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Sammendrag 
Stressresponser representerer dyrets reaksjon i utfordrende situasjoner og blir brukt som en 

velferdsindikator. Kortisol er relevant for fiskevelferd og er en ofte målt komponent fra det 

primære stressresponssystemet. Målet for bacheloroppgaven er å se om vi kunne forenkle 

Neogen-kittet, ved å erstatte ekstraksjonstrinnet med SDR fra Enzo-kittet. Problemstillingen 

for oppgaven er «Kan Neogen-kittet forenkles, og samtidig beholde nøyaktigheten i måling av 

kortisol?». Det er viktig å kvalitetssikre at resultatene fra forsøket er repeterbare ved å sjekke 

korrelasjonen mellom to plater. Både ekstraherte- og ikke-ekstraherte prøver viste korrelasjon 

mellom platene. Deretter optimaliserte vi ekstraheringsmetoden der ekstraheringsvarianten med 

to minutt blanding ble utvalgt. Det neste trinnet var en stresstest, hvor en testet de ulike 

metodene med samme prøver fra fisk før og under stresspåvirkning. Testen gir en sterk 

antydning på forskjell i kortisolnivå mellom før og under stress. Til slutt så en etter korrelasjon 

og forskjeller mellom den ekstraherte og ikke-ekstraherte metoden, dette viser om det er mulig 

å forenkle Neogen-metoden og samtidig beholde den nøyaktige kortisolmålingen. Resultatet 

viste korrelasjon mellom metodene og at prosessen ble forenklet, samt en unngår 

ekstrakostnadene for Enzo-kittet. Imidlertid er det også en forskjell mellom metodene siden 

null-hypotesen ble forkastet pga. lavere konsentrasjon hos ikke-ekstraheringsmetoden. 

Fremtidige studier burde fokusere på å finne en SDR som er mer kompatibel med Neogen-

kittet. Det anbefales også å bruke flere prøver for å få en tydeligere variasjon mellom gruppene 

og unngå at ekstremverdier påvirker resultatet negativt. En burde også finne den optimale 

fortynningen som gir resultat under 10 ng/ml for kortisol i fiskeplasma, for fullstendig nøyaktig 

avlesing av resultat.  
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Forord 
Det har de siste årene blitt rettet mer oppmerksomhet mot dyrevelferd, og herunder fiskevelferd. 

Oppgaven vår «Optimalisering av ELISA-metode for nøyaktig måling av kortisol i 

fiskeplasma» er gjennomført ved NTNU i Ålesund. Den går ut på å prøve å forenkle en metode 

for måling av kortisol i fiskeplasma. Det å få være med på å optimalisere metoder ved å forenkle 

trinn i prosedyren har vært spennende da resultatet er knyttet opp til et dagsaktuelt tema. Det er 

også interessant at bioteknologiske metoder kan brukes for måling av ulike velferdsindikatorer 

hos oppdrettslaks og andre fiskearter.  

Selve prosessen både på laboratoriet og skriveprosessen har i noen stunder vært krevende, men 

også lærerikt da vi har fått jobbet med noe som gir relevant kunnskap til fremtidige studier. Vi 

vil gjerne rette en stor takk til vår primære veileder Yanran Cao og sekundære veileder Ann-

Kristin Tveten for hjelp og gode forslag underveis, både med laboratoriearbeid og i 

skrivearbeidet. Takk til våre nærmeste for støtte og gode tilbakemeldinger gjennom denne 

prosessen. Vi vil også takke NTNU i Ålesund for økonomisk støtte og bruk av deres 

laboratorier.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ålesund, Mai 2019.  
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1 INNLEDNING   
Mennesker har påvirket artene rundt seg i tusenvis av år, og fisk blir ofte sett på som et mindre 

evolusjonært utviklet virveldyr sammenlignet med pattedyr og fugler. Dette kan gi 

konsekvenser med tanke på fiskevelferd. Samtidig har dyrevelferd blitt et viktigere tema i 

dagens samfunn og som konsekvens har det blitt en økt interesse for fiskevelferd (1). Spesielt 

innenfor akvakultur og forskning er temaet relevant, da man er opptatt av å forsikre at fiskens 

velferd blir tatt hensyn til og ikke er truet av oppdrettsnæringens vekst. For at fisk sin 

individuelle velferdstilstand skal være positiv, burde dette være en direkte effekt av aktivering 

av dens hedoniske belønningssystem. Likevel er det ikke godt nok kjent hvordan en fisk mentalt 

opplever og kommer seg etter plutselige miljøsvingninger, og hvordan dette korrelerer med 

deres fysiologiske håndteringsmekanismer (2). Det er en økende interesse for å forbedre 

fiskevelferd som korrelerer med veksten av akvakultur. For optimal trivsel og vekst vil 

oppdrettsanlegg bli nødt til å gi fisken ideelle forhold. Uten optimale forhold kan fiskens helse 

bli dårligere, og det vil gå utover oppdrettsnæringens økonomi. Det kan derfor være gunstigere 

å utføre preventive tiltak. Til tross for disse tiltakene vil fisken likevel bli utsatt for fysiologisk 

stress som man må ta hensyn til. Forholdene kan blant annet gjelde næring, kjønnsseparasjon, 

helse og sykdom, fangenskap og merdens dybde. Det å måle det fysiologiske stresset kan derfor 

være en objektiv og enkel måte å sammenligne blant annet oppdrettsanlegg og prosedyrer, 

evaluere velferden og kan gi store fordeler både for anlegget og individuell fisk. (3, 4). 

 

1.1 Målet for oppgaven  

Utgangspunktet for denne bacheloroppgaven baseres på forskningsgruppen Cao Y, Tveten A-

K og Stene A (2017) sitt arbeid, hvor de har sett på en sammenligning av de kompetitive ELISA 

kittene fra Neogen og Enzo. Funnene viste relevans og repeterbarhet, som antyder at kittene 

kan brukes om hverandre (3). Neogen-kittet er tidskrevende da prøvene må ekstraheres. 

Imidlertid er Enzo-kittet enklere å bruke, men til gjengjeld er det dyrere. Basert på 

sammenligningen av kittene sine egenskaper resulterte det i konseptet at man kan bruke Steroid 

Displacement Reagens (SDR) fra Enzo-kittet i Neogen-kittet. Som startet prosessen for 

bacheloroppgaven. Neogen-kittet blir da forenklet og man unngår ekstra kostnader for Enzo-

kittet. Kittet fra Neogen blir som et resultat optimalisert, og ble derfor grunnlaget for 

problemstillingen «Kan Neogen-kittet forenkles, og samtidig beholde nøyaktigheten i måling 

av kortisol?». 
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2 TEORI  
2.1 Fiskevelferd   
 Det har over lang tid blitt testet ut ulike metoder for å måle stress i både laks og andre fiskearter 

på en human måte. Det å produsere repeterbare metoder som kan måle kronisk stress i fisk kan 

være lønnsomt både for hvert individ, men også for oppdrettsanlegg i storskala. Man kan 

differensiere og velge bort stressende håndteringsprosedyrer, minke sjansen for sykdom, 

forbedre og regulere lovgivninger som er laget for å sikre fiskekvalitet, velferd og overlevelse. 

Dette har resultert i utviklingen av både direkte og indirekte metoder for måling av stressorer i 

fisk. Noen eksempler inkluderer stressmarkører, sykdom og helse og dødelighet (3, 4).  

 

En kan evaluere laksens erfaringer og velferd ved å måle dens fysiologiske stressrespons. 

Definisjonen av stress og stressorer har en lang historie som er fylt med mange kontroverser. 

Likevel, er konseptet stress bredt akseptert av blant annet av cellebiologer, fysiologer, 

toksikologer, etologer og økologer. De demonstrerer stress sin vitalitet og attraksjon ved å 

beskrive hvordan den påvirker ulike funksjoner ved organiserte nivå av celler, organ, 

organismer, populasjoner og økosystem (5, 6). 

 

De fysiske responsene på stressorer er en viktig overlevelsesfunksjon hos fisk, og 

stressresponsens mønster blir aktivt studert. Repetitiv og kronisk eksponering for stressorer har 

en skadelig effekt på flere aspekter av en organismes fysiologi. Dette gjelder blant 

annet endringer i nervesystemets funksjon, vekst og utvikling, reproduktiv funksjon og 

immunsystemets funksjon. Studier fra de siste tiårene beskriver den cellulære stressresponsen 

i fisk og indikerer hvordan stress i fisk fører til dårligere vekst og andre skadelige helseeffekter. 

Et viktig fokus innenfor dagens forskning i akvakulturen er identifisering av stressmarkører i 

fisk. Dette gjelder både molekylære, biokjemiske og hormonelle markører som reflekterer 

fiskens helsestatus. Ved å finne en stressmarkør kan det føre til en utvikling i oppdrettspraksis 

for å redusere stress i akvakulturvirksomheten, som vil gi en forbedret kvalitet og produksjon 

(7).  
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2.1.1 Stressrespons hos fisk  
Responsen på stress i fisk sørger for dens overlevelse, men kan også negativt påvirke dens helse 

og velvære. Definisjonen av stress hos fisk varierer, men blir ofte referert til som en tilstand 

hvor evnen til å opprettholde homeostase blir påvirket av ulike stressresponser. Både fysiske 

og kjemiske stressfaktorer i fisk kan fremkalle uspesifikke responser. En stressfaktor er en 

respons som anses å være en adaptiv mekanisme slik at fisken skal kunne takle påvirkningene 

og opprettholde dens homeostatiske tilstand. Dersom stresspåvirkningen er av alvorlig grad, 

eller er kronisk langvarig vil ikke fisken kunne gjenvinne homeostase, det vil etterhvert gå 

utover fiskens helse og velvære. Fisken kan da bli kronisk stresset (1, 4, 6, 8).   

