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1. Johdanto

Kalat ovat vaihtolimpoéisid, vettd hengittivia eldimid, joiden poistaminen normaalista elinym-
piristosti aiheuttaa niille tukehtumisvaaran. Nukuttamattomia kaloja on vaikea kisitelld.
Pyydystiminen ja kisittely saattavat aiheuttaa niille mekaanisia ihovaurioita, joista saattaa
seurata ionitasapainon hiiri6itd sekd sieni- ja bakteeritulehduksia. Kalojen kisittelyssd nukutus
onkin enemmin kuin vilttiméittomyys.

Nukutusaineita tarvitaan normaalissa kalanviljelyrutiinissa muun muassa lypsyssi ja merkinnds-
.84, Siirrettfiessfi kaloja pitkii matkoja niiden kuolleisuus vihenee, jos ne huumataan lievisti
(Lambert 1982, Sado 1985). Nukutus ei ainostaan vihenni mekaanisia vaurioita ja stressid, vaan
myds laskee aineenvaihduntatasoa ja pienentdi siten hapen kulutusta ja aineenvaihduntatuotteiden
eritystéi kuljetusveteen (Ross ja Ross 1984, Stuart 1981). Vaikkakin nukutus itsessiiin saattaa
aiheuttaa sivuvaikutuksia, on siiti saatava hydty suurempi kuin haitta, jos nukutus on oikein
suoritettu ja valvottu (McFarland ja Klontz 1969, Stuart 1981, Ross ja Ross 1984, Marking ja
Meyer 1985). Kalanviljelyn lisiksi nukutusaineita kiytetdsin kalatutkimuksessa.

Kaloja nukutettaessa olisi ylimddrdiset hiiribtekijat karsittava minimiin. Epinormaali tila lisid
eldimen stressié ja vdhentds kykyd selviytyd nukutuksesta. Tutkimuksen kannalta on tirkea3, ettd
kiytettdva aine vaikuttaa mahdollisimman vahin kalan fysiologiaan, jotta saadut tulokset olisivat
vertailukelpoisia. Lihinni kiytiinndn kalanviljelyyn tarkoitettuja nukutusohjeita on julkaistu eri
yhteyksissd (McFarland 1959, Klontz ja Smith 1968, McFarland ja Klontz 1969, Ross ja Ross
1984, Marking ja Meyer 1985, Bell 1987). Niiden antamat ohjeet eivit kuitenkaan aina sovi
suoraan suomalaisiin olosuhteisiin.

Jotta viltyttiisiin yliannostuksen aiheuttamilta tappioilta, olisi hyva osata tunnistaa eri nukutusas-
teiden aikaiset kiyttdytymismuodot. Erds tarkeimmistd ja selvimmistd vaikutuksista kohdistuu
hengitysliikkeiden nopeuteen ja syvyyteen. Nukutusasteista on kirjallisuudessa annettu erilaisia
luokituksia (McFarland 1959, Klontz ja Smith 1968, McFarland ja Klontz 1969) (Taulukko 1).
Nimi luokitukset ovat perdisin 60-luvulta ja muistuttavat periatteeiltaan nisikkdiden vastaavia
luokituksia (McFarland 1959). Laitettaessa kalat nukutushauteeseen ne ensin uivat kiivaasti
uuden ympdristdn ja mahdollisesti drsyttivdin kemikaalin vuoksi. Vihitellen ne kuitenkin
rauhoittuvat ja alkavat menettis tasapainoaan. Samaan aikaan kun kala kiintyy kyljelleen tai
seldlleen eikd endi kykene korjaamaan asentoaan, sen kiduskansien liikkeet viahenevit. Lopulta
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myos uintiliikkeet loppuvat ja kala makaa paikallaan. Kala ei enii tissi vaiheessa reagoi
kosketusérsytykseen. Niinpd sille voidaan tehdd kirurgisia toimenpiteiti. Timén vaiheen aikana
hengitysliikkeet ovat nopeita eiki niiti helposti havaitse., Ensimmainen merkki yliannostuksesta
on hengitysliikkeiden loppuminen ja kiduskansien yhtikkiset ja rajut avautumiset. Jos kalaa ei
tissd vaiheessa siirretii puhtaaseen veteen, on seurauksena sydimen pysihtyminen ja kuolema
(Klontz ja Smith 1968, McFarland ja Klontz 1969).

Sopiva nukutusaste médrdytyy tehtivin toimenpiteen mukaan. Kirurgisissa toimenpiteissd
vaaditaan syvi anestesia, kun taas kuljetuksessa kalat vain rauhoitetaan lievisti. Astetta voidaan
-sdddelld nukutusaineen pitoisuutta ja/tai vaikutusaikaa muuttamalla. Nukutusaineen tehokkuus
vaihtelee kalalajin ja -kannan mukaan. Kidusten pinta-ala suhteessa kalan kokoon vaikuttaa
annostukseen,

Taulukko 1. Kalan nukutuksen eri vaiheet (Klontz ja Smith 1969).

Aste Vaikutus
0 Hengitys- ja uintiliikkeet normaalit.
I Uintiliikkeet epAsdinnolliset, osittainen tasapainon menetys, hengitysliikkeet
kiihtyvat.
I Uintiliikkeet hidastuu, tasapainon menetys lihes tiydellinen, hengitysliikkeet
normaalit,
m 1 Uintiliikkeet hidastuu edelleen, samoin hengitys, tasapapainon tiydellinen
menetys, kala reagoi vield kosketukseen.
2 Unntiliikkeet hivinneet, kiduskansien liikkeet nopeita, kala ei reagoi ulkoisiin
firsykkeisiin.
3 Ei hengitysaktiivisuutta, kala palautuu siirrettiiessd puhtaaseen veteen.
v Rajuja, ikillisii kiduskansien avautumisia, sydimen pysihtyminen, kuolema.

Esimerkiksi samanpainoisten Iohen ja ankeriaan vaste samanlaiseen nukutusjdrestelyyn
poikkeaa toisistaan (Ross ja Ross 1984). Aktiivisilla kaloilla aineenvaihdunta on vilkkaampaa;
ne nukahtavat nopeammin ja toipuminen on nopeampaa kuin vastaavankokoisella hitaammalla
kalalla. Kalan koko saattaa muuttaa vaikutusaikaa ja myds nukutusaineen poistumisnopeutta.
Pieni kala on yleensd vastustuskykyisempi kuin suuri kala (McFarland 1959, Ross ja Ross
1984). Eri kehitysvaiheissa olevilla kaloilla saattaa olla erilainen rasvajakauma tai hiridalt-
tius. Sukukypsé naaras tai poikkeuksellisen rasvainen kala saavuttavat toivotun nukutusasteen
nopeasti, mutta niilli on mySs pitempi toipumisaika (Ross ja Ross 1984). Lisiksi tehok-
kuuteen vaikuttaa veden kemia, 13hinni suolapitoisuus, happamuus ja kovuus, Merivedessi on
suurempi puskurikapasiteetti ionikoostumuksensa vuoksi, jolloin nukutusaineiden vaikutukset
poikkeavat makeassa vedessd tapahtuvien nukutusten vaikutuksista (Ross ja Ross 1984).
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Meriveden Ca’*-ionit toimivat myds vastavaikuttajina joillekin barbituraateille (McFarland ja
Klontz 1969, Ross ja Ross 1984). Limpétila vaikuttaa nukutusaineiden vasteisiin sekd
aineenvaihduntanopeuden muutosten etti nukutusaineiden fysikaalisten ominaisuuksien
muutosten kautta. Myds aineiden imeytymisen kannalta tarkein solukalvon rakenteessa saattaa
tapahtua muutoksia limpdtilan vaikutuksesta (McFarland 1959, Ross ja Ross 1984). Niinpad
kiiytettivai pitoisuutta olisi kokeiltava aina paikallisissa olosuhteissa ennen varsinaista kaytto4
mahdollisten virhearvioiden estimiseksi (Klontz ja Smith 1968, Bell 1987).

Nukutusaineiden vaikutusmekanismeja on tutkittu kaloilla melko vdhin. Rossin ja Rossin
(1984) mukaan nukutusaineiden teho perustuu keskushermoston lamaantumiseen. Aineet
vaikuttavat estimilli aksonien toiminnan tai vilittdjdaineiden vapautumisen. Ilmeisest: ne
vaikuttavat hermosolukalvojen artyvyyteen. Usein alempia selkirankaisia nukutettaessa
tarvitaan suurempi nukutusaineannos kuin vastaavan kokoisille nisikkiille. Timi kainteinen
suhde tietyn nukutusasteen ja evoluution vililld on selitettévissd silld, ettd evoluution mukana
aktiivisten kohtien (reseptoreiden) mééird on lisdfintynyt (Ross ja Ross 1984).

Nukutusaine ei saa olla kalalle eikd mydskain ihmiselle myrkyllinen. Suomessa ei kalojen
nukutusaineiden kiytostd ole erityistd lakia, joka hyviksyisi tai hylkdisi nukutusaineen ja,
jonka perusteella niiden kaytt6d valvottaisiin. My6skéifin mitdin varoaikaa nukutettujen kalojen
kaytostd ravinnoksi el ole sdidetty.

1.2. Tyon tarkoitus

MS 222 on yleisimmin Suomessa kiytettyjd nukutusaineita. MS 222 lamauttaa kalan hengitys-
keskuksen ja siten kalan hengitysliikkeet lakkaavat. Hengitysliikkeiden loputtua hapen
osapaine kalan elimistdssi laskee eli syntyy hypoksinen tila (Mattson ja Riple 1989).
Hypoksian kautta MS 222 vaikuttaa myds veren pH:hon ja ionitasapainoon (Soivio ym. 1977,
Iwama ym. 1988). Niinollen MS 222 ei kalan fysiologian kannalta ole paras mahdollinen
nukutusaine. Kaikki kalanviljelijatkadn eivat ole taysin tyytyviisii MS 222:en nukutustehok-
kuuteen. Uusien aineiden kiytolle on esiintynyt halukkuutta.

Tissi tutkimuksessa on tarkoitus etsii maailmalla saatavista nukutusaineista sekd kalanvil-
jelijoitd ettd tutkijoita tyydyttavid aineita.



2. Aineisto ja menetelmit

2.1. Tutkimuksessa kiiytettyjd nukutusaineita

Kéytettivin nukutusaineen valintaan vaikuttavat useat seikat. Aineen kiyton tulisi olla
helppoa. Haluttu nukutusaste olisi saavutettava suhteellisen nopeasti, noin 3-5 minuutissa.
Virkoamisen tulisi my8s olla nopeaa (5-10 minuuttia). Halutun nukutusasteen tulisi sdilys
riittdvdn kavan. Usein kiytinndn tyossi kisitelldin melko suuria kalamiirii, jolloin osa
kaloista joutuu olemaan nukutushauteessa pitkidkin aikoja. Tdmi asettaa nukutusaineelle
vaatimuksen laajoista sietorajoista. Nukutusaineen tulisi poistua kalan elimistdstd riittivin

nopeasti,

Kirjallisuus esittelee kalojen nukutusaineita useita kymmenid. Suurin osa niisti on kuitenkin
aika harvoin kiytettyjd kdytdn hankaluuden, karsinogeenisten eli syopid aiheuttavien tai
muiden epéedullisten ominaisuuksien takia. Kalojen nukutusaineita on tutkittu melko vihin ja
suurin osa tutkimuksista keskittyy muutamaan yleisesti kiytettyyn aineeseen. Useimmat
tutkimuksista on tehty jo 60-luvulla ja ne pohjautuvat nisikisfysiologiaan. Uudempaa,
nimenomaan kalafysiologian pohjalta tutkittua tietoa nukutusaineista on vaikea saada. Tahin
tutkimukseen on valittu mahdollisia vaihtoehtoja nykyisin Suomessa yleisesti kiytettiivin MS
222:den tilalle. Tutkimuksessa kiytettyjen aineiden kemiallisia ominaisuuksia on keritty
taulukkoon 2.

