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Sammendrag

De senere arene har diskusjonen rundt dyre- og fiskevelferd fatt gkt oppmerksomhet fra bade
produsenter og forbrukere. God fiskevelferd er essensielt for a oppna god fiskehelse og lav
dedelighet, samtidig som det er viktig av etiske og kvalitetsmessige grunner. Stress har vist seg
a veere en utfordring for oppdrettsfiskens velferd. Analyser av plasmakortisol, som er
sluttproduktet i hypotalamus-hypofyse-interrenal-aksen (HPI-aksen), er den mest brukte
metoden for & vurdere stress hos fisk. Denne metoden er invaderende, og kortisol kan analyseres
pa en mindre invaderende mate gjennom slim og skjell. Analyser av kortisolnivaer i slim har
vist seg a veere en god indikator pa akutt stress. | tillegg er interessen for & se narmere pa
kronisk gkning av kortisol voksende, og fiskeskjell har nylig blitt brukt for & se nermere pa
kronisk stress. For & kunne benytte seg av disse nye metodene er det viktig at de gir et like godt
bilde av stressresponsen som man far ved metodene som brukes i dag. Malet med denne
oppgaven er a se nermere pa sakalte ikke-invaderende malemetoder for stresshormonet kortisol
(slim og skjell), og sammenlikne disse med den etablerte metoden; plasmakortisol. 78
Atlantiske laksesmolt (Salmo salar) ble benyttet under forsgket. Forsgket ble gjennomfert i
lopet av én uke, og praveuttak av ustresset fisk (pre-stress, kontroll) ble utfart far forsgksstart.
Fisken ble utsatt for sammentrenging og 90 sekunders lufteksponering ved a temme karet for
vann. Total tid fra start nedtrapping til lufteksponering var fullfgrt, var 15 minutter og 30
sekunder. Deretter ble fisken lastet og transportert til neste forsgkshall. Lastingen tok to
minutter og transporttiden var pa syv minutter. Fisken ble sa fordelt i isolerte kar for
prgvetaking etter 0, 0,5, 1, 2, 3, 4, 6, 12, 24, 48 og 168 timer. Kortisolverdien ble malt i fiskens
blodplasma, slim og skjell. Resultatene fra undersgkelsen viste en korrelasjon (0,562, p<0,001)
mellom kortisol i plasma og slim, noe som indikerer at slim kan benyttes som malemetode i
stedet for plasmakortisol med noen forbehold. Effekten av kortisol i slim synes & ha en
forsinkelse sammenliknet med plasmakortisol, og responsen og sensitiviteten er ca. 10% av
plasmakortisol. Det ble ikke observert en signifikant korrelasjon mellom plasmakortisol og
kortisol i skjell. Det synes som kortisolkonsentrasjonen i skjell ikke pavirkes av akutt stress.
Det ma understrekes at denne korrelasjonen kan ha blitt maskert av forstyrrelser i perioden far
forsgksstart pa grunn av byggearbeid naeromradet. Kortisolanalyser av slim og skjell kan vere
gode alternativ for a studere stress hos fisk. Men det ma likevel stilles sparsmal ved om disse
metodene er mindre invaderende enn en blodprave, siden innhenting av slim og skjell vil
pavirke fiskens velferd. Det trengs mer forskning pa konsekvensene av fjerning av slim og

skjell, og rasjonalisering av selve ekstraksjonsmetoden fgr disse metodene eventuelt tas i bruk.



Summary

The discussion of animal and fish welfare has received increased attention from both producers
and consumers. Good fish welfare is essential to achieve good fish health and low mortality and
is also important for ethical and quality reasons. Stress has proven to be a challenge to the
welfare of farmed fish. Plasma cortisol, the end product of the hypothalamic-pituitary-interrenal
(HPI) axis, is the most commonly used method for assessing stress in fish. This method is
invasive, and cortisol can be analysed in a less invasive way through mucus and scales.
Analyses of cortisol in mucus have proven to be a good indicator of acute stress. In addition,
interest in studying chronic increase in cortisol is growing, and fish scales have recently been
used to look at chronic stress. To make use of these new methods, it is important that they give
similar evidence of the stress response as with the current methods. The aim of this thesis is to
take a closer look at so-called non-invasive measurement methods for the stress hormone
cortisol (mucus and scales), and compare these with the established method, plasma cortisol.
78 Atlantic salmon smolts (Salmo salar) were used during the experiment. The train was
conducted for one week, and sampling of unstressed fish (pre-stress, control) was performed
prior to the start of the trail. The fish was subjected to crowding and 90 seconds of air exposure
by emptying the tank of water. The total time from start emptying to air exposure was
completed, was 15 minutes and 30 seconds. Then the fish was loaded and transported to the
next test hall. The loading took two minutes and the transport time was seven minutes. The fish
were then distributed in isolated tanks for sampling after 0, 0,5, 1, 2, 3, 4, 6, 12, 24, 48, 168
hours. The cortisol level was measured in the fish's blood plasma, mucus, and scales. The
results of the study showed a correlation (0,562, p<0,001) between cortisol in plasma and
mucus, indicating that mucus can be used as a measurement method instead of plasma cortisol
with some reservations. The effect of cortisol in mucus seems to have a delay compared to
plasma cortisol, and the response and sensitivity are approx. 10% of plasma cortisol. No
significant correlation was observed between plasma cortisol and cortisol in scales. It seems
that cortisol concentrations in scales are not affected by acute stress. It should be emphasized
that this correlation may have been masked by disturbances in the period prior to the experiment
due to construction work in the surrounding area. Cortisol analyses of mucus and scales may
be good alternatives for studying stress in fish. However, it should be questioned if these
methods are less invasive than a blood test, since obtaining mucus and scales will influence the
fish's welfare. Therefore, more research is needed on the consequences of removing mucus and

scales and rationalizing the extraction method itself before these methods are possibly applied.



1 Introduksjon

1.1 Dyrevelferd

Fiskeri og havbruksneringen er i dag viktige kilder til nering og inntekt for store deler av
verdens befolkning. Norge er i dag den starste produsenten av laks i verden, og verdiskapningen
i havbruksnaeringen er mangedoblet siden starten. Antall tonn produsert laks har gkt fra under
400 000 tonn 11998 til over 1,28 millioner tonn i 2018 (figur 1). | Norge har man store naturgitte
fortrinn for havbruksproduksjon, og visjonen for denne naringen er stor (Nerings- og
Fiskeridepartementet, 2015). Det er estimert et potensial for femdobling av produksjonen av
laks og grret innen 2050, sammenliknet med 2010 (Nerings- og Fiskeridepartementet, 2015;
Olafsen et al., 2012). For a kunne gjennomfgre denne produksjonsgkningen er det viktig at
fiskens velferd blir opprettholdt. Helt siden mennesker begynte med dyrehold har dyrevelferd
veert et tema, og det er ikke mange ar siden fisk ble en del av denne diskusjonen (Damsgard et
al., 2006). Diskusjonen rundt dyre- og fiskevelferd har i senere tid fatt gkt oppmerksomhet fra
bade produsenter og forbrukere (Iversen & Eliassen, 2012; Poli et al., 2005). God velferd hos
oppdrettsfisk er viktig av bade etiske og kvalitetsmessige grunner. Gode levekar og en falelse
av velveere i kropp og sinn er ofte nevnt nar man snakker om dyrevelferd. God dyrevelferd er &
sgrge for at dyrene blir behandlet godt, og at de har en god opplevelse av livet (Noble et al.,
2018).
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Figur 1. Solgt mengde og farstehandsverdi av laks fra 1998 til 2018. Hentet fra Statistisk sentralbyra (2019)



Det har vist seg vanskelig & bli enig om en felles definisjon pa dyrevelferd. En av grunnene til
dette er at definisjonen har blitt brukt pa forskjellige mater av personer med ulik yrkesbakgrunn
(Huntingford & Kadri, 2008). Det er flere som har forsgkt a lage en felles definisjon og
forstaelse av hva dyrevelferd inneberer. Fraser et al. (1997) brukte de tre starste vitenskapelige
filosofiene for & belyse temaet. Han konkluderte med at dyr har god velferd nar dyret far leve
et naturlig liv slik det ville gjort i det fri (gkofilosofi). I tillegg skal dyret ikke utsettes for
negative erfaringer som smerte, frykt og sult, samtidig som de har tilgang pa positive erfaringer
som kontakt med dyr fra samme art (moral og etikk). Dyrene skal ogsa fungere best mulig i

henhold til biologi, fysiologi og atferd (naturfilosofi).

For a gjere definisjonen av dyrevelferd mer praktisk og lettere a forholde seg til, kom Mellor
og Stafford (2001) med en mer hensiktsmessig tilneerming for hvordan man kan skille mellom
god og darlig dyrevelferd i aktivt dyrehushold. Disse kalles «de fem frihetsgrader». For & oppna
best tenkelig velferd skal dyr veere fri fra 1) sult og terst; 2) miljgforandringer som gir skade;
3) sykdom og skade; 4) atferdsrestriksjoner som for eksempel plassmangel; og 5) mentallidelse.
Mentallidelse bestar av angst, frykt og kjedsomhet i tillegg til sykdom, smerte, sult og terst.
Hvis ikke de fire farste punktene er akseptable vil det pavirke den mentale «helsen» negativt
(Mellor & Stafford, 2001).

Huntingford og Kadri (2008) konkluderte med at dyrene hadde god velferd nar 1) dyret kan
tilpasse seg miljget og har god helse, med funksjonelle biologiske systemer; 2) dyret lever et
naturlig liv med muligheten til a uttrykke sin adferd slik de ville gjort i de fri; og 3) dyret skal
ikke utsettes for negative opplevelser som smerte, frykt og sult, og det skal ha tilgang pa positive
opplevelser som sosiale interaksjoner. Bade Fraser et al. (1997), Huntingford og Kadri (2008)
og Mellor og Stafford (2001) har veert med pa & forme lovverket og den praktiske reguleringen
rundt dyrevelferd i mange land. Nar man inkluderer fysiologiske funksjoner, falelser og levekar
i det samme konseptet, blir det komplisert og vanskelig a vite hvordan man kan vurdere og
dokumentere dyrevelferden. Noble et al. (2018) definerte derfor dyrevelferd som livskvaliteten
slik som dyret selv oppfatter det. Denne definisjonen forutsetter at fisken har en form for

bevissthet.



1.2 Bevissthet

Bevissthet betyr at man er klar over egne omgivelser, samt at man handler i forhold til disse.
For overlevelse og reproduksjon er fisken avhengig av sansene og av samhandling med sine
omgivelser (Noble et al., 2018). Fiskens bevissthet er fortsatt et diskutert tema som det er mange
forskjellige meninger rundt. | en sammenfatning av Rose (2002) konkluderes det med at fisk
ikke er i stand til & oppfatte smerte. Rose (2002) definerte smerte ut fra hjernens struktur, og
mente at hvis et dyr skal fale smerte, ma det ha den ngdvendige hjernestrukturen, en neocotrex.
Neocortex i hjernen er en avgjerende del av menneskers grad av bevissthet. Siden fisk mangler
neocortex mener noen at fisken ikke kan fgle lidelse eller smerte, og heller ikke vil oppleve
frykt (Key, 2016; Rose, 2002).