 

 

Figur 1 Kjemiske, fysiske og andre oppfattede stressorer påvirker fisk til å fremkalle fysiologiske effekter som er 

inndelt i primær- sekundær- og tertiærrespons. I noen tilfeller kan de primære og sekundære responsene ha en 

direkte påvirkning på de sekundære og tertiære responsene som er angitt av de grå pilene. (Figuren er basert på 

figur 1 fra (9)) 

 

Stressresponser kan være av ulike nivå og blir delt inn i primær, sekundær og tertiærrespons, 

som vist i Figur 1. Primærrespons er den nevroendokrine responsen, hvor en oppfattet trussel 

utløser en frigjøring av stresshormonene katekolaminer og kortikosteroider. Dette utløser en 

sekundærrespons og gir umiddelbar endring i fiskens adferd. Her får man målbare endokrine 

forandringer av kortikosteroider og sirkulerende katekolaminer. Det er primærresponsen som 

er av spesiell interesse, da det blir målt kortisolnivå i plasma (10). I sekundærresponsen vil en 
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få metabolske endringer som for eksempel økt glukose i blodet og endringer i immunsystemets 

funksjon, eksempelvis økning av antistoffproduksjon. I tillegg vil det oppstå adferdsendringer 

slik at fisken reagerer på den oppfattede stressoren. Dette inkluderer endring i funksjoner 

relatert til metabolisme. Ved en vedvarende sekundærrespons kan en etterhvert få en 

tertiærrespons. Tertiærresponser refererer til aspekter av fiskens ytelse som forandring i vekst 

eller reproduksjon, økt sykdomsfølsomhet og mortalitet. Den mest studerte komponenten av 

stressresponsen er forhøyelsen av kortisol i plasma, og dette steroidhormonet regnes som en av 

de beste indikatorene for stress i fisk (7, 9, 11). 

  

2.2 Syntese av kortisol     
Utskillelsen av kortisol i fisk skiller seg fra pattedyr. I fisk foregår utskillelsen av kortisol til 

blodbanen fra hodenyren. Fisk har ikke en diskré binyre som pattedyrene, de har i 

stedet steroidogene celler kalt interrenale celler som fordeles i hodenyren, langs de bakre 

kardinalårene. De steroidogene cellene ligger i nærheten av kromaffine celler som skiller 

ut katekolaminer, og øker dermed muligheten for en parakrin kontroll ved frigjøring av kortisol 

(5, 12, 13).   

 

Det er to endokrine responser som kan bli aktivert av stress hos fisk. Den ene responsen fører 

til økt konsentrasjon av adrenalin og noradrenalin i blodplasma. Den andre er hypotalamus- 

hypofyse – interrenal-akse-responsen (HPI-akse-responsen) som fører til at 

kortisolkonsentrasjonen i blodplasma stiger. Siden kortisol er et steroidhormon er det umulig å 

lagre i kroppen, da det er fettløselig. Kortisol må derfor bli produsert på nytt hver gang 

interrenale celler i hodenyren stimuleres av en hormonell kaskade. HPI-aksen er en kaskade 

som består av forskjellige hormoner, hvor kortisol er viktigst. Som vist i Figur 2  utløses 

kaskaden av det høyere hjernesenteret og er en av to nevroendokrine akser som utgjør 

primærresponsen til stress (5, 6).  
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Figur 2 viser en forenklet hypotalamus-hypofyse-interrenal-akse (HPI-akse) av fisk. (Figuren er basert på Figur 

1 fra (10)).  

  

Selve utskillelsen av kortisol starter ved at HPI-aksen aktiveres når hypotalamus reagerer på 

en stressor (10). Syntesen av kortisol i hodenyren stimuleres av hypofysen som skiller 

ut adrenokortikotropin (ACTH). Produksjonen av ACTH blir stimulert 

av kortikotropinfrigjørende hormon (CRH) som frigjøres av hypotalamus. ACTH øker 

konsentrasjonen av kolesterol i den indre mitokondriemembranen, via regulering 

av steroidogene akutte regulatoriske protein. Kortisol blir omdannet fra kolesterol når ACTH 

øker. Sekresjonen av kortisol er under kontroll av HPI-akse-responsen som fører til at 

kortisolkonsentrasjonen i blodplasma stiger. ACTH frigitt fra hypofysen er det viktigste 

hormonet for utskillelsen av kortisol. Mange faktorer inkludert hormoner, stress og negativ 

tilbakekobling av kortisol kan regulere ACTH-sekresjon i fisk og dermed 

også påvirke kortisolproduksjonen (5, 10, 12).  
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2.2.1 Kortisol 
  

 

Figur 3 Strukturen til hormonet Kortisol med strukturformel C21H30O5. (Figuren er hentet fra (14)). 

  

Kortisol er et kjent stresshormon fordi det spiller en viktig rolle i kroppens stressrespons. Det 

er et kortikosterioid som er en gruppe av steroidhormoner. Strukturen til kortisol er vist i Figur 

3. Dersom organismen er i en situasjon der den føler seg truet eller det er kritisk for overlevelse, 

vil den omfordele energi ved å skille ut blant annet noradrenalin og kortisol for å skape en fight-

or-flight respons. Dette gjøres ved å undertrykke funksjoner som ikke er nødvendig for 

umiddelbar overlevelse, inkludert reproduksjon, immunrespons, fordøyelse og smerte. 

Samtidig fremmes viktige funksjoner som økt hjertefrekvens og blodtrykk, mens energi blir 

produsert for at hjernen og musklene skal kunne starte overlevelsesresponsen. Det påvirker 

protein- og karbohydratmetabolismen under visse forhold. Kortisols viktigste rolle er å påvirke 

perifer bruk av glukose og å opprettholde blodtrykk, immunfunksjon og kroppens 

antiinflammatoriske prosesser (10, 15, 16).  

  

2.3 Metoder for å måle kortisol i plasma    
Ved måling av kortisol i plasma finnes det ulike apparater som tar for seg forskjellige 

analysemetoder. Immunoassay og kromatografiske metoder for kortisolmåling i forskjellige 

biologiske væsker vil variere i forhold til deres analytiske ytelse, referanseområde, diagnostisk 

spesifisitet og sensitivitet. Kortisolmålinger kan bli gjennomført blant annet ved bruk av 

infrarød spektroskopi, elektrokjemi, kromatografiske metoder, ligand-

assay som radioimmunoassay og ikke-isotopisk immunoassay. Ulike analysemetoder kan blant 
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annet måle fritt kortisol, noen måler både bundet og fritt kortisol, og noen måler total 

kortisolnivå (17).  

   

2.3.1 Enzyme linked immunoabsorbant assay (ELISA)   
ELISA er en type immunoassay basert på enzymatiske reaksjoner for å lese av 

absorbansmålinger. Ordet ELISA er et samlebegrep på en rekke kvantitative og kvalitative 

analysemetoder som baseres på den samme teknikken, med ulike modifikasjoner. En ELISA-

analyse kan blant annet analysere substanser som peptider, hormoner og proteiner. Det samme 

hovedprinsippet gjelder for alle ELISA; et antigen må bli immobilisert på en fast overflate, før 

et antistoff blir introdusert til brønnene. Dette antistoffet har et enzym bundet til seg. Antigen 

og antistoff bindes sammen og danner et kompleks. Deteksjon blir gjennomført ved analysering 

av den konjugerte enzymaktiviteten under inkubering med et substrat for å produsere et målbart 

produkt. Det kritiske punktet i en ELISA er reaksjonen mellom enzym og substrat som må 

avsluttes til riktig tid for å få riktig avlesing (18, 19).  

   

2.3.2 ELISA formater   
Det finnes en rekke gjennomførbare ELISA-formater som baseres på den grunnleggende 

prosedyren. Nøkkeltrinnet i en ELISA er immobiliseringen av det antigenet en ønsker å påvise. 

Den første metoden er direkte ELISA, hvor det er direkte adsorpsjon til platen og deteksjonen 

er direkte ved hjelp av et merket primært antistoff. Formattypen som blir brukt under dette 

forsøket er kompetitiv ELISA som ligner på den direkte metoden. Den skiller seg fra de andre 

formatene fordi man bruker et inhiberende antigen og det er denne som har et merket primært 

antistoff festet til seg. Det vil oppstå konkurranse mellom det inhiberte antigenet og det 

umerkede antigenet fra prøven for binding til capture-antistoffet. Den andre metoden er en 

indirekte ELISA hvor antigen fortsatt bindes med direkte adsorpsjon til platen, men har et 

sekundært antistoff som er merket. Sandwich ELISA baseres på indirekte ELISA, men den 

analytten en ønsker å måle blir bundet mellom to primære antistoff; capture-antistoff og 

deteksjonsantistoff. Det sekundære antistoffet som er merket, bindes til deteksjonsantistoffet 

for deteksjon. De ulike typene av ELISA blir illustrert i Figur 4 (18, 19).  
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Figur 4  viser de fire omtalte ELISA formatene; direkte-, indirekte-, sandwich- og kompetitiv ELISA. Formatene 

viser hvordan antigenet blir immobilisert vha. direkte adsorpsjon eller bundet til et capture-antistoff. Deteksjon 

av antigen blir utført ved enten et merket primært eller sekundært antistoff. De er merket med et enzym som vil 

reagere med substratet for å danne et målbart produkt. Kompetitiv ELISA har i tillegg et inhibitor-antigen som vil 

konkurrere om bindingssetet. Figur er basert på (20).  