MS 222 eli trikaiini eli m-aminobentsoaatti metaanisulfonaatti on tutkittu ja tunnettu nukutus-
aine (Bell 1987). Erittdin vesiliukoisena (125g/100m] vettd, 20 °C) siti on helppo kiyttad
kenttiolosuhteissakin (Bell 1987). Vesiliuoksessa MS 222 saattaa hajota auringonvalossa ja
olla merivedessd myrkyllista kaloille (Klontz ja Smith 1968, Bell 1987).

Hajoamisen estimiseksi kantaliuos olisi siilytettivi valolta suojattuna. Liuos sdilyy jonkin
aikaa tehokkaana, vaikkakin aktiivisuus saattaa hieman laskea siilytyksen aikana. Kantaliuos
voidaan sailyttéis pakastettuna, jolloin se on kiyttokelpoista pidemmin aikaa. Myds kuiva MS
222 olisi syytd sdilyttdd pakastimessa.
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Taulukko 2. Tutkimuksessa kiytettyjen nukutusaineiden kemiallisia ominaisuuksia. Lihteind
kiiytetty teoksia Dictionary of drugs: Chemical data, structures and bibliografies 1990,
Comprehensive Medical Chemistry 6 1990, Martidale, The extra Pharmacopoeia 1982/1989
ja Index Nominum: International drug directory 1990/1991.

nukutus- molekyyli- kemiallinen rakenne

s pa'ino kaava kaava

MS 222 261.31 C,cH;NO,S A hwsoscny

menokaiini —_—
T

fenoksi- 138.20 CgH,oN, ¢

etanoli ©

propoksaatti  258.32 Cy5H sN;0; cu,f.._Q

CHyTHa CH BOC |:“1
N

kinaldiini- 241.47 C,oHyN H,SO, g N
naldiini 1oHoN H,S0, !@ ]«,so.

sulfaatti
klorbutoli  177.47 CH,CL,0 P
CH 3 - f- C c'-s
OH [
tribromo-  282.79 C,H,Br;0 b ~EH S0
etanoli !

.8

MS 222 imeytyy l8hinnd kidusten ldpi diffuusion tai kantajavélitteisen kuljetuksen avulia
(Houston ja Woods 1976, Hunn ja Allen 1974, Ferreira ym. 1984). Imeytymisti edistii
emisosan suuri rasvaliukoisuus ja kidusepiteelin yli vallitseva pitoisuusero ja nukutusaineen
sitoutuminen plasman proteiineihin (Hunn ja Allen, 1974). Ihon lapi kulkeutuvan nukutusai-
neen osuus riippuu kalalajista. MS 222 eritetdfin pafiosin kidusten kautta (Hunn ja Allen
1974)., MS 222 on vahvan hapon (metaanisulfonaatti) ja heikon emiksen (etyyli amino-
bentsoaatti) suola. Sen alhainen dissosiaatiovakio (pK, =3.5) (Ferreira ym. 1984) aiheuttaa sen,
ettd pH:ssa 7 suurin osa nukutusvaikutuksen kannalta merkittdvasti eméasosasta on vapaana
(Wedemeyer 1970). Pehmein veden (CaCO,-pitoisuus < 50 mg/l) pH laskee MS 222:den
vaikutuksesta. pH:n lasku aiheuttaa kalassa Bohr- ja Root-efektit, jolloin veren hapenkul-
jetusominaisuudet muuttuvat 1ihinnd hemoglobiinin hapensitomis- ja hapenkuljetuskyvyn
heikentyessd (Nikinmaa 1986). pH:n lasku voidaan estid puskuroimalla vesi natriumbikar-
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bonaatilla (Belt 1987) tai natriumhydroksidilla (Barton ja Peter 1982, Burleson ja Smatresk
1987). MS 222-kantaliuosta ei kuitenkaan pidi puskuroida, koska etyyli aminobentsoaatti
saattaa saostua (Allen ja Harman 1970). Kovassa vedessi ei puskurointia tarvita, koska veden
kalsiumkarbonaatti toimii puskuroivana tekijini (Wedemeyer 1970, Burleson ja Smatresk
1987).

Fenoksietanoli on viriton, aromaattinen neste. Veteen se liukenee vain lievasti (2.6 ml/100
ml vettd, +25 °C)(Klontz ja Smith 1986, Bell 1987). Vetti painavampana ja Oljymiiseni se
saattaa jaida astian pohjalle pisaroiksi, joten huolellinen ravistus ennen kiyttdi on tarpeen.
Fenoksietanolin on todettu olevan bakteerikasvua estivd (Ross ja Ross 1984, Bell 1987).
Aineen turvallisuusmarginaali, eli tehokkaan ja kuolettavan pitoisuuden ero, on suuri (Sehdev
ym. 1963). Heidin mukaansa +11°C:ssa kuolettava pitoisuus on yli 3 kertaa suurempi kuin
tehokas pitoisuus. Kylmemmassa vedessd ero on vield suurempi. Fenoksietanoli alkoholina
poistuu maksan metaboloimana suhteellisen nopeasti, mit osoittaa myds verrattain lyhyet
toipumisajat (Puceat ym. 1989). Puceat'in mukaan fenoksietanoli estii glykogenolyysin
toiminnan toisin kuin MS 222, joka edistii glukoosin vapautumista maksasta. Nisikkailli
fenoksietanolin on todettu aiheuttavan maksa- ja munuaishiriditi (Summerfelt ja Smith 1990)
ja todennikdisesti vaikutus on sama myds kaloilla. Kiytettiessi pienid pitoisuuksia saattaa
kiputunto olla jaljelld. Herddmisen aikana kaloilla on havaittu hyperaktiivisuutta (Summerfelt
ja Smith 1990).

Propoksaatti eli propyyli-dl-1-(1-fenyylietyyli)imidatsoli-5-karboksylaatti hydrokloridi on
kehitetty nimenomaan vaihtolimpdisten nukutusaineeksi (Bergstrom 1967) ja sen on sanottu
olevan tehokkuudeltaan satakertainen verrattuna MS 222:en (Thienpont ja Niemegeers 1965),
Se pysyy vesiliuoksessa neutraalina (Bell 1987). Propoksaatti, kuten sen analogit etomidaatti
ja metomidaatti (Amend ym. 1982), ovat hypnoottisia, eli ne eivit varsinaisesti aiheuta
anestesiaa (Mattson ja Riple 1989). Siten kiputunto eldimissi saattaa olla jaljella ja kala reagoi
voimakkaasti ensimmdiseen kosketukseen (Bergstrom 1967). Toipumisajat kaikilla niill3
nukutusaineilla ovat hyvin pitkia (Amend ym. 1982).

Kinaldiinisulfaatti on vaalean keltaista kiteistd ainetta, joka toisin kuin kinaldiini liukenee
helposti veteen. Allenin ja Sillsin (1973) mukaan liukoisuus veteen on 104.5 g/litra. Se saattaa
vesiliuoksena &rsyttdd limakalvoja (Summerfelt ja Smith 1990). Kuten MS 222, mybds
kinaldiinisulfaatti alentaa nukutushauteen pH:ta, pehmessi vedessi pitoisuudella 80 mg/litra
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pH:sta 6.55 jopa pH:hon 3.86 (Marking ja Dawson 1973). pH:n laskiessa alle kuuden yhdiste
ionisoituu ja menettda tehokkuutensa (Gilderhus ym. 1973), koska syntyvi kinaldinium-ioni
ei ole endii rasvaliukoinen (Hunn ja Allen, 1974). Nukuttava aineosa on nimenomaan
jonisoitumaton yhdiste. Kinaldiini eritetifin kalasta sellaisenaan kidusten kautta (Hunn ja Allen
1974, Brandenburger Brown ym. 1973). Nukutusaine saattaa muodostaa vahitellen saostumia
vesiliuoksessa, joten nukutushauteen pitoisuutta olisi hyvi tarkistaa pidemmissd nukutuksissa
(Lambert 1982). Markingin ja Dawsonin (1973) mukaan kinaldiinisulfaatti on limpimdssd
vedessd kaloille vihemmin myrkyllinen kuin kylméassa vedessi.

Klorbutolin eli 1,1,1-trikloro-2-metyyli-2-propanolin liukoisuus kylmdin veteen on hyvin
huono (0.8 g/100 ml). Kuumaan veteen se liukenee verrattain hyvin (McFarland ja Klontz
1969). Klorbutoli kuitenkin hoyrystyy helposti jopa huoneenlimméssd. Yhdiste on halo-
genoitu alkoholi ja sen vesiliukoinen osa on alkoholinen hydroksyyli; muu osa on erittdin
rasvaliukoinen. Se ei ionisoidu. Kala saattaa klorbutolinukutuksen ja siita toipumisen aikana
haukkoa ilmaa veden pinnalla, Aistiradat toimivat klorbutolinukutuksen aikana, vaikka
liikeimpulssien kulku onkin estynyt. Taima saattaa aiheuttaa lihaskouristuksia (Mattson ja
Riple 1989).

Tribromoetanoli on myds halogenoitu alkoholi. Siiné on lieva aromaattinen tai ectterimainen
tuoksu. Sen liukoisuus veteen on huono, mutta paranee limmitettdessd liuosta noin +40°C
(McFarland ja Klontz 1969). Sen yli ei pitdisi limmittis, silli tribromoetanoli on hyvin
helposti haihtuvaa. Vesiliuoksessa yhdiste hajoaa dibromoasetaldehydiksi ja vetybromidiksi,
jotka ovat Arsyttivid aineita (McFarland ja Klontz 1969). Tribromoetanoli eritetdin maksan
kautta glukuronaattikonjugaattina ulos.

2.2, Aineisto

Ty0 tehtiin Itd-Suomen keskuskalanviljelylaitoksessa vuosina 1989-1990. Koekaloina kiytettiin
syksylld -89 kaksikesdiisii (14) Sorsakosken kannan jarvitaimenia (Salmo trutta lacustris).
Kalat painoivat syksylld 110.8 + 3.5g (keskiarvo + keskiarvon keskivirhe) ja olivat 22.1 £
0.2cm pitkid, talvella 139.3 + 3.8g ja 23.6 + 0.2cm sekd keviilla 133.3 + 4.3g ja 24.4
0.3cm. Kalat siirrettiin pari viikkoa ennen kokeita 2.1 m? lasikuitualtaisiin, jotka peitettiin
muovipeitteilld. Altaat oli sijoitettu halliin. Altaisiin johdettiin 30 litraa minuutissa Yla-
Enonveden vettd, jonka laatu on esitetty taulukossa 3. Valaistusrytmi hallissa oli L8:D16.



