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Inledning

Med sviktande fangster och ckande vérldsbefolkning Okar betydelsen av odlad fisk.
Globalt sett ar redan 25 % av all matfisk odlad. Svenskar &ter mest odlad lax per capita i
varlden, vilket visar att fisk &r ett viktigt produktionsdjur for oss trots att odlingsnéringen
inte ar sarskilt stor i Sverige.

Alla djuretiska regler och lagar galler dven for fisk. Trots detta & smartlindring ett
eftersatt omrade inom fiskerinaringen. Fiskens stela huvud och avsaknad av dgonlock och
ljudorgan gor att den inte har nagon majlighet att med mimik eller ljud visa smérta, dven
om smartsystemet &r i princip detsamma som hos oss manniskor (Brown, 1993).
Avsaknaden av mimik och det faktum att det ar ett kallblodigt, lagre staende djur kan
medfdra att manga manniskor inte kanner empati for fiskar, och kanske inte uppfattar att
de kan k&nna smarta.

Vaccinering av fisk kan formodas framkalla bade stress och smarta, eftersom fisken &ter
mycket daligt dagarna efter vaccinering. Atandet aterupptas omkring dag tre, men det kan
ta mer an tva veckor innan fisken ater normalt igen (Oppedal et al, 2000). Detta paverkar
starkt fiskens tillvaxt och darmed ocksa produktionen. En laxparr som vager ca 25-50 g
stickvaccineras i buken (intraperitonealt) med oljebaserade vacciner. Denna dos (0,1 ml)
motsvarar en injektion av ca 3 dl hos en manniska pa 75 kg. For att immobilisera fisken
anvands en hog dos lokalanestesimedel i vattnet och medlet tas darmed upp i blodet via
gélarna, vilket ger en generell muskelavslappnande effekt. Tidigare forsok har visat att ett
hypnotikum i kombination med muskelavslappnande medel forkortar tiden innan fisken
ater normalt, men foderintaget ar fortfarande mycket lagt 1-3 dagar efter vaccinering
(Oppedal et al, 2000). Det &r troligt att inte bara injektionen som sadan utan ocksa
vaccinet och/eller losningsmedlet paverkar fiskens valbefinnande. Oljebaserade vacciner
framkallar som regel bukhinneinflammation, ofta med adherenser som foljd.
Vattenbaserade vacciner ger dock inte lika stark immunologisk effekt och ar inte ett bra
alternativ. For att kunna kombinera en fullgod vaccinering med minimalt obehag och
stress for fisken ar smartlindring ytterst angelaget. Genom att fisken aterhamtar sig battre
forbattras ocksa produktionen och forlusterna minskar. Malet med studien &r att utréna
om vi kan minska fiskens lidande efter vaccinering.

Bakgrund

Fiskens utveckling

For manga miljoner ar sedan borjade fiskar ta sig upp pa land. Ur dessa fiskar
utvecklades de landlevande vertebraterna. Vi bor dock inte se pa fisken som en primitiv
forfader, utan som ett djur vi delar forfader med. Fiskar & mer primitiva &n oss, men de
har inte undgatt evolutionen och manga fiskarter har utvecklat avancerade system for att
passa in i sina nischer. Mer an 90 % av nu levande fiskarter tillhor klassen Osteichthyes —
benfiskar. Klassen delas upp i tva grupper — mjukstralfeniga och taggstralfeniga fiskar.
Mijukstralfeniga fiskar anses mer primitiva, och hit hor bl.a. laxen (Brown, 1993).

Att leva i vatten innebar en helt annan utmaning an att leva pa land. | vattnet &r det storre
jon- och osmotiska utmaningar och mikrober sprids mycket latt dver stora avstand.
Fisken &r ett kallblodigt djur, och de flesta arterna reglerar sin kroppstemperatur passivt
med vattnets temperatur. Detta innebar att fisken haller samma temperatur som sin
omgivning och ar mycket kanslig for snabba temperaturdndringar och dven andra miljo-
forandringar. Trots att fiskar och manniskor har sa olika forutsattningar liknar anda de
flesta av fiskens organsystem vara (Brown, 1993).




Nervsystemet
Nervsystemet har samma basala byggnad som hos hégre vertebrater med centralt, perifert

och autonomt nervsystem. Hjarna och ryggmarg tacks dock bara av en hinna. Hjarnans
dominerande del & mesencephalon (ffa de optiska loberna), och cerebrum ér liten (se fig.
1). Ett tvarsnitt av ryggmargen visar en gra substans formad som ett upp och nervant Y.
Det finns alltsa ett dorsalhorn och tva ventrolaterala horn. Motoriska och sensoriska
neuron kopplas om i alla tre hornen, och det finns alltsa ingen uppdelning
dorsalhorn/sensoriska neuron, ventralhorn/motoriska neuron som hos oss. Hos bl.a.
salmonider 6kar ocksa antalet neuron med kroppens tillvaxt. En grupp mycket stora
axoner, s.k. Mauthneraxon, I6per frdn médrgen precis under “Y:ets” forgrening och
ventralt om centralkanalen. Excitering av
dessa neuron orsakar en kraftig rorelse av
stjartfenan, eller “Mauthner-initiated startle
response”. Dessa neuron saknar motsvarig-
het hos hogre vertebrater. Hos hogre
teleoster avslutas ryggmargen i urofysen, ett
endokrint organ.

Hos fisk har man inte hittat nagon analog till
primaternas specifika smaértledningsbanor,
utan fibersystemet verkar vara mer diffust.
Spinocervicala, spinoretikuldra och spino-
tektala banor kan béra smartsignaler, men
ingen specifik bana verkar vara nodvandig  Fig. 1: Principskiss over fiskens hjarna. 1. luktnerv,

for smartdverforing. Stimuli som orsakar 2. luktbulberna, 3. cerebrum (storhjarnan), 4. syn-

smarta hos oss behdver inte gora det hos fisk nerv, 5. optiska loberna, 6. cerebellum (lillhjarnan),

och tvartom (Brown, 1993). 7. forlangda margen. Hjarnans storlek &r i bilden
Overdriven

Huden

Huden utgor fiskens priméara forsvar utat. Dels dr den en osmotisk barriar, dels en barriar
mot sjukdomar. Ytterst finns ett slemskikt. Har finns specifika antikroppar, lysozymer och
fettsyror, vilka har en viss skyddande effekt. Kemikalier i slemmet har baktericid och
fungicid effekt. Slemmet har ocksa en osmoregulatorisk effekt (minskad permeabilitet),
reducerar friktionen nar fisken ror sig och transporterar bort mikroorganismer och
irritanter nar det slapper fiskens hud. Skador i slemskiktet, t ex pa grund av hantering,
lamnar huden oskyddad mot omgivningen. Epidermis bestar av of6rhornat plattepitel.
Tjockleken beror bl.a. pa alder och art. Om fisken far ett sar kan de basala cellerna snabbt
och oberoende av temperatur migrera 6ver sarytan och tacka denna med ett cellskikt.
Darefter laks saret underifran, en process som ar temperaturberoende. Bagarceller
producerar och frisatter slem till ytan. Dermis har tva skikt, ett med 16s bindvav dar
mastceller, pigmentceller och fjéll sitter, och ett tatt kollagenskikt som ger huden styrka.
Hypodermis ar ett karlrikt fettlager som haller ihop huden med underliggande véavnad.
Patogener som penetrerat huden, och den inflammation dessa orsakar sprids latt genom
detta luckra lager (Brown, 1993).

Vad &r en parr?

Parr eller stirr kallas laxungen fran 2-3 veckors alder, da gulesacken resorberats, till dess
att smoltifieringsprocessen (anpassning till ett liv i saltvatten) bérjar. Parrperioden varar
1-8 ar i naturen, beroende pa bl.a. naringstillgang och temperatur. Om parren &r minst 8-
10 cm pa hosten, borjar smoltifieringen kommande var. | odlingar, dar tillvéxten ar acce-




lererad och man kan anvanda ljusterapi, sker smoltifiering mellan 1/2-2 ars alder
(Hansen, 1998). Under parrperioden sker vaccinering av fisken i odlingsanlédggningar.

