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Inledning

BAKGRUND

Overvakning av vilda djurs halsa har pagatt drygt 70 &r i Sverige. Under hela denna period har
forekomst och spridning av kraftpest hos flodkraftor 6vervakats och sedan 90-talet har dven
forekomst av parasiten Gyrodactylus salaris hos laxungar i vastkust-mynnande &lvar dvervakats.
Under 2000-talet har flera fall av forsamrad halsa hos vild fisk uppmarksammats. Exempel pa
detta ar torskar med sarskador i Hanébukten, en 6kad frekvens av parasiter hos torsk samt en
generell forsamring av torskbestandens hélsa i Ostersjon samt sjuklighet och dodlighet pé lax i
Ostersjoalvarna. Fran och med 2020 har Statens veterinarmedicinska anstalt (SVA) ett uppdrag
fran Havs- och Vattenmyndigheten (HaV) ett uppdrag att genomféra en omfattande évervakning
av hélsan hos fisk, kraftdjur och blétdjur.

Halsan hos vild fisk, kraftdjur och bl6tdjur ar en viktig parameter for att bedoma tillstandet i vara
vattenmiljoer. Systematisk insamling av data ar grundlaggande for att kunna upptécka akuta
forandringar saval som langsiktiga trender.

For frammande arter behévs proaktiv omvarldsspaning och beddmningar avseende introduktion av
dessa samt riskvardering avseende introduktion av nya smittor i svenska vatten. Viktigt ar aven att
informationen blir tillganglig for allmanheten samt personer som arbetar med fragor som kan
kopplas till djurhélsa i vattenmiljéer.

UPPDRAG

Utformningen av 6vervakningen, med olika delprogram for att kunna tacka in olika livsmiljéer och
levnadssatt for fisk, kraftdjur och blotdjur har utarbetats i samarbete mellan SVA och HaV. Vissa
program &r etablerade och upprepas fran ar till ar, medan vissa program ar under utveckling och
andra bedrivs som arsvis projekt. Overvakningen &r av storsta vikt for att samla kunskap gallande
effekter av smittsamma sjukdomar. Dessutom ges bild av hur ekosystemen paverkas av
klimatférandringar, miljéféroreningar samt av introduktion av invasiva fraimmande arter. Kunskap
om olika bestands héalsostatus behovs for att kunna utfora en ekosystembaserad och hallbar
fiskforvaltning, 6vervaka miljons tillstand, tillse livsmedelsforsérjning samt for att forhindra
smittspridning.

Programmet omfattar delomraden inom HaV:s miljokvalitetsmal Ett rikt vaxt- och djurliv,
Levande sjoar och vattendrag, Hav i balans samt levande kust och skargard.

Overvakningsprogrammet syftar aven till att stodja HaV med relevanta underlag, analyser och
metodutveckling som bland annat bidrar till att uppfylla:

¢ Kraven i den nationella forordningen (1994:1716) om fisket, fiskerinaringen och
vattenbruk
e Malen i de nationella atgardsprogrammen for flodkrafta och flodparimussla
e Malen i EU:s miljodirektiv
o0 art- och habitatdirektivet (92/43 EEG)
o vattendirektivet (2000/60/EG)
o0 havsmiljodirektivet (2008/56/EG)
e KraveniEU:s forordning (1143/2014) om férebyggande och hantering av introduktion
och spridning av invasiva fraimmande arter.
e Delmal 1 under huvudmaélet "Kunskap och kommunikation” i "Gemensam strategi for
fiskets framtid” (2020, HaV och Jordbruksverket).



https://eur01.safelinks.protection.outlook.com/?url=https%3A%2F%2Fwww.havochvatten.se%2Fom-oss-kontakt-och-karriar%2Fom-oss%2Fregeringsuppdrag%2Fregeringsuppdrag%2Fgemensam-strategi-for-fiskets-framtid-2020.html&data=05%7C01%7Ccharlotte.axen%40sva.se%7C6b751d225d874291723108da2c0ef399%7Cb64756aa7df04f2ea41171214a50af24%7C0%7C0%7C637870739979684511%7CUnknown%7CTWFpbGZsb3d8eyJWIjoiMC4wLjAwMDAiLCJQIjoiV2luMzIiLCJBTiI6Ik1haWwiLCJXVCI6Mn0%3D%7C3000%7C%7C%7C&sdata=Sd06r44QklruP1oqtA9c%2BSCa1UdSZbPR64TDjIjco%2B8%3D&reserved=0
https://eur01.safelinks.protection.outlook.com/?url=https%3A%2F%2Fwww.havochvatten.se%2Fom-oss-kontakt-och-karriar%2Fom-oss%2Fregeringsuppdrag%2Fregeringsuppdrag%2Fgemensam-strategi-for-fiskets-framtid-2020.html&data=05%7C01%7Ccharlotte.axen%40sva.se%7C6b751d225d874291723108da2c0ef399%7Cb64756aa7df04f2ea41171214a50af24%7C0%7C0%7C637870739979684511%7CUnknown%7CTWFpbGZsb3d8eyJWIjoiMC4wLjAwMDAiLCJQIjoiV2luMzIiLCJBTiI6Ik1haWwiLCJXVCI6Mn0%3D%7C3000%7C%7C%7C&sdata=Sd06r44QklruP1oqtA9c%2BSCa1UdSZbPR64TDjIjco%2B8%3D&reserved=0

“Gemensam strategi for fiskets framtid” ar ett for HaV och Jordbruksverket gemensamt
regeringsuppdrag, dar huvudmalet "Kunskap och kommunikation” definieras som ”Kunskapen om
de akvatiska ekosystemen samt om fiskets och vattenbrukets samhéallsnyttor har 6kat och sprids
genom informationsinsatser och utbildningar”. Under delmal 1 anges bland annat att kunskapen
avseende halsolage hos vilda akvatiska organismer och kring risker med invasiva arter behéver
forbattras, vilket faller inom ramen for SVA:s uppdrag.

Overvakningsmetodik inklusive provtagningar och analyser maste anpassas utifran djurslag och
livsmiljo, eftersom ekologiska och fysiologiska utmaningar skiljer mellan dessa. Programmet har
darfor delats upp i specifika omraden som har anpassats efter de behov som identifierats:

Havslevande fisk

Anadrom fisk

Katadrom fisk
Sotvattenslevande fisk
Havslevande kraftdjur
Sotvattenslevande kraftdjur
Havslevande blotdjur
Sotvattenslevande blotdjur
Invasiva frammande arter

Overvakningen inom respektive omrade &r tankt att vara relativt konstant fran ar till ar for att fa
jamforbara data. Undantaget ar ”sotvattenslevande fisk” som genomfors i form av arsvisa projekt.
SVA och HaV utvecklar programmet tillsammans och under de forsta aren har stort fokus lagts pa
att prova vilka metoder som ger bést resultat och darmed ar lampliga att anvanda aven framgent.
Vid behov inkluderas olika externa resurser som lansstyrelser och SLU i diskussioner kring lamplig
struktur och 6vervakningsmetodik. Fokus har lagts pa att undersoka indikatorarter med en
internationellt anvand metodik i marin miljo, bestdnd med en kand halsoproblematik, kansliga
bestand samt sjukdomar som sprids i andra lander och riskerar att introduceras i Sverige.

I tillagg undersoker SVA om bakterier som isoleras fran fisk i olika miljéer kan anvéandas for att
titta pa resistenslaget avseende olika antibiotika. Pa vild fisk &ar detta inte viktigt ur ett
behandlingsperspektiv, men da resistens kan spridas aven via vilda djur &r det viktigt att fa en bild
av forekomst av antibiotikaresistens hos sjukdomsframkallande bakterier eller miljobakterier i
vilda populationer och att kunna félja trender i dessa populationer. Problemet ar att manga av de
bakterier som isoleras inte &r vanliga patogener inom fiskodlingar. Darmed saknas referensvarden
och brytpunkter for vad som skulle innebéra resistens mot olika antibiotika och dessutom saknas
standarder for vilka forhallanden (temperaturer, inkubationstider) som ska anvandas vid
undersokningen. Arbetet kommer darfor att paga under flera ar.

Programmet samordnas i moéjligaste man med (miljogifts- och bestands-6vervakning) av fisk, kréaft-
och blotdjur for att optimera provtagning och fa synergistiska effekter mellan SLU
Havsfiskelaboratoriums (H-lab) BITS/IBTS och SVA:s provtagningar. Overvakningen inkluderar
bade aktiv och passiv 6vervakning samt metodutveckling. Med aktiv évervakning avses att riktad
provtagning genomfors av SVA eller annan aktdr och data samlas in genom att SVA aktivt ber om
rapporter och bearbetar data fran olika aktorer. Med passiv 6vervakning avses omstandigheter som
noteras av utomstaende och rapporteras in pa frivillig basis, till exempel via rapportportalen, och
som i vissa fall kan leda till provtagning via akutmedel.

Resultaten fran varje omrade samt hur provtagningarna genomforts redovisas i denna rapport.
| uppdraget ingar ett datavardskap och data som produceras ska tillgangliggéras som 6ppna data.
Oppna data kommer att finnas lankade till SVA:s hemsida: https://www.sva.se/vilda-djur/fisk-
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https://www.sva.se/vilda-djur/fisk-kraftdjur-musslor-och-ostron/halsolage-for-vildlevande-fisk-kraftdjur-musslor-och-ostron/halsoovervaknig-av-vildlevande-fisk-och-skaldjur/

kraftdjur-musslor-och-ostron/halsolage-for-vildlevande-fisk-kraftdjur-musslor-och-
ostron/halsoovervaknig-av-vildlevande-fisk-och-skaldjur/. Publiceringen av 6ppna data kommer
att paborjas under hosten 2023 och berédknas vara klart 2024 for data insamlade 2020-2023.