Taulukko 3.
Yli-Enonveden veden laatu.
Arvot ovat perdisin ISKKVL:n vesilaboratorion vedenlaaturekisteristi.

laimpdtila  happipitoisuus  johtokyky pH

pvmn °C) (mg/) (mS/m)

16.10.1989 6.6 8.2 7.9 7.1
05.02.1990 1.9 11.2 1.2 6.9
14.05.1990 9.2 11.2 7.1 6.9

2.3. Menetelmit

Kokeiden viliajat kaloja ruokittiin kisin kaksi kertaa vuorokaudessa. Kaksi vuorokautta ennen
kokeita ruokinta lopetettiin. Pitoisuus- ja toleranssikokeisiin kalat haavittiin suoraan altaista
nukutushauteisiin, Varsinaista nukutuskoetta ja niytteenottoa varten kalat sumputettiin
yksittdin mustiin polyeteeniputkiin noin kaksi vuorokautta ennen koetta. Nukutusastiat olivat
PE-muovia ja hauteen tilavuus oli kymmenen litraa. Haudetta ilmastettiin koko ajan. Kokeet
tehtiin 16.9.-28.10.1989, 8.2.-25.2.1990 ja 13.5.-7.6.1990. Kokeiden ajankohdat ja veden
kulloinenkin ldmpétila on esitetty taulukossa 4.

2.3.1. Pitoisuuskoe

Sopivan nukutusasteen madrittimiscksi valituista nukutusaineista kokeiltiin kirjallisuuden
ohjearvojen mukaan useita pitoisuuksia. Nukutusaineista tehtiin kantaliuokset, joita laimen-
tamalla saatiin haluttu pitoisuus. Nukutushauteeseen siirrettiin kaksi kalaa kerrallaan ja haude
vaihdettiin aina nukutuksen jilkeen. Jokaiselta kalalta mitattiin aika, jona kala saavuttaa
sopivan nukutusasteen ja aika, jona kala virkoaa puhtaaseen veteen siirretty.

Nukutuksen katsottiin olevan sopiva, kun kalan uintiliikkeet olivat pysihtyneet ja se kisintyi
selélleen. Toipumisajaksi laskettiin aika siirrosta puhtaaseen veteen siihen, kunnes kala ui taas
aktiivisesti. Virkoamista ei autettu tekohengitykselli. Kalojen reagointia toimenpiteisiin
seurattiin jaljittelemilla todellista Carlin-merkintitilannetta tydntimélli injektioneula kalan
lihaksen lipi selkdevin alapuolelta sekd mitattiin pituus ja paino. Kokeen aikana tarkasteltiin
kalan yleistd kayttiytymista.



Taulukko 4.
Kokeiden ajankohdat ja veden kulloinenkin lampbtila
kiiytetty
nukutusaine pvm — limpbtila(°C)
kontrolli 23.10.1989 6.5
12.02.19%0 2.2
15.05.1990 9.6
MS 222 28,10.1989 6.5
25.02.1990 2.2
15.05.1990 9.6
menokaiini 27.10.1989 6.6
20.02.1990 2.2
03.06.1990 12.5
fenoksietanoli 23.10.1989 6.6
13.02.1990 2.1
19.05.1990 9.4
propoksaatti 26.10.1989 6.7
16.02.1990 2.1
28.05.1990 10.9
kinaldiinisulfaatti 26.10.1989 6.7
22.02.1990 2.2
klorbutoli 28.10.1989 6.5

2.3.2. Toleranssi- eli sietokoe

Pitoisuuskokeen perusteella valittiin sopiva pitoisuus kustakin nukutusaineesta: MS 222, 150
mg/litra vettd; menokaiini, 150 mg/l; fenoksietanoli, 0.3 ml/1; propoksaatti, 2 mg/l; kinal-
diinisulfaatti, 20 mg/1; klorbutoli, 300 mg/1; tribromoetanoli, 500 mg/l. Hauteeseen haavittiin
5 kalaa. Kalat siirrettiin yksitellen puhtaaseen veteen viiden minuutin vilein eli 5, 10, 15, 20
ja 25 minuuttia nukutuksen aloittamisesta. Toipumisaika mitattiin. Jokaiselle nukutusaineelle
tehtiin neljd sarjaa. Tehdyn sarjan jalkeen haude vaihdettiin.

2.3.3. Nukutuskoe ja niytteenotto
Koekalat (10 kalaa/nukutusaine) laitettiin mékeistd suoraan nukutushauteisiin. Siirto kesti noin

5 sekuntia. Nukutusainepitoisuudet olivat samat kuin pitoisuuskokeessa. 10 minuutin
altistuksen jilkeen kaloista otettiin niytteet. Kontrollikalat tainnutettiin iskulla pdZhan.
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Verindyte (noin 0.6 ml) otettiin pyrstosuonista 1ml heparinoidulla (NH,-heparinaatti)
injektioruiskulla. Verestd médritettiin heti hematokriitti (Het) sentrifuugilla (3 min, 9000 G).
10 ul verta otettiin mikrokapillaariin ja sekoitettin 3 ml:n hemoglobiinireagenssia (ferri-
syanidilivos). Loput verestid sentrifugoitiin kahdessa Spinco-putkessa ja plasmat erotettiin
putkiin, jotka pakastettiin nestetyppeen. Valkosolut ja paillimmiinen kerros punasoluja
poistettiin. Loput punasolut sdistettiin. Verindytteenoton jilkeen kala punnittiin ja mitattiin.
Vesipitoisuuden méirityst varten otettiin kalan aivot ja valkoista lihasta selkievin alapuolelta
Eppendorf-putkiin. Histologista tutkimusta varten kalan ensimmdisestd kiduskaaresta prepa-
roitiin pala, joka fiksoitiin muovikaseteissa 4% formaldehydissi. Jokaisen kalan sukupuoli

maédiritettiin,

2.4. Analytiikka

Naytteet tutkittiin Helsingin Yliopiston Eldintieteen laitoksella Soivion ja Virtasen (1980)
mukaan. Veren hemoglobiinipitoisuus (Hb) mitattiin spektrofotometrilld (Shimadzu CL-720,
Micro Flow Spectrophotometer) syanmethemoglobiinimenetelmilli. Laskennallisesti masiritet-
tin MCHC eli punasolujen keskimiirdinen hemoglobiinipitoisuus (MCHC=Hb/Hct).
Plasmasta médritettiin kloridipitoisuus kloridititraattorilla (CMT 10, Chioride Titrator,
Radiometer, Copenhagen) scki natrium- ja kaliumpitoisuudet liekkifotometrilli (FLM 3,
Flame Photometer, Radiometer, Copenhagen). Natrium- ja kaliummittausta varten plasma
laimennettiin 1:200 laimentimella kuten seerumistandardikin. Toinen punasoluputkista
kuivattiin +105°C:ssa 24 tuntia ja miiritettiin punnitsemalla solujen vesipitoisuus. Toisen
putken punasolut punnittiin ja lisdttiin 500 ul 0.6 M perkloorihappoa proteiinien denaturoi-
miseksi. Sakka erotettiin sentrifugoimalla 2 minuuttia 15 500 G. (Haemofuge 780, Heraeus-
Christ, GMBM). Supernatantista méaritettiin kloridipitoisuus kloridititraattorilla (CMT 10,
Chloride Titrator, Radiometer, Copenhagen) sekd natrium- ja kaliumpitoisuudet liek-
kifotometrisesti (FLM 3, Flame Photometer, Radiometer, Copenhagen). Kloridititraattori
kalibroitiin Sul:lla 1 M NaCl ja mittaus tehtiin 50 ul:sta niytettd. Natrium- ja kaliumniytteet
laimennettiin siten, ettd kokonaislaimennukseksi (PCA ja laimennin) tuli noin 1:200. Tulokset
laskettiin soluvettd kohti. Vesipitoisuudet lihas- ja hermokudoksesta miiritettiin kuten

punasoluistakin.
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2.5. Histologia

4% formaldehydilli 24 tuntia kestivoidyt kidukset vietiin nousevan alkoholisarjan kautta
parafiiniin, Niistd leikattiin 5 um:n leikkeitd, jotka kiinnitettiin munanvalkuaisglyserolilla
objektilaseille. Leikkeet virjattiin Masson-Gomorin menetelmilld ja peitettiin Entelianilla
(Tuurala ja Oikari 1976).

2.6. Tilastollinen tarkastelu

Aineisto kisiteltiin tilastollisesti Studentin t-testilld. Tilastollinen merkitsevyys on ilmoitettu
seuraavasti: NS = P>0.10, o = P<(.10, * = P<0.05, ** =P<0.01 ja ***=P<0.001
(Mékinen 1974).

3. Tulokset
3.1. Pitoisuus- ja sietokokeet
3.1.1. MS 222

MS 222:n pitoisuuden ollessa 50 mg litrassa vettd, kalat saavuttivat tyydyttivin nukutusasteen
5 minuutissa. Suuremmalla pitoisuudella (100-200 mg/l) aste saavutettiin

2-4 minuutissa, Molemmissa pitoisuuksissa herdamiseen kiytetty aika oli keskimiirin 3
minuuttia syksylli ja kevidlld. Talvella toipuminen vei pitemmin ajan (3-6 minuuttia).
Pitoisuudella 200 mg/l ei aikoihin tullut eroja. Kalat sietivit 100 milligrammaa MS 222:a
litrassa vettd hyvin syksylli ja talvella. Vield 25 minuutin nukutuksen jilkeen kalat toipuivat
keskimadrin kymmenessd minuutissa. Kevailld nukutusajan ollessa yli 15 minuuttia toipumis-
aikojen vaihtelut olivat suuria. Osalla kaloista kesti yli puoli tuntia virota. Kolme kalaa
kahdestakymmenesta kuoli.

3.1.2, Menokaiini
50 milligrammassa menokaiinia litrassa vetti kalat olivat ravhallisia ja tasapaino hdvisi

viidessd minuutissa. Kalat reagoivat kuitenkin vield toimenpiteisiin. Siirrettiiessd puhtaaseen
veteen ne myds toipuivat valittdmasti. Pitoisuudella 100-200 mg/litra nukahtaminen tapahtui
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noin 3 minuutissa ja kalat olivat erittdin helppoja kisitelld. Virkoaminen nukutuksesta vei
saman ajan. Talvella ajat olivat muutaman minuutin pitempid. Kalojen sietokyky syksylli oli
heikko, jopa niin, ettd yli 15 minuuttia nukutushauteessa pidetyt kalat kuolivat. Talvella ja
kevailla tilanne oli toinen - toipumisajat pysyivit alle kymmenen minuutin, ja jopa pienenivit
nukutuksen pidentyessa.

3.1.3. Fenoksietanoli

Pitoisuudella 0.2 ml fenoksietanolia litrassa vetti kalat reagoivat kisittelyyn, vaikka olivat
menettineet tasapainonsa. Suuremmissa pitoisuuksissa (0.3-0.4 ml/litra) toivottu nukutusaste
saavutettiin nopeasti, syksylld ja kevailld 1.5-3 minuutissa, talvella hitaammin, noin 4-5
minuutissa. Samoin toipuminen oli nopeaa, joskus jopa liiankin nopeaa. Nukutusajan
pidentiminen ei sanottavasti vaikuttanut virkoamiseen. 25 minuutin nukutuksen jilkeen kalat
toipuivat 10 minuutissa. Pitoisuudesta riippumatta kalat olivat nukutuksen aikana ravhallisia,
joillakin kaloista esiintyi lievid pakkoliikkeitd. Hengitysliikkeet olivat tasaisia ja rauhallisia.