Andre mener at dette argumentet ikke er godt nok da fiskens hjerne kan ha homologe
funksjoner. Broom (2016) konkluderte med at fiskens systemer for a fagle frykt og smerte har
flere likhetstrekk med denne egenskapen hos mennesker. Sneddon (2003) gjorde et forsgk hvor
det ble injisert eddiksyre i fiskens lepper, og ut fra dette ble konklusjonen at det er sannsynlig
at fisk opplever smerte. Braithwaite og Huntingford (2004) sa at fisk er mest sannsynlig bevisst
med tanke pa fiskens komplekse oppfersel. Det er vanskelig a beskrive fiskens kompliserte
atferd hvis fisk hadde veert helt ubevisst. A bevise om fisk er bevisste eller ikke er vanskelig,
og man far kanskje aldri muligheten til & oppleve hva fisk faktisk faler. P4 grunn av dette kan

man ikke anta at fisk er mindre bevisste enn andre dyr med hgyere form for uttrykningsevne.

1.3 Velferdsbehov

Som alle andre dyr har ogsa fisk velferdsbehov. | falge Noble et al. (2018) er velferdsbehov
behov som pavirker velferden negativt og gir negative falelser nar de ikke blir oppfylt eller
forverres (figur 2). Samtidig gir det dyret positive falelser nar velferdsbehovet blir oppfylt eller
forbedret. Stien et al. (2013) satte opp en semantisk modell for total velferdsvurdering av
Atlantisk laks i akvakultur. Modellen kalles SWIM 1.0 og er designet for at personer som jobber
i neringen skal kunne gjere en formell og standardisert vurdering av fiskevelferd ved hjelp av
utvalgte velferdsindikatorer. Velferdsbehovene er delt i to grupper: fysiske behov og
atferdsbehov. Fysiske behov omhandler respirasjon, vannkvalitet, osmotisk balanse, ernaring,
helse, termisk regulering og atferdskontroll. Atferdsbehovene tar for seg foring, trygghet,

beskyttelse, sosial kontakt, utforskning, fysisk aktivitet, hvile, seksuell atferd og kroppspleie.
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Figur 2. Velferdsbehov hos laks kan grovt kategoriseres i ressurser som ma vere tilgjengelig, egnet vannmiljg,
god helse og atferdsmessig frihet. Graden av oppfyllelse av disse behovene pavirker laksens mentale tilstand og

dermed deres velferdsstatus som enkeltindivider (Noble et al., 2018)

Noen velferdsbehov ma oppfylles for at fisken skal overleve, mens andre er ikke avgjgrende
for at fisken skal kunne leve. Respirasjon er et eksempel pa velferdsbehov som ma vere oppfylt,
mens utforskning ikke er et ngdvendig behov for overlevelse, men det kan fortsatt fare til
redusert velferd hvis kravet ikke kan oppfylles. Man kan diskutere om oppfyllelse av de
grunnleggende velferdsbehovene er nok for & konkludere med at velferden er god. Mesteparten
av forskningen er gjort pa husdyr, hvor man har fokusert pa fravearet av lidelse. Duncan (2005)
konkluderte med at velferd kunne vere mer enn dette, og foreslo at man burde inkludere

tilstedeveerelse av glede i tillegg til fraveeret av lidelse i diskusjonen om velferdsbegrepet.

1.4 Velferdsindikatorer

For & kunne vurdere om fiskens velferdsbehov er oppfylt, benytter man ofte velferdsindikatorer
(VI). Velferdsindikatorer kan vaere basert pa direkte observasjoner av dyrenes tilstand og atferd,
eller indirekte indikatorer basert pa hvilke miljg og ressurser dyrene eksponeres for (Duncan,

2005; Stien et al., 2013). Velferdsindikatorer deles inn i miljgbaserte og dyrebaserte indikatorer.



De dyrebaserte indikatorene blir videre fordelt i gruppebaserte VI-er og individbaserte VI-er.
Ved & benytte disse indikatorene kan man fa en viss anelse om hvor godt fiskens ulike
velferdsbehov er oppfylt, og man kan dermed vurdere fiskens opplevelse av velferd (Noble et
al., 2018). Miljgbaserte velferdsindikatorer er en indirekte VI da det ikke beskriver dyrets
tilstand, men miljget rundt. Endringer i miljget kan i stor grad pavirke fiskens velferd.
Temperatur, oksygenmetning og pH er eksempler pa miljgbaserte Vl-er. Siden redusert velferd
ofte kan ha bakgrunn i darlig miljg, vil kontroll over disse indikatorene veere viktig for a forutse
eventuelle velferdsproblemer for de sees pa atferden eller tilstanden til dyret (Noble et al.,
2018).

Dyrebaserte velferdsindikatorer baserer seg pa dyrenes egenskaper som indikerer hvor godt en
eller flere velferdsbehov er oppfylt (Noble et al., 2018). Her vil ofte tidligere
velferdsproblematikk komme til syne, og eksempler pa dette kan veere redusert
kondisjonsfaktor, darlig vekst og sykdom. Fiskens adferd er en mye brukt indikator. Her ser
man blant annet pa svemmeaktivitet, visning og orientering av finnene, gjellelokkrate, hvordan
fisken posisjonerer seg i vannet og hvordan fisken reagerer pa tiloudet av mat (Noble et al.,
2018). Dadelighetsrate er kanskje den mest brukte indikatoren pa velferd i praksis. Det er farst
de senere arene velferd og dedelighet har blitt satt opp mot hverandre. Ellis et al. (2012a) skrev
en rapport med hensikt a fa flere til & se pd sammenhengen mellom dgdelighet og velferd. Han
papeker at dedelighetet ikke indikerer stammen til velferdsproblemet, men at hgy eller gkende

dadelighet er et tegn pa et velferdsproblem i karet eller merden fisken star i.

Selv om mange miljg- og dyrebaserte indikatorer kan brukes til 3 se nzermere pa velferd, er det
ikke alle indikatorene som er like enkle & male pa lokaliteten (Noble et al., 2012a). VI-er som
brukes i den daglige driften kalles operative velferdsindikatorer (OVI). OVI-er er definert som
indikatorer som gir en gyldig refleksjon av velferd, er repeterbare og sammenlignbare, og er
rimelige og enkle & male (Noble et al., 2012a). Eksempler pa OVI-er inkluderer dedelighet,
skader pa finner og vekst. Disse er praktisk for oppdrettere a bruke, og registrere i den daglige
driften av et anlegg. Noen VI-er ma analyseres pa et laboratorium, disse kalles derfor for
laboratoriebaserte velferdsindikatorer (LABVI). Eksempel pa disse er Kkortisolanalyser,
histopatologi og osmolalitet. Disse analysene gir oppdretter en god indikator pa
velferdsstatusen til fisken (Noble et al., 2018). Hverken OVI-er eller LABVI-er kan alene gi
tilstrekkelig dokumentasjon av fiskevelferden, og man bruker derfor en kombinasjon av disse

for & fa et sa ngyaktig bilde av fiskevelferden som mulig. Hensikten med & bruke disse er a



tidlig kunne gjenkjenne tegn pa forverret velferd, slik at man kan ta kontroll over situasjonen i
en tidlig fase (Noble et al., 2018).

1.5 Stress

| dagens akvakulturindustri gar fisk gjennom flere stressfulle prosesser i lgpet av
produksjonssyklusen. Begrepet stress blir brukt i forskjellige kontekster. Nar man snakker om
fisk, er fokuset som regel pa akutt fysiologisk stress og de hormonelle og biokjemiske
reaksjonene som oppstar nar fisk blir eksponert for en fysisk, kjemisk eller biologisk stressor
(Boxaspen et al., 2005). Stress er definert som en tilstand hvor den dynamiske likevekten til en
organisme, som kalles homeostase, blir truet eller forstyrret som et resultat av indre eller ytre
stimuli, vanlig definert som stressorer (Wendelaar Bonga, 1997). Schreck (2010) mente at en
bredere definisjon av stress var mer passende: «Stress er den fysiologiske kaskaden av hendelser
som oppstar nar organismen forsgker & motsta dgden eller gjenopprette homeostase i mgte med
en trussel». Homeostase er justeringer som gjgres for & opprettholde den fysiologiske
likevekten til en organisme (Wendelaar Bonga, 2011). Stressresponsen anses som en adaptiv
mekanisme som lar fisken handtere opplevde eller reelle stressorer, slik at den homeostatiske
tilstanden kan opprettholdes (Barton, 2002).

Stressresponsen hos fisk er komplisert. For & gjare denne responsen enklere a forsta, er den ofte
delt inn i akutt og kronisk stress. Forskjellen mellom akutt og kronisk stress er imidlertid uklar
(Schreck, 2010). Det er fordi stressorer ofte oppleves pa samme tid, og stressresponsen er
forskjellig for hvert individ (Iversen, 2013). Nar man snakker om akutt stress, er utskillelsen av
stresshormoner mest diskutert. Stresshormoner bidrar til frys, flukt eller kjemp («freeze, flight
and fight»)-reaksjonen hos dyr, som er viktig for dyrets overlevelse (Boxaspen et al., 2005).
Nar et dyr blir utsatt for stress over lengre tid, kan det bli kronisk stresset. Denne type stress
har vist en hemmende effekt pa immunforsvaret hos flere fiskeslag, og det er en utlgsende faktor
for flere sykdommer. Derfor vil kronisk stress vaere en stor utfordring for liv og helse over tid
(Lillehaug et al., 1999).
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Figur 3. Kjemiske, fysiske og psykiske stressorer pavirker fiskens fysiologiske responser. De fysiologiske
responsene er fordelt i primer-, sekundzr-, og tertiger stressrespons. Figuren er omtegnet fra Barton (2002) og
Iversen (2013)

Stressresponsen er delt i tre deler: primaer-. sekundaer-, og tertiger stressrespons som vist i figur
3. Den primere stressresponsen farer til utskillelsen av primere stresshormoner (Wendelaar
Bonga, 2011). | tillegg til de primere stresshormonene (adrenalin og noradrenalin) farer ogsa
den primeere stressresponsen til aktivering av HPI-aksen som gker produksjonen av kortisol
(Barton, 2002; Wendelaar Bonga, 2011). Denne responsen forer til den sekundeare
stressresponsen som gir metabolske forandringer som gkt konsentrasjon av glukose og laktat i
blodet, gkning av hjertets ytelse og gkt oksygenopptak (Barton, 2002; Wendelaar Bonga, 1997).
Den tertiere stressresponsen pavirker dyrets ytelsesegenskaper, blant annet reproduksjon,
vekst, svemmekapasitet og sykdomsmotstand (Barton, 2002; Wendelaar Bonga, 1997).

Fisk og andre dyr har to typer endokrine stressresponser. Den fgrste responsen er den
adrenergiske responsen som resulterer i gkte plasmakonsentrasjoner av adrenalin og
noradrenalin (Sumpter, 1997; Wendelaar Bonga, 2011). Den andre responsen er den
hypotalamus-hypofyse-interrenale (HPI) responsen. Denne responsen fgrer til gkte

konsentrasjoner av plasmakortisol (Wendelaar Bonga, 2011).



