

γαρυφαλέλαιο (Χασάν Ε. και συν.,2011) 

Από τις συγκρίσεις µεταξύ φυσικών και χηµικών αναισθητικών φαίνεται σε 

πολλές περιπτώσεις ότι υπερτερούν τα φυσικά (Kristan, 2012). Έτσι έχει παρατηρηθεί 
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ότι το γαρυφαλέλαιο έχει µικρότερους χρόνους αναισθησίας και ανάνηψης συγκριτικά 

µε τη 2-φαινοξυαιθανόλη σε µικρότερες δόσεις (Μυλωνάς και συν 2005).  

Επίσης τα φυσικά αναισθητικά υπερτερούν και ως προς την επίδραση στην 

ποιότητα της σάρκας του ψαριού, είναι φτηνότερα και δεν επιβαρύνουν το περιβάλλον 

(Cho, G.K. et.al. 2000, Iversen M. 2003). Έτσι στο ευρωπαϊκό λαβράκι Dicentrarchus 

labrax, (Linnaeus 1758) η αναισθησία µε γαρυφαλέλαιο, έχει βρεθεί ότι βελτιώνει την 

ποιότητα της σάρκας και την ευζωία του λαβρακιού σε σχέση µε τη 2-φαινοξυαιθανόλη 

Simitzis et al. (2013). Σύµφωνα µε τους Di Marco et.al. (2011) η αναισθησία µε MS 

222 (tricaine methanesulphonate) είχε µεγαλύτερες επιπτώσεις και παρενέργειές στη 

φυσιολογία του υβριδίου οξύρρυγχου συγκρινόµενο µε το γαρυφαλέλαιο, πράγµα που 

δείχνει ότι η χρήση του γαρυφαλέλαιου ήταν καλύτερη από το MS 222 στη µείωση του 

στρες. Επίσης κατά την αναισθησία µε MS 222 ή µε 2-phenoxyethanol σε τσιπούρες 

(Sparus aurata), βρέθηκε ότι η έκθεση στα παραπάνω αναισθητικά προκαλεί αντίδραση 

στρες στην τσιπούρα η οποία συνεχίζεται έως 24 ώρες από το χρόνο αποκατάστασης 

(Molinero,  1995). 

Επίσης, τα φυσικά αναισθητικά δεν προκαλούν ανοσοκαταστολή σε σχέση µε 

τα χηµικά (Bressler 2004), ενώ δρουν και σαν αντιοξειδωτικά των λιπιδίων Veeck, 

A.P.L. et al. (2013). Επίσης τα αναισθητικά MS222, benzocaine, 2-phenoxyethanol και 

quinaldine sulphate δοκιµάσθηκαν για να παρατηρηθούν οι επιδράσεις τους στο 

ανοσοποιητικό σύστηµα της τσιπούρας (Sparus aurata). Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι 

τα τέσσερα αναισθητικό παρήγαγαν αυξηµένα επίπεδα γλυκόζης µετά από µία ώρα. 

Επιπροσθέτως, η benzocaine και η 2-phenoxyethanol κατέστειλαν συµπληρωµατική 

δραστηριότητα και φαγοκυττάρωση (Ortuño et al. 2002). 
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Τα µειονεκτήµατα των χηµικών αναισθητικών απορρέουν και από το γεγονός 

ότι αρκετές µελέτες δείχνουν πως για να βελτιωθούν οι αναισθητικές ιδιότητές τους 

πρέπει να δράσουν αυτά συνδυαστικά και µε άλλες ουσίες. Έτσι για να ενισχυθεί η 

αναισθησία των χηµικών αναισθητικών, να εξαλειφθούν οι ανεπιθύµητες δράσεις και 

να µειωθεί η έξαψη και η υπερκινητικότητα των ψαριών σε περιορισµένο χώρο, χωρίς 

να οδηγήσει σε θνησιµότητα µπορεί να χορηγηθούν µαζί µε τα χηµικά αναισθητικά και 

άλλες ουσίες (Kumlu, et al. 1999, Huang, et al. 2010, Park, et al. (2004). 

5. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

Όλα τα αιθέρια έλαια που χρησιµοποιήθηκαν έδρασαν αναισθητικά στα ψάρια. 