3.1.4. Propoksaatti

Propoksaatti nukutti kalat tehokkaasti pitoisuudella 2-3 mg/litra vetti. Talldin kalat nukahtivat
2-4 minuutissa. Talvella, kylmissd vedessd haluttu nukutusaste saavutettiin vielikin nopeam-
min (1-2 minuytissa). Tasapainon menetys tapahtui nopeasti, jopa minuutissa, mutta kalojen
uintiliikkeet jatkuivat. HerdZiminen nukutuksesta saattoi kestéisi yli 20 minuuttia. Kalat alkoivat
kylld vida pian paistydfin puhtaaseen veteen, mutta tasapainon saavuttaminen kesti. Toipu-
misen aikana kalat haukkoivat henkeidin veden pinnalla. Nukutetut kalat olivat huomattavan
limaisia. Pidennetty nukutus aiheutti toipumisajan pidentymisen. Jo 15 minuutin nukutuksen
jélkeen herafiminen kesti l3hes tunnin, ja lyhyemmillikin nukutusajoilla kalat virkosivat vasta
20-30 minuutin kuluttua puhtaaseen veteen siirtimisesti.

3.1.5. Kinaldiinisulfaatti

Alhaisella kinaldiinisulfaattipitoisuudella (10 mg/litra) kalat eiviit nukkuneet 10 minuutin
nukutuksen jilkeenkddn. Useimmat menettivit tasapainonsa verrattain nopeasti, mutta
reagointi rsytykseen oli voimakasta. Téten niiden kisittely oli lihes mahdotonta. Pitoisuuden
ollessa 20 mg kinaldiinisulfaattia litrassa vettd kalat saavuttivat jonkinlaisen narkoosin
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keskimadrin 4 minuutissa, kevailld hitaammin. Nukutuksen aikana hengitysliikkeet olivat no-
peita ja episdinnollisid. HerdZiminen nukutuksesta tapahtui nopeasti, noin 2-3 minuutissa.
Kalat "yskivit" ajoittain voimakkaasti. Niiden iho oli erittiin limainen ja vaaleni nukutuksen
aikana. Suurennettaessa pitoisuutta tyydyttivan nukutusasteen saavuttamiseen tarvittava aika
piteni, jopa niin, ettéi pitoisuudella 60 milligrammaa kinaldiinisulfaattia litrassa vettd kalat
eiviit menettineet tasapainoaan kymmenessi minuutissa. Kalat kestivat 20 mg/litra-pitoisuutta
melko hyvin. Vield 25 minuutin nukutuksen jéilkeen herddminen tapahtui 6-9 minuutissa.

3.1.6. Klorbutoli

Klorbutolia kokeiltiin vain syksylld kiytdn hankaluuden takia. Pitoisuudessa 300 mg klor-
butolia litrassa vetti kalat nukahtivat keskiméddrin 5 minuutissa. Nukutusaste ei kuitenkaan
ollut tyydyttiva, silld kalat reagoivat toimenpiteisiin. Ne myos saivat ajoittain lihaskouristuk-
sia. Herdiminen oli suhteellisen nopeaa, noin neljissi minuutissa. Kalojen hengitys oli
vaikeaa ja epasiinnéllisti herdimisen aikana. Toipumisaika venyi 20 minuuttiin yli 15
minuutin nukutuksessa. Kaksi kalaa kahdestakymmenesta kuoli pidemmén nukutuksen aikana.
Klorbutolihaude haisi voimakkaasti kamferilta. Haju kuitenkin haihtui nopeasti.

3.1.7. Tribromoetanoli

Mybs tribromoetanolia kiytettiin vain syksylld, koska silld oli lihes mahdotonta saavuttaa
katan kisittelyn kannalta sopivaa nukutusastetta. Pitoisuuden ollessa alle 20 mg/litra vettd
kalat olivat rauhallisia, mutta ne eivit nukkuneet. Suuremmilla pitoisuuksilla (100-300 mg/1)
kalat menettivit tasapainonsa alle 10 minuutissa, mutta reagoivat voimakkaasti kisittelyyn.
Kiytettiessd suurempia pitoisuuksia palautuminen oli hidasta. Kalat yrittivit vida, mutta
tasapainon saavuttaminen saattoi kestii jopa tunnin 20 minuutin nukutuksen jilkeen. Hen-
gitysliikkeiti oli lihes mahdoton havaita 10 minuutin nukutuksen jdlkeen. Hengityksen
palautuminen normaaliksi oli hidasta.
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3.2. Fysiologiset arvot

3.2.1. Veren hematokriitti, hemoglobiini ja MCHC

Veren hematokriittiarvot olivat kaikissa koeryhmissi suurempia kuin verrokkiarvot. Propok-
saattilla nukutetut kalat eivat poikenneet merkitsevisti verrokkiryhmisti. Talven nukutuksissa
veren hematokriittiarvot eivdt olleet merkitsevisti verrokkeja suurempia yhdessikiin
ryhmissd (kuva 1). Propoksaatilla nukutettujen ja verrokkikalojen veren hematokriittiarvot
olivat suurimpia tatvella (p < 0.05 ja p < 0.01). MS 222-, fenoksietanoli- ja kinaldiinisul-
faattiryhmien kalojen veren Het-arvot olivat suurimmillaan syksyll4, pienentyen kevitti kohti.
Menokaiininukutuksen aikana kalojen veren hematokriittiarvot reagoivat piinvastoin, eli
kasvoivat kevitti kohti.

30
28

N
lokakuu

N kontroll P s 22

klorbuto

Kuva 1. Jarvitaimenen veren hematokriittiarvo 10 minuutin nukutuksen jilkeen eri ndytteenot-

toaikoina. Tarkemmat pdivimairat ja limpotilat on esitetty taulukossa 3. Pylvéit kuvaavat
ryhmien keskiarvoja + keskiarvon keskivirhe (n=10), tilastolliset merkitsevyydet on laskettu
Studentin t-testilld; tilastollisten merkkien selitykset tekstiss.

Nukutettujen kalojen veren hemoglobiinipitoisuudet olivat kaikissa ryhmissi suurempia kuin
verrokkikaloissa. Erot olivat tilastollisesti merkitsevid vain syksyn fenoksietanoli-, kinal-
diinisulfaatti- ja klorbutanoliryhmien seki keviin menokaiiniryhman kalojen veressi (kuva 2).
Talvella veren hemoglobiiniarvoja ei mitattu. MS 222:1fa nukutettujen kalojen veren hemo-
globiinipitoisuus oli pienempi keviilld kuin syksylld. Muihin nukutusaineisiin hemoglobiini-

vaste oli pdinvastainen.
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Hemoglobiinin suhteellinen osuus punasoluista (MCHC) vastasi lihes kaikkien nukutusaine-
ryhmien kalojen verissd verrokkikalojen arvoja. Suurempi se oli keviilld propoksaattilla (p
< 0.01) nukutettujen kalojen veressd ja pienempi syksylli fenoksietanolilla (p < 0.01) seki
keviilli MS 222:1la (p < 0.05) nukutettujen kalojen veressd (kuva 3). MS 222-ryhmin
kalojen veressi MCHC oli pienempi kevailld kuin syksylldi. Muiden nukutusaineryhmien
kalojen verissi MCHC-arvot olivat suurempia kevailla kuin syksylld, fenoksietanoliryvhmin
kaloilla jopa merkitsevisti,

Hb
g/1
helmikuu )
B menokain [7] fen etn. RN propoks [l kin .sutf

Kuva 2. Jirvitaimenen veren hemoglobiinipitoisuus 10 minuutin nukutuksen jilkeen eri
ndytteenottoaikoina. Selitykset kuten kuvassa 1.
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Kuva 3. Jarvitaimenen veren MCHC-arvo 10 minuutin nukutuksen jilkeen eri niytteenot-
toaikoina. Selitykset kuten kuvassa 1.



3.2.2. Plasman ionipitoisuudet

Koeryhmien kalojen plasman kloridipitoisuudet eivit poikenneet tilastollisesti merkitsevisti
verrokkien plasman kloridipitoisuuksista. Talvella arvot olivat kaikissa nukututetuissa
ryhmissd merkitsevésti suurempia kuin syksylld ja kevailld. Plasman Cl'-pitoisuudet olivat

pienimmat kevailld nukutetuissa kaloissa. Plasman natriumpitoisuuksien vaihtelut muistuttivat
kloridipitoisuuksien vaihteluita. Niytteenottoajankohdan vaikutus koekalojen plasman

natriumpitoisuuksiin ei ollut yhti suuri kuin plasman kloridipitoisuuksiin (kuvat 4 ja 5).
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Kuva 4. Jarvitaimenen plasman kloridipitoisuus 10 minuutin nukutuksen jilkeen eri niyt-

teenottoaikoina. Selitykset kuten kuvassa 1.
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Kuva 5. Jarvitaimenen plasman natriumpitoisuus 10 minuutin nukutuksen jilkeen eri niyt-

teenottoaikoina. Selitykset kuten 1.
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Verrokkikalojen plasman katiumpitoisuudet olivat suuria, syksylld jopa 4.06mmol/1. Syksylla
ja talvella kaikkien muiden paitsi kinaldiinisulfaattiryhmiin kalojen plasman kaliumpitoisuudet
olivat merkitsevasti pienempid kuin verrokkikalojen (p < 0.01). Keviilld MS 222-ryhmén
kalojen plasman kaliumpitoisuudet olivat suurempia kuin verrokkiryhmdn Kkalojen, ei
kuitenkaan tilastollisesti merkitsevisti. Muiden nukutusaineryhmien kalojen plasman K*-
pitoisuudet olivat vihin verrokkipitoisuuksia pienemmit (NS) (kuva 6). Verrattaessa saman
nukutusaineen eri niyttecnottokertoja toisiinsa oli eroja vain kolkattujen kalojen plasman
kaliumpitoisuuksissa, jossa syksylli arvot olivat tilastollisesti suurempia, ja MS 222:lla
nukutettujen kalojen plasman kaliumpitoisuuksissa, jossa keviilld arvot olivat tilastollisesti

pienempia kuin muina niytteenottoajankohtina,

a5 mol/1
4.07—
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Kuva 6. Jirvitaimenen plasman kaliumpitoisuus 10 minuutin nukutuksen jilkeen eri niyt-
teenoottoaikoina. Selitykset kuten kuvassa 1.

3.2.3. Punasolujen ionipitoisuudet

Syksylld kaikkien koeryhmien kalojen punasolujen kloridipitoisuudet olivat merkitsevasti
suurempia kuin verrokkiryhmén kalojen punasoluissa. Nukutusaineryhmien vililla ei ollut
vaihtelua. Talvella ja keviilld erot eri nukutusaineryhmien kalojen punasolujen kloridipitoi-
suuksissa olivat suuret, vaikka tilastollisesti ne eivit olleetkaan niin merkitsevia kuin syksylla.
Tami johtunee suurista hajonnoista. Talvella erot nukutettujen kalojen punasolujen CI'-
pitoisuuksiin olivat merkitsevat kinaldiinisulfaatilla ja MS 222:1l2 (p < 0.01) sekd meno-
kaiinilla (p < 0.01) nukutettujen kalojen punasoluissa. Muissa nukutusaineryhmissa puna-

solujen kloridipitoisuudet olivat suurempia kuin verrokkikalojen punasolujen kloridi-
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pitoisuudet, vaikkakaan eivdt merkitsevisti (kuva 7). Punasolujen kloridipitoisuus kasvoi

kevatta kohti kaikilla muilla paitsi fenoksietanolilla nukutetuilla kaloilla, joissa pitoisuus oli

ldhes sama naytteenottoajankohdasta riippumatta.