  

Deteksjonsstrategien til de ulike formatene varierer. Det er hovedsakelig deteksjonstrinnet som 

bestemmer sensitiviteten til en ELISA, og det er uavhengig av hvordan antigenet bindes til 

platen. Den direkte metoden bruker et merket primært antistoff som reagerer direkte med 

antigenet. Direkte deteksjon kan bli utført enten med et antigen som er direkte immobilisert på 

prøveplaten eller immobilisert med capture-formatet. For kompetitiv ELISA er deteksjonen 

unik. Det er bare det inhiberende antistoffet som har merket primært antistoff, som vil 

konkurrere med den umerkede prøven/standarden. For å kunne måle responssignal er det derfor 

nødvendig å skille ubundne og bundne antistoff etter inkubering. En nedgang i signal fra det 

merkede, inhiberende antigenet indikerer tilstedeværelse av antigen i prøven/standard. Dette 

resulterer i at det registrerte responssignalet vil gi en omvendt proporsjonal kurve. Den indirekte 

deteksjonsmetoden bruker merket sekundært antistoff for deteksjon, som er spesifikt for det 

primære antistoffet. For sandwich-ELISA er det kritisk at det sekundære antistoffet er spesifikt 

bare for det primære deteksjonsantistoffet. Hvis ikke vil ikke prøven være spesifikk for 

antigenet (18, 19).  

 

2.3.2.1 De ulike formatene sine styrker og svakheter 

Både direkte og indirekte deteksjonsmetoder for ELISA har sine styrker og svakheter. Direkte 

ELISA sine fordeler er at den er rask, siden den bare bruker ett antistoff og har færre trinn i 

prosedyren. I tillegg er sjansen for kryssreaksjoner for sekundært antistoff eliminert. Dens 

svakheter er at man har minimal signalamplifikasjon og immunoreaktiviteten av det primære 

antistoffet kan bli negativt påvirket av merkingen med enzym/merke. Det er både tidkrevende 



9 

 

og dyrt å merke primære antistoff for spesifikke ELISA-system og valget er ikke-fleksibelt. 

Som en variant av den direkte metoden er kompetitiv ELISA en strategi som normalt blir utført 

når man har liten mengde av antigenet eller antigenet bare har en epitop, eller antistoff 

bindingssted. En variasjon av denne metoden består av at man merker renset antigen i stedet 

for antistoffet, hvor en nedgang i signal indikerer tilstedeværelsen av antigen i 

prøven sammenlignet med prøvebrønner med bare merkede antigen (18, 19).  

  

Indirekte ELISA regnes som det mest populære formatet for ELISA. Styrkene til indirekte 

ELISA er at det finnes mange variasjoner av sekundære antistoff kommersielt tilgjengelig. 

Sekundære antistoffer er også mer variable da en kan bruke det samme sekundære antistoffet 

for flere primære antistoff fra den samme vertsarten. Siden det primære antistoffet ikke er 

merket beholder det maksimum immunoreaktivitet, og sensitiviteten øker fordi hvert primære 

antistoff inneholder flere epitoper som tillater signalamplifikasjon. Den største ulempen er at 

kryssreaktivitet kan forekomme med sekundære antistoff, noe som resulterer i feilsignal. Man 

trenger også flere trinn for prosedyren, inkludert inkubering, som er tidskrevende. Sandwich 

ELISA er et populært format som blir brukt fordi den er sensitiv og robust. Den er mer robust 

på grunn av når fritt antigen isoleres vil det dannede antigen-antistoff-komplekset begynne å 

dissosiere, noe som tar lenger tid for sandwich-ELISA grunnet dens struktur (18, 19).  

 

2.3.3 Radioimmunoassay (RIA) og High pressure Liquid Chromatography (HPLC)    

Andre analysemetoder som kan måle kortisol er RIA og HPLC. RIA bruker antistoff og 

radioaktive reagenser til å beregne konsentrasjoner av hormon i et serum. Det anbefales at 

antistoffet har en høy affinitet for binding, selv ved svært lave konsentrasjoner. I tillegg bør 

antistoffet være spesifikt for å unngå uønsket binding med andre stoff, noe som resulterer i 

falske forhøyede verdier. Binding mellom antigen og antistoff foregår i en konkurranse, hvor 

man har en kjent mengde antigen som er radioaktivt merket. Dess flere antigen som er i prøven, 

desto mindre radioaktivt antigen vil binde seg til antistoffet som resulterer i en omvendt 

proporsjonal kurve. Antigen som ikke bindes til antistoff vaskes bort og man isolerer antigen-

antistoffkompleksene fra løsningen. RIA er utviklet for å være effektiv og er som regel en 

spesifikk målemetode, men den har noen feilkilder. Selv om analysemetoden baseres på en 

immunologisk gjenkjennelse av det som måles sier den ingenting om den biologiske aktiviteten. 

Derfor kan inaktive fragmenter av et hormon som reagerer med antistoffet kunne bli medregnet. 

I tillegg kan uspesifikke faktorer interferere med bindingen mellom antigen og antistoff og føre 
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til falske høye/lave verdier. Dette kan delvis kompenseres ved å utvikle bedre antistoffer og 

bruke analyseprinsipper som tar i bruk to antistoffer i stedet for ett (21-23). 

 

HPLC er en type høytrykk væskekromatograf som vil separere partikler i en væske. Metoden 

brukes blant annet i analyser av blod, medikamenter og vannprøver (22). Alle kromotogram 

følger prinsippet om at seperasjoner av analytter i en prøve skyldes forskjell i analyttens fysiske 

og/eller kjemiske egenskaper. Den stasjonære- og mobile fasen interagerer med analytten. Noen 

analytter har større affinitet til den stasjonære fasen som holder analytten tilbake, mens andre 

tiltrekkes av den mobile fasen som resulterer i at den går fortere gjennom 

kolonnen. Anvendelsesområdet til HPLC er stort da det kan benyttes for analytter med høy 

molekylvekt og høyt kokepunkt, hormon i blod, metabolitter, medikament, bestemme gen og 

arvelige sykdommer og å undersøke giftige stoffer i matvarer. (23). Væskekromatografi (LC) 

med UV måling, samt LC-MS/MS kan separere og kvantifisere plasma/serum total kortisol, 

selv med andre steroider og metabolitter i prøven og er derfor mer nøyaktig for måling av 

kortisol enn immunoassay. Likevel er de også mye mer tidskrevende, arbeidskrevende og 

dyrere for rutinebruk (17).  
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3 MATERIALE OG METODER   
For dette forsøket blir kompetitive kit fra Neogen og Enzo tatt i bruk. Fordelen med å bruke 

kompetitiv ELISA ovenfor en indirekte metode er at det er raskere, da det er mindre trinn i 

prosedyren. I tillegg ungår man faren for sekundære kryssreaksjoner. Hovedgrunnen til at en 

kompetitiv ELISA blir brukt for dette forsøket er at man ikke vet konsentrasjonen av kortisol i 

prøven. Kompetitiv ELISA er spesialisert for tester ved lave konsentrasjoner av analytter som 

skal detekteres, noe som er tilfellet i dette forsøket.   

 

3.1 Innhenting av prøver   

Prøvene som er brukt i forsøket er plasmaprøver som ble innhentet fra atlanterhavslaks ved et 

tidligere forsøk. Atlanterhavslaksen som ble brukt kommer fra et oppdrettsanlegg fra 

nordvestkysten av Norge. Prøvene kommer fra et «net-cleaning»-prosjekt hvor buret blir vasket 

med en notspyler, som vil stresse fisken. Prøvene vist i Tabell 1 og 2 ble tatt før og under 

vasking av noten, for å se hvor mye dette påvirket laksen. Fisken ble oppbevart i bur på størrelse 

for vekst i henhold til gjeldende industristandarder for økologisk lakseproduksjon (3, 24). 

 

Før prøvetaking ble fiskene raskt fjernet fra nettet og umiddelbart drept med et hardt slag mot 

hodet, håndtering under 5 min. En 4ml blodprøve ble umiddelbart tatt ved venepunktur i halen 

med en 24-gauge nål, plassert i et 4,5 ml samlerør som inneholder litiumheparin 

som antikoagulant. Blodprøvene ble transportert i land på is. Plasma ble separert ved 

sentrifugering (1500 rpm i 10 minutter) ved 4℃, fjernet og porsjonert i 1,5 ml 

mikrosentrifugerør. Prøvene ble lagret ved -20℃ frem til analysering, det var disse prøvene 

som ble brukt i dette forsøket (3, 24).  