1.6 Sammenhengen mellom kortisol og fiskevelferd

@kning i plasmakortisol er den mest brukte stressindikatoren hos fisk (Barton, 2002; Ellis et
al., 2012b; Mommsen et al., 1999). Syntese og frigjering av kortisol har en forsinkelsestid pa
flere minutter (Barton, 2002), og toppnivaet kan ta en til to timer & na (Wendelaar Bonga, 1997,
2011). Pa grunn av dette er det mulig & male basalnivaene (hvilenivaene), som hos salmonider
er lavt (5 ng/ml=13,8 nM) (Pickering & Pottinger, 1989; Wendelaar Bonga, 1997). Kortisol har
blant annet blitt mye benyttet fordi prave- og analysemetodene er bade enkle og ngyaktige. |
tillegg vil kortisolproduksjonen hos fisk respondere pa en lang rekke hendelser og forhold som
forventes a veere stressfaktorer (Ellis et al., 2012b). Dette betyr at man kan bruke plasmakortisol
til & undersgke forskjellige typer stressorer, bade stressorer med liten og stor pavirkning pa
individet. For & analysere kortisol kan man bruke radioimmunoassay (RIA), enzyme-linked

immunosorbentassay (ELISA) eller enzyme immunoassay (EIA) (Ellis et al., 2012b).

Kortisol er ikke det eneste hormonet knyttet til stress. Katekolaminene (CA) adrenalin og
noradrenalin blir frigjort fra kromaffinceller. CA far signaler fra nervekretslgpet og responsen
er derfor hurtig. Dette gjer det vanskelig & male basalnivaer da selve pravetakingen vil veere
med pa a gke konsentrasjonen av CA i blodet (Ellis et al., 2012b). Derfor er ikke CA egnet som
en malbar indikator pa stress. Det finnes flere mulige metoder for & vurdere HPI-aksens
aktivering hos fisk. For & male prosesser som forekommer i hjernen vil det veert ideelt & male
indikatorer i selve hjernen som kortikotopinfrigjerende faktor (CRF) eller sa naer opprinnelsen
til den hormonelle kaskaden som mulig som adrenokortikotropt hormon (ACTH) (Ellis et al.,
2012b). 1 likhet med CA, har det vist seg vanskelig @ male CRF og ACTH pa grunn av den
hurtige responsen, noe som gjgr at man sjeldent benytter seg av disse nar man skal analysere

stresspavirkningen.

1.7 Stressresponser

Stress farer til to endokrine responser: 1. Hjerne-sympatisk-kromaffincelle-aksen (BSC) som
ogsa kalles den adrenergiske responsen, og 2. hypotalamus-hypofyse-interrenal-aksen (HPI).
BSC-aksen farer til gkte konsentrasjoner av epinefrin og norepinefrin i blodplasma, mens
HPI-aksen farer til gkte konsentrasjoner av kortisol (Wendelaar Bonga, 2011). En skjematisk

oversikt over disse aksene er vist i figur 4.



Hjerne

Hjernestamme Hypotalamus —
DA AVT CRF TRH
| LIN]
Det sympatiske Hypofysen |
neersysptemet ‘
ACTH MSH
l y
Kromaffinceller HOdenyre Interrenalceller
Epinefrin Norepinefrin Kortisol
1t Minuttvolum Glukoneogenesen 1
1 Blodstrgm gjeller Matinntak |
1 Hemaglobin-02 affinitet Vekst |
1 Glykogenlager Reproduksjon |}
1 Plasmaglukose Immunfunksjoner §
1 Lokomotorisk aktivitet Muskelproteiner |}
1 Hydromineralbalanse Hydromineral balanse 1

Figur 4. Diagram av hjerne-sympatisk-kromaffincelle-aksen (BSC) og hypotalamus-hypofyse-interrenal-aksen
(HPI) som viser de viktigste naurohormonale og hormonelle budbringerne som er involvert i organismens
stressrespons, og effekter av de viktigste budbringerne av aksene: epinefrin og kortisol. Pil som peker opp:

stimulering; pil som peker ned: hemmere. AVT = arginin vasotoksin, DA = dopamin. Omtegnet fra Wendelaar

Bonga (2011).

1.7.1 Den adrenergiske responsen

Den adrenergiske responsen hos fisk forarsaker en gkt konsentrasjon av katekolaminer (CA),
hovedsakelig en gkning i adrenalin og noradrenalin (Sumpter, 1997). Disse kalles ogsa primaere
stresshormoner og er en del av den primaere stressresponsen (Wendelaar Bonga, 2011). Nar fisk
blir utsatt for en stressende situasjon, settes den fysiologiske stressresponsen i gang av det
sympatiske nervesystemet. CA blir produsert og frigjort fra kromaffincellene, som i hovedsak
er lokalisert i fremre del av nyrene (Wendelaar Bonga, 2011). Fa sekunder etter en
konfrontasjon av en akutt stressor gker katekolaminene i blodet. P4 grunn av katekolaminenes
hurtige respons og korte biologiske halveringstid, er det ikke mulig & benytte seg av CA som

en indikator pa den primare stressresponsen.

1.7.2 HPI-aksen

HPI-aksen er en kaskade av hormoner med kortisol som det endelige sluttpunkt (Sumpter, 1997;
Wendelaar Bonga, 2011). Denne aksen er svart kompleks, og til dels lite forstatt. Det farste
hormonet i denne kaskaden er kortikotopinfrigjerende hormon (CRH), ogsa Kkalt

kortikotropinfrigjerende faktor (CRF) som er et peptid pa 41 aminosyrer produsert av nevroner



fra de preoptiske Kkjerner (nucleus preopticus;NPO) i hypotalamus (Bernier et al., 2009;
Sumpter, 1997; Wendelaar Bonga, 2011). Neuronene som skiller ut CRH er viktig i
stressresponsen, da de i tillegg til & pavirke kortisolkonsentrasjonen gjennom HPI-aksen,
modererer de ogsa frigjgrelsen av CA-er fra det sympatiske nervesystemet (Sumpter, 1997). |
tillegg til CRF er CRF-bindende protein (CRFBP) og CRF-reseptorer (CRFR1 og R2) involvert
I reguleringen av stressresponsen (Alsop & Aluru, 2011) (figur 5).

Hos fisk stimulerer CRH de kortikotropiske celler i den fremre delen av hypofysen til & utskille
peptidhormonet adrenokortikotropin (ACTH) (Halse, 2018; Sumpter, 1997; Wendelaar Bonga,
2011). I den fremre hypofysen binder CRH seg til CRF-reseptorene (R1 og R2) i membraner
til kortikotropiske celler. Dette er G-proteinkoblede reseptorer, og aktivering stimulerer cAMP
signalveien og frigjering av adrenokortikotropisk hormon (ACTH) til sirkulasjonen (Alsop &
Aluru, 2011). CRH ligner pa urotensin | (Ul) som ogsa stimulerer ACTH-sekresjon hos fisk
(Bernier et al., 2009). 1 tillegg til CRH og Ul har arginin vasotocin (AVT), isotocin,
angiotensiner | og 11, og thyrotropinfrigjgrende hormon (TRH) vist seg a stimulere frigjeringen
av ACTH (Fryer, 1989). I tillegg kan melaninkonsentrerende hormon (MCH) og dopamin (DA)
ha en hemmende effekt pa sekresjonen av ACTH. ACTH skilles ut fra celler i den distale delen
av hypofysen (Wendelaar Bonga, 2011). | de CRH-produserende cellene produseres ogsa

arginin vasotocin som potenserer CRF-stimulering av ACTH-celler (Wendelaar Bonga, 2011)
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__________________ Cortisol é GR- og MR-medierte effekter

Figur 5. En oversikt over hovedfaktorene som pavirker HP1-aksens aktivitet. Grgnn pil = stimulerende effekt,
rad pil = hemmende effekt, Stiplete piler = negativ feedback. CRF= kortikotropinfrigjgrende faktor,
Ul=urotensin I, TRH=tyrotropinfrigjerende hormon, AVT=arginin, IST=isotoksin, Ang ll=angiotensin II,
DA=dopamin, MCH=melaninkonsentrerende hormon, MCR=melaninkortionreseptorer,
GR=glukokortikoidreseptorer, MR=mineralkortikoidreseptorer, og RPD=rotral pars distalis. Fra Bernier et al.
(2009) og Iversen (2013).

ACTH er et proteinhormon som dannes i Rostral Pars Distalis (RPD) i den fremre hypofysen
(Iversen, 2013). ACTH har en sentral rolle i kontrollen av sekresjon av kortikosteroider fra
interrenalvevet. Inkludert ACTH er det mange andre peptider som ser ut til & kunne pavirke

interrenal sekresjon av kortisol i fisk (Sumpter, 1997).

Hos fisk er ACTHSs rolle a regulere steroidogenesen i interrenale celler i hodenyren (Wendelaar
Bonga, 1997, 2011). ACTH dannes fra prohormonet proopiomelancortin (POMS) som er delt
inn i tre grupper: adrenocoricotropic hormon (ACTH), endorfinlignende og MSH-lignende
produkter (Iversen, 2013). ACTH er den minste med en enkel linezr kjede pa 39 aminosyrer
(Iversen, 2013). ACTH er hovedproduktet av POMS i de kortikotropiske cellene, og det farste
malet til POMS-avledede peptider er a binde seg til og aktivere G-proteinkoblet
melanocortinreseproter (MCR) (Alsop & Aluru, 2011; Bernier et al., 2009). MCR-reseptorene
er en del av en familie som bestar av syv transmembrane G-proteinkoblede reseptorer som
stimulerer  adenylatsyklase og syklisk adenosinmonofosfat (CAMP)  sekundert
budbringersystem. Fem MCR-reseptorer er identifisert i flere fiskearter, og ACTH er essensiell
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for denne reaksjonen da det spesielt binder seg til melanocortin-2-reseptorer (MC2R) som er
lokalisert i malvevet (Alsop & Aluru, 2011; Bernier et al., 2009). Aktiveringen av
adenylatsyklase og cCAMP-avhengige signalveier som proteinkinase A stimulerer syntesen av
kortisol (Alsop & Aluru, 2011)

En gkning av ACTH er det primare signalet som driver syntese og sekresjon av kortisol fra
interrenalcellene i hodenyren hos teleoster (Wendelaar Bonga, 2011). Interrenalcellene er
plassert ved hodenyren, for det meste langs de bakre kardinalene og dens grener (Iversen, 2013;
Mommsen et al., 1999). | interrenalcellene er det forste trinnet i steroidogenesen transport av
kolesterol fra den ytre til den indre mitokondriemembranen (Alsop & Aluru, 2011; Mommsen
et al., 1999). Som for alle steroider, er kolesterol forlgperen til kortisol (Miller, 1988). Det
steroidogene akutte regulatoriske proteinet (StAR) er med pa a transportere kolesterol over
mitokonriemembranen, hvor en serie av ulike cytokrom P450 enzymer omdanner kolesterol til
pregnenolone, og deretter videre til kortisol (Alsop & Aluru, 2011; Hagen et al., 2006; Iversen,
2013; Mommsen et al., 1999). Fra de interrenale cellene vil kortisol diffundere ut i blodbanen.
Kortisol er et lipidlgselig steroidhormon (Ellis et al., 2012b), og er derfor avhengig av
transportproteiner for a fraktes til malcellene gjennom blodbanen. Pa grunn av kortisols lipofile
natur, antas inntreden i celler a skje ved passiv diffusjon (Mommsen et al., 1999). Hos fisk har
man ikke klart & identifisere et spesifikt kortisolbindende protein, men hos pattedyr er det

kortikosteroidbindende globulin (CBG) som binder seg til kortisol (Mommsen et al., 1999).

