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Sammanfattning

Vattenbruk ar i Sverige en allt vixande marknad med stor potential, bade for att bevara sérbara
fiskpopulationer och for att producera hallbara animaliska livsmedel. I takt med att fler fiskar odlas
for forskning, konsumtion och utsittning 6kar behovet av bra och etisk djurhallning. For att minska
fiskarnas lidande anvédnds bedévningsmedel vid stressande hantering. Hur olika fiskararter reagerar
pa stress och beddvning varierar och olika bedévningsmedel har olika effekt. Aven beddvningen
kan orsaka stress. Det krivs forskning for att komma fram till hur fiskarna ska hanteras pa basta
mojliga sétt. Denna studie har undersokt hur stressade oringar (Salmo Trutta) blir vid beddvning
med bensokain, trikain metansulfonat (MS-222), metomidat och eugenol genom att méta halter av
stresshormonet kortisol i blodplasman. Kontrollbehandlingar med vatten, saltsyra (HCI) och etanol
anvéndes for att utesluta att utomstdende forhéllanden hade effekt pa resultatet. Resultatet gav att
lagt pH gav hogre stress men att det inte fanns nagot signifikant samband mellan stress och
behandling. Enligt denna studie kan inget specifikt beddvningsmedel dérfor pastas vara battre dn
ndgot annat for att minska stress hos oringar. Det aterfanns inte heller nadgon signifikant skillnad i
stress mellan beddvade fiskar och de som genomgétt kontrollbehandlingar. Ett signifikant samband
fanns dock mellan kortisolhalt och ndr proverna genomférdes. De senare proverna gav hogre
kortisolhalter. Dessa samband, eller brist pa sadant, indikerar att det &r hanteringen i sig, mer én
behandlingen, som orsakar stressen. Slutsatsen som kan dras ar att det &r viktigt att hantera fiskarna
sa lite som mojligt och géra hanteringstiden kortare for att minska stressen.

Nyckelord: fisk, stress, bedovning, kortisol, 6ring.

Abstract

Aquaculture is an ever growing market in Sweden with a large potential when it comes to
sustainable production of animal foods and preserving vulnerable wild populations. As more and
more fishes are framed for research, food and to be released into the wild the need for sustainable
and ethical husbandry grows. To minimize fish suffering in potentially harmful or stressful situations
anesthesia is used. Different fish species react differently to both stress and different kinds of
anesthetics. The anesthetics themselves can cause stress. More research is needed to come up with
the least harmful procedures possible in aquaculture. This study compared the stress response in
brown trout (Salmo Trutta) when treated with benzocaine, tricaine methanesulfonate (MS-222),
metomidate and eugenol by measuring the stress hormone cortisol in the blood plasma. To eliminate
other factors that could affect the results, control treatments of water, hydrochloric acid (HCI) and
ethanol were used. The results showed that a lower pH results in higher stress levels but showed no
significant association between stress and treatment. This study cannot recommend any of the
anesthetics above the others. Whether the fishes were put through anesthesia or a control treatment
did not have a significant effect on the cortisol levels. However, a significant correlation between
when the sample was taken and the cortisol levels were found. The later samples yielded higher
cortisol levels. These correlations, or lack thereof, indicate that it is the handling, rather than the
treatments, that cause the stress in the fish. The conclusion that can be drawn from this is that in
order to reduce stress one should aim to handle the fishes as little as possible and shorten the time
during which they are handled.

Keywords: fish, stress, anestheisa, cortisol, brown trout.
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Inledning

Vattenbruk med produktion av djur och vixter &r en stadigt utvecklande del av det
svenska jordbruket och 1 resten av vérlden (Vattenbruksutredningen 2009). Det
svenska vattenbruket har produktion av matfisk (Jordbruksverket 2022),
kompensationsodling for att stirka populationer vid tillvaxtbortfall pad grund av
kraftverksdammar och séttfisk. Séttfisk flyttas mellan anlédggningar eller placeras
ut i vattendrag, sjoar eller havet for att stotta de vilda populationerna. Sportfisket
gynnas av att fiskar sétts ut i svenska vatten (Vattenbruksutredningen 2009).
Fiskodlingen dr en viktig del av livsmedelsforsorjningen (Jalmlov et al., 2011). Ca
9% av Sveriges yta tas upp av sjoar och vattendrag och ett utvecklande vattenbruk
kan nyttja dessa resurser pa ett hallbart sitt (Vattenbruksutredningen 2009).
Mingden fiskar som odlas for anvdandning inom forskning 6kar ocksa stadigt (Toni
2019).

Ett okande vattenbruk kan medféra mycket positivt. Genom att placera
fiskodlingar i urlakade kraftverksdammar kan halterna av nédringssalter i vattnet 6ka
och fiskodlingen far en restaurerande effekt. Musselodlingar lédngs kusterna kan
rena vattnet och ta upp néring och péd sé sitt minska overgddningen. Dessutom
skapar vattenbruket arbetsmdjligheter pé landsbygden. Fiskodling é&r ett
miljomissigt bra alternativ for produktion av animaliska produkter for konsumtion
(Vattenbruksutredningen 2009).

Vattenbruket moter samma utmaning som alla typer av djurhallning gor nér det
kommer till djurskydd och djurvilfard. Fiskodling regleras av djurskyddslagen
(Vattenbruksutredningen 2009). Dar stér det 1 2 kap 1§ att djur ska skyddas fran
onddigt lidande (SFS 2018:1192). Processer i odlingen kan vara skadliga och
stressande for fiskarna. For att underldtta hantering som sortering och transport
foser man ihop fiskarna vilket kan vara stressande. Slakten av fiskarna kan orsaka
stress och smérta (Jalmlov et al. 2011). For att minska fiskarnas lidande i stressande
eller smartfulla situationer kravs det enligt lag nagon form av bedévning (Holloway
et al. 2004). Hanteringen under sjélva beddmningsproceduren eller fiskens reaktion
pa bedovningsmedlen kan dock orsaka stress (Small 2003, Neiffer & Stamper 2009)
sé att bedovningen blir kontraproduktiv. Olika bedovningsmedel verkar pé olika



satt och de kan ha olika effekter pa fiskarnas stress (Neiffer & Stamper 2009,
Holloway et al. 2004).



