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Sammendrag
Laks (Salmo salar) utsettes for en rekke stressorer i tilslutning til

injeksjonsvaksinering, og en av disse er darlig vannkvalitet i bedgvelsesbadet.
Fisken vil selv over tid forarsake darlig vannkvalitet i badet, ved a forbruke O, og
tilfore CO,0g NH;'/NH;. Type bedgvelse pavirker ogsa vannkvalitet i
bedgvelsesbadet. Metacaine bedgvelse og bikarbonat (vannets naturlige alkalitet
eller tilsatt buffer) gir hgye CO, niva i badet allerede for fisken har tatt badet i
bruk, ved de doser som benyttes under praktisk vaksinasjon. Ved bruk av
benzocaine ser en ikke denne CO, produksjonen. Hos laks gir metacaine bedgvelse
med hgy CO, mengde kortere oppvakningstid, enn metacaine bedgvelse med lay
CO2. Fiskens adferd forarsaket av de aktuelle CO, mengdene, uten bruk av
bedgvelse, varierer fra letargi, uro, panikk og snapping av luft i vannoverflate.
Vannkvalitetsparametere i bedgvelsesbadet diskuteres i forhold til hvilke kjente
effekter darlig vannkvalitet har pa fiskens fysiologi. Artikkelen forklarer samspillet
mellom fisk, vann, bedgvelse og lufting, og beskriver hvordan en kan skape god og
stabil vannkvalitet (O, CO,, pH 0og NH;) i bedgvelsesbadet ved hjelp av

lufteteknikk.



Innledning

Laks (Salmo salar) utsettes for en rekke stressorer i tilslutning til vaksinering,
herunder senking av vannstand i kar, trengning i karet over lang tid,
pumping/transport i slange, sortering, opphold i holdekar med ny trengning,
tidvis darlig vannkvalitet i bedgvelsesvann, stikkvaksinering og videre
transport til nytt kar. Hvert av disse trinnene representerer en stresspavirkning,
og tilrettelegger for en akkumulert stressrespons hos fisken. Gjennom
systematisk arbeid sgker en & minske stressorene i hvert av trinnene ved hjelp
av ulike metoder. Vannkvalitet i bedgvelsesbadet er et av de omradene som na
er kartlagt nermere. En gnsker a oppna stabil og god vannkvalitet under hele
bedgvelsesprosessen, noe som bidrar til gkt velferd for fisken og redusert
biologisk risiko. Mal for god vannkvalitet er satt som 100 - 70 % metning av

oksygen (02), <15 mg/l karbondioksyd (CO2) og pH mellom 6-7.

I Norge (2010) er det to anestesipreparater til laks og grret som har
markedsfgringstillatelse, Benzoak vet 200 mg/ml, stamlgsning (aktiv substans
benzocaine) og Finquel vet 100 %, pulver til bad (aktiv substans metacaine)
(Felleskatalogen, 2010; ScanVacc, 2010). I tillegg finnes ogsa et uregistrert
metacaine preparat, MS 222 vet 100 % pulver til bad (Pharmag, 2010).
Metacaine blir i Norge benyttet i kombinasjon med natriumbikarbonat
(NaHCO3) buffer, siden metacaine i vann gir lav pH. For a gke pH til ca 7 etter
metacaine tilsetning, tilsettes bedgvelsesvannet bikarbonat buffer i samme

mengde som metacaine (ScanVacc, 2010).



Under praktisk bruk av bedgvelsesbadet vil en etter en tid fa lav O,, hgyt
innhold av CO,, senkning i pH som fglge av gkning i CO; (ved fraver av
bikarbonat buffer), samt en gkende mengde av total ammonium nitrogen
(TAN). Vi har hittil antatt at det er utelukkende fisken selv som skaper darlig
vannmiljg i bedgvelseskaret. Imidlertid er det kjent at kombinasjonen av syre
og natriumbikarbonat skaper CO, (Wikipedia, 2010). Siden metacaine er en
syre (ScanVacc, 2010), gnsket en a undersgke hvordan forholdet mellom
vannets naturlige alkalitet, tilsatt bikarbonat og gkende metacaine dose,
pavirket vannets innhold av CO,. Tilsvarende gnsket en a undersgke CO; niva i
bedgvelsesvann ved bruk av gkende dose benzocaine. Videre gnsket en a se pa
hvilken betydning CO, under bedgvelse har pa fiskens oppvakningstid. En
gnsket ogsa a undersgke hvilken effekt de relevante CO, nivaene har alene,
uten bedgvelse, pa adferd hos laks. Siden darlig vannkvalitet generelt kan veere
et problem ved langvarig bruk av benzocaine og metacaine bedgvelse, gnsket

vi ogsa a undersgke effekten av lufting av bedgvelsesvannet.

Materiale og metoder:
Biologisk materiale

Atlantisk laks klekket 2009 (0-aring og 1-aring). Vekt fra 30 — 100 g

Ravannskvalitet

Forsgk med bikarbonat/metacaine og benzocaine, relatert til CO, mengde:

Vanntemperatur var 1,9 — 4,7 °C. Ravanns pH var 7,6. Oksygen niva varierte

mellom 92,4 — 103,7 % metning og CO; i ravann var 3 - 4,3 mg/1.



Forsgk med metacaine/bikarbonat og benzocaine med og uten bruk av lufter,

under praktisk vaksinasjon:

Vanntemperatur 6 °C (1.aring):

Ravanns pH var 6,4 - 6,6. CO, niva i ravann var mellom 4-5 mg/l og oksygen
niva var mellom 100 — 102 % metning.

Vanntemperatur 14 °C (0-aring):

Driftsvann pH var fra 6,23 - 6,91. Oksygen niva var mellom 99,6 — 101,3 %

metning. CO; niva var ikke kjent.

Dosering av bedpvelsesmidler

Forsgk med bikarbonat/metacaine og benzocaine, relatert til CO, mengde:

Som benzocaine kilde ble det benyttet Benzoak vet 200 mg/l, stamlgsning
(ACD Pharmaceuticals AS). Som kilde til metacaine ble det benyttet Finquel
vet 100 %, pulver (ScanVacc AS). Som kilde til natriumbikarbonat ble det
benyttet Natriumbikarbonat EP 100 %, pulver (Europharma). Benzocaine ble
dosert med 0.5, 1, 1.5 og 2 g/10 liter vann. Metacaine ble dosert med 0.8, 1.5,
2.5, 3.5 og 4,5 g/10 liter vann. Dosene er valgt i henhold til Summary of
Product Caractherization (SPC) og praktisk dosering av bedgvelsesmidlene

under stikkvaksinering av laks.

Forsgk med benzocaine og metacaine i kombinasjon med og uten lufter under

praktisk vaksinasjon:

Benzoak ble dosert mellom 8 — 10 ml / 10 liter vann (benzocaine 1,6 -2g/10
liter vann), Finquel ble dosert med 2 g/10 liter vann i kombinasjon med

tilsvarende mengde bikarbonat



Lufter

Det ble bygget en prototype lufter ved Melbu Systems AS, dimensjonert med
tanke pa a handtere sma vannmengder i et bedgvelsesbad (bilde 1). Vann ble
pumpet opp fra bunnen av bedgvelseskar og opp pa toppen av lufteren ved
hjelp av en pumpe som leverte ca 20 — 50 I/min, avhengig av Igftehgyde.
Lufteren hadde en hgyde pa 1,75 meter. Innvendig i lufteren var det plassert
luftesubstrat som fordeler vannet og lager stor overflate, hvorpa gassutveksling
kan skje mellom vann og luft. I tillegg mgtte vannet en motgaende luftstrgm fra
en vifte som blaste luft inn i lufteren. Vannet hadde naturlig fall tilbake i
bedgvelsesbadet.

