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Sammendrag
A drive oppdrett med god fiskevelferd er viktig, da det er en forutsetning for & oppna blant

annet god fiskehelse og lav dedelighet. En faktor som har mye a si for fiskevelferden er stress.
At en fisk blir stresset i lgpet av en produksjonssyklus er en selvfglge. Stress er en naturlig
respons for at fisken skal kunne respondere og tilpasse seg stressorer den matte oppleve, og er
avgjerende for overlevelse. Dette kan veere prosesser som vaksinering, sortering, transport,
overfaring til sjgvann, lusetelling, lusebehandling og slakt. Stress farer blant annet til utskillelse
av kortisol. Det er hypothalamus-hypofyse-interrenal-aksen (HPI-aksen) som stimulerer
kortisolutskillelsen, som er en av de primere stressresponsene. Denne vil igjen kunne fare til
sekundaere stressresponser, som omfatter metabolske, celluleere, osmoregulatoriske og

hematologiske endringer, som er fysiologiske tilpasninger.

| dette forsgket ble det sett pa hvilken effekt en sammensatt stressor av lufteksponering,
sammentrenging og transport har pa de primare og sekundeare stressresponsene. Resultatene
viste forhgyede verdier bade hos plasmakortisol og plasma-ACTH (primere). Plasmakortisol
viste signifikante farhgyde verdier til pre-stress 0,5, 1, 2, 3, 4, 6 0og 24 timer etter stress, og var
tilbake til pre-stressniva 168 timer etter stress. Det var ogsa et dropp i plasmakortisol 12 timer
etter stress, far den gkte igjen. Dette kan veere et resultat av en «utslitt» HPI-akse som farer til
en sen effekt pa stressresponsen. Plasma-ACTH viste forhgyede verdier allerede pre-stress, men
ingen signifikante forskjeller ble funnet sammenlignet med pre-stress. De sekundare
stressindikatorene som ble malt var glukose, laktat og hemoglobin i blodet. Alle viste
signifikante forskjeller fra pre-stress, men bare laktat og hemoglobin korrelerte med
plasmakortisol. Disse resultatene indikerer en kraftig primar og sekunder stressrespons, og

man kan anta en redusert velferd for fisken.



Summary
Fish farming with good fish welfare is important as it is a prerequisite for achieving good fish

health and low mortality. A factor that says a lot about fish welfare is stress. That a fish is
stressed during a production cycle is a matter of course. Stress is a natural response for the fish
to respond and adapt to the stressors it may experience and is crucial for survival. These can be
processes such as vaccination, sorting, transport, seawater transfer, lice counting, lice treatment
and slaughter. Stress causes, among other things, secretion of cortisol. It is the hypothalamic-
pituitary-adrenal (HPI) axis that stimulates cortisol secretion, which is one of the primary stress
responses. This could in turn lead to secondary stress responses, which include metabolic,

cellular, osmoregulatory and hematological changes, which are physiological adaptations.

In this experiment, we looked at the effect of a compound stressor of air exposure, confinement
and transport on the primary and secondary stress responses. The results showed elevated values
in both plasma cortisol and plasma ACTH (primary). Plasma cortisol showed significant pre-
stress values at pre-stress 0.5, 1, 2, 3, 4, 6 and 24 hours after stress, and returned to pre-stress
level 168 hours after stress. There was also a drop in plasma cortisol 12 hours after stress, before
increasing again. This may be the result of a "worn out" HPI axis leading to a late effect on the
stress response. Plasma ACTH already showed elevated values pre-stress, but no significant
differences were found compared with pre-stress. The secondary stress indicators that were
measured were glucose, lactate and hemoglobin in the blood. All showed significant differences
from pre-stress, but only lactate and hemoglobin correlated with plasma cortisol. These results
indicate a strong primary and secondary stress response, and one can assume a reduced welfare
for the fish.



1.0 Innledning

Jorden star i dag ovenfor flere sammensatte utfordringer rundt klima og miljg, gkonomi, og
sosiale forhold. Samtidig star vi ovenfor et presset mat- og ernaringsbehov for en voksende
befolkning, med begrensede naturressurser. Fiskeri og havbruk er en viktig bidragsyter til
verdens velvare og velstand. | lgpet av de siste fem tiarene har verdensforsyningen med
fiskemat overgatt den globale befolkningsveksten, og overskredet kjettproduksjon fra alle
landdyr til sammen. Dette gjer fisk en viktig kilde til neeringsrik mat og animalske proteiner for
de fleste av verdens befolkning (FAO, 2018).

Fiskeri og akvakultur forsynte verden med 171 millioner tonn fisk i 2016. Av dette utgjorde
akvakultur, 47 prosent av totalen, eller 53, hvis man ikke inkluderer fisk som gar til ikke-mat-
produksjon, som produksjon av fiskemel og fiskeolje. Akvakultureringen har hatt en
imponerende vekst, mens fiskerinaringen har statt relativt stille siden slutten av 1980-tallet, og
siden 2014 har konsumet av fisk fra akvakultur overgatt fisk fra fiskerinazringen. Det er
forespeilet at akvakultur vil sta for 60 prosent av all matfiskproduksjonen innen 2030 (FAO,
2018).

Den totale fgrstesalgsverdien fra fiskeri og akvakulturproduksjon i 2016 var estimert til 362
milliarder dollar (USD) hvor 232 milliarder dollar (USD) var fra akvakultur. Den globale
akvakulturproduksjonen (inkludert akvatiske planter) var i 2016 pa 110,2 millioner tonn, med
en farstehandsverdi estimert til 243,5 milliarder dollar (USD). Etter Kina, er Norge den nest
starste eksportgren av fisk og fiskeprodukter. Norge har opprettholdt en stor fiskeflate som
fisker torsk, sild, makrell og annen hvitfisk, samt sma pelagiske arter. Norge har ogsa utviklet
en omfattende oppdrettssektor for laksefisk (FAO, 2018). | 2019 eksporterte Norge 1,1
millioner tonn laks til en verdi av 72,5 milliarder NOK (Norges Sjgmatsrad, 2020).

Selv om akvakulturproduksjonen har blitt Norges nest starste eksportnaring, etter olje og gass,
har neringen sine utfordringer. Den er sarbar for sykdommer og ugunstige miljgforhold.
Sykdomsutbrudd de siste arene har pavirket oppdrettslaks (Atlantisk laks) i Chile, gsters i
Europa og marint rekeoppdrett i flere land i Asia, Sar-Amerika og Afrika. Dette har fart til
delvis eller noen ganger totalt produksjonstap (FAO, 2018). | Norge ser sykdomssituasjonen ut
til & veere stabil og under kontroll. De siste arene har i midlertidig laksenaringen vaert under
offentlig oppmerksomhet pa grunn av den negative innvirkningen naringen har pa villaksen
gjennom rgmming og lakselus. Det stilles ogsa spgrsmal knyttet til dyrevelferd og

miljgpavirkning i havbruksnaringen (Havforskningsinstituttet, 2019).



Siden 2002 har dgdeligheten pa laks i norsk havbruk vist en nedgaende trend. Den har gatt fra
20 prosent til ca. 15,4 prosent for den siste arsklassen laks (Fiskeridirektoratet, 2003, 2019;
Kvistad, 2018). Ifglge Kvistad (2018) i Sjgmat Norge, har dgdelighet etter utsett vist en
nedgaende trend, mens frekvensen av dgdfisk (antall, se figur 1) har gkt senere i
produksjonssyklusen. Dette kan relateres til effekten av handtering av fisken sammen med
forekomst av lakselus og sykdom som pankreassykdom (PD). Neringen har hatt en eventyrlig
utvikling, men har fortsatt behov for a forbedre seg for a bli bedre pa miljeutfordringer som lus,
remming, bruk av marine ingredienser til férproduksjon, fiskehelse og fiskevelferd
(Statsminister, 2018).
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Figur 1. Tap i sjo (antall) i perioden 1994 til 2018 (FDIR., 2019b)

1.1 Dyrevelferd og fisk

A drive oppdrett med god fiskevelferd er viktig, da det er en forutsetning for & oppna god
fiskehelse og lav dadelighet, samtidig som det farer til en god kvalitet, godt omdgmme og god
lgnnsomhet for oppdretterne. I Noble et al. (2018) beskriver de god velferd som a sgrge for god
behandling av dyret, og at dyret har en god opplevelse av livet. Mennesker gnsker ikke a se dyr
lide eller bli utsatt for grusomheter, da dette blir sett pa som uetisk og galt. Mellom vitenskapen
og samfunnet generelt er det lite enighet om hva god dyrevelferd innebzrer. Siden det mangler

klarhet rundt begrepet, kan handhevelse og oppfyllelse av dyrevelferd bli vanskelig a



gjennomfare. Ulike syn pa dyrevelferd i ulike samfunnslag er ikke uvanlig (Noble et al., 2018),
og begrepet brukes pa mange forskjellige mater av mennesker med ulik vitenskapelig og ikke-
vitenskapelig bakgrunn (Huntingford og Kadri, 2008).