Bakgrund

2.1 Bedovningsmedel

Om fiskar kinner smérta eller inte &r en frdga som debatterats lange och kan ses
som ett kontroversiellt &mne (Sneddon 2006). Det kommer allt fler studier som
tyder pa att svaret dr ja pd den fragan. Som ansvariga for fiskhanteringen ar det
enligt Brown (2011) vért ansvar att minska fiskarnas lidande. Bedovning av fiskar
har anvénts sedan tidigt 1900-tal, da for att forenkla hanteringen. Syftet med
bedovning idag &r for att 0ka fiskarnas vdlmaende (Zahl et al. 2011). Beddvning
anvinds bland annat vid transporter, hantering av fiskar, vid vaccinering och
markning (Brown 2011).

Den vanligaste séttet att administrera beddvningsmedel for fisk ar att 16sa
medlen 1 vattnet. Bedovningsmedlet tas sedan upp av fiskarna via gilarna och via
blodet paverkas det centrala nervsystemet. Olika bedovningsmedel verkar pé olika
satt och deras effekter kan variera mellan olika grader av smértlindring och
lugnande effekt. Vid bedovning tappar fiskarna balansen, rorlighet, medvetande
och reflexer (Zahl et al. 2011). Respirationen och blodcirkulationen kan paverkas
negativt av beddvning (Brown 2011).

De bedovningsmedel som anvidndes 1 studien var bensokain, trikain
metansulfonat (MS-222), eugenol och metomidat.

2.2 Stress hos fiskar

Manga olika faktorer kan orsaka stress hos fiskar. Nagra exempel pd sddana
stressorer dr hantering, fysiska fordndringar i vattnet, interaktioner med andra
organismer och vattenfororeningar. Hantering kan till exempel vara transport,
infingning och trdng forvaring. Fysiska fordndringar kan vara parametrar som
snabba, och kraftiga, temperaturfordndringar, eller fOrdndrad turbiditet och
salinitet. Interaktioner med andra organismer kan till exempel vara konkurrens,
predation och parasitism. Vattenféroreningar kan vara alla sorters skadliga &mnen



som tungmetaller eller organiska kemikalier eller &amnen som foréndrar vattnets
fysiska egenskaper, till exempel pH-dndringar (Wendelaar Bonga 1997).

Generellt dr fiskars stressrespons lik den hos landlevande vertebrater.
Skillnaderna uppstar framst i nirkontakten fiskarna har med sin miljo genom
gélarna och genom att dricka vattnet de simmar i. Denna kontakt gor att de tar upp
dmnen frén vattnet genom diffusion dver gélarna och de kan reagera pé och bli
stressade av mycket laga halter av stressande &mnen i vattnet (Wendelaar Bonga
1997).

2.2.1 Stressrespons

Hur olika fiskarter reagerar nédr de blir stressade varierar. Fiskar dr en vildigt
stor grupp med drygt 30 000 arter (Naturhistoriska riksmuseet 2022) s ménga olika
anpassningar forekommer fOr att hantera stressen. Generellt sett bestar
stressresponsen av tre nivaer (Wendelaar Bonga 1997). Den priméra
stressresponsen innebdr utsondring av stresshormon som kortisol och adrenalin.
Kroppens reaktion pa dessa hormon utgoér den sekundéra responsen. Det kan vara
Okad blodcirkulation, fordndrad andning och 6kat blodsocker (Jalmlov et al. 2011).
Den tertidra responsen uppstar genom paverkat beteende pa individnivé och pa
populationsniva ndr hela bestand av fisk utsitts for stress under ldngre perioder. Pa
lang sikt paverkar stressen fiskarnas tillvdaxt, reproduktion och immunsystem
genom att omprioritera fiskarnas energi (Sadoul & Geffroy 2019).

2.2.2 Kortisol

Okat kortisol i blodplasman &r en del av den primira stressresponsen (Jalmlov
et al. 2011) och det &r den mest anvidnda indikatorn pé stress (Sadoul & Geffroy
2019). Nar fisken vilar dr kortisolhalterna mycket ldga (<5 ng/ml) i laxfiskar. Vid
stress kan dessa halter oka till upp till 100 ganger den basala nivdn (Wendelaar
Bonga 1997). For att mita kortisolnivderna anvinder man fiskarnas blodplasma
(Scott et al. 2008). Fiskens kortisolnivaer 6kar ndgon minut efter att fisken blivit
utsatt for stress. Aterhimtningstiden varierar med art men det tar vanligtvis ndgon
timme for fisken att komma tillbaka till normala nivder. En svarighet som
uppkommer i samband med stressmétning &r att hanteringen som krivs for att ta
proverna blir stressande for fiskarna och kan paverka resultatet. Det dr ocksa svart
att gora métningar i filt (Wendelaar Bonga 1997). Nir en fisk plockas upp for
behandling péverkas dven de andra fiskarna kvar i kérlet (Scott et al. 2008) vilket
kan resultera i snedférdelade resultat nér flera fiskar undersoks. Det forskas mycket
pa omradet, pd allt ifrdn hur mekanismerna fungerar inne i fiskarna till hur de
upplever stressen och hur man kan mita kortisol pa ett mindre invasivt sétt
(Wendelaar Bonga 1997, Scott et al. 2008).



Produktion av kortisol

Niér fisken blir stressad sa produceras kortisol (figur 1). I hypotalamus produceras
kortikotropin-frisittande-hormon (CRH) som transporteras till hypofysen. Dér
produceras adrenokortikotropiskt hormon (ACTH) som transporteras till
interrenalvdvnaden som dr beldgen i fiskens njure. Denna mekanism kallas for HPI-
axeln (hypothalamic-pituitary-intrarenal axis) (Boulton 2014). Interrenalvdvnaden
producerar och frigdr kortisol (Wendelaar Bonga 1997).