Prototype lufteren ble utprgvd ved NIV A sin stasjon i Drgbak fgr den ble tatt i
bruk, for a undersgke effektiviteten med tanke pa a fjerne CO, og ta opp O, i
vannet. Diagram 1A viser effekt pa CO, og oksygen ved bruk av lufteren. Det

foreligger en egen rapport vedrgrende denne undersgkelsen (Niva, 2009).

Effectiveness of ACD aerator for O2 addition and CO2 removal
(Testing was carried out at Solbergstrand Marine Forskningsstasjon (NIVA) in

Drgbak on 7th August 2009)
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Diagram 1A. Effekt pa oksygen og CO2 ved bruk av ACD prototypelufter pa bedgvelsesvann.



Bilde 1: ACD prototype kolonne lufter til bruk pa bedgvelsesvann

Gjennomforing

Forsgk med bikarbonat/metacaine og benzocaine, relatert til CO2 mengde:

For a undersgke hvilken pH og CO, mengde som ble dannet ved tilsetting av
metacaine og bikarbonat til ravann, ble 10 liter ravann tilsatt 0,8 g/10 liter
metacaine, deretter 0,8 g bikarbonat/10 liter vann. pH og CO, ble malt fgr
tilsetting av metacaine, etter tilsetting av metacaine og etter tilsetting av
bikarbonat. CO, ble malt ved hjelp av La Motte CO, kit (modell PCO-DR) og
pH ved hjelp av WTW pH 315i pH-maler

For a undersgke sammenhengen mellom CO, og gkende mengde
metacaine/bikarbonat tilsatt vann, ble det gjort en titrering med ulike doser
metacaine, 0.8, 1.5, 2.5, 3.5 og 4.5 g/10 liter vann i kombinasjon med
tilsvarende mengde bikarbonat. CO, ble malt ved hjelp av La Motte CO; kit og
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ved analyse av vannprgver innsendt til NIVA Lab i Oslo. Tilsvarende, ble
benzocaine tilsatt vann i gkende doser, med 0.5, 1, 1.5 og 2 g/10 liter vann.
CO; mengde og pH ble registrert ved hver dose. CO, ble malt ved hjelp av La

Motte CO; kit (modell PCO-DR) og pH ved hjelp av WTW pH 315i pH-maler

For a undersgke hvilken effekt CO, har pa oppvakningstid hos laks i
kombinasjon med metacaine/bikarbonat anestesi, ble doser pa 1.5g , 2.5g og
3.5g metacaine/bikarbonat kombinert med hgy CO; (28-64 mg/l) og lav CO,
(6-8 mg/l) i vannet. CO; ble fjernet ved hjelp av a helle vann fra en stamp til en
annen gjentatte ganger, inntil CO, var luftet ut. For bad som ble luftet ble det
foretatt pH justering ved hjelp av redusert mengde bikarbonat tilsatt, slik at pH
var lik i luftet og uluftet metacaine bad ved start. CO, niva, pH og oksygen ble
undersgkt fgr fisk ble tilfgrt badet. Nar fisken mistet likevekt, tilsvarende
bedgvelsesstadium II-III etter Stoskopf (1993), ble fisken overfgrt til rent vann
og oppvakningstid ble registrert. Som positiv kontroll ble det benyttet Benzoak
med dose 10 ml/10 liter vann, som tilsvarer en hgy dose benyttet under praktisk
vaksinering pa lave temperaturer. Det ble benyttet 3 fisk i karet ved hver dose,
og oppvakningstid ble registrert pa fgrste og siste fisk. Gjennomsnitt av disse to
blir benyttet i resultatpresentasjonen. For bestemmelse av CO, mengde i uluftet
metacaine/bikarbonat bad, ble det benyttet analyseresultater fra NIVA Lab i
Oslo som referanseniva (Niva, 2009 II), mens for luftet metacaine/bikarbonat
og benzocaine bad ble det benyttet La Motte CO; kit (modell PCO-DR).

CO; sin betydning for fiskens adferd, ble observert ved a tilsette CO; til vann
uten kombinasjon med bedgvelse. CO, ble tilfgrt ved hjelp av CO, flaske levert

fra AGA (Tess Mgre AS) og Igst i vannet ved hjelp av en diffusorstein. Det ble



valgt 25 - 30 mg/l og 80 mg/l CO,, samt en kontrolldose pa 4 mg/l. CO, dose
ble bestemt ved hjelp av LaMotte CO, test kit. Eksponeringstiden for fisken var
60 — 70 sekunder, tilsvarende oppholdstiden i et bedgvelsesbad. Fiskens adferd

ble filmet gjennom eksponeringstiden og adferd beskrevet.

Forsgk med benzocaine og metacaine/bikarbonat i kombinasjon med og uten

lufter under praktisk vaksinasjon:

Forsgkene foregikk under praktisk vaksinering ved Lergy Vest AS, avd Tau i
Rogaland hgsten 2009. Lufter ble koblet til eksisterende bedgvelsesbad ved
settefiskanleggets vaksinasjonslinje. Det ble benyttet Finquel/bikarbonat og
Benzoak anestesi med og uten bruk av lufter (ACD Pharmaceuticals prototype).
Ved 6 °C registrerte en mengde O, og CO,, nar 0 fisk, 2500 fisk, 5000 fisk og
8000 fisk hadde gatt gjennom hver type bedgvelsesbad. Det ble gjort tre
maleserier ved hver type registrering. O, ble registrert ved hjelp av Oxiguard
O, maler, CO; ble registrert ved hjelp av La Motte CO, test kit (modell PCO-
DR).

Ved 14 °C registrerte en mengde O og pH nar 0 fisk, 2300 fisk, 4600 fisk og
7000 fisk hadde gatt gjennom hver type bedgvelsesbad. Total ammonium
nitrogen (TAN) ble bare analysert for benzocaine bedgvelsesbad, ved hjelp av
vannprgver innsendt til NivalLab AS. Det ble gjort tre maleserier ved hver type
registrering, med unntak av pH registrering i metacaine/bikarbonat bad, hvor
det bare ble gjort en maleserie. O, ble registrert ved hjelp av Oxiguard O, maler

og pH malt ved hjelp av WTW pH 315i pH-maler.



Resultater

pH og CO; mengde dannet ved tilsetting av metacaine og bikarbonat til
ravann.

Révanns pH var fgr tilseting av metacaine pa 7,56 og CO, mengden var 3 mg/l.
Ved tilseting av metacaine 0,8 g/10 liter vann falt pH til 5,21 og CO, mengde i
vannet gkte til 13 mg/l. Ved tilseting av bikarbonat 0,8 g/10 liter vann gkte pH

til 6,88. CO, mengde i vannet forble uforandret pa 13 mg/l (diagram 1B).

