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Sammanfattning

| samband med att fiskar har blivit allt vanligare inom omraden som forskning, odling
och miljddvervakning har behovet av att sakerstdlla god djuromsorg blivit mer
uppmarksammat. For att minska fiskens stress och underlatta den fysiska hanteringen
brukar bedévningsmedel anvandas i manga sammanhang. Eftersom det rader stor
artvariation mellan fiskars svar pa beddvning ar det viktigt att lagga resurser pa
beddvningsstudier for att sakerstalla basta mojliga djurhallning for varje enskild art. |
den har studien undersoktes stressrespons samt beteende hos 6ring (Salmo trutta)
vid beddvning med olika koncentrationer av beddvningsmedlen trikain, eugenol,
bensokain samt metomidat. Ettariga, odlade 6ringar PIT-tag marktes for att moéjliggéra
identifiering av varje fiskindivid. Knappt fyra veckor efter markningen utférdes
beddvningsexperimentet dar laga och hoga koncentrationer av de olika
beddvningsmedlen (3 mg/L respektive 6 mg/L for metomidat och 40 mg/L respektive
80 mg/L for de dvriga) anvandes for beddvning av fisk genom tillsats till vatten foljt av
upptag genom galarna. Beddvningsprocessen filmades och induktionstid, rusningstid
samt uppvisandet av ett specifikt beteende noterades. Av beddévningsmedlen var det
eugenol som hade lagst induktionstid. Varken beddvningsmedel eller koncentration
hade en signifikant paverkan pa rusningstiden. Det specifika beteendet innebar att
fiskarna efter forlorad balans lade sig pa sidan men fortsatte réra mycket pa
stjartfenan, ofta i cirkulara rorelser, tillsammans med mer eller mindre haftiga
sidordrelser med huvudet mot ytan som for att "kippa efter syre”. Beteendet var
vanligare vid beddvning med metomidat an med de andra beddvningsmedlen, 80%
av fiskarna som beddvades med den lagre koncentrationen metomidat uppvisade det.
Slutligen faststalldes 40 mg/L eugenol som det rekommenderade beddvningsmedlet
for ettariga, odlade dringar inom langdintervallet 95 - 140 mm vid en vattentemperatur
runt 3 - 4°C. Detta baserat pa den korta induktionstiden (medianvarde 1,3 minuter)
och den hammande effekten pa fiskars stressrespons eugenol har beskrivits ha.
Beddvning med 3 mg/L metomidat rekommenderas inte under férhallanden som liknar
studiens.



Abstract

As fish has become more frequently used in areas such as research, aquaculture and
environmental monitoring the need for ensuring animal welfare has gained more
attention. In order to reduce the stress level of the fish and to facilitate the physical
handling anesthetics are commonly used. Since there is great species variation
between fish in their response to anesthetics it is important to put resources into
studies of fish anesthetizing to ensure the highest possible fish wellbeing. In this study
the stress response and behavior of trout (Salmo ftrutta) was analyzed during
anesthesia with tricaine, eugenol, benzocaine and metomidate. One year old, farmed
trout were PIT-tagged in order to enable identification of every fish. Around four weeks
after the tagging the anesthetics experiment took place where low and high
concentrations of the anesthetics (3 mg/L and 6 mg/L for metomidate and 40 mg/L
and 80 mg/L for the other ones) were used to anesthetize the fish through addition to
water followed by absorption through the gills. The anesthetizing process was
recorded and the induction time, excitation time and the display of a specific behavior
was noted. Of the tested anesthetics eugenol resulted in the shortest induction time.
Neither the anesthetic nor the concentration had a significant effect on the excitation
time. The specific behavior involved the fish falling to the side after having lost balance
but continuing to move the tail fin, often in circular motions, together with more or less
forceful side movements where the head went towards the surface as if the fish was
“gasping for air”. The behavior was more common during metomidate anesthetizing
than for the other anesthetics, 80% of the fish anesthetized with the lower dose of
metomidate displayed it. In the end 40 mg/L eugenol was established as the
recommended anesthetic for one year old, farmed trout between the length interval
95-140mm at a water temperature around 3 — 4°C. This based on the short induction
time (median value 1,3 minutes) together with the inhibiting effect on the stress
response of fish that eugenol is said to have. The use of 3 mg/L metomidate is not
recommended under conditions similar to those in this study.



Innehallsforteckning

1

3
4

5

L0 0 Yo 11 (oY o T 6
11 Bedovningsmedel ... 8
P P R 1= 11 o I TR RTRRUPRT 8
I N = 1=Y o 1=To ) (= 11 TR TRTTRPPRT 8
LR R N = U To 1= o o | PSR 8
I S |V, 1= (o 1 1 [ = | TR PPRTN 9
1Y E= 10 =Y o = 1IN0 X3 0 T 1= o X [ 9
21 Markning av 6ring med PIT-tags.........ccocvmmmmmiiiinninserrnr s 9
2.2 Bedovningsexperiment ... 10
221 Stamldsningar av beddvningSMeEdel ..........ocuuiiiiiiiiiiie e 10
2.2.2  UHOIANAE ... oottt e e et et e e et 11
2.3 Dokumentation av beteende .........ccoiveiiiemiiimiiiei e e res e raa e anas 12
24 Statistisk analys ........cccciiiiri e ————— 12
{023 1 ]| - | 13
D T Q0 LT3 o o T 17
4.1 0] [0 - = 19
L2 LY L= (=] 1= 20



