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2. Bakgrund

Jordbruksverket omarbetar under 2016 Statens jordbruksverks foreskrifter och
allmanna rad om forsoksdjur, saknr L150. Arbetet leds av Jessica Johansson, som
ar jurist pa Jordbruksverket. Den nya skrivelsen ska presenteras for
generaldirektoren den 1 december for att beslutas vid arsskiftet 2016/17. Forslaget
kommer att skickas pa extern remiss runt den 1 september 2016. | samband med
denna omarbetning har Nationellt centrum for djurvélfard (SCAW) tagit initiativet
till granskning av det vetenskapliga underlaget for foreskrifterna rérande
hallningen av zebrafisk. Forskarna har rekryterats fran SCAWSs expertgrupp med
intresse for zebrafisk. Utgangspunkten har varit att komma med forslag pa andring
av foreskrifterna avseende hallning av zebrafisk utan negativa konsekvenser for
djurens valfard. Behovet av en uppdatering av foreskrifterna pa denna punkt
baseras pa att Sverige har ett unikt krav pa en minsta akvarievolym for hallning av
zebrafisk, som selektivt missgynnar svensk forskning. Foreskriftskravet galler
endast zebrafisk och inte andra jamforbara fiskarter. Kravet forsvarar anvandande

2/15



Hallning av zebrafisk i forsoksdjursanlaggningar

av kommersiellt tillgangliga akvariesystem, som &r anpassade for en forbattrad
vattenkvalitet och for optimering av hygien men som inte nar upp till de svenska
kraven pa volymstorlek.

Foreskriftsreglerna i L150 galler en generell hallning av zebrafisk som anvéands for
vetenskapliga andamal. For enskilda vetenskapliga studier kan forskaren och den
djurforsoksetiska namnden behdva anpassa kraven beroende pa det forsok som ska
utforas. Kraven kan i vissa fall da behdva vara mer tilldtande &n vad regelverket
medger.

3. Rapportens slutsats

Det finns inga vetenskapligt grundade skal for att bibehalla sarkravet pa minsta
akvariestorlek for just zebrafisk. Detta krav gynnar inte zebrafiskarnas vélfard, men
riskerar att forsamra mojligheten att uppréatthalla en hog vattenkvalitet och god
hygien. Kravet forsvarar dven stravan att anvanda djurarter med lagsta mojliga
neurosensoriska niva och darmed minimera lidandet.

4. Utgangspunkt

Lagtexten som innefattar alla arter av fisk ar generell vad galler hallande av fisk.
Nar det géllerarterna zebrafiskar finns idag finns bade krav pa maximal fisktathet
och minimivolym per akvarium. Zebrafiskar bor kunna omfattas av samma regler
for hallande som andra mindre fiskarter, eftersom det saknas belagg for att
zebrafiskar ar unika och att deras valfard skulle paverkas av andra faktorer jamfort
med andra fiskarter som rutinmassigt halls pa forskningslaboratorier.

Djurvalfard

Nar det géller djurvalfard sa finns det olika syn pa hur detta skall definieras men ett
koncept, “The Five Freedoms”, ar véletablerat och accepterat och har sitt ursprung
i en rapport fran 1965 (The Brambell Report), som sedan formaliserades 1979
(Farm-Animal-Welfare-Council 1979).

The Five Freedoms definierar valfard som:

1. Freedom from Hunger and Thirst: by ready access to fresh water and a diet
to maintain full health and vigor.

2. Freedom from Discomfort: by providing an appropriate environment
including shelter and a comfortable resting area.

3. Freedom from Pain, Injury or Disease: by prevention or rapid diagnosis
and treatment

4. Freedom to Express Normal Behavior: by providing sufficient space,
proper facilities and company of the animal’s own kind.
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5. Freedom from Fear and Distress: by ensuring conditions and treatment
which avoid mental suffering.

| svensk Oversattning:

1. Frihet fran hunger och torst genom tillgang till farskt vatten och en diet
som uppratthaller fullstandig halsa och kraft.

2. Frihet fran obehag genom att ordna med en lamplig miljo som inkluderar
skydd och en komfortabel viloplats.

3. Frihet fran smarta, skada och sjukdom genom férhindrande av detta eller
snabb diagnos och behandling.

4. Frihet att utfora naturligt beteende genom att tillgodose djurets behov av,
tillrackligt utrymme, ratt resurser och sallskap av djurets eget slag.