De viktigste funksjonene til kortisol er a overfare energien til de delene av kroppen som trengs
for & overleve. Dermed vil det bli mindre energi til vekst, reproduksjon og immunfunkjsoner
(Wendelaar Bonga, 1997, 2011). Gijeller, tarm og lever er viktige mal for kortisol i fisk, og
disse organene reflekterer de to viktigste funksjonene til kortisol: 1) som en
glukokortikoidfunksjon ~ som  pavirker metabolisme og vekst; og 2) som
mineralkortikoidfunksjon som regulerer den hydrominerale balansen (Wendelaar Bonga,
1997). | vertebrater er disse funksjonene styrt av glukokortikoidet kortisol og
mineralkortikoidet aldosteron. Hos fisk fungerer kortisol som bade glukokortikoid og
mineralkortikoid. Malet til kortisol er dermed glukokortikoidreseptorer (GR) og
mineralkortikoidreseptorer (MR). GR er blant annet identifisert i lever, gjeller, tarm, nyre,
hjerte, gonader, skjelettmuskulatur og milt. I tillegg er bade GR og MR identifisert flere plasser
I hjernen (Bernier et al., 2009; Mommsen et al., 1999).
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Figur 6. Viser en forenklet figur av HP1-aksen, hormonene som pavirker utskillelsen av kortisol og negativ
feedback (Bernier et al., 2009).

Selvregulering, eller feedback kan veare bade positivt og negativt. Negativ feedback er
hemmende og spiller en stor rolle i levende organismer. Hypofysens regulering av hormoner er
ett eksempel. Nar et hormon gker til en viss konsentrasjon vil hypofysen bli pavirket til og
stoppe produksjonen av dette hormonet (Hauge, 2018). Negativ feedback fra HP1-aksen er vist
i figur 6. Gjennom Negativ feedback i hvert niva i HPI-aksen, modulerer kortisol ogsa
stressresponsen (Bernier et al., 2004; Sumpter, 1997). Mekanismene bak denne reguleringen er
uklare og ikke godt forstatt (Bernier et al., 2009). For at fisken skal kunne opprettholde

homeostase er negativ feedback viktig.

1.8 Malemetoder for kortisol hos fisk

1.8.1 Blod

| praksis er forskjellige blodparametere som plasmakortisol de mest brukte metodene for a
vurdere stress hos fisk (Ellis et al., 2012b; Wendelaar Bonga, 1997). For & male plasmakortisol
blir det tatt en blodpragve av fisken. En blodprave er en invaderende prgvemetode. Denne type
pravetaking er stressende for fisken da den inkluderer trenging, having og blodprave. Stikket
farer til gkt sannsynlighet for at fisken kan fa infeksjoner, som ogsa gir en gkt stressrespons
(De Mercado et al., 2018). Blodpravetaking av fisk er invaderende, og kan pavirke

stressresponsen negativt. Blodprgver for & male plasmakortisol blir sett pa som «den gyllene
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standard», og med bruk av riktig bedgvelse er det den pravemetoden som gir de mest ngyaktige
resultatene (lversen et al., 2003). Stresset som felge av blodprevetaking kan begrenses ved bruk
av mindre invaderende metoder som vannprever, prgver av avfering, urin, slim eller skjell
(Bertotto et al., 2010; Carbajal, 2018; Ellis et al., 2013) (figur 7). Disse metodene regnes ikke
som invaderende, men de kan veere potensielle stressorer pa grunn av forstyrrelser og
handtering (Ellis et al., 2013)

1. Blodprgver

2. Slimprgver

6. Vannprgver
(Prove frakar eller fra felt)

3. Skjellprgver

4., Urinprgver

5. Fecesprgver

Invanderende Ikke invanderende, men patrengende Ikke invanderendeeller patrengende

Figur 7. Oversikt over metoder for & overvake steroider hos fisk. Fornyet fra Ellis et al. (2013)

1.8.2 Slim/mukus

Fiskens slim er det forste ytre forsvaret, og fungerer som en dynamisk og semipermeabel
barriere som beskytter mot endringer i miljg (figur 8). Samtidig er slimet viktig for fiskens
osmoregulering, respirasjon og immunforsvar (Esteban, 2012; Shephard, 1994). Epidermalt
slim fungerer ogsa som et depot for molekylere komponenter som Kortikosteroider og
kjgnnssteroider (Barkowski & Haukenes, 2014; Guardiola et al., 2016). Steroidhormoner som
kortisol er lipofile, og vil trolig diffundere fra blod til slim. (Bertotto et al., 2010). Dette gjar
det mulig & male kortisolkonsentrasjonen i slimet. Siden produksjonen av slim sannsynligvis er
kontinuerlig, vil trolig steroidkonsentrasjonen representere naverdier istedenfor opphopning av
steroider over tid (Ellis et al., 2013).

De siste arene har det blitt starre oppmerksomhet rundt hvordan man kan male kortisol pa
mindre invaderende mater (Cao et al., 2017; Ellis et al., 2004; Ellis et al., 2013; Kersey &

14



Dehnhard, 2014). Det har blitt sett naermere pa feces, vannpraver, vevspraver og prever av hel
kropp. Kortisolanalyser av fiskens slim har fatt ekstra oppmerksomhet siden prgvemetoden er
mindre invaderende sammenliknet med andre metoder (De Mercado et al., 2018; Guardiola et
al., 2016; Simontacchi et al., 2008). Til na har innholdet av kortisol i slim blant annet blitt testet
etter bruk av stressorer som transport, akutt hypoksi, trenging og forskjellige typer bedgvelse
(Bertotto et al., 2010; De Mercado et al., 2018; Guardiola et al., 2016).

i
Cifferensiering <9 e
mukusproduksjan )4 )

Skjell i skjell-lomme

Mukus
Stratum superficiale

Stratum Spinceum

Stratum Basale

Stratum lagum

Kellagen
Stratum compactum

Muskel

Figur 8. Skjematisk fremstilling av hudanatomi hos laksefisk. Til hgyre ser man navnene pa de ulike lagene som

bygger opp huden hos teleoster. Figur fra Takle et al. (2015)

1.8.3 Skjell

Glukokortikoidnivaene i plasma og slim hos fisk viser nivaene av kortisol i natid, og det
representerer ikke fiskens livstidseksponering for stress. Kronisk stress har fatt gkende
oppmerksomhet da det er interesse for & se neermere pa fiskens velferd gjennom livet. Fjsr hos
fugl (Bortolotti et al., 2008), og har hos pattedyr (Russell et al., 2012) blir brukt for &
dokumentere kronisk stress. Skjell er ogsa kalkede strukturer, og derfor anses de som gode
kandidater for & se naermere pa steroider over fiskens levetid (Sadoul & Geffroy, 2019). Kortisol
i skjell antas & gi et bilde av den totale hormonsekresjonen over tid, men det eksisterer lite
forskning pa dette omradet (Aerts et al., 2015). Hos fisk blir skjellene dannet sent i ontogenesen
(Sire & Akimenko, 2004), og hos teleoster er vekst og mineralisering kontinuerlig
(Schonbdrner et al., 1979). Dermed oppfyller de kravene om at de skal ha sakte og kontinuerlig
vekst (Aerts et al., 2015). | tillegg til dette kan skjell egne seg bra, da pravemetodene er enkle
og fiskens skjell vil vokse fort tilbake (Sadoul & Geffroy, 2019).

15



1.9 Hensikten med undersgkelsen
I denne undersgkelsen gnsket en & undersgke sakalte ikke-invaderende (slim og skjell)
malemetoder for stresshormonet kortisol, og sammenlikne det med den etablerte metoden;
plasmakortisol. En gnsker ogsa a fa svar pa felgene spersmal:
1. Er de ikke-invaderende malemetodene for kortisol gode alternativ for plasmakortisol i
forhold til velferd og malbarhet?
2. Kan disse ikke-invaderende malemetodene brukes til & dokumentere akutt og kronisk
stress?
3. Hvordan er sammenhengen mellom plasmakortisol og de ulike ikke-invaderende

méalemetodene?
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2 Material og metode

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

78 Atlantiske laksesmolt (Salmo salar) ble benyttet under forsgket. Fisken var sjgvannstilvent
(1-aring) ved forsgksstart, og hadde en gjennomsnittsvekt pa 544 + 258 g og en
gjennomsnittslengde pa 33,5 * 4,8 cm. Laksen var av stamme Salmobreed QTL-IPN, og ble
klekket 02.03.2018 hos Salten Smolt avdeling Breivik. Fra Salten Smolt ble fisken transportert
med brgnnbat til Mgrkvedbukta forsgksstasjon 08.05.2019. Fisken ble plassert i ett kar pa 1,5
m? hvor den sto frem til forsgksstart 18.11.2019 (250 individer i karet). Fisken fikk kontinuerlig
tilfarsel av sjgvann fra 50 m dyp med en stabil salinitet pa 33,5 %o. Vanntemperaturen var 7,8
+ 0,7 °C, og oksygennivaet var pa 85,1 + 6,1 % O, metning.

2.3 Forsgksoppsett
2.3.1 Pre-stress

For & kunne bestemme effekten av transport, sammentrenging og lufteksponering
(stressfaktorer) pa de primare stressresponsene ble det tatt blod-, skjell-, og slimpraver for
oppstart av forsgket (pre-stress) og 0, 0,5, 1, 2, 3, 4, 6, 12, 24, 48 og 168 timer etter at fisken

ble utsatt for stress. Pre-stressgruppen besto av 12 fisk.

2.3.2 Forsgket

Ved forsgksstart var 250 Atlantiske laks plassert i ett kar (1,5 m®). 12 fisk ble tilfeldig tatt ut
fra karet, og brukt som kontrollfisk far stress (pre-stress). Deretter ble 66 fisk utsatt for 90
sekunders lufteksponering for sa a bli fraktet i et transportkar til hall seks (transporttid 15 min).
Ved ankomst i hall seks ble seks fisk (0 t) bedgvd (5 ml/L metomidate), mens resten av fisken
ble fordelt i 10 kar & seks fisk per kar (0,5 m®). Karene var isolert for innsyn. Videre ble det tatt
praver av seks individer etter 0,5, 1, 2, 3, 4, 6, 12, 24, 48 og 168 timer etter pafarte stressorer
(lufteksponering, having og transport). Det ble tatt blod-, slim- og skjellpraver av
kontrollgruppen (pre-stress) og forsgksgruppene.
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2.3.3 Stressor

Stressgruppene ble utsatt for 90 sekunders lufteksponering og sammentrenging ved a tamme
karet for vann. Total tid fra start av nedtapping til lufteksponering var fullfgrt var 15 minutter
og 30 sekunder. Deretter ble 66 fisk havet over i et transportkar og transportert til neste
forsgkshall. Lastingen til transportkar tok to minutter, og transporttiden var pa syv minutter
(figur 9). Fra transportkaret ble seks og seks fisk havet over i batter og deretter fordelt i 10 kar

pa 0,5 me. Stressgruppene ble kun utsatt for stress en gang i lgpet av forsgket.