/ O N — 4 TN - N
Hypotalamus C RI-”(H)’pofysen  ACTH Interrenalvavnad Kortisol )
N B - N - S

Figur 1. HPI-axeln. I hypotalamus produceras CRH som transporteras till hypofysen. Ddrifrdn
transporteras ACTH till interrenalvivnaden ddr den slutliga produktionen och utsondringen av
kortisol sker.

Kortisolproduktionen regleras av negativ feedback. Feedbackens mekanism
fungerar genom att hogre halter av kortisol himmar hypofysens produktion av
ACTH vilken reglerar den fortsatta kortisolproduktionen (Wendelaar Bonga 1997).

Fysiologiska effekter av kortisol

Den sekundira stressresponsen, det vill sdga de fysiologiska effekterna, av de
hoga blodkoncentrationerna kortisol och adrenalin leder till fordndringar 1
energimetabolismen och salt-vattenbalansen. Fiskens energi omdirigeras fran
mindre akuta funktioner som reproduktion och immunforsvar till att férse hjdrna
och skelettmuskler med energisubstrat i from av kolhydrater, protein och fett. Mer
blod gar till muskler som de kan anvinda for att ta sig ur den stressade situationen
och blodsockret okar. Blodcirkulationen dkar och storre delar av gélarna anvénds
for respiration. Det gor att diffusionen Over gilarna okar och salt-vattenbalansen
rubbas vilket kan ge allvarliga effekter pd fiskens fysiologiska funktioner och
overlevnad. Na- och Cl-transporten fungerar sdmre. I saltvatten innebér detta att det
blir for mycket salter i kroppen eftersom saltoverskottet inte kan atgérdas och 1
sOtvatten innebér det saltunderskott pa grund av forlust av joner och upptag av
vatten vid gilarna (Wendelaar Bonga 1997). Dessa fysiologiska effekter verkar pa
individnivd men nér alla individer paverkas s& uppstir det pa lang sikt tertidra
responser pa populationsnivd. Det kan vara problem med sjukdomar och den
minskad reproduktion (Jalmlov et al. 2011).

2.3 Syfte

Syftet med denna studie var att undersoka hur oringar (Salmo trutta) reagerar pa
behandling med olika beddvningsmedel. Detta gors genom att studera



kortisolresponsen i blodet och hur olika faktorer, som typ av behandling,
induktionstid och fiskarnas storlek paverkar den responsen.
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Metod och material

Studien &r uppdelad i beddvningsforsok, laborationsarbete med ELISA-analys och
statistisk analys av resultatet. Bedovningsforsoken genomfordes den 27¢ mars 2023
pa SLU:s fiskeriforsoksstation i Alvkarleby. Stationen har godkiints av Uppsala
djurforsoksetiska ndmnd (Dnr 5.8.18-07601-2021) och tillstdndet har blivit
kompletterat med en dndringsansokan (5.8.18-02105/2023).

3.1 Oring

Studien genomfordes pé Oringar odlade pa SLU:s fiskeriforsoksstation i
Alvkarleby. Oring 4r en populir fiskart som &r niira besliktad med atlantlax (Salmo
salar). 1 sportfisket dr det en favorit och den dr uppskattad som matfisk (Svenskt
vattenbruk 2020). Den finns i hela landet, bade ldngs kusten och i vattendrag dnda
upp pa fjéllen (Havs- och vattenmyndigheten 2018). De fods och leker i sGtvatten
och sedan vandrar havsoringen till kusten och lever i havet medan insj6- och
backoringar lever hela sina liv i sdtvatten (Svenskt vattenbruk 2020).

Oring odlas som sittfisk i bevarandesyfte och for att stirka sportfisket men inte
med storskalig livsmedelsproduktion som syfte (Svenskt vattenbruk 2020).
Tillsammans med regnbage (Oncorhynchus mykiss) dr det den mest utsatta
séttfisken (Jordbruksverket 2022). Eftersom vandringen i vattendragen forsvaras
kraftigt av vattenkraften sker kompensationsodling av vattenkraftsbolagen. De ar
skyldiga att odla laxfiskar for utsdttning for att kompensera fiskindustrin for den
minskade produktionen. Odling av 6ring sker pé knappt sextio anldggningar runt
om i landet (Svenskt vattenbruk 2020).

3.2 Bedovningsforsok

Bedovningsforsoket gjordes med sju olika behandlingar for att studera
induktionstid och kortisolkoncentrationer 1 fiskarnas blod fran de olika
behandlingarna. Fyra av  dessa var  beddvningsbehandlingar med
beddvningsmedlen bensokain, MS-222, metomidat och eugenol. Tre behandlingar
var kontrollbehandlingar med saltsyra (HCI), etanol och vatten.
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3.2.1 Bensokain

Bensokain ar inte Iosligt 1 vatten och maste darfor losas 1 ett organiskt
16sningsmedel, till exempel etanol, innan det kan anvéindas (Brown 2011).
Bensokain har lag toxicitet och det pdverkar inte fiskarnas utveckling eller
reproduktion. Det bryts litt ner i vattnet och ar enkelt att filtrera bort vilket gor att
risken for ldckage och spridning ir liten (Neiffer & Stamper 2009). Medlet verkar
genom att blockera natriumjon-kanaler (Na'-kanaler) vilket i sin tur gor att
neuronerna paverkas. Eftersom neuronerna ér beroende av laddningsgradienter for
att kunna skicka signaler till och fran hjdrnan innebér de blockerade kanalerna att
neuronerna slutar fungera. Detta innebdr att det inte kan g& nagra nervsignaler sa
att fisken inte kan rora sig och blir paralyserad. Bensokain transporteras genom
blodet ut i hela kroppen vilket gor att medlet har en helkroppseffekt. Det finns risk
for negativa effekter dd pulsen och respirationen kan oka. Detta leder till okat
blodsocker och forsdmrad respiration vilket kan leda till hypoxi (for lag syrehalt 1
blodet) (Zahl et al. 2011).