Punasolujen natriumpitoisuudet noudattelivat samaa linjaa kuin kloridipitoisuudet. Syksylld

vertailuryhmin ja nukutusaineryhmien punasolujen natriumpitoisuuksissa erot eivit olleet niin

suuret kuin kloridipitoisuuksissa. Merkitsevisti suurempia natriumpitoisuuksia mitattiin vain

fenoksietanolilla ja klorbutolilla nukutettujen kalojen (p < 0.01) punasoluista. Talvella

suurempia natriumpitoisuuksia oli fenoksietanoliryhmin (p < 0.05) seki kinaldiinisulfaatti-

ja MS 222-ryhmien (p < 0.01) kalojen punasoluissa.

RIBC CI”
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Kuva 7. Jdrvitaimenen punasolujen kloridipitoisuus 10 minuutin nukutuksen jalkeen eri

ndytteenottoaikoina. Selitykset kuten kuvassa 1.
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Kuva 8. Jarvitaimenen punasolujen natriumpitoisuus 10 minuutin nukutuksen jalkeen eri

nédytteenottoaikoina. Selitykset kuten kuvassa 1.
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Muiden nukutusaineryhmien kalojen punasolujen natriumpitoisuuksissa ei ollut merkitsevia
eroja, vaikka ne olivatkin korkeampia kuin verrokkikalojen punasolujen natriumpitoisuudet.
Keviilla ei mikdin nukutusaineryhmai poikennut tilastollisesti merkitsevisti verrokkiryhmisti,
vaikka erot olivatkin melko suuret. Kuten punasolujen kloridipitoisuudetkin, myods natrium-

pitoisuudet suurenivat kevittd kohden (kuva 8).

Syksylli kaliumpitoisuudet olivat kaikkien nukutusaineryhmien kalojen punasoluissa pienempia
kuin verrokkikalojen punasoluissa. Menokaiinilla ja MS 222:1la nukutettujen kalojen puna-
solujen kaliumpitoisuuksissa erojen merkitsevyys oli vain suuntaa-antava, muissa nukutusaine-
ryhmissi ne olivat merkitsevisti pienempid. Muissa ndytteenotoissa ei eroja nukutettujen ja
verrokkikalojen punasolujen vilille muodostunut. Kaikki kalojen punasolujen kalium-
pitoisuudet olivat pienempid tai lihes samoja kuin verrokkikalojen punasolujen kalium-
pitoisuudet. Poikkeuksena kevadn propoksaattiryhmén kalojen punasolut, joiden kalium-
pitoisuudet olivat suurempia, tosin merkitsevyys oli vain suuntaa-antava. Myds kalojen

punasolujen kaliumpitoisuudet suurenivat kevitti kohti (kuva 9).

RBC K
mmol/1

180
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1501— T T >
140 1— RN RS e N

R Ml N /)
120 | — | 7\ % §

[INRIZZ1 R~ N S L N & : & L
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kontroll MS 222 [N menokain [7_21 fen .etan propoks I kin .sulf
l klorbuto

Kuva 9. Jarvitaimenen punasolujen kaliumpitoisuudet 10 minuutin nukutuksen jilkeen.
Selitykset kuten kuvassa 1.

3.2.4. Lihaksen, aivojen ja punasolujen vesipitoisuus
Lihaksen vesipitoisuudessa ei koeryhmien ja verrokkiryhmién kalojen vililld ollut

eroja. Eroja ei mydskiisn saatu kalojen aivojen vesipitoisuuksissa. Hermokudoksen vesipitoi-

suudet olivat kaikkien nukutusaineryhmien kaloissa pienimmidt syksylld ja suurimmat kevailla.
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Ero syksyn ja kevidin vililli oli tilastollisesti merkitsevi. Myds kalojen lihaskudoksen

vesipitoisuudet kaikissa muissa nukutusaineryhmissi paitsi menokaiiniryhmissi olivat

pienimmit syksylld, ei kuitenkaan til
vesipitoisuudet olivat kaikilla koeryh
poikkeuksena talvella menokaiinilla

astollisesti merkitsevésti (kuvat 10 ja 11). Punasolujen
mén kaloilla suurempia kuin verrokkiryhmén kaloilla,

nukutettujen kalojen punasolut, joissa vesipitoisuudet

olivat verrokkiryhmin kalojen punasolujen vesipitoisuuksia pienempii. Keviilli erot

kolkattuihin kaloihin eivit olleet tilas

tollisia (kuva 12).
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Kuva 10. Jarvitaimenen lihaksen vesi

kuten kuvassa 1.

pitoisuus 10 minuutin nukutuksen jilkeen. Selitykset
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Kuva [1. Jirvitaimenen aivojen vesi
kuten kuvassa 1.

pitoisuus 10 minuutin nukutuksen jélkeen. Selitykset
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Kuva 12. Jirvitaimenen punasolujen vesipitoisuus 10 minuutin nukutuksen jélkeen. Selitykset
kuten kuvassa 1.

3.2.5. Plasman kortisolipitoisuus

Syksylld nukutettujen kalojen plasman kortisolipitoisuudet olivat samantasoisia tai vahin
suurempia kuin verrokkikalojen plasman kortisolipitoisuudet. Talvella verrokkipitoisuudet
olivat suurempia kuin muut, nukutettujen kalojen plasman kortisolipitoisuudet. Tilastollisesti
pienempii plasman kortisolipitoisuuksia mitattiin fenoksietanolilla ja MS 222:1la nukutetuissa
kaloissa. Keviillj tilastollisia eroja ei nukutusaine- ja verrokkiryhmien vililla oflut (kuva 13).

kortisoli
ug/1

NN+ |
IS
/77

f88 nenokain || fen.etan NN propoks [l kin.sulf

Kuva 13. Jarvitaimenen plasman kortisolipitoisuus 10 minuutin nukutuksen jalkeen. Selitykset
kuten kuvassa 1.
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Kaikkien koeryhmien kalojen plasman kortisolipitoisuudet olivat syksylld pienempid kuin
muina nayttenottokertoina. Fenoksietanolilla ja MS 222:11a nukutetuilla kaloilla viel3 talvellz
plasman kortisolipitoisuudet pysyivit alhaisina, mutta niillikin pitoisuudet olivat kevailli

suuremmat.

3.3. Histologia

Yleisesti ottaen kalojen kidukset olivat suhteellisen hyvédkuntoisia. Minkiinlaisia nukutus-
aineen aiheuttamia rakennevaurioita ei voitu havaita. Nukutusaineryhmien kalojen kidukset
eivit poikenneet toisistaan vaan kaikissa oli seki hyvid ettd huonoja. Joissain kidusleikkeissi
oli havaittavissa lievdd epiteelien irtoamista ja rypistymistd. Kidusten epiteelien pinnalta
10ydettiin loisia, jotka maéritettiin Trichophyra sp.:ksi (Post 1987). Niiti esiintyi kaikkina
ndytteenottokertoina, mutta erityisesti keviilld. Kloridisolujen mésira kalojen kiduksissa oli
suuri talvella ja kevaalli.

4. Tulosten tarkastelu

Pitoisuus- ja toleranssikokeissa pyrittiin 1dytimaiin sopiva nukutusainepitoisyus. Halutun
nukutusasteen arvioiminen oli kuitenkin hankalaa. Koska kalat kylmissd vesissi ovat jo ilman
nukutusaineitakin ravhallisia, oli lihes mahdotonta sanoa, milloin kalat saavuttivat halutun
nukutusasteen. Kalojen reaktiot eri nukutusaineille poikkesivat toisistaan hyvinkin paljon.
Mitdén yhtendistd linjaa ei pystytty havaitsemaan. Nukutusasteiden luokittelu onkin tehty
lahinnd nisdkdsfysiologian l3htdkohdista eiki siten valttimittd vastaa kalojen reaktioita.
Lisdksi erilaisiin ympéristdolosuhteisiin sopeutuneet kalat reagoivat eri tavoin nukutus-
aineisiin. Useimmat tutkimuksista on tehty limpimén veden kaloilla. Suomen kylmissi
olosuhteissa tilanne poikkeaa varmasti tropiikin tilanteesta.

Nukutushauteen pH vaikuttaa nukutuksen tehokkuuteen Jja kalan fysiologiseen tilaan. Toisaalta
nukutusaine itse voi muuttaa veden kemiaa. Tulosten tarkastelua olisi varmasti helpottanut, jos
nukutushauteen pH, tai mahdollisesti muitakin arvoja, olisi mitattu.
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4.1. Nukutusainepitoisuudet ja sietokyky

Tissd tutkimuksessa kiytetty MS 222-pitoisuus 100-200mg/litra vettd vastasi yleisid suosituk-
sia (Klontz ja Smith 1968, McFarland ja Klontz 1969, Stuart 1981, Ross ja Ross 1984, Bell
1987). Eri tutkimuksissa on kiytetty pienempid nukutusainepitoisuuksia kalojen siirroissa kuin
muissa toimenpiteissi. Myoskin nukutus- ja toipumisajat olivat odotettujen kaltaisia. Poik-
keuksena tihin oli kevailld havaittu kalojen sietokyvyn pieneneminen pidennettdessd nukutus-
aikaa MS 222-nukutuksessa. Samaan aikaan kanyloitujen jarvitaimenten toipumisessa todettiin
myds vaikeuksia (Itiluoma, julkaisematon tieto). Marking (1967) on todennut MS 222:n
olevan myrkyllisempéii 1impimassi vedessd. Piikkimonni toipuu hitaammin MS 222-nukutuk-
sesta lampimissd vedessi kuin kylmissd vedessd (Huish 1972). Myds kuolleisuus nousi
merkittivisti 1impimissi vedessi. Tissd tySssd kdytetyt kalat smolttiutuivat kevailld (eli
muuttuivat jokipoikasesta vaelluspoikaseksi) ja olivat siten herkemmdssi fysiologisessa tilassa
kuin syksylld. Myds menokaiinin olettaisi MS 222:n sukulaisena kiyttiytyvin samoin. Niissi
molemmissahan nimenomaan nukuttava ainesosa on sama. Ero rakenteessa vaikuttaa lihinnd
aineen liukoisuuteen veteen. Kalat kuitenkin kestivit keviilld nukutusta menokaiinilla hyvin.
Kalojen kannalta herkin aika oli mahdollisesti jo mennyt ohi, silli menokaiininukutus
suoritettiin vasta kesikuun puolella, kun veden limpétila oli +12,5°C.