1 Introduktion

Anvandandet av fiskar i olika sammanhang sasom forskning, matproduktion och
miljoovervakning har sett en stadig 6kning under de senaste decennierna, bade i
Sverige och internationellt. Zebrafiskens begransade storlek och lattskotta natur i
kombination med dess relativa komplexitet gor den exempelvis lamplig som
modelldjur for studier av grundlaggande fysiologi (Toni et al., 2018). Det bedrivs aven
kontinuerlig forskning for att utveckla och forbattra vattenbruket i Sverige. Fisk kan
odlas i konsumtionssyfte, men aven for produktion av fisk som i slutdndan satts ut i
olika naturvatten for att till exempel aterintroducera forlorade arter i ett visst omrade,
kompensera for bortfall av laxfisk orsakat av vattenkraftverk eller for att helt enkelt
forbattra det lokala fisket (Jordbruksverket, 2022). Fisk fangas aven in som del av
fortlopande miljoovervakning, da ofta for att studera forekomst samt tathet av olika
bestand (Havsmiljdinstitutet, 2022).

Oringen (Salmo trutta) &r en mycket vanlig fiskart i Sverige, populdr inte minst hos
sportfiskare. Dess utbredning inkluderar vattendrag, sjéar och havsomraden i hela
landet (Havs- och vattenmyndigheten, 2022). Oringar med anadrom livscykel vandrar
efter ett par ar i sotvatten ut till havs innan de atervander uppstroms for att leka i
strommande vatten med grusbotten. Innan utvandringen genomgar fiskarna
fysiologiska och beteendemassiga forandringar, en process som kallas smoltifiering.
Det finns aven dringar som tillbringar hela sina liv i sdtvatten som sjoar och backar
(Artdatabanken,  2022). Oringen &r en fisk som &ar vanlg i
miljodvervakningssammanhang och forekommer i det svenska vattenbruket som
sattfisk for att bland annat kompensera for forhindrad vandring orsakad av kraftverk
(Svenskt vattenbruk, 2020). Den hanteras darfor frekvent i forskningssyfte och det ar
av stor vikt att det sker med sa mycket hansyn till djuromsorgen som mgjligt.

Fiskar uppvisar fysiologiska stressresponser och forandrat beteende nar de utsatts for
stressorer sasom fysisk hantering eller forandringar i deras milj6. Den primara
responsen innefattar utsdéndring av stresshormon sasom adrenalin och Kortisol.
Forekomsten av dessa i cirkulationssystemet inducerar den sekundara responsen
som inkluderar Okat syreupptag- och transport, hjartaktivitet och férhojd koncentration
av blodglukos. Blodflodet till bland annat galarna 6kar vilket kan leda till minskad
formaga att justera den osmotiska balansen, nagon som kan ge svara konsekvenser
for fisken. Da stressvarens syfte ar att fokusera alla resurser pa att endast uppratthalla
de funktioner som behdvs for omedelbar éverlevnad blir évriga kroppsfunktioner
lidande. Detta innebar att fiskar som utsatts for mycket stress kan fa sankt
immunférsvar samt hammad tillvaxt och reproduktion (Jalmlév et al., 2011).

En omdebatterad fraga ar om fiskar kan kanna smarta — och i sadana fall aven
medvetet uppfatta den smartan som del av ett lidande. Flertalet studier har resulterat
i bevis for att fiskar kan uppleva smarta (Sneddon, 2012), men nar det kommer till det



mer svardefinierade begreppet "medvetet lidande” ar resultaten inte lika tydliga. Darfor
ar de generella riktlinjerna att anamma forsiktighetsprincipen "the benefit of the doubt”
for varje fiskart, alltsa att alltid utga ifran att de kan kénna lidande (Jalmlév et al., 2011).

Det har pavisats att manga av de beddvningsmedel som anvands fér andra
ryggradsdjur aven kan anvandas pa fiskar vid olika typer av hantering. |
vattenbruksindustrin finns flera tillifallen da beddévning kan behdvas, exempelvis vid
transport, vaccinering, och romkramning. Beddvningens syfte ar att minska fiskens
stressniva samtidigt som férhindrad hypermobilitet férenklar den fysiska hanteringen
och minskar risken for trauma pa bade manniska och fisk. Vid stérre ingrepp av invasiv
karaktar ar det centralt att djup, kirurgisk anestesi uppnas. (Skar et al., 2017).

Det finns ett antal olika bedévningsmedel som anvants pa fiskar, men den generella
kunskapsnivan om dess verkan och efterféljande effekter ar lag i jamférelse med
andra ryggradsdjur (Neiffer och Stamper, 2009). Dessutom ar fiskar en artrik och
variabel djurgrupp dar de stralfeniga fiskarna innefattar mer an 25 000 arter, alla med
specifika anatomiska, fysiologiska och beteendemassiga drag (Toni et al., 2018).
Abiotiska faktorer sasom pH, syrehalt, vattentemperatur och salinitet har dessutom
ocksa paverkan pa beddévningen (Skar et al., 2017). Detsamma galler biologiska
skillnader inom samma fiskpopulation som kon, storlek och alder. Detta staller krav pa
forskare och arbetande inom fiskindustrin att Iagga resurser pa bedévningsstudier for
aktuella fiskarter om basta mdjliga djurhallning ska kunna uppratthallas. Utéver de
direkta effekterna pa fiskarna finns det dven andra aspekter att ta hansyn till vid val av
beddvningsmedel, sasom tillgang och anvandningsvanlighet, toxicitet for fisk,
manniska och miljé samt kostnad (Akbulut et al., 2009).