Endring av pH og CO, (mg/l) ved tilsetting
av metacaine og deretter bikarbonat i
ravann
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Diagram 1B: Endring av pH og CO, (mg/l) ved tilsetting av metacaine og deretter bikarbonat i ravann

(n=1 pr malepunkt)

Mengde CO; i vann ved tilsetning av pkende doser metacaine/bikarbonat i

vann

Révann uten tilsatt metacaine/bikarbonat hadde et innhold av CO, pa 3,58
mg/l. Ved tilseting av gkende dose metacaine/bikarbonat opptil 4,5g/10 liter

vann gkte vannets innhold av CO; til 84,4 mg/l (Niva, 2009 II).
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Bruk av LaMotte CO, test kit gav lavere verdier malt enn ved laboratorie
analyse. Mengde CO, ved ulike doser metacaine/bikarbonat, samt
sammenlikning av malt CO, ved hjelp av laboratorie analyse og bruk av

LaMotte CO, test kit, er beskrevet i tabell 1 og diagram 2.

g metacaine/bikarbonat per 10 | vann Ravann/0 | 0,8 1,5 2,5 3,5 4,5
CO, mg/l Maleserie 1 4,4 16,9 | 28,6 | 46,2 | 65,6 | 87,2
CO, mg/l Maleserie 2 2,9 15,8 | 27,5 | 44,3 | 63,4 | 82,8
CO, mg/l Maleserie 3 3,4 16,9 | 28,6 | 45,8 | 63,4 | 83,2
€O, mg/| Niva Lab gj.snitt (n=3) 3,6 16,5 | 28,2 | 454 | 64,1 | 84,4
CO, mg/I La Motte test kit (n=1) 3 13 25 39 52 75

Tabell 1: CO, i bedpvelsesbad ved tilsetting av pkende dose med metacaine/bikarbonat

CO, i metacaine/bikarbonat bedgvelseshad fgr tilfgrsel

av fisk
200 A 844
80,0 .
70,0 /a
60,0 /@ﬂr/l
0,0 / /

5 —4—C02 mg/| Nivalab
co | f
el 100 /"l(M gi-snitt (n=3)

=—C02 mg/l La Motte test

20,0 G kit (n=1)
10,0
0,0 - £

5

g metacaine/bikarbonat pr 10 liter vann

Diagram 2: CO; i bedpvelsesbad ved tilsetting av pkende dose med metacaine/bikarbonat — for tilfprsel

av fisk.

Titrering av CO; og pH ved gkende doser benzocaine i vann

Ravann uten tilsatt benzocaine hadde et innhold av CO, pa 4 mg/l og pH ble
malt til 7,7. Ved tilseting av gkende dose benzocaine opptil 2 g /10 liter vann
varierte vannets innhold av CO, mellom 3-4 mg/l og pH forble uforandret, 7,7.

Mengde CO, og pH ved ulike doser benzocaine, er beskrevet i diagram 3.
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Endring av pH og CO, (mg/l) ved tilsetting av
benzocaine iravann
4,5 8
4 a4 A 4 r 78
35 ™~ 7~ ~ - 7,6
3 \3/ \'e 3~ 74
= - 7.2
g 25 oz
8 2 - 6,8
1,5
- 68 02
L 64
0,5 - 6.2 PH
0 T T T 6
Ravann 05g lg 1,5g 2g
g benzocaine/10 liter vann

Diagram 3: Endring i pH og CO, i vann tilsatt benzocaine i gkende dose (n=1/dose)

Effekt av hoy og lav CO; pa oppvakningstid hos laks ved bruk av gkende
doser metacaine/bikarbonat.

Oppvakningstiden hos laks ved bruk av metacaine/bikarbonat 1,5 g/10 liter
vann, kombinert med hgy CO,, var 2,5 minutter. Ved fjerning av CO, og
samme dose metacaine/bikarbonat, gkte oppvakningstiden til 5,5 minutter.
Tilsvarende fant en at metacaine/bikarbonat 2,5 g/10 liter vann, kombinert med
hgy CO,, gir 4 minutter oppvakningstid. Samme dose kombinert med lav CO,,
gker oppvakningstiden til 6,75 minutter. Ved bruk av metacaine/bikarbonat 3,5
¢/10 liter vann, kombinert med hgy CO,, var oppvakningstiden 6,5 minutter.
Samme dose kombinert med lav CO,, holdt oppvakningstiden uforandret, 6,5
minutter. Ved bruk av benzocaine 2 g/10 liter vann, kombinert med lav CO,,
var oppvakningstiden pa 6 minutter. Resultatene fremkommer i tabell 2 og

grafisk i diagram 4.
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Dose
An |g/10 Vann- Forste og siste fisk Gj.snitt av farste og
tall | liter CO; | tempera Oksygen | sin oppvakningstid i | siste oppvakningstid
fisk | vann mg/l | tur °C pH % metn. | minutter i minutter
3 1,5 28 2,2 7,39 99,6 2-3 2,5
. 3 2,5 45 2,1 7,38 100,3 3,5-4,5 4
Metacaine
bad 3 3,5 65 2,6 7,12 100,6 5-6 5,5
3 1,5 6 3,7 7,32 99,1 5-6 5,5
. 3 2,5 8 3,7 7,36 99,5 6,5-7 6,75
Metacaine
bad luftet 3 3,5 8 39 7,18 99,7 5,5-1,5 6,5
Benzocaine
bad 3 2 3 1,9 7,52 100 6-7 6,5

Tabell 2: Oppvakningstid hos laks med metacaine/bikarbonat og benzocaine anestesi, ved ulike mengder

CO,
Oppvakningstid hos laks (Salmo salar) med metacaine og
benzocaine anestesi, ved ulike doser av CO2
8
7
. h g Oppvakningstid ved hay
./ / C02(28,45 0g 64 mg/l)
5
/ === Oppvakningstid ved lav
Minutter 4 C02 (6 0g 8 mg/li luftet
/ vann)
3
/ Oppvakningstid ved lav
2 €02(3 mg/l)-
benzocaine
1
0

15¢g

2,5g

3.5g

2

g
metacaine/101 metacaine/101 metacaine/101 benzocaine/101

vann

vann

vann

vann

Diagram 4: Oppvdkningstid hos laks med metacaine/bikarbonat og benzocaine anestesi, ved ulike

mengder CO,

Adferd hos laks eksponert for vann med forhpyet CO, mengde, uten anestesi.

Bad tilfprt 25-30 mg/l CO», tilsvarende metacaine/bikarbonat 1,5-2 g/10 liter

vann eller benzocaine bad brukt til stort antall fisk:

Ved tilfgrsel av laks, viste fisk uro om lag 5-10 sekunder etter overfgring til

badet. Etter 15 sekunder var det mulig a fange den fgrste fisken ved hjelp av en
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hand. Etter 30-70 sekunder kunne en uproblematisk fange fisk med en hand.
Fisken var tydelig letargisk, men med likevekten inntakt.

Bad tilfgrt 80 mg/l CO2, tilsvarende metacaine/bikarbonat 4,5 g/10 liter vann:

Fisken viste umiddelbar hgy grad av uro, panikk og snapping av luft i
vannoverflate. Likevekt ble opprettholdt.

Bad naturlig tilfert 4 mg/l CO2:

Fisken svgmmer rolig i vannet og orienterer seg mot bunn i badet. Ved forsgk
pa a fange fisk med en hand, skjer det en umiddelbar flukt reaksjon, og forsgket
feiler.