Rapportportalen, som funnits sedan 2016, redovisar redan 6ppna data. Dar finns en kartfunktion
for fynd (https://rapporterafisk.sva.se/Fynd/Map, en fyndlista med ex fiskgrupp, lan och kommun
men anonymiserad avseende rapportor (https://rapporterafisk.sva.se/Fynd/InrapporteradeFynd)
samt en statistikfunktion avseende totalantalet rapporter per manad och antalet laxfiskrapporter
per manad (https://rapporterafisk.sva.se/Fynd/Statistik).

Kvalitetssakring vid SVA

SVA &r certifierade enligt ISO 9001:2015 (kvalitet), 1ISO 14001:2015 (milj6) och 1SO 45001:2018
(arbetmiljo). SVA ar ackrediterat enligt ISO/IEC 17025 och granskas arligen av Swedac.

SVA:s sektion for fisk ar nationellt referenslaboratorium for fisk-, kraftdjurs- och blétdjurs-
sjukdomar. Metodiken for av EU listade sjukdomar foljer de diagnostiska manualer som EU:s
referenslaboratorier foreskriver utifran EU:s lagstiftning (EU) 2018:1882, alternativt utifran OIE:s
diagnostiska manualer for sjukdomar som listas av OIE men inte listas av EU och som Sverige har
nationella atgarder for enligt Djurhalsolagen (EU) 2016/429, Kap 4, Art 226. For vissa sjukdomar
saknas foreskriven metodik. Om dvervakning av sjukdomen ligger under offentlig kontroll (statlig
overvakning, som till exempel renibakterios/BKD), anvands metodik som ar validerad,
ackrediterad och godkand av Jordbruksverket. Annan metodik som anvands inom
rutindiagnostiken &r alltid validerad men inte alltid ackrediterad. Metodik som &r under utveckling
ar inte validerad da det ar en del av utvarderingsprocessen.
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https://rapporterafisk.sva.se/Fynd/Map
https://rapporterafisk.sva.se/Fynd/InrapporteradeFynd

Del 1.
Havslevande fisk

Overvakning av torsk, sandskidda och skrubbskidda

SAMMANFATTNING

Under 2020 pabérjade SVA Fisk pa uppdrag av HaV en systematisk halsodvervakning av torsk och
skrubbskadda i Ostersjon samt torsk, skrubbskidda och sandskéadda i Véasterhavet.
Provtagningarna goérs i samband med att Sveriges Lantbruksuniversitet, Havsfiskelaboratorium
(SLU H-lab) genomfor sina tralfisken for bestandsovervakning. Sammanfattningsvis sags under
2022 en okad frekvens av sarskador samt en dkad frekvens av svullna njurar och mjaltar pa
skaddor, medan paverkan pa lever och njurar sags vid vavnadsundersokningar, samt tecken pa
inflammation, cancer (leukemi) eller 6kad produktion av réda blodkroppar (icke-malign
erytropoies) kunde ses i skaddornas blodbild. Hos torsk noterades framst en 6kad frekvens av
Contracaecum (Osterjoprovtagningen).

INTRODUKTION

Internationella havsforskningsradet (ICES) ar en global organisation med forskare fran mer an 700
marina institut i 20 medlemslander. ICES arbetar for hallbart nyttjande av haven, och SVA Fisk
sitter med i arbetsgruppen for patologi och sjukdomar hos marina organismer (ICES WGPDMO).
Flera lander kring Ostersjon rapporterar arligen data fran systematiska undersékningar avseende
fiskhalsa. Sedan 2010 har larmrapporter fran fiskare om minskade fangster/bestand och fangst av
mager och sarskadad torsk (Gadus morhua) i Ostersjon forekommit i media, framfor allt fran
Hanobuktsomréadet. Det finns flera mojliga orsaker till dalig fiskhalsa, som intensivt fiske, syrefria
bottnar, sarskador, samt 6kad forekomst av lever- och muskelparasiter (torsk-/salmask), ochaven
pa skrubbskadda (Platichthys flesus) har liknande sarskador noterats (SVA, 2016).

Forekomst av torskmask/salmask (Contracaecum sp. i levern och Pseudoterranova decipiens i
muskulatur) samt spiralmask (Anisakis simplex, med tumlare som slutvard) hos Ostersjotorsk har
undersokts bade internationellt och nationellt (Buchmann & Kania, 2012; Mehrdana et al., 2014;
Nadolna & Podolska, 2014; Lunneryd et al., 2015; Sokolova et al., 2018; SVA 2019). Alla tre
parasitarterna kan potentiellt paverka fiskens kondition.

Halsoovervakningen inkluderar torsk och plattfisk i Ostersjon och i Vasterhavet. | Vasterhavet ar
sandskadda (Limanda limanda) mer frekvent férekommande &n skrubbskadda och darfor
inkluderas sandskadda i framfor allt Vasterhavsprovtagningarna. Sandskadda féorekommer inte i
mellersta och norra Ostersjon, varfor skrubbskaddan &r fokusart i Ostersjoprovtagningarna.
Ytterligare en aspekt som foranleder inkludering av sandskadda &r att ICES har tagit fram ett sa
kallat Fish Disease Index (FDI) for denna art. Pabérjade FDI-mallar finns for torsk och
skrubbskéadda men de &r dnnu inte kompletta. FDI &r en metod for att bedéma hélsan hos
vildlevande fisk (Lang & Wosniok, 2008) och bygger pa att parametrar som beddms vara viktiga for
att avgora fiskens halsa samlas in vid provfisken till havs. Parametrarna viktas utifran en for
respektive parameter forbestamd konstant och ett index-varde rédknas ut. Avsikten ar att skapa en
objektivt utrdknad parameter per fisk i stéllet for att man ska gora en subjektiv sammanstallning
utifran de resultat som erhalls, och déarifran dessutom kunna rékna ut ett index for ett provfiske-
omréade. Detta bland annat for att mojliggora en direkt jamférelse med andra lander och darmed en
bredare anvandning av data. SVA har haft som mal att jobba enligt dessa mallar och att bidra till att
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mallarna for torsk och skrubbskadda fardigstélls. FDI ar sedan 2022 under utvardering och
omarbetning av Thinen Institute for Fisheries Ecology med stdd av ICES arbetsgrupp for
patogener och sjukdomar hos marina organismer (WGPDMO). Arbetet kommer att ta flera ar och
SVA fortsatter under tiden att arbeta enligt de mallar som vi borjade bygga upp programmet kring.

Utover den aktiva dvervakningen finns en passiv dvervakning dar det finns mgjlighet att ta in
sjuk/skadad/dod fisk for undersokning pa akutmedel. SLU:s kustlaboratorium har av denna
anledning material for provuttag tillgangligt i ssamband med sina provfisken, och ytterligare fall kan
identifieras via SVA:s rapportportal for fisk https://rapporterafisk.sva.se, via sociala medier eller
genom kontakt med fiskjouren.

Syfte

Syftet ar att skapa ett dvervakningsprogram déar vi utdver att pa ett nationellt plan féljer halsan hos
torsk, skrubbskadda och sandskadda &ven ska kunna generera data som kan jamféras med
internationell fiskhalsodvervakning.

MATERIAL OCH METODER

Provinsamling

Insamling och provtagning av fisk gjordes i samarbete med SLU:s Havsfiskelaboratorium, Lysekil,
genom att SVA foljde med pa SLU:s provfiske International Bottom Trawl Survey i kvartal 3
(IBTSQ83, Vasterhavet) medan SLU utforde provtagningen enligt instruktion fran SVA pa Baltic
International Trawl Survey i kvartal 1 (BITSQ1). SLU:s insamling av fisk sker genom ett antal hal
(trélningar) pa olika positioner inom ICES-omradena 24,25, 27 och 28 (BITSQL1) och 21 (IBTSQ3)
(Bild HF1). Malet var att provta totalt 100 torskar och 100 skrubbskaddor/sandskaddor per resa.

Bild HF1. ICES-omraden (subdivisions) i Ostersjon och visterhavet. Bilden dr himtad fr&n FAO:
http://www.fao.org/fisherv/area/Area27/en
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Obduktion och provuttag

Vid provtagningen fotograferades fisken och datum, drag, ICES-omrade, art, langd, vikt (total,
lever samt gonad) och synliga yttre och inre forandringar noterades i en journal. De flesta torskarna
undersoktes forst av SLU, varfor vissa morfometriska data inhamtats déarifran i efterskott. Utifran
langd och vikt raknades fiskens konditionsfaktor (CF) enligt Fulton (vikt(g) x 100/1angd(cm)3 ut.
En fornyad bedémning av synliga skador har i efterhand gjorts utifran foton, och férandringar har
klassats enligt Bucke et al. (1996) samt kompletterande dokumentation avseende gradering av
hudférandringar respektive parasiter (opubl., erhallna fran Dr. J6rn Scharsack, Thinen Institute of
Fisheries Ecology, Tyskland). Narbilder pa gélar saknades. Torsken fran IBTSQ3 var mycket liten
och merparten hade fotograferats tillsammans i den lada de samlades i infor obduktion. Darmed
saknades mojlighet att genomfora efterbedémning av dessa fiskar.