Det vanligaste sattet att administrera beddvningsmedel till fisk ar genom att tillsatta
det till vattnet och Iata amnet absorberas genom galarna. En god bedévningseffekt,
snabb induktionstid (tid for att uppna 6nskvard beddévning) foljt av snabb aterhamtning
ar onskvart for att minimera stress hos fisken (Skar et al., 2017). Beddvningen kan
delas upp i olika stadier i syfte att underlatta monitorering av forloppet. Varje stadium
har da en viss kombination av vissa parametrar sasom fiskens generella aktivitet,
galaktivitet, reaktivitet, balans etc. Stadier inkluderar bland annat latt beddvning,
excitation, kirurgisk beddévning och déverdos och olika procedurer eller ingrepp lampar
sig bast vid olika stadier. Excitation kan sagas inkludera nar fisken "rusar”, det vill sdga
simmar med mycket hdg aktivitet pa ett panikartat och stressat satt (Sneddon, 2012).

Syftet med den har studien var att undersdka stressrespons samt beteende hos 6ring
vid beddvning med olika koncentrationer av trikain, eugenol, bensokain samt
metomidat. Utifran resultaten var malet sedan att faststalla rekommenderat
beddvningsmedel och koncentration vid en situation dar 6ring fangas in, beddvas,
mats och sedan slapps ut igen.



1.1 Bedovningsmedel

1.1.1 Trikain

Trikainmetansulfonat, aven kant som MS 222, ar ett derivat av bensokain och ett av
de mest féorekommande beddvningsmedel som anvands pa fiskar (Sneddon 2012).
Det ar vattenlosligt och surt. Som mest effektivt och sakert ar det i sin neutrala form,
vilket innebar att det i vissa fall kan kravas tillsats av buffrande medel, sasom
natriumbikarbonat, for bibehallet pH. Saltvatten har en battre bufferkapacitet an
sotvatten sa behovet for tillsatts av buffert brukar vara mindre (Neiffer och Stamper,
2009). Trikain fungerar genom att det blockerar spanningskansliga natriumkanaler
vilket hindrar transport av signaler bade i nerv- och muskelceller. Detta innebar att
fisken blir paralyserad samtidigt som smartsignaler stoppas och en analgetisk
(smartstillande) effekt uppnas. Trikain orsakar i sig en viss stressrespons hos fiskar
da man har kunnat visa att kortisolnivaerna i blodet stiger omedelbart efter
beddvningen. Det finns aven belagg for att trikain kan orsaka hypoxemi pa grund av
det inducerar hypoventilation hos fisken (Zahl et al., 2011)

1.1.2 Bensokain

Bensokain ar till skillnad fran dess derivat, trikain, mycket svarlosligt i vatten och kraver
darfor att det forst I6ses i etanol innan det kan tillsattas till vattnet. Férdelar med
bensokain ar att det har 1&g toxicitet fér manniskor och relativt snabb nerbrytningstid i
vattnet, vilket ar bra for miljon. Dess fettloslighet kan dock vara problematiskt for
aterhamtningen av speciellt aldre eller rombarande honor (Neiffer och Stamper, 2009).
Bensokain, likt trikain, hindrar propagering av nervsignaler genom blockering av
spanningskansliga natriumkanaler vilket leder till paralys och analgesi hos fisken.
Aven bensokain har pavisats orsaka forhojda kortisolnivaer efter bedévning och kan
inducera hypoxemi som bieffekt (Zahl et al., 2011).

1.1.3 Eugenol

Eugenol ar den primara aktiva ingrediensen i den naturliga produkten nejlikolja
(Akbulut et al., 2009). Det har rapporterats vara ett effektivt bedévningsmedel som inte
ar toxiskt varken for fisk, manniska eller milj6. | jamférelse med andra
beddvningsmedel ar induktionstiden snabbare, aven vid ldga koncentrationer.
Aterhamtningstiden for fisken ar dock langre an for andra bedévningsmedel (Global
Seafood Alliance, 2014). Eugenol paverkar nervsystemet pa flera satt; det hammar
natrium-, kalium- och kalciumkanalernas funktion och inhiberar respektive aktiverar sa
kallade NMDA och GABAx-receptorer! (Zahl et al., 2011). Det resulterar i effektiv

" Inhibering av NMDA (N-metyl-p-aspartat)-receptorer och aktivering av GABAa (gammaaminosmaorsyra
A)-receptorer leder till minskad aktivitet i det centrala nervsystemet (Zahl et al., 2011).



beddvning med forvantat analgetisk effekt (Skar et al., 2017). Det finns flertalet studier
som indikerar att anvandandet av eugenol som bedévningsmedel inte orsakar nagon
forhojd kortisolniva i blodet, nagot som talar for att det har en stressreducerande
paverkan hos fiskar. En forklarande hypotes ar att eugenol blockerar sensoriska
signaler fran att na hypofysen (Corso et al., 2018).