Filmer kan sees pa www.acdpharma.com

Oksygen nivd i bedgvelsesbad med og uten bruk av lufter

Resultater ved vanntemperatur 6 °C

Oksygenverdiene som det refereres til her, er giennomsnittlige verdier.
Oksygen metning i ubrukt benzocaine bad og metacaine/bikarbonat bad variert
fra 97,3 — 100,3 % metning. Etter 8000 fisk var oksygenmetning i uluftet
benzocaine bad redusert til 78,7 %. Tilsvarende for uluftet
metacaine/bikarbonat bad var 52,7 %. Ved bruk av lufter var oksygenmetning
etter 8000 fisk i luftet benzocaine bad redusert til 96 %. Tilsvarende for luftet
metacaine/bikarbonat bad var 88,7 %. Uten bruk av lufting faller oksygen
metningen kontinuerlig i begge typer anestesi bad, ettersom gkende antall fisk
gar gjennom Igsningen. Resultatene fremgar av tabell 3 og er fremstilt grafisk i

diagram 5
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Gj.snitt
Antall fisk | Maleserie 1 | Maleserie 2 | Maleserie 3 | (n=3)
0 fisk 101 100 100 100,3
2500 fisk 86 85 85 85.3
5000 fisk 84 82 83 83,0
Benzocaine bad 8000 fisk 79 77 80 78,7
0 fisk 100 103 101 101,3
2500 fisk 97 96 95 96,0
5000 fisk 97 96 95 96,0
Benzocaine bad luftet | 8000 fisk 96 96 96 96,0
0 fisk 100 93 99 97,3
2500 fisk 79 73 77 76,3
5000 fisk 66 61 66 64,3
Metacaine bad 8000 fisk 55 50 53 52,7
0 fisk 101 100 100 100,3
2500 fisk 94 91 92 92,3
5000 fisk 93 90 90 91,0
Metacaine bad luftet | 8000 fisk 89 86 91 88,7

Tabell 3: Oksygen metning % i benzocaine- og metacaine/bikarbonat anestesibad ved 6 °C med og uten

bruk av lufter

100

S50

80

% metning O,

70

bu

50

O, metning med og uten bruk av lufter i
benzocaine- og metacaine/bikarbonat
anestesibad ved 6 °C

luftet

== etacaine bad

luftet

Benzocaine bad

=== [\/letacaine bad

Ofisk

2500 fisk

5000 fisk

8000 fisk

Antall fisk i bedpvelsesbad

—#—DBenzocaine bad

Diagram 5: Oksygen metning i benzocaine- og metacaine/bikarbonat anestesibad ved 6 °C med og uten

bruk av lufter
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Resultater ved vanntemperatur 14 °C

Oksygenverdiene som det refereres til her, er giennomsnittlige verdier.

Oksygen metning i ubrukt benzocaine bad var 101,3 % og 99,6 %. Ved

sluttbruk av bad (7000 fisk) var oksygenmetning i uluftet benzocaine bad

redusert til 74,3 %. Tilsvarende i luftet benzocaine bad var 95 %. Uten bruk av

lufting faller oksygen metningen kontinuerlig ettersom gkende antall fisk gar

gjennom lgsningen. Resultatene fremgar av tabell 4 og er fremstilt grafisk i

diagram 6.
Antall fisk Maleserie 1 | Maleserie 2 | Maleserie 3 | Gj. Snitt (n-3)

0 fisk 101 107 96 101,33
2300 fisk 84 88 83 85,00
Benzocaine 4600 fisk 75 81 79 78,33
bad 7000 fisk 72 76 75 74,33
0 fisk 103 102 94 99,67
Luftet 2300 fisk 95 91 95 93,67
benzocaine 4600 fisk 94 90 95 93,00
bad 7000 fisk 94 94 97 95,00

Tabell 4: Oksygen metning i benzocaine anestesibad ved 14 °C med og uten bruk av lufter

105,00

100,00

55,00

50,00

85,00

% 0, metning

80,00

75,00

70,00

65,00

anestesibad ved 14 2C

O, metning med og uten bruk av lufter i benzocaine

== Benzocaine

A
~i
0 fisk 2300 fisk 4600 fisk 7000 fisk

antall fisk gjennom anestesi badet

bad

=—#— Benzocaine
bad luftet

Diagram 6: Oksygen metning i benzocaine anestesibad ved 14 °C med og uten bruk av lufter (n=3)
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CO; niva i bedgvelsesbad med og uten lufter

Karbondioksid verdiene som det refereres til her, er gjennomsnittlige verdier.

CO; innhold i ubrukt benzocaine bad varierte fra 3,7 — 4,3 mg/I. Etter 8000 fisk

var CO, mengden i uluftet benzocaine bad gkt til 11,3 mg/l. CO, innhold i

ubrukt metacaine/bikarbonat bad var 28,3 mg/l. Etter 8000 fisk var CO,

mengden i uluftet metacaine/bikarbonat bad redusert til 20 mg/1.

Ved bruk av lufter var CO, mengden etter 8000 fisk i benzocaine bad gkt fra

3,7 til 6 mg/1. Tilsvarende for luftet metacaine/bikarbonat bad var CO, mengde

redusert til fra 28,3 til 6,3 mg/l. Resultatene fremgar av tabell 5 og er fremstilt

grafisk i diagram 7 (Niva, 2009 I1I).

Maleserie | Maleserie | Maleserie
Antall fisk | 1 2 3 Gj.snitt (n=3)
0 fisk 4 5 43
2500 fisk 8 7 7,0
5000 fisk 10 10 9,7
Benzocaine bad 8000 fisk 12 10 12 11,3
0 fisk 4 4 3,7
2500 fisk 4 8 5,7
5000 fisk 9 6,7
Benzocaine bad luftet | 8000 fisk 5 8 6
0 fisk 30 25 30 28,3
2500 fisk 30 25 25 26,7
5000 fisk 25 20 15 20
Metacaine bad 8000 fisk 25 15 20 20
0 fisk 25 30 30 28,3
2500 fisk 7 7 9 7,7
5000 fisk 6 6 6 6
Metacaine bad luftet | 8000 fisk 7 6 6 6,3

Tabell 5: CO, mg/l i benzocaine- og metacaine/bikarbonat anestesibad ved 6 °C med og uten bruk av

lufter
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CO, med og uten bruk av lufter i benzocaine- og
metacaine/bikarbonat anestesibad ved 6 2C

20 \ \ . == Renzocaine
) bad luftet
== Vletacaine bed
co, mg/l 15

luttet
\ Benzocaine
10 had

M —— Metacaine bad

0 fisk 2500 fisk 5000 fisk 8000 fisk

Antall fisk i bedpvelseshad

Diagram 7: CO2 mg/l i benzocaine- og metacaine/bikarbonat anestesibad ved 6 °C med og uten bruk av

lufter (n=3)

pH i bedpvelsesbad med og uten bruk av lufter

pH verdiene som det refereres til er gjennomsnittlige verdier for benzocaine.
For metacaine er det bare foretatt en maleserie.