  

All håndtering og prøvetaking følger operasjonsprosedyren til oppdrettsanlegget, og 

prosedyren følger norsk dyrevelferdslov (LOV-1009-06-19-97).  Handlingen (§13) og 

tilhørende regulering (FOR2015-06-18-76) dekker også bruken overordnet i forskning, 

utdanning og medisinsk testing. NTNU i Ålesund er godkjent av Mattilsynet til å gjøre 

dyreforskning i henhold til forskriften (3, 25). 
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Tabell 1 gir informasjon om hvilken prøver som kommer fra hvilken fisk før stresspåvirkning. Prøvene ble tatt 

11.10.2017. (Før vasking 10.45 - 12.30)  

  

Tabell 2 gir informasjon om hvilken prøver som kommer fra hvilken fisk under stresspåvirkning. Prøvene ble tatt 

11.10.2017. (Under vasking 12.30- 14.30) 

 

 

3.1.1 Notspyling  

God vannstrøm er essensielt for fiskeoppdrett. Som nevnt over ble prøvene innhentet fra et 

«net-cleaning»-prosjekt der det ble tatt prøver før og under spyling med notspyler. Dette vil 

stresse fisken, men er essensielt for god vanngjennomstrømning. En god 

vanngjennomstrømning forsikrer at algeveksten er minimal, spesielt ved høye 

vanntemperaturer, da veksten av alger øker eksponentielt med temperaturen. Som illustrert i 

Figur 5 vil økt sjøforurensing føre til redusert vannstrømning, som igjen fører til at oksygenrikt 

vann strømmer rundt burene i stedet for igjennom (26). Fiskeoppdretterne sørger for å holde 

garnene rene ved å bruke rengjøringsutstyr for å fjerne forurensing fra sjøen. Det mest brukte 

rengjøringsutstyret er en notspyler, som er en roterende rengjøringsskive, montert på en 
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støtteramme som er drevet av en høytrykkspyler og filtrert sjøvann. Selve renseprosessen starter 

med å senke rammen på innsiden av nettet, mens de roterende platene fjerner den marine 

forurensingen ved å blåse ut høytrykksaltvann fra innsiden av nettet og ut til omgivelsene (26, 

27).  

  

  

 

Figur 5 illustrerer hvordan forurenset nett vil påvirke vannstrømmen i et oppdrettsanlegg. Ved et forurenset anlegg 

vil det oksygenrike vannet strømme rundt burene, i stedet for igjennom. Basert på figur 12 fra (26). 

   

3.2 Ekstraksjon av prøver 

Flere faktorer kan påvirke ekstraksjonen av plasmaprøver. Ekstraksjonsmetoden som ble fulgt 

er beskrevet under «sample preparation» i Figur 28 (Vedlegg 8.5). Det ble pipettert 120 µl 

plasma over i et glassrør fra hver prøve og ble ekstrahert ved å tilsette 1,2 ml dietyleter. 

Ekstraksjonsmetoden går ut på å tilsette dietyleter til plasma som blir blandet i ulike 

tidsintervall, 30 sekund for standard ekstraksjon eller variasjonen to minutt. Deretter blir den 

organiske delen overført til et nytt rør hvor den blir tørket i en nitrogenavdamper. De andre 

variasjonene som blir brukt er at prøvene blir ekstrahert to eller tre ganger. Dette gjøres ved å 

overføre den organiske fasen fra prøverøret til sluttrøret og tilsette dietyleter til prøverøret 

og blande den i 30 sekunder en gang til. Man overfører den organiske fasen igjen til det samme 

sluttrøret, og repeterer det samme trinnet en gang til for en tredje ekstraksjon. De ulike 

variantene blir satt i nitrogenavdamperen for å bli tørket. Når prøvene er tørket blir 

ekstraksjonsbuffer tilsatt slik at man kan separere fasene. Ekstraksjonstrinnet blir gjort for å 
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forhøye mengden kortisol som blir løslatt i den organiske fasen. Ut fra optimaliseringen av 

ekstraksjonsmetoden ble det diskutert frem en løsning fra resultatene, om hvilken 

ekstraksjonsvariant som gir best resultat med tanke på antall ekstraheringer og hvor lenge 

prøvene blir blandet.  

 

3.3 NEOGEN-prosedyre ekstraksjonsmetode   

Neogen-kittet bruker ekstrahert plasma for å kunne detektere kortisol. Ekstraksjonen separerer 

plasmaproteiner slik man får fritt kortisol i plasma. Det ble brukt 120 µl plasma og 1,2 ml 

dietyleter, som deretter ble blandet slik at væsken delte seg i to faser. Den organiske fasen ble 

overført til et nytt glassrør, og deretter tørket ved hjelp av N2-gass i en nitrogenavdamper. 

Restene fra tørkingen ble så løst opp i 120 µl ekstraksjonsbuffer. Løsningene i den første platen 

ble fortynnet to ganger, 60 µl ekstrakt og 60 µl EIA-buffer, mens hos plate to ble det fortynnet 

fem ganger, 25 µl ekstrakt og 100 µl EIA-buffer. Forsøket starter med å lage til 

standardfortynningene som beskrevet i Figur 28 (Vedlegg 8.5). 50 µl av alle de ekstraherte 

prøvene og standardfortynningene ble tilsatt i gitte brønner og 50 µl fortynnet kortisol-

konjugat ble tilsatt til prøvene. Prøven og kortisol-konjugatet ble blandet forsiktig sammen, 

og mikroplaten ble dekt med plastfilm, og så inkubert ved romtemperatur i en time. 

Etter inkubering ble innholdet tømt ut av brønnene og vasket grundig tre ganger med 300 µl 

fortynnet vaskebuffer. Det ble tilsatt 150 µl substrat til hver brønn, blandet forsiktig 

og inkubert i 30 minutter ved romtemperatur. For å stoppe reaksjonen ble 50 µl 1N HCl tilsatt 

i alle brønnene og resultatet ble lest av ved 450 nm av en plateleser. For en mer detaljert 

prosedyre se Vedlegg 8.5; Neogen-prosedyre.  

 

3.3.1 ENZO-prosedyre ikke-ekstraksjonsmetode  

Enzo-kittet bruker et steroid displacement reagens (SDR) som erstatter ekstraksjonstrinnet til 

Neogen. Begge metodene brukte de samme plasmaprøvene, forskjellen er at prøvene ikke ble 

ekstrahert først ved den direkte metoden. Plasmaprøvene ble applisert i sine bestemte brønner 

etter at reagenset SDR ble tilsatt. Reagenset vil kutte bindinger kortisol har med 

plasmaproteiner, slik at man får fritt kortisol som kan detekteres. Det er viktig å bemerke at 

SDR skal varmes opp i romtemperatur i 30 minutter før åpning. Plasmaet ble fortynnet med 

59.5 µl plasma til 59.5 µl EIA-buffer. 1.2 µl SDR ble så tilsatt, slik at fortynningen ble 1:100. 

50 µl av løsningen ble tilsatt i sin tilegnede brønn i duplikat. Neogen-prosedyren ble så fulgt 

for resten av prosedyren, fra og med tilsetningen av kortisol-konjugat. For mer detaljert 
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prosedyre se Vedlegg 8.6; Enzo-prosedyre for Enzo og Vedlegg 8.5; Neogen-prosedyre for 

detaljert Neogen prosedyre.     

 

3.3.2 Kryssreaksjon  

Begge kittene fra Vedlegg 8.5 og 8.6 inneholder en spesifikk seksjon som beskriver 

kryssreaksjoner som kan oppstå i forsøket. Det er alltid en fare for kryssreaksjon og de som er 

rapportert for Neogen og Enzo kittene er: kortisol 100%, prednisolon 47.42%, kortison 15.77%, 

11-deoxykortisol 15%, prednison 7.8%, kortikosteron 4.8%, 6β-hydroxykortisol 1.4% og 17-

hydroxyprogesteron 1.4%. Den analytiske sensitiviteten for kortisolprøven var 0.04 ng/ml. Selv 

om prednisolon har en høy prosentandel, vil det ikke oppstå i prøvene som ble brukt. Grunnen 

til dette er at prednisolon er et legemiddel for å redusere inflammatoriske tilstander, og er ikke 

relevant for oppdrettslaks.  

  

3.4 Tilleggsmaterialer    

Med noen unntak inneholdt kittene mesteparten av det materialet som var nødvendig for dette 

forsøket. Ekstraksjonstrinnet i Neogen-kittet krever selvskaffede materialer som vortex-mikser, 

dietyleter, nitrogenavdamper og 1N HCl. En plateleser ble brukt for å lese av resultatene. 

Dietyleteren er fra sigma og har en konsentrasjon på ≥ 99.70 %. (Sigma-Aldrich, A: 

Sigma aldrich 258148) Dietyleter ble brukt til ekstrahering av plasmaprøvene under 

ekstraksjonsmetoden. Ved slutten av prosedyren ble 1 N HCl (Sigma Aldrich, A: 1003171000) 

tilsatt som en stoppsyre for å stoppe den enzymatiske reaksjonen i brønnene, før platen ble 

avlest. Dette gjorde at prøvene ble avlest ved 450 nm, i stedet for 650 nm som ble nevnt i Figur 

29 (Vedlegg 8.5) under «optional test procedures».  

 

3.4.1 Nitrogenavdamper  

En nitrogenavdamper brukes under ekstraksjonsmetoden for å bevare mest mulig kortisol fra 

prøvene. Ekstraheringen avsluttes av at neogen-prøvene ble tørket i en nitrogenavdamper for at 

mest mulig kortisol fra den organiske fasen skal bli igjen i prøvene. Nitrogenavdamperen som 

ble brukt er en «Reacti-Vap Evaporator» fra Thermo Scientific. Man kan regulere antall nåler 

som er festet til apparatet etter hvor mange prøver som trenger tørking. Under rørene er det en 

blokk med tilsvarende mange hull, som reagensrørene kan bli plassert i for lettere tørking. Til 

maskinen kobles det på en nitrogengassflaske som man kan regulere trykket på. Reguleringen 
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av gass gjør det mulig å kontrollere hvor fort en ønsker å tørke prøven, og samtidig unngå søling 

ved for høyt trykk.   (Thermo Scientific, A: 11551064)  

 

3.4.2 Plateleser  

En plateleser ble brukt til å lese av resultatene fra mikroplatene. Plateleseren som ble brukt var 

en «Multiskan GO microplate spectrophotometer» fra Thermo Scientific.  Apparatet er basert 

på monokromatisk lys, UV/VIS og blir brukt til spektral avlesing og leser av absorbans ved 200 

til 1000 nm bølgelengde.  Plateleseren gir mulighet til å lese av plater med 96 brønner og 

forskjellige typer kyvetter. Instrumentet kan også inkubere prøver ved temperaturer opp til 

45°C og risting av mikroplaten før avlesing (Thermo Scientific, A:51119200). 