Hantering och stress

Fisk ar mycket kénslig for forandringar 1 omgivningen. All hantering av fisk kan
formodas orsaka stress av olika styrka, beroende pa hanteringens omfattning i tid,
intensitet samt om smarta framkallas. Né&r fisken stressas frisatts katekolaminer och
steroidhormoner till blodet. Katekolaminernas verkan ar snabb och kortvarig, medan
steroidhormonerna, framfor allt kortisol, har langvariga effekter dven vid laga doser (Ross
& Ross 1999). Ju langre eller ju intensivare stress, desto storre blir kortisolsvaret (lwama
et al, 1997). Fisk kan ocksa vanjas vid hantering genom att man utsatter dem for mild
stress (viss hantering) under en langre tid (lwama et al, 1997). Stress kan orsaka akuta
eller mer kroniska fysiologiska/biokemiska rubbningar. Till akuta forandringar hor dkad
syrekonsumtion, okat energibehov och beteendeforandringar. Exempel pa ett beteende
som reaktion pa akut stress ar flykt, som syftar till att 6ka chansen for 6verlevnad (Iwama
et al, 1997). Till kroniska rubbningar hér minskad tillvéxt och ett sankt immunforsvar.
Vaccination &r stressande for fisken, dels pa grund av hantering utan
hypnotikum/analgetikum, dels pd grund av den framkallade smartan vid paféljande
inflammation. Praxis &r att svalta fisken ett par dagar innan vaccinering for att minska
nedsmutsning av vattnet pga. defekation och minimera 6kningen i syrekonsumtion. Detta
ger mindre rengoringsarbete och mindre atgang av ren syrgas pa tub, och &r alltsa
praktiska atgarder.

Inflammation och smérta

Smaérta medieras av bl.a. prostaglandiner och bradykinin, &mnen som ocksa &r aktiva i
den inflammatoriska processen. Vid akut inflammation frisatts prostaglandiner (PG) fran
den skadade vévnaden, lokala blodkéarl samt mastceller. Prostaglandinerna, ffa PGE:,
PGl, och PGD: arbetar synergistiskt med bradykinin och histamin, vilket orsakar en
kraftig vasodilatation och tkad karlpermeabilitet med lokalt 6kat blodfléde och rodnad
som f6ljd. Vid kronisk inflammation frisétts prostaglandin fran makrofager och mono-
cyter. Prostaglandiner stimulerar vissa inflammatoriska processer, men kan hamma andra
genom att minska aktiviteten hos vissa inflammatoriska celler. PGE; hammar
lysozymfrisattning hos neutrofiler och histaminfrisattning hos mastceller. Aktivering av
lymfocyter och makrofager, samt frisattning av vissa cytokiner kan ocksa minskas av
PGE: (Rang et al., 1999).

Prostaglandiner deltar ocksa i bevarandet av basala fysiologiska funktioner (blodtryck
etc.). PGE> skyddar magslemhinnan genom att 6ka syntes och frisattning av bikarbonat
och mucus, samt minska produktionen av saltsyra. Vid svalt 6kar prostaglandinhalten i
blodet hos daggdjur (Kindahl, H., personlig kommunikation).

Prostaglandiner finns i stora mangder i nervsystemet och verkar pa nervandarna dels
genom att stimulera kalciumanvandning (Goth 1981; Rang et al., 1999), dels genom att
inhibera kaliumjonkanaler (Rang et al., 1999). Detta ger en sensibilisering av
nervandarna, och sker lokalt i vavnaden vid inflammatoriska processer. Prostaglandinerna
orsakar inte smarta i sig sjalva, utan 6kar kraftigt effekterna hos &mnena bradykinin och
serotonin. Genom att bradykinin kan stimulera frisdttning av prostaglandiner, har amnet
en kraftig sjalvsensitiserande effekt pa nervfibrerna (Rang et al., 1999).
Prostaglandinsyntes: Prostaglandiner bildas ur arakidonsyra. Férst bildas endoperoxiden
prostaglandin G2 via tva steg, dar det forsta steget ar en lipidperoxidation och det andra en
isomerisering och tillagg av en hydroperoxygrupp (Rang et al., 1999). Enzymet som styr
processen dr cyklooxygenas (COX). Prostaglandin G2 sonderfaller snart till prostaglandin




H2> med hjalp av enzymet peroxidas. Prostaglandin H> omvandlas dels till andra
prostaglandiner, dels till tromboxaner och prostacykliner. De tva sistnamnda ar aktiva i
blodplattsaggregering resp. hamning av blodkroppsaggregering. Arakidonsyra kan ocksa
omvandlas till inflammatoriskt aktiva leukotriener (Goth, 1981).

Cyklooxygenas finns i tva former, COX-1, som syntetiserar prostaglandiner som ingar i
bevarandet av kroppens homeostas, samt COX-2, som aktiveras vid inflammatoriska
processer (Rang et al, 1999). NSAIDs - non-steroidal antiinflammatory drugs (t.ex.
Magnecyl) lindrar inflammatorisk sméarta genom hamning av cyklooxygenas. Dessa
lakemedel &r inte helt COX-2-selektiva, utan COX-1 hammas ocksa i viss utstrackning,
vilket ger storningar i bl.a. magsackens slemhinneskydd, ibland med magsar som foljd
(Rang et al., 1999).

Bradykininaktivering sker via klyvning av aktiva kininer fran ett storre protein i plasman.
Bradykinin aktiveras vid bl.a. inflammation, trauma, vdrme och vid endotoxin.
Bradykinin kan orsaka frisattning av prostaglandiner fran njuren och katekolaminer fran
binjuremérgen (Goth, 1981).

Adherensbildning: Inflammation i samband med vaccination ger ocksd upphov till
adherensbildning. Adherenser innebér att olika bukorgan sitter ihop med varandra eller
med bukvaggen via fibrosa bildningar i peritoneum. Om man rensar ut storre fiskars
inalvor kan man eventuellt ocksa se svartaktiga klumpar mot bukvaggen. Att klumparna
ar svarta beror pa melanininlagring. En hogre vattentemperatur vid vaccinering leder till
fler sammanvéxningar, speciellt i den akuta fasen efter vaccinering (Berg, A., personlig
kommunikation). Vaccinet kapslas ofta in och deponeras langsamt under en langre tid,
vilket gor att adherenserna forandras med tiden. Det kan vara sa att kroppen vid hogre
temperaturer inte hinner med att kapsla in vaccinet pga. hogre reaktionshastigheter i
inflammationsforloppet, vilket skulle leda till en kraftigare inflammation och kraftigare
adherensbildning.

Immobilisering av fisk
De medel som anvénds for att gora fisk hanterbar ar framst medel med lokalanestetisk
verkan pa manniskor. Om lokalanestetiska medel kommer ut i blodet kan de nd in i CNS.
Detta orsakar CNS-stimulering som férst ger oro, tremor, kramper, och andnings-
stimulering. Mojligen beror detta pa en selektiv depression i inhiberande neuroner. Efter
den centrala stimuleringen féljer depression med bl.a. sankt andningsfrekvens, och
overdosering leder latt till déden. Kardiovaskulédra effekter ar vasodilatation och sankt
hjartfrekvens (Rang et al., 1999). Hos fisk ges inte anestesi lokalt, utan medlet lI6ses i
vattnet och ges till fisken som inhalationsanestesi. Medlet tas da upp via galarnas artérer
och fors snabbt till centrala nervsystemet, se fig. 2 (Ross & Ross, 1999). Det &r darfor
troligt att vi far
dessa CNS-effek-
ter hos fisk. Nar
fisken fors Over
till  friskt vatten
utsondras medlet
och dess metabo-
liter Over géalarna
och till en liten del
Over huden (Ross
& Ross, 1999).