Rutinmassigt togs blodutstryk for cytologisk bedémning samt lever och kdnsorgan till formalin for
histopatologisk undersokning. Vavnad fran sarskador eller andra uppenbara yttre/inre
forandringar togs ocksa till formalin. Fran fiskar med sar togs prov fran njure for bakteriologisk
odling. Vid symptom som skulle kunna tyda pa virusinfektion togs njure, hjarta och mjalte ut till
virusmedium och frystes vid -20°C.

Fran 50 torskar (>35 cm) fran respektive resa skulle lever tas for digerering och rakning av torsk-
/salmask (Contracaecum sp.). Antalet maskar pa torsklevrarnas yta (mot buksidan) raknades och
kategoriserade enligt en dansk manual (opubl). Levrarna klassas da enligt féljande: O (inga
maskar), 1 (1 — 10 maskar), 2 (11 — 20 maskar), 3 (21 — 30 maskar) eller 4 (>30 maskar). Manualen
anvands av 6vriga lander som deltar i BITS (pers. komm. Maria Ovegard, SLU). Levrarna frystes
infor transport och vidare analys.

Laboratorieanalyser

Contracaecum sp. hos torsk

Levrarna tinades och digererades i digestionsvatska (16 mL saltsyra och 10 g pepsini 2 L ~45°C
kranvatten) enligt metod fran EU:s referenslaboratorium for parasiter (Istituto Superiore di Sanita,
Italien) men med vissa modifikationer (30 ml 37% saltsyra, 30 ml pepsin i 1 L 40-42°C vatten) da
metoden ar framtagen for finférdelad fiskmuskulatur (SVA, 2019). Isolerade maskar konserverades
i en blandning av etanol och glycerol, och raknades och artbedémdes déarefter under lupp (SVA,
2019). Efter rakning gjordes daven en kategorisering av levrarnas totala innehall av Contracaecum
spp. enligt den danska manual som anvands for kategorisering av antalet maskar pa leverns yta
(0=0 maskar, 1=1-10 maskar, 2=11-20 maskar, 3=21-30 maskar, 4=>30 maskar).

Histopatologi och cytologi

Histopatologiska prover baddades, snittades och rutinfargades (Hematoxylin & Eosin). Blodutstryk
fixerades och fargades med SNABB-DIFF (Labex AB). Lasning gjordes vid 40 — 1000 x forstoring.
FDI-mallar for klassifiering/gradering av forandringar i levern (ospecifika skador, tidiga icke
neoplastiska toxiska skador, for-neoplastiska forandringar (foci of cellular alteration (FCA)),
benigna och maligna tumorer) har inte erhéllits. Bedomning har gjorts avseende
vakuoliseringsgrad, degeneration/nekros, parasitforekomst, makrofagcentra, inflammation,
cellodem, blédningar, FCA och tumdrer. Hos skrubbskédda och sandskadda beddmdes aven status
pa pankreas (bukspottskorteln) d& denna ligger inbaddad i och runt levervavnaden. Klassning har
gjorts utifrdn paverkansgrad och utbredning enligt féljande:
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Paverkansgrad

e For vakuolisering: O = ingen till méattlig vakuolisering utan tecken pa sjuklig forandring,
0.1=kraftig vakuolisering utan tecken pa forfettning, 0.5 = ojamn vakuolisering och 1 =
forfettning

e FOr degeneration/nekros, makrofagcentra, inflammation, blédningar, FCA, tumdrer,
enzympaverkan i pankreas samt inflammation i pankreas: O = ingen, 1 = férsumbar, 2 = liten, 3
= mattlig, 4 = kraftig

e For parasiter, celldodem: O=ingen férekomst, 1=férekomst

Utbredning
e FOr vakuolisering, degeneration/nekros, makrofagcentra, inflammation, blédningar:
O=avsaknad, 1 = <25%, 2 = 25 — 50%, 3 =51 — 75%, 4 = >75%
e For parasiter: O=inga parasiter, 0.5 = <3 parasiter, 1 = 3 — 10 parasiter, 2 = 11 — 30 parasiter, 3
= >30 parasiter
e FOr cellddem: % av undersokt yta dar cellodem férekommer
e FOr FCA och tumdrer: antal FCA/tumdrer
Poangen avseende paverkansgrad och utbredning for respektive variabel multiplicerades darefter
(de tva pankreasvardena adderades till varandra) och viktades med en faktor 10 (utom cellodem
som inte viktades) och den totala leverpoangen raknades ut genom summering av alla variabler.
Maximal poang ar 890 plus eventuella poang fér FCA/tumorer. Kategorisering avseende poang
gjordes ocksa enligt: Lag (0—99 poang), medel (100-199 poiang) och hog (=200 poang).
Klassningssystemet har anvants av SVA under >10 ar vid undersokning av tanglake och abborre
inom miljoévervakning, men har efter hand modifierats nagot for att anpassas till olika arter.

I gonaderna bedomdes mognadsgrad, forekomst av intersex, inflammation (paverkansgrad 0—4
och utbredning 0—4 enligt ovan ndmnd skala) samt infektion (O=ingen, 1=infektion).
Inflammationsgraden raknades ut genom multiplikation av paverkansgrad och utbredning och
adderades till infektionsstatus for att skapa en sammanlagd sjuklighetsgrad som max kunde hamna
pa 17 poéang (4 x 4 + 1 enligt ovanstaende klassning). En kategorisering av poangen for sjuklighets-
grad gjordes enligt: ingen, lindrig (1-4 poang), mattlig (5—10 poang) och grav (11-17 poang).
Intersex/outvecklade gonader rédknades inte in i sjuklighetsstatusen utan bedémdes separat.

Cytologisk beddmning av blod inkluderade differentialrakning av vita blodkroppar (lymfocyter,
monocyter/makrofager, neutrofiler, eosinofiler och trombocyter) samt bedémning av de réda
blodkropparna (karn-/formforéandringar, inklusioner i cytoplasman samt procentuell férekomst av
olika omogna stadier). I en "normal” vit blodbild bor lymfocyter utgéra >80% av de vita
blodkropparna, neutrofiler ska utgéra <10%, trombocyter (blodpléttar) <5% och monocyter
/makrofager <2%. Eosinofiler noteras séllan i blod utan framfor allt ute i kroppens vavnader. For
att kompensera for potentiellt stresspaslag i samband med fangst, vilket kan 6ka andelen
neutrofiler i blodet, sattes gransen for normal méangd lymfocyter till >75%. Trombocyter
inkluderades inte i rakningen, da de ibland har en tendens att aggregera och darmed kan utgéra en
oproportionerlig del av de vita blodkropparna.

Virologisk odling

SVA Fisk genomfor virologisk odling enligt av EU:s referenslaboratorium fér fisk och kraftdjur
foreskriven metodik for detektion av viral hemorrhagisk septikemivirus (VHSV) och infektids
hematopoietisk nekrosvirus (IHNV). Denna metodik mojliggor en bred screening da ett flertal virus
som kan paverka vara svenska bestand kan isoleras. Tva parallella cellkulturer anvands - bluegill
fry (BF-2) samt fathead minnow (FHM). Odling gors under totalt tva veckor, dar odlingsplattorna
avlases regelbundet fran dag 4, med slutavlasning dag 14. Vid férekomst av virus genomfors vidare
diagnostik med ELISA eller direkt med gqPCR beroende pa misstanke. Vid positivt ELISA-test
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(IPNV, IHNV, VHSV, SVCV) konfirmeras diagnosen med qPCR samt for vissa virus en uppfdljande
sekvensering avseende genogrupp/genotyp. Vid virusforekomst dar ELISA &r negativ eller PCR-
metodik for misstankt virus saknas genomfors helgenomsekvensering for att identifiera viruset.

Andra cellinjer anvands vid misstanke om specifika virus som inte véxer pa ovanstaende celler.

Bakteriologisk odling

Vid forekomst av sar genomfors bakteriologisk odling, som standard pa hastblod- och Tryptone
Yeast Extract Salts (TYES)-agar. Beroende pa art, vattenférhallanden och misstanke om svarodlad
bakterie kan dven andra agarsorter anvandas. Detta inkluderar saltblod- och marinagar pa
havslevande fisk samt cysteinagar vid misstanke om Francisella sp. Inkubering av agarplattorna
gors standardiserat vid 20°C i 5—7 dagar, men temperatur och tid kan behéva modifieras utifran
misstanke. Plattorna bedoms utifran mangd bakterier och utseende pa bakterierna. Vid signifikant
vaxt av bakterier (mer an enstaka oidentifierbara kolonier eller ospecifik blandflora) bekréaftas
misstanke genom MaldiTOF-analys eller biokemiska tester och resistensbedémning genomfors.

Databearbetning

For deskriptiv statistisk bearbetning éverfordes data till Stata 15 (Stata Corp., 4905 Lakeway Drive,
College Station, Texas, 77845 USA). Utdver ren deskriptiv statistik anvandes Wilcoxons
rangsummetest, y2-test, Fisher’s exact test samt enkel linjar regression for att understka samband.
GPS-koordinater avseende drag lades in pa https://rl.se/rt90 for generering av kartunderlag.

RESULTAT

Provinsamling

Provtagning inom BITSQ1 genomférdes 22 februari till 4 mars. Provtagning inom IBTSQ3
genomfdrdes 28—31 augusti. Startpositioner fér de drag, totalt 34 for BITSQ1 och 18 for IBTSQ3
som ingick i SVA:s provtagning finns inkluderade i Bild HF2 A-B.