pH 1 ubrukt benzocaine bad var henholdsvis 6,61 og 6,41. Etter 7000 fisk var
pH 1 uluftet benzocaine bad redusert fra 6,61 til 6,12. Ved bruk av lufter gkte
pH fra 6,41 —til 6,51. Tilsvarende for ubrukt metacaine/bikarbonat bad var pH
pa henholdsvis 6,86 og 6,76. Etter 7000 fisk var pH i uluftet
metacaine/bikarbonat bad redusert fra 6,86 til 6,7. Ved bruk av lufter gkte pH
fra 6,76 fgrst til 7,56 og sluttverdi ble 7,38. Resultatene fremgar av tabell 5 og

er fremstilt grafisk 1 diagram 8

18



Maleserie | Maleserie | Maleserie | Gj.snitt (n=3 og
Antall fisk | 1 2 3 1)
0 fisk 6,58 6,35 6,91 6,61
2300 fisk 6,1 6,33 6,6 6,34
4600 fisk 5,99 6,29 6,25 6,18
Benzocaine bad 7000 fisk 6 6,21 6,14 6,12
0 fisk 6,75 6,23 6,26 6,41
2300 fisk 6,33 6,25 6,54 6,37
Benzocaine bad 4600 fisk 6,45 6,3 6,65 6,47
luftet 7000 fisk 6,56 6,32 6,65 6,51
IM
0 fisk 6,86 IM 6,86
IM IM
2300 fisk 6,67 6,67
IM IM
4600 fisk 6,75 6,75
IM IM
Metacaine bad 7000 fisk 6,7 6,7
IM IM
0 fisk 6,76 6,76
IM IM
2300 fisk 7,45 7,45
IM IM
4600 fisk 7,59 7,59
IM IM
Metacaine bad luftet 7000 fisk 7,38 7,38

Tabell 5: pH i benzocaine- og metacaine/bikarbonat anestesibad ved 14 °C, med og uten bruk av lufter.

(IM - ingen mdling foretatt)

/.80

7,60

7,40

Y4

pH

0 fisk

2300fisk

4600 fisk

Antall fisk i bedgvelseshad

7000 fisk

=—4—Eenzocaine bad
=@=Eenzocaire bad Iuftet
Vetacaine bad

——Metacaine bad Iuftet

Endringi pH med og uten bruk av lufter ved bruk
av metacaine/bikarbonat og benzocaine
anestesibad

Diagram 8: pH i benzocaine- og metacaine/bikarbonat anestesibad ved 14 °C, med og uten bruk av lufter

(n=3 for benzocaine og n=1 for metacaine/bikarbonat)
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TAN i bedpvelsesbad med og uten lufter

TAN verdiene som det refereres til er gjennomsnittlige verdier for benzocaine

bad.

TAN i ubrukt benzocaine bad var henholdsvis 0,23 og 0,18. Etter 7000 fisk var

TAN verdi i uluftet benzocaine bad gkt fra 0,18 til 0,87. Ved bruk av lufter

gkte TAN verdi fra 0,18 til 1,43. Resultatene fremgar av tabell 6 og er fremstilt

grafisk i diagram 9 (Niva, 2009 IV).

Gj.snitt (n=3
Antall fisk | Maleserie 1 | Maleserie 2 | Maleserie 3 | og 2)

0 fisk 0,135 0,21 0,355 0,23

2300 fisk 0,375 0,38 0,504 0,42

Benzocaine 4600 fisk 0,73 0,64 0,69 0,69
bad 7000 fisk IM 0,88 0,86 0,87
0 fisk 0,071 0,38 0,1 0,18

Luftet 2300 fisk 0,7 0,78 0,91 0,80

ufte .

benzocaine 4600 fisk 1,2 0,93 0,5 0,88
bad 7000 fisk 1,9 1,2 1,2 1,43

Tabell 6: TAN verdier (mg/l) i benzocaine anestesibad ved 14 °C, med og uten bruk av lufter

TAN i benzocaine anestesibad, med og

uten bruk av lufter

1,60
1,40 /
1,20 —#—Benzocaine
/ bad
— 1,00
]
E
z 0,80 ﬂ%é
-
0,60 —li—Luftet
0,40 :gzocame
0,20
0,00 T T T 1

0fisk 2300 fisk 4600 fisk 7000 fisk

Antall fisk i bedgvelsesbad

Diagram 9: TAN verdier i benzocaine anestesibad ved 14 °C, med og uten bruk av lufter (n=3 og 2)
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Diskusjon

Definisjonen av god vannkvalitet er gjort i med tanke pa a sikre godt vann
under ulike betingelser gjennom driftsaret i et settefiskanlegg.

Bakgrunn for valg av oksygen niva mellom 70 — 100 % metning, beror pa at
enkelte settefiskanlegg har sommertemperaturer opp mot 20 °C under
vaksinering av 0-aring. For a opprettholde tilfredsstillende oksygenniva pa
mellom 6-7 mg/l (Rosseland, 1999) ved 20 °C, 10 meter over havet, ma en ha
70 % metning av oksygen i vannet (Buhrer, 2010). Ved lavere temperaturer vil
en kunne redusere metningen til 60 % og samtidig ha 6-7 mg/l, men en gnsker
samtidig a ha en sikkerhetsmargin for a vere bedre rustet til & mgte evt
utfordringer under praktisk vaksinering. En gnsker heller ikke at oksygen
metningen skal overstige 100 % da dette gker risikoen for det skadelige frie
radikalet O* (Steffanson et al, 2007; Rosseland, 1999).

Rosten et al (2004) angir optimum for CO, mellom 1-10 mg/l. Mattilsynet
(2005) oppgir CO, grense pa < 15 mg/l. Tatt i betraktning kort eksponeringstid
i bedgvelsesbadet for CO,, har vi lagt til grunn at Mattilsynets krav for CO,
eksponering er tilfredsstillende. Imidlertid ser vi at lufting av bedgvelsesvann
ikke har problem med & oppna optimumsverdier gjennom hele
bedgvelsesprosessen (< 10 mg/l CO,).

Valget av pH mellom 6-7 er relatert til mengde TAN (NH,"/NH3) som utskilles
fra fisken og akkumuleres i badet etter som det blir brukt. Ved hgyere pH enn 7
gker risikoen for toksiske verdier av NH3, mens pH intervallet mellom 6-7 er
langt sikrere med tanke pa uheldige konsentrasjoner av NH; (Steffansson er al,

2007; Rosseland, 1999).
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For begge bedgvelsespreparatene avviker doseringene i forhold til hva som er
beskrevet i SPC (Summary of Product Caractherization) (Felleskatalogen,
2010; ScanVacce, 2010). Under storskala vaksinasjon av fisk gnskes en
innsovningstid pa 45 — 60 sekunder. Ved a benytte doseringsanbefalinger som
beskrevet i SPC vil en enten fa mye lenger innsovningstid, eller varigheten av
kort innsovningstid er kortvarig og en ma etterfylle bedgvelse. Dette gjor at det
har etablert seg en praksis med hgyere dosering enn det som er beskrevet i

SPC.

Sentral i diskusjonen er bikarbonat likevekten som en finner i vann og i fiskens
blod (Steffansson er al, 2007; Skjelkvale er al, 2007; Brix, 1992) . Alkalitet i
vann er i hovedsak et mal for vannets innhold av bikarbonat (HCO3') og
karbonat (CO3’). Bikarbonat kommer fra opplgst CO, i atmosfaeren som star i
likevekt med berggrunnens innhold av kalsiumkarbonat (CaCOs3) (Skjelkvile er
al, 2007).