Velferd er et betent tema, og stiller politiske sparsmal til hva er naturen, har dyr fglelser, og om
de foler smerte? (Iversen og Eliassen, 2012). Det er flere som har forsgkt a lage en felles
forstaelse for hva dyrevelferd er, og ved a identifisere de tre starste vitenskapelige filosofier har
Fraser et al. (1997) forsgkt a lage en tilnaerming til begrepet dyrevelferd. Disse tre var; dyr skal
leve «naturlige» liv (gkofilosofi), dyr skal ha det bra (moraletikk), og dyr skal fungere bra
(biologi, fysiologi).

Huntingford og Kadri (2008) har kommet med en annen tilnerming for & konkludere nar dyr
har god velferd. Disse tre punktene gar ut pa at: 1) dyret er tilpasset miljget, med alle sine
biologiske systemer i funksjon; 2) dyret lever et naturlig liv, med muligheten til & utrykke sin
adferd som den ellers ville ha gjort i det fri; og 3) dyret ma ikke utsettes for negative opplevelser
som smerte, frykt eller sult, og ma ha tilgang til de positive opplevelsene som sosiale
interaksjoner med artsfrender. Mellor og Stafford (2001) har ogsa foreslatt en mer praktisk
tilneerming som bestar av fem omrader/domener, hvor det kan skilles mellom god og darlig
dyrevelferd. Disse kalles «de fem frihetsgrader», og sier dyr skal veere fri fra: 1. sult og tarst,
2. skadelig miljgskifter, 3. sykdom og skader, 4. adferdsrestriksjoner (inkludert plassmangel),
og 5. mentale (psykiske) lidelser. Denne tilnermingen blir i dag brukt inne lovgivning i flere
land, og i det praktiske arbeidet som omhandler dyr (Fraser et al., 1997; Huntingford og Kadri,
2008; Mellor og Stafford, 2001).

Konseptet dyrevelferd har veert tatt i bruk for de dyrene som blir sett pa som om at har evnen
til 2 oppleve smerte, frykt og lidelse, og som derfor har blitt assosiert med arter med et hgyere
konjunktiv niva, sammenlignet med fisk. (Ashley, 2007). Det foregar en vitenskapelig debatt
om fisk kan oppleve smerte og frykt (Arlinghaus et al., 2009). Flere grupper mener fisk ikke er
kapabel til & fale smerte, og disse gruppene hevder fisk mangler essensielle hjerneomrader eller
noen funksjonelt ekvivalenter ssmmenlignet med pattedyr (Rose, 2002). | motsetning antyder
andre at det finnes anatomiske, fysiologiske og atferdsmessige bevis som gjer det tenkelig at
fisk har potensialet til & oppleve lidelse i form av smerte og frykt gjennom forskjellige
nociseptorer (Chandroo et al., 2004a; Chandroo et al., 2004b; Ellis et al., 2012; Lund et al.,
2007; Sneddon, 2006) Dette har gjort det komplisert og omstridt & inkludere fisk under begrepet

dyrevelferd og under «de fem frihetsgradene». | dag gar fisk under Dyrevelferdsloven (2009),



som blant annet sier i 83 at dyr har egenverdi uavhengig av nytteverdien for mennesker, de skal
behandles godt og beskyttes mot fare for ungdvendige pakjenninger og belastninger.

1.2 Stress
En faktor som har mye 4 si for fiskevelferden er stress. Begrepet stress kan defineres som en

tilstand hvor homeostasen er truet eller forstyrret gjennom interne eller eksterne stimuli,
definert som stressorer (Wendelaar Bonga, 2011). Homeostase er nar de fysiologiske
systemene, som er avgjerende for a leve, er i balanse eller i likevekt. Dette kan veere systemer

for pH-balanse, kroppstemperatur, glukosenivaer og oksygen (McEwen og Wingfield, 2003).

Stress er ikke til & unnga i naturen, og fiskens evne til & respondere og tilpasse seg nar de bli
utsatt for en stressor er avgjerende for overlevelse. Fisk reagerer pa endringer i ytre og indre
miljg ved a frigjere hormoner i blodet. Rytmiske forandringer som dagslys og andre daglige
rutiner, blir mgtt med justeringer som opprettholder den dynamiske fysiologiske likevekten til
en organisme (homeostase) (Wendelaar Bonga, 2011). Alle dyr vil ogsa bli utsatt for store og
uforventede endringer, som plutselig temperaturdropp, mgte med predatorer og dominante
artsfrender, og forurensninger. Disse kan truer fiskens velvaere og overlevelse for dyret
(Wendelaar Bonga, 2011). For & kunne opprettholde sin indre likevekt etter en stressor, ma
fisken ha en rekke adaptive mekanismer (lversen, 2013; Iversen og Eliassen, 2014; Schreck,
2010; Wendelaar Bonga, 2011). Disse adaptive mekanismene er med pa a tilpasse og overvinne
stressoren, som farer til opprettholdt likevekt (homeostase). Vanlige stressorer for fisk i
akvakultur er handtering, having, transport, vaksinering og trenging (lversen og Eliassen,
2014).

1.2.1 stressrespons
Stressresponsen hos fisk resulterer i en primeer stressrespons som deles inn i to kategorier. Den

ene er gkt produksjon av katekolaminer (CA) adrenalin og noradrenalin, og den andre er gkt
produksjon av Kkortikosteroider (HPI-aksen), som skiller ut kortisol. Disse primere
neuroendokrine responsene kan sa fare til sekundeere og tertizere effekter, som oppsummert i
figur 2 (lversen, 2013; Iversen og Eliassen, 2012; Wendelaar Bonga, 2011). Den sekundere
stressresponsen blir et resultat av den primere stressresponsen, hvor det skjer metabolske,
cellulere, osmoregulatoriske, og hematologiske endringer, i tillegg til endring i
immunfunksjonen. Alle disse endringene skyldes fysiologiske tilpasninger. Den tertizere
stressresponsen inkluderer de fysiologiske og atferdsmessige endringene som skjer med hele
dyret, som kan veere gjenopprettende, tilpasningsdyktige eller patologiske (Wendelaar Bonga,

2011). Et dyr kan handtere en stressor effektivt gjennom tilpasninger, og hvis stressoren er



kortvarig kan homeostase gjenopprettes uten alvorlige konsekvenser for dyret. Effekten av dette
kan fare til forbedret ytelse i fremtiden, som sykdomsresistens eller unngaelse av rovdyr. I slike
tilfeller kan den tertieere responsen veere vanskelig & observere. Er stressoren av kronisk
karakter, og tilpasningen til stressoren er arbeidskrevende eller fravaerende, blir den tertisere
stressresponsen langvarig og alvorlig (Wendelaar Bonga, 2011). Dette kan fare til blant annet
bivirkninger pa vekst, immunitet og atferd som farer til redusert overlevelse (Noble et al.,
2018).

Kjemiske stressorer

Fysiske stressorer

Psykiske stressorer '

Figur 2 Fysiske, kjemiske og andre oppfattede stressorer som pavirker fisk, og fremkaller fysiologiske og lignende effekter.
Disse deles inn i primare, sekundaere og tertizere responser. Pilene viser de ulike responsrutene re-tegnet fra Barton (2002) i
Iversen (2013)

1.2.2 Allostase
McEwen og Wingfield (2003) beskriver allostase som a oppna stabilitet gjennom endringer. De

beskriver dette som en prosess som statter homeostase, hvor likevekten til en organisme blir
opprettholdt gjennom stabilisering av de essensielle fysiologiske parameterne. Dette stgttes opp
av allostase, som skaper stabilitet gjennom endringene i samsvar med indre og ytre
pakjenninger. Allostase blir kontrollert av de endokrine stressresponsene, hvor formidlerne av
denne prosessen er hormoner som kortikosteroider, katekolaminer og cytokiner (McEwen og
Wingfield, 2003; Schreck, 2010).

En allostatisk tilstand betyr en endring i aktivitetsnivaet hos de primere budbringerne, som

glukokortikosteroider. Dermed kan en allostatisk tilstand resultere i en ubalanse av disse



budbringerne, da produksjonen av disse enten blir overdrevet eller mangelfull. Hvis matinntak
0g annen lagret energi kan tilfgre drivstoff til, og kontrollere homeostatiske mekanismer, vil en
allostatisk tilstand bare vare i begrensede perioder. Varer ubalansen over lengre perioder, og
den ikke kan bli opprettholdt av energilagrene, vil dette ga over i allostatisk overbelastning
(McEwen og Wingfield, 2003).