Fig. 2: Princip for inhalationsanestesi pa fisk. (Modifierad frdn Ross & Ross, 1999).
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Eugenol (4-allyl-2-methoxyphenol) ar ett &mne med hog fettloslighet. In vitro har
eugenol i sma mangder (<100uM eugenol till 100uM arakidonsyra) visat sig stimulera
prostaglandinsyntesen genom att fungera som co-substrat till peroxidas. Nar forhallandet
eugenol:arakidonsyra 6verstiger 1 borjar eugenol istallet hdmma syntesen (Thompson and
Elving, 1989). Eugenol hdmmar prostaglandinsyntesen genom att hdmma enzymet
cyklooxygenas (Keene et al 1998). H&mningen &r troligtvis kompetitiv, dvs eugenol och
arakidonsyra tavlar om bindningen till enzymet. Samma forhallande har visats for nagra
andra fenoler, t ex fenol, guaiacol och acetaminofen (Thompson and Elving, 1989).
Hamningen av prostaglandinsyntesen pekar pa en analgetisk verkan. Eugenol hammar
lipidperoxidation och xantinoxidas i xantin-xantinoxidassystemet (Rajakumar & Rao,
1993). Den selektiva permeabiliteten hos cellmembranet andras via paverkan av dess
fysiska egenskaper. Denna paverkan mojliggors av att eugenol har en hydrofil och en
hydrofob del. Eugenol verkar ocksa antiseptiskt (http://www.biam2.org/www/
Sub1637.html). Eugenol anvénds av tandldkare for lokalbeddvning. Eugenol har
eventuellt ocksa en effekt liknande curares (Brodin and Roed, 1984). Curare blockerar
acetylkolinreceptorerna i muskelandplattorna, dar signalerna fran de motoriska neuronen
overfors till muskulaturen. Blockeringen innebar av nervsignalerna inte nar fram och
muskulaturen férlamas. Ovriga nerver paverkas inte av denna blockering, och
djuret/manniskan forblir vid fullt medvetande. Amnet anses inte vara carcinogent, men &r
allmant giftigt och cytotoxiskt. Vid méatningar pa méanniska har man funnit att eugenol
snabbt forsvinner ur blod/vavnader. Man antar att samma forhallanden galler for fisk.
Eugenols fettloslighet gor dock att &mnet potentiellt kan lagras i fettvav.

Isoeugenol &r den verksamma substansen i Aqui-S™. Amnets smértlindrande effekter &r
inte klarlagda. Det &r dock troligt att isoeugenol hammar prostaglandinsyntesen pa samma
satt som eugenol. Isoeugenol har

OH OH OH
namligen visat sig vara mer v one e
effektiv som hammare av Fe?*-,
Fe 3*- och cumenehydroperoxid-
inducerad lipidperoxidation &n
eugenol. Isoeugenol neutraliserar
ocksa effektivt de superoxid-
anjoner som bildas i xantin- / e

xantinoxidassystemet (Rajakumar
& Rao, 1993). Huruvida isoeuge-
nols immobiliserande effekt ar
anestetisk eller curareliknande &r  Fig. 3: eugenol och isoeugenol

inte utrett. Aqui-S™ anvands i Nya Zeeland vid slakt av fisk. 1 Norge &r preparatet
godként for anvandning i samband med vaccinering av fisk. Inga MRL-varden har
faststéallts.

Benzocain &r en ester som verkar lokalbedévande hos ménniskor. Benzocain anvénds i
stor utstrackning vid hantering av fisk, t ex i samband med

vaccinering. Fisk som immobiliseras med benzocain kan visa ]

tecken pa stress genom att gora kraftiga forsok att behalla Lo o,
balansen under insomning och framfor allt uppvaknade. Fisken

tar ocksa lang tid pa sig for aterhamtning (Oppedal et al, 2000).

En 6kad hematokrit, troligtvis beroende pa blodkroppssvullnad  Fig. 4: benzocain

har observerats (Olsen et al, 1994). Denna blodkroppssvullnad minskar flodet i
galkapillarerna, och forlangd exponering leder till hypoxi (Ross & Ross, 1999). Amnet &r
mer toxiskt vid hogre temperaturer, samtidigt som hogre doser krdvs for effektivitet,

Eugenol trans-lsoeugenol cis-lIsoeugenol



troligen pa grund av snabbare metabolisering i fisken. Vattnets hardhet, alkalinitet och
pH paverkar inte amnets effektivitet (Brown, 1993).

Material och metoder

Forsoket delades upp i tva delar. Under den forsta delen, innan fisken dverforts till karen,
utvérderades tva metoder for matning av fiskens foderintag ut. Den béasta metoden skulle
sedan anvandas for att berakna fiskens foderintag under del tva. Den andra delen var ett
vaccinationsforsok, dar olika metoder for smartlindring efter vaccination provades.
Foderintaget anvandes har som indikator pa fiskens vélbefinnande.

Metoder for méatning av foderintag

Fiskens foderintag berdaknas med hjélp av utfodrad mangd foder och mangd spillfoder.
For att kunna mata spillfoder ansluter man en foderuppsamlare till karet, se fig. 5. Denna
toms regelbundet infér métningarna. Till att borja med matte jag upp 10*100 pellet och
vagde dessa. Utifran detta raknade jag ut medelvikten/pellet, vilken &r 0,0115 g (2 mm
pellet). Fodermangderna som anvandes i forsdket var 100, 200, 400, 600, 800 och 1000
pellet. For varje foderméngd utfordes tre matningar.

Vagningsmetoden
Metoden gar ut pa att vaga spillfoder efter att ha torkat det 24 resp. 48 timmar. Man
maste da ta hansyn till att vikt
forsvinner  vid  torkning, och
oanvant foder maste ocksa torkas
for matning av  torrsubstans-
innehall. Dérefter anvander man
formler for att rdkna ut ’recovery”,
dvs. hur stor % av det oanvénda
fodret man far tillbaka, och sedan
hur mycket fisken har Atit.
Recoveryvardet visar procenten
torrsubstans man far tillbaka av det
outnyttjade fodret (Helland et al

1995). Om inget av pelleten lostes —
upp skulle allts8 reCOVEryVAIOet § it i tetunpnmniae. . dors fos foeromeong o Coespsaniare:

vara 100 %. Fig. 5: kar med foderuppsamlare

Recovery (%) = St*Sd *100 dar S = spillfoder i tomt kar (g), Sd = % torrsubstans spillfoder
Fe*Fd Fi = foder, lufttorrt i tomt kar (g), Fd = % torrsubstans foder

Uppatet foder (g) = (Ff*Fd/100)-(Ss*Sd/R) dar F¢ = foder givet till fisk (g), St = spillfoder
Fd/100 fran fisk (g), R = recovery

Resultat

Vid véagning av mangden 100 pellet raknade jag den pellet jag fatt tillbaka, och sag att
bara 69-85 st. av dessa kommit ut i foderuppsamlarna. Ur detta forsok réknade jag ut en
medelvikt for vat pellet, samt det teoretiska recoveryvardet, eftersom jag visste exakt hur
mycket pellet jag fatt tillbaka. Det teoretiska recoveryvardet, dvs. om jag fatt tillbaka all
pellet med samma torrsubstanshalter var 78-91 % (se diagram 1). Detta innebar att ca 9-
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22 % av pelletens torrsubstans forsvinner i vattnet genom att pelleten delvis I6ses upp. |
de foljande for-
sOken (200-1000 RECOVERY
pellet) kunde jag
se att jag fick

_ _ 100

tillbaka mindre

vikt &n jag berék- 80 A

nat, ca 70-80 % 2> — , —e— recovery 48 h
lagt foder, | 3 ©° ’

a\_/ palag 0 er, S ——recovery 24 h

vilket gav mig Etot 2 40 teoretisk recovery

recoveryvérde pa B

60-70 % for de 20

olika métningar- 0

na. Detta véarde
ligger ca 20 %
under det teore-
tiska vardet (se

diagram 1). Diagram 1: test av vagningsmetoden. Observera att matvéardena for24 h och 48 h
ar nastan exakt lika

100 200 400 600 800 1000

"antal pellet”

Splitmetoden

Den andra metoden gar ut pa att rakna Overbliven pellet, och sedan anvanda
medelvikten/pellet for att rdkna ut hur mycket fisken har &tit. FOr att rédkna pellet anvands
en planktonsplitter, som bygger pa att man forsoker halvera méangden pellet ett antal
ganger for att fa en lattraknad mangd (ca 50-200 st.). For att fa antalet 6verblivna pelletar
tar man antalet pellet*22, dar a ar antalet splittningar. Dérefter kan man rakna ut vikten av
spillfodret.