5. Frihet fran radsla och oro genom att sékra forutsattningar och behandlingar
som undviker mentalt lidande.

(Wikipedia 2016-07-07,
https://sv.wikipedia.org/wiki/Djurv%C3%A41f%C3%A4rd)

Idag &r det en rad olika organisationer som anvénder denna definition av vélfard
(World Organisation for Animal Health, the Royal Society for the Prevention of
Cruelty to Animals, the American Society for the Prevention of Cruelty to
Animals, Federation of Veterinarians of Europe). Aven inom EU lagstiftningen tar
man upp detta koncept som centralt nar det galler djurvélfarden
(http://ec.europa.eu/food/animals/welfare/index_en.htm). Vidare anvands dven
"The five domains model” som omfattar omradena nutrition, miljo, hélsa, beteende
samt mentalt tillstand for att utvardera ett djurs valfard (Mellor & Beausoleil,
2015). Ytterligare ett koncept som tagits fram for att vardera djurs valfard ar
"Welfare Quality Concept®” som baseras pa fyra valfardsprinciper — foder, halsa,
inhysningsmiljo samt beteende (Blokhuis, Veissier, Miele, & Jones, 2010). Det
som sammanfattar dessa olika modeller &r att alla delar av ett djurs liv ingar i en
valfardsbedémning och ett omrade/princip/doman kan inte ersatta ett annat.

Djurvalfard kan métas med resursbaserade eller djurbaserade méatparametrar.
Resursbaserade parametrar (t.ex. akvariestorlek, fiskdensitet, ljusprogram, skotsel-
och utfodringsrutiner) minskar risken for dalig valfard. Men djurhallarens skotsel
och de enskilda djurens olikheter i bakgrund och tidigare erfarenheter gor att djur
kan reagera valdigt olika trots likartade yttre férhallanden. Det kan vara mer
vardefullt att utvardera valfarden med djurbaserade parametrar. Alltsa, vad gav
insatta resurser for resultat for det enskilda djurets valfard?

Av de fem friheterna sa ar framforallt frihet nr 4 och 5 relevanta att diskutera i
denna rapport, vriga tre punkter kan anses uppfyllda av foreskrifterna och ar ej
specificerade per djurslag.
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5. Litteraturgenomgang zebrafisk - fiskdensitet och
tankvolym

Stress

Definitionen av stress &r inte enhetlig men stress kan beskrivas som en kaskad av
fysiologiska forandringar som uppstar nar en individ forsoker att aterstalla
homeostasen nar den utsatts for en forandring (Schreck, Contreras-Sanchez, &
Fitzpatrick, 2001). Responsen kan vara adaptiv vilket aterstaller homeostasen
(allostas), men vid kronisk stress kan responsen 6verga till att bli maladaptiv och
leda till en nedreglering av immunsystemet, minskad tillvéxt och reproduktion.
Bade akut och kronisk stress paverkar fiskvalfarden och férutom problemet for den
stressade individen kan stressen ocksa leda till att forskningsresultaten paverkas
negativt vilket kan leda till att fler djur beh6ver anvandas. Det finns relativt manga
vetenskapliga artiklar som beskriver stress i olika fiskarter och det &r tydligt att
organisationen och funktion av de neuroendokrina systemen som &r inblandade i
stressresponsen hos zebrafisk (och andra fiskarter) liknar det man kanner till fran
andra ryggradsdijur (D. Alsop & M. Vijayan, 2009); (D. Alsop & M. M. Vijayan,
2009); (Wendelaar Bonga, 1997).