3.2.2 MS-222 (Trikain metansulfonat)

Trikain metansulfonat, ofta kallat for MS-222, 4r ett derivat av bensokain
(Neiffer & Stamper 2009) och det &r ett av de vanligaste bedovningsmedlen for
fisk. Det anvénds inom veterindrmedicin och &r ett av de fa bedovningsmedlen som
far anvéndas pé fisk som odlas for konsumtion. MS-222 verkar, likt bensokain
(Zahl et al. 2011) genom att blockera Na'-kanaler vilket i sin tur paverkar fiskarnas
muskler och rorelseforméga. Nér det anvénds 1 vatten med 14g buffertkapacitet kan
det leda till sdankt pH (Brown 2011) men detta kan undvikas genom att tillsdtta
natriumbikarbonat (NaHCO3) som buffert (Neiffer & Stamper 2009). Studier har
visat att bedovning med MS-222 kan aktivera kortisolproduktionen (Pali¢ et al.
2006).

3.2.3 Metomidat

Metomidat kan ha mer lugnande dn beddvande effekt pa fiskarna. Brown (2011)
rekommenderar att de ska anvéndas for att potentiellt minska stress men inte som
ett bedovande eller smartlindrande medel. Metomidat har hog vattenloslighet.
Amnet hindrar kortisolresponsen genom att blockera frisittning av ACTH-hormon
1 HPI-axeln. Det ger en lugnande effekt som kan utnyttjas vid mindre procedurer.
Respirationen paverkas inte och musklerna kan fortséitta rora sig (Neiffer &
Stamper 2009).

3.2.4 Eugenol

Eugenol anvénds ofta inom forskning och vattenbruk vid hantering av fiskar
(Holloway et al. 2004). Det ar effektivt, billigt och enkelt att anvdnda s& eugenol
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kan ses som framtiden for bedovningsmedel for fiskar (Pali¢ et al. 2006). Medlet dr
svarlosligt 1 vatten, framfor allt vid ldga temperaturer och brukar darfor 16sas i
etanol innan anvindning. Eugenol &r en olja som kan ldgga sig pa gélarna och dérfor
kan skadliga effekter i form av respirationsproblem uppsta (Neiffer & Stamper
2009). Amnet tas snabbt upp i blodet men det tar lang tid for fiskarna att komma
tillbaka till ett normalt tillstdnd efter exponering pa grund av paverkan pa andningen
(Brown 2011). Eugenol minskar produktionen av stresshormonet kortisol genom
att blockera HPI-axeln. Exakt hur HPI-axeln blockeras &dr oként men en hypotes &r
att stressresponsen hidmmas redan innan hypotalamus aktiveras si det &r trott att
eugenol verkar tidigt i kortisolprocessen (Cunha et al. 2010).

3.2.5 Induktionstid

Induktionstiden dr den tid det tar for bedovningsmedlet att verka. Det &r tiden
mellan att fisken placeras i vattnet till att all muskelverksamhet upphér och fisken
tappar balansen och ldgger sig pa sidan. Manga olika faktorer kan paverka hur lang
induktionstiden ar. Till exempel gor hogre pH att MS-222 verkar snabbare (Topic
Popovic et al. 2012) och 18g temperatur brukar ge en lingre induktionstid (Neiffer
& Stamper 2009). Aven faktorer som kroppsvikt, fiskart, kén och niva av stress
paverkar induktionstiden (Topic Popovic et al. 2012). Det finns forskning pé hur
langa induktionstiderna for bedévningsmedlen bor vara. Zahl et al. (2011) skriver
att vanliga induktionstider for bedévningsmedel dr under 3 minuter medan Neiffer
& Stamper (2009) skriver att induktionstiden dr 5-10 minuter vid ldmplig dos.
Lampliga doser, skriver Neiffer & Stamper (2009), av bensokain, MS-222 och
eugenol dr mellan 25 och 200 mg/l och 5-10 mg/l for metomidat. De doser som
anvindes for detta forsok ér alltsd inom spannet for att anses som lampliga.

3.2.6 Kontroller

Manga olika faktorer kan péaverka fiskars stressnivier (Wendelaar Bonga 1997).
For att utesluta att andra parametrar dn just beddvningen orsakar stress vid forsdken
anvandes kontroller i studien.

Saltsyra-kontroll

MS-222 kan sénka pH i vattnet om ingen buffert tillsdtts (Neiffer & Stamper
2009). For att undersdka om det r vattnets ldga pH som orsakar stressen anvénds
en kontrollbalja med HCI som sénker pH till ungefar 3.

Etanol-kontroll

Da eugenol och bensokain inte dr vattenldsliga 16ses dessa i etanol innan de blandas
med vatten (Brown 2011, Neiffer & Stamper 2009). Etanolen i1 sig kan vara
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stressande och darfor anvinds en etanolkontroll utan bedévningsmedel for att
undersoka om det ar etanolen som orsakar stressen.

Vatten-kontroll

Hanteringen som beddvningen innebér och forflyttningen till en ny miljo kan vara
stressande (Scott 2008). Darfor bor resultaten jimforas med resultatet fran fiskar
som hanteras pa samma sdtt men bara placeras 1 vatten 1 stillet for
beddvningsmedel.

3.3 Genomforande av bedovningsforsoket

Forberedelse

Fyra baljor f6r bedovning och tre kontrollbaljor forbereddes. Varje balja fylldes
med 4 liter é&lvvatten (ca 1°C). Baljorna mirktes och stamlosning av
beddvningsmedlen tillsattes (tabell 1) for att uppné koncentrationerna 80mg/L {or
bensokain, eugenol och MS-222, och koncentrationen 6 mg/L for metomidat. I HCI
kontrollen sdnktes pH till 3 och 1% etanol tillsattes till etanolkontrollen.

Tabell 1. Tillsatta mdngder av substrat till behandlingsbaljor.

Balja Mingd
Bensokain 5,12 ml
Metomidat 24 mg
Eugenol 6,4 ml
MS-222 25,6 ml
Etanol 4,04 ml
H>O

HCI Till pH 3

En beddvningsbalja med dlvvatten och hogkoncentrerad MS-222 for slutlig
beddvning forbereddes.