Allostatisk overbelastning deles i to typer responser, allostatisk overbelastning type 1 og type
2. Type 1 er en tilstand hvor energikravet for a opprettholde livsstadiet og tilhgrende
utfordringer, overstiger energilagrene som er tilgjengelig for a gi tilstrekkelig energi. Denne
typen er adaptiv, da «akutt livshistorie endringer» («emergency life history stage», ELHS)
utlgses, som igjen resulterer i en netto reduksjon av energibehovet hvor energibehovet tilpasses
miljget sitt energilager. Dette farer til en netto reduksjon av den allostatisk belastning

(Goymann og Wingfield, 2004; McEwen og Wingfield, 2003).

Type 2 er en tilstand der skadelige utfordringer er kroniske, og farer til en vedvarende allostatisk
tilstand, uavhengig av sesongmessige endringer i miljget. Alvorlige patofysiologi kan oppsta
hvis overbelastningen ikke reduseres pa noen mate. Denne typen er maladaptiv, da energikravet
og konsentrasjonen av glukokortikoider gker, men ikke overskrider energilagrene, slik at
ngdvendig ELHS trigges (lversen og Eliassen, 2014; McEwen og Wingfield, 2003).

1.3 Hypothalamus-Pituitary-Interrenal Axis (HPI-aksen)
Det er tre forskjellige endokrine akser som mer eller mindre er involvert i regulering og

uttrykket av stress under pavirkning av stressorer. Disse er kortikotropiske akse, melanotropiske
akse og tyrotropiske akse (Bernier et al., 2009). Denne oppgaven skal ta for seg den

kortikotropiske aksen; HPI-aksen.

Funksjonen av HPI-aksen regulerer niva av sirkulerende kortisol i beinfisk, og den er homolog
til HPA-aksen (Hormonal-pituitary-adrenal axis) hos pattedyr. Selv om denne funksjonen er
godt bevart hos virveldyr, er det noen forskjeller mellom fisk og pattedyr. Fisk har ikke binyrer
som skiller ut glukokortikoider. | stedet har beinfisk celler som syntetiserer glukokortikoider
(interrenale celler), som ligger spredt pa i hodenyren, primert langs den bakre hovedvenen og
dets forgreininger (Alsop og Aluru, 2011). Det nevroendokrine reguleringssystemet for fisk
bestar av hypotalamus, hypofysen, og perifere endokrine kjertler eller celler som er regulert av
utskillelse fra hypofysen (interrenalceller) (Alsop og Aluru, 2011).

Ved eksponering for en stressor, vil hypotalamus skille ut kortisol frigjgringsfaktor (CRF), som

stimulerer forlappens (adenohypofysens) kortikotrope celler til a skille ut adrenokortikotropt



hormon (ACTH) til sirkulasjonen. ATCH er et av mange signalmolekyler avledet fra
proopiomelanikortin (POMC) genet. Sirkulerende ATCH binder spesielt melanokortinreseptor
type 2 (MC2R) uttrykt av interrenalcellene i hodenyren. Dette stimulerer sa kortisolsyntese fra

kolesterol, og utskillelsen av kortisol til blodstrammen. (Alsop og Aluru, 2011).

| den ferste fasen av den akutte stressresponsen vil kortisol veere mindre fremtredende enn
adrenalin. Den viktigste funksjonen vil vere & omfordele energi fra langtidsinvesteringer som
vekst og reproduksjon, til gyeblikkelig overlevelse. En annen viktig faktor er reparasjon av
hydromineralforstyrrelser etter stress i fisk. Hos fisk fungerer kortisol bade som glukokortikoid
og mineralkortikoid. Dette i motsetning til vertebrater som skiller kontrollen av disse
funksjonene. Vertebrater bruker kortikosteron eller kortisol (avhenger av art) som
glukokortikoid, og aldosteron som mineralkortikoid (Wendelaar Bonga, 2011). Glukokortikoid
funksjon pavirker metabolismen og vekst, mens mineralkortikoid funksjon regulerer vann og
ioner i vertebrater. Det er ngdvendig med kortikoidreseptorer for kortisol, for a kunne formidle
egenskapene til de gitte malvevene. Kortisol og aldosteron er kortikoidhormoner som styrer
disse funksjonene gjennom spesielle reseptorer. Disse kalles glukokortikoid reseptor (GR) og
mineralkortikoid reseptor (MR) (Iversen, 2013; Mommsen et al., 1999). Kortisol i blodbanen
fungerer ogsa som en negativ feedback, hvor det kontrollerer utskillelse ved alle niva i HPI-
aksen (Wendelaar Bonga, 2011).

Kortisol er det primere kortikosteroidet i beinfisk, og er delaktig i flere biokjemiske,
fysiologiske og atferdsmessige funksjoner. Dette inkluderer frigjgrelse av energi fra
glykogenlagrene, for & komme seg etter en stressreaksjon, modulering av foring, vekst,
immunresponser, osmoregulering, og reproduksjon. Kortisolsignaler er ikke bare viktig for &
komme seg etter stress, men ogsa for & regulere mange av disse prosessene under normale
forhold (Alsop og Aluru, 2011).
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Figur 3 oversikt over HPI-aksens anatomi og signalveier. Re-tegnet fra: (Alsop og Aluru, 2011; Bernier et al., 2009)

1.3.1 CRH/CRF og den hypothalamiske kontroll av ACTH
Kortisol er den siste budbringeren av HPIl-aksen, hvor CRF har en ngkkelrolle i

kommunikasjonen mellom hjernen og det endokrine systemet under selve stressresponsen
(Wendelaar Bonga, 2011). CRF er et peptid bestaende av 41 aminosyrer, og er lik strukturen til
urotensin I, funnet i urofysen hos beinfisk (Bernier et al., 2009). CRF blir produsert av nevroner
fra preoptiske kjerne (NPO) i hypotalamus (Wendelaar Bonga, 2011), og spiller en viktig rolle
I koordinering av nevroendokrine, autonome og atferds-responser til stress (Alsop og Aluru,
2011). Disse CRF-nevronene projiserer til hypofysen og stimulerer utskillelse av ACTH fra
celler i den distale delen av adenohypofysen (Wendelaar Bonga, 2011). Det er flere faktorer
som har en effekt pa utskillelse av ACTH. CRF blir regnet som den viktigste regulerende
faktoren (Bernier et al., 2009). Andre faktorer er blant annet arginin-vasotocin (AVT),
tyreotropin (TRH), POMC-avledet ACTH og endorfiner (Flik et al., 2006).

1.3.2 Adrenokortikotropisk hormon ACTH

Proopiomelanokortin (POMC) er en forlgper til flere peptider, som kan deles inn i tre grupper:
ACTH, endorfinlignende og MSH (melanocyttstimulerende hormon) -lignende hormoner (se
figur 3) (Alsop og Aluru, 2011; Bernier et al., 2009). ACTH er det minste peptidet i
adenohypofyse (AN) som ligger i forlappen av hypofysen, med 39 aminosyrer i en enkel lineger
kjede. Det produseres i rostral pars distalis (RPD) regionen av AN, hvor det igjen regulerer

utskillelsen av kortisol. I fisk har ACTH en rolle om a regulere steroidogenesen i de interrenale



cellene i hodenyren. MCR i hodenyren er malcellene for ACTH og de andre peptidene fra
POMC (Bernier et al., 2009).

1.3.3 Kortisol som stressindikator
Plasmakortisol er brukt som en gyldig indikator pa stress i fisk, men det har veert fa studier som

har malt den faktiske kinetikken av kortisol i fisk (Mommsen et al., 1999). | de senere ar har
det kommet flere studier rundt kortisol i fisk (Cao et al., 2017; lversen og Eliassen, 2014;
Iversen og Eliassen, 2012). Plasmakortisol gjenspeiler nettoeffekten av produksjon, og
utskillelsesraten av hormonet. Utskillelsen av kortisol avhenger av dynamikken av bindende
proteiner (kortisolbindende protein og albumin), reseptorer i malvev, og selve katabolisme av
kortisol (Mommsen et al., 1999).

For & bruke kortisol som en indikator pa stress, ma dette kunne males. Det finnes flere metoder
for prevetaking av kortisol. Metoder som ikke krever blodprgvetaking, kan male kortisol i urin,
avfaring, skjell/slim og vannprgver. Ellers blir steroidhormoner vanligvis malt ved hjelp av
radio-immunologiske-analyse (RIA) eller enzymbundet immunologisk analyse (ELISA) i

plasma eller vevshomogenater (Ellis et al., 2013).