1.1.4 Metomidat

Metomidat ar en vattenldslig molekyl med den vetenskapligt bevisade egenskapen att
den har en beddvande effekt pa fisk samtidigt som den aktivt hammar produktion och
utséndring av stresshormonet kortisol. Detta gor metomidat lampat fér atgarder som
endast kraver lattare beddvning, eftersom de laga koncentrationer som kravs for
hammad kortisolutsdndring tillater fisken att bibehalla sin balans. Den fysiologiska
mekanismen innefattar aktivering av inhiberande GABAAa-receptorer i det centrala
nervsystemet (Sneddon, 2012). Metomidat ar en férmodat dalig analgetika och ska
darfor inte brukas vid storre ingrepp sasom kirurgi (Neiffer och Stamper, 2009).

2 Material och metod

Forsoken utférdes pa SLU:s fiskeriférsdksstation i Alvkarleby i april - maj 2022 och
har godkants av Uppsala djurforsdksetiska namnd (Dnr 5.8.18-07601-2021).

2.1 Markning av oring med PIT-tags

Oring méarktes med PIT (Passive Integrated Transponder) -tags som méjliggjorde
identifiering av varje fiskindivid via en unik alfanumerisk kod. Markningen utfordes da
fiskarna som inkluderas i denna studie aven medverkade i en langtidsstudie dar
senare identifiering av varje fisk var nddvandig. Proceduren beskrivs anda i denna
rapport eftersom den innebar ett signifikant ingrepp pa fiskarna.

Drygt 300 odlade, ettariga individer havades upp ur odlingsbassanger och forflyttades
till ett kar med kontinuerlig tillférsel av farskt vatten fran Dalalven. Karet tacktes delvis
med ett lock for att minska stress hos fisken. Tva plastbehallare fylldes med 5L
alvsvatten vardera och till varje tillsattes 35 mL stockldosning av 25 g/L Tricaine
Pharmaq (trikain) vilket resulterade i en slutgiltig koncentration pa 175 mg/L av
beddvningsmedlet. Ett tiotal oringar flyttades sedan i taget oOver till de olika
beddvningsbehallarna dar de efter ett antal minuter uppvisade tecken pa att
beddvningen tagit (férlorad balans, reducerad galaktivitet, reagerar inte pa stimuli). En
ren, vass skalpell anvandes sedan for att gbra ett litet snitt i fiskens bukvagg
varigenom en aktiverad PIT-tag forsiktigt trycktes in i bukhalan (se Figur 1). Snittet
sléts genom att ett finger stroks 6ver ytan. De markta fiskarna placerades sedan i ett



nytt kar med kontinuerlig tillférsel av farskt alvsvatten for aterhamtning fran bedévning
och ingrepp och kunde slutligen flyttas over till odlingsbassang.

Figur 1. Visar bedbvade 6ringar som blir mérkta med PIT-tags.

Fiskexemplar med en langd under ungefar 90mm valdes bort, totalt sett marktes 300
oringar.

2.2 Bedovningsexperiment

2.2.1 Stamlosningar av bedovningsmedel

Tabell 1 visar vilkken mangd beddvningsmedel samt volym och typ av I6sningsmedel
som anvandes for beredning av de olika stamldsningarna.

Tabell 1. Visar vilken médngd bedbvningsmedel samt volym och typ av I6sningsmedel som anvéndes
fér beredning av olika stamlésningar. Visar ven den slutgiltiga koncentrationen av stamlésningen.

Beddvningsmedel Mangd Lésningsmedel  Volym Iésningsmedel (L) Koncentration
stamldsning (mg/L)

Trikain 25 mg Vatten 1 25
Bensokain 10 mg 95% etanol 0,1 100
Eugenol 10 mL 95% etanol 0,09 118

Ingen stamldsning for metomidat forbereddes, dnskad mangd vagdes upp och
tillsattes direkt i beddvningsbadet.
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2.2.2 Utférande

Bedovningsexperimentet utfordes knappt fyra veckor efter PIT-tag markningen av
oringarna.

De sedan tidigare PIT-tag markta éringarna forflyttades fran odlingsbassanag till ett kar
med kontinuerlig tillférsel av farskt vatten fran Dalalven. Karet tacktes delvis med ett
lock for att erbjuda fisken ett skydd for minskad stress. Fyra plastbehallare fylldes med
3 L alvsvatten (ungefarlig temperatur 3 - 4°C) och de olika beddvningsmedien tillsattes
till respektive behallare till de slutgiltiga koncentrationerna 40 mg/L trikain, 40 mg/L
bensokain, 40 mg/L eugenol samt 3 mg/L metomidat. En fisk at gangen havades
sedan upp och dess PIT-tag lastes av innan den placerades i nagot av
beddvningsbaden. Fiskens beteende under hela beddvningsprocessen spelades in
med en mobilkamera och den totala induktionstiden fér beddévningen togs med hjalp
av ett tidtagarur. Bedévningen ansags uppnadd nar fiskens balans forlorades, den var
ororlig, endast svaga galrorelser uppfattades och den inte langre svarade pa stimuli
(Sneddon, 2012). Fisken overfordes da direkt till ett vattenfyllt matglas for
dokumentation av dess langd, och placerades sedan i ett nytt kar med kontinuerlig
tillforsel av farskt alvsvatten for aterhamtning. Processen upprepades darefter pa nya
fiskar med koncentrationerna 80 mg/L trikain, 80 mg/L bensokain, 80 mg/L eugenol
samt 6 mg/L metomidat (se Tabell 2). Tiden for beddvningsexperimentet var tva
timmar fér omgangen med de laga koncentrationerna och en och en halv timme for
omgangen med de hdga koncentrationerna.