Bedovningsforsok

Denna process gjordes med 10 fiskar per behandling. Totalt anvéndes 70 fiskar.
Oringarna placerades i en balja och fick ligga tills muskelverksamheten upphérde i
beddvningsbaljorna. I kontrollbaljorna fick fiskarna ligga 1 180 sekunder. Samtliga
oringar placerades sedan 1 baljan med hogkoncentrerad MS-222 {6r att bli helt
beddvade.
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Fiskarnas vikt och langd fran nosen till borjan pa stjartfenan noterades. Blodprov
togs bakom analfenan i1 caudal sinus (blodadran vid ryggraden) med hjilp av
sprutor. [ sprutorna fanns en liten mangd etylendiamintetraittiksyra (EDTA) for att
motverka koagulering av blodet.

Blodet centrifugerades nagon minut och plasman separerades med hjdlp av
pipett och sparades i separata Eppendorf-ror. Proverna frystes ner och forvarade vid
-80°C till analys.

3.4 ELISA

For att analysera kortisolméngderna i proverna anvéndes analysmetoden ELISA
(Enzyme Linked Immuno-Sorbent Assay). Metoden togs fram pd 70-talet (Lequin
2005) och ir en vilanvdnd metod for att identifiera och kvantifiera specifika &mnen
(antigener) i prover pa laboratorier och inom forskning (Leng, et al 2008).

Direkt-ELISA ér den enklaste varianten av ELISA (figur 2). Vid den typen av
analys s& anvidnds en brunn tickt med specifika antikroppar. Den antigen som
undersoks, kortisol i detta fall, binder till antikropparna i brunnen. Sedan tillsétts
konjugerade antikroppar (R&D Systems u.d.). Konjugerade antikroppar har ett
enzym kopplade till dem (Papyrus Bio 2021). Substrat tillsétts som i reaktion med
det konjugerade enzymet far lOsningen att &ndra firg. For att kvantifiera
kortisolmingden mits sedan fargen (absorbansen) i brunnen (Leng et al. 2008).

. Antigen Antikropp

B) _ C)

=
v

Figur 2. Direkt-ELISA. A) En brunn dr tdckt med specifika antikroppar. B) Antigener frdn provet
binder till de specifika antikropparna. C) Konjugerande antikroppar och substrat tillsdtts. Detta far
l6sningen att dndra firg baserat pa hur mycket antikroppar som finns bundna.
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En annan variant av ELISA, och den metod som anvindes for detta arbete, ar
kompetetiv-ELISA (figur 3) vilket anvdnds for mindre molekyler déir det inte finns
plats for tvd stora antikroppar att binda. Brunnen &r tackt med specifika antikroppar,
likt direkt-ELISA. Nir provet tillsitts sa tillsdtts dven andra konjugerande
antigener. Dessa tdvlar med antigenerna fran provet om att binda till antikropparna.
Niér substratet tillsatts dr det de konjugerande antigenerna som far 16sningen att
4ndra firg. Ar det 4 antigener frin provet kommer ménga konjugerande antigener
att finnas och 16sningen kommer fa en starkare farg (R&D Systems u.4.).

Figur 3. Kompetetiv-ELISA. A) En brunn dr tickt med specifika antikroppar. B) Antigener fran
provet och konjugerande antigener tillsdtts och binder till de specifika antikropparna. C) Substrat
tillséitts. Detta far losningen att dndra firg baserat pa hur mycket konjugerande antigener som finns
bundna.

3.5 ELISA-analys

ELISA-analysen genomfordes med hjdlp av ThermoFischers Cortisol
Competitive ELISA Kit (ThermoFisher u.a.). Alla delarna 1 kittet tinades till
rumstemperatur innan anviandning. Proverna tinades langsamt p4 is.

3.5.1 Forberedelse av prover

Samtliga nddvéindiga losningar och prover forbereddes. Analysbuffert
forbereddes genom att blanda 14 ml analysbuffertkoncentrat (5x) med 56 ml
avjoniserat vatten. Tvéttbuffert forbereddes genom att blanda 15 ml
tvattbuffertkoncentrat (20x) med 285 ml avjoniserat vatten. Det forbereddes
standardldsningar med kénda kortisolkoncentrationer for att kunna berdkna
kortisolkoncentrationerna i varje prov utifrin absorbansen. Atta 1dsningar med
koncentrationer pa 3200, 1600, 800, 400, 200, 100, 50 respektive 0 pg/ml gjordes.
50 pl kortisolstandard blandades med 450 pl analysbuffert for att géra 3200 pg/ml-
16sningen. 50 pl av denna 16sning blandades sedan med 450 ul analysbuffert for att
gora 1600 pg/ml-16sningen. Denna process fortsatte tills att 50 pl av 100 pg/ml-
16sningen blandades med 450 pl analysbuffert for att géra 50 pg/ml-l6sningen.
Losningen med 0 pg/ml bestod endast av analysbuffert.
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Kortisolproverna forbereddes genom att 5 pl plasma fran proverna blandades
med 5 pl dissociationsreagent i1 ett Eppendorfror. Detta centrifugerades i ndgon
sekund och inkuberades i minst fem minuter. 490 pl analysbuffert tillsattes for att
gora en 1:100-utspadning for samtliga prov. Dessa prover anvindes for nésta steg i
analysen.

Den foljande analysen gav att fyra av de totalt 70 proverna hade kortisolhalter
utanfor standardkurvan som togs fram med hjdlp av standardlésningarna. Dessa
fyra prover analyserades igen med en utspadning pa 1:200. Proverna forbereddes
till en utspadning pa 1:100 likt de tidigare proverna och sedan blandades 250 pul av
1:100-utspadningen med 250 ul analysbuffert for att f4 en utspddning pa 1:200.