Stressresponsen har tva faser, den forsta och snabbaste responsen &r en frisattning
av katekolaminer (adrenalin och noradrenalin) fran kromaffina celler i fisk belagna
i njuren, om stressen kvarstar foljs detta av en frisattning av kortisol fran
interrenalvavnad (Wendelaar Bonga, 1997)

Nar det géller hallning av zebrafisk och effekten av akvarie- och vattenvolym och
fiskdensitet pa valfardsaspekter finns det relativ fa vetenskapliga artiklar. En
genomgang av olika landers regelverk kring hallning av zebrafiskar visar att fokus
ligger pa fiskdensitet och inte vatten- eller akvarievolymen (se bilaga 1). Det finns
nagra studier som har tittat pa det som pa engelska kallas “crowding stress”, vilket
ju handlar om densitet och inte primért om total akvarievolym, och hur detta
paverkar kortisolnivaerna och i en del fall ocksa uttrycket av HSP70 (heat shock
protein). Noteras bor att det finns stora variationer i hur man definierar hog
densitet. | en studie anvénde man 0,25 djur/liter som hdg densitetsgrupp (Spence,
Jordan, & Smith, 2006) medan i en annan studie definierade man hdg densitet som
40 djur/liter (J. M. Ramsay et al., 2006). | studien av Ramsay et al. anvandes tva
olika fiskdensiteter och man testade tva olika akvariestorlekar. I de storre
akvarierna (76 liter), héll man 0,25 djur/liter i kontrollgruppen och i testgruppen
var densiteten 40 djur/liter. Bade vid akut (3 timmar) och langre hallning (5 dagar)
i hog densitet 6kade koncentrationer av kortisol kraftigt (4 ganger normalnivaer)
men bara i fiskar som fastats fore forsoket. Fiskar som matats visade inga forhéjda
kortisolkoncentrationer. Resultaten paverkades ocksa av tankstorleken, nar man
holl djuren i akvarier med en totalvolym pa 4 liter sa sdg man ingen 6kning av
kortisolnivaerna mellan kontrollen (4 djur/liter) och testgruppen (40 djur/liter)
(Jennifer M. Ramsay et al., 2006).
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| en studie fran 2013 av Pavlidis et al. studerade man effekterna av "crowding” och
visade att man fick stora 6kningar i kortisol (13-15 gangers 6kning) vid hig
fiskdensitet (1-10 djur/liter i 0,5- litersakvarier) jamfort med kontrollen 0,2
djur/liter, men dven vid |ag densitet (2-5 djur/liter i 2- litersakvarier) kunde man se
en 6kning vilket man férklarade med social stress i samband med bildandet av en
socialt stabil grupp. Rekommendationen var att for att minimera stress beroende pa
densiteten bor man ha 5 individer per liter i minst 2- litersakvarier (Pavlidis et al.,
2013). I en studie av Grongvist och Berger fran 2013 studerade man effekterna av
olika stressorer (fiskdensitet, ljus med olika spektralsammanséttning, fodointag,
och vibrationer) pa koncentrationer av kortisol (analyserad fran vattnet) och “heat
shock proteiner” (HSP) dar HSP70 uttrycket/koncentrationerna har visat sig
korrelera med stress. | denna studie anvande man 45, 20 och 5 liter som testmiljoer
med fiskdensitet pa 0,13, 0,3 och 1,2 djur/liter. Man kunde inte pavisa nagon
signifikant skillnad i beteende, kortisol eller HSP koncentration och slutsatsen var
att ingen av de densiteter man testade hade nagon effekt pa stressnivan definierat
som en forandring i beteende, kortisol eller HSP koncentration (Gronquist &
Berges, 2013).

6. Beteende och tillvaxt

Konceptet "The Five Freedoms” ger végledning i hantering och skotsel av djur for
Okad djurvalfard. Punkt 4 lyder: "Frihet att utféra naturligt beteende . Hur ska
kraven pa zebrafiskens levnadsutrymme regleras sa att de gynnar forutsattningarna
for normalt beteende? Man behdver har belysa begreppet djurvélfard i
laboratoriemiljoer i kontrast till zebrafiskens olika forutsattningar i naturen.

Zebrafiskar forekommer naturligt i miljoer i Indien, Nepal och Bangladesh och
fisken lever i vitt skilda ekologiskt avgransade biotoper. Fran grunda vatten med
Iagt vattenflode till djupa vatten med hogt vattenflode. Under sommarmanaderna
kan zebrafisken i vilt tillstdnd utséttas for temperaturer upp till 38°C och under
vintern dnda ner till 6°C, och darfor behdver samma individ under aret éverleva vid
mycket olika forhallanden. De stora skillnaderna i temperaturer och vattenfléden
visar att zebrafiskar anpassar sig vél till en ny milj6 (plastisk respons). Att fiskens
beteende och fysiologi kan forandras med dndrade miljoférhallanden kan till
exempel pavisas genom alternerande fodoval. Detta har pavisats i vilt tillstand dar
zebrafiskars foda ibland bestar av véaxter och ibland av insekter som fangas genom
jakt (McClure, Mcintyre, & McCune, 2006).