Figur 2. Visar beddvningsbaden innehéllande metomidat, eugenol, trikain och bensokain, fran vénster
till héger.
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Tabell 2. Visar den laga respektive héga koncentrationen av de olika bedévningsmedlen.

Beddvningsmedel Metomidat Eugenol Trikain Bensokain
Lag koncentration (mg/L) 3 40 40 40
Hég koncentration (mg/L) 6 80 80 80

2.3 Dokumentation av beteende

Alla filmer som spelades in under beddvningsexperimentet studerades enskilt for
dokumentation av bedévningsbeteende for varje fisk. Rusningstiden ansags vara den
totala tid som fisken uppvisade ett tydligt stressat och intensivt flyktbeteende med
rusande, panikartad aktivitet. Vid de enstaka tillfallen rusning kunde uppfattas vid tva
tydligt atskilda tillfallen lades tiderna ihop till en sammanlagd.

Vid genomgang av filmerna uppmarksammades ett specifikt beteende hos vissa fiskar
dar de efter forlorad balans lade sig pa sidan men fortsatte réra mycket pa stjartfenan,
ofta i cirkulara rorelser, tillsammans med mer eller mindre haftiga sidorérelser med
huvudet mot ytan som for att "kippa efter syre”. For matbarhet bestamdes att de
individer dar tidigare namnda drag tydligt kunde observeras under minst 15
sammanhangande sekunder kunde raknas till andelen som uppvisade beteendet. De
fall dar filmen hade brutits eller saknades helt exkluderades fran berakningarna (se
Tabell 3 for dversikt 6ver hur manga beteendeobservationer som gjordes for varje
beddvningsmedel och koncentration).

Tabell 3. Visar antalet fiskar som bedbévades med varje bedévningsmedel respektive koncentration
samt antalet noterade rusningstider och beteendeobservationer.

Antal (st) Metomidat Eugenol Trikain Bensokain
Lag Hég Lag Hog Lag Hég Lag Hobg
Fiskar som beddvades 10 10 10 10 10 10 10 10
Noterade rusningstider 10 10 9 10 9 9 10 9
Beteendeobservationer 10 9 9 9 9 10 9 9

2.4 Statistisk analys

Statistikprogrammet MYSTAT (en studentversion av SYSTAT 12) anvandes for
behandling och analys av den insamlade datan. Bade induktionstid- och
rusningsvardena visade sig avvika fran normalférdelning da deras distributionskurvor
uppvisade nagot positivt sned fordelning. Darfor log-transformerades vardena for att
erhalla normalférdelning. Variansanalyser kunde sedan utféras med log(induktionstid)
respektive log(rusningstid) som beroende parameter, beddvningsmedel samt
koncentration som oberoende parametrar och fiskarnas langd som kovariat.
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Andelen fisk som uppvisade det specifika beteendet analyserades med logistisk
regression i statistikprogrammet SAS med support av Erik Petersson, professor i
akvatisk ekologi vid SLU. Ingen fisk som blev bedévad med den hogre
koncentrationen bensokain uppvisade beteendet varpa variansen i modellen blev
betydligt hdgre an medelvardet. For att justera for det skalades responsvariabeln om
med en faktor 0,000079. Detta ger inte en normal log-likelihood funktion utan vad som
ar kant som quasi-likelihood funktion. Det ar mojligt att analysera den har typen av
data med en sorts variansanalys, men i stallet for F-varden far man ut chitva-varden
som ar vanligt vid analys av binomialférdelningar.

3 Resultat

For samtliga beddvningsmedel var induktionstiden kortare vid den hdgre av
koncentrationerna an den lagre (Figur 3). Eugenol var det beddévningsmedel som hade
kortast induktionstid, vid den héga koncentrationen lag medianvardet pa 1,1 minuter.
Av de laga koncentrationerna hade bade eugenol och bensokain den kortaste
induktionstiden pa 1,3 minuter. Den storsta skillnaden i induktionstid mellan lag och
hég koncentration var for metomidat som lag pa 2,6 minuter respektive 1,6 minuter.
Den minsta skillnaden var mellan l1ag och hég koncentration av eugenol som var 1,3
minuter respektive 1,1 minuter. Motsvarande for trikain lag pa 1,9 minuter respektive
1,6 minuter och for bensokain gick det fran 2,0 minuter till 1,3 minuter. Eugenol var
det bedoévningsmedel vars induktionstider hade minst spridning medan metomidat var
det beddvningsmedel med storst variation, sarskilt vid den lagre koncentrationen.
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Figur 3. Visar induktionstider i minuter vid bedbvning av ettarig, odlad éring vid hég respektive lag
koncentration av metomidat, eugenol, trikain samt bensokain. Medianvédrden &r markerade med
horisontell linje och star utmérkta vid respektive laddiagram. Felstaplar strdcker sig till max- respektive
min-vdrde och enskilda punkter &r markerade outliers. Se Tabell 2 fér laga och héga
koncentrationsvérden for varje bedbévningsmedel.