3.5.2 Brunnarna

Analysen 1 brunnarna gjordes med dubbelprover. Det innebdr att varje
kortisolprov, standardlésning och bakgrundsbrunn provades i tva brunnar var,
varifran ett medelvirde rdknades ut. Processen for kortisolprover och
standardlosningar &r densamma men processen for bakgrundsbrunnarna ér lite
annorlunda.

Bindningen av antigen

50 upl av kortisolprov eller standardldsning tillsattes till varje brunn. For
bakgrundsbrunnarna tillsattes i stdllet 75 pl analysbuffert. Till samtliga brunnar
tillsattes 25 pl kortisolkonjugat. 25 pl kortisolantikroppar tillsattes till alla brunnar
forutom bakgrundsbrunnarna. Plattan med brunnarna skakades latt genom slag pa
sidan av plattan. Brunnarna tacktes och inkuberades vid rumstemperatur i en timme
med skakning. Efter detta s tvittades samtliga brunnar med 300 pl tvéttbuffert fyra
génger.

Tillsats av kromogen

Efter tvittningen av brunnarna s tillsattes 100 pl TMB-substrat till varje brunn.
Det é&r detta substrat som fir l0sningarna att &dndra férg baserat pa
kortisolkoncentration i1 provet. Brunnarna tdckts igen och inkuberades 1 30 minuter
vid rumstemperatur. Efter 30 minuter tillsattes 50 pl stoppldsning till varje brunn.
Detta fér reaktionen fran TMB-substratet att sluta verka. Absorbansen i varje brunn
mittes vid 450 nm.

3.6 Statistisk analys

Ett medelvérde pé absorbansen fran de tvé brunnarna for varje prov raknades ut
och bakgrundsvirdet frin bakgrundsbrunnarna subtraherades. For att ta fram
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kortisolkoncentrationerna  gjordes en  standardkurva med  hjilp av
standardlosningarna i programmet TableCurve®. | MYSTAT gjordes ett histogram
(figur 6) med kortisolkoncentrationerna for att kontrollera normalférdelningen och
ett Levene’s test genomfordes for att kontrollera om variansen var konstant och se
om datan behovde bearbetas ytterligare infor variansanalysen. De olika
behandlingarna jamfordes med varandra i en envigs variansanalys. Sedan gjordes
ett post-hoc-test for parvisa jamforelser mellan de olika behandlingarna. Envigs
variansanalyser gjordes dven for att undersoka samband mellan kortisolhalterna och
de andra parametrarna provordning, fiskens storlek och langd, och induktionstid.
Sammanlagda medelvérden for kortisolhalter frdn kontrollbehandlingarna (vatten,
HCl och etanol) jdmfordes med medelvirden pa kortisolhalter frén
beddvningsbehandlingarna pa samma sitt.
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Resultat

4.1 Induktionstid

Det finns en signifikant skillnad i induktionstid for de olika beddvningsmedlen (p
<0,001). Metomidat hade i snitt kortast induktionstid med 98 sekunder f6ljt av
eugenol med 104 sekunder. Bensokain hade nast langst tid med 126 sekunder och
MS-222 tog lingst tid med 173 sekunder. MS-222 skiljer sig kraftigt fran de tre
andra medlen med betydligt ldngre induktionstid. Eugenol och metomidat har
liknande induktionstid (figur 4).
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Figur 4. Ladagram som visar induktionstiden (sek) pd y-axeln vid bedovning med bensokain, MS-
222, eugenol och metomidat i sekunder. Outliers visas med punkter, kryssen anger medelvirdet och
den horisontella linjen visar medianen.

4.2 Kortisolkoncentration

Totalt anvindes fyra olika plattor for ELISA-analys eftersom samtliga prover inte
fick plats pd en och samma platta. Dérfor togs det fram fyra olika standardkurvor
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for att berdkna kortisolkoncentrationen. En av dessa kurvor har ekvationen
Y%35=75,527-82.009x (figur 5). De andra tre kurvorna liknar den i figuren.

o
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Figur 5. Standardkurva for berdkning av kortisolkoncentrationer. Y =75,527-82.009x.Y-axeln
visar kortisolhalten i pg/ml. 10 pg/ml motsvarar 1 ng/ml. X-axeln visar optisk densitet vilket dr den

relativa absorbansen for proverna.

Kortisolkoncentrationerna dr koncentrationen kortisol i blodplasman métt i ng/ml.
Histogrammet (figur 6) visar hur fordelningen av koncentrationer ser ut och visar
att koncentrationerna dr normalfordelade. En variansanalys kunde genomfo6ras utan

att behandla vérdena ytterligare.
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Figur 6. Histogram som visar fordelning av kortisolkoncentrationer i ng/ml pa x-axeln. Y-axeln
visar hur stor andel av alla prover som representeras av de olika koncentrationerna.

For att kontrollera om variationen var konstant gjordes ett Levene’s test (tabell
2) som visade att variansen inte &r beroende av behandlingen.
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Tabell 2. Levene’s test som visar pd konstant variation i kortisolkoncentrationer

Levene’s test
F-virde 0,360
Sign. virde 0,901

Medelviarden for de olika behandlingarna berdknades. De behandlingar som
resulterade i de hogsta medelkoncentrationerna var MS-222 och HCl-behandlingen
pa 238 ng/ml. Liagst medelkoncentration uppmattes i eugenol pad 179 ng/ml.
Kontrollbehandlingarna (vatten, HCI och etanol) gav varken hogre eller lagre
medelkoncentration @n beddvningsbehandlingarna vid envégs variansanalys
(p=0,56). Variansanalysen som genomfordes visade att det inte finns nagot
signifikant samband mellan kortisolkoncentrationen 1 blodplasman och
behandlingarna (p=0,37). Skillnaderna som uppstatt i resultatet (figur 7) kan alltsa
ha varit slumpmaéssiga. Post hoc-testet som genomfordes efter variansanalysen
visade dock att eugenol och HCl skiljer sig at signifikant (p=0,02) och det dr nédstan
en signifikant skillnad mellan eugenol och MS-222 (p=0,067).
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Figur 7. Ladagram som visar kortisolkoncentrationen i blodplasman vid behandling med bensokain,
MS-222, eugenol, metomidat, HCI, etanol och H,O i ng/ml. Outliers visas med punkter, kryssen
anger medelvirdet och den horisontella linjen visar medianen.