Την καλύτερη συµπεριφορά την έχει το αιθέριο έλαιο του φυτού Cinnamomum 

zeylanicum (κανέλα) συγκέντρωσης 40 µl/L. Ο µέσος χρόνος αναισθησίας για το στάδιο 

της χειρουργικής αναισθησίας είναι 77 ±26,67 sec δηλαδή (1,28 ±0,44 min) και ο µέσος 

χρόνος ανάνηψης είναι 429 ± 222,94 sec δηλαδή (7,14 ± 3,72 min). Όσον αφορά την 

καταπόνηση που καθορίζεται από το ποσοστό κατακερµάτωσης του DNA, το αιθέριο 

έλαιο του φυτού Cinnamomum zeylanicum (κανέλα) συγκέντρωσης 40 µl/L είναι το 

µόνο που δηµιουργεί στα ψάρια τη µικρότερη καταπόνηση και σε σχέση µε τα 

υπόλοιπα αναισθητικά που εξετάστηκαν. Ως εκ τούτου το αιθέριο έλαιο του φυτού 

Cinnamomum zeylanicum (κανέλα) συγκέντρωσης 40 µl/L είναι το πιο αποτελεσµατικό 

από τα έξι φυσικά αναισθητικά που εφαρµόστηκαν, επιδεικνύοντας πολύ καλές 

επιδόσεις στους τοµείς που εξετάστηκαν, προκαλώντας αναισθησία και ανάνηψη σε 

σύντοµο χρονικό διάστηµα και προκαλώντας µικρή καταπόνηση.  
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7. ABSTRACT 

Anesthesia is applied in medicine for the temporary reduction or removal of 

sensation, in painful surgical procedures. It's essentially a reversible condition caused by 

substances with anesthetic properties and can relieve pain, reduce stress and paralyze 

muscles. 

In the past, beside pharmaceutical anesthesia, other methods such as hypnosis 

and ice have been applied. In current practice of anesthesia, these methods are rarely or 

not at all used. 

Handling of aquatic animals in and out of their natural environment almost 

always involves stress. Stress during capture and handling affects also the behavior of 

fish and therefore it is often necessary to immobilize them before even the simplest 

procedure, e.g. blood sampling.  Anesthetics reduce stress and ensure welfare for the 

animals used in research. The choice of anesthetic generally depends on the availability, 

cost, ease of use, nature of the study and the safety of the operator. It is necessary to 

take into consideration biological and environmental factors when comparing studies 

concerning anesthetics. 

Biological factors include the type, stage of life cycle and the age, size and 

weight, lipid content, physical condition and health of the animal. All these factors 

influence the metabolism and therefore the effectiveness of the anesthetic. Other factors 

are environmental ones, such as temperature and pH. 

The aim of this thesis was to investigate the performance of natural anesthetics 

through the stages of anesthesia and resuscitation as well as by the amount of damage 

inflicted on the DNA of the fish, using the molecular technique Comet Assay. 
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For the purpose of the experiment bream (Sparus aurata) was selected because 

it is one of the most commercially farmed species in Europe. In Greece there is a steady 

increase in aquaculture production with a large proportion (approximately 80%) and a 

significant share of exports to the European market (2.8%). Nearly 90% of the European 

production focuses on the Mediterranean sea bream and sea bass, 50% of which comes 

from Greece. A total of 114  sea breams were used from closed circuit of tanks, with 

weight ranging from  8,816 - 24,951 g, with mean value 15,843 g and length ranging 

from 8,6 - 14,0 cm with mean value 10,5 cm. The conditions during the experiment 

were as follows: stocking density 1 Kgr/m3, temperature 210 C, pH 7,4, concentration 

of ammonia 0,5 - 2 ppm, salinity 34, dissolved oxygen 5 - 7 mg / L. 

The most known substances of plant origin that have been studied for their 

impact as anesthetics in aquatic organisms were investigated. The following essential 

oils have been tested in order to determine the optimal dose for each: Essential oil of the 

plant Aloysia triphylla, (verbena), essential oil of the plant Eugenia aromatica (clove), 

essential oil of the plant Origanum vulgare (oregano), essential oil of the plant 

Melaleuca alternifolia (tea tree - tea tree oil), essential oil of the plant Juniperus 

communis (juniper), essential oil of the plant Cinnamomum zeylanicum (cinnamon). 

Five sea bream were used per anesthetic and for 5, 10, and 15 minutes under each 

anesthetic respectively. Duration of the stages of anesthesia and recovery were recorded 

respectively. Finally, with the application of the molecular method “Comet Assay” or 

single cell gel electrophoresis – (SCGE) which detected fragmented hepatocellular 

DNA of bream, the stress levels were determined. Therefore, the part of hepatocytes 

directly isolated were examined for assessment of genotoxicity (ex vivo assessment). 

The images were recorded by high resolution camera and projected on a screen H/Y PC 
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via software ProgRes Capture Pro 2.1, while the processing and analysis of the "comet" 

was the operational program CASP 1.0.1. Finally, all the results concerning duration of 

anesthesia and recovery, as well as mortality and tail moment of comets were processed 

with the statistical program SPSS statistics 17.0 and excel MS office 2010. 

According to the results, all anesthetics exhibited genotoxicity but in different 

percentages. The lowest percentage occurred in the case of the natural anesthetic 

Cinnamomum zeylanicum (cinnamon). As for anesthesia and recovery times, the natural 

anesthetic Cinnamomum zeylanicum (cinnamon) had the best results.  

Keywords: comet assay, welfare, genotoxicity, stress, stages of anesthesia, 

stages of recovery, natural anesthetics, anesthesia methods. 
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