Resultat: Nar jag testade splitmetoden fick jag mycket bra resultat, da méatvardena lag

valdigt néra det teoretiska (se
diagram 2). 14
12
Slutsatser /
Eftersom vérdena for torrsub- | 10
stans och recovery varierade 8 /o/ :
s& kraftigt fran gang till gang, | = /o/ —¢— splitter
och vardena for plankton- | 6 teoretiskt
splittern var sa bra, bestamde /
jag mig for att anvanda split- 4
metoden. P4 sa satt undvek jag 2 7//
den kraftigt varierande fel-
kéllan for hur mycket torrsub- 0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
stans som forsvinner. Vérdena 100 200 400 600 800 1000
for vagningsmetoden visade antal pellet

att det fanns en lacka nagon-
stans. For att hitta pelletlackan  Diagram 2: test av splitmetoden

testades ett antal olika upplagg, bl.a. med tva olika typer av hdga vattenuttag i karen, nat
Over vattenuttagen i karen, och slangarna till foderuppsamlarna (se fig.5, F) nere. Med
slangen till foderuppsamlaren nere rinner vattnet hela tiden rakt igenom sa att den inte
fylls, varvid inget vatten kan ga genom foderuppsamlarens vattenuttag (se fig. 5, E). Néar



jag testade med ett nytt vattenuttag och néat i karen samt genomfldde i foderuppsamlarna
forsvann ingen pellet, sa det verkade som om det fanns tva lackor. Nar jag satte ett nat for
vattenuttaget fran foderuppsamlaren fick jag tillbaka en del pellet, sa dar fanns en lacka.
Pellet fastnade i de nya hoga vattenuttagen, vilket berodde pa att foderautomaterna slappte
fodret precis vid uttagen. Detta lostes med hjélp av ett nat sa att fodret rutschade ner langre
in i karet. Ett av de hdga uttagen, rutschkana samt nat for utflodet fran foderuppsamlaren
blev den slutgiltiga losningen. Pa det sattet togs alla felkallor utom osékerheten for
planktonsplittern bort.

Vaccinationsforsoket

Forsokuppléggning

Fisken som anvandes ar Atlantlax, Salmo salar. | forsoket ingick 14 kar, med 100 (10
sma kar & 135 1) resp. 200 (4 stora kar & 290 |) laxparr/Kar.

Fisken hade ljus och utfodring hela dygnet, och foderintaget méttes med planktonsplitter
(splitmetoden) en gang/dygn. Foderintaget i procent av biomassan anvandes som ett matt
pa fiskens valbefinnande. Denna matmetod anvandes eftersom fisk minskar sitt foder-
intag eller slutar ata helt nar den mar daligt. Fiskens aptit & darmed en bra indikator pa
hur den mar.

Vaccinationsforsoket bestar tva delar:

e En utfodringsdel, dar tva olika utfodringsmodeller i samband med vaccinering
testades. Dels fanns en grupp som svaltes (svaltgruppen) bade fore och efter vaccinering,
dels fanns en grupp som fodrades genom hela forsoket (fodergruppen), se fig. 5. Det
fanns ocksa en kontrollgrupp, som rutinvaccinerades, vilket innebéar svalt i 2 dagar innan
vaccinering, och sedan utfodring direkt, se fig. 6.

e En smaértlindringsdel, dar fisken svéltes fore vaccinering och fodrades direkt efter
vaccinering, samt fick Aqui-S™ i vattnet under tre dagar efter vaccinering (Aqui-
S™grupp 1), se fig. 5. Tio dagar efter vaccinering slaktades fisken i ett kar i gruppen ut
tillsammans med ett av karen ur kontrollgruppen och ny fisk sattes in. Dessa tva nya kar
utgjorde Aqui-S™grupp 2. Dessa fiskar sorterades under Aqui-S™paverkan eftersom vi
behdvde snabb aterhdmtning, och fick sedan Aqui-S™ i vattnet under atta dagar efter
vaccinering. Detta delforsok syftade till att utvardera om Aqui-S™ har smaértlindrande
effekt, och om aterhamtningstiden kan kortas ner genom administrering av Aqui-S™ i
vattnet.

Aqui-S™ med verksam substans isoeugenol, anvands for anestesi och latt sedering. For
anestesi/immobilisering kravs en dos pa 15-25 ml/1000 | vatten (www.Aqui-S.com). For
latt sedering anvander Matre Havbruksstasjon 3,5-4 ml Aqui-S™/1000 | vatten. | det har
forsoket testades Aqui-S™ som smadrtlindrare. | forsoket anvéndes 25 % av sistndmnda
dos, dvs 1 ml/ 1000 | bade for en forsta stétdos och underhall. Denna dos blandas ut i
ljummet vatten innan den tillsétts till karen. For underhallet anvéndes peristaltiska
pumpar for en jamn tillsats av Aqui-S™ till karen. Genom att se pa vattenfléde och hur
mycket vatska pumparna kunde mata ut per timme berdknades sedan koncentrationen pa
den Aqui-S™blandning som behdvde pumpas ut i karen pa tio timmar. Grunddosen lag
pa 0,135 ml/kar (litet kar, 135 1) resp. 2,9 ml (stort kar, 290 I). Underhallsdosen som gavs
for att halla Aqui-S™nivan konstant pa 1mI/1000 | vatten var 0,6 ml/timme till vart och
ett av de sma karen (vattenflode 600 l/timme), och 0,3 ml/timme till det stora karet
(vattenflode 300 I/timme).

Kontrollgruppen och Aqui-S™grupp 1 bestod av vardera fyra kar (ett stort kar och tre
sma), medan svéltgruppen och fodergruppen bestod av vardera tre kar (ett stort och tva
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sma). Fisken i Aqui-S™ grupp 2 sattes i de tva stora karen fran kontrollgruppen och
Aqui-S™grupp 1 sedan fisken i dessa kar avlivats. Kontrollgruppens, svéltgruppens,
fodergruppens och Aqui-S™grupp 1’s aterhdmtning efter vaccinering jamfordes
statistiskt efter avslutat forsok. For den statistiska analysen anvéandes statistikprogrammet
SAS (version 6:12 for PC), med metoden GIm (ANOVA for obalanserade data) och post
hoc F-test. Aqui-S™ grupp 2 togs inte med i jamforelsen da denna grupps vaccinering var
forskjuten i tiden med Gvriga gruppers vaccinering.