Figur 9. Stressor med 90 sekunders lufteksponering og sammentrenging. Total varighet pa stressor var 15
minutter og 30 sekunder. Fisken ble deretter havet og flyttet til en annen forsgkshall. Transporttid 7 minutter.

Foto: Martin H. Iversen

2.3.4 Prgveuttak

Totalt 78 Atlantiske laks ble brukt i forsgket. Tolv kontrollfisk (pre-stress) ble havet fra karet
og bedgvet i en bgtte med 5 mg/L metomidate. Metomidate har i tidligere forsgk vist seg &
blokkere gkning i plasmakortisol etter inntradt anestesi (Iversen et al., 2003). Fisken ble avlivet
med et slag mot hodet, vekt og lengde ble malt. Blodprgve ble tatt fra kaudalarekomplekset
med en 0,6 x 25 mm heparinisert sprgyte (1 ml), og fylt i et Eppendorfrar (VWR, Norge) pa
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1,5 ml. Blodet ble deretter sentrifugert pa 5000 rpm (Heraeus Fresco 21, Thermo, Tyskland) i
fem minutter. Blodplasma ble pipettert ut og overfart i nye Eppendorfrer pa 1,5 ml. Blodplasma

ble oppbevart i fryser ved -40°C i pavente av analyser.

Slim ble samlet og analysert med metodene beskrevet av Carbajal et al. (2019) og Guardiola et
al. (2016) med falgende endringer. Slim ble samlet ved a forsiktig skrape den laterale delen av
hvert individ med et objektglass. Slimet ble oppbevart i et kryorgr (VWR, Norge) og plassert i
flytende nitrogen. Prgven ble plassert i fryser ved -80 °C i pavente av analyser. Fegr analyse, ble
prgvene tint pa is, vortekset i fem minutter og sentrifugert pa 2000 x g (Heraeus Fresco 21,
Thermo, Tyskland) i 10 minutter ved 4 °C. Supernatanten ble pipettert ut og oppbevart i et

Eppendorfrar i pavente av kortisolanalyser (se beskrivelse av kortisolanalyser, 2.4).

Prgvetakingen og analysene av skjell ble gjort i henhold til metoden beskrevet i Carbajal et al.
(2018). Skjell ble skrapet fra den dorso-laterale siden ved hjelp av et objektglass, og overfart
til et Eppendorfrer (VWR, Norge) pa 1.5 ml (Figur 10). Prgvene ble oppbevart i fryser ved -
40°C til videre analyser. Pragvene ble tint pa is, 300 mg skijell ble overfart til et 50 ml Corning
sentrifugeringsrar (VWR, Norge) og vasket med 3 ml 2-propanol. Prgven ble sa vortekset i to
og et halvt minutt far 2-proponolen ble byttet ut. Vaskeprosedyren ble gjennomfgrt tre ganger
for & eliminere kortisolpavirkningen fra omgivelsene (blant annet slim) (Carbajal et al., 2018).
Etter vaskingen ble skjellene lagt til luftterking ved 22°C i 24 timer. Deretter ble 75 mg av de
tarkede skjellene plassert i et kryorgr og tilsatt 1 ml metanol. Skjellene ble homogenisert ved
hjelp av precellys24 tissue homogenizer (Bertin Instruments, Montjgny-le-Bretonneux,
Frankrike) og keramikkuler (2,8mm) i to runder med 6000 rpm i 30 sekunder. Mellom rundene
ble pravene avkjelt i ett minutt pa is. Den homogeniserte prgven ble deretter inkubert med
metanol i 18 timer ved 30°C i en mikseinkubator (Unimax 1010 DT, Heidolph, Tyskland). Etter
ekstraksjonen ble prgven sentrifugert (Heraeus Fresco 21, Thermo, Tyskland) ved 9500 x g i
10 minutter. Prgven ble plassert i romtemperatur i 24 timer for & fordampe supernatanten.
Deretter ble det tilsatt 0,2 ml fosfatbufret saltvann (PBS) far prgven ble vortekset pa 1800 rpm
i ett minutt og sentrifugert pa 5000 rpm i fem minutter. Supernatanten ble videre brukt til

kortisolanalyser (se 2.4)
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Figur 10 Oversikt over pravetakingssted for skjellprgver hos Atlantisk laks. Omtegnet fra Gosta (u.a.).

2.4 Kortisolanalyse

Kortisolkonsentrasjonen i blodplasma, skjell og slim ble analysert ved hjelp av kortisol ELISA
kit (DRG Instruments GmbH, Tyskland), hvor produsentens instruksjoner ble fulgt. Kort
forklart ble 20 pl av standardlgsningene (0-800 ng/mL~ 0-2208 nmol/L (nM)), positiv kontroll
og pragvene ble pipettert til en brgnn og blandet med 200 ul enzymkonjugat og inkubert i en
time i market. Deretter ble innholdet i brgnnene kastet ut, og brennene ble skylt tre ganger med
400 pl Wash Solution. Brettet ble slatt mot et papir for a fa ut all vaeske fra brgnnene. 100 pl
Substrate Solution ble pipettert i hver brgnn, og pravene ble inkubert i market i 15 minutter.
Etter inkuberingen ble det tilsatt 100 pl Stop Solution i hver bragnn, og absorbansen ble bestemt
ved 450 nm mikrotiterplate-leser (Tecan Sunrise Remote, Bergman diagnostika, @sterrike)

innen 10 minutter.

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 & mate disse antagelsene. Enveis variansanalyse (one-way ANOVA) (Sokal
& Rohlf, 1987) er benyttet for a analysere endring i kortisol fra pre-stress til et annet tidspunkt

etter flytting og applisert stressor innen en forsgksgruppe, og for & analysere forskjellen i
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kortisolniva mellom ulike malvev ved samme tidspunkt. 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, kortisol i slim og skjell ble
det gjennomfart en ikke-linezer regresjonsanalyse (Spearman p). Signifikant forskjell ble
bestemt pa 0,05 niva. Alle resultater er uttrykt i gjennomsnitt med standardavvik (fi £ SD).
Signifikante forskjeller innen en gruppe ved ulike prgvetakingstidspunkt sammenliknet med
pre-stress ble i figurene indikert med *. Tilsvarende er signifikante forskjeller mellom ulike

malvev indikert med #.

21



3 Resultater

3.1 Stressrespons
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Figur 11. Gjennomsnittlige verdier av kortisol i plasma, slim og skjell (fi+SD) far og etter lufteksponering og
transport. * indikerer signifikant forskjell fra pre-stress, og # indikerer signifikant forskjell mellom gruppene

ved et gitt pravetidspunkt.

Figur 11 viser gjennomsnittlige verdier av kortisol i blodplasma, slim og skjell etter
lufteksponering og transport. De gjennomsnittlige verdiene av plasmakortisol fer forsgksstart
(pre-stress) 1a pd 1,6 + 0,3 nM. | den samme gruppen var nivaene av kortisol 2,2 + 1,4 nM for
slim og 127,1 + 40,4 nM i skjell. Etter pafart stressor var hgyeste malte verdi for plasmakortisol
507,1 + 99,7 nM (1 t), og tilvarende ble de laveste verdiene malt 12 og 168 timer etter pafart
stressor (1,7 £ 0,0 nM). For slim og skjell var laveste og hgyeste gjennomsnittsniva av
plasmakortisol henholdsvis 2,3 £ 1,5 nM (48 t) og 53,7 + 20,8 nM (2 t), og 28,2 + 7,1 nM (48
t) og 239,3 + 50,9 nM (3 t). Plasmakortisol var signifikant hgyere (P<0,05) 0,5, 1, 2, 3, 4, 6 og
24 timer etter pafart stressor sammenliknet med pre-stress. Slimkortisol var signifikant hgyere
enn pre-stress 0,5, 1, 2, 3, 4, 6, 12, 24 og 168 timer etter pafart stressor, og skjellkortisol var

signifikant hayere 3, 6, 24 og 48 timer etter pafart stressor. Skjellkortisol var signifikant hgyrere
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sammenlignet med slim- og plasmakortisol pre-stress, 12 og 168 timer post-stress.
Skjellkortisol var i tillegg signifikant hgyere enn slimkortisol 0,5, 1, 2 og 3 timer etter pafart
stressor. Plasmakortisol var signifikant hgyere enn slim- og skjellkortisol 0,5, 1, 2, 3 og 4 timer

etter pafart stressor.

3.2 Korrelasjonsanalyser

For & se om det var en sammenheng mellom de forskjellige pravemetodene ble det brukt en
korrelasjonsanalyse. Spearmans korrelasjonsanalyse av plasmakortisol og kortisol i slim viste
en signifikant korrelasjon (P<0,001; figur 13 og tabell 1) med en korrelasjonskoeffisient pa
0,563. | tillegg viste analysen en signifikant korrelasjon mellom kortisol i slim og kortisol i
skjell med en korrelasjonskoeffisient pa 0,365 (figur 14 og tabell 1). Det ble ikke observert
noen signifikant forskjell mellom plasmakortisol og kortisol i skjell (figur 12).
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Figur 12. Ikke-lineeer regresjon som viser sammenhengen mellom gjennomsnittsniva av kortisol i plasma og

skjell far og etter pafart stressor. Spearman korrelasjonskoeffisient pa 0.179.
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Figur 13. Ikke-linezr regresjon som viser sammenhengen mellom gjennomsnittsniva av kortisol i plasma og slim
far og etter pafert stressor. Spearman korrelasjonskoeffisient pd 0.562 indikerer signifikant korrelasjon
(P<0,001).
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Figur 14. Ikke-linezer regresjon som viser sammenhengen mellom gjennomsnittsniva av kortisol i skjell og slim
for og etter pafart stressor. Spearman korrelasjonskoeffisient pa 0.365 indikerer signifikant korrelasjon
(P<0,001).
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Tabell 1. Korrelasjon mellom kortisolkonsentrasjoner i plasma, slim og skjell.