  

3.4.3 Forarbeid  

Forarbeid blir utført for å forbedre teknikker og gir et mer nøyaktig resultat. For å observere 

pipetteringsteknikkens nøyaktighet ble plasmaprøver fortynnet i standardløsninger i duplikat. 

Standardløsningene ble deretter lest av i plateleser for å sammenligne nøyaktigheten mellom 

duplikatene. Standardfortynningsøvelser ble gjort i duplikat på striper fra et Neogen-kit og 

prosedyren for standardfortynning fra Figur 28 (Vedlegg 8.5) ble brukt.  

 

3.5 Statistiske metoder    

For å regne ut konsentrasjoner og lage de ulike tabellene til resultatdelen ble forskjellige 

statistiske metoder brukt. Programmet Excel ble brukt til å kalkulere optisk densitet (OD) av 

resultatene til konsentrasjonen av kortisol i ng/ml. Til dette forsøket ble programvaren «IMB 

SPSS Statistics» versjon 25.00 for Windows, brukt til beregninger av all statistikk og tillaging 

av diagrammer i resultatdelen. Alle boksplottene som ble laget med SPSS vil vise resultatene 

som gjennomsnitt ± standardavvik (SD) (28, 29). 

 

Hypotesetester og korrelasjonstester ble tatt i bruk for å finne korrelasjon og forskjeller mellom 

prøvene. Eksempler på hyposetester som ble brukt er «Related Sample Wilcoxon Signed rank 

test» og «Independent mann- Whitney U test», disse ble utført for å se om det er noen forskjeller 

mellom prøvene. Wilcoxon viser om det er en forskjell mellom to variabler, f.eks. to metoder 

som er relaterte til hverandre. En kan teste begge metodene opp mot hverandre på samme 

ELISA-plate for å se om metodene må optimaliseres. I dette forsøket ble det også gjort en 

sammenligning av to grupper med forskjellige prøver, før og under stress. Whitney er en 
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uavhengig hypotesetest som viser om det er forskjell innenfor hver enkelt gruppe av 

prøver.  Det er en signifikant verdi på 5% som bestemmer om null hypotesen forkastes eller 

beholdes. Dersom resultatet av testene er under 5% blir den avvist, mens om den er høyere enn 

5% blir den godkjent. Av resultatene fra ELISA-forsøket ble det i tillegg gjennomført en 

korrelasjonstest av typen Pearson-korrelasjon. Den korrelasjonstesten gir oss et tall mellom –1 

og 1, og angir i hvilken grad to variabler x og y er lineært relaterte. 1 er total positiv lineær 

korrelasjon, 0 er ingen lineær korrelasjon og –1 er total negativ korrelasjon. Positiv korrelasjon 

oppstår når høye verdier av den ene størrelsen ofte vil finnes sammen med høye verdier av den 

andre størrelsen (28, 29).  
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4 RESULTAT   

4.1 Standardkurver  

Eksperimentet ble fullført når plateleseren leste av prøvene og ga et resultat i optisk densitet, 

en absorbansverdi. Hver brønn ga en absorbans og ut fra de kunne man gjøre nye utregninger. 

For å lage standardkurver av de to platene blir gjennomsnittet av absorbansverdien til 

duplikatene av standardene regnet ut. Den nye gjennomsnittlige verdien kalles B og den blir 

brukt videre i tabeller. Neste trinn er å regne ut prosenten av maksimal binding (%B/B0), som 

gjøres ved å dele gjennomsnittet av hver standard absorbans.  

 

Standardkurven ble laget med %B/B0 langs x-aksen og den ekte konsentrasjonen langs y-aksen. 

Deretter ble det satt inn en trendlinje som gir selve kurven. Ut fra kurvens funksjon kan man 

regne ut den beregnende konsentrasjonen av kortisol i forsøket. Prøvene i dette eksperimentet 

har blitt fortynnet, så konsentrasjonene som blir bestemt ut fra standardkurven vil bli 

multiplisert med fortynnings-faktoren. Standardkurvene ble basert på standardløsninger i ulike 

fortynninger med gitt konsentrasjon, slik at det er mulig å regne ut konsentrasjonen i 

prøvene.  Standardfortynningene ble brukt til å lage en standardkurve som viser om resultatet 

er innenfor 10 ng/ml. Det er den høyeste oppløsningen som er brukt for resultatene. Om prøvene 

er over 10 ng/ml blir de beregnet som unøyaktige da en ikke vet nøyaktig prøvens 

kortisolkonsentrasjon. For hver plate ble det laget en standardkurve, som vist i Figur 6 og 7, ut 

ifra samme prosedyre i Figur 29 og 30 (Vedlegg 8.5). Ut fra standardkurvene kan man regne ut 

konsentrasjonen av kortisol i prøvene.  

 

Figur 6 viser standardkurven for forsøk 1. Ut fra grafen og dens verdier kan man regne ut konsentrasjonen av 

kortisol i prøvene. Maksimumsverdi for standardfortynningen er 10 ng/ml. %B/B0 med verdi 100 og 0 ble ikke 

med i grafen da man ikke hadde fått til en trendlinje av typen potens.    
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Figur 7 viser standardkurven for forsøk 2. Ut fra grafen og dens verdier kan man regne ut konsentrasjonen av 

kortisol i prøvene. Maksimumsverdi for standardfortynningen er 10ng/ml. Siden man ikke hadde fått til en 

trendlinje av typen potens, ble ikke %B/B0 med verdi 100 og 0 med i grafen. 

  

Forkortelser i resultat:   

EP1 – Ekstrahert kortisol fra plasma, plate 1 

EP2 – Ekstrahert kortisol fra plasma, plate 2 

SDR1 – Ikke-ekstrahert plasma med tilsatt SDR, plate 1 

SDR2 – Ikke-ekstrahert plasma med tilsatt SDR, plate 2 

F - Før stresspåvirkning  

U - Under stresspåvirkning  

 

 

4.2. Korrelasjon og forskjeller mellom plater 

Den statistiske målingen korrelasjon, viser hvor mye to målbare størrelser henger sammen med 

hverandre. I denne delen av forsøket ble det derfor gjennomført en korrelasjonsanalyse for å se 

om det er en sammenheng mellom Neogen- og Enzo-kittet og deres resultat. En positiv 

korrelasjon mellom platene viser at arbeidet er repeterbart. Hypotesetesten «Related 

samples Wicoxon signed rank test» er en forskjells-test som ble utført for å se om det var 

forskjeller mellom platene. Hypotesen som ble valgt er «Det er forskjell mellom platene» og 

null-hypotesen «det er ingen forskjell mellom platene». Dette betyr at om null-hypotesen 
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forkastes så er det en forskjell mellom platene. Resultatet for de statistiske målingene står 

nedenfor med henvisning til relevante resultat og figurer.   

  

4.2.1 Korrelasjon og forskjeller mellom ekstraksjonsmetoden på plate 1 og 2  

En korrelasjonstest vil gi et tall mellom –1 og 1, som angir hvilken grad variablene EP1 og EP2 

er relatert til hverandre. Mellom EP1 og EP2 ble korrelasjonskoeffisienten 0,753, som vist i 

Figur 15 (Vedlegg 8.1). Korrelasjonen vil stige desto nærmere resultatet er tallet 1, som tyder 

på en positiv korrelasjon for EP1 og EP2.  Hypotesetesten som vist i Figur 8, viser en 

signifikans på 0,005. Dette er mindre enn 0.05 og null-hypotesen blir forkastet.   

 

Figur 8 viser en «Wilcoxon Signed Rang test» for relaterte prøver. Den brukes til å se om det er forskjell mellom 

EP1 og EP2. Beregningene ble gjort i programmet SPSS og viser utregnet signifikans, null-hypotesen og 

avgjørelsen om null-hypotesen skal forkastes eller ikke.   

  

4.2.2 Korrelasjon og forskjeller mellom ikke-ekstraksjonsmetoden på plate 1 og 2  

Korrelasjonsanalysen mellom SDR1 og SDR2 ga korrelasjonskoeffisienten 0,833, som tyder 

på en positiv korrelasjon mellom prøvene. Resultatet kan ses i Figur 16 (Vedlegg 8.1). Etter 

gjennomført hypotesetest, fikk man et signifikansnivå på 0,006, som vist i Figur 19 (Vedlegg 

8.2). Dette er mindre enn 0,05 og null-hypotesen blir forkastet.   
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4.3 Forskjeller mellom gruppene før stress (F) og under stress (U)  

For å se om kortisolnivået varierer med mengden stress fisken blir utsatt for, ble det tatt 

plasmaprøver ved ulike tidspunkt under en notspyling. Gruppe F representerer kortisolnivå før 

merden ble spylt og når fiskens stressrespons ikke har blitt aktivert. Gruppe U er under 

notspylingen som betyr at merden blir vasket med en høytrykkspyler. Dette er en stressende 

situasjon for laksen som vil aktivere dens stressrespons og dermed gi et høyere kortisolnivå. 

For å se denne forskjellen ble kortisolkonsentrasjonene fremstilt i boksplott. Resultatet som 

fremstilles her underbygges av den uavhengige testen «Independent samples Mann-Whitney U 

test» med følgende hypotesetester; H1: «Det er en forskjell mellom F og U», og H0 «Det er 

ingen forskjell mellom F og U». Det er en uavhengig hypotesetest som betyr at prøvene er 

uavhengige av hverandre. Den brukes blant annet til å se om to uavhengige verdier fra 

forskjellige grupper har samme fordelinger.     