A) B)

Bild HF2. Startpositioner for de drag inom A) BITSQ1 och B) IBTSQ3 varifran fisk for SVA:s
halsoovervakning av havslevande fisk tagits under 2022. Kartunderlag fran https://rl.se/rt90
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Obduktion och provuttag
Totalt provtogs 200 fiskar (100 torskar , 99 skrubbskaddor och en sandskadda) under BITSQ1 och
200 fiskar (100 torskar, 11 skrubbskaddor och 89 sandskaddor) under IBTSQ3. Morfometriska

data presenteras i Tabell HF1.

Tabell HF1. Morfometriska data avseende fiskar provtagna inom halsodvervakningen av havs-
levande fisk 2022, fordelat pa respektive provtagning.

Torsk Skrubbsk3ddda Sandskadda
BITSQ1 IBTSQ3 BITSQ1 IBTSQ3 BITSQ1 IBTSQ3
Totalt antal fiskar 100 100 929 11 1 89
Kont
hane 41 1 57 2 0 41
hona 58 1 42 9 1 48
kon oklart 1 98 0 0 0 0
Langd (cm)?
alla  37(35,50) 9(7.5,27) 25 (20, 34) 30 (24, 37) 28 21 (15, 26)
hane  37(35, 50) 23 24 (20, 30) 27 (24, 31) - 20 (16, 25)
hona 38 (35, 45) 24 28 (23, 34) 30 (29, 37) 28 22 (15, 26)
kon oklart 35.5 9 (7.5, 27) 21 - - -
Vikt (g)?
alla 475 (341, 994) 6 (3, 201) 176 (91,421) 266 (144, 440) 266 76 (38, 195)
hane 476 (341, 994) 102 145 (91, 241) 229 (144, 314) - 70 (38, 123)
hona 475 (363, 887) 127 243 (145, 421) 266 (217, 440) 266 89 (40, 195)
kon oklart 380 6(3,201) - - - -
Konditionsfaktor (CF)?2
alla 0.90(0.71,1.39) 0.82(0.58,1.23) 1.09 (0.77,1.51) 0.99(0.85, 1.11) 1.28 0.92 (0.73, 1.19)
hane 0.88(0.77, 1.16) 0.84 1.03(0.77,1.27) 1.08(1.05,1.11) - 0.94 (0.73, 1.01)
hona 0.91(0.71, 1.39) 0.92 1.16 (0.86, 1.51) 0.91 (0.85, 1.07) 1.28 0.90 (0.74, 1.19)
kén oklart 0.85 0.82(0.58, 1.23) 1.09 - - -

1t Avser kdnsbeddmning vid provtagning. Kon oklart=misstanke om intersex eller data saknas; 2 varden anges
som median (min, max)

Yttre och inre fynd utom parasiter
Data avseende yttre och inre makroskopiska fynd exklusive parasiter presenteras i Tabell HF2.
Data avseende yttre och inre parasiter presenteras i Tabell HF3. Nycklar till kategoriseringen av
yttre fynd respektive parasiter aterfinns i Bilaga HF1, Tabell HF4 & Bilaga HF2, Tabell HF5.
Foton saknades for samtliga torskar fran IBTSQ3.

Merparten av torskarna, 97 av 100 (97%) bedémda, uppvisade inga tecken pa yttre skada eller
sjukdom. I forhallande till 2021 ars provtagning har andelen symptomfria individer ckat fran

74%. De fynd som gjordes var hudblédning/sar (n=3). Under "Ovrigt inre” noterades en torsk med
intersex (Bild HF3C) och leverblédningar, en torsk med leverblédningar och en med grén
missfargning av levern.

Av skrubbskaddorna var 32% (27% i BITSQ1 respektive 64% i IBTSQ3) utan nagra fynd. Detta ar
en betydligt mindre andel an 2021 (61%) men nagot fler an 2020 (25%). Det vanligaste fyndet var
sarskador (n=24) foljt av lymfocystis (n=19) och fenskador (n=12). Under 6vriga yttre symptom

noterades tva magra fiskar.

Hos sandskaddorna var 44% utan négra fynd, vilket &r ndgot hogre dn 2021 (36%). Aven har var

sarskador det vanligaste fyndet (n=23) foljt av avvikande pigmentering (n=12).
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Tabell HF2. Yttre och inre fynd utom parasiter hos fisk provtagen inom SVA:s hélso6vervakning
av havslevande fisk 2022. Flera olika symptom kan forekomma hos samma fisk, varfér summan av
symptomfria och antalet noteringar for symptom kan dverskrida antalet bedémda fiskar. Siffror i
fet stil anger totalantalet fiskar med en typ av forandring dar klassning i olika kategorier gjorts.

Fynd Torsk Skrubbskddda Sandskadda
BITSQ1 IBTSQ3 BITSQ1 IBTSQ3 BITSQ1 IBTSQ3
Totalt antal fiskar 100 100 100 11 1 89
Varav bedémda® 100 0 100 11 1 89
Symptomfria: antal (%)? 30 (30) ? 27 (27) 7 (64) 0(0) 39 (44)
Yttre fynd
Sar Stadium3 3 - 24 0 1 23
UlcHaem 1 (1,0, 0)* - 7(7,0,004% - 1(1,0,0)4 17 (15,2,0)4
UlcPap 2 (1,1, 0)* - 2(2,0,00% - - 1(1,0,0)
UlcAcu - - 8*(6, 2%, 0)* - - -
UlcChro - - 6*(4, 2%, 0)* - - 3(3,0,0)*
UlcHe - - 3(3,0,0°% - - -
UlcAb - - - - 2(2,0,0)
Fenskada Stadium 0 - 12 0 0 3
0.5%- - 11(7, 4 - - 1(1,0)
1- - - - - 1(0,1)5
2 - - 1(1,0)5 - - 1(0,1)5
3 - - - - - -
Skelettdeformation 0 - 1 0 0 0
Awvikande pigmentering  Hyperpig.* 0 - 0 0 0 9
8
1
Anomali* Y - 0 6
6
Lymfocystis Knolar* 0 - 19 1 0
15
4 -
Ovrigt yttre 0 - 1 0 0 1
Inre fynd
Svullen njure 0 - 18 1 0 10
Svullen mjdlte 0 - 29 0 0 8
Ovrigt inre 3 9 0 0 6

1 Dar foton finns och efterbeddmning kunnat goras; 2 Vid berdkning av andelen symptomfria/med
symptom har dven parasitfynd inkluderas. De senare presenteras i Tabell HF6. 3 UlcHaem: sméa
blodningar med nedsdnkning i huden, UlcPap: sma blédningar men huden har borjat bukta utat,
UlcAcu: akut dppet (kott)sar, UlcChro: dldre inflammerat sar, ibland med varbildning, UlcHe: sar
under avldkning, UlcAb: avlakt sar, ofta med melanisering; 4 Antal fiskar i kategori 1, 2, 3 enligt
Tabell HF4, Bilaga HF1; 5 (<1/4 av fenan, 21/4 av fenan); * en fisk med flera sar bedomdes som
bade UlcAcu och UlcChro och finns darfor representerad i bada kategorierna.
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Under inre fynd noterades en hog frekvens av svullna njurar och mjéltar hos skrubbskaddor
fran BITSQ1 (Bild HF3A) och sandskdddor fran IBTSQ3. Under dvriga inre fynd noterades
fargforandringar pa levern (n=11), samt en vardera av blédning i levern, en gonadtumoér (Bild

HF3B), blodning i bukmuskulaturen (blamérke/mekanisk), granulomliknande forandringar i
tarmen samt lymfocystisliknande cystor i bukhalan.

A)

C) D)

7 \

Bild HF3. Fynd vid obduktion. A) Extremt svullen mjélte med vita omraden (ej granulom) samt ojamn
lever, B) tumoromvandlad mjolkesack, C) torskgonad, intersex dar bade honliga (svarta pilar) och
hanliga delar (vita pilar) kan urskiljas samt D) Synbart hanlig gonad men dar den histopatologiska
undersokningen pavisade intersex.

Yttre och inre makroskopiska parasitfynd

Under BITSQ1 noterades inga ektoparasiter. Under IBTSQ3 noterades hudléss (Lepeophtheirus
pectoralis) hos tva skrubbskaddor och tre sandskaddor samt hydcystor av Stephanostomum
baccatum hos tva sandskaddor (Tabell HF6).
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Tabell HF6. Parasitfynd vid makroskopisk inspektion av torsk, skrubbskdadda och sandskadda
provtagen inom hdlso6vervakningen av havslevande fisk 2022.

Fynd Torsk Skrubbskddda Sandskadda
BITSQ1 IBTSQ3 BITSQ1 IBTSQ3 BITSQ1 IBTSQ3
Totalt antal fiskar 100 100 99 11 1 89
Varav bedémda 100 0 99 11 1 89

Yttre parasiter

Lepeophtheirus pectoralis 0 - 0 2 0 3
Hudloss 1
2
3 -
Stephanostomum baccatum 0 - 0 0 0 2
Plattmask, hudcystor 1 -
2
3

Inre parasiter

Anisakidae 68 - 2 0 0 0
Bukhala/bukorgan 1 65 2
2 3 -
3 - -
Achanthocephala 0 - 9 0 0 2
cystor i bukhala 1 - 1
2 - -
3 9 1
Annan parasit 12 - 0 0 0 0

t Nematod vid hjartat

Invandigt noterades larver av olika Anisakidae (Anisakis sp., Contracaecum sp.-liknande larver (gj
arttypade)) i bukhalan eller bukorganen (framst lever) hos 68 torskar och 2 skrubbskaddor fran
BITSQ1. Cystor med hakmasklarver (phylum Acanthocephala) hittades hos 9 skrubbskaddor fran
BITSQ1 samt hos 2 sandskaddor fran IBTSQ3. Hos en torsk fran BITSQ1 hittades en nematod i
hjarthalan. Denna ar registrerad under ”Annan parasit” i Tabell HF6.