Kortisol er med pa & regulere energimetabolismen, oksygenopptak, hydro-mineralbalansen og
andre funksjoner i immunforsvaret. Tidligere studier har vist at kortisol ofte er assosiert med
de skadelige effektene av stress, som redusert vekst og reproduksjonsevne (Mommsen et al.,
1999; Schreck, 2010), reduserte funksjoner av immunsystemet (Ellis et al., 2012), og
overlevelse (Iversen og Eliassen, 2012). Fisk som ikke far tid til & komme seg fullstendig etter
stress vil kunne oppleve dgdelighet som fglge av stressorer, som i utgangspunktet ikke ville

veert dedelige (Iversen og Eliassen, 2014).

1.4 Stressorer
Produksjonssyklusen til en atlantisk laks inneholder flere kritiske produksjonsfaser. Fra yngel

til slakt gar laksen igjennom handteringsprosesser som vaksinering, sortering, transport,
overfaring til sjgvann, lusetelling, lusebehandling og slakt (Burnley et al., 2012; Gémez et al.,
2016). Dette er vanlige stressfaktorer for laks, som aktiverer en allostatisk respons gjennom
HPI-aksen, noe som resulterer i gkte blodnivaer av katekolaminer og kortisol (Iversen og
Eliassen, 2014; Wendelaar Bonga, 1997, 2011).

1.4.1 Lufteksponering
Lufteksponering er en vanlig utfordring, bade for kommersielle -og rekreasjonsfiskere. Mange

fisk blir, av ulike arsaker, sluppet fri etter de er blitt fisket opp av vannet (Cooke og Cowx,

2006). En rekreasjonsfisker kan ta opp fisk fra vannet for malinger og fotografering (Pelletier



et al., 2007), mens i fiskeribransjer vil bifangst utsettes for luft under sortering (Davis, 2002).
En fangsthendelse og tilhgrende handtering kan medfere kraftige stressresponser med
etterfglgende hgy dadelighet hos fisken. Dette pa grunn av fiskens evne og behov for a ta opp
oksygen fra akvatiske miljger (Cook et al., 2015). Det er vanskelig a sette en standard for hvor
tolerant en fisk er for lufteksponering, da man ma ta hensyn til faktorer som ulike
miljgtilstander, art og livsstadier (Cook et al., 2015). Det blir gitt ulike rad rundt lufteksponering
av fisk, hvor flere anbefaler a holde fisken konsekvent under vann. Dette stemmer overens med
studier som har vist at lufteksponering er ekstremt skadelig for fisk utsatt for fysiologiske

forstyrrelser assosiert med sportsfiske (Ferguson og Tufts, 1992).

Lufteksponering skjer ogsa i dagens akvakulturnaring. Under vaksinering vil hvert enkelt
individ i populasjonen bli eksponert for luft. Oppdrettslaks er ogsa sveert utsatt for lakselus, og
det stilles strenge krav til telling og rapportering av lakselus. Lusetelling vil ogsa utsette laksen
for flere stressorer. Having, trenging, lufteksponering, bedgvelse og lufteksponering igjen er
vanlig handtering av laksen fagr den blir returnert til merden igjen. Lusetelling er viktig for &
opprettholde kontroll over lakselus i akvakulturanleggene. Ifglge forskriften om Forskrift om
lakselusbekjempelse (2012) skal lakselus telles minst hver 7. dag ved temperaturer over 4 °C,
0g minst hver 14. dag ved temperaturer under 4 °C. For hver telling vil minimum 10-20 laks i
hver merd i hele Norge ga gjennom prosedyren. Antall laks avhenger av hvor i landet anlegget

ligger, og hvilken tid pa aret det er.

1.4.2 Transport
I Norge lider lakseneringen av kraftige dgdeligheter etter overfering til sjg. Dette skyldes

sannsynligvis darlige handteringsprosedyrer far og etter transport av smolt til sjglokalitetene
(Iversen et al., 2005). Transport bestar av flere traumatiske hendelser, som fanging, lasting,
transport, lossing, og trenging. Slike stressorer kan fare til omfattende stressresponser i
anadrom laksefisker (Salmo spp. og Oncorhynchus spp.) (Iversen et al., 2005; Iversen et al.,
1998). Tidligere studier har vist at lasteprosessen fremkaller en langt starre stressrespons enn
transport med brgnnbat og lastebil (Farrell et al., 2010; Iversen et al., 2004; Iversen et al., 2005;
Iversen et al., 1998). Flere studier har vist til at transport med brgnnbat og lastebil har en viktig
restitusjonsfunksjon. Uten en mulighet til & restituere, pa grunn av kort transport, darlig veer
eller darlige veiforhold, mellom de starste stressorene (last -og lossing), vil laksesmoltens evne

til & handtere ekstra stressorer bli redusert (Iversen og Eliassen, 2009).
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1.5 Hensikten med denne studien
En gnsker i denne undersgkelsen studere effekten av lufteksponering kombinert med having og
transport og hvordan disse stressorene pavirker de primare og de sekundaere stressresponsene

hos atlantisk laksesmolt.
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2.0 Material og metode
Forsgk og analyse ble utfgrt ved Markvedbukta forskningsstasjon ved Nord Universitet,
avdeling Bodg, Norge. Forsgksperioden varte fra 09.11.19 til 25.11.109.

2.1 Godkjenning av bruk av dyr i forsgk
Eksperimentet ble godkjent av Mattilsynet av brev den 24.05.19, og er registrert med
godkjennelse FOTS ID 19447.

2.2 Forsgksfisk og forhold

78 stykk 1-arssmolt av Atlantisk laks, med gjennomsnittlig kroppsvekt pa 544 g + 258 (S.D.)
og gjennomsnittlig kroppslengde pa 33,47 cm + 4,76 (S.D.) ble brukt i dette forsgket. Laksen
ble hentet fra Salten Smolt avd. Breivik (N SD03) 08.05.2019, og fraktet til Markvedbukta
forskningsstasjon med brgnnbat. Laksen var av stammen SalmoBreed 18-02 QTL-IPN, og ble
levert til Salten Smolt som rogn i februar 2018, og klekket 02.03.2018.

Fisken ble flyttet inn i hall 3, i et 1,5 m® kar. Fisken ble stdende i karet fra ankomst 08.05.2019
til forsgksstart 09.11.2019. Fisken fikk kontinuerlig tilfersel av sjgvann med en stabil salinitet
pa 33,5%0. Vanntemperaturen fer forsgket var 7,7+ 0,7°C, og oksygennivaet var 85,2 + 6,4 %
O2 metning. Ved forsgksstart ble fisken stresset med lufteksponering fer den ble flyttet til hall
6 med et transportkar (transporttid 15 min). Ved ankomst i hall 6 ble 6 fisk (Oh) bedgvd (5mg/L
metomidate), mens resten av fisken ble fordelt i 10 kar & 6 fisk per kar (0,5 m®). Under
forsgksperioden ble tankene skjermet for innsyn og forstyrrelser med en ugjennomsiktig

plastplate, og det var ogsa skiltet med adgang forbudt for & minimere eventuelle forstyrrelser.

2.3 Pre-stress og forsgksoppsett

For & kunne bestemme effekten av sammentrenging (14 min og 30 sek), lufteksponering (90
sek), handtering (having 2 minutter) og transport (transporttid 15 min) som stressfaktor pa
primere (plasmakortisol) og sekundzre (laktat, glukose og hemoglobin) stressresponser ble
blodpraver tatt. Det ble tatt blodprever far oppstart av forsgket (pre-stress), og 0, 0,5, 1, 2, 3, 4,
6, 12, 24, 48 og 168 timer etter fisken var utsatt for stress. Far forsgksstart ble blodprever av
12 fisk (pre-stress) tatt. Dette ble gjort for a se hvordan de ulike blodverdiene (hemoglobin,

laktat, glukose etc.) hos fisken opprinnelig var. Dette ble kontrollgruppen.
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Figur 4. Stressor med 90 sekunders lufteksponering og sammentrenging. Total varighet pa stressor15 minutter og 30 sekunder.
Fisken ble deretter havet og flyttet til en annen forsgkshall. Transporttid 7 minutter. Foto: Martin H. lversen

2.3.1 Prgvetaking

6 fisk fra ett kar ble havet ut og plassert i 10 L bgtte med bedgvelse (Metomidate, 5mg/ L).
Dosen pa 5 mg/ L har tidligere vist & blokkere enhver gkning i plasmakortisol etter inntradt
anestesi (lversen et al., 2003). Etter anaestesi ble fisken avlivet med slag mot hodet. Vekt og
lengde ble malt, far fisken ble lagt pa et brett dekket med aluminiumsfolie. Blodpragve ble tatt
ved & tappe blod fra caudalvenen med 0,6 x 25 mm hepariniserte sprayter. Blodet ble fart over
i 1,5 ml eppendorfrar, mens en liten rest i spreyten ble brukt til @ male Hemoglobin, laktat og
glukose fortlgpende (se kapittel 2.4.3 s.15). Blodet ble sentrifugert ved 2000 rpm i 10 minutter.
Blodplasma ble pipettert ut og fert over i nye eppendorfrar, og fryst ned pa -40 °C frem til

videre analyser.