 

4.3.1 F og U gruppene for ekstraksjonsmetoden på plate 1  

I boksplottet for EP1 blir gjennomsnittet ± standardavviket (SD) av konsentrasjonene 

i gruppene F og U fremstilt i hver sin boks, som vist i Figur 9 nedenfor. Boksplottet viser de 

utregnende konsentrasjonene av kortisol i plasma i ng/ml langs y-aksen. X-aksen illustrerer 

hvilke prøver som tilhører gruppe F og gruppe U. Linjen i hver boks viser medianen til 

resultatet, der boksen viser 50% av fordelingene til resultatet. Over og under boksen 

vises whiskere som er minimum- og maksimumsverdi av resultatene. Man kan se at boksene er 

relativt høye og at det er tydelige forskjeller mellom gruppene. I F-gruppen er 

interkvartilområdet langt nede i forhold til dens maksimumsverdi. Dette viser at en prøve har 

en ekstremverdi, og de andre prøvene i gruppen har en lavere konsentrasjon. U-gruppen har et 

mer stabilisert interkvartilområde, uten noen ekstremverdier, og whiskerene går omtrent like 

langt ut fra boksen. Hypotesetesten i Figur 22 (Vedlegg 8.3) viser at innenfor EP1 har man en 

signifikans på 0,180. Dette er over signifikansnivået på 0,05 og en beholder null-hypotesen.   
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Figur 9  viser gjennomsnittet ± standardavviket (SD) av konsentrasjonene i de ulike prøvene i hver gruppe (F og 

U) for EP1, fremstilt i et boksplott.  Medianen er linjen i hver boks, der boksene inneholder 50% av fordelingene 

av resultatet. Over og under boksen er det whiskers som viser minimum og maksimumsverdi av resultatet, de viser 

resultatene utenfor de midterste 50 prosentene.   

  

4.3.2 F og U gruppene for ikke-ekstraksjonsmetoden på plate 1 

For SDR1 viser den utregnede konsentrasjonen at boksene har en forskjell i høyde. Som man 

ser av Figur 10 er F-gruppen mye kortere enn U-gruppen. Minimumsverdien til F-gruppen er 

plassert rett under interkvartilområdet, dette viser at konsentrasjonen av prøvene ikke er så 

forskjellig i nedre konsentrasjonsområde. Maksimumsgrensen går også så vidt over 

interkvartilområdet, som igjen tyder på svært like konsentrasjoner. Medianen er også relativt 

lav. Boksen til gruppe U har en mye høyere konsentrasjon. Medianen ligger rundt midten av 

boksen og maksimumsverdien er relativt lik interkvartilområdet. Minimumsverdien derimot er 

litt mer ekstrem og viser til en mye lavere konsentrasjon, som fremtrer mer i gruppe F. 

Hypotesetesten fra Figur 22 (Vedlegg 8.3) viser at signifikansen for SDR1 er 0,041 og man 

forkaster null-hypotesen.  
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Figur 10 viser gjennomsnittet ± standardavviket (SD) av konsentrasjonene i de ulike prøvene i hver gruppe (F og 

U) for SDP1 fremstilt i et boksplott. Medianen er linjen i hver boks, der boksene inneholder 50% av fordelingene 

fra resultatet. Over og under boksen er det whiskers som viser minimum og maksimumsverdi av resultatet, de viser 

resultatene utenfor de midterste 50 prosentene. 

 

4.3.3 F og U gruppene for ekstraksjonsmetoden på plate 2 

For EP2 kan man se i Figur 11 at den ene boksen er litt høyere enn den andre. Begge gruppene 

har en maksimumsverdi som strekker seg en del unna interkvartilområdet, som tyder på en 

ekstremverdi. F-gruppens median er veldig lav, så halvparten av resultatene har en lavere 

konsentrasjon av kortisol. For U-gruppen er medianen litt over midten av boksen, som tyder på 

en større variasjon mellom konsentrasjonene, og at de fleste av prøvene i gruppe U er høyere 

enn i gruppe F. I Figur 22 (Vedlegg 8.3) viser hypotesetesten for EP2 en signifikans på 0,240. 

Dette er over signifikansnivået og null-hypotesen blir beholdt.   
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Figur 11 viser gjennomsnittet ± standardavviket (SD) av konsentrasjonene i de ulike prøvene i hver gruppe (F og 

U) for EP2 fremstilt i et boksplott. Medianen er linjen i hver boks, der boksene inneholder 50% av fordelingene 

av resultatet. Over og under boksen er det whiskers som viser minimum og maksimumsverdi av resultatet, de viser 

resultatene utenfor de midterste 50 prosentene.  

  

4.3.4 F og U gruppene for ikke-ekstraksjonsmetoden på plate 2 

For gruppene i SDR2 er det ene boksplottet litt mindre enn det andre som man kan se av Figur 

12. U-gruppen har et mer konsentrert interkvartilområde, det betyr at konsentrasjonen av 

resultatet ligger tettere og har en høyere verdi. F-gruppen har en veldig lav median, som betyr 

at mesteparten av konsentrasjonene av kortisol i prøvene også er lave. U-gruppens median er 

litt over midten av boksen som viser en mer variert konsentrasjon, som er på den høyere siden. 

Hypotesetesten som vises i Figur 22 (Vedlegg 8.3) for SDR2 viser en signifikans på 0,093, som 

er høyere enn signifikansnivået på 0,05 og null-hypotesen blir forkastet.  
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Figur 12 viser gjennomsnittet ± standardavviket (SD) av konsentrasjonene i de ulike prøvene i hver gruppe (F og 

U) for SDP2 fremstilt i et boksplott. Medianen er linjen i hver boks, der boksene inneholder 50% av fordelingene 

av resultatet. Over og under boksen er det whiskers som viser minimum og maksimumsverdi av resultatet, de viser 

resultatene utenfor de midterste 50 prosentene.   

 

4.4 Forskjeller og korrelasjon mellom metoder  

De statistiske analysemetodene som ble gjennomført var en Pearson-korrelasjonstest som 

sjekker om det er korrelasjon mellom metodene. Dersom det er positiv korrelasjon antyder det 

en sammenheng mellom metodene. Hypotesetesten «Related samples Wicoxon signed rank 

test» er en forskjells-test som ble utført for å se om det var forskjell mellom metodene. Null-

hypotesen som ble tatt i bruk er «det er ingen forskjell mellom metodene» og hypotesen er «det 

er en forskjell mellom metodene». Resultatene ble fremstilt i boksplott for å illustrere 

forskjellen i konsentrasjon mellom ekstraheringsmetoden og ikke-ekstraksjonsmetoden. 

 

4.4.1 Forskjeller mellom ekstraksjonsmetoden og ikke-ekstraksjonsmetoden på plate 1  

Ved å se på boksplottet for EP1 og SDR1, er boksen for ekstraksjonsmetoden i Figur 13 både 

større og har høyere konsentrasjon enn boksen for ikke-ekstraksjonsmetoden. Man kan også se 

forskjellen i kortisolnivå ved at interkvartilområdet strekker seg over et bredere området og at 

medianen er mye høyere. Boksen for ekstraksjonsmetoden har i tillegg whiskere som strekker 
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seg langt ut, som viser til en større forskjell mellom minimumsverdi og maksimumsverdi. 

Fordelingen av kortisolkonsentrasjon i plasma er derfor varierende og strekker seg over et større 

område enn kortisolkonsentrasjonen i ikke-ekstraheringsmetoden. Boksen for ikke-

ekstraksjonsmetoden er veldig lav, og medianen ligger omtrent midt i boksen. I tillegg strekker 

ikke whiskere seg langt fra boksen, slik at maksverdi og minimumsverdi ikke skiller seg ut fra 

interkvartilområdet. Boksen for ikke-ekstraksjonsmetoden er veldig lav fordi fordelingen av 

kortisolkonsentrasjonen er lav.  

 

Mellom EP1 og SDR1 ga korrelasjonsanalysen korrelasjonskoeffisienten 0,783, som kan ses i 

Figur 17 (Vedlegg 8.1). Dette tyder på en positiv korrelasjon mellom EP1 og 

SDR1.  Hypotesetesten fra Figur 20 (Vedlegg 8.2) ga et signifikansnivå på 0,005, som er 

mindre enn 0,05. Man forkaster dermed null-hypotesen.  

 

Figur 13 viser gjennomsnittet ± standardavviket (SD) av konsentrasjonene i de ulike prøvene for 

ekstraksjonsmetode plate 1 og ikke-ekstraksjonsmetode plate 1, fremstilt i et boksplott.   Medianen er linjen i hver 

boks, der boksene inneholder 50% av fordelingene fra resultatene. Over og under boksen er det whiskers som 

viser minimum og maksimumsverdi av resultatet, de viser resultatene utenfor de midterste 50 prosentene. 
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4.4.2 Forskjeller mellom ekstraksjonsmetoden og ikke-ekstraksjonsmetoden på plate 2 

Figur 14 viser for EP2 og SDR2, at ekstraksjonsmetodens kortisolkonsentrasjon er mye høyere 

enn den ikke-ekstraherte metoden. Dette kan også bli sett ved at interkvartilområdet strekker 

seg over et bredere område. I tillegg har ekstraksjonsmetoden whiskere som strekker seg ut som 

viser til en forskjell mellom minimum- og maksimumsverdi. Fordelingen av konsentrasjon av 

kortisol er altså høyere og strekker seg over et større område enn ikke-ekstraksjonsmetoden. 