Slik er likevektene:

H,0 + CO;, <-> H,CO; <-> H" + HCO5

HCO; <->CO;” + H'

CaCOs <-> Ca’ + CO;™

Ved tilsetting av CO2 vil likevekten forskyves mot hgyre og det dannes H
(syre) og bikarbonat (HCO5"). Det motsatte skjer nar en tilsetter syre eller
bikarbonat, da vil likevekten forskyves mot venstre og det dannes CO2 og

vann.
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Denne likevekten forklarer generelt hvordan syrer (HA) vil lgse seg i vann fra
udissosiert (HA) til ioneformene A" og H som er dissosiert:

HA <> A +H'

Nar syrer skal passere cellemembraner, eksempelvis gjeller og hud, er det den
fettlgselige udissosierte formen (HA) som har stgrst evne til dette. Dissosierte
former (A" og H") forblir i stgrre grad opplgst i vann eller blod (Timbrell,
1982). Eksempelvis vil pH i fiskens blod pavirke i hvor stor grad metacain
(syre) vil foreligge som dissosiert eller udissosiert. Acidose betegner en tilstand

med lavere pH enn normalt i fiskens blod (Blood & Studdert, 1988).

pH og CO;, mengde dannet ved tilsetting av metacaine og bikarbonat til

ravann.

pH i ravann for tilsetting av metacaine var 7,56. Ved tilsetting av 0,8 g
metacaine/10 liter vann sank pH til 5,21. Dette illustrerer at metacaine oppfgrer
seg som en syre siden pH beregnes av -log[H'] (negativ logaritme av H"
konsentrasjon) (Blood & Studdert, 1988 II). Vannet har naturlig bikarbonat
tilgjengelig (alkalitet). Syre og bikarbonat reagerer med hverandre og det
dannes CO,, jmf bikarbonat likevekten. CO, niva i vannet gker da fra 3 til 13
mg/l etter tilsetting av metacaine. Det er verdt a merke seg at bruk av en
alternativ buffer enn bikarbonat ikke vil endre dette bilde, sa lenge det er
bikarbonat (alkalitet) tilgjengelig i ravannet. Ved tilfgring av 0,8 g/10 liter vann
bikarbonat gker pH til 6,88. Dette betyr at H" har reagert med bikarbonat og
dannet CO, og vann. Imidlertid gav dette ikke utslag pa malt CO, mengde i
vannet, den var uforandret 13 mg/l. Dette kan skyldes at endringen i CO, var sa

liten at dette ikke lot seg registrere ved denne malemetoden for CO,.

23



Ved bruk av La Motte CO, test kit titreres vannprgver for mengde CO, ved
hjelp av phenolphtalein indikator (1%). Ved avlesning observeres en distinkt
lilla farge i vannprgven. Fargeintensiteten gir rom for en subjektiv tolkning av
mengde CO; i prgven. En valgte derfor i det videre arbeidet a benytte
laboratorieanalyse ved Niva Lab i kombinasjon med LaMotte CO2 testkit, og
oppnadde pa denne maten en kalibreringskurve for bruk av La Motte test kit

(Niva, 2009 II).

Mengde CO; i vann ved tilsetning av gkende doser metacaine/bikarbonat i

vann. Titrering av CO, og pH ved gkende doser benzocaine i vann

Ved tilsetting av metacaine og bikarbonat i vann ser en at CO, mengden vannet
gker etter som en gker dosen av metacaine/bikarbonat i vannet. 1,5 — 4,5 gram
metacaine/10 liter vann er doser som blir benyttet under stikkvaksinering,
avhengig av vanntemperatur og volum pa bedgvelseslgsningen. Dette gir CO,
nivaer pa 28 — 84 mg/l (Niva, 2009 II). Titreringskurven viser ogsa at ved bruk
av la Motte CO; test kit vil en male lavere dose enn ved bruk av vannprgve
innsendt til Niva Lab. Kurven kan derfor benyttes som en kalibreringskurve for
La Motte CO, testkit.

For benzocaine ser vi ikke noen endring i pH av betydning, etter tilsetting i
vann. Benzocaine oppfarer seg derfor ikke som en syre. CO, endres ubetydelig
etter som en gker dosen av benzocaine (0,5 — 2 g/10 liter vann), varierende
mellom 3-4 mg/l.

Rosseland (1999) beskriver akutt toksiske verdier for CO; i vann mellom 20 —

100 mg/1. Dagens praktiske bruk av metacaine vil gi tilsvarende CO, nivaer
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som dette. Steffanson et al (2007) beskriver at bra endringer i CO, niva
kombinert med stress er mer problematisk enn gradvis gkning. Videre er CO,
mest toksisk ved lave temperaturer (Steffansson er a/, 2007). Under
stikkvaksinering pafgres fisken stressorer i flere trinn, og CO; nivaene som
males er pa niva med akutt toksiske verdier beskrevet av Rosseland (1999). Fra
praktisk bruk er det kjent at de hgyeste dosene med metacaine, som gir de
hgyeste CO, verdiene (84 mg/l), blir benyttet under de laveste
vanntemperaturene. CO, er mest toksisk for fisken ved lave vanntemperaturer.
(Steffansson er al, 2007). Hgye CO, nivaer kan ogsa oppnas ved uforsvarlig
bruk av benzocaine bad hvor en sjelden skifter ut vannet, selv om niva pa > 80
mg/l ansees som usannsynlig hgye. Effekten av dette vil vare tilsvarende som
for metacaine, men forskjellen ligger i at metacaine bad starter med hgye niva
av CO, forarsaket av bedgvelsestype, mens benzocaine bad ma fa tilfgrt CO,

fra fisken som gar gjennom badet.

Effekt av hgy og lav CO, pa oppvdakningstid hos laks ved bruk av gkende doser

metacaine/bikarbonat.

CO; i vann pavirker oppvakningstiden til fisken etter bruk av metacaine. Ved
lavt innhold av CO; gker oppvakningstiden, mens den er kortere ved hgyt
innhold av CO,. Nar en fjerner CO, fra metacaine vil fisken fa tilsvarende
oppvakningstid som ved bruk av en hgy dose benzocaine (benzocaine 2g/10
liter vann). Hgy CO, mengde i bedgvelsesbad gir acidose (surt) i fiskens blod.
Derved foreligger mer av metacaine pa udissosiert form (Timbrell, 1987). Dette
gir hurtigere membranpassasje for metacaine og derved hurtigere transport ut

av fisken og derved raskere oppvakning i friskt vann.
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Ett annet forhold er at 25 — 30 mg/l CO, viste seg a ha en ”sedativ” eller
kvelende effekt pa fisken. Ved overfgring til friskt vann skjer gassutveksling

raskt og den ’sedative” effekten av CO2 opphgrer.

Adferd hos laks eksponert for vann med forhgyet CO, mengde, uten anestesi.