Fisken i elva kar sviéltes i 2 dagar innan vaccinering. Efter vaccinering sattes fyra av
dessa kar pa utfodring direkt. Detta ar normalt forfarande, och dessa kar utgjorde
kontrollgruppen. | fyra av karen droppades Aqui-S™ kontinuerligt med hjalp av en pump
under tre dygn efter vaccinering, och fisken utfodrades direkt efter vaccinering. Genom
att jamfora Aqui-S™-gruppen med kontrollgruppen far vi veta om analgesi kan minska
aterhamtningstiden da fisken har tillgang till foder. I 6vriga tre kar svéltes fisken i
ytterligare tre dygn, och borjade sedan utfodras da fisken normalt aterupptar atande. Detta
gjordes for att se om

L

en tom tarm kan Dagfrénvaco o 2.1 0-2 a...
minska fiskens smar- Wortroll: | foder | swalt | foder foder |
tor och darmed mins-

ka tiden till dess att Swilt: | foder | svalt svalt | foder |
fisken ater har normal

foderforbrukning. Foder: | foder foder foder foder |
Fisken i tre kar utfod-

rades genom hela for- Anqui-51: | foder | svalt | foder+Agui-S | foder |
sOket for att se om en

full tarm i samband Aqui-52: | foder | swalt | foder+Aqui-S foder+Aqui-S|
med vaccinering paver-  Fig. 6: Flodesschema for vaccinationsforsoket. * For Aqui- S ™grupp 2
kar valbefinnandet. dag 3-8, 6vriga grupper dag 3-27

Vaccinationsforfarande

Vid vaccineringen immobiliserades fisken med benzocain.

Vaccinet som anvandes var NORVAX® COMPACT 6 vet., verksamt mot furunkulos,
kallvattenvibrios, vibrios, vintersar och infektios pankreasnekros. Injektionsdosen var 0,1
ml. Denna dos anvands oavsett fiskens storlek, och fisken véger vanligtvis ca 25-50 g vid
vaccinering.

Matning av adherensbildning

Fyra veckor efter vaccinering plockades 7 fiskar per kar ut for att dissekeras med
avseende pa adherenser (akut adherensbild). Ytterligare sju fiskar per kar plockades ut
och fenklipptes (ID-markning) under Aqui-S™paverkan. Denna fisk slapptes sedan i ett
gemensamt kar for att man fyra veckor senare skulle kunna gora en ny dissektion (mer
kronisk adherensbild).

Dissektionen gjordes for att se om vi har paverkat bildningen av adherenser och darmed
inflammationsprocessen genom att svalta/utfodra fisken eller genom att ge smartlindring.
Adherenser graderas enligt Speilbergs skala med siffrorna 0-6, dar 0 innebar avsaknad av
adherenser, och 6 utbredda adherenser, ofta med kraftig melanininlagring, och dér viscera
inte kan plockas ut utan att forstora fileén (Midtlyng et al, 1996). Man tittar ocksa pa var
adherenserna sitter i buken, som da delas in i zonerna A, B och C (Berg, A., personlig
kommunikation), se fig.7. For statistik anvands dataprogrammet Statistica med ANOVA
variansanalys och post hoc Duncan, SNK och Mann-Whitney U-test.
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Fig.7: Zonindelning av buken vid méatning av adherenser

Genomforande

Karen grupperades som 5, 6, 7 och 11 (kontrollgruppen), 8, 9, 10 och 12 (Aqui-S™grupp
1), 3, 4 och 13 (svaltgruppen), 1, 2 och 14 (fodergruppen) efter sina placeringar i
laboratoriet. Nio dagar innan vaccinering éverfordes fisken till forsokskaren for att hinna
adapteras till den nya miljon och en ny foderstorlek. Fran sex kar med familjegrupper
sorterades 1980 fiskar (330*6) ut efter storlek och fordes Gver i ett gemensamt kar for att
de skulle blanda sig, sa att ingen familjegrupp skulle bli 6verrepresenterad i nagot Kar.
Storlekssortering var nédvandig for att fa fram fisk stor nog att vaccineras. Ur det stora
karet raknades sedan 110*10 fisk, biomassan végdes in och fisken fordes over till
individlaboratoriets kar 1-10 (sma). Darefter raknades 220*4 fisk, vdgdes in och
overfordes till kar 11-14 (stora). Den genomsnittliga vikten for fisken var 19 g. Rékning
och invagning av biomassa gjordes av en person utanfor forsoket. VVagningen gjordes i
invagda hinkar med vatten (vi vagde alltsa inte fiskens torrvikt), sa viss avvikelse fran
den exakta vikten kan ha forekommit. Né&r fisken forts Over till de nya karen var det en
del som visade tecken pa utmattning (forlorad jamvikt). Da vattentillforseln i karen var
god och syrehalten bra, hamtade sig fisken snabbt. Eftersom flyttning och byte till storre
pellet innebér stress, raknar man med minst ett par dagar for fullstandig aterhamtning.
Detta ses pa att foderintaget dkar fran minimal niva forsta dagen till normal (ca 1,6-2,0 %
av biomassan).

Sju dagar efter flytten sattes elva av karen pa svélt (kontrollgruppen, Aqui-S™grupp 1,
svaltgruppen). Fodergruppen sattes inte pa svalt, utan utfodringen fortsatte som vanligt.
Vaccineringen skedde tva dagar senare, dvs. nio dagar efter flytten. Fisken havades 6ver i
en bytta med syresatt vatten och benzocain. Darifran havades fisken i omgangar till en
mindre bytta dar de plockades en och en for vaccinering. Direkt darefter slapptes de ner i
karen for att vakna upp. En del fisk reagerade pa sticket med en stjartrorelse. Efter ca 15
minuter i friskt vatten kontrollerades fisken, och de hade da hamtat sig fran sederingen
och simmade normalt. Eftersom det var nastan 2000 fiskar som skulle vaccineras av en
vaccinator tog det ca fyra timmar innan alla fiskarna var vaccinerade.

Fisken i Aqui-S™grupp 1 fick ca en timme efter vaccinering Aqui-S™ i karen.

Resultat

Foderintag
Kontrollgruppen: Dagen efter vaccinering at fisken ganska mycket, men sedan sjonk

foderintaget drastiskt under tva dagar. Pa fjarde dagen hade intaget stabiliserats, och
sedan ckade de fran och med dag fem efter vaccinering (se diagram 3). Gruppen var ifatt
svaltgruppen och fodergruppen dag 9. Ett kar sattes tillsammans med ett kar fran Aqui-
S™ grupp 1 pa Aqui-S™behandling dag fem (se nedan under Aqui-S™grupp 1, stycke
2), och finns inte medraknad i gruppens medelvéarde fran och med denna dag.
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Svéltgruppen: Svilten avbrots dag tre. Fisken at mycket under forsta utfodringsdagen,
men sjonk dagen efter (dag fyra efter vaccinering). Svackan blev dock inte lika djup som
for de ovriga grupperna, och dag fem véande kurvan uppat. Gruppen fortsatte att ¢ka i
foderintag och lag strax under foderintaget for fodergruppen till dag nio da grupperna var
lika (se diagram 3).

Fodergruppen: Gruppen Okade ytterligare nagot i foderférbrukning da Gvriga grupper
sattes pa svalt, vilket visar att fisken inte riktigt aterhdmtat sig fran flytten innan svélten
paborjades. Gruppen sjonk nastan till noll i foderintag vaccinationsdagen. Darefter foljde
gruppen kontrollgruppen ett par dagar, for att dag fem dra ifran med hogre foderintag.
Dag nio kom och svéltgruppen ifatt, och dag 12 kom kontrollgruppen ifatt (se diagram 3).

Foderintag
3 2
S g —— Kontroll
-® 15 : &
g § : 5. WA s’j +AqU|'Sl
£ E Svalt
o 2
o o Foder
(@)
LL

-11 3 5 7 9 11 13 15 17 19

Dag fran vaccinering

Diagram 3: Foderintag efter vaccinering. Dag 0 = vaccinering, vardet for foderintag denna dag galler 10
h utfodring, évriga dagar 24 h utfodring

Aqui-S™grupp 1: Fyra timmar efter paborjad behandling kontrollerades medicinpumpar-
na. En del fisk i gruppen (ca 4-5 %) visade da stressymptom och simmade i vinkel mot
ytan samt gjorde en del mindre hopp. De flesta av fiskarna betedde sig normalt och héll
sig lugnt simmande nere vid botten. Morgonen efter var fisken mindre stressad och
hungrig. Da de 6vriga grupperna sjonk dag tva fortsatte gruppen att 6ka i foderintag. Nar
behandlingen avbrots dag tre sjonk dock foderintaget snabbt, och dag fyra var
foderintaget noll. Dag fem bdrjade de &ta igen, men 6kningen var inte lika snabb som i de
andra grupperna (se diagram 3). Gruppen hade initialt en langsam aterhamtningstakt och
kom ifatt kontrollgruppen dag 10 och svalt- och fodergrupperna dag 12.