Korrelasjoner

Slimkortisol  Skjellkortisol

Spearmans p Plasmakortisol Korrelasjonskoeffisient 0,562** 0,179
Sig. (2-tailed) 0,000 0,126
N 74 74
Slimkortisol Korrelasjonskoeffisient 0,365**
Sig. (2-tailed) 0,001
N 78

** korrelasjonen er signifikant pa 0,01 niva (2-tailed)
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4 Diskusjon

Verdiskapningen i havbruksnaringen er mangedoblet siden starten, og i dag er Norge den
starste produsenten av laks i verden. Til daglig star det rundt 400 millioner oppdrettslaks i
norske oppdrettsmerder. | tillegg til disse blir det oppdrettet rundt 20 millioner regnbuegrret og
flere hundre tusen torsk og kveite (Grefsrud et al., 2019). Som verdens starste produsent av laks
er man opptatt av a forbedre produksjonsmetodene, bade for a gke effektiviteten, sikre god
kvalitet og baerekraft i naeringen. Utprgving og testing av nye metoder og hjelpemidler er derfor

sentralt for & gke kunnskapen og effektiviteten.
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Figur 15. Tap av laks etter utsett i sjg (matfiskproduksjonen) i perioden 1994-2018 (FDIR, 2019)

Med en gkende mengde oppdrettslakslaks i havet, har man ogsa sett en gkende tendens av
dadelighet etter utsett i sjg (Figur 15). Dgdeligheten gjennom produksjonen hos laks satt ut i
sjg i 2016 var pa 14 %, med variasjoner fra under 10 % til over 20 % mellom ulike
produksjonsomrader i Norge (Grefsrud et al., 2019). Et tap pa dette nivaet blir sett pa som
uakseptabelt og lite beerekraftig (Takle et al., 2015). Deler av denne dadeligheten kommer fra
stressende handteringsoperasjoner hvor fisken kan bli skadet og blir pafart stress. Eksempler

pa slike operasjoner kan vere rengjering og skiftning av ngter, trenging, sortering, vaksinering,
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telling av lus og ulike avlusningsoperasjoner (Noble et al., 2018). Enkelte av disse
handteringsprosessene farer til at fisken blir eksponert for luft. Hvordan effekt lufteksponering
har pa fiskens velferd vet man lite om. Ferguson og Tufts (1992) gjorde et forsgk pa a se om
lufteksponering pavirket fisken mer enn kun utmattelse, og fant at fisk som ble utsatt for bade
utmattende trening og lufteksponering hadde hgyere dgdelighet enn fisk kun utsatt for
utmattende trening. Siden fisk blir utsatt for lufteksponering flere ganger igjennom en
produksjonssyklus, vil det vaere interessant a se naermere pa hvordan effekt dette har pa fiskens

velferd og stressrespons.

Som tidligere nevnt er kortisol en mye brukt biomarker nar man vil studere stress hos fisk. |
hovedsak har kortisolnivaene i blodplasma blitt mest brukt for & se neermere pa fiskens primaeere
stressrespons (Baker et al., 2013). Pa grunn av den invaderende formen for pravetaking til disse
analysene har det de siste arene veert et starre fokus pa andre metoder for prevetaking (Ellis et
al., 2013; Sadoul & Geffroy, 2019). Blant disse har det vaert gjort flere forsgk med bruk av slim,
og slim har vist seg & kunne vaere en god indikator pa den akutte stressresponsen (De Mercado
et al., 2018; Guardiola et al., 2016). | motsetning til den akutte stressresponsen mangler man i
dag informasjon om hvordan man kan overvake langsiktig aktivering av HPI-aksen, som gar
under betegnelsen kronisk eller maladaptivt stress. Dette er blitt studert av Aerts et al. (2015)
og Carbajal et al. (2019) som begge sa narmere pa mulighetene for & bruke

kortisolkonsentrasjonen i skjell for & gi et bilde av kronisk stress.

4.1 Plasmakortisol

Basalnivaene av plasmakortisol fer forsgksstart 1a innenfor hva man betegner som normale
basalniva for plasmakortisol hos laks (Pickering & Pottinger, 1989; Wendelaar Bonga, 1997).
Basalnivaer av plasmakortisol ligger som regel mellom 5 og 30 nM (Wendelaar Bonga, 2011).
Etter at fisken i dette forsgket ble utsatt for lufteksponering og transport ble det observert en
signifikant gkning i plasmakortisol. Plasmakortisolens toppniva ble observert en time etter
pafarte stressorer. Kortisolutskillelse starter omtrent fem minutter etter en akutt stressor, og
nivaet gker sakte til toppnivaet er nadd, ca. en time etter akutt stressor (Wendelaar Bonga,
2011). Nivaene av plasmakortisol og hastigheten pa responsen er sasmmenlignbare med andre
undersgkelser (Espmark et al., 2015; Fast et al., 2008; Iversen et al., 2009; Iversen et al., 2005;
Wendelaar Bonga, 2011). Det burde merkes at toppunktet til plasmakortisol etter stress kan

komme senere. Pickering et al. (1982) sa nermere pa handteringsstress hos grret (Salmon
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trutta), og observerte et toppunkt to timer etter pafert stressor. | likhet sa Hatlgy (2015) et
toppunkt to timer etter trenging og transport hos Atlantisk laksesmolt.

Fast et al. (2008) sa en gkning av plasmakortisol hos Atlantisk laks etter 15 sekunder
lufteksponering, noe som tyder pa at selv lufteksponering over en kort periode kan ha en
innvirkning pa den primere stressresponsen. Dette ble ogsa observert hos gullfisk utsatt for
lufteksponering over lengre tid (tre minutter) (Cockrem et al., 2019). Tilsvarende viste en
undersgkelse av Acerete et al. (2004) en signifikant gkning (toppunkt) av plasmakortisol en
halv time etter handtering av abbor (Perca fluviatilis). | dette forsgket besto stressorene av
handtering, lufteksponering og transport i hurtig rekkefalge slik at den observerte
kortisoltoppen er nok en kumulativ sum av alle stressorene, og en kan ikke skille

alvorlighetsgraden mellom de ulike stressorene.

Gruppen i dette forsgket hadde en forhgyet konsentrasjon av kortisol, noe som indikerer at en
belastning av HPI-aksen med etterfalgende primaer stressrespons. En slik stressrespons er mest
sannsynlig adaptiv, noe som betyr at fisken er i stand til & hente seg inn igjen etter en stressfull
situasjon og opprettholde homeostase. En slik respons gker et individs sjanse til a overleve, og
er ikke ngdvendigvis farlig eller skadelig for individet (Barton, 2002; Wendelaar Bonga, 1997,
2011). Hvis stressresponsen strekkes ut over en lengre periode, eller utenfor de normale
variasjonene innenfor kortisolkonsentrasjon kan responsen bli maladaptiv, og skadelig for
individet (Pickering & Pottinger, 1989). | motsetning til andre undersgkelser (Fast et al., 2008;
Iversen & Eliassen, 2009; Iversen et al., 2009; Iversen et al., 1998), var plasmakortisol i dette
forsgket fortsatt signifikant forhgyet 24 timer etter pafart stressor. Plasmakortisol nzrmet seg
pre-stressnivaer 48 timer etter stressor, og var tilbake pa dette nivaet etter 168 timer. Dette kan
tyde pa at stressorene brukt i dette forsgket ble oppfattet som sveert stressende, og hvis fisken
hadde blitt utsatt for stress flere ganger, eller over en lengre periode, kunne stressresponsen gatt
over til en maladaptiv respons. Espmark et al. (2015) sa narmere pa kortisolutskillelsen hos
laksesmolt ved trenging i en og tre timer. De observerte at kortisolnivaene var tilbake til
normalniva etter seks timer nar fisken var utsatt for en times trenging. For fisken som ble utsatt
for trenging i tre timer var kortisolnivaene tilbake til normalniva etter 20 timer. Dette tyder pa
at graden av stress har betydning for varigheten av stressresponsen, og det kan virke som at
lufteksponering sammen med transport gir en hgyere grad av stress enn det trenging alene gir.
Tilvarende viste Acerete et al. (2004) at kortisolnivaene hos abbor var tilbake til normalniva

mellom syv og 14 dager etter handtering og transport.
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12 timer etter pafart stressor var plasmakortisolkonsentrasjonen nede pa pre-stressniva, fer det
igjen var signifikant hgyrere enn pre-stress 24 timer etter stressor. Variasjoner av dette har
tidligere blitt observert av blant annet Farbridge og Leatherland (1992), som sa en lignende
topp hos regnbuegrret 8 timer etter pafart stressor, og Iversen et al. (2009) som observerte det
samme fenomenet hos Atlantisk laksesmolt 24 timer etter transport. Det kan veare mange
plausible forklaringer til dette fenomenet. En mulighet er at fisken er blitt forstyrret av en eller
annen ukjent stressor i forsgkshallen under forsgk. Dette er lite sannsynlig da en hadde
fullstendig adgangskontroll pa forsgksfasiliteten. En mer sannsynlig forklaring er at dette er en
sen effekt av en alvorlig stressrespons over tid, hvor HPI-aksen er «utslitt» etter
langtidseksponering. Dessverre var ikke hvileperioden for forsgksstart gunstig, da det ble
foretatt sprengninger i neromradet (bygging av ny barne- og ungdomsskole) hver dag i en
maned far oppstart av forsgket. Rystelsene var sa kraftig at en kunne observere krysninger pa
overflaten av vannet etter hver eksplosjon. Ved en slik belastning over tid, vil en ofte se stor
variasjon i basalnivaene av plasmakortisol, slik som ble dokumentert av Iversen og Eliassen
(2014) hvor de stresset en gruppe fisk med sammentrenging daglig i fire uker, for deretter &
vaksinere laksesmolten. Denne fiskegruppen mistet kontrollen over reguleringen av
basalnivaene av plasmakortisol med betydelige falger for fiskevelferden. Dette stresset kan

ogsa ha hatt betydning for at det tok lang tid far kortisol vare nede pa pre-stressniva.

4.2 Slim

Fiskens hud og slim utgjer den farste forsvarslinje mot miljeet, og et sterkt ytre lag gir fisken
et godt forsvar mot det ytre miljget. Hos varmblodige organismer bestar hudlaget av dade,
keratiniserte hudceller, men hos fisk er huden et levende multifuksjonelt og metabolsk aktivt
organ (Takle et al., 2015). Fiskens hud gir bade kjemisk og fysisk beskyttelse, og den er
involvert i sensorisk og atferdsmessig aktivitet, hormonmetabolisme, ioneregulering og
homeostatiske reaksjoner (Takle et al., 2015). Som en del av huden finner man ogsa skjellene

som gir styrke og hardhet samtidig som de virker som minerallagre (Takle et al., 2015).

Analyse av slim har blitt beskrevet som en effektiv mate a samle kortisolverdier pre- og post-
stress hos forskjellige arter (Bertotto et al., 2010; De Mercado et al., 2018; Simontacchi et al.,
2008). Selv om nivaene av kortisol i slim er mye lavere enn i plasma, opptil 35 ganger sa lav i
havabbor (Dicentrarchus labrax), har det blitt observert gode korrelasjoner mellom plasma- og
slimkortisol hos flere arter (Bertotto et al., 2010; Simontacchi et al., 2008). Carbajal et al. (2019)
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observerte en sterk korrelasjon (r=0,70) mellom plasmakortisol og kortisol i slim ved kortvarig
stress hos regnbuegrret. Det samme sa Fernandez-Alacid et al. (2019) hos grnefisk
(Argyosomus regius) utsatt for tre minutt lufteksponering og jaging med hav. Dette forsgket
understotter disse resultatene, da en observerte en sterk korrelasjon mellom plasmakortisol og
kortisol i slim (r=0,562), noe som forsterker hypotesen om at slim kan veere en god ikke-
invaderende indikator for stress hos fisk.

| dette forsgket ble det ogsa observert en svak signifikant korrelasjon (r=0,365) mellom kortisol
i slim og skijell. Det ville veert naturlig a tenke at korrelasjonen mellom slim og skjell skulle ha
likheter med sammenhengen mellom plasma og skjell, men dette ble ikke observert.
Tilsvarende viste Carbajal et al. (2019) en sterk korrelasjon (r=0,73) mellom Kortisolnivaet i
slim og skjell hos ustresset regnbuegrret (kontrollgrupper). Denne korrelasjonen ble ikke sett
hos fisk utsatt for kronisk stress. Hvorfor en observerer dette resultatet er vanskelig a si, men
det er mulig at en ser en svakere sammenheng i dette forsgket grunnet de akutte stressorene, og
forstyrrelsene i forkant av forsgket. Det er ngdvendig med mer forskning pa hvordan kortisol

diffunderer over fra blod til slim og skijell for & kunne beskrive denne sammenhengen naermere.