Forsgket viste at CO, pa 25 -30 mg/l i 50 — 70 sekunder gav en fisk som var
tydelig beroliget. Umiddelbart etter overfgring til vann viste fisken tegn til uro
for sa a bli mer og mer letargisk (slgv/svimete). Tilstanden kan oppfattes som
en delvis kvelning av fisken. Dette nivaet av CO; tilsvarer bruk av metacaine
pa 1,5 g/10 liter vann eller et velbrukt benzocaine bad hvor fisken selv har
lastet opp vannet med CO,. Ved bruk av 80 mg/l CO, viste fisken enda stgrre
grad av uro, panikk og snapping av luft i overflate. CO, dosen tilsvarer bruk av
metacaine 4,5 g/10 1 vann. ”Sleeping disease” hos fisk er beskrevet i
sammenheng med CO, produksjon fra alger nar det er natt, og oppvakning av
fisken med gkende O, produksjon fra alger nar det er dag (Steffanson ez al,
2007; Rosseland, 1999).

Adferdsbilde indikerer sterkt at dette ikke er forsvarlig fiskevelferd, spesielt tatt
i betraktning at det finnes kunnskap om lufting av vann og hvordan en kan
ivareta vannkvaliteten tilfredsstillende (Liltved er a/, 2007). I all biologisk
produksjon har det veert ansett som god praksis a prgve a redusere biologisk
risiko i produksjonen. I dette tilfellet vil det vere fornuftig a forbedre
vannmiljget for a redusere biologisk risiko, redusere stress og forbedre

fiskevelferden.
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Oksvygen niva i bedgvelsesbad med og uten bruk av lufter

Det har lenge vert vanlig praksis a oksygenere bedgvelsesvannet ved hjelp av
oksygen tilsatt ved hjelp av diffusorsteiner, eller ved a bruke superoksygenert
driftsvann. Denne type praksis gir ofte overmetning av oksygen, gjerne opp mot
200 % metning. Overmetning av oksygen vil gi risiko for dannelse av det frie
oksygen radikalet superoksid (O2") som pavirker fisken negativt gjennom
oksidasjonsprosesser rettet mot cellemembranlipider, transportproteiner og
proteinsyntese (Steffanson er al, 2007). 1 tillegg vil respirasjonen styres av
blodets O, verdier. Hgy CO, kombinert med superoksygenering reduserer
respirasjonen og blodets innhold av CO, gker (Stefansson ez al; 2007).
Kombinasjonen av hgy CO, og superoksygenering er typisk for metacaine
badet, men kan ogsa forekomme for et velbrukte benzocaine bad. Ved bruk av
ravann (95 — 100 % oksygen metning), ser en at metacaine badet har en
betydelig raskere reduksjon i oksygen niva enn tilsvarende for benzocaine bad.
Dette er trolig relatert til det hgye CO, nivaet i metacaine badet. CO, skaper
acidose som pavirker hemoglobinets evne til a binde O, negativt, ogsa kalt
Root/Bohr effekten (Sigholt & Staurnes,1992), og dette prgves kompensert ved
gkt opptak av O,. Imidlertid synes det ikke som fisken er i stand til a
distribuere oksygenet til muskelvevet tilfredsstillende, slik at en normal
fluktreaksjon kan gjennomfgres, jmf adferdsbilde ved CO, eksponering alene.
Benzocaine badet har etter endt bruk fortsatt 78 % oksygen metning og dette er
ikke kritisk lavt. Imidlertid er en godt kjent med at vannkvalitet, fiskehelse og
lengde pa bruk av bedgvelsesbad under vaksinering, kan variere mye gjennom
aret. Lufting er et godt egnet tiltak for a stabilisere oksygen nivaet i

bedgvelsesbadet pa rundt 95 % metning, og skape forutsigbarhet under ellers
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vekslende forhold. Ved bruk av lufter pa bedgvelsesbadet ble det ikke tilsatt
ekstra oksygen til vannet, noe som viser at oksygenering er mulig uten tilsetting

av oksygen ved hjelp av diffusorstein.

CO; niva i bedgvelsesbad med og uten lufter

Uluftet metacaine bad starter pa 28,3 mg/l CO, fgr det er tilsatt fisk i
bedgvelsesbadet. Etter endt bruk er CO, mengden redusert til 20 mg/1. Dette er
fortsatt for hgyt i forhold til hva som oppfattes som god vannkvalitet, < 15 mg/l
CO:.. Fisken bidrar med eget CO; til vannet, men samtidig forbruker fisken den
udissosierte formen av metacaine og derved forbrukes det ogsad H" ioner fra
vannet. Dette medfg@rer at bikarbonat likevekten drives mot hgyre og det
forbrukes CO» fra vannet til 4 danne mer H* og bikarbonat. Slik reduseres CO,
mengden i vannet.

Dersom en skal opprettholde god vannkvalitet under hele bedgvelsesprosessen
ma metacainebadet luftes for det tas i bruk. Med ACD prototype lufter vil
denne prosessen ta ca 10 — 15 minutter for en dose pa metacaine 1,5 g/10 liter
vann (28 mg/l CO,). For hgyere doser blir det laget mer CO, og luftingen vil ta
lenger tid (Niva, 2009). For CO, belastningen pa 28 mg/I1 vil ca 20 -25 % av
biomassen som en bedgver bli eksponert for CO, niva som er hgyere enn 15
mg/1, dersom en ikke lufter metacaine badet fgr bruk. Etter dette varierer CO,
mengden i badet mellom 6 — 9 mg/l CO,, noe som er tilfredsstillende
vannkvalitet.

For uluftet benzocaine bad ser en at CO; starter pa 4,3 mg/l og gker til 11,3
mg/l. Dette er fortsatt en tilfredsstillende vannkvalitet, men ogsa her gjelder det

at vannkvalitet, fiskehelse og lengde pa bruk av bedgvelsesbad under
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vaksinering, kan variere mye gjennom aret. Resultatene pa CO, lufting viser at
en kan stabilisere CO, nivaet pa et sikkert lavt niva, i dette tilfellet med en
maks verdi pa 9 mg/liter CO,, og slik skape forutsigbart godt vannmiljg.
Resultatene viser samlet at lufting er et effektivt tiltak for a stabilisere CO,

mengden pa et lavt niva (< 15 mg/l) for begge typer bedgvelse.

pH i bedgvelsesbad med og uten bruk av lufter

For benzocaine bad har det ikke vaert vanlig a benytte ekstra bikarbonat buffer i
vannet, slik som ved metacaine bad. Men det vil vaere mulig a benytte tilsatt
bikarbonat i mengder som gir pH ca 7, som middel til a stabilisere pH, slik en
gjor ved metacaine bedgvelse. Nar CO; tilfgres vannet fra fisken vil bikarbonat
likevekten forskyves mot hgyre og det dannes H' ioner (syre) og pH synker.
Dersom en har en ravanns pH pa omlag 6,1 — 6,2 fgr bruk av bedgvelssbadet,
vil en etter endt bruk kunne se pH pa ca 5,6 til 5,7. pH fall pa uluftet
benzocaine bad var i dette tilfellet 0,5 pH enheter. pH pa 5,6 — 5,7 kan ved
aluminiums forekomst i vannkilden gke risiko for skader pa gjeller da en stgrre
andel av aluminiumet kan foreligge pa toksisk labil form (Stefansson er al;
2007; Skjelkvale er al, 2007)). Lufting vil stabilisere pH ved at CO2 fjernes og
bikarbonatlikevekten i vannet forskyves mot venstre, slik at det forbrukes
bikarbonat og H", derved gker eller stabiliseres pH i vannet.