Laboratorieanalyser

Forekomst av anisakida larver i torsk

Samtliga torskar fran BITSQ1 uppfyllde storlekskravet om =35 cm for leverdigestion, medan
samtliga torskar fran IBTSQ3 var <35 cm (max 27 cm). Levrar samlades darfor bara in under
BITSQ1 och samtliga levrar som samlades in hade parasiter pa ytan. Eftersom inga levrar samlades
in under IBTSQ3 analyserades de extra levrar som tagits i reserv under BITSQL. Totalt undersoktes
darfor 58 levrar for torskmask med digestionsmetoden.

Samtliga digererade levrar kom fran ICES-omrade 24 och 25. Anisakida larver aterfanns hos alla 58
torskar. Eftersom data for dessa fiskar inte kan jamféras med oinfekterade torskar har i stéllet
jamforelse gjorts med de torskar som inte hade synliga parasiter pa leverns yta (n=36). Median-,
min- och maxvarden for langd och CF fordelat pa alla torskar, ”oinfekterade” och infekterade
individer fran BITSQL1 finns i Tabell HF7. Aldersbestamning saknas. Ingen signifikant skillnad i
langd eller kondition sags mellan infekterade och “oinfekterade” individer.
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Tabell HF7. Morfometriska data for torskar vars levrar analyserats for forekomst av anisakida
larver samt jamforelse (Wilcoxons rangsummetest) mellan "oinfekterade” och infekterade
individer.

Wilcoxons rangsummetest

Matt Fiskar Median (min, max) . o
Langd (cm) Alla (n=100) 37 (35, 50) -1.24 0.21
"Oinfekterade” (n=36)! 37 (35, 43)
Infekterade (n=58)2 38 (35, 45)
Konditionsfaktor (CF) Alla (n=100) 0.90 (0.71, 1.39) 1.25 0.21
”Qinfekterade” (n=36)* 093 (0.83, 1.16)
Infekterade (n=58)2 0.89(0.71, 1.39)

!Inga synliga anisakider pa leverns yta, digestion ej genomford; 2 Samtliga undersokta levrar fran BITSQ1
inneholl anisakida larver pa ytan samt efter digestion

Antalet anisakida larver efter digestion varierade fran 1 till 70, dar en lever (1.7%) innehdll en
parasit och totalt 28 levrar (48%) innehdll max 10 parasiter. Detta kan jamforas med 2021 da 32 av
58 levrar (28%) fran BITSQ1 inte inneholl parasiter, 21 levrar innehdll en parasit, och totalt 25 av
26 infekterade levrar (96%) inneholl max 10 parasiter. (Figur HF1A). Kategorisering av alla 58
levrar fran 2022 enligt det totala innehallet av anisakida larver gav féljande resultat 0: n=0, 1 (1-10
parasiter): n=28 (48%), 2 (11-20 parasiter): n=17 (29%), 3 (21-30 parasiter): n=7 (13%), 4 (>30
parasiter): n=6 (10%). Andelen torskar inom respektive kategori och per ICES-rektangel ses i
Figur HF1B. Som jamfoérelse visas motsvarande fordelning inom ICES-rektanglarna 2021 (Figur
HF1C).

En jamforelse mellan antalet synliga anisakida larver pa leverns yta och totalantalet anisakida
larver gjordes for att bedoma tillforlitligheten av yt-klassificeringen. Tabell HF8 visar en matris
over korrelationen for de tva kategoriseringarna for de 58 levrar som digererats. Antalet parasiter
som noterats pa ytan kunde kategoriseras som 1 (1-10 st) samt 2 (11-20 st). Overensstammelsen var
48% (28 av 55 levrar) for kategori 1 och ingen dverensstammelse for kategori 2. | samtliga fall dar
resultaten inte stamde mellan visuell bedomning och digestion pavisades fler parasiter efter
digestion an vid visuell beddmning (Tabell HF8).

Tabell HF8. Kategorisering av antalet anisakida larver pa leverns yta jamfort med leverns
totalinnehall av anisakida larver efter digestion. Vita rutor motsvarar 6verensstimmelse mellan
kategorierna, ljusrosa visar viss avvikelse och morkrosa visar storre diskrepans.

Anisakida larver pa Totalantal anisakida larver efter digestion
levernsvta  (1_10st) 2(11-20st) 3 (21-30st) 4 (>30 st) Totalt
1(1-10st) 28 17 7 3 55
2(11-20st) - - - 3 3
Totalt 28 17 7 6 58
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Figur HF1. Anisakidae i levern hos 116 torskar enligt totalantalet larver A), samt andelen torskar
inom respektive kategori fordelat 6ver de ICES-rektanglar som provtagits B) 2022 och C) 2021.
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Kartunderlag fran ICES: https://gis.ices.dk/sf/index.html?widget=StatRec
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For att undersoka huruvida torskens langd/alder, CF eller geografisk lokalisation (ICES-rektangel)
hade nagot samband med antalet isolerade anisakida larver genomfordes enkel linjar

regression. Eftersom data pa aldersbestamning saknades anvandes langd som matt pa alder och
darmed exponering for anisakida larver. Det fanns inga signifikanta samband mellan antal
anisakida larver efter digestion och exponering (langd) (Figur HF2A) eller antal anisakida larver
efter digestion och CF (Figur HF2B) &ven om en svagt positiv respektive negativ trend kunde
anas. Det fanns inte heller ndgot samband mellan antal Contracaecum sp. efter digestion och ICES-
rektangel (data visas inte).

Figur HF2. A) Antal anisakida larver vs. langd, B) Antal anisakida larver vs. CF. Svarta linjer
representerar den linjdra prediktionen fran respektive regression, medan de omgivande gra
linjerna representerar +SE

Histopatologi och cytologi

Lever och gonad fanns fixerade for samtliga skrubbskaddor och sandskaddor, samt for torskar fran
BITSQL1. For torsk fran IBTSQ3 fanns enbart lever fixerad pa grund av att torsken var juvenil.
Utover detta fanns fixerad vavnad fran sar respektive forandrade inre organ enligt: hud/hudsar: 10
st, njure 21 st, mjalte 21 st, tarm 1 st. Samtliga extra organ kom fran skrubbskaddor i BITSQ1.
Blodutstryk fanns for samtliga 400 fiskar.

Lever
Den totala leverpoéngen och poéng per parameter har inte jamfoérts mellan torsk och plattfiskar,

daremot har skrubbskadda och sandskadda jamforts med varandra da de delar ekologisk nisch.
Den enda sandskaddan som provtogs under BITSQ1 har inte tagits med i de statistiska
berékningarna. Sammanfattande data avseende total podng och poang per parameter finns i
Tabell HF9. For totalpodngen anges dven antal fiskar med lindrig, mattlig och hég poéng. For
vakuolisering anges aven antal fiskar i respektive kategori av paverkansgrad. Signifikant olika
medianvarden (Wilcoxons rangsummetest) anges med upphdjda bokstéver i tabellen.
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Tabell HF9. Histopatologisk bedomning av levrar fran fisk provtagen inom halsodvervakningen av havslevande fisk 2022.

Torsk Skrubbskadda Sandskaddda
BITSQ1 IBTSQ3 BITSQ1 IBTSQ3 BITSQ1 IBTSQ3
Totalt antal fiskar 100 100 99 11 1 89
Parameter!
Total poidng Medel/median (min, max) 135/140 (20, 320)2 113/100 (0, 255)2 193/180 (25, 550) 136/130 (50, 270)? 190 186/175 (40, 370)2
Antal fiskar i kategori  Lindrig (0 - 99) 24 38 18 4 - 5
Mattlig (100 - 199) 64 53 39 5 1 52
Hég (2200) 12 9 42 2 - 32
Vakuolisering (0 - 40) 25/25 (0, 40)2a2 1.8/0 (0, 40)222 1.9/0 (0, 40)bbb 4.5/0 (0, 40) 20 9.4/0 (0, 40) bbb
Medel/median (min, max)
Antal fiskar i kategori ? 0 10 91 81 8 - 48
0.1 13 0 6 0 1 16
0.5 0 2 11 2 - 9
1 77 7 1 1 - 16
Degeneration (0 - 160) b b .
Medel/median (min, max) 8.3/0(0, 120) 8.7/0 (0, 90) 36/30 (0, 120) 19/0 (0, 120) 80 26/10 (0, 120)
Parasiter (0 - 30) cc e 4dd ddd
Medel/median (min, max) 5/0(0, 20) 0.5/0(0, 10) 1.8/0(0, 10) 0.5/0(0, 5) 0 0.3/0(0, 10)
Makrofagcentra (0 - 160) cee cee
Medel/median (min, max) 10/0 (0, 160) 2.6/0 (0, 20) 53/40 (0, 160) 49/40 (0, 120) 40 47/40 (0, 160)
Inflammation (0 - 160) i . d bb d bb
Medel/median (min, max) 18/10(0, 120) 46/40 (0, 160) 23/0(0, 160) 5.5/0 (0, 40) 20 27/20 (0, 40)
Cellodem (0 - 100)
Medel/median (min, max) 70/63 (0, 100)888 50/50 (0, 90)ese 52/50 (0, 100) 44/40 (5, 100) 30 61/80 (5, 100)
Blédning (0 - 160) c .
Medel/median (min, max) 5.8/0 (0, €0) 3.3/0(0, 60) 3.8/0 (0, 60) 2.7/0(0, 30) 0 2.1/0 (0, 30)
FCA hhh hhh
Medel/median (min, max) 0/0 (0, 0) 0/0(0, 0) 4.7/0 (0, 100) 2.7/0 (0, 10) 0 12/0 (0, 100)
Pankreas (0 - 80) 0/0(0,0) 0/0(0,0) 16/10 (0, 50)" 8.2/0 (0, 40} - 1.2/0 (0, 40)'™