2.4 Analytiske prosedyrer

24.1 ACTH

ACTH-nivaene ble malt ved bruk av CUSABIO Fish adrenocorticotropic hormone (ACTH)
ELISA-sett (CSB-E15926Fh Cusabio Houston, TX, USA). Analysene ble gjennomfart etter
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protokollen som fulgte med settet. Kort forklart ble standarder (0, 75, 150, 300, 600 og 1200
pg/mL) og kontroll virvelmikset og sentrifugert i noen sekunder fer pipettert (50 pL) i hver sin
brenn i ELISA-brettet. Plasmaprgvene ble fortynnet (1:1) med PBS (25 pL plasma + 25 pL
PBS). 50 uL fortynnet plasma ble pipettert i hver sin brgnn. Alle standarder ble malt i triplikat
og plasma i duplikat. Deretter ble 50 pL enzym-konjugat tilsatt i hver brgnn og mikset.
Analysebrettet ble forseglet med medfulgt forsegler, og inkubert i 60 minutter markt og ved 37
°C. Etter inkubering ble veesken pipettert ut av analysebrettet far vasking. Vaskingen ble
gjentatt tre ganger. Her ble hver brgnn ble fylt med 200 pl «vaskebuffer» og sa temt ved en
rask bevegelse over vasken. Brettet ble sa slatt mot papir for & fa ut de siste drapene. Sa ble 50
UL HRP-avidin tilsatt i hver brgnn, mikset godt, forsegler og satt i inkubator i 30 minutter pa
37 °C. Samme vaskeprosedyre som beskrevet tidligere ble sa gjentatt far 50 pL «substrat» A
0g «substrat» B ble tilsatt hver brann i mgrke, mikset godt, forseglet og inkubert i 15 minutter
pa 37 °C. Siste steg var a tilsette 50 pL «stopplgsning» i hver brenn, far analysebrettet ble
plassert i en ELISA-maskin (Tecan Sunrise Remote, Bergman diagnostika, @sterrike), og avlest
ved 450 nm. Intra- og interassay koeffisienten var henholdsvis >10% og 15.3% (CSB-
E15926Fh, Cusabio Houston, TX, USA)

2.4.2 Plasma kortisol

Plasmakortisol-nivaene ble malt i duplikater ved bruk av kortisol ELISA-kit (EIA-1887, DRG
Instruments GmbH, Germany). Analysene ble gjennomfart etter produsentens protokoll.
Standarder (0, 20, 50, 100, 200, 400 og 800 ng/ml), kontroll og plasmapraver ble vortext og
pipettert (20 pl) i hver sin «brgnn». Standardene og kontrollen ble malt i triplikat, og
plasmaprgvene som duplikat. Sa ble det tilfart 200 pl enzym konjugat i hvert rom og mikset
godt i 10 sekunder. Brettet ble sa satt til inkubering i 60 minutter, mgrkt og i romtemperatur.
Etter inkubering ble rommene temt for veeske med en rask bevegelse opp ned i vasken.
Brennene ble deretter vasket med Wash Solution (400 pl) tre ganger. Mellom hver vask ble
gjenverende vaske tamt ut i vasken og brettet ble slatt opp ned mot tarkepapir pa benken for a
fa ut de siste drapene. Etter vask ble 100 pl med «substratlgsning» pipettert i hvert rom, far 15
minutter med inkubering. Siste steg var a stoppe enzymreaksjonen ved a tilsette 100 pl
«stopplagsning» i hvert rom. Brettet ble sa plassert i en ELISA-maskin (Tecan Sunrise Remote,
Bergman diagnostika, @sterrike), og avlest ved pa 450nm. Intra- og interassay koeffisienten var
henholdsvis >10% og 11.1% (CSB-E08487f, Cusabio Houston, TX, USA). Plasmakortisol ble
oppgitt i nmol/L (nM; ng/mL=2.76 nM)
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2.4.3 Laktat, glukose og hemoglobin

Laktat, glukose og hemoglobin ble bestemt pa helblod umiddelbart etter prevetaking ved hjelp
av handholdte enheter. For laktat ble en Lactate Scout+ (EKF, Leipzig, Tyskland) brukt, med
malelengde pa 0,5 — 25 mmol/L. For glukose ble en Contour XT blodsukkerapparat (Ascensia
Diabetes Care) brukt, med en malelengde pa 0.6— 33.3 mmol/L. For hemoglobin ble en
HemoCue Hb 801 (HemoCue AB, Angelholm, Sverige) brukt, med en mélelengde pa 0,62 —
15,9 mmol/L

2.5 Statistisk analyse
Statistisk analyse ble gjort ved hjelp av statistikkprogrammet SPSS (ver. 25.00) og SYSTAT

(ver 13.00.05) for Windows. All data ble testet for normalitet og homogenitet ved hjelp av
henholdsvis Komogorov-Smirnov test og Levene’s test. Hvis nedvendig ble data
logtransformert for & mgte disse antagelsene. Endring i kortisol fra pre-stress til et annet
tidspunkt etter flytting og applisert stressor innen en forsgksgruppe, benyttet en enveis
variansanalyse (oneway-ANOVA) (Sokal og Rohlf, 1987). Hvis F-verdiene var signifikante,
ble en Bonferroni post hoc test kjart for & bestemme om det var forskjeller mellom gruppene
og tidspunktene. For & studere sammenhengen mellom plasmakortisol, ACTH, og sekundare
stressresponser som glukose, laktat og hemoglobin ble det gjennomfert en ikke-linezr
regresjonsanalyse (Pearson r). Signifikant forskjell ble bestemt pa 0.05 niva. Alle resultater er
uttrykt i gjennomsnitt med standardavvik (fi £ SD). Signifikante forskjeller i figurene innen en

gruppe ved ulike pravetakingstidspunkt sammenliknet med pre-stress ble indikert med *.
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3.0 Resultater
3.1 Primaer stressrespons

3.1.1 Plasmakortisol

600 T

400

Plasmakortisol (nM)

200

0 I I I I
P-stress 0t 0.5t 1t 2t 3t 4t 6t 12t 24t 48t 168t

Tid etter stressor (t)

Figur 5. Gjennomsnittlige verdier av kortisol i plasma, (fiSD) far og etter lufteksponering og transport. *indikerer
signifikante forskjeller fra pre-stress.

Figur 5 viser de gjennomsnittlige hvilenivaene av (xSD) plasmakortisolverdiene malt i
blodplasma far og etter pafart stress. Plasmakortisol far oppstart (pre-stress) var pa 1,60+0,29
nM. Kortisol hadde hgyeste maling pa 507,11+99,72 nM (1 time etter stress), og lavest pa
1,68+0 nM (12 og 168 timer etter stress). Plasmakortisol var signifikant hgyere sammenlignet

mot pre-stress for tidspunktene 0,5, 1, 2, 3, 4, 6, 0og 24 timer etter stress.
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Figur 6 a) Gjennomsnittlige verdier av ACTH (fi+SD) far (pre-stress) og ved ulike tidspunkt etter lufteksponering og transport.
b) Gjennomsnittlige verdier av ACTH (pmol/L) og plasmakortisol (nM) fer (pre-stress) og ved ulike tidspunkt etter
lufteksponering og transport, og sammenhengen mellom disse parameterne (Pearson r).

Figur 6 a og b viser de gjennomsnittlige hvilenivaene av ACTH malt i blodplasma fer og etter
pafart stress. ACTH far stress hadde en gjennomsnittlig verdi pa 180,71+59,28 pmol/L. Toppen
av ACTH kom rett etter stress (O timer etter stress), og viser 238,1+186,62 pmol/L. Den laveste
verdien kom etter 168 timer etter stress, og viser 66,13+7,42 pmol/L. Det var ingen signifikante

forskjeller fra pre-stress og ingen sammenheng mellom disse parameterne (Pearson r).