De sura behandlingarna, alltsa HCI och MS-222, slogs ihop och jamfordes med
de 6vriga behandlingarna. Det resulterade i signifikant hogre stressnivaer (p=0,042)

for fiskar placerade i sura vatten jamfort med de som placerats 1 neutralt pH (tabell
3).
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Tabell 3: ANOVA-tabell for envigsvariansanalys med sur respektive neutral behandling som faktor
beroende pd kortisolkoncentrationen.

Kvadratsumma Frihetsgrader Medelkvadrat F-vdrde  Sign. virde
Behandling 15 809,75 1 15 809,75 4,30 0,042
Fel 250 053,87 68 3 677,26

Envégsanalyser av variansen visar att det inte finns nigot signifikant samband
mellan kortisolhalt och parametrarna fiskarnas vikt (tabell 4), fiskarnas langd
(tabell 6) eller induktionstiden (tabell 5). Fiskarnas storlek och induktionstiden var
inte heller signifikant korrelerade.

Tabell 4: ANOVA-tabell for envigsvariansanalys med behandling som faktor beroende pd
kortisolkoncentrationen och fiskarnas vikt som kovariat.

Kvadratsumma Frihetsgrader Medelkvadrat F-virde  Sign. virde

Behandling 25077,18 6 4 179,53 1,08 0,38
Vikt 80,61 1 80,61 0,021 0,886
Fel 240 400,54 62 3 877,43

Tabell 5: ANOVA-tabell for envigsvariansanalys med behandling som faktor beroende pd
kortisolkoncentrationen och induktionstiden som kovariat.

Kvadratsumma Frihetsgrader Medelkvadrat F-virde Sign. virde

Behandling 6 897,36 3 2299,12 0,72 0,54
Induktionstid 56,59 1 56,59 0,18 0,894
Fel 110 617,53 35 3160,50

Ett signifikant samband som hittades var mellan koncentrationen och tidpunkten
provet togs (p <0,001) (figur 8 och tabell 6). De senare proverna, vilka var tagna
senare pd dagen, resulterade 1 hogre kortisolkoncentrationer.

Tabell 6: ANOVA-tabell for envigsvariansanalys med behandling som faktor beroende pd
kortisolkoncentrationen och prov samt fiskarnas lingd som kovariat.

Kvadrat- Frihets- Medelkvadrat F-vérde Sign. vdrde

summa grader
Behandling 1949449 6 3 249,08 1,25 0,29
Prov nr 77 663,35 1 77 663,35 29,98 >0,001
Langd 2 825,80 1 2835,80 1,09 0,30
Fel 158 009,30 61 2590,31
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Figur 8. Kortisolkoncentrationerna i ng/ml for varje prov med en trendlinje som visar hur
kortisolkoncentrationerna var hégre i de senare proverna (prov 1 tog forst, prov 70 togs sist).
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Diskussion

Vattenbruket dr en utvecklande marknad som har potential att gora vér
livsmedelsproduktion mer hallbar (Vattenbruksutredningen 2009). Hanteringen
som krévs vid fiskodling kommer dock att vara stressande for fiskarna och i nuldget
ar bedovning sittet vi hanterar detta pa (Small 2003). For att gora anvindandet av
beddvningsmedel sa bra som mojligt krévs forskning pa hur olika bedévningsmedel
fungerar och hur fiskarna upplever deras effekt (Wendelaar Bonga 1997).

Induktionstiderna lag 1 resultatet under 3 minuter for alla bedévningsmedlen.
Detta dr kort tid nér man jamfor med de 5-10 minuter som Neiffer & Stamper
(2009) skrev ér vanliga induktionstider och forvintat resultat i jamforelse med de 3
minuter som Zahl et al. (2011) skriver om. Neiffer & Stamper (2009) skrev dven
att lag temperatur oftast ger langa induktionstider. Studien genomfordes med vatten
som var 1°C. Dock finns det manga andra faktorer &n vattnets temperatur som
paverkar induktionstiderna, till exempel fiskarnas kon och storlek, och studier av
detta slag gors sillan i lika kallt vatten som denna studie. Denna studie ger inte
tillrackligt med underlag for att dra ndgon slutsats om detta eftersom endast 10
fiskar anvéndes per behandling och inte tillrickligt médnga parametrar angaende
induktionstiden har studerats.

Enligt Wendelaar Bonga (1997) ér det vanligt att kortisolnivéer hos fiskar blir
mellan 50 och 500 ng/ml vid stress. Detta stimmer bra 6verens med resultatet fran
studien. De behandlingar som resulterade i hogst kortisolkoncentrationer var MS-
222 och HCI. Det dessa behandlingar har gemensamt &r att pH var ldgre i dessa
baljor dn for de andra behandlingarna. I MS-222-baljan var pH 4,6 och i HCI-baljan
lag pH runt 3. I alla andra baljor var pH 6,7. Nér dessa tvd behandlingar jamfordes
med de Ovriga behandlingarna péavisades en signifikant skillnad. En slutsats som
kan dras om detta dr att 1agt pH orsakar stress hos dessa fiskar da det &r en fysisk
fordndring 1 vattnet som fiskarna inte ir vana vid (Wendelaar Bonga 1997). For att
forebygga pH-sédnkningen vid anvidndning av MS-222 kan natriumkarbonat
anvindas som buffert (Neiffer & Stamper 2009). Potentiellt kan buffert tillsammans
med MS-222 {4 en positiv effekt pd stressreaktionen vid hantering. Pali¢ (2006)
skriver att MS-222 tidigare lett till hoga kortisolhalter dd medlet saknar
kortisolhdmning. Detta, tillsammans med pH-sdnkningen medlet orsakar, kan
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forklara varfor MS-222 gav de hogsta viardena. MS-222 bor inte anvéndas utan
buffert.