Fenoksietanoli toimi tehokkaasti eli nukutti kalat suhteellisen helposti. Kirjallisuudessa
esiintyvii viittauksia siihen, ettd kiputunto kaloilla saattaisi olla jiljelld (Ross ja Ross 1984),
ei havaittu. Kalat toipuivat nukutuksesta jo kisittelyn aikana, miki viittaa siihen, ettd nukutus
ei ollut riittivan syvd. Sehdevin ym. (1963) tutkimukset, joiden mukaan fenoksietanolin
turvallisuusmarginaali on korkea, tukevat tehtyjd havaintoja, joiden mukaan kalat virkosivat
nopeasti riippumatta nukutusajasta. Toimivan ja tappavan pitoisuuden ero kasvaa kylmissi
vedessd (Sehdev ym. 1963), jopa niin ettii 4+4°C vedessé punalohi toipuu vield 12 tunnin
nukutuksesta.

Vaikkakin propoksaatti onkin kehitetty vaihtolimpdisten eldinten nukutusaineeksi, 18ytyy siiti
kirjallisuutta melko vahdn. Metomidaattia ja etomidaattia on tutkittu enemmén. Bergstrom
(1967) on nukuttanut lohikaloja propoksaatilla ja laskenut LDgg-arvoja (pitoisuus, jossa
kuolleisuus on 50 %) eri limpdtiloissa. Hinen mukaansa +9.5°C voi pitoisuudelta 2.5 ppm
(2.5 mg/litra ) pitdd kalaa nukutushauteessa 15 minuuttia ilman riskid. Lampdtilan laskiessa
turvallinen pitoisuus suurenee. Edelld mainittu pitoisuus vastaa hyvin tdssd tutkimuksessa
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havaittua tehokasta pitoisuutta. Téssd tutkimuksessa propoksaatilla nukutetut kalat toipuivat
hitaasti. Pitkid toipumisaikoja ovat havainneet myds Mattson ja Riple (1989) nukuttaessaan
turskia metomidaatilla.

Sopiva kinaldiinisulfaattipitoisuus tissd tutkimuksessa oli 20-30 milligrammaa litrassa.
Samanlaisia pitoisuuksia ovat kiyttineet Gilderhus ym. (1973). Marking ja Dawson (1973)
ovat mitanneet kinaldiinisulfaatin LCy,-arvoja. Heidin mukaansa nimi arvot vaihtelevat
suuresti riippuen kalalajista seki veden kovuudesta ja pH:sta. On todettu, etti kalalla saattavat
refleksit sdilyd nukutuksen aikana (Gilderhus ym. 1973). Tissikin tutkimuksessa oli havait-
tavissa kalojen reagointia kosketukseen, vaikka kalat olivatkin saavuttaneet tyydyttivin
nukutusasteen. Himmastystd herdttinyt havainto oli, etti suurennettaessa kinaldiinisulfaat-
tipitoisuutta kalat eivit endd reagoineetkaan sithen toivotulla tavalla eli eivit nukahtaneet
lainkaan. Ilmeisesti kinaldiinisulfaatti vaikuttaa omaan tehokkuuteensa laskemalla nukutus-
hauteen pH:ta niin paljon, ettei nukutuksen kannalta tehokasta muotoa ole enii tarpecksi
jiljielld (Gilderhus ym. 1973). Kinaldiinisulfaatilla nukutetuilla kaloilla havaittiin ihon
vaalenemista. Summerfeltin ja Smithin (1990) mukaan kalojen verenpaine laskee nukutuksen
aikana. Tdmi saattaa aiheuttaa jhossa verenkierron muutoksia. Toisaalta nukutusaineet voivat
vaikuttaa jhon melanoforeihin, jotka ovat hermostollisen séitelyn alaisia joko suoraan tai
hormonien vilitykselld (Prosser 1973).

Seki Klorbutolin etté tribromoetanolin kiyttd oli hankalaa. Kaytettiessi niiti aineita nukkuvil-
ta ndyttivit kalat reagoivat kuitenkin voimakkaasti kiisittelyyn. Klorbutoli ilmeisesti haihtui
melko nopeasti, jolloin aineen pitoisuus nukutushauteessa viheni nopeasti. Klorbutolilla
nukutetut kalat saivat lihaskouristuksia, Myds Mattson ja Riple (1989) ovat havainneet
klorbutolilla nukutetuilla kaloilla vastaavia oireita.

Taulukossa 5 on esitetty timin tutkimuksen perusteella suositeltavat nukutusainepitoisuudet,
sekd kiytettdessd nlitd pitoisuuksia ajat, joilla kalat nukahtavat ja toipuvat nukutuksesta.
Jokaisen nukutuksen kohdalla olisi kuitenkin tehtivi nukutuskoe, jolla selvitetdfin sopiva
pitoisuus paikallisia olosuhteita silmalld pitien.
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4.2. Nukutusaineiden vaikutukset jarvitaimenen fysiologisiin arvoihin

MS 222:1la nukutettujen kalojen veren hematokriittiarvon ja hemoglobiinipitoisuuden on
havaittu nousevan useissa tutkimuksissa (Houston ym. 1971, Reinitz ja Rix 1977, Soivio ym.
1977). Niiden veriarvojen suureneminen lisii veren hapenkuljetuskykyi, joten ne reagoivat
MS 222:n aiheuttamaan hypoksiaan. Toisaalta nimd arvot kohoavat kaikenlaisen kisittelyn
vaikutuksesta. Niytteenoton vaikutusta kirjolohen veriarvoihin ovat selvittineet muun muassa
Soivio ym. (1974) ja Railo ym. (1985). Myés haven veren hematokriittiarvon ja hemo-
globiinipitoisuuden on todettu suurenevan kisittelyn vaikutuksesta (Soivio ja Oikari 1976).
Tissd tydssd pyrittiin ylim#irdiset hairidtekijit karsimaan mahdollisimman vihiin, jotta
todelliset nukutuksen aiheuttamat vasteet saataisiin kalassa ndkyviin. Tutkimuksessa olivat
lihes kaikilla nukutetuilla kaloilla veren hematokriittiarvot ja hemoglobiinipitoisuudet
lisadntyneet. Ainoastaan keviailld oli MS 222:lla nukutettujen kalojen veren hemoglobiini-
pitoisuus pieni. Naiden kalojen MCHC oli my®s pieni, miki osoittaa punasolujen turvonneen
(Soivio ym. 1974b). Propoksaatilla nukutettujen kalojen veren Hct-arvot ja Hb-pitoisuus eivit

Taulukko 5. Tutkimuksen perusteella jarvitaimenelle suositeltavat nukutusainepitoi-
suudet ja niitd vastaavat havaitut vaikutus- ja toipumisajat. LampGtilat ovat suuntaa-

antavia.
nukutus- pitoisuus vaikutus- toipumis-
aika litraa aika (min) aika (min)

kohti

+10°C / 4+2°C +10°C/ +2°C

MS 222 0.1-0.2 ¢ 2-4 2-4
meno-
kaiini 0.1-0.2 g 2-3% [ 3-7 1% - 3%
fenoksi-
etanoli 0.3-0.4 ml 2-3% / 2%-4 1-3 [ 3%-5
propok-
saatti 2-3 mg 15112 > 20
kinaldiini-
sulfaatti 20-30 mg 2-10/24 1% - 315
klor-
butoli 03g 5-10 2-6
tribromo-

etanoli 05¢g 215 -7 3% - 10
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poikenneet verrokkikalojen arvoista. Ilmeisesti propoksaatti ei vaikuta kalojen hapen saantiin,
koska tarvetta veren hapenkuljetuskyvyn parantamiseen ei ole. Suurten MCHC-arvojen
perusteella néyttiisi siltd ettd, ndiden kalojen punasolut olisivat kutistuneet.

Veren hematokriitin ja hemoglobiinin suurenemista aiheuttaa muun muassa plasmatilavuuden
pieneneminen. Vettd joko eritetdéin ulos kidusten ja munuaisten kautta, tai toisaalta soluvili-
tilan vesipitoisuus ja imunesteen tilavuus saattavat suurentua. Ainakin MS 222:n on todettu
vaikuttavan solukalvojen lip#isevyyteen. Solukalvojen lipdisyyden muuttuessa veden
jakautuminen eri kudosten vililli muuttuu. Toisaalta mys punasolujen lukumairin muutokset
vaikuttavat veren hemoglobiinipitoisuuteen ja hematokriittiarvoon. Punasoluja voi tulla
verenkiertoon kalan kudosten verivarastoista. Kaloilla verivarastona toimii lihinni perna,
mutta my6s munuainen (Soivio ym. 1974a). Fingen ja Nilssonin (1985) mukaan lohikaloilla
pernan painossa on suuria vuodenaikaisia vaihteluita. Reinin lohi saattaa varastoida jopa
neljéinneksen koko veritilavuudestaan pernaan. Nimi verivarastot tyhjenevit happivajauksen
ja useiden ladkeaineiden vaikutuksesta (Finge ja Nilsson 1985). Pernan toimintaa siitelee
autonominen hermosto. Hiirid kalan normaalissa elimdssi saa aikaan katekoliamiinien
vapautumisen (Mazeaud ja Mazeaud 1981). Nimi aiheuttavat muun muassa pernassa
verisuonten supistumisen ja punasolujen vapautumisen verenkiertoon (Finge ja Nilsson 1985).
Joillakin kaloilla, kuten suutari ja ruutana, pernalla toimii siitelee kolinerginen hermostus
(Fange ja Nilsson 1985). Kirjolohella ei verisolujen miéiri munuaisessa pienene MS 222-
nukutuksen aikana, joten punasoluja ei miti ilmeisimmin vapaudu verenkiertoon. Plasmasta
kylldkin siirtyy nestettdi munuaiskudokseen (Soivio ym. 1974a). Tissi tutkimuksessa toden-
nakdisesti myds kolkatuilla kaloilla verivarastot tyhjeneviit ja vaikuttavat myds verrokkikalojen
veren hematokriittiarvoihin ja hemoglobiinipitoisuuteen kuten nukutetuilla kaloillakin. Soivion
ja Nikinmaan (1981) mukaan hypoksian aikainen pernan painon muutos vastaa vain noin 2%
veritilavuuden suurenemisesta, joten se tuskin selittid hemoglobiinin ja hematokriitin

muutosta.

My®6s punasolujen uudismuodostus aiheuttaa hematokriitin ja hemoglobiinin nousua. Kaloilla
erytropoieesi eli punasolujen syntyminen tapahtun lihinni etumunuaisessa. Ahvenella ja
sdrjelld punasoluja syntyy myds pernassa (Yamamoto ym. 1980). On kuitenkin hyvin
epatodennikoistd, ettd uusia soluja ehtisi muodostua 10 minuutin nukutuksen aikana.
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Punasolujen tilavuutta kuvaava suure, MCHC, ei tissd tutkimuksessa ole nukutetuilla kaloilla
muuttunut. MCHC:n pieneneminenhin kuvastaa punasolujen turpoamista (Soivio ym 1974b).
Soivio ym. (1977) ovat todenneet punasolujen turpoavan MS 222- ja bentsokaiininukutuksen
aikana. Punasolujen turvotessa niiden sisfiinen ATP-pitoisuus pienence (ATP/Hb-suhde ei
muutu), jolloin myds solun sisdinen pH suurenee. pH:n nousu parantaa esimerkiksi hypok-
sisen lohikalan veren happiaffiniteettia (Soivio ja Nikinmaa 1981). Solujen turvotessa
tapahtuva hemoglobiinin laimeneminen lisii omalta osaltaan myds veren happiaffiniteettia
(Soivio ja Nikinmaa 1981). Punasolun tilavuuden muutoksia voidaan selittd3 seki adrener-
gisen vasteen ettd veren pH:n ja hapen osapaineen muutoksilla (Nikinmaa 1986). Muun
muassa Iwama ym. (1989) ovat mitanneet kirjolohen veren pH:n ja pO,:n pienenemistd
fenoksietanoli-, metomidaatti- ja MS 222-nukutuksen aikana. Myds Soivio ym. (1977) ovat
havainneet MS 222:n aiheuttavan veren hapen osapaineen ja pH:n piencnemistd lohikalan
veressi. Veren katekoliamiinien pitoisuuden kohotessa sekéi kloridi ettd natriumpitoisuus
nousece CI/HCO;- ja Na*/H*- vaihtajien aktivoituessa (Nikinmaa 1986), kuten tissa
tutkimuksessa on kilynyt syksylld fenoksietanolilla nukutettujen kalojen punasoluissa. Naiden
solujen MCHC:kin on laskenut. Syksylld muilla nukutusaineilla nukutettujen kalojen puna-
solujen noussut kloridipitoisuus viittaa veren pH:n ja hapen osapaineen laskuun, koska
natriumpitoisuus ei ole reagoinut. Talvella ja kevdilli MS 222:lla nukutettujen kalojen
punasolut nayttiisivit reagoineen myds adrenaliiniin ja turvonneen. Samoin talvella kinal-
diinisulfaatilla nukutettujen kalojen punasolut.