Att gruppen sjonk i foderintag ndr Aqui-S™behandlingen togs bort visade att vi inte
kommit forbi den akuta smart-/inflammationsfasen, och medicineringen avbréts alltsa for
tidigt. Dag fem efter vaccinering sattes darfor ett kar pa ny Aqui-S™behandling
tillsammans med ett kar ur kontrollgruppen for att se om vi kunde ta bort smértan och dka
foderintaget (se diagram 4). Fran dag fem finns detta kar inte medraknad i gruppens
medelvarde. Karen 6kade snabbt i foderintag, men bérjade plana ut dag sju. Dag nio sags
ingen effekt av Aqui-S™ langre. Dag tio avlivades fisken i dessa tva kar och ny sattes in
(Aqui-S™grupp 2, se nedan).
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Foderintag
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Dag fran vaccinering

Diagram 4: Foderintag hos Kar 11 & 12, jamfért med kontrollgruppen & Aqui-S™grupp 1 efter
vaccinering. Dag 0 = vaccinering. Dag 5 sattes andra omgangen Aqui-S ™behandling in. Fran denna dag
raknas kar 11 & 12 ej med i respektive gruppmedelvarde.

Aqui-S™-grupp 2: Den nya fisken som sattes in (kar 15 resp. kar 16) blev en ny
forsoksgrupp. Fisken sorterades under Aqui-S™paverkan.

Aterhamtningen gick snabbare an for de tidigare grupperna, och dagen innan svélt var
foderintaget mycket hogre an motsvarande dag for dvriga kar. Denna fisk var nagot storre
(23 g) an de tidigare uttagna grupperna. Detta berodde pa att fisken hunnit vaxa sedan
forra sorteringen 19 dagar tidigare. Att sortera ner i storlek hade varit mojligt, men det
hade ocksa inneburit mycket stress for fisken, och det kravdes snabb aterhdmtning
(minimal stress) och vaccinering for att hinna med denna extra grupp. Efter vaccinering
sattes karen pa Aqui-S™behandling med samma dosering som tidigare forsoksgrupp. Har
avslutades dock inte behandlingen dag tre, utan fortsattes till dag atta da forsoket
avslutades. Foderintaget efter vaccinering varierade stort mellan de tva karen, nar kar 15
dok dag tva efter vaccinering fortsatte kar 16 uppat, och forhallandet var motsatt dag sex.
Medelvardet for foderintag var dock klart battre an for kontroll- och Aqui-S™grupp 1
under motsvarande tidsperiod.

Foderintag

=
ol

Foderintag, % av
biomassan

-1 0 1 2 3 4 5 6 7 8

Dag fran vaccinering

Diagram 5: Foderintag for kar 15, kar 16 samt medel for de tvad karen (Aqui-S2) jamfort med
kontrollgruppens foderintag fér motsvarande period. Dag 0 = vaccinering
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Adherensbildning

Totalt dissekerades 21 fiskar per forsoksgrupp fyra veckor efter vaccinering. Den
dissektion som skulle ske efter atta veckor kunde inte utféras da fenklippningen av
fiskarna blivit fel, och grupperna inte kunde urskiljas. Resultaten géller darfor enbart den
akuta adherensbilden.

Kontrollgruppen: En hane var kdnsmogen, en s.k. dvarghane. Tre fiskar hade adherenser
av grad 1, femton fiskar hade adherenser av grad 2 och tre fiskar adherenser av grad 3 (se
diagram 6). Utbredningen var fordelad over alla tre zonerna A, B och C, zonerna A och
B, zonerna B och C eller bara zonen C. Medelvardet for adherensbildningarna var 2,0.
Svéltgruppen: Tre fiskar hade adherenser av grad 1, tretton st. hade adherenser av grad 2
och fem st. hade adherenser av grad 3 (se diagram 6). Utbredningen var fordelad 6ver
zonerna A, B och C, zonerna A och B, zonerna A och C, zonerna B och C eller zonen C.
Medelvardet for adherensbildningarna var 2,1.

Fodergruppen: Sju fiskar hade adherenser av grad 1, tretton fiskar hade adherenser av
grad 2 och 1 fisk hade adherenser av grad 3 (se diagram 6). Utbredningen var fordelad
over zonerna A, B och C, zonerna A och C, zonerna B och C, zonen B eller zonen C.
Medelvardet for adherensbildningarna var 1,7.

Aqui-S™grupp 1: En hane var kdnsmogen. En fisk hade adherenser av grad 1, femton
fiskar hade adherenser av grad 2 och fem fiskar hade adherenser av grad 3 (se diagram 6).
Utbredningen var fordelad 6ver zonerna A, B och C, zonerna A och C eller zonerna B
och C. Medelvérdet fér adherensbildningarna var 2,19.

Kontroll Aqui-Sgrupp

16 16
14 14
12 12
10 10

8 8

6 6

4 4

2 [ ] [ ] 2

ol 1 | g

1 2 3 1 2 3
Svaltgrupp Fodergrupp

14 14
12 12
10 10

8 8

6 6

4 4

2 2

0 0 T T

1 2 3 1 2 3

Diagram 6: Férdelning av adherensbildning inom grupperna. X-axeln anger grad av adherensbildning,
Y- axeln antal fiskar med resp. grad av adherensbildning.
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Jamforelse mellan grupperna

Foderintag
Dag -9 till -3: Under perioden kan ingen skillnad i foderintag i % av biomassa mellan

grupperna ses, daremot var biomassan i svéltgruppen mindre an for Ovriga grupper
(Aqui-S™gruppl p<0,001, kontrollgruppen p<0,01, fodergruppen p<0,05). Vid
invagningen dag -9 hade fisken i svéltgruppen lagst medelvikt (18,83 g) och fisken i
Aqui-S™grupp 1 hade hogst medelvikt (19,18 g). Vardena for individens biomassa ar
teoretiska varje dag utom dag -9, vilket ger en mycket liten vardespridning som latt
resulterar i signifikans. Detta skulle kunna forklara svéltgruppens stora avvikelse.

Dag -2 och -1: Foderintaget mattes enbart for en grupp, da évriga grupper svaltes, och
darfor finns ingen statistik dver dessa dagar.

Dag 0-3: Hér skedde vaccinering och fisken slutade ata. Ingen statistik har gjorts for
dessa dagar.

Dag 4-13: Aqui-S™gruppl har under hela perioden ett signifikant lagre foderintag an
svaltgruppen och fodergruppen (p<0,01 for bada grupperna). Biomassan skilde sig
signifikant mellan alla grupper utom mellan kontrollgruppen och Aqui-S™gruppl (for
kontrollgrupp-svaltgrupp samt kontrollgrupp-fodergrupp var p<0,01, for Aqui-S™gruppl
-svéltgrupp p<0,001 och Aqui-S™gruppl-fodergrupp p<0,05, samt svaltgrupp-
fodergrupp p<0,001). Fodergruppen hade hogst medelvikt (22,03 g) och svéltgruppen
lagst (20,82 g). Under dag 4-8, da den snabbaste aterhamtningen skedde for kontroll-
gruppen, svaltgruppen och fodergruppen, men Aqui-S™gruppl annu inte riktigt borjat
aterhamta sig, skilde Aqui-S™gruppl ut sig signifikant fran évriga grupper vad galler
foderintag (kontrollgruppen p<0,01, svaltgruppen och fodergruppen p<0,001).
Kontrollgruppen och

f(_)dergruE)pe_n _s!<|lde Foderintag

sig ocksa signifikant

fran varandra (p< | g .,

0,05). Biomassan for é 1’4 |
kontrollgruppen och | s |, [&}

svéltgruppen skilde 27 _ —&— Kontroll
sig signifikant frdn | & g o~ é! +;\qu|i-31
alla ovriga grupper o 06 X L
(p<0,001 i bada fall- | £ o4 ¢ / Foder
en). Biomassan for | & 02 ¢

Aqui-S™gruppl och R o e e e

fodergruppen skiljer 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

sig inte signifikant Dag frén vaccinering

under dessa dagar.