Resultaten fran den statistiska analysen (Tabell 4) visar att bade beddvningsmedel
och koncentration for sig hade signifikant paverkan pa induktionstid (P < 0,001), men
aven att det fanns en signifikant interaktionsfaktor mellan beddvningsmedel och
koncentration (P = 0,017). Det innebar att samma relativa koncentrationsférandring av
de olika bedévningsmedlen inte hade samma paverkan pa induktionstiden. Fiskarnas
langd inom det anvanda intervallet (95 - 140mm) visade sig inte ha nagon signifikant
paverkan pa induktionstiden, med ett P-varde pa langt 6ver 0,05 (0,973). Modellens
R2-varde blev 0,557 vilket innebar att ungefar 56% av variansen for induktionstid kan
forklaras av parametrarna bedévningsmedel, koncentration samt fiskarnas langd.

Tabell 4. Visar resultat frén en variansanalys utférd i MYSTAT med log(induktionstid) som beroende
parameter. Bedévningsmedel och koncentration dr oberoende parametrar, 1dngd é&r satt som kovariat.
Bedbvningsmedel*Koncentration star for interaktion dar emellan. Modellens R?-véarde var 0,557.
(SS = Sum of Squares, df = degrees of freedom).

Type Il df Mean F-ratio P-value
SS Squares
Beddvningsmedel 3,12 3 1,04 14,74 <0,001
Koncentration 2,22 1 2,22 31,54 <0,001
Beddvningsmedel*Koncentration 0,77 3 0,26 3,62 0,017
Langd 0,00 1 0,00 0,001 0,973
Error 5,01 71 0,07
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Figur 4. Visar rusningstider i sekunder vid bedévning av ettarig, odlad 6ring vid hdég respektive lag
koncentration av metomidat, eugenol, trikain samt bensokain. Medianvdrden &r markerade med
horisontell linje och star utmérkta vid respektive laddiagram. Felstaplar strdcker sig till max- respektive
min-vdrde och enskilda punkter &r markerade outliers. Se Tabell 2 fér laga och héga
koncentrationsvérden for varje bedévningsmedel.

Varken bedévningsmedel eller koncentration hade signifikant paverkan pa
rusningstiden (Figur 4 och Tabell 5, P = 0,345 respektive P = 0,516). Modellens R?-
varde blev 0,083 vilket innebar att endast ungefar 8% av variansen for rusningstid kan
forklaras av parametrarna bedévningsmedel, koncentration samt fiskarnas langd.

Tabell 5. Visar resultat fran en variansanalys utférd i MYSTAT med log(rusningstid) som beroende
parameter. Bedévningsmedel och koncentration ar oberoende parametrar, 1dngd é&r satt som kovariat.
Bedbévningsmedel*Koncentration star for interaktion dar emellan. Modellens R2-vérde var 0,083.
(SS = Sum of Squares, df = degrees of freedom).

Type Il df Mean F-ratio P-value
SS Squares
Beddvningsmedel 0,74 3 0,25 1,13 0,345
Koncentration 0,09 1 0,09 0,43 0,516
Beddvningsmedel*Koncentration 0,28 3 0,10 0,43 0,729
Langd 0,10 1 0,10 0,45 0,506
Error 14,58 67 0,22

Det beddvningsmedel med hdgst andel fiskar som uppvisade ett specifikt,
uppmarksammat beteende var metomidat; 80% av fiskarna vid den lagre
koncentrationen och 44% av fiskarna vid den hdgre koncentrationen (Tabell 6). For
resterande beddvningsmedel var andelen som hdgst vid den hdgre koncentrationen
av trikain (22%) och som lagst vid den hogre koncentrationen av bensokain (0%). Den
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fiskindivid som med stor marginal uppvisade beteendet under langst tid (tre minuter
och 11 sekunder) blev beddévad med den lagre dosen metomidat.

Tabell 6. Visar andelen fiskar vid olika bedévningsmedel och koncentrationer som uppvisade ett
specifikt beteende under bedbvningen. Beteendet innebar att fiskarna efter férlorad balans lade sig pa
sidan men fortsatte réra mycket pa stjértfenan, ofta i cirkuldra rérelser, tillsammans med mer eller
mindre héftiga sidorérelser med huvudet mot ytan som fér att “kippa efter syre” i minst 15
sammanhédngande sekunder.

Metomidat Eugenol Trikain Bensokain
Koncentration Lag Hog Lag Hog Lag Hog Lag Hog
Andel (%) 80 44 11 11 22 10 11 0

Den logistiska regressionen visade att beddvningsmedel, koncentration och
interaktionen dem emellan hade signifikant paverkan pa uppvisandet av beteendet da
P-varden var <0,001 (Tabell 7). Interaktionen innebar att samma relativa
koncentrationsandring inte resulterade i lika stor forandring av frekvens uppvisat
beteende for de olika beddvningsmedlen.

Medelvardesfrekvensen av uppvisat beteende var hogre for metomidat an for de
ovriga bedovningsmedlen (Tabell 8). Parvisa jamférelser visar ocksa att det enda
beddvningsmedel som skilde sig signifikant fran alla 6évriga beddvningsmedel var
metomidat.

Tabell 7. Visar resultat frén en logistisk regression utférd i SAS med andel (frekvens) uppvisat beteende
som beroende parameter. (DF = degrees of freedom).

DF Chi-square P-value
Beddvningsmedel 3 1,91x10° <0,001
Koncentration 1 1139 <0,001
Beddvningsmedel*Koncentration 3 1,26x108  <0,001

Tabell 8. Visar resultat fran parvisa jamférelser av frekvens uppvisat beteende mellan de olika
beddévningsmedlen. Medelvdrden med samma bokstav i héger kolumn &r inte signifikant skilda at pa
0,05-nivan.