Kortisolnivået for ikke-ekstraksjonsmetoden på denne platen er også lav, som ses ved at 

interkvartilområdet ligger lavere i forskjell til den ekstraherte metoden. Imidlertid ligger 

medianen høyere hos ikke-ekstraksjonsmetoden. Boksen for ikke-ekstraksjonsmetoden har en 

uteligger, som er prøve 7, som er markert i figuren. I tillegg strekker ikke whiskerene seg langt 

fra boksen, som betyr at prøvene er konsentrerte rundt interkvartilområdet. Det at boksen er lav 

tyder på at kortisolkonsentrasjonen i plasma for denne metoden er lav.   

Etter gjennomført Pearson-korrelasjonstest som kan ses i Figur 18 (Vedlegg 

8.1), ble korrelasjonskoeffisienten mellom SDR2 og EP2 0,904. Dette er en sterk korrelasjon 

mellom metodene på plate to. Etter gjennomført hypotesetest som vises i Figur 21 (Vedlegg 

8.2), fikk man et signifikansnivå på 0,136. Dette er høyere enn 0,05 og null-hypotesen blir 

beholdt.   

 

Figur 14 viser gjennomsnittet ± standardavviket (SD) av konsentrasjonene i de ulike prøvene for 

ekstraksjonsmetode plate 2 og ikke-ekstraksjonsmetode plate 2, fremstilt i et boksplott.  Medianen er linjen i hver 

boks, der boksene inneholder 50% av fordelingene fra resultatet. Over og under boksen er det whiskers som viser 

minimum og maksimumsverdi av resultatet, de viser resultatene utenfor de midterste 50 prosentene. Utligger vises 

som en sirkel over selve boksen for ikke-ekstraksjonsmetoden. 
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5 DISKUSJON   
Kortisol er en interessant stressmarkør, som kan føre til en viktig utvikling i oppdrettspraksis 

for å hjelpe til å redusere stress i akvakulturvirksomheten (7). Kortisol er et kortikosteroid og 

er et av hormonene som finnes i alle organismer (16). Det er involvert i aktiveringen av en 

kaskade av metabolske og fysiologiske endringer, som gir energi som er nødvendig for 

umiddelbar overlevelse (3, 10, 15, 16). Konsentrasjonen av kortisol i plasma vil variere blant 

arter som respons til deres omgivelser. Responsen kan være akutt, men kan forbli forhøyet ved 

kronisk eksponering av stressorene og ha en skadelig effekt på flere aspekter av en organismes 

fysiologi (3, 7). Som en stressmarkør kan kortisol indikere hvordan omgivelsene påvirker 

individuell fisk og hva som påvirker dens adferd. Stressresponsene i fisk kan bli sett i 

resultatene fra stresstesten for F og U- gruppene. Det er antatt at kortisolnivået vil være høyere 

i U-gruppen enn F-gruppen, men resultatet fra hypotesetesten ga et annet resultat enn forventet. 

Bare prøvene fra SDR1 indikerer at man forkaster null-hypotesen «det er ingen forskjell mellom 

gruppene». Imens de andre gruppene antydet at man beholdt null-hypotesen. Ut fra et teoretisk 

standpunkt var det ønskelig å forkaste null-hypotesen, da dette beviser at fisk under stress får 

økt kortisolnivå i plasma. Flere av boksplottene som beholder null-hypotesen har en 

ekstremverdi; enten minimums- eller maksimumsverdi, som for eksempel Figur 9 i 

resultatdelen. En ekstremverdi endrer på statistikken til den relevante gruppen og vil som en 

konsekvens negativt påvirke resultatets nøyaktighet. Det er derfor mulig at resultatet fra 

hypotesetestene hadde blitt annerledes om ekstremverdiene ikke var tilstede, som igjen hadde 

bevist at oppdrettslaksen syntetiserte mer kortisol i en stresset situasjon. Fremtidige studier 

burde inkludere flere prøver for både F- og U-gruppene, som gir en tydeligere variasjon mellom 

gruppene. Da er det mulig at man kan unngå ekstremverdier og vil få et tydeligere svar på om 

det virkelig er en forskjell mellom laksens stressrespons før og under påvirkning av stress.  

 

Optimalisering av ekstraksjonsmetoden gir et mer nøyaktig resultat for Neogen-kittet. Det ble 

testet ut ulike ekstraksjonsvarianter; 30 sekund blanding som standard, to minutt blanding, 30 

sekund blanding og to ekstraksjoner, og til slutt tre ekstraksjoner med 30 sekunder blanding. 

Dette ble gjort for å finne den optimaliserte ekstraksjonsmetoden til å sammenligne med ikke-

ekstraksjonsmetoden. Resultatet viser at både lengre blandingstid, samt økt mengde 

ekstraheringer forbedret kortisolkonsentrasjonen. Den utvalgte ekstraksjonsmetoden ble to 

minutt blanding av prøvene og en ekstrahering. Denne varianten ga en nøyaktig 

kortisolkonsentrasjon, var praktisk egnet, samt tidseffektiv. Fremtidige studier burde teste ut 
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flere ulike varianter av ekstraksjonsmetoden.  De ekstraksjonsvariasjonene som ble testet ble 

valgt fordi eksperimentet var under et gitt budsjett, det var gunstig tidsmessig og det virket 

logisk ut fra resultatene. Andre mulige varianter som kan testes ut er for eksempel, ett- og tre 

minutt blanding av prøvene før ekstrahering. Resultatet av de ulike ekstraksjons 

konsentrasjonene kan ses i Figur 23 og 24 (Vedlegg 8.4) som vil bekrefte at generelt så vil økt 

mengde ekstraheringer og blandingstid øke kortisolkonsentrasjonen. En svakhet med dette 

forsøket er at konsentrasjonen av flere prøver er over 10 ng/ml. Dette resulterer i unøyaktig 

avlesing av resultatene, da standardkurvetoppen er 10 ng/ml. Konsentrasjoner som måles over 

standardkurvetoppen vil bli avlest unøyaktig og en kan ikke være sikker på prøvens ekte 

konsentrasjon. For dette forsøket gjaldt denne svakheten spesielt for to og tre ekstraheringer, 

som kan forklare hvorfor konsentrasjonen til to ekstraheringer noen ganger var høyere enn tre 

ekstraheringer. En annen mulighet for at resultatene varierte litt mellom platene er fordi ulike 

fortynninger ble tatt i bruk. Ved plate 1 fortynnet man to ganger, som ikke var nok da 

konsentrasjonene oversteg 10 ng/ml. For plate 2 fortynnet man derfor fem ganger. Igjen viste 

det seg å ikke være tilstrekkelig for de ekstraksjonsvariantene hvor man ekstraherte flere 

ganger. Om en har større budsjettet og mer tid anbefales det å fortsette å prøve ut fortynninger, 

til man fikk konsentrasjoner som er under 10 ng/ml.  

 

Flere immunoassay kan brukes til å analysere kortisol, men det er alltid noen som er billigere, 

mer nøyaktig og enklere å bruke i praksis. For dette forsøket prøvde man å optimalisere det 

kompetitive ELISA-kittet fra Neogen. Enzo-kittet som også kan brukes til å analysere kortisol 

er mye raskere da en bare tilsetter SDR, men til gjengjeld så er det mye dyrere. Planen var å 

erstatte ekstraheringsmetoden for Neogen-kittet, da dette er veldig tidskrevende, med SDR fra 

Enzo kittet. SDR vil direkte bryte bindingene mellom plasmaprotein og kortisol slik en får fritt 

kortisol som kan måles. Om denne ikke-ekstraherende metoden er like nøyaktig for Neogen-

kittet som ekstraheringsmetoden hadde det blitt en god erstatning og kittet optimalisert. 

Problemstillingen ble derfor «Kan Neogen-kittet forenkles, og samtidig beholde nøyaktigheten 

i måling av kortisol?». For å teste ut om ikke-ekstraksjonsmetoden var like bra som den 

ekstraherte metoden ble det utført en Pearson-korrelasjonstest og for begge platene viste det seg 

å være en positiv korrelasjon mellom metodene, spesielt for plate to som kan ses i Figur 18 

(Vedlegg 8.1). Dette antyder at det er en sammenheng mellom metodene og man kan bruke 

begge for å få omtrent samme resultat fra kortisolanalysen. En hypotesetest ble gjennomført for 

å se forskjellene mellom metodene, som ble illustrert i boksplott. Det var ulike resultat imellom 
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hypotesetestene. Resultatet fra plate 1 forkastet null-hypotesen, «det er ingen forskjell mellom 

metodene», imens plate 2 beholdt null-hypotesen. Dette indikerer at det er en forskjell i 

prøveresultatet mellom de ulike metodene som vises tydeligere av boksplottene i Figur 13 og 

14 under resultat. Spesielt om man ser på Figur 14 legger man merke til at prøve 7 fra ikke-

ekstraksjonsmetoden er en uteligger, som påvirker resten av resultatet med å øke gjennomsnittet 

for kortisolkonsentrasjon. Dette kan forklare hvorfor null-hypotesen blir beholdt i denne 

situasjonen, når man forventet at den skulle bli forkastet. Derfor om en fokuserer på resultatet 

fra den første platen er det en sterk antydning på at det er en forskjell imellom metodene for 

måling av kortisolkonsentrasjon. Hypotesetesten forkastet null-hypotesen, som indikerer 

forskjell imellom prøvene, og ved å se på boksplottene så vil man se en betraktelig forskjell i 

målt konsentrasjon imellom metodene. Dette betyr at selv om det er en korrelasjon imellom 

metodene og resultatet er relevant, så er det tydelig at ekstraksjonsmetoden er mer nøyaktig enn 

ikke-ekstraksjonsmetoden. Det anbefales derfor at fremtidige studier finner en SDR som er mer 

kompatibel med Neogen-kittet og er enda mer spesifisert for kortisol fra fiskeplasma.  
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6 KONKLUSJON  
Målet for denne oppgaven var å se om en kunne forenkle Neogen-kittet, ved å erstatte 

ekstraksjonstrinnet med SDR fra Enzo-kittet. Grunnlaget baserer seg på et tidligere studie 

hvor Neogen-kittet og Enzo-kittet sammenlignes, og ga korrelerende resultater. Siden 

Neogen-kittet er tidskrevende, imens Enzo kittet er dyrere kom man frem til at man kunne 

kombinere kittene. Dette vil da forenkle Neogen-kittet ved å erstatte ekstraksjonstrinnet med 

SDR fra Enzo, som igjen vil bli billigere enn å bruke Enzo-kittet. Dette førte til 

problemstillingen «Kan Neogen-kittet forenkles, og samtidig beholde nøyaktigheten i måling 

av kortisol?». 