Medel/median (min, max)

1Siffran inom parentes efter variabelnamnet anger mojligt podngspann for variabeln; 2 0=ingen - mattlig vakuolisering, 0.1=kraftig vakuolisering utan

forfettning, 0.5=0jamn vakuolisering, 1=forekomst av forfettning; 2 a2 etc. Variabler med samma bokstav skiljer sig signifikant fran varandra enligt p<0.05,

p<0.01 eller p<0.001 (Wilcoxons rangsummetest).
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Liksom foregaende tva ar hade torskar fran BITSQ1 ett signifikant hogre medianvarde pa
totalpoéangen &n torsk fran IBTSQ3. Det fanns ingen signifikant skillnad i totalpoang mellan
skrubbskaddor fran de tva provtagningarna, daremot hade sandskaddorna signifikant hogre
medianvarde an skrubbskaddorna i IBTSQ3. Totalpoéngen var synbart hégre an 2021 fér samtliga
utom skrubbskadda fran IBTSQ3, men statistisk jamforelse har inte gjorts.

Hos torsken i BITSQ1 bidrog vakuolisering i hog grad till fiskarnas totalpoéng. Kopplat till detta far
manga levrar omfattande cellsvullnad (6dem) da kraftig vakuolisering forstorar cellerna och
darmed minskar utrymmet mellan dem. Ojamn vakuolisering var vanligt, ofta med ett flammigt,
utseende dar man sag en variation i vakuoliseringsgrad men utan skarpa granser. | merparten av
fallen forekom sma eller storre omraden med forfettning i dessa levrar, varfor de hamnat i
kategorin “forfettning”. I 6vriga fall, utom tva torskar fran IBTSQS3 var skillnaderna i
vakuoliseringsgrad sa sma att de inte bedomdes som patologiska och levrarna klassades darfor som
normala (0, 0.1).

Vakuoliseringsgrad och grad av cellédem var signifikant hégre hos BITSQ1-torsken dn hos IBTSQ3-
torsken vilket stimmer 6verens med resultaten fran foregéende &r. Aven forekomsten av
makrofagcentra, , parasiter och blédningar var hogre hos torskar fran BITSQ1.
Inflammationsgraden var hogre hos IBTSQ3-torsken. Detta berodde pa att 10 torskar hade
forekomst av granulom i levrarna. En av dessa hade en nematod i levern, men granulomen sag inte
ut att vara parasitara.

Skrubbskaddorna fran BITSQ1 respektive IBTSQ3 skiljde sig i stort inte signifikant fran varandra,
med undantag for en hdgre grad av degeneration och pankreaspaverkan i levrarna fran BITSQL.
Mellan skrubbskaddorna och sandskaddorna fanns storre skillnader. Skrubbskaddorna fran
BITSQ1 hade en lagre vakuoliseringsgrad, en lagre grad av inflammation och FCA samt en hogre
grad av degeneration och pankreaspaverkan &n sandskaddorna i IBTSQ3. Skrubbskaddorna fran
IBTS3 hade en lagre totalpoang, en lagre grad av degeneration och inflammation, samt en hogre
grad av pankreaspaverkan én sandskaddorna fran IBTSQ3. De FCA som observerades varierade i
utseende. Hos ett par fiskar noterades sma omraden helt utan vakuolisering, med cellsvullnad och
ljusare farg (Bild HF4A), vilket mojligen var begynnande adenom och darmed tumorer. Hos ett
par fiskar noterades i stallet kraftig, skarpt avgransad hog vakuolisering. Hos en skrubbskadda fran
BITSQ1 sags ett flertal sma till medelstora omraden med kraftigt avvikande struktur. Dessa
omraden, samt manga av de karl som var synliga, inneholl leukoblaster (Bild HF4B). Eftersom
levervavnaden var infiltrerad kan detta klassas som lymfom, men efter kontroll av mjalte och njure
bedomdes fisken ha leukemi (se nedan under Njure och mjalte), da cancern verkade utga fran
den blodbildande vavnaden.

Hos en skrubbskéadda (BITSQ1) noterades flera omraden med ansamlingar av sma, mattligt
differentierade gallgangar (Bild HF4C), omgivna av olika inflammatoriska celler. Inga mitoser
observerades, men pa grund av det ostrukturerade utseendet bedémdes férandringen som
gallgdngscarcinom. Hos ytterligare en fisk frdn samma drag noterades ett mindre sadant omrade i
levern, dar gallgdngarna var valutvecklade och det dessutom var kraftig bindvavsinvaxt runt
ansamlingen av sma gallgdngar. Detta bedomdes reaktiv gallgdngshyperplasi.

Hos sju skrubbskaddor fran IBTSQ1 noterades forekomst av enstaka eller multipla, sma och stora
tromber med inflammatorisk infiltration i leverns blodkéarl (Bild HF4D). Tromberna var fastvéaxta
i karlvaggen, men det fanns inga tecken pa vavnadsdod i levervavnaden runt tromberna, varfor
totalt stopp i blodflodet inte foreldg. Orsaken till retningen av endotelet (karlepitelet) ar oklar.
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Fyra skrubbsk&addor fran IBTSQ1 hade mattlig-kraftig férekomst av single cell necrosis (Bild
HF4E), vilket innebar att enskilda celler dor och vavnaden ser ut att ha fatt en hagelsvarm genom
sig, dvs den ar full av sma hal, nar cellerna tynat bort helt.

Hos skaddorna fran IBTS noterades inte ovanstaende patologiska forandringar utom FCA.
Daremot forekom ett par levrar (en sandskadda, en skrubbskadda) med stora omraden med
vavnadsddd, en skrubbskadda S69 som hade kraftig vakuolisering av gallgangarna och hos en
sandskadda var karlen fyllda av omogna blodkroppar som bedémdes vara proerytrocyter och
mojligen erytroblaster.

FCA noterades hos bade sandsk&ddor och skrubbsk&ddor men inte hos torsk. Avsaknaden av
pankreasforandringar hos torsk beror pa att pankreasvavnad extremt sallan noteras i levern pa
denna fiskart. Nematodlarver (Anisakidae, framst hos torsk) samt hakmasklarver (Acanthocephala,
framst hos skaddor) var de typer av parasiter som pavisades i snitten.

Skrubbskaddorna fran BITSQ1 hade signifikant mindre blédningar och mer skador pa pankreas an
bade skrubbskaddor och sandskaddor fran IBTSQ3, dessa skillnader var stora och hade hog
statistisk sékerhet (p<0,001). Detta liknar resultaten fran foregaende ars provtagning.

Gonader
Gonader kunde bedémas fullstandigt foér samtliga sand- och skrubbskaddor samt de 100 torskarna

fran BITSQL. Torsken fran IBTSQ3 var for liten for att det skulle vara meningsfullt att undersoka
gonaderna.

Reproduktionsstérningar

Intersex noterades hos tva torskar och en skrubbskadda fran BITSQ1 (Bild HF4F). Hos
skrubbskaddan och den ena torsken sag de hanliga delarna av gonaderna ut att vara funktionella,
med 6ar av mogna spermier, medan de honliga delarna var rudimentéra.

Hos en skrubbskédda noterades en normal och en kraftigt svullen, blodsprangd mjolkeséck vid
obduktion. Detta misstanktes vara en tumor, och vid histopatologisk undersékning noterades en
homogen matta av odifferentierade kdnsceller (Bild HFG). Enstaka, spridda mitoser (celldelning)
noterades, samt mattlig spridd forekomst av inflammatoriska celler och ett antal omraden med
omfattande akut vavnadsddd. Diagnosen blev darfér seminom, vilket ar en elakartad tumor i de
spermiebildande delarna av mjolkesacken. Den mjolkesack som sag normal ut vid obduktion hade
inga anatomiska avvikelser (Bild HF4H) utan olika stadier i spermieutvecklingen kunde ses och
den hade darmed normal aktivitetsgrad.

Inaktiva gonader noterades hos totalt 16 individer (tre torskar, tre skrubbskaddor och tio
sandskaddor). Aktiva gonader med en varierande mognadsgrad hos spermier respektive agg
noterades hos 97 (97%) torskar, 97 (98%) skrubbskaddor samt sandskaddan fran BITSQ1, och 10
(91%) skrubbskaddor och 79 (89%) sandskaddor fran IBTSQ3.