Beddvningsmedel Medelvardetstd Parvisa jamforelser
Bensokain 6,20x107+4,66%x10° ab
Eugenol 0,111+5,85x10° a
Metomidat 0,641+9,42x10° c
Trikain 0.151%6,71x10° b

Medelvardet (korrigerat for typ av beddvningsmedel) for frekvens uppvisat beteende
vid hog koncentration var 0,00043+0,0010 jamfért med 0,268+0,0000046 for lag
koncentration (medelvardetmedelvardets standardfel), vilket innebar en statistiskt
signifikant skillnad (z=-2.84; p=0,0045).
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4 Diskussion

Det ideala bedévningsmedlet har flera 6nskvarda egenskaper. Nagra av dem som
listas av Iversen et al. (2013) ar foljande: det har en induktionstid under 15 minuter
och allra helst under tre minuter, aterhamtningstiden ar under fem minuter, det ar inte
toxiskt for varken fisk, manniska eller miljo, det orsakar inga langvariga effekter pa
fiskens fysiologi eller beteende och det hammar fiskens respons till olika stressorer.

| den har studien undersoktes bland annat hur olika beddvningsmedel i olika
koncentrationer paverkade induktionstiden for ettariga, odlade o6ringar. Lampliga
koncentrationer vid anvandning av olika beddvningsmedel finns sammanstallda av
Neiffer och Stamper (2009), men uttrycks som riktvarden eftersom de inte tacker alla
forhallanden. Enligt sammanstallningen ligger rekommenderade koncentrationer runt
foljande: 2 - 10 mg/L metomidat for 1att beddvning av laxfiskar, 40 mg/L eugenol for
uppratthallen beddvning av benfiskar, 50 — 100 mg/L trikain for Iatt till djup beddvning
av laxfiskar och 40 — 50 mg/L bensokain for beddvning av laxfiskar.

Resultaten visade att eugenol var det beddvningsmedel som hade kortast
induktionstid med medianvarde pa 1,3 minuter vid den lagre koncentrationen (40
mg/L) och 1,1 minuter vid den hdgre (80 mg/L). Att eugenol hade kortast induktionstid
av de testade beddvningsmedlen stammer overens med litteraturen och som
jamforelse utférde Skar et al. (2017) en beddvningsstudie pa sjurygg (Cyclopterus
lumpus) dar 40 mg/L isoeuginol anvandes pa fiskar mellan 10-20g vid en temperatur
pa 6°C, och dar lag induktionstiden pa 0,9+0,1 minuter. Bedévning med eugenol
orsakade ocksa lag spridning mellan induktionstiderna, nagot som tyder pa effektiv
och konsekvent beddvning. Den lagre koncentrationen metomidat gav upphov till de
langsta induktionstiderna med ett medianvarde pa 2,6 minuter, spridningen var
dessutom hdg och for flertalet fiskar var induktionstiden mer an tre minuter vilket inte
ar optimalt. Aven vid den laga koncentrationen bensokain var induktionstiden dver tre
minuter i vissa fall. De héga koncentrationerna bensokain och trikain resulterade bada
i induktionstider under tre minuter och hade relativt lag spridning. Den statistiska
variansanalysen visade att bade beddvningsmedel och koncentration for sig hade
signifikant paverkan pa induktionstiden, men aven att det fanns en interaktion dem
emellan. Det innebar att induktionstiden for de olika beddvningsmedlen inte
paverkades lika mycket av samma relativa koncentrationsférandring. Fér eugenol gick
medianvardet for induktionstid endast fran 1,3 minuter vid lag koncentration till 1,1
minuter vid den hogre, medan motsvarande fér metomidat gick fran 2,6 minuter (lagre)
till 1,6 minuter (hoégre). Aven for trikain var skillnaden liten, fran 1,9 minuter vid den
lagre  koncentrationen till 1,6 minuter vid den hogre. Skillnaden i
induktionstidspaverkan skulle eventuellt kunna bero pa att de lagre koncentrationerna
av eugenol och trikain (40 mg/L) rackte for att ge en mycket effektiv beddvning, och
att hogre koncentrationer da inte gjorde sa stor skillnad.
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Den har studien kunde inte pavisa nagra skillnader i rusningstid mellan olika
beddvningsmedel och koncentrationer. Det fanns vissa svarigheter i beddmningen av
hur Iange varje fisk rusade. Filmerna med fiskarnas beddvningsprocess studerades
upprepade ganger for att basta maojliga bedémning av total rusningstid skulle kunna
géras, men i slutdndan fanns alltid en viss grad av subjektivitet med i bilden. En
vetenskaplig aspekt som skulle kunna forklara den stora spridningen inom
rusningsresultaten ar att fiskar kan ha olika stresshanteringsmonster. Gesto (2019)
genomforde en studie dar regnbagar (Oncorhynchus mykiss) identifierades som
"proaktiva” eller "reaktiva” baserat pa konkurrenskraftighet, i syfte att testa skillnad i
stresstalighet. | studien beskrivs konceptet stresshanteringsmoénster som “en
sammanhangande uppsattning beteendemassiga och fysiologiska stressresponser
som ar over tid kontinuerliga och ar karakteristiska for en specifik grupp av individer”.
Proaktivt lagda fiskar beskrivs som mer aktiva, aggressiva och risktagande nar de
utsatts for stressorer, medan reaktivt lagda fiskar tenderar att bete sig passivt och
forsiktigt i stressande situationer. Eftersom rusning ar ett stressrelaterat beteende ar
dessa potentiella skillnader i fiskarnas disposition vart att ha i atanke.