 

Det er fire trinn som ble dannet for å prøve å besvare denne problemstillingen; korrelasjon og 

forskjeller mellom platene, optimalisering av ekstraksjonsmetoden, stresstest og korrelasjon 

og forskjeller mellom metodene. Først for å kvalitetssikre at resultatene er repeterbare og 

stabile ble forsøket gjennomført på to plater. Det var korrelasjon for prøvene mellom platene, 

for både de ekstraherte og de ikke-ekstraherte prøvene. Imidlertid ble null-hypotesene 

forkastet for begge metodene, noe som antyder forskjell mellom platene.  Det neste trinnet var 

optimaliseringen av ekstraksjonsmetoden, da det var ønskelig å sammenligne metodene som 

gir best resultat. Den utvalgte ekstraksjonsmetoden ble to minutts blanding av prøvene, og en 

ekstrahering. Denne varianten ga en nøyaktig kortisolkonsentrasjon og er den som var mest 

tidseffektiv. Deretter ble det gjennomført en stresstest der prøver fra før og under 

stresspåvirkning ble sammenlignet. Dette var for å sjekke at det var en forskjell i kortisolnivå 

i fiskeplasma før og under stresspåvirkning. På grunn av for få prøver og noen ekstremverdier 

ble ikke resultatet optimalt. Likevel var det en sterk antydning til en forskjell mellom 

kortisolnivå i fisk før og under påvirkning av stress, der kortisolnivå er høyere under 

stresspåvirkning, enn før stresspåvirkning. Det siste trinnet var å se etter korrelasjon og 

forskjell mellom ekstraksjon- og ikke-ekstraksjonsmetodene. Resultatet viser en tydelig 

korrelasjon imellom ekstraheringsmetoden og ikke-ekstraheringsmetoden. Hypotesetesten 

viste derimot en signifikant forskjell mellom resultatene og at kortisolnivået fra ikke-

ekstraheringsmetoden var betraktelig lavere enn resultatene fra ekstraheringsmetoden. Dette 

tyder på at resultatet er relevant, men at ikke-ekstraksjonsmetoden generelt har lavere 

kortisolkonsentrasjon enn ekstraksjonsmetoden. Man burde derfor prøve å finne en SDR som 

er mer kompatibel med Neogen-kittet for å få et bedre resultat.  
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Når det gjelder fremtidig arbeid med det som ble oppnådd i dette forsøket anbefales det å 

finne en SDR som er mer kompatibel med Neogen-kittet og kortisol fra fiskeplasma. I tillegg 

burde fremtidige studier finne den optimale fortynningen for kortisol i fiskeplasma, slik at den 

holder seg under 10 ng/ml. Dette gjør at plateleseren kan lese resultatet nøyaktig. Det er også 

anbefalt å bruke enda flere prøver fra hver gruppe for å få tydeligere variasjon i resultatet, og 

unngå at ekstremverdier vil påvirke det negativt. På denne måten vil man få et resultat som er 

like nøyaktig og en prosedyre som er enklere å bruke enn ekstraksjonsmetoden for Neogen-

kittet.   
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8 VEDLEGG 

8.1 Korrelasjonstest  

 

Figur 15 viser en gjennomført korrelasjonstest av typen Pearson-korrelasjon. Testen er 2-sidig og har et 

signifikansnivå på 0,01. Korrelasjonstesten gir et tall mellom -1 og 1 som angir i hvilken grad de to variablene 

EP1 og EP2 er lineært relaterte.  

 

 

Figur 16 viser en gjennomført korrelasjonstest av typen Pearson-korrelasjon. Testen er 2-sidig og har et 

signifikansnivå på 0,01. Korrelasjonstesten gir et tall mellom -1 og 1 som angir i hvilken grad de to variablene 

SDR1 og SDR2 er lineært relaterte.  



II 

 

 

Figur 17 viser en gjennomført  korrelasjonstest av typen Pearson-korrelasjon. Testen er 2-sidig og har et 

signifikansnivå på 0,01. Korrelasjonstesten gir et tall mellom -1 og 1 som angir i hvilken grad de to variablene 

SDR1 og EP1 er lineært relaterte. 

 

 

Figur 18 viser en gjennomført korrelasjonstest av typen Pearson-korrelasjon. Testen er 2-sidig og har et 

signifikansnivå på 0,01. Korrelasjonstesten gir et tall mellom -1 og 1 som angir i hvilken grad de to variablene 

EP2 og SDR2 er lineært relaterte. 
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8.2 Hypotesetest  

 
 
 

 
Figur 19 viser en «Wilcoxon Signed Rang test» for relaterte prøver. Testen gir et tall for signifikansen, og en 

avgjørelse om null-hypotesen skal forkastes eller ikke. Testen har et signifikansnivå på 0,05, viser signifikansen et 

tall over 0,05 beholder vi hypotesen og dersom signifikansen er under 0,05 blir null-hypotesen forkastet. Null-

hypotesen i denne hypotesetesten er «Gjennomsnittet av forskjeller mellom SDR1 og SDR2 er lik 0». 

 
 

 
Figur 20 viser en «Wilcoxon Signed Rang test» for relaterte prøver. Testen gir et tall for signifikansen, og en 

avgjørelse om null-hypotesen skal forkastes eller ikke. Testen har et signifikansnivå på 0,05, viser signifikansen et 

tall over 0,05 beholder vi hypotesen og dersom signifikansen er under 0,05 blir null-hypotesen forkastet. Null-

hypotesen i denne hypotesetesten er «Gjennomsnittet av forskjeller mellom SDR1 og EP1 er lik 0». 



IV 

 

 

Figur 21 viser en «Wilcoxon Signed Rang test» for relaterte prøver. Testen gir et tall for signifikansen, og en 

avgjørelse om null-hypotesen skal forkastes eller ikke. Testen har et signifikansnivå på 0,05, og viser signifikansen 

et tall over 0,05 beholder vi hypotesen og dersom signifikansen er under 0,05 blir null-hypotesen forkastet. Null-

hypotesen i denne hypotesetesten er «Gjennomsnittet av forskjeller mellom SDR1 og EP1 er lik 0» Null-hypotesen 

beholdes. 

 

8.3 Uavhengig hypotesetest 

 
Figur 22 viser beregningene fra programmet SPSS for utført hypotesetest for uavhengig test. Whitney U test.  Her vises utregnet 

signifikans, null-hypotese og avgjørelsen om null-hypotesen skal forkastes eller ikke. Null-hypotese: Det er en forskjell mellom 

F og U. Hypotese: Det er ingen forskjell mellom F og U. 
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8.4 Beregnet konsentrasjoner fra metode sammenligningen 

 

Figur 23 viser resultatet av OD-verdien og den beregnede konsentrasjonen for forsøk 1.Det ble brukt prøver tatt 

før stresspåvirkning (F) og under stresspåvirking (U). Prøvene viser konsentrasjonen av kortisol i plasma i ng/ml 

for en, to og tre ekstraksjoner som et forarbeid til forsøket for å finne ut hvilken ekstraksjonsmetode som var best. 

 

 

 

Figur 24 viser resultatet av OD-verdien og den beregnede konsentrasjonen for forsøk 2. Det ble brukt prøver tatt 

før stresspåvirkning (F) og under stresspåvirkning (U). Prøvene viser konsentrasjonen av kortisol i plasma i ng/ml 

for en, to og tre ekstraksjoner som et forarbeid til forsøket for å finne ut hvilken ekstraksjonsmetode som var best. 
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8.5 NEOGEN-prosedyre 
 

 

Figur 25 viser side 1 i prosedyren fra Neogen. 
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Figur 26 viser side 2 i prosedyren fra Neogen. 
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Figur 27 viser side 3 i prosedyren fra Neogen. 
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Figur 28 viser side 4 i prosedyren fra Neogen. 
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Figur 29 viser side 5 i prosedyren fra Neogen. 
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Figur 30 viser side 6 i prosedyren fra Neogen. 



XII 

 

 

Figur 31 viser side 7 i prosedyren fra Neogen. 
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8.6 ENZO-prosedyre 

 

Figur 32 viser side 4 i prosedyren til Enzo. 



XIV 

 

 

Figur 33 viser side 5 av prosedyren til Enzo. 
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Figur 34 viser side 6 i prosedyren fra Enzo. 



XVI 

 

 

Figur 35 viser side 7 i prosedyren fra Enzo. 
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