Zebrafiskens formaga att dven evolutionért anpassa sig kan visas experimentellt
genom att lata zebrafiskar som lever i vilt tillstand forflyttas till en akvariemiljo i
laboratorier och folja dessa fiskar dver tid. For den vilda fisken som flyttats in i
laboratoriet kan man visa att tillvaxt-kurvan férandras (plastisk respons), och
fiskarna har redan efter tva generationer (evolutionar anpassning) natt samma
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tillvaxthastighet som de fiskar som under lang tid varit domesticerade (Spence,
Gerlach, Lawrence, & Smith, 2008).

Sammantaget indikerar detta att zebrafiskar, som levt i laboratoriemiljé i manga
generationer, har utvecklat fler adaptiva egenskaper, som till exempel har med
beteende infor skydd mot predatorer (signalsystem och stimbeteenden) att gora
(Wright, Nakamichi, Krause, & Butlin, 2006). Daremot har andra beteenden, som
till exempel nér en fisk utévar dominans mot en annan fisk (fordndrat simsétt och
pigmentansamling i de langsgaende randerna hos den dominanta fisken) vilket man
antar sker i naturen, visat sig frekvent forekommande hos laboratoriefiskar”
(Larson, O’Malley, & Melloni Jr, 2006). Dominanta och underordnade beteenden
mellan tva specifika zebrafiskar i ett akvarium kan avbrytas genom att forflytta
fiskarna till andra akvarier med andra zebrafiskar. Om den dominanta och
underordnade fisken daremot forflyttas till en ny miljé i form av enbart en stérre
akvarievolym, kvarstar beteendet mellan dessa individer. Darmed &r, atminstone
om man vill férebygga dominant beteende, en stérre tankvolym per se inte en
atgard som framjar valfard for zebrafisk.

Sammanfattningsvis sa fokusera de artiklar som finns publicerade om stresseffekter
pa fiskdensitet inte pa absolut tankvolym. Flera artiklar verkar komma fram till en
fiskdensitet pa runt 5 djur per liter (vuxna djur). Detta &r inte i linje med de
allmanna rad som finns i 2015:24,1.150, kapitel 26, 58, dar man anger 1 djur per
liter for fisk upp till 5 cm. Det verkar inte finnas nagot vetenskapligt stod for att
den absoluta tankvolymen skulle vara avgorande for fiskvalfarden hos zebrafisk
men det finns tydliga indikationer pa att fiskdensiteten ar avgorande och oberoende
av absolut tankvolym.

Reproduktion

Spence och Smith (2005) konstaterades att fiskdensiteten paverkade antalet 4gg
som honorna lade. I hdgdensitetsgruppen (15 djur/60 liter) minskade antalet &gg
jamfort med lagdensitetsgruppen (3 djur/60 liter). Fiskdensiteten i denna studie var
valdigt 1ag, 0,25 djur per liter i hogdensitetsgruppen och 0,05 djur/liter i
lagdensitetsgruppen. Forfattarna papekar att resultaten kan bero pa interaktion
mellan rivaliserade hanar som paverkar honornas beteende eller konkurrens om
agglaggningsplatsen mellan honorna. Tydligt &r att aven relativt l1aga densiteter kan
ha en paverkan pa égglaggningen hos zebrafisk (Spence & Smith, 2005). En
alternativ forklaring ar att det ar stressande om fiskarna gar i en for liten grupp med
intensivare hackordning. | en studie av tankstorlekens effekt pa
reproduktionsformagan visade man pa negativa effekter av lekakvarier pa 100
respektive 200 ml jamfort med kontrollen pa 3500 ml (Goolish, Evans, Okutake, &
Max, 1998). Men redan fran 300 ml var det ingen skillnad mot 3500 ml.
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Ett olampligt hallande av djur resulterar ofta, men inte alltid, i en forsamrad
fortplantningsforméga. Det finns inte manga relevanta studier kring fortplantning
nér det ror zebrafisken. 1 en studie av Castranova m.fl. (2011)hélls zebrafiskar vid
tatheter av 3, 6 eller 12 fiskar per liter i akvarier med volymer mellan 1,8 och 3 L i
8 olika laboratorier. Fiskar sattes sedan till lek i akvarier med volymer pa 0,75 till 2
liter. De parametrar som studerades var genomsnittligt antal &gg (clutch) per lek,
andelen som lekte framgangsrikt och andelen 4gg som utvecklade sig. Det
sammanlagda resultatet visar inga skillnad mellan de lika tatheterna, utan det var
genomgaende goda resultat i alla parametrar. Det fanns en del signifikanta effekter
av tathet fran de olika laboratorierna tagna var for sig, men dessa gick inte i nagon
konsekvent riktning. Studien testade inte effekten av stora akvarier jamfort med
sma, men daremot visade den att fortplantningen fungerade utmarkt dven hos
zebrafiskar som gick i mycket sma akvarier (Castranova et al., 2011).