For uluftet metacaine vil tilsatt bikarbonat i overskudd fungere som buffer ogsa
for tilfgrt CO2 fra fisken. pH vil derfor ikke endre seg vesentlig etter som en
bruker bedgvelsesbadet. pH i luftet metacaine bad derimot, gker vesentlig
ettersom en lufter vannet. Ved tilsetting av like mengder bikarbonat som

metacaine vil pH i bedgvelsesbadet na ca 7,6 i dette forsgket. Etter dette ble det
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observert en uventet reduksjon i pH helt pa slutten av bruken av badet. Dette
skyldes at avlgp fra bedgvelseskar og inn til lufter ble tettet av en fisk, og slik
opphgrte lufteren a fungere. CO, mengde steg angivelig og pH ble igjen
redusert. @kningen i pH kan forklares med at en fjerner CO, fra bikarbonat
likevekten og derved skyves likevekten til venstre og det forbrukes bikarbonat
og H*, noe som medfgrer at pH stiger. Det ble ogs forsgkt redusert mengde
bikarbonat (2/3 av normaldose) og dette medfgrte at luftingen startet pa pH 6,2
og endte pa pH ca 7. For hgy pH er aktuelt a diskutere i forbindelse med
mengde TAN i vannet, da ammoniakk (NH3) konsentrasjonen gker ettersom

pH og temperatur gkes (PetGoldFish, 2010; Stefansson er al; 2007).

TAN i bedgvelsesbad med og uten lufter

Hgyeste verdi TAN registrert er 1,9 mg/l. Ved a omregne TAN til ammoniakk
under varierende pH og temperatur vil en se at 1,9 mg/1 vil gi ulikt niva av NHj3
(PetGoldFish, 2010). Dette er beskrevet i diagram 10. Mellom pH 6-7 vil en ha
NHj3; niva som enten er optimale (< 2 pg/l) eller ligger under grense for talbar
NH; belastning (2-25 pg/l) for fisken uavhengig om vanntemperaturen er
mellom 2- 20 °C i fglge (Rosten, 2004). Dersom pH gkes til intervallet 7-8 vil
NH; konsentrasjonen i vannet gke eksponentielt, og for de hgyeste
vanntemperaturene vil en da na NH; verdier som er knyttet til dgdelighet under
langtids eksponering (25 — 300 pug/l) (Steffansson er al/, 2007). NH; verdier
mellom 25 — 70 pg/l omtales som “betinget maksimalverdi for NH;”” av Rosten
(2004). Dette illustrerer at valget av pH mellom 6-7 er et sikkert omrade a
benytte for bedgvelsesbadmed hensyn pa NH;. Videre illustrerer det at en ikke

kan lufte bedgvelsesvann for lenge nar det er hgyt niva av bikarbonat naturlig
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eller tilsatt i vannet, siden pH gker ved lufting og TAN gker ved lengre tids
bruk av bedgvelsesvannet, og kombinasjon av hgy TAN og hgy pH gir hgye
konsentrasjoner av NH3. Dette forhold forsterkes ytterligere ved hgye
vanntemperaturer. En ma derfor skifte badet regelmessig slik at en unngar for
hgy TAN/pH i vannet. En rettledende praksis er a skifte badet nar det er
benyttet til 2 kg biomasse/l bedgvelse (ACD Pharmaceuticals, 2010). Imidlertid
kan hgye temperaturer og ugunstig pH vare grunn for a skifte
bedgvelseslgsningen oftere. Ved bruk av bikarbonat og metacaine kan en
redusere bikarbonat mengden noe slik at pH i badet starter like i overkant av 6.
Under lufting vil en da ikke na sa hgye pH verdier i badet som en gjgr dersom

en starter pa pH 7.

NH; ug/l ved endring av pH og vanntemperatur,
ved 1,9 mg/I TAN, i luftet benzocaine
anestesibad

——22C
100

——3°C

e 14.9C

——20°C

NH3 e/l
5
Q

— Grense for
optimaltinnhold
av NH3 < 2 pg/l

— Grense for
talbart innhold
avNH3 2 25 ug/

Grense for ikke
akseptabelt
nnhold av NH3 >
J0pg/l

pH

Diagram 10: NH; konsentrasjon i benzocaine anestesibad ved varierende vantemperatur og pH og

konstant TAN konsentrasjon (beregnet ved hjelp av NH; kalkulator)
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Oppsummering - Konklusjoner ved bruk av lufter i bedgvelsesbad
Metacaine
* Bedgvelsesvann med metacaine bgr luftes fgr bruk pga hgye CO; niva.
Lengden pa luftetiden varierer med mengden av metacaine. For doser
under 2 g/10 liter vann ca 15-20 min. For hgyere doser ma luftetiden
forlenges.
e Ver oppmerksom pa bikarbonat i badet. Dersom badet blir bufret til pH
7 etter tilsatt metacaine, vil lufting gi pH > 7,5. I kombinasjon med hgy
TAN/temp kan det dannes NH3 av betydning. Skift badet i tide.
* Reduser bruken av bikarbonat slik at pH er ca 6,2. Ved luftig vil da pH
ende pa ca 7
Benzocaine
* Koble til lufteren og start opp bedgvingen
* Ingen behov for bikarbonat buffer

Begge bedpvelsestyper

* Lufting er en utmerket mate sikre CO, lavere enn 10-15 mg/l og O, pa
rundt 95 % gjennom hele bedgvelsesprosessen

* Lufting sikrer en forutsigbar vannkvalitet, optimalisert fiskevelferd og
lavere biologisk risiko

Praktisk tilncerming ved bruk av lufter

* Pluggi lufteren
e Mal O,, CO, og pH i bedgvelsesbadet noen ganger, kombinert med
vanlig skiftetid av bedgvelsesbadet. Undersgk bade vinter og sommer

bruk av beddgvelsesbadet.
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0,, CO; og pH skal vare innenfor definert god vannkvalitet. Justering
om ngdvendig.

* Etablere Standard Operasjons Prosedyre (SOP)

Takk til

ACD Pharmaceuticals retter stor takk til samarbeidspartnere:

Willy Skalevik, Jesper @kland, Kristian Straume Lie ved Lergy Vest AS, avd
Tau

Lennart Lillestgl, Villa Smolt AS

Martin Iversen, Robert Eliassen, Hggskolen i Bodg

Summary

Atlantic salmon (Salmo salar) is exposed to several stressors in connection
with injection vaccination, and one of these stressors can be poor water quality
in the anesthetic bath. The fish will on its own create poor water quality due to
consumption of oxygen and excretion of CO, and NH,;"/NH3. Anesthetic
product has an impact on water quality as well. Metacaine anesthesia and
bicarbonate (natural water alkalinity or added bicarbonate buffer) will give high
CO; levels in the bath, even before the fish is exposed to the bath, given doses
suitable for practical vaccination. Comparable, benzocaine anesthesia does not
produce such CO; levels. In Atlantic salmon, metacaine anesthesia combined
with high CO, levels will give shorter recovery time, compare to metacaine
anesthesia combined with low CO; levels. Fish behavior caused by the relevant
CO; levels, without anesthesia, vary from lethargy, uneasy behavior, panic and

“air snapping” in the water surface. Water quality parameters are discussed in
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relation to what known impact poor water quality has on the fish physiology.
The article also explain the interaction between fish, water, anesthesia and
aeration, and describe how to create good and stable water quality (O,, CO,,

pH and NH3) in the anesthetic bath by taking advantage of aeration technology.
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