Diagram 7: Foderintag dag 4-13 efter vaccinering

Dag 14-26: Kontrollgruppens foderintag ar signifikant hogre &n Ovriga gruppers
(p<0,001). Hos svaltgruppen och fodergruppen sags dessa dagar ett samre foderintag i ett
kar i respektive grupp, vilket drar ner medelintaget (s.k. kareffekt). Aqui-S™gruppl hade
genomgaende ett nagot samre foderintag under dessa dagar. Om de tva samre karen
(kareffekten) i svaltgruppen och fodergruppen raknas bort, forsvinner skillnaden i
foderintag mot kontrollgruppen. Alla grupper skiljer istéllet ut signifikant mot Aqui-
S™gruppl (for kontrollgruppen p<0,001, for svaltgruppen p<0,01, for fodergruppen
p<0,05). Inga signifikanta skillnader i kroppsvikt kan ses under perioden.

16



Vid invagning dag 26 var fiskens genomsnittliga slutvikt foljande: kontrollgruppen 33,27
g, Aqui-S™grupp 1 31,91 g, svéltgruppen 31,73 g och fodergruppen 31,25 g. Observera
att viktokningen inte bara har att gora med hur mycket fisken ater, utan ocksa hur val den
tillgodogor sig fodret = foderfaktorn (g foder/g tillvéxt). Ju lagre foderfaktor, desto béttre
utnyttjar fisken fodret. Foderfaktorn raknades ut fran fiskens totala foderintag och totala
viktokning. Hogst foderfaktor hade fodergruppen (0,59 g foder/g tillvéxt) och lagst Aqui-
S™grupp 1 (0,50 g foder/g tillvaxt). Detta ar laga foderfaktorer, och fisken har utnyttjat
fodret mycket bra.

Eftersom Aqui-S™grupp 2 sattes in senare kan den gruppen inte rdknas med i forsoket
och direkt jamforas med Ovriga grupper. Darfor finns ingen statistik déver denna grupps
foderintag.

Adherensbildning

Fodergruppen hade minst adherensbildningar, foljt av kontrollgruppen, svaltgruppen och
Aqui-S™ grupp 1 som hade flest sadana. Mellan fodergruppen & Aqui-S™ gruppl var
det en signifikant skillnad i arrbildning (p=0,04, SNK och p=0,0125, Duncan). Aven
mellan fodergruppen och svaltgruppen var skillnaden signifikant (p= 0,04, Duncan). Se
fig. 8.
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Fig.8: Boxplot éver adherensbildningen inom grupperna.

Diskussion

De resultat jag fick i mitt forsok var tvartemot vad jag hade véntat mig nér jag borjade
mitt forsok. Eftersom Aqui-S™ borde vara bade smartlindrande och inflammations-
hammande hade jag forvantat mig en snabbare aterhdmtning for denna grupp an for
ovriga fiskar, men i stallet tog gruppen langst tid pa sig for aterhamtning. Aqui-S™ har
uppenbarligen en aptitstimulerande funktion pa den daliga fisken, troligtvis pga. att
smartan tas bort. Detta sag vi dels i Aqui-S™grupp 1 direkt efter vaccinering, dels i att
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kar 11 (frdn kontrollgruppen) borjade ata direkt vid medicinering under den vérsta
perioden. Nar behandlingen avbrots for Aqui-S™grupp 1 verkade fiskarna dock ma
mycket samre an 6vriga grupper och aterhamtningsperioden forlangdes. Aqui-S™grupp 1
verkar ocksa ha haft en kraftigare inflammation om man tittar pa arrbildningen, som var
signifikant kraftigare fran fodergruppens. Den grupp som jag forvantat mig skulle ma
samst, fodergruppen, aterhdmtade sig snabbast av alla grupper och hade minst
arrbildningar. Svaltgruppen, som aterhamtade sig i princip lika bra som fodergruppen var
nast samst vad galler arrbildning.

Ett senare forsok vid Matre Havbruksstasjon indikerar att fisken inte slutar ata pga. stress
I samband med hanteringen vid vaccinering, utan att det verkligen &r
inflammation/smarta som orsakar fallet i foderintag. Fisken i detta forsok har antingen
bara lyfts upp, fatt en penna tryckt mot buken och slappts ner igen, eller injicerats med
isoton NaCl-lésning. Fisken i dessa grupper okade i foderintag mycket snabbare &n
kontrollgruppen som normalvaccinerades, och hade inte den karakteristiska minskningen
i foderintag efter vaccinering (Johansson, 2000).

Fisken kan tréanas till stresstalighet genom att utséattas for en 1ag dos daglig stress vilket
jag kunde observera da jag varje dag kontrollerade fisken i karen. Efter bara ett par dagar
var fisken betydligt lugnare da jag oppnade locken till karen.

Aqui-S™grupp 1 at mycket mer an 6vriga grupper under framfor allt dag 2, svaltgruppen
at mest dag 3. Kan det vara sa att vi lurar fisken att ata vid fel tidpunkt, under den akuta
inflammationen, och att en full tarm resulterar i en kraftigare/forlangd
inflammationsprocess an om fisken inte ater under denna period, dvs. dag 2-3?
Isoeugenol kanske hdammar COX-1 i stor utstréackning, vilket skulle ha negativa effekter
for fiskens normala fysiologi. | sa fall skulle ett minskat prostaglandinskydd i magsécken
ge minskad buffring och slemproduktion, samt en okad saltsyraproduktion. Detta skulle
kunna leda till perforerande ulcerationer och peritonit pga. lackage till bukhalan, och
alltsd en okad inflammationsprocess. | s fall ar Aqui-S™ inte ett bra alternativ for
smartlindring.

Hur stor roll spelar vattentemperaturen for inflammationens styrka och duration? Fisken
aterhamtade sig langsammare &n i ett annat forsok som utfordes under vintern (Oppedal
et al, 2000). Man har ocksa visat att adherensbildningen blir kraftigare vid hogre
temperaturer, vilket tyder pa en kraftigare inflammation med mer fibrinutfallningar.

Det gar inte att ur detta forsok dra nagra tydliga slutsatser om Aqui-S™behandling i
samband med vaccination. Istallet for en forutbestamd tidpunkt for avbrott av
behandlingen borde vi ha haft en biologisk indikator (kontrollgruppen) som tecken pa nar
behandlingen kunde avbrytas, men som det blev nu avbrét vi behandlingen mitt i den
vérsta perioden. Ingen hade tidigare vaccinerat under sommaren, sa det fanns inga
aterhamtningsdata tillgangliga. Tidpunkten for nar fisken borjar aterhamta sig grundades
istallet pa det forsok som utforts under vintern. Man skulle ocksa behéva analysera den
kroniska adherensbilden battre. Det andra Aqui-S™foérsoket (Aqui-S™grupp 2) som
utfordes &r inte heller direkt jamforbart med det forsta, eftersom forsoken inte gick helt
parallellt och fisken da hunnit bli storre och vattnet troligtvis nagot varmare.