7. Sammanfattning

Det finns inget stod i den vetenskapliga litteraturen att just volymen pé akvariet
skulle vara avgdrande utan det verkar vara densiteten som &r viktigast. Det &r
tydligt att densiteten paverkar stress och det finns en risk for stress bade vid for lag
och for hdg densitet (Pavlidis et al., 2013); (Gronquist & Berges, 2013); (Larson et
al., 2006)). Runt fem djur (vuxna) per liter verkar var en rekommendation som
anvands i manga andra lander. Om fiskar pga. av regelverket maste flyttas mellan
akvarier for hallning som idag har en minsta volym pa 11 liter till ett av en etisk
namnd godkénd forsoksakvarium (som kan ha minde volymer) innebér detta ett
avsteg fran punkterna 4 och 5. Man bryter upp socialt etablerade grupper (punkt 4)
och nastan alla metoder for att flytta fisk innebar en viss stress for djuren (punkt 5).
Stress kan ha negativa effekter pa djuren som gor att man maste anvanda fler djur
for att fa ett tillrackligt statistiskt underlag (Parker, Millington, Combe, & Brennan,
2012); (Ramsay et al., 2009);(Casebolt, Speare, & Horney, 1998).

Mindre akvarievolymer underlattar den dagliga tillsynen av den enskilda individen
i akvariet och ocksa rengoringen av varje enskilt akvarium. Detta framjar bade
djurhélsa- och vélfard.

En nyligen publicerad artikel dar man sammanstallt data kring djurhalining och
djurhélsa i olika zebrafiskfaciliteter vérlden 6ver visar att i 18 av de 19 undersokta
faciliteterna halls vuxna zebrafiskar i snitt kring 5 fiskar per liter (Lawrence, Eisen,
& Varga, 2016). | dessa studier har man inte specifikt utvarderat djurvélfard med
avseende pa tankvolym.

8. Generella lankar

Guidance on the housing and care of zebrafish. Barney Reed, Maggy Jennings.

Research Animals Department, Science Group, RSPCA UK. 2011.
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http://www.rspca.org.uk/ImageLocator/Locate Asset?asset=document&assetld=123
2723034494&mode=prd

Nationella rekommendationer for fiskhallning i Kanada

http://www.ccac.ca/en

ZHA Blog

Available through ZHA. The ZHA blog can be accessed for viewing and targeted
searching by anyone interested in zebrafish-husbandry-related topics, but actual
posting is limited to members. Interested parties should navigate to
(http://www.nezhaonline.org/post/literist).

Zebrafish Newsgroup

Available through Google Groups, the Zebrafish Newsgroup is moderated by
ZFIN. The newsgroup is a moderated discussion group for anyone interested in
zebrafish research. To subscribe and/or view archives, inter ested parties should
navigate to (http://groups.google.com/
group/bionet.organisms.zebrafish/topics?hl=en&Ink=gschg) .

CompMed

Available through AAALAS (www.aalas.org), CompMed is a listserve for the
discussion of comparative medicine, laboratory animals, and topics related to
biomedical research. CompMed is limited to participants who are involved in some
aspect of biomedical research or veterinary medicine, including veterinarians,
technicians.

9. Kommersiellt tillgangliga system

Nedan foljer en lista pa de vanligaste leverantorerna av akvarieutrustning for
vetenskaplig hallning av zebrafisk. Aven de akvariestorlekar de tillhandahaller
listas.