I motsetning til blodplasma som nadde sitt toppunkt en time etter stressor, ser en at
kortisolnivaet i slim nar sitt toppunkt to timer etter pafgrt stressor. Dynamikken mellom
plasmakortisol og slim varierer, og avhenger av fiskeart og type stressor. De Mercado et al.
(2018) observerte hgyeste kortisolverdi i slim direkte etter pafert stressor (hypoksi) hos
regnbuegrret. Kortisol i slim var tilbake til pre-stressniva en time etter pafert stressor. Carbajal
etal. (2019) konkluderte med at kortisol i slim egner seg best som analysemetode rett etter akutt
aktivering av HPI-aksen, og egner seg ikke hos fisk utsatt for kronisk stress. Stress kan pavirke
strukturen og cellesammensetningen i fiskens epidermis (Tacchi et al., 2015), noe som igjen
kan fare til fysiske og biologiske forandringer i slimet (Shephard, 1994). Det er trolig pa grunn
av slike endringer man ikke ser noen sammenheng mellom plasmakortisol og kortisol i slim
under kronisk stress (Carbajal et al., 2019). Easy og Ross (2010) malte et toppunkt tre timer
etter lufteksponering hos Atlantisk laks, men det ble ikke foretatt noen malinger etter en eller
to timer etter pafart stress. Videre viste Khansari et al. (2018) pa regnbuegrret at et toppunkt
for kortisol i slim ble nadd en time etter lufteksponering, en time etter vaksinering, og seks
timer etter vaksinering og lufteksponering. | det samme forsgket sa man et toppunkt seks timer
etter lufteksponering, og en time etter vaksinering og lufteksponering hos dorade (Sparusa

urata). Dette kan tyde pa at utskillelsen av kortisol fra blod til slim varierer fra art til art. |
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tillegg kan det virke som at stressoren benyttet spiller inn, og man kan tenke seg at graden av
stress gjar utslag pa kortisolkonsentrasjonen i slim.

Til forskjell fra dette forsgket observerte Guardiola et al. (2016) nedgang av
kortisolkonsentrasjonen i slim hos dorade etter lufteksponering. Disse forskjellene kan veere
forarsaket av forskjellig fysiologisk respons mellom arter eller pa grunn av maten eksperimentet
ble gjennomfart. Guardiola et al. (2016) tok pravene rett etter pafart stressor, og det er derfor
en mulighet for at kortisol i plasma ikke har fatt diffundert over i slim. | tillegg vet man at
utskillelsen av kortisol til blod har en forsinkelsestid pa rundt fem minutter (Wendelaar Bonga,
2011), og muligheten for at pravene ble tatt for tidlig etter pafart stressor, er til stedet. Guardiola
et al. (2016) observerte i tillegg ingen gkning i plasmakortisol etter lufteksponering, noe som
ogsa kan tyde pa at pravene ble tatt for tidlig. De Mercado et al. (2018) utsatte regnbuegrret for
stress ved hypoksi, hvor de tappet karet for halvparten av vannet, og fjernet lufttilfarselen.
Fisken ble holdt i 10 minutter med en oksygenkonsentrasjon mellom henholdsvis fire og to
komma seks (2,6) %o. | motsetning til Guardiola et al. (2016) observerte De Mercado et al.
(2018) en signifikant gkning av slimkortisol direkte etter pafart stress (0 t), og kortisolnivaene
var tilbake pa pre-stressniva etter en time. | dette forsgket ble det observert en ikke signifikant
gkning i kortisol direkte etter pafart stressor (0 t), og en signifikant gkning i bade plasmakortisol
og slimkortisol etter 30 minutter (0,5 t). Det er en mulighet for at forskjellen mellom forsgkene

kommer av varigheten av stressoren, og styrken av stressoren opplevd av individene.

For & kunne bruke analyser av slim som en ny metode for a se naermere pa akutt stress er det
viktig at kortisolnivaene reflekterer fiskens stressniva, samt at metoden er mindre invaderende
enn metodene som brukes i dag. Man vet at slim har en viktig funksjon i fiskens immunrespons
(Patel et al., 2020), og det blir derfor viktig i framtidig forskning & se neermere pa de langsiktige
effektene av a fjerne slim.

4.3 Skjell

Gjennom de siste arene har den akutte stressresponsen fatt mye oppmerksomhet, men kronisk
stress er mindre studert da metodene for & overvake kronisk stress ikke er godt nok utviklet
(Iversen & Eliassen, 2014). Schreck (2010) la vekt pa at skillet mellom akutt og kronisk stress
ikke er lett & pavise, overgangen er diffus og varierer mye i forhold til tid og rom. Pa grunn av
dette er det viktig & fa pa plass en lett gjennomfarbar, robust og vitenskapelig validert biomarkar

for kronisk stress som fanger opp systematisk kortisoleksponering over lengre perioder (Aerts
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et al., 2015). Plasmakortisol gir et bilde av stressbelastningen i na-tid, og gir lite til ingen
informasjon om nivaet av stress fisk har opplevd gjennom dens levetid (Cook, 2012), det samme
gjelder for andre medium brukt for & overvake kortisolnivaene som slim, feces og vann.
(Bertotto et al., 2010; Ellis et al., 2013; Simontacchi et al., 2008)

Aerts et al. (2015) gjorde et av de farste forsgkene for & se nermere pa kortisolkonsentrasjon i
skjell. Han paferte karpe (Cyprinus carpio L.) daglig stress i 42 dager ved hjelp av having,
lufteksponering, fall i temperatur, jaging med hav og sammentrenging. Han observerte ingen
gkning i plasmakortisol, og konkluderte med at plasma ikke er egnet som en metode for kronisk
stress. | motsetning til dette har det tidligere blitt observert hayere basalnivaer av plasmakortisol
hos Atlantisk laks utsatt for stress over tid (Iversen & Eliassen, 2012; Iversen & Eliassen, 2014).
Under kronisk stress vil kortisolnivaene i plasma vanligvis stabilisere seg 2-5 ganger sa hgyt
som basalnivaene (Wendelaar Bonga, 2011). Iversen og Eliassen (2012) sa at basalniva av
plasmakortisol over 50 nM ga en gkt sannsynlighet for dgdelighet over 5 % etter utsett i sjg, i
tillegg til 4,9 ganger starre sjanse for & utvikle en sykdomsdiagnose etter utsett. Det ble
observert en klar sammenheng mellom forhgyde basalnivaer av plasmakortisol og dedeligheten
etter utsett. | tillegg observerte Varsamos et al. (2006) langsiktige effekter pa stressresponsen
og helsestatusen seks maneder etter en undersgkelse av stress i tidlig utviklingsfase hos
havabbor (Dicentrarchus labrax). Med bakgrunn i dette kan man ikke utelukke at
plasmakortisol kan vere en egnet metode for vurdering av kronisk stress. Videre observerte
Aerts et al. (2015) en signifikant gkning av kortisol i skjell i stressgruppen etter 42 dager, noe
som tyder pa at skjell akkumulerer kortisol over tid. Det ble ogsa funnet at det akkumuleres

kortisol i regenererende skjell.

Stressende situasjoner over lengre tid kan fare til utmattelse av HPI-aksen, noe som er skyld i
at utskillelsen av kortisol avtar eller gker. Dette har blitt sett ved pafaring av flere stressorer
over lengre tid av blant annet Pickering og Pottinger (1987) pa grret og regnbuegrret, Bermejo-
Nogales et al. (2014) pa dorade og Iversen og Eliassen (2014) hos Atlantisk laks. Madaro et al.
(2015) stresset fisk med forskjellige metoder tre ganger per dag, og plasmakortisol avtok jevnt
over tid hos stresset fisk. Dette kan tyde pa utmattelse av den endokrine stressaksen, og kan
veere grunnen til at Aerts et al. (2015) ikke observerte gkning i plasmakortisol i sitt forsgk. Til
sammenlikning bgr det merkes at Iversen og Eliassen (2014) og Varsamos et al. (2006)
observerte en gkning i basalnivaene av plasmakortisol etter langtidseksponering av stress. Disse

variasjonene i basalniva trenger ikke a veere motstridige, kronisk stress pavirker antageligvis
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homeostasen til HPl-aksen, som kan gi seg uttrykk i bade for lave og for hgye basalniva av
plasmakortisol (Van den Heuvel et al., 2020). For eksempel endrer basalnivaene av kortisol seg
fra hey til lav hos pasienter med posttraumatisk stresslidelse (PTSD), hvis lidelsen er
henholdsvis akutt (naturkatastrofe, ulykker og lignende) eller langvarig (for eksempel seksuelle
overgrep over en langtidsperiode) (Mason et al., 1986; Van den Heuvel et al., 2020). | dette
forsgket ble fisken kun stresset en gang, og en ser signifikant gkning i plasmakortisol.

| dette forsgket ser én et forhgyet kortisolniva i skjellene pre-stress sammenliknet med plasma
og slim. Det tyder pa at fisken har akkumulert kortisol i skjellene for forsgket startet. Dette
skyldes trolig sprengningsaktivitet som tidligere nevnt nert forsgksanlegget i ukene for
forsgket, og dette er ogsa grunnen til at forsgket ikke kunne ga over lengre tid enn 168 timer da
sprengningen skulle gjenopptas. Selv om sprengningsaktiviteten ikke har veert ideelt for

forsgket gir det en god indikasjon pa at stress over tid, kan vises i skjellene.