3.2 Sekundeere stressresponser

3.2.1 Glukose
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Figur 7. a) Gjennomsnittlige verdier av plasmaglukose (fi+=SD) far (pre-stress) og ved ulike tidspunkt etter lufteksponering og
transport. b) Gjennomsnittlige verdier av plasmaglukose (mM) og plasmakortisol (nM) fgr (pre-stress) og ved ulike tidspunkt
etter lufteksponering og transport, og sammenhengen mellom disse parameterne (Pearson r)

Figur 7 a og b viser de gjennomsnittlige verdiene av glukose (mM) i blodplasma far og etter
stress. Gjennomsnittlige verdier pre-stress glukose var 2,87+0,47 mM. Toppen av glukose kom
etter seks timer etter stress, og var pa 5,33+0,38 mM. Den laveste verdien kom etter 168 timer
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etter stress, og var pa 2,83+0,23 mM. Det var signifikante forskjeller mellom pre-stress glukose
og glukose ved tidspunktene 2, 3, 4, 6, 12 og 24 timer etter stress. Det var ingen sammenheng

mellom plasmakortisol og glukose (Pearson r).
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Figur 8. a) Gjennomsnittlige verdier av plasmalaktat (fi=SD) far (pre-stress) og ved ulike tidspunkt etter lufteksponering og
transport. b) Gjennomsnittlige verdier av plasmalaktat (mM) og plasmakortisol (nM) far (pre-stress) og ved ulike tidspunkt
etter lufteksponering og transport, og sammenhengen mellom disse parameterne (Pearson r).

Figur 8 a og b viser de gjennomsnittlige verdiene av laktat (mM) malt i blodplasma fer og etter
stress. Gjennomsnittlige verdier pre-stress laktat var 5,96+1,52 mM. Hgyeste verdi 17,48+3,13
mM ble malt 4 timer etter stress, og tilsvarende ble lavest verdi malt 24 timer etter stress
3,563+0,72 mM. Det var signifikante forskjeller mellom pre-stress laktat og laktat ved
tidspunktene 1, 2, 3, 4 og 6 timer etter stress. Det ble pavist en korrelasjon (p<0,00001) mellom
laktat og plasmakortisol, (0,664) ved Pearson r Sig. (2-tailed),

3.2.3 Hemoglobin
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Figur 9. a) Gjennomsnittlige verdier av plasmahemoglobin (fi+SD) far (pre-stress) og ved ulike tidspunkt etter lufteksponering
og transport. b) Gjennomsnittlige verdier av plasmahemoglobin (mM) og plasmakortisol (nM) far (pre-stress) og ved ulike
tidspunkt etter lufteksponering og transport, og sammenhengen mellom disse parameterne (Pearson r)..
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Figur 9 viser gjennomsnittlig verdier av hemoglobin (mM) malt i blodprave fer og etter stress.
Gjennomsnittlige verdier pre-stress hemoglobin var 10,30+0,94 mM. Hagyeste verdi 14,63+1,01
mM ble malt 2 timer etter stress, og tilsvarende ble lavest verdi malt 3 (9,85+0,65 mM) og 12
timer (9,85+£0,62 nM) etter stress. Det var signifikante forskjeller mellom pre-stress
hemoglobin og hemoglobin ved tidspunktene 1 og 2 timer etter stress. Det ble pavist en
korrelasjon (p<0,001) mellom hemoglobin og plasmakortisol, (r=0,372) ved Pearson r (2-
tailed).
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4.0 Diskusjon

4.1 Akvakultur og stress

Norge er i dag verdens starste produsent av Atlantisk laks, og har siden starten pa 1970-tallet
til i dag ekt produksjonen kraftig. | fglge FDIR. (2019a) stod det over 421 millioner laks i
merder langs Norges kyst per 31.12.2018. | en rapport av Olafsen et al. (2012) ble det satt et
mal for sjgmatnasjonen Norge om en arlig vekst pa 4 prosent, som tilsvarer blant annet 5
millioner tonn i 2050. Her ble det anslatt et potensial for & femdoble produksjonen av laks og
grret i Norge innen 2050. For & kunne gjere dette stilles det store krav til miljg- og
sykdomsutfordringer, innovasjon innen for, fiskehelse, avl og teknologi. | den senere tid er
fiskevelferd ogsa blitt et viktig tema, da det er viktig a ta vare pa dyrene sine, og fisk er blitt
innlemmet i Dyrevelferdsloven (2009). For & kunne gke produksjonen er det viktig & vite
hvordan de ulike delene av produksjonen pavirker fiskens helse og velferd. Det diskuteres mye
rundt velferd, da det er vanskelig & vite hvordan en fisk faktisk opplever de ulike
produksjonsstadiene og handteringen den blir utsatt for. Vi vet at stress er en viktig faktor a ta
hensyn til nar vi snakker om dyrevelferd, da store eller langvarige stressbelastninger vil fa

negative konsekvenser for fiskens helse og overlevelse (Iversen og Eliassen, 2014).

Stress er ikke til 4 unnga for laks i oppdrett, og siden de lever i fangenskap har fisken ingen
mulighet til & unnslippe menneskeskapte stressorer. Laksenaringen har de siste arene hatt en
dadelighet pa 10-20 %, som i den store sammenhengen omfatter mange individer laks som gar
tapt gjennom produksjonssyklusen. Dette antallet blir sett pa som uakseptabelt og lite
barekraftig (Takle et al., 2015). Stress, som falge av stressende handteringsprosesser er arsaken
til deler av denne dgdeligheten. | dette studie har en fokusert pa stressorene lufteksponering
sammen med sammentrenging og transport. En av de farste utfordringene laks mater i
produksjonen er vaksinering pa parr-stadiet. Under denne prosessen vil hver enkelt parr tatt ut
av vannet og eksponert for luft. Lusetelling er ogsa en lufteksponerendeprosess. Vaksinering
av atlantisk lakseparr er en viktig og ngdvendig prosedyre i akvakultur. Vaksinen er med pa a
forhindre utbrudd av flere forskjellige bakterie- og virussykdommer. Det er ogsa den starste
grunnen til redusert bruk av antibiotika i norsk akvakultur, og at produksjonen fortsatte a gke
pa 1990-tallet (Drangsholt et al., 2011; Gudding et al., 1999). For a opprettholde helsen og
velferden pa atlantisk laks, blir hvert individ vaksinert fgr den fraktes ut i havet. Selve
vaksineringsprosessen kan fare til uunngaelig stress, og er ofte assosiert med korttidsgkning i
plasmakortisol (Funk et al., 2004; Skinner et al., 2010). Lite forskning har sett pA omfanget av
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lusetelling pa Atlantisk laks, og man kan kanskje sammenligne dette med laks som blir utsatt
for sportsfisking med «catch and release». Temaet har mange kunnskapshull, og potensialet er

stort for forskning som vil veere direkte fordel for forvalting og fiskevelferd (Cook et al., 2015).

Pelletier et al. (2007) har undersgkt ulike veiledninger rundt catch-and-release, hvor ulike
byraers retningslinjer motsier hverandre pa flere omrader. Disse inkluderte blant annet
lufteksponering, som var det mest omtalte problemet blant byraene. Det er derfor viktig a
utforme en terskel for lufteksponering som blir forstatt og kan puttes i praksis. Selv om det er
fastsatte terskler for noen fiskerier og arter, vil fortsatt forskning og utdanning veere sentral i
denne problemstillingen. Dessverre vil det aldri komme en «en sko som passer alle»-anbefaling,

og vitenskapelige resultater vil uunngaelig veere kontekstspesifikk (Cook et al., 2015).

| «catch and release»-studier er det vanligst & male kortisol, glukose og laktat. Disse er nyttige
for & evaluere omfanget av fysiologiske forstyrrelser relatert til en primar (kortisol) eller en
sekundaer (glukose, laktat) stressrespons (Cooke et al., 2013). Siden laks blir utsatt for
lufteksponering og transport flere ganger i lgpet av produksjonssyklusen, er det interessant a se

hvilken effekt dette har pa fiskens stressrespons, som igjen kan si noe om velferden til fisken.