Tecniplast (Zebtec): http://www.tecniplast.it/ , akvariestorlekar 1.1L, 3.5L and
8.0L
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AgquaSchwarz: http://www.aquaschwarz.com/ , akvariestorlekar 1L, 3L, 5L, 7L och
8L

Aguatic Habitat: http://pentairaes.com/z-hab-system.html , akvariestorlekar 1.5L,
3L och 10L

Aguaneering: http://www.agquaneering.com/ , akvariestorlekar 0.8L, 1.4L, 1.8L,
2.8L, 6.0L, och 9.5L

Aquatic Enterprises (Aquarius Fish Systems™):
http://www.aquaticenterprises.com/ , akvariestorlekar 2L, 4L, och 8L

Thoren Aquatic Systems: http://thoren.com/Thoren_Aquatics/About_Us.htm , 1L
och 3L

10. Forskare som deltagit i framtagningen av
detta dokument

Michael Axelsson, michael.axelsson@bioenv.gu.se, Géteborgs universitet

Svante Winberg, svante.winberg@neuro.uu.se, Uppsala universitet

Bertil Borg, bertil.borg@zoologi.su.se, Stockholms universitet

Monika Andersson Lendahl, Monika.Andersson.Lendahl@ki.se, Karolinska
institutet

Ola Svensson, ola.svensson@bioenv.gu.se , Géteborgs universitet

Elin Spangenberg, Elin.Spangenberg@slu.se, SLU/SCAW

Mats Sjoquist, Mats.Sjoquist@slu.se, SLU / SCAW

11. Forskare som tagit del av och stéllt sig
bakom skrivelsen

Jonas von Hofsten, jonas.von.hofsten@umu.se, Umed universitet,

Johan Ledin, johan.ledin@scilifelab.uu.se, Uppsala universitet

Per-Erik Olsson, per-erik.olsson@oru.se, Orebro universitet
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Lasse Jensen, lasse.jensen@liu.se, LinkOping universitet
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13. Bilaga 1. Sammanstallning internationell
lagstiftning om inhysning zebrafisk

ENGLAND
Svar 1

Our guideline, which is based on best practice and is not yet mandated by the EU
directive but will be if the current draft comes through on Jan 1st, 2017, is 5 fish
per litre. That is for adults. For larvae up to 5 days old we can keep upto 15 in a
standard Petri dish.

We do not state a min or max tank size but base it all on stocking density.

Svar 2

There is no Home Office guidance specific to zebrafish. | attach the code
of practice for aquatics & co for info. (Jean-Philipe Mocho)

Det bifogades Code of Practice fran Home Office, som var valdigt
allmant skrivet vad galler fisk. Betydligt mer matt for andra djur.

I denna fanns en referens till RSPCA for Guidence rérande Zebrafisk. Har
finns en litteraturgenomgang pa volumes och stocking densities bl a.
Dock nagra ar gamla.

NYA ZEALAND

Har inga nationella regler, svar | korthet “The national animal welfare system sets
general rules and guidelines rather than specifically stating sizes of tanks etc.
Details are left to local animal ethics committees.”

USA, KALIFORNIEN

Hénvisar till Barney Reed & Maggy Jennings, Research Animals Department,
Science Group, RSPCA

KANADA

Hénvisar till Barney Reed & Maggy Jennings, Research Animals Department,
Science Group, RSPCA

FINLAND

14/15



Hallning av zebrafisk i forsoksdjursanlaggningar

Finland har inga specifika regler. Finns ev rekommendationer fran zoobranschen
men inga juridiska krav. (Satu Rausi svarade)

NORGE

Awven Norge har valt att inte detaljbeskriva hallningsforeskrifterna. Inget specifikt
for zebrafisk.

ISLAND
Ingen reglering av akvariestorlek.
DANMARK

Danmarks regler for forsoksdjur ar en direkt implementering av EU direktivet, och
har inga specifika anvisningar for zebrafisk.

AUSTRALIEN
Inga specifika regler vad galler inhysning/stocking density.
SCHWEIZ

Inga specifika regler for zebrafisk “The current ornamental fish guidelines apply.
Hénvisar till Barney Reed & Maggy Jennings, Research Animals Department,
Science Group, RSPCA.
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