Plasman ioni- ja kudosten vesipitoisuuksissa ei ole nukutusaineista johtuvia eroja. Willfordin
(1970) mukaan MS 222 ei aiheuta aivojen vesipitoisuudessa muutoksia. Hin on havainnut
myds, etti vesipitoisuudessa esiintyy vuodenaikaisia vaihteluja. Havainto tukee timén
tutkimuksen tuloksia. Limpdtilan ajheuttamat erot nukutettujen kalojen plasman ionitasa-
painoon ovat suurempia kuin eri nukutusaineiden aiheuttamat erot. Kylmissi vedessd
aineenvaihdunnan hidastuessa aktiiviset kuljetusmekanismit ovat hitaita, jolloin passiiviset,
pitoisuuseroihin perustuvat kuljetusmekanismit aiheuttavat ioni- ja vesitasapainon hairi6itd
(Davenport 1992). Kudosten vesipitoisuudet olivat kevéilld korkeimmillaan. Ilmeisesti kalat
eivit olleet viel tiysin sopeutuneet 1dmpimasn veteen, jolloin aktiiviset kuljetussysteemit eivat
toimineet tiydelld teholla. Menokaiininukutus suoritettiin viimeisend, jolloin lihaksen
vesipitoisuuskin on jo ehtinyt tasaantua. Kirjolohen plasman kaliumpitoisuuden on todettu
pienenevin MS 222-nukutuksen aikana (Soivio ym. 1975, Soivio ym. 1977). Tassa tutkimuk-
sessa nukutettujen kalojen plasman kaliumpitoisuus on myds pienempi verrokkikalojen
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plasman kaliumpitoisuuteen nihden. Toisaalta verrokkikalojen tainnuttamiseksi kaytetty isku
péihin suurentaa plasman K*-pitoisuutta. Myds punasolujen kaliumpitoisuus on nukutetuilla
kaloilla pienentynyt. Jensenin (1990) mukaan kalium saattaa siirtyd myos soluvilitiloihin,

Kalan etumunuaisen solut reagoivat erilaisiin stressitekijoihin, kuten kylmain, kisittelyyn ja
nukutukseen muun muassa erittimalld kortisolia. Kortisolipitoisuus kalan plasmassa nousee
my6s "luonnollisesti” lohikalan valmistuessa siirtymdin makeasta vedestd suolaiseen veteen
(Barton ym. 1985). Myds jirvitaimenen on todettu smolttiutuvan, vaikkakaan se ei koskaan
luonnollisissa olosuhteissa paisisikdin suolaiseen veteen (Soivio ym. 1989). Toisaalta
smolttiutuvan kalan plasman kortisolipitoisuudessa tapahtuu erilaisten hiiridtekijéiden johdosta
herkemmin muutoksia kuin jokipoikasella. Myos tissi tutkimuksessa nikyy selviisti kalojen
héiridherkyyden lisddntyminen kevéttid kohti. Kultakalalla on todettu plasman kortisoli-
pitoisuudessa huomattavaa vuorokaudenaikaisvaihtelua (Matty 1985). Nichols ja Weisbart
(1984) ovat havainneet lohikalan plasman kortisolipitoisuudessa 1-2 tunnin vilein esiintyvia
huippuarvoja. Taten hiiriintymittomienkin yksildiden viliset kortisolipitoisuuksien vaihtelut
voivat olla hetkellisesti hyvinkin suuria. Kortisoli siitelee kalan vesi- ja elektro-
lyyttitasapainoa. Esimerkiksi smolttiutuvan lohikalan kidusten Na*K*-ATPaasi-aktiivisuus
kasvaa kidusten kloridisolujen lukumézran lisdéintyessd kortisolin vaikutuksesta (Matty 1985,
Richman ja Zaugg 1987). Hoarin (1988) mukaan lohikalan vaelluspoikanen alkaa kortisolin,
tyroksiinin ja kasvuhormonin vaikutuksesta kiyttiii rasvoja energiaraaka-aineena hiilihydraat-
tien sijaan. Toisaalta sen rasva-aineenvaihdunta muuttuu siten, etti pitkiketjuisten tyydyttymit-
tdmien rasvahappojen osuus solukalvoissa kasvaa. Muutokset erilaisten rasvojen suhteellisissa
osuuksissa heijastuvat solukalvon fluiditeettiin eli juoksevuuteen ja sitd kautta lipaisevyyteen.
Taten nukutusaineiden imeytymis- ja poistumisnopeus saattaa vaelluspoikasella poiketa
vastaavista jokipoikasen arvoista. Tami olisi otettava huomioon annostusta valittaessa.

Bartonin ja Peterin (1982) mukaan kirjolohen plasman kortisolipitoisuus nousee seki 15
minuutin MS 222-nukutuksen (50 mg/l) etti 15 minuutin fenoksietanolinukutuksen (0.5 mi/1)
jalkeen. Fenoksietanolilla nukutettujen kalojen plasman kortisolipitoisuudet olivat kuitenkin
merkittivasti suurempia kuin MS 222 :1la nukutettujen kalojen. Laidley ja Leatherland (1988)
toteavat, ettd alhainen pitoisuus (62.5 mg/l) aiheuttaa suurentuneen plasman kortisoli-
pitoisuuden kirjolohella, kun taas suurempi pitoisuus (125 mg/l) ei vaikuta sanottavasti
kortisolipitoisuuteen. Tdiman he selittivit silld, ettd riittivin korkea pitoisuus aiheuttaa
nukutuksen ennenkuin ACTH-taso ehtii reagoida. Erfifissi tutkimuksessa MS 222:n (80 mg/1)
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kiiyttd ennen kalan hiirintisi pienensi selvésti stressin vaikutusta kalan plasman kortisoli-
pitoisuuteen (Thomas ja Robertson 1991). My®6s kinaldiinisulfaatilla (20 mg/l) ja metomidaa-
tilla (7 mg/1) oli selvisti stressii ehkiisevd vaikutus. Toisaalta pitempi nukutusaika itsessaiin
aiheutti suuremmat plasman kortisolipitoisuudet kiytettfiessd nukuttamiseen MS 222:ta ja
kinaldiinisulfaattia. Metomidaatilla nukutetettujen kalojen plasman kortisolipitoisuuksissa ei
tapahtunut muutoksia. Edelldi mainitun tutkimuksen mukaan metomidaatti estdd kortiko-
steroidivasteen estimillda ACTH:n toiminnan. Etomidaatin on todettu vaikuttavan samoin
ihmiselld (Klausen ym. 1983). Propoksaatin luulisi toimivan edellisten analogina samoin.
Propoksaatilla nukutettujen kalojen plasman kortisolipitoisuudet ovatkin tissi tutkimuksessa
verrokkikalojen plasman kortisolipitoisuuksia pienemmait. Thomas ja Robertson (1991)
suosittelevatkin, etti metomidaattia ja sen analogeja ei pitaisi kiyttdi, kun kala asetetaan
altiiksi vakaville hdirifille, kuten esimerkiksi kirurgisille toimenpiteille, koska kalan normaalit
reaktiot eivit silloin toimi. Téssd tutkimuksessa kalat eivat reagoineet fenoksietanolinukutuk-
seen kortisolin eritysti lisiimalld. Tatd havaintoa tukee Iwaman ym. (1989) tutkimus, jossa
kirjolohen plasman kortisolipitoisuus pieneni kiytettiessdi nukutukseen sekdi MS 222:a,
fenoksietanolia, eftd metomidaattia. Verindytteet oli kuitenkin otettu kanyylin kautta, jolloin
toistuva ndytteenotto on saattanut laimentaa verta.

Téssd tutkimuksessa havaittiin erl nukutusaineiden aiheuttavan hyvinkin erilaisia vaikutuksia,
kun verrattiin erilaisia 1dmpdtiloja ja naytteenottoajankohtia. Kalojen ruumiinlimpd seuraa
melko tarkasti ympérdiviin veden limpdtilaa. Elliotin (1981) mukaan kalojen ruumiinldmpd
on noin 0.6°C korkeampi kuin veden limpétila, riippuen vihin kalan koosta ja idisti. Vain
muutamat hyvin aktiiviset kalat, kuten tonnikala, pystyvat sadtelemdin ruumiinlimpoinsa
ldhinn3 paikallisesti kiiyttden hyvakseen lihasten tuottamaa limpo6a (Elliot 1981). Epédsuorasti
kiyttiytymisen kautta tapahtuva limménsiitely on kylldkin hyvin yleistd. Useiden kalalajien
on nimittdin luonnonolosuhteissa todettu siirtyvin vesissi lampétilan mukaan. Eri kalalajeilla
optimildmpédtilat ovat erilaisia. Esimerkiksi jarvitaimenella se on noin 4-19°C ja karpilla 15-
32°C (Elliot 1981). Mybs eri kehitysasteilla on erilaiset limpdtilaoptimit. Niiden lim-
potilarajojen yld- tai alapuolelle joutuessaan kala stressaantuu. Stressaantumisasteeseen
vaikuttaa myos limpdtila, johon kala on sopeutunut. Jos vield lisitifin ylimifirdinen stres-
sitekijd, kuten kasittely tai nukutusaineet, saattavat vaikutukset olla kohtalokkaita (Elliot
1981). Veden limpétila vaikuttaa aineenvaihdunnan muutosten kautta solukalvojen rasvakoos-
tumukseen (Davenport 1992) ja siten ainakin rasvaliukoisten nukutusaineiden imeytymis-
nopeuteen. ATP:n tuotto eri limpdtiloissa vaihtelee eri kalalajeilla riippuen vuodenaikaissyklin
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vaiheesta ja limpdétilasta, johon ne ovat sopeutuneet. Esimerkiksi nieriin maksasolujen
energia-aineenvaihdunta muuttuu siten, ettd kala alkaa tuottaa kylmdssi (+5°C) ATP:ti
hiilihydraattien avulla (Johnston ja Dunn 1987). Niin ravinnosta saatavat rasvat voidaan
varastoida ja kiyttdd sukurauhasten raaka-aineena tai vaelluksella energiavarastona. Toisilla
lajeilla taas maksan rasvavarastot ovat suurimillaan limpiméssi vedessd (+25°C). Davenpor-
tin (1992) mukaan alhaisessa limpdtilassa passiivisten ionivirtojen ja aktiivisten ATP-
energialla toimivien pumppusysteemien tasapaino hiiriintyy. Tdmi tasapaino pystytain
sdilyttimiin vain melko suppealla limpétila-alueella (Johnston ja Dunn 1987). Nimi eri
kuljetussysteemit reagoivat eri tavoin limpétilan muutoksiin. Davenportin (1992) mukaan
passiivisten ionivirtojen Qq-arvo on 1.2-1.4, kun taas aktiivisten mekanismien vastaava arvo
on 2-4. Qj-arvo kemialliselle reaktiolle osoittaa kuinka paljon reaktion nopeus muuttuu
limpdtilan muuttuessa 10°C (Davenport 1992). Limpétilan muuttuessa aineenvaihdunnan
sditelyyn vaikuttavat vilillisesti entsyymeissé tapahtuvat aktiivisuuksien muutokset (Johnston
ja Dunn 1987). Johnstonin ja Dunnin (1987) mukaan useat entsyymien aktiivisuuteen
vaikuttavat seikat ovat limpdtilasta riippuvia, muun muassa proteiinien konformaatiomuutok-
set ja erilaisten isoentsyymien muodostus. Myds sytoplasmassa tapahtuu entsyymien ak-
tiivisuuteen vaikuttavia muutoksia limpdtilan muuttuessa. Esimerkiksi limpbtilan lasku
muuttaa sytoplasman emiksisemmiksi (Johnston ja Dunn 1987).