Inflammatorisk/infektits paverkan

Av 300 undersokta fiskar forekom paverkan i form av inflammation och/eller uppenbar infektion
hos 59 st (20%). Fordelningen av allvarlighetsgrad (grad av inflammation (0—4) x utbredning (0O—
4) + férekomst av infektion (0-1)) av fordndringarna per art och provtagning finns i Figur HF3.
Den enda sandskaddan fran BITSQ1 har inte tagits med i grafen eller statistiska jamforelser mellan
BITSQ1 och IBTSQ3. Paverkan férekom hos 6 av 100 (6%) torskar, hos 15 av 110 (13.6%) skrubb-
skaddor och hos 38 av 90 (42.2%) sandskaddor. Bland dessa noterades infektion endast hos en
torsk och en skrubbsk&dda. Resterande fiskar med paverkan hade inflammation utan att infektion
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pavisades. Sandskaddor hade signifikant hogre andel individer med paverkan jamfort med bade
torsk och skrubbskiadda (y2=34.9, p<0.001 respektive ¥2=20.8, p<0.001). Det fanns inga
signifikanta skillnader mellan torsk och skrubbskadda (BITSQ1) eller mellan skrubbskaddor fran
BITSQ1 och IBTSQ3. Mattlig till grav paverkan férekom i hogre grad hos skrubbskéadda fran
BITSQ1 an hos torsk (6.1% vs. 1.0%, es Fisher’s exact test, p=0.06), samt hos sandskidda jamfort
med torsk (15.6% vs. 1.0%, ds Fisher’s exact test, p<0.001).

Figur HF3. Kategoriserad paverkant i gonaderna hos torsk, skrubbskidda och sandskadda
provtagna inom vildfiskdvervakningen 2022.

Torsk BITSQ1 Skrubbskadda BITSQ1
Skrubbskadda IBTSQ3 Sandskadda IBTSQ3
Ingen Lindrig

Mattig I Grav

1 Ingen=inga inflammatoriska eller infektiosa forandringar, lindrig=paverkansgrad 1-4,
mattlig=paverkansgrad 5-10, grav=paverkansgrad 11-17

Hos torsken fanns ingen signifikant skillnad i andel med inflammatorisk paverkan i gonaderna hos
honor respektive hanar. Hos skrubbskadda noterades inflammation i gonaderna hos de tva hanar
som provtagits inom IBTSQ3 samt hos en av nio honor inom samma provtagning (ds Fisher’s exact
test, p=0.06). Hos sandskaddan hade 2 av 41 (4.9%) hanliga gonader inflammatorisk paverkan,
medan 36 av 49 (73.5%) av honorna hade négon grad av inflammation (ds Fisher’s exact test,
p<0.001). Totalt hade 14 sandskaddor, samtliga honor, méttlig eller grav inflammatorisk paverkan.

Njure och mjalte

Manga av de njurar och mjaltar som noterades som svullna under BITSQ1 togs for histopatologisk

undersokning. Aven fran négra fiskar med hudférandringar hade njure och mjalte provtagits. Fran

BITSQ3 hade tyvéarr inga njurar eller mjéltar sparats. En éversikt dver histopatologiska fynd i njure,

mélte och blod hos skdddor med svullen njure och/eller mjélte eller hudférandringar finns i Tabell

HF10. Hos tva fiskar med kraftigt svullen njure och mjéalte hade njurens urinbildande delar nastan
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helt trdngts undan av en homogen matta av omogna vita blodceller (leukoblaster, Bild HF41) i den
blodbildande vavnaden. Aven i mjalten sags en homogen cellbild av omogna celler (Bild HF4J).
Dessa fiskar diagnosticerades darfor med leukemi.

Elva njurar hade varierande omfattning och stadium av inflammation (glomerulinefrit, Bild
HF4K) i de urinfiltrerande enheternas (nefronens) karlnystan (glomeruli) utan att en synbar orsak
kunde identifieras. Tre av dessa fiskar hade dessutom omraden i den blodbildande vavnaden som
s&g orovickande homogena ut och dar enstaka mitoser (celldelning) kunde identifieras. Atta av de
tio fiskarnas mjéltar var reaktiva, dvs. de arbetade med att hantera en infektion i kroppen men
mjaltvavnaden i sig var inte infekterad, medan en fisk hade en inflammerad/infekterad mjélte
(splenit) och hos en fisk sag mjalten opaverkad ut.

Hos tre fiskar konstaterades infektion med mikrosporidier i nefronens tubuli (Bild HF4L). Hos en
av fiskarna hittades aven en del av dessa encelliga parasiter i glomeruli. Hos en fisk noterades
parasitcystor innehallande ett antal celler, aven dessa i tubuli, men dar parasiten inte kunde
identifieras narmare. | denna njure forekom ocksa paverkan av glomeruli, bland annat med
forkalkningar. Mjéalte hade inte fixerats. Ytterligare tre njurar var paverkade av forkalkningar i
glomeruli och tubuli, en lindrigt, en mattligt och i den tredje var ca 80% av nefronen fyllda av kalk
medan resterande nefron hade tecken pa inflammation. Mjaltarna var i samtliga tre fall reaktiva.

En njure bedémdes som normal och mjalten hos den fisken var lindrigt reaktiv. En nagot svullen
mjalte hade fixerats fran en fisk med hudsar. Den mjéalten var lindrigt reaktiv.

Hud och tarm

Fran sju fiskar hade vavnad fran hudsar fixerats. Samtliga preparat hade en pagaende omfattande
inflammatorisk process i bade hud och underliggande muskulatur. Skadorna var darfor av kronisk
art. Hos en av fiskarna noterades relativt omfattande invaxt av bindvav vilket visar att saret var
under lakning. Fran tre fiskar med lymfocystis hade infekterad vavnad fixerats och den histopato-
logiska undersékningen pavisade karakteristiskt forstorade infekterade celler i mellanhuden (Bild
HF4AM).

Tarm hade fixerats fran en skrubbskadda med vita prickar i tarmvaggen. Den histopatologiska
undersokningen visade att prickarna berodde pa en lymfocystisinfektion (Bild HF4N). Denna fisk
hade &ven lymfocystis i huden.

Blod
Blodutstryk fanns fran samtliga fiskar. Blodutstryk har dock enbart lasts noggrant (med rakning av

celler) fran fisk dar avvikelser indikerande allman infektion/inflammation noterades vid provuttag,
efterbeddmning av bilder fran provuttag eller om sjukliga forandringar noterades vid
histopatologisk undersokning. Fynd presenteras i Tabell HF10. Ett antal blodutstryk var dalig (for
svagt eller for starkt) fargade, vilket paverkade beddmningen. Sammanfattningsvis hade tva
skrubbskaddor fran IBTSQ1 leukemisk blodbild (blodcancer, Bild HF40), tre hade leukocytos
(6kad mangd normala vita blodkroppar (stress eller infektionsorsakat) och tre hade ett skifte
(infektionsbild), vilket innebér att den procentuella delen av de olika vita blodkropparna
forandrats. | samtliga fall hade andelen monocyter och makrofager 6kat. Hos skaddorna fran
IBTSQ3 noterades inga avvikelser i den vita blodbilden, daremot noterades att ett antal skaddor
med svullen njure hade lindrigt-kraftigt 6kad erytropoies (Bild HF4P), 6kad produktion av réda
blodkroppar.
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Bild HF4. A) Adenom i lever. Cellforandringen ar tydligt avgransad (pilspetsar) och den normala vivnaden
narmast omradet dr komprimerad, vilket tyder pa att massan 6kat i storlek. B) Leukemiska infiltrat i lever-
vavnad (pil) samt i blodkarl (pilspetsar). C) Gallgangscarcinom. Multipla sma gangar med delvis otydlig
avgransning mot omgivande leverceller (pil). Makrofager (orange) och neutrofiler (lila) infiltrerar vivnaden
mellan gallgdngarna. Inféllt ses en normal, solitdr gallgdng. D) Multipla tromber i leverns karl. E) Single cell
necrosis. Celler som haller pa att do (pilar) och tomrum med cellrester (pilhuvud). F) Seminom och G) normal
mjolkesack fran samma fisk som C). I den normala mj6lkesacken ses rikligt med mogna spermier och i
bindvavsstraken ses sma centra med stamceller. Pilarna visar pa celldelning. H) Intersex. Outvecklade
aggceller och mogna spermier. Bilderna ar fotograferade vid X40 (A), X100 (D) och X400 (B, C, E-H) forstoring.
Foto: Charlotte Axén, SVA.
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Bild HF4 fortsittning. Leukemi i I) njuren och J) mjilten, samma fisk som B. En inflammerad glomerulus (pil) och en
normal tubulus (pilspets) samt sparsamt med normalt interstitium kan ses i nedre delen av njurbilden. I mjaltbilden
ses ingen normal vdvnad. K) Glomerulinefrit. Riklig forekomst av makrofager runt karlnystanet (pil). Till hoger i bild
ses en normal tubulus, inféllt ses en normal glomerulus. L) Mikrosporidios. Tubuliepitelet ar fullt av encelliga
parasiter (pil). M) Lymfocystis i fenhuden och N) i tarmen med karakteristiska kraftigt forstorade infekterade celler.
Den svarta pricken i nedre vanstra hornet av N) visar ungefarlig normal cellstorlek. 0) Blodutstryk, leukemi (samma
fisk som B, I, ]). Enstaka normala réda blodkroppar (pilhuvud). I 6vrigt bestod blodbilden av olika blast-stadier samt
trombocyter (ej med i bild). P) Okad erytropoies. En erytroblast (E) samt ca 50/50 av proerytrocyter (pilhuvud) och
normala roda blodkroppar (N) blandat med olika vita blodkroppar inklusive trombocyter. Bilderna &r fotograferade
vid X40 (M, N), X400 (I, J, K) och X1000 (L, O, P) férstori%Foto: Charlotte Axén, SVA.