Det uppmarksammade beddvningsbeteendet dar éringarna efter forlorad balans lade
sig pa sidan och fortsatte réra pa stjartfena tillsammans med haftiga "sidoknyckningar”
var betydligt mer férekommande vid beddvning med metomidat an for de dvriga
beddvningsmedlen. Vid den laga koncentrationen av metomidat uppvisade 80% av
fiskarna beteendet, varav det for en fiskindivid pagick i tre minuter och 11 sekunder.
Det kan antas att fisken uppfattar det som stressande att inte kunna uppratthalla
balans men fortsatta vara vid medvetande och i rérelse i mer an tre minuter. Orsaken
till beteendet ar svart att faststalla men resultaten tyder pa att 3 mg/L metomidat kan
vara for lagt som koncentration for att ge den effektiva bedévning som eftersoks.

Abiotiska faktorer som syrekoncentration, pH och vattentemperatur har en paverkan
pa beddvningsmedlens effekt. | samma studie som tidigare namnts av Skar et al.
(2017) visades det att en skillnad i temperatur fran 6°C till 12°C ledde till en statistiskt
signifikant skillnad i induktionstid. | den har studien mattes inte nagra abiotiska
parametrar men vattnet som anvandes i de olika beddvningsbaden tappades upp fran
samma kalla samtidigt s& forutsattningarna for de olika bedévningsmedlen borde vara
likvardiga. Eventuellt kan trikainets surhet ha sankt pH-vardet pa bedévningsbadet
eftersom ingen buffert tillsattes, nagot som kan ha haft viss inverkan pa resultaten.

Nagra biologiska faktorer som paverkar bedévningsmedlens verkan ar storlek, alder,
kdn och inte minst fiskens generella tillstand innan bedévningen (Sneddon, 2012). Om
en fisk befinner sig i ett fysiologiskt stressat skick redan innan bedévningen pabdrjas
kan det fa stora konsekvenser for bedévningsprocessen. | den har studien hade alla
fiskar liknande forutsattningar men det var inte mgjligt att mata varje enskild
fiskindivids status innan beddévningen, darfor bidrar detta med en potentiell felkalla. Att
oringarnas langd i den har studien (95 — 140 mm) inte hade nagon paverkan pa
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induktionstiden skulle kunna forklaras av att det langdintervall som anvandes inte var
stort nog for att fiskarna skulle paverkas olika. De var alla ettariga och odlade under
liknande forhallanden sa deras fysiologiska skillnader borde vara begransade.

En felkalla som upptacktes under studiens experimentella del var att vissa fiskar
uppnadde bedodvat stadium “staendes”, eftersom de vilade med bukfenorna mot
botten av beddvningsbadet. Detta gav intrycket att de hade bibehallen balans och
saledes aven medvetande tills de till slut vidrordes och foll till sidan. Det var maijligt att
notera att stjartfenan slutade réra pa sig aven nar fisken "stod” pa det sattet och da
kontrollera om fisken var fullt bedévad eller inte, men felmarginalen for induktionstiden
kan ha 6kat med flertalet sekunder i de fallen.

En betydande aspekt for faststallandet av det bast lampade beddvningsmedlet for en
fisk ar hur snabbt den aterhamtar sig efter beddvningen. Resultaten fran den har
studien saknar det perspektivet och skulle bli mer fullstandigt vid en sadan
komplettering. Studien ar utford pa ettariga 6ringar inom storleksintervallet 95 - 140
mm sa utokade studier skulle kunna inkludera storre fiskar. Pa grund av fiskars stora
artvariation skulle det ocksa vara av intresse att mata kortisolnivaerna i blodet efter
beddvningarna for att se bedévningsmedlens verkan pa éringarnas stressrespons.

4.1 Slutsats

Baserat pa induktionstid och beteende under bedévningen rekommenderas 40 mg/L
eugenol som beddvningsmedel for ettariga, odlade 6éringar inom langdintervallet 95 -
140 mm vid en vattentemperatur runt 3 - 4°C. Den marginella skillnaden i induktionstid
mellan den lagre och hégre koncentrationen kan bortses ifran och den lagre
rekommenderas eftersom mindre atgang av bedévningsmedel ar att féredra. Valet ar
baserat pa eugenolens korta induktionstid och den effektiva bedovning som indikeras
av den laga spridningen mellan fiskar. Det ar utdver det en naturlig produkt med lag
toxicitet och har en stressreducerande effekt.

Aven de hégre koncentrationerna trikain och bensokain (80 mg/L) kan anvéndas som
beddvningsmedel med god effekt och induktionstid under tre minuter men
rekommenderas inte i forsta hand baserat pa de belagg som finns for att de orsakar
forhojda kortisolnivaer hos fisk vilket kan leda till bland annat immunosuppression.

Eftersom 3 mg/L metomidat gav upphov till att en stor andel fiskar uppvisade ett
beteende som anses kunna vara stressande for fisken bor det inte anvandas for
beddvning av 6ring under férhallanden som liknar studiens.

Studiens rekommenderade koncentrationer for eugenol och trikain ligger inom det

intervall som presenterats av Neiffer och Stamper (2009), men fér bensokain
rekommenderas hogre koncentration och fér metomidat avrades det Iagre intervallet.
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