4.2 Primaere stressresponser hos laksesmolt

Kortisol er en mye brukt biomarker for & studere stress, og i hovedsak er det plasmakortisol
som blir brukt til & se nermere pa fiskens primere stressrespons (Baker et al., 2013).
Hvilenivaer av plasmakortisol blir brukt for & dokumentere eller pavise kroniske
stressbelastninger hos laksefisk. Kronisk stress kan assosieres med hvileniva av plasmakortisol
nede pa 27,5 nM, mens ustressede laksefisker normalt ligger under 13,8 nM (0-5 ng/ml)
(Pickering og Pottinger, 1989). | falge Wendelaar Bonga (2011) varierer hvilenivaet av
plasmakortisol hos fisker fra 5 til 30 nM. Basalnivaet for pre-stress i dette forsgket 1a pa 1,60
nM, som er under nivaet som blir ansett som normalt. Etter lufteksponering og transport ble det
observert en signifikant gkning i plasmakortisol etter en halv time, mens toppnivaet ble
observert en time etter paferte stressorer. Disse forhgyede konsentrasjonene av plasmakortisol
indikerer en belastning pa HPI-aksen og en primer stressrespons. En kan anta at forsgksfisken
var i allostatisk overbelastning type 1, hvor overbelastningen er adaptiv. Dette betyr at fisken
kan hente seg inn igjen, og opprettholde homeostase. Som en kan se hadde fiskens
plasmakortisol et dropp ned pa pre-stressniva etter 12 timer, for den ble signifikant hgyere igjen
24 timer etter stressor. Lignende observasjoner er gjort tidligere hvor Iversen et al. (2009)

observerte samme droppet av plasmakortisol hos Atlantisk laksesmolt 24 timer etter transport.
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Farbridge og Leatherland (1992) sa en lignende topp av plasmakortisol atte timer etter stress
hos regnbuegrret. Arsaken til dette fenomenet kan vaere mange. Det kan veare mulighet for at
fisken er blitt forstyrret i forsgkshallen av en ukjent stressor, men dette er lite sannsynlig da
forsgkshallen hadde fullstendig adgangskontroll. En mer sannsynlig arsak kan veere en «utslitt»
HPI-akse, som etter eksponering over lengre tid gir en sen effekt pa stressresponsen. Far
forsgksstart ble fisken staende i en hall i naerheten av sprengningsarbeid over en lengre periode.
Det var sprengning hver dag i en maned far forsgksoppstart. Sprengningen hadde kraftige
ringvirkninger, hvor en kunne observere krysninger pa overflaten av vannet ved hver
sprengning. Det er vist tidligere stor variasjon i basalnivaer av plasmakortisol nar fisken har
veert utsatt for slik belastning over tid. Iversen og Eliassen (2014) gjorde et forsgk hvor de
sammentrengte laksesmolt daglig i 4 uker fgr de ble vaksinert. Denne fisken opplevde svert
darlig fiskevelferd, da de mistet kontroll over reguleringen av hvilenivaene av

plasmakortisolen.

@kninger i plasma-ACTH skjer for endringene i plasmakortisolniva, men denne relative
forskjellen i endringshastigheten for de to hormonene er mest uttalt i den tidlige fasen av
stressresponsen (2-10 min) (Rotllant et al., 2003). Resultatene for ACTH viser en forhgyet
konsentrasjon av plasma-ACTH fgr forsgksstart. Dette kan veere en effekt av de nevnte
sprengningene over tid. Pre-stress-nivaene av plasma-ACTH var pd 180,7 pmol/L. Andre
studier som har malt basalnivaer av plasma-ACTH har observert lavere verdier enn dette. Disse
har blant annet veert; mindre enn 5,5 pmol/L hos coho laks (Oncorhynchus kisutch) (Sumpter
etal., 1986), 8,8-22 pmol/L hos gullfisk (Carassius auratus) (Singley og Chavin, 1975; Singley
og Chavin, 1976), og rundt 6,83-7,71 pmol/L for regnbuegrret (Oncorhynchus mykiss) ved 0
timer trengning (Pottinger og Carrick, 2001). Swift (1982) fant ACTH-verdier mellom 11-44
pmol/L i regnbuegrret, som blir sett pa som «normal» omradet av plasma-ACTH. | lversen og
Eliassen (2014) indikerte resultatene at en fisk som kan ha kommet inn i en allostatisk
overbelastning type 2, er oversensitiv til ACTH, har redusert effektiv negativ
tilbakemeldingssystem, og en forhgyet basalniva av plasmakortisol. Noe som kan gi effekt pa
dyrets velveere og trivsel. ACTH kontrollerer utskillelsen av kortisol, og det vil ikke
ngdvendigvis veere noen korrelasjon mellom. Det stemmer med dette studiet, hvor ingen

korrelasjon ble funnet.
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4.3 Sekundeere stressresponser hos laksesmolt
Den primare stressresponsen med utskillelse av katekolaminer og kortikosterioder, forarsaker

den sekundaere responsen, som inkluderer endringer 1 plasmaioner, metabolitter og
hematologiske funksjoner. Dette vil sa feore til fysiologiske endringer i respirasjon,
metabolisme, hydromineralbalansen, syre-basebalanse, cellulere responser og immunologiske
funksjoner. (Barton, 2002; Mommsen et al., 1999; Pickering & Pottinger, 1989).

4.3.1 Glukose
Den vanligste brukte indikatoren for de sekundaere stressresponsene i fisk har veert glukose i

blodet (Cook et al., 2012; Mommsen et al., 1999). Fysiologiske stressresponser er
energikrevende (Barton, 2002), hvor dyret ma bruke de begrensede energiressursene det har, til
a handtere utfordringene forbundet med stressoren. Dette gar pa bekostning av andre
energikrevende prosesser, og kan fare til endringer i «emergency life history stage» (ELHS).
Aktivering av ELHS farer til at dyret ledes vekk fra normale livshistoriske stadier (LHS) til en
overlevelsesmodus som reduserer allostatisk belastning, og gjenvinner positiv energibalanse
(Wingfield, 2005). Selv om rollen til kortisol i energireguleringen ikke er tydelig, tror man at
kortisol er med pa a ske den levermetabolske kapasiteten, gjennom glukoneogenese og
utskillelse av glukose fra leveren (Mommsen et al., 1999) Glukose blir foretrukket som energi
I stressresponsen (Iversen og Eliassen, 2014), og hos fisk er den spesielt viktig for hjernen og
muskler under stress. Nar adrenalinnivaene er haye vil hjertefrekvensen og blodstremmen gke,
og det blir et gkt behov for energitilfarsel (Rothwell et al., 2005). Glukose som energi er en

viktig del av gjenopprettingsprosessen (homeostase) til stressresponsen (Mommsen et al., 1999)

Det ble funnet signifikante gkninger i blodglukose mellom pre-stress-fisk og fisk 2, 3, 4, 6, 12
0g 24 timer etter stress. Toppen av glukose kom seks timer etter stress, og var pa 5,33+0,38
mM. Verdien pa glukose pre-stress var pa 2,87+0,47 mM. Tilsvarende pre-stressverdier av
glukose (60 mg/dl = 3,33 mmol/L) ble pavist av Fast et al. (2008) pa atlantisk laks post-smolt
(150 g). I dette forsgket ble det observert signifikant gkning i glukose en time etter stress, og
disse forble forhgyet i opptil tre timer. Toppen her var pa 4,33 mM (ca. 78 mg/dl)
Glukosenivaene var tilbake pa pre-stressniva etter 12 timer. Fisken her hadde mye kortere tid
far den var tilbake til pre-stressniva sammenlignet med fisken i dette forsgket. Glukosenivaet
var ikke tilbake til pre-stressniva far etter 168 timer etter stress. Fisken i forsgket til Fast et al.
(2008) gikk kun gjennom en 15 sekunders lufteksponering, mens fisken i dette forsgket gikk
gjennom en lengre og mer omfattende rekke av stressorer, og gir en mulig forklaring pa hvorfor

det tok mye lenger tid far glukosenivaene var tilbake til pre-stress i dette forsaket.
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Det ble ikke funnet noen korrelasjon mellom glukose og plasmakortisol i dette forsgket. En kan
likevel se en tendens til at glukose fglger kortisol ved a studere grafene. Tidligere studier har
ogsa vist tilsynelatende tilfeldige effekter av plasmakortisol pa glukose, hvor glukose har bade
gkt, blitt redusert, og forblitt ubergrt (Cook et al., 2012; Iversen, 2013; Iversen og Eliassen,
2014; Mommsen et al., 1999; Wendelaar Bonga, 1997). Arsaken til dette kan veere ulik
metabolsk status hos fisken for forsgksstart. Sultet eller foret fisk vil ha forskjellig mageinnhold
og blodsukkerkonsentrasjon. Sultet fisk for forsgksstart har vist & pavirke evnen til a starte en
glukoserespons, og & gke falsomheten til leveren for adrenergiske stimuleringer (Barton, 2002;
Van Heeswijk et al., 2006). Barton (2000) viste at selv om fisk kom fra samme miljgforhold og
utsatt for samme stressorer, var det betydelig variasjon i glukoseresponsen. Dette kan tyde pa
at glukose alene ikke er en palitelig indikator pa sekundaere stressresponser. Dette spesielt i fisk,
hvor glukose har vist seg & variere mye, og ikke reguleres pa samme mate som hos pattedyr
(Mommsen et al., 1999). @kte nivaer av glukose kan brukes for & male akutt stress, men
istedenfor en standardniva, burde plasmaglukose heller sammenlignes med ustresset fisk pa

grunn av faktorer som blant annet ernaringsstatus og diett (Noble et al., 2018).