Pa grunn av den forhgyede kortisolkonsentrasjonen i skjell hos fisk i pre-stressgruppen er det
vanskelig & si noe om tiden det tar far man kan pavise gkt kortisolkonsentrasjon etter pafart
stressor. | dette forsgket ble det observert en signifikant gkning i skjellkortisol etter tre timer
sammenliknet med pre-stress. Det er usikkert om denne gkningen i kortisol kommer som et
resultat av den akutte stressreaksjonen eller som et resultat av sprengningsaktiviteten ved
forsgksanlegget i ukene far forsgksstart. | tidligere forsgk har den farste gkningen av kortisol i
skjell blitt observert etter syv dager hos melkefisk (Chanos chanos) (Hanke et al., 2019) og
gullfisk (Carassius auratus) (Laberge et al., 2019). Hanke et al. (2019) sa en gkning i
skjellkortisol etter syv dager hvor temperaturen hadde blitt gkt fra 26 til 33 °C i lgpet av disse
dagene. Denne gkningen var ikke signifikant, men de sa en signifikant gkning av kortisol i
regenererende skjell nar melkefisken hadde statt med 33°C i 21 dager. Ontogenetiske skjell
dannes i fiskens tidlige liv, mens regenererende skjell vokser tilbake hvis fisken skulle miste
noen. Begge disse skjelltypene gir et tilbakeblikk pa HPI-aksens aktivitet fra begynnelsen av
skjellenes vekstfase til pravetaking (Aerts et al., 2015). Kortisolnivaene i regenererende skjell
representerer kun kortisol produsert i perioden fra skjellene begynte a vokse tilbake, og tar ikke
hensyn til kortisolnivaene som var i de gamle skjellene for de ble fijernet (Aerts et al., 2015;
Hanke et al., 2019). Med bakgrunn i dette kan det vaere mulig & benytte regenererende skiell

for & se neermere pa HPI-aksens aktivitet i en mer avgrenset periode.
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Det er kjent at steroidhormoner samler seg i inerte biologiske materialer, og man kan anta at
skjell fanger opp sirkulerende steroider og frigjer dem saktere enn kortsiktige svingninger i
sirkulerende plasmanivaer. Man kan tenke seg at skjell hos teleoster kan reflektere
gjennomsnittlig steroidhormonniva gjennom langsom, passiv diffusjonsutveksling med
nartsittende vev og blodsirkulasjonen (Laberge et al., 2019). Det har vist seg vanskelig a fa tak
I estimater av gjennomsnittlig, kronisk kortisolinnhold i villfisk, da stresshormonene gker raskt
etter fangst (Pankhurst, 2011). Laberge et al. (2019) mente derfor at skjell bare kan vere en
nyttig indikator for kronisk stress om kortisolnivaene i skjellene ikke pavirkes av kortsiktige
svingninger i plasma etter fangst. | likhet med resultatene funnet av Laberge et al. (2019) ser
en heller ikke i dette forsgket en sammenheng mellom plasmakortisol og kortisol i skjell hos
fisk utsatt for en akutt stressor. Dette blir ogsa understreket hos Carbajal et al. (2019) som
observerte at kortisol i skjell korrelerte bedre med plasmakortisol hos kronisk stresset fisk

sammenlignet med kontrollgruppen.

Bade Aerts et al. (2015) og Laberge et al. (2019) brukte destillert vann i skjellenes
vaskeprosedyre. Denne metoden har blitt kritisert av Carbajal et al. (2018) som viste at
vaskemetodene brukt spiller en rolle for bevaringen av kortisolkonsentrasjonen i skjellene. |
denne artikkelen ble viktigheten av en vaskeprosedyre med 2-propanol fremhevet. Forsgket
viste at 2-propanol eliminerte ekstern forurensing (kortisol i slim og vann) samtidig som den
bevarte steroidinnholdet i matrisen. | likhet med har vasket med vann (Hamel et al., 2011), kan
det se ut som flere vask med vann kan fjerne endogent kortisol fra skjell (Carbajal, 2018). Med
bakgrunn i dette er det en mulighet for at kortisolkonsentrasjonen i skjellene funnet av Laberge
et al. (2019) hadde gitt et annet bilde ved bruk av 2-propanol i vaskeprosedyren. Som nevnt
tidligere ble det observert en gkning av kortisol i skjell i dette forsgket, men om dette er pa
grunn av den akutte stressresponsen eller tidligere stressfulle hendelser er vanskelig & si. Det er
derfor et behov for flere studier hvor man ser naermere pa kortisolkonsentrasjonen i fiskeskjell
ved akutt og kronisk stressbelastning.

Laberge et al. (2019) sd nzrmere pa hvor pa fiskens kropp skjellene hadde hgyest
kortisolkonsentrasjon. De observerte at skjellene rundt midtlinjen hadde den hgyeste
konsentrasjonen av kortisol, og foreslo at dette er pa grunn av at den gkte vaskulariseringen
rundt midtlinjeregionen gker kortisolavsetningen fra blod til skjell. I dette forsgket ble skjellene
samlet fra den dorso-laterale siden av fisken (figur 10), og det er mulig prevene burde veert tatt

rundt midtlinjen for & fa de beste resultatene.
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Kortikosteronnivaer i fjeer (Romero & Fairhurst, 2016), i likhet med kortisolnivaer funnet i har
(Russell et al., 2012), synes a veere «frosset i tid», og representerer perioden fjeeren eller haret
hadde aktiv vekst. | motsetning til disse resultatene tyder funn av Laberge et al. (2019) og denne
undersgkelsen pa at kortisolkonsentrasjonen i skjellene er dynamisk. Dette betyr at man trolig
ikke kan bruke skjell til & se neermere pa kortisolutskillelsen til fisken over en livsperiode, men
at den kan bli brukt til & vurdere kortisolutskillelsen over en kortere periode.

4.4 Hvordan tap av slim og skjell pavirker individet

For & kunne ta i bruk slim- og skjellprgver nar man skal se nermere pa fiskens stressrespons,
er det viktig & evaluere konsekvensene ved dette. Fiskens skjell fungerer som et skjold mot
predatorer og parasitter, gir ekstern statte til kroppen og er en viktig del av fiskens kamuflasje
(Guerreiro et al., 2013). Huden er ogsa individets farstebarriere mot infeksjoner, og selv en liten
skade i hudlaget kan fungere som en inngang for infeksjon (Patel et al., 2020). I tillegg til dette
kan noiciceptiorene i huden forarsake smerte, og i verste fall stgrre sar som kan pavirke den
osmoregulatoriske evnen (Noble et al., 2018). Konsekvensen av skjelltap kan veere store for
individene. Skjelltap involverer tap av epidermis, skjell og dermis. Det har blitt observert
forstyrrelser i plasmaosmolalitet og natriumnivaer hos Atlantisk laks (Zydlewski et al., 2010)
og kongelaks (Oncorhynchus tshawytscha) (Gadomski et al., 1994) ved fjerning av 10 % av
individets skjell. Gadomski et al. (1994) observerte i tillegg en forhgyet konsentrasjon av
plasmakortisol etter fjerning av skjell, med et toppunkt etter en time. Kortisolnivaene var tilbake
til basalnivaer etter 12 timer. Bouck og Smith (1979) sa naermere pa effektene av skjelltap hos
coho-laks (Oncorhynchus kisutch), og sa at fisk som hadde 10 % skjellavskrapning pa kroppen
hadde 50 % hgyere dedelighet innen en periode pa 10 dager ved overfgring til saltvann. | det
samme forsgket ble det ogsa observert at fjerning av slim og skijell fra 25 % av kroppen ikke
farte til forhgyet dedelighet i ferskvann, men en dadelighet pa 75 % innen 10 dager i saltvann.
Dette tyder pa at skjellavskrapning vil veere mer kritisk hos fisk som flyttes til sjgen.
Tidspunktet for skjellpraver kan veere essensielt for & opprettholde god velferd, og derfor vil
det i videre forskning veere interessant  se naermere pa hvilke tidspunkt i produksjonen som vil

egne seg best for denne analysemetoden.

Pa grunn av skjellenes viktige rolle for vedlikeholdelse av hudens funksjon, vil det i lgpet av
noen uker bli dannet nye skjell dersom noen blir tapt (Ohira et al., 2007). Dersom forholdene
ligger til rette, vil sdrene leges raskt. Saret blir farst dekket av slim, og deretter epitelceller
(Quilhac & Sire, 1999). Det har tidligere blitt vist at det ogsa er forskjeller mellom arter nar det
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kommer til tiden det tar & danne ny hud og skijell. Ohira et al. (2007) viste at dannelsen av nye
skjell hos gullfisk tar et par uker. Prosessen av regenerering av skjell starter ved epiteldannelse
og differensiering av skjelldannende celler (en til to dager), far produksjonen av ekstern matriks
(dag tre til fem) og basalplatematriks (dag 6-14). Etter 14-28 dager vil skjellene forkalkes
(Ohira et al., 2007). Hos laksefisk har det blitt vist at disse prosessene kan ta lengre tid. Hos
regnbuegrret var ikke huden fullstendig regenerert tre maneder etter sarskade, og skjellene var
enda ikke tilbake ett ar etter sarskade (Schmidt et al., 2016). Det bar merkes at Schmidt et al.

(2016) sa pa dypere sar, og man ville trolig sett et annet resultat med mer overfladiske sar.

Skader pa fiskens hud i oppdrettssammenheng stammer som regel fra handtering, skarpe kanter
i kar og merder, og aggresjon som kan komme av for hgy tetthet eller underféring (Noble et al.,
2018). | tillegg til mekanisk belastning, er det en stgrre pakjenning for hud og slimlag a bli
eksponert for luft i forbindelse med lusetelling, sortering og vaksinering (Takle et al., 2015).
Bouck og Smith (1979) sa ingen gkt dgdelighet i hverken ferskvann eller sjgvann etter 20% av
slimet ble fjernet fra fisken. Sammenhengen av epidermal skade og velferd er tidligere blitt sett
narmere pa av Noble et al. (2012b). Det ble papekt at man ikke har sett en direkte sammenheng
mellom hudskader og dadelighet, men en sammenheng mellom hudskader og infeksjoner som
infeksigs lakseanemi (Totland et al., 1996), vintersar (Lavoll et al., 2009) og piscirickettsiose
(Smith et al., 1999). Det er en godt etablert sannhet at slimlaget hos fisk er viktig nar det
kommer til sykdomsmotstand, men det er lite forskning som har fokusert pa konsekvensene av
et ikke fullkomment slimlag (Svendsen & Bggwald, 1997). Det er viktig at dette blir sett
naermere pa fgr man tar i bruk slim som prgvemetode. Raj et al. (2011) viste at fjerning av slim
kan fare til gkt inntreden av Cyprinid herpesvirus 3 hos Karpe. Svendsen og Bagwald (1997)
sa en signifikant forhgyet dgdelighet hos sma Atlantisk laks med et ikke intakt slimlag som ble
utsatt for Vibrio anguillarum og Aeromonas salmonicida. Det er derfor interessant & se nsermere

pa konsekvensene av fjerning av slim for prgvetaking.
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5 Konklusjon

Fordelene med a bruke slim og skijell over andre praver er flere. Analyse av slim er en mindre
invaderende pravemetode sammenlignet med en blodpragve. Slimpraver er i tillegg lett & samle,
samtidig som det er tidseffektivt. I tillegg kan det virke som at det er lettere a fa et reelt bilde
av basalniva av kortisol i slim grunnet forsinkelsen ved utskillingen mellom blod og slim. Skjell
kan ogsa vere en god pregvemetode, og skjellene vil trolig regenereres raskt etter fjerning. For
a kunne bruke skjell er det viktig & se neermere pa a effektivere analyseprosessen slik at man
kan fjerne sa fa skjell som mulig. Mengdene som ble benyttet i dette forsgket (300 mg) fjerner
skjell fra et starre omrade av fisken, og kan derfor fare til gkt stress og derfor pavirke velferden
til fisken. Hvis man far forbedret metodene slik at man trenger ferre skjell, vil metoden
muligens kunne vere et godt hjelpemiddel for & se nermere pa langvarig stress i lgpet av en

produksjonssyklus.
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