Isoeugenols farmakologiska effekter borde utredas. Har vi en mycket kraftigare COX-1-
hdmning &n COX-2-h&mning &r preparatet direkt oldmpligt att anvidnda som
antiinflammatoriskt/smartstillande medel, eftersom vissa av kroppens normala
fysiologiska mekanismer rubbas. Substansens eventuella neuromuskuléra effekter -
curare eller inte - bor testas, och eventuellt ska ett in vitro-forsdk for att prova detta
utféras under 2001. Om det ar en curareliknande effekt som immobiliserar fisken far vi
en skenbart lugn fisk, antagligen mycket stressad, men som inte kan réra sig. Att anvanda
ett sadant preparat for att gora fisken hanterbar ar mycket oetiskt.
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MRL-varden bor faststillas om  substansen ska fortsatta anvandas pa
livsmedelsproducerande djur, sarskilt som substansen &r fettloslig, och darmed kan lagras
i fisken under lang tid.

Forsoket ger tydliga indikationer pad att det ar olampligt att svalta fisken infor
vaccinering, bade ur ekonomisk synpunkt och ur djurskyddssynpunkt. Om man fodrar
fisken fram till vaccinering vréaker den inte i sig mat direkt efter ingreppet, och verkar inte
drabbas lika hart av inflammation och magont som standardvaccinerad fisk.
Aterhamtningen gér snabbare och adherensbildningen blir mindre. Visserligen
aterhamtade sig fisken i svaltgruppen i princip lika snabbt som fodergruppen, men
adherensbildningen var kraftigare. Om forhallandet svélt - 6kad prostaglandinhalt i
blodet, vilket visats pa daggdjur (Hans Kindahl, personlig kommunikation), galler dven
for fiskar, skulle detta kunna vara en rimlig forklaring till den Okade
inflammationen/adherensbilden hos kontrollgruppen och framfor allt svaltgruppen,
jamfort med fodergruppen. Nar det sker en vasodilatation pa inflammationsplatsen skulle
da mer prostaglandiner kunna komma ut i vavnaden och ge ett dkat inflammationssvar
och kraftigare fibrinutfallningar pga. kraftigare vavnadsskador.

Det skulle vara intressant att folja de olika grupperna till vuxen alder for att utvardera om
immuniseringsprocessen paverkats nagot av de olika behandlingarna.

Sammanfattning

Det finns anledning att tro att vaccinering av fisk orsakar smarta. Malet med denna studie
var att se om vi kunde minska fiskens lidande efter vaccination.

Fisken ar ett kallblodigt djur och mer primitivt an varmblodiga djur, men bl.a.
nervsystemet har samma basala byggnad som hos 6vriga vertebrater. Smartfibersystemet
ar dock mer diffust &n hos oss, och ingen specifik smartledningsbana verkar vara
nodvandig for smartoverforing.

Alla djuretiska regler och lagar galler dven for fisk, men smartlindring ar anda ett eftersatt
omrade inom fiskerinaringen.

Smarta medieras av bl.a. prostaglandiner och bradykinin, amnen som ocksa ar aktiva i
den inflammatoriska processen. Vaccinering framkallar en inflammation, ofta med
adherenser som foljd. Fisken slutar ata dagarna efter vaccinering, vilket tyder pa att
inflammationen orsakar smarta. Manga analgesipreparat hammar prostaglandinsyntesen,
och skyddar pa sa satt mot bade smarta och inflammation. De (lokal)anestesi- och
analgesipreparat som anvands pa fisk tillférs via vattnet och tas upp Over galarna.
Déarmed paverkas hela kroppen.

Fisken som anvandes &r Atlantlax, Salmo salar. Initialt anvandes 1980 fiskar, férdelade
pa 14 kar, och senare ytterligare 400 st. fordelade pa tva kar. Fisken utfodrades 24 timmar
om dygnet och hade ocksa belysning dygnet runt.

Forsoket delades upp i tva delar. Under den forsta delen utvarderades olika metoder for
métning av foderintag. Under den andra delen, vaccinationsforsoket, undersoktes om
olika utfodringsmodeller (svélt/full utfodring) eller Aqui-S™ (isoeugenol, trolig
smartlindrare), kunde ha nagon effekt pa aterhamtningen efter vaccination. Infor
vaccinering svaltes alla grupper utom fodergruppen under tva dygn. Efter utford
vaccinering utfodrades fisken igen, utom svaltgruppen som inte utfodrades forran dag tre
efter vaccinering. Denna forsta utfodringsdag fick fisken foder under 10 timmar.

For att registrera fiskens aterhdmtning anvandes foderintag i procent av biomassan,
eftersom foderintaget dr en mycket bra indikator pa hur fisken mar.
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Infor vaccineringen sederades fisken med benzocain. Vaccinet som anvandes var
Norvax® Compact 6 vet. mot furunkulos, kallvattenvibrios, vibrios, vintersar och IPN.
Injektionsdosen var 0,1 ml. Denna dos anvands oavsett fiskens storlek.

Den fisk som utfodrades genom hela forsoket aterhamtade sig snabbast, tatt foljd av
svaltgruppen. Aqui-S™gruppen aterhdamtade sig langsammast och foderintaget var
signifikant lagre &n foder- och svaltgruppernas foderintag. Kontrollgruppen hamnade
mellan svaltgruppen och Aqui-S™gruppen i aterhdmtning. Aqui-S™gruppen hade ocksa
mest adherenser, medan fodergruppen hade minst adherenser.

Forsoket visar att det &r olampligt att svélta fisken infor vaccinering, men vad galler
Aqui-S™ behover fler forsok utforas och substansens farmakologiska effekter utredas
innan nagra riktiga slutsatser kan dras.

Summary

Vaccination of fish can be assumed to cause pain. This study was designed to see if we
can minimize the suffering of fish following vaccination.

Fishes are cold-blooded animals and thus more primitive than warm-blooded animals.
Despite this, many organs, e.g. the nervous system, have the same basic structure as that
of other vertebrates. The fibre system for conducting pain is more diffuse than in humans.
No specific pain conducting tract seems necessary for pain transmission.

All ethical rules and laws for animals include fish, but pain killing is still not common in
fish production.

Prostaglandins and bradykinin are substances which are released in the inflammatory
process and cause pain. Vaccination causes peritonitis and adherence between organs and
the abdominal wall (scarring). The peritonitis can be assumed to cause pain, which may
be one reason why the fish stops feeding for several days following vaccination. Many
analgesics inhibit the synthesis of prostaglandin, and thus inhibit both pain and
inflammation. The local anasthetics used to immobilize fish are given in the water and
taken up via the gills. This gives systemic effects.

Atlantic salmon, Salmo salar, was used. 1980 parr were allocated in 14 tubs. Later
another 400 parr in two tubs were used. The fish had free access to feed and had
continuous daylight.

The study was split into two parts. In the first part, two methods for measurement of feed
intake was evaluated. In the second part different feeding models (starvation/feeding) and
Aqui-S™ (isoeugenol, which probably diminishes the pain), was used to see if we could
affect the time for recovery following vaccination. Before vaccination all groups besides
the feed group were starved for two days. Following vaccination, the fish was fed again,
except for the starvation group, that was not fed until day three after vaccination. The first
feeding day the fish was fed for 10 hours.

The pain level was measured as feed intake in percent of biomass, since feed intake is a
very good indicator of the well-being of the fish.

Before vaccination the fish was sedated with benzocain, the routine sedative at
vaccination. The vaccine used was Norvax® Compact 6 vet. for furunculosis, cold water
vibriosis, vibriosis, winter wounds and IPN. The injection dose was 0,1 ml. This dose is
used independent of the size of the fish.

The group of fish that was fed all the way through the study recovered fastest; followed
by the group that was starved for three days following vaccination. The Aqui-S™group
recovered much slower, and the feed intake was significantly lower than for the feed-
and starving groups. The control group recovered more slowly than the starvation group
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but faster than the Aqui-S™ group. The Aqui-S™group had most adherences, and the
feed group had the least.

The study clearly shows that starvation prior to vaccination of the fish is wrong. The
pharmacological effects of Aqui-S™ need to be evaluated and more experiments need to
be done before we can come to any conclusions about its effectiveness as an analgesic.
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