4.3.2 Laktat
Laktat er et produkt av glykolysen i cellene nar det ikke er tilstrekkelig med oksygen

tilgjengelig for en aerob cellemetabolisme (Noble et al., 2018). Konsentrasjonen av laktat i
blodet kan teoretisk forklare forholdet mellom laktat og muskelaktivitet, og dermed gjere rede
for det opplevde fysiske stresset. Haye laktatverdier har ofte en sammenheng med for lite
tilgjengelig oksygen, og i dette forsgket kan en se en signifikant gkning av laktat fra pre-stress
til en time etter stress. Laktatverdiene pre-stress var pa 5,96+1,52 mM, og er noe forhgyet
sammenlignet med kontrollverdier av laktat (1,2-5,1 mM) malt i andre studier (Hvas og
Oppedal, 2019; Iversen og Eliassen, 2009; Iversen et al., 2005). Etter fire timer etter stress ble
topp i laktat malt, og var pa 17,48+3,13 mM. Tilsvarende paviste Ferguson og Tufts (1992) i et
forsgk med regnbuegrret laktatverdier pa 19,9+3,9 mM fire timer etter lufteksponering og
sammentrenging. Det er ogsa vist laktatverdier over 20 mM etter tung, fysisk trening (Olsen et
al., 1995). Andre forsgk gjort pa vanlige stressorer som transport og handtering har vist en
laktattopp som varierer fra 4,5-9,5 mM (Basrur et al., 2010; Espmark et al., 2015; Iversen og
Eliassen, 2009; Iversen et al., 2005; Sadler et al., 2000). Dette kan tyde pa at den mest potente
stressoren pa laktatnivaene var selve lufteksponeringen, og skyldtes mest sannsynlig liten

tilgang pa oksygen ved selve lufteksponeringen.
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@kning i laktat blir ofte brukt som en indikator pa aktivering av HPI-aksen (Wendelaar Bonga,
2011). Det tar litt tid for laktat vises i blodet, da det produseres i muskelcellene. Dette forer til
at responsen blir forsinket med noen timer (Noble et al., 2018). Det ble pavist sterk korrelasjon
(p<0,00001) mellom laktat og plasmakortisol (0,664, Pearson r). Selve stressresponsen hos fisk
medfgrer adferdsendringer, og ved akutt stress med etterfalgende gkning i CA og
plasmakortisol vil det utlgse en «frys, flukt eller kjemp» respons (Ellis et al., 2012). Laks vil
typisk forsgke a flykte med gkt bruk av muskelaktivitet, og siden dette er en hvit muskel med
lite blodtilfersel vil opphopningen av laktat oppsta hurtig, og i dette forsgket ble laktatresponsen
forsterket av lufteksponeringen i forkant av trengingen og transporten. Andre fiskearter som
rognkjeks (Cyclopterus lumpus), kveite (Hippoglossus hippoglossus) og torsk (Gadus mohua)
kan man ikke pavise en klar ssmmenheng mellom plasmakortisol og laktat og skyldes nok en

annen adferd under stress hvor kamuflasje og frysresponsen er sentral (Treasurer et al., 2018)

Siden glukose og laktat blir pavirket av generelle metabolske prosesser utenom stressresponsen,
kan det veere vanskelig & tolke hvilenivaene. Disse indikatorene er mest brukbare til & male
akutte stressresponser til spesifikke stressorer, som treningsstressorer for laktat. Disse er ogsa
forholdsvis billig og enkle & male, da man kan bruke handholdte apparater og en liten drape
blod (Wells og Pankhurst, 1999).

4.3.3 Hemoglobin
Hemoglobin har som hovedoppgave a transportere oksygen i kroppen. Hos atlantisk laks er

normale verdier av hemoglobin mellom 8,9-10,4 g/dl (5,52-6,45 mM) (Sandnes et al., 1988). |
dette forsgket ble hemoglobin malt 10,30+0,94 mM (pre-stress).

Det er forventet at laksefisker gker hemoglobin ved utmattelse, og returnerer til kontrollverdier
etter en viss tid. Dette fordi Atlantisk laks og andre laksefisker er aktive og atletiske fisker, med
imponerende aerob og anaerob kapasitet (Black et al., 1962; Farrell og Richards, 2009; Hvas
og Oppedal, 2017). De har ogsa en sterk adrenergisk dreven respons ved akutt stress for a
handtere og mobilisere hjerte -og blodomlgpet hurtig (Barton og lwama, 1991; Milligan, 1996;
Reid et al., 1996), og de hgyere hemoglobinnivaene etter stress kan skyldes kontraksjon av
milten, og etterfalgende gkning i de rede blodcellene (Hvas et al., 2018; Yamamoto, 1988).
Milten er et viktig lagringsorgan for blodceller, og kan trekke seg sammen i teleost fisk under
akutt stress (Pearson og Stevens, 1991; Ruane et al., 2000). Sammentrekning av milten
resulterer frigjaring av blodceller i sirkulasjonen, og kan forklare gkninger av erytrocytter (rade
blodceller). Tilsvarende gkning i hemoglobinnivaer etter en akutt stress er rapportert i andre

studier (Olsen et al., 2008; Suski et al., 2007). Sammentrekning av milten er en viktig
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mekanisme for & imgtekomme gkte energi- og oksygenkrav under stress, siden oksygenets
baereevne i blodet gkes betydelig (Hvas et al., 2018). | dette forsgket kan en se signifikant
forskjell mellom pre-stress hemoglobin og hemoglobin 1 og 2 timer etter stress. Etter tre timer
var nivaet pa det laveste. | et forsgk gjort av Hvas og Oppedal (2019) ble det dokumentert
signifikant gkning i hemoglobinkonsentrasjonen etter stress hos Atlantisk laks, for deretter
returnere til kontrollnivaer, en time etter stress. Det ble ogsa pavist korrelasjon (p<0,001)
mellom hemoglobin og plasmakortisol. Denne sammenhengen kan veere forarsaket av
plasmakortisol synergistiske effekt pa CA og visa versa, siden den akutte mobiliseringen av

rade blodceller er under adrenergisk kontroll (Bernier et al., 2009; Wendelaar Bonga, 2011).

Siden forsgket ikke har gjort rede for noen tertizere malinger som dgdelighet og vekst, kan en
ikke si for sikkert at stressor med lufteksponering, sammentrenging og transport vil pavirke
denne stressresponsen. Det kan i midlertidig veere lov & spekulere om denne belastningen er i
toffeste laget, og bgr minimaliseres. Stressorene som inkluderer lufteksponering er ofte
sammensatte, hvor fisken vil oppleve flere stressorer som jaging og sammentrenging sammen
med lufteksoponering over kort tid. Som nevnt tidligere kan langvarige og omfattende
stressorer redusere fiskevelferden, som pavirker vekst og i verste fall forhgyet dagdelighet.
Ferguson og Tufts (1992) undersgkte dgdelighet hos regnbuegrret (Oncorhynchus mykiss)
eksponert for luft i 30 eller 60 sekunder etter utmattelse. Det viste en gkt dgdelighet fra 38% til
72%. Forskning pa normal handtering som sammentregning etterfulgt av transport har vist seg
a kunne gi en ugnsket stressreaksjon og redusert velferd (Barton og Iwama, 1991; Iversen et
al., 2005). Man burde derfor ikke introdusere flere stressorer som lufteksponering i denne
likningen, denne burde i sa fall minimeres, da dette vil gke risikoen for kompromittert

fiskevelferd.
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5.0 Konklusjon
Resultatene i dette forsgket indikerer at kombinasjonen med lufteksponering, sammentrenging

og transport gir en kraftig primeer og sekundar stressrespons. ACTH-nivaene var veldig
forhayet far forsgksstart. Disse verdiene gjenspeiler ikke normale hvilenivaer, og ville mest
sannsynlig sett annerledes ut viss fisken ikke hadde veert utsatt for sprengningsarbeid i lang tid
for forsgksstart. En kunne ogsa se plasmakortisol korrelerte med bade laktat og hemoglobin.
Dette kan tolkes som at en signifikant gkning av plasmakortisol aktiverer en «flykt»-respons,
som stimulerer aktivering av disse sekundare stressresponsene. Stressresponsen er til for at
fisken skal gjenvinne homeostase. Resultatene for de ulke stressindikatorene tyder pa at alle gar
tilbake til hvilenivaer, noe som tyder pa at stressresponsen var adaptiv. Siden en ikke sa pa
tertieere stressresponser er det vanskelig a si om denne type stressor ville fart til en maladaptiv
stressrespons senere. Krevende stressresponser vil kunne gi alvorlige konsekvenser for

fiskevelferden, og man kan tenke seg at denne fisken har opplevd darlig velferd.
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