Eugenol var det bedovningsmedel som  resulterade 1  ldgst
kortisolkoncentrationer foljt av metomidat. Eugenol har vid tidigare forsok
konstaterats ha kortisolhimmande effekt vid bedévning genom att blockera HPI-
axeln (Cunha et al.) och det kan forklara resultatet. Aven metomidat har
kortisolhdimmande effekt genom att blockera produktionen av ACTH-hormonet
(Small 2003). Dessa effekter mirks 1 resultatet.

Det fanns inga signifikanta samband mellan stress och behandling om varje
beddvningsmedel ses som en egen klass/grupp. For att fa ett sdkrare resultat dér
mer slutsatser kan dras krdvs fler prover per behandling eller ett forsok med
annorlunda upplégg dér hanteringen inte innebar lika mycket stress for fiskarna. Att
det inte finns nagot signifikant samband mellan behandling och stress skulle kunna
tolkas som att vilket bedévningsmedel som helst kan anvidndas och ge samma
resultat. Resultat indikerar dock att signifikanta samband skulle framtrdda om
forsoket gjordes i storre skala. Post hoc-testet som visade en signifikant skillnad i
stressrespons mellan eugenol och HCl samt nistan signifikant skillnad mellan
eugenol och MS-222 stirker teorin om att det ett storre test skulle ge fler
signifikanta  samband. Samma princip giller vid jamfOrelse av
beddvningsbehandlingarna och kontrollbehandlingarna. Att det saknas signifikant
skillnad 1 stress mellan beddvade och icke-bedovade fiskar indikerar att det &r
overflodigt att beddva fiskarna. Detta dr osannolikt och resultatet skulle antagligen
se annorlunda vid forsok pa storre skala. Dessutom har beddvningen fler viktiga
effekter &n att potentiellt minska stressen, till exempel att lindra smaérta, och detta
mittes inte i detta forsok.

Ett signifikant samband som fanns var dock att de senare proverna gav hogre
kortisolhalter. Scott (2008) skriver att fiskar som véntar pa behandling kan bli
stressade av att fiskar plockas upp ur tankarna. Forsoket pdgick ungefar mellan
klockan tio pa formiddagen och klockan fyra pé eftermiddagen och under den tiden
plockades en fisk upp med ungefir fyra minuters mellanrum. De sista fiskarna som
plockades upp hade blivit storda varje gang en fisk plockades upp. Detta kan
forklara varfor de senare proverna gav hogre kortisolhalter. Dessutom é&r
kortisolresponsen fordrdjd. Vanligtvis uppmits de hogsta halterna 1-2 timmar efter
stressande behandling (Fatira et al. 2013). De tidiga proverna hade liten fordrdjning
mellan att de behandlades och stressen av att andra fiskar plockades upp ur tanken.
For de senare fiskarna fanns det tid for kortisolhalterna att stiga i ndgon timme innan
de blev behandlade och proverna togs. En annan forklaring som kan ha bidragit till
detta samband &r att det finns en naturlig dygnsvariation 1 kortisol (Wendelaar
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Bonga 1997). Kortisolhalterna brukar vara som hdgst runt solnedgangen vid
naturliga forhallanden (Fatira et al. 2013).

5.1 Framtida arbeten

En av anledningarna till att fa signifikanta samband fanns i studien &r antagligen pa
grund av stor variation i resultatet och fi fiskar per behandling. For att i framtiden
kunna utveckla detta och fa tydligare resultat dr darfor storre prov en faktor som
kan utnyttjas. Studier som &r mindre invasiva och innebédr mindre hantering av
fiskarna skulle vara fordelaktigt. For att minska hantering kan exempelvis
forvaringen av fiskarna innan behandling var uppdelad i flera mindre kérl i stillet
for ett enda stort kérl dir fiskarna stors ofta innan behandling. Fler sitt att mita
kortisol pa utvecklas (Scott et al. 2008) och sikra metoder som inte krdver blodprov
skulle vara betydligt mindre invasiva och krdava mindre hantering av fiskarna.

For att gora studien mer jamforbar med tidigare studier kan den genomforas i
varmare vatten for att efterlikna den miljé6 som forekommer 1 de flesta studierna.
Genom att studera kortisolhalter i fiskarna under en ldngre period och forvara
fiskarna vid en konstant temperatur kan man studera hur kortisolhalterna varierar
under aret och hur dessa ér kopplade till temperaturvariationer. Detta skulle dock
vara ett mycket storre projekt som kréver mer resurser och tid.

5.2 Slutsats

Eftersom fa signifikanta samband fanns gav studien inte tillrickligt mycket
underlag for att kunna rekommendera nagot bedévningsmedel dver nagot annat
utover en rekommendation att MS-222 inte bor anvéndas utan buffert. Det dr dock
sannolikt att ovriga bedovningsmedel ocksd har effekt pa stressreaktionen. En
slutsats som kan dras &r att hanteringen av fiskarna dr den frimsta stressande
faktorn. For att minska fiskarnas stress och lidande dr det dérfor viktigt att minska
hanteringen och gora hanteringen si kortvarig som mdojligt nir hantering &r
oundvikligt.
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Publicering och arkivering

Godkénda sjélvstandiga arbeten (examensarbeten) vid SLU publiceras elektroniskt.
Som student dger du upphovsritten till ditt arbete och behdver godkénna
publiceringen. Om du kryssar i JA, sa kommer fulltexten (pdf-filen) och metadata
bli synliga och sokbara pé internet. Om du kryssar i NEJ, kommer endast metadata
och sammanfattning bli synliga och sdkbara. Aven om du inte publicerar fulltexten
kommer den arkiveras digitalt. Om fler dn en person har skrivit arbetet géller
krysset for samtliga forfattare. Du hittar en lénk till SLU:s publiceringsavtal pa den
hér sidan:

e https://libanswers.slu.se/sv/faq/228316.

L] JA, jag/vi ger hiarmed min/vér tillatelse till att foreliggande arbete publiceras
enligt SLU:s avtal om Gverlatelse av rétt att publicera verk.
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