4.3. Histologia

Soivio ja Hughes (1978) ovat havainneet MS 222:n aiheuttavan kirjolohen kiduksissa
vasodilataatiota eli verisuonten laajentumista. Verisoluja myds kerdiintyi kiduslehdykaihin.
Téssa tutkimuksessa kidusten histologisessa tarkastelussa ei havaittu minkain nukutusaineen
aiheutavan selvid vaurioita kidusten rakenteeseen. Ilmeisesti laitoskalojen kidusten lihtdtaso
on jo niin epdtasainen, ettd nukutusaineista johtuvia rakennemuutoksia oli mahdoton paikallis-
taa. Toisaalta 10 minuutin nukutus on verrattain lyhyt aiheuttaakseen merkittivii vaurioita.
Postin (1987) mukaan koekalojen kiduksissa olevat loiset eivit aiheuta kaloissa suurta hairi6ti,
joten ne eivit ilmeisesti ole vaikuttaneet tuloksiin.

5. Johtopaitokset

Tamén tutkimuksen tarkoituksenahan oli 16ytdd vaihtoehtoinen nukutusaine MS 222:lle.
Mikéiin tutkituista aineista ei kuitenkaan ollut ylitse muiden. Huonoimpia olivat klorbutoli ja
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tribromoetanoli, joita ei timiin tutkimuksen perusteella voi suositella kenellekiin. Muilla
ainella oli hyvit ja huonot puolensa. Erot nukutusaineiden vililld olivat kuitenkin kokonai-
suudessaan hyvin pienid. Enemmiin eroja syntyi eri nukutusajankohtien seka kalojen fysio-
logisen tilan vaikutuksesta. Esimerkiksi MS 222-nukutus niytti olevan smolttiutuville
taimenille huonompi vaihtoehto kuin fenoksietanolinukutus. Toisaalta fenoksietanolin on
todettu aiheuttavan kiiyttdjilli muun muassa piinsirkyd, kisien tunnottomuutta ja voimat-
tomuutta (Morton 1990). Yleisesti on tutkittu hyvin vihdn nukutusaineiden vaikutusta

ihmisiin, vaikka myds tim3 puoli olisi otettava huomioon.

Tirked nukutusaineiden valintaperuste on myds kiyttdkustannukset. Nimenomaan hinta
suhteessa tehokkaaseen pitoisuuteen ratkaisee (Taulukko 6). Kuinka kauan samaa nukutus-
haudetta voidaan kiyttdd riippuu kalojen biomassasta. Nukutusaineet myds absorboituvat
kaloihin ja siten poistuvat nukutushauteesta eri nopeuksilia.

Mitiin tyhjentivii ohjetta siitd, mitd nukutusainetta tulisi kiyttad, ei timin tutkimuksen
perusteella voi antaa.
Taulukko 6: Nukutusaineiden hintavertailu. Nukutusaineista on laskettu tehollinen

hinta, eli kuinka paljon makeaa 10 litran nukutushaunde tietylla pitoisundella. Hinnat
ovat periisin Yliopiston apteekin hinnastosta lokakuussa 1991.

Nukutusaine pitoisuus tehollinen
hinta (mk/10 1)
MS 222 100 mg/l 4,00
fenoksietanoli 0.3 min 1,66
propoksaatti 2 mg/l 0,02
kinaldiinisulfaatti 20 mg/l 1,72
Klorbutoli 300 mg/l 1,66

tribromoetanoli 500 mg/l 47,65
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Kiitokset

Kiitdn FT Antti Soiviota tyoni ohjauksesta ja ikuisesta optimistisuudesta, koko eliintieteen
laitoksen viked hyddyllisisti neuvoista ja henkisestd tuesta, ISKKVL:n henkilokuntaa
kiytdnndn avusta ja Virpid yhteistydstd, Viimeiseni vaan ei vihiisimpéni kiitokset kotivielle
ja Tessulle,

Tiivistelméi

Tutkimuksen tarkoituksena oli etsid tarjolla olevista kaloille kiytetyisti nukutusaineista MS
222:a eli trikaiinia korvaava valmiste, joka olisi tehokas, turvallinen ja taloudellinen.

Tutkimuksessa kiytetyt nukutusaineet olivat MS 222, menokaiini, fenoksietanoli, propoksaat-
ti, kinaldiinisulfaatti, klorbutoli ja tribromoetanoli. Tutkimus tehtiin kaksikessisilla (1+) jar-
vitaimenilla ISKKVL:n tiloissa kolmena eri vuodenaikana. Sopivaa pitoisuutta eri lampétilois-
sa haettiin pitoisuus- ja toleranssikokeilla. Kalojen fysiologista vastetta nukutusaineille mitat-
tiin 10 minyutin nukutuksen jilkeen otetuilla veri- ja kudosniytteilli.

Halutun nukutusasteen arvioiminen oli hankalaa. Yleisesti ottaen kylmin veden aikana
nukutusaineet nukuttivat hitaammin, mutta toisaalta myds toipuminen oli hitaampaa. Poik-
keuksen tihdn teki propoksaatti, joka oli talvella nopeampi. Keviilld havaittiin kalojen
sietokyvyn MS 222:1le heikkenevin, jopa niin, etti kolme kalaa kahdestakymmenesti kuoli.

Mikédn tutkituista nukutusaineista ei ole tiysin haitaton kalalle. Nukutusaineen kerddntyessd
aivojen hengityskeskukseen tiedonvilitys aivojen ja kidusten valilli loppuu ja hengityslikkeet
lakkaavat. Syntyy happivaje. Kala pyrkii tasapainottamaan syntyvdi hapen puutetta paran-
tamalla veren hapenkuljetuskykyi, jolloin hematokriitti ja hemoglobiinipitoisuus suurenevat.
Hapensaannin tehostamiseen liittyvit myds punasolujen tilavuuksien muutokset, lihinni
punasolujen turpoaminen. Tutkituista nukutusaineista niyttiisi propoksaatti vaikuttavan vihiten
niihin veriarvoihin, ainakin syksylld ja kevéilli. Sen huono ominaisuus oli pitkd toipumis-
aika. MS 222:n kiyttd kalojen nukuttamiseen kevilli on arveluttavaa. Tulosten mukaan se
aiheuttaa punasolujen turpoamista ja elektrolyyttitasapainon hiiriditi enemmin kuin muut
nukutusaineet. Fenoksietanolin kohdalla tilanne oli painvastainen. Se toimi tyydyttdvimmin
kevidlla. Klorbutoli ja tribromoetanoli ovat kiyttokelpoisia vain lyhyissd nukutuksissa, joissa
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pyritin kalojen lievain huumaamiseen. Kivuliaita toimenpiteita varten ei ndilld aineilla saa
aikaan riittéivin syvid, hallittua nukutusta.

Tamin tutkimuksen perusteella ei voi antaa yksiselitteistd ohjetta siitd, mikd nukutusaine olisi
paras. Jokainen nukutuskerta on olosuhteiltaan erilainen. Niinpa olisi aina erikseen harkittava
ja testattava, miki on kalalle turvallisin nukutusaine.

Sammandrag

UndersSkningens mél var att av de bedévningsmedel for fisk som finns att tillga, ska en
ersittning for MS 222 dvs trikain. Medlet borde vara effektivt, sdkert och ekonomiskt.

De beddvningsmedel som anvindes i undersdkningen var MS 222, menokain, fenoxetanol,
propoxat, kinaldinsulfat, klorbutol och tribromoetanol. Undersokningen gjordes med tvd
somrig insj6-6ring under tre drstider vid Ostra Finlands centralfiskodlingsanliggning. Limplig
koncentration for olika temperaturer stktes genom koncentrations- och toleranstest. Fiskens
fysiologiska status méttes genom blod- och vavnadsprov som togs efier 10 minuters anestesi.

Att bestimma graden av anestesi var svart. Generellt sévdé bedovningsmedlet langsammare
d4 vattnet var kallt, men ocksi dterhimtningen var lingsammare. Ett undantag var propoxat,
vars effekt var snabbare pa vintern. P4 véren tilde inte fiskarna MS 222 lika bra, tre fiskar

av tjugo dog.

Inget av de beddvningsmedel som undersdktes var utan oligenheter for fisken. Di beddv-
ningsmedlet samlas i hjirnans andningscentrum upphér informationsutbytet mellan hjarna och
gilar och andningsrorelserna upphor. Syrebrist uppstir. Fisken fOrsGker kompensera
syrebristen genom att forbittra blodets syretransportforméga med den f5ljd att hematocrit och
hemoglobin héjs. Till den effektivare syreupptagningen hor ocksd fordndringar i de rodas
blodkropparnas volym, de sviller. Av de beddvningsmedel som undersdktes verkar propoxat
piverka dessa blodvirden minst, dtminstone pa hosten och viren. Medlets svaghet ar den
langa dterhimtningen. Anvindning av MS 222 pd viren ar tvivelaktigt. Enligt resultaten
sviller de roda blodkroppar och elektrolytbalansen stors mera dn di man anvander de andra
medlen. Vid anvinding av fenoxetanol var situationen motsatt. Medlets effekt var mest
tillfredsstillande p4 véren. Klorbutol och tribromoetanol &r anvandbara vid korta sbvningar,
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di man forsoker sova fiskarna litt. FOr smértsamma ingrepp fir man inte till stind en till-
ricklig djup, kontrollerad anestesi med dessa imnen.

P4 basen av denna undersdkningen kan man inte ge entydiga anvisningar om vilket beddv-
ningsmedel som skulle vara bist. Varje gdng man sover fisk ar forhillandena olika. Alltsd bor
man alltid dverviga och testa vilket bedovningsmedel som ar sikrast for fisken.
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