Tabell HF10. Fynd vid histopatologisk undersokning av njure, mjalte och blodutstryk hos
skrubb- och sandskaddor 2022.

Fisk! Makroskopiskt Histopatologi/cytologi
BITSQ1 fynd? Njure Mjilte Blod3?
2 N, M Leukemi Leukemi Leukemi
1 N, M Glomerulinefrit, Reaktiv Skifte
tidig leukemi?
1 N, M Glomerulinefrit, Reaktiv, Normal
tidig leukemi? parasitcystor
1 N, M Glomerulinefrit Reaktiv Leukocytos +
skifte
1 N, M Glomerulinefrit Reaktiv Leukocytos
1 N, M Glomerulinefrit Reaktiv Skifte
2 N, M Glomerulinefrit Reaktiv Normal
1 N, M Glomerulinefrit Normal Normal
2 N, M Mikrosporidios Reaktiv Normal
1 N, M - - Skifte
1 N, M - - Normal
1 N Glomerulinefrit Splenit Normal
1 N Mikrosporidios Normal Normal
1 N Encellig parasit Normal
1 N Nefrocalcinos, Reaktiv Normal
nefroblastom?
1 M - Reaktiv Normal
1 M - - Leukocytos
9 M - - Normal
1 H Glomerulinefrit, Normal Normal
tidig leukemi?
1 H Glomerulinefrit, Reaktiv Normal
nefrocalcinos
1 H Glomerulinefrit Reaktiv Normal
1 H Nefrocalcinos Reaktiv Normal
IBTSQ3
2 N, M - - Erytropoies (K)
2 N, M - - Erytropoies (L)
1 N, M Daligt fargat, ev
erytropoies
2 N Erytropoies (L)
4 N - - Normal
1 M Erytropoies (M)
2 M Daligt fargat,

erytropoies

1 Antal fiskar; 2 Organ med synlig forandring vid provuttag - N=njure, M=mjalte; H=Hud;
3 Leukemi=blodcancer, Leukocytos = 6kad mangd normala vita blodkroppar, skifte= forandring i
andelen av olika vita blodkroppar, erytropoies=6kad produktion av réda blodkroppar

Virologisk och bakteriologisk odling

Virologisk odling gjordes fran fyra torskar och 22 skrubbskaddor och bakteriologisk odling gjordes

fran fem torskar och 22 skrubbskaddor inom BITSQL. Virologisk odling gjordes fran tre sand-

skaddor och bakteriologisk odling gjordes fran fyra sandskaddor inom IBTSQ3. Ingen vaxt av virus

pavisades. Information avseende de bakteriologiska proverna finns i Tabell HF11. Fran samtliga
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fiskar togs de bakteriologiska proverna fran njure. Fran en skrubbskadda togs dessutom
bakteriologiskt prov fran mjolkesacken. Specifika bakterier kunde identifieras i fem prover. Ingen
resistensundersokning genomfordes da inga bakterier med kénda forutsattningar for
resistensbestamning pavisades.

Tabell HF11. Information avseende art, sjuklig forandring och resultat av bakteriologisk odling
fran njure hos fiskar provtagna under BITSQ1 respektive IBTSQ3 2022.

Art Férandring Organ Bakteriologisk odling:
BITSQ1

Torsk Hudblédningar Njure Blandflora (R)
Torsk Blédningar lever Njure Shewanella baltica
Torsk (2 st) Hudblédning Njure Blandflora (R), Photobacterium sp.
Torsk Hematom bukmuskulatur Njure Blandflora (R)
Skrubbskadda Nagot svullen njure, sma granulom  Njure Blandflora (S)

och melanisering av lever
Skrubbskadda Levergranulom, parasitcystor, Njure Blandflora (R)

svullen njure
Skrubbskadda Svullen njure med granulom Njure Blandflora (R)
Skrubbskadda Enstaka sma levergranulom Njure Blandflora (R)

(prickar)
Skrubbskadda Rodnad i huden Njure Blandflora (R)
Skrubbskadda Ingen registrerad Njure Blandflora (R)
Skrubbskadda Ingen registrerad Njure Blandflora (R)
Skrubbskadda 27  Svullen njure och mjalte Njure Blandflora (R)
Skrubbskadda 28  Svullen njure och mjalte Njure Blandflora (R)
Skrubbskdadda 30  Svullen njure och mjalte Njure Blandflora (R)
Skrubbskddda 32  Hudblddningar och lymfocystis Njure Shewanella baltica (M) i blandflora
Skrubbskddda 33  Sar pa "buksidan” Njure Blandflora (R)
Skrubbskdadda 41  Svullen njure och mjalte Njure Ingen vaxt
Skrubbskadda 48  Svullen njure och mjalte Njure Blandflora (R)
Skrubbskadda 50  Svullen njure och mjalte Njure Ingen vaxt
Skrubbskdadda 61  Svullen njure och mjalte Njure Blandflora (R)
Skrubbskadda 68  Svullen njure och mjalte Njure Blandflora (R)

Skrubbskadda 70
Skrubbskadda 87
Skrubbskadda 88
Skrubbskadda 95
Skrubbskddda 96

IBTSQ3
Sandskddda 50
Sandskddda 53
Sandskddda 80

Sandskddda 85

Svullen njure, gonadtumor
Svullen njure, hudrodnad
Svullen njure och mjélte
Svullen njure

Svullen njure och mjalte

Svullen njure och mjalte
Svullen njure och mjalte
Fenrota (stjartfena saknas)

Svullen njure och mjalte

Njure, mjolkesack
Njure
Njure
Njure

Njure

Njure
Njure
Njure

Njure

Shewanella baltica (Mycket sparsamt) i bada organen
Blandflora (R)

Blandflora (R)

Acinetobacter johnsonii

Ingen vaxt

Blandflora (R)
Ingen vaxt
Blandflora (M)

Blandflora (M)

1 0dling pa saltblodagar, marinagar och/eller cysteinagar, (R) riklig vaxt, (M) mattlig vaxt.
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DISKUSSION

Pa grund av att IBTS-torskarna var sa sma genomfordes inte individuell fotografering. Darmed
kunde ingen efterbeddémning av synliga fordndringar goras. Detsamma géller makroskopiska och
digestionsbaserade bedémningar av parasitborda Det innebar dven att det inte har gatt att géra
nagon jamforelse med BITS-torskarna. Pa det stora hela bedomdes torskarna vara i god kondition
vid den yttre inspektionen. Ingen fisk hade Iag konditionsfaktor (<0.7). Hos 30% av torskarna
noterades inga avvikelser vilket &r en betydligt lagre andel &n forra aret (73%). Detta beror till
storsta delen pa en hog forekomst av leverparasiter. Gladjande &r att torskarna fran BITS daven
detta ar hade en lag frekvens av sar (3%). Tidigare har férekomsten av sar varit relativt hog men vid
provtagningen 2021 hade den sjunkit till 4%.

Noterbara skillnader fran forra arets provtagning ar betydligt fler akuta och kroniska sar pa BITS-
skrubborna (14% mot 0% 2021). Hudblédningar forekom ocksa mer frekvent hos bade
skrubbsk&adda och sandskadda och fran bade BITS och IBTS. Orsaken till férandringen ar inte
faststalld. Frekvensen av lymfocystis hos skrubbskaddorna fran IBTS var likvardig med forra aret
(19 mot 22%). Den var daremot lagre hos skrubbskaddorna fangade under IBTS och samtliga
sandskaddor (9 och 0%). Hos sandskaddorna fran IBTS hade femton (17%) avvikande
pigmentering. Detta & mer an en dubblering i forhallande till de sandsk&ddor som provtogs aret
innan (8%). Av dessa var nio (10%) hyperpigmenterade och sex (7%) hade pigmenteringsanomali.
Pigmenteringsanomali (6kad melaninproduktion pa buksidan och minskad melaninproduktion pa
ryggsidan) har pavisats uppkomma redan under metamorfosen (Kang et al., 2014), och tillstandet
har associerats med tre mutationer (single nucleotide polymorphisms) pa tva pigmentgener (Zhang
et al., 2021). Det ar oklart om skaddornas pigmenteringsanomali ar associerade med en mutation
eller &r orsakade av nagon yttre paverkan sa att det skulle representera en arrbildning/immun-
reaktion. D& melanoforerna pa plattfiskarnas buksida tillbakabildas under metamorfosen forefaller
det dock osannolikt att forandringarna uppkommit efter metamorfosen savida det inte finns nagon
slags genetisk mutation. Hyperpigmentering orsakas av en tillvaxt av pigmentproducerande celler
(melanoforer pa ryggsidan och iridoforer pa buksidan) och det ar aven associerat med en
inflammatorisk reaktion i huden (Baumgart et al., 2008; Noguera et al., 2013). Tillstandet
noterades hos sandskadda pa 1980-talet och har okat i forekomst (Baumgart et al., 2008). Orsaken
ar oklar. Man har inte pavisat nagon koppling till patogener (Baumgart et al., 2008; Noguera et al.,
2013) och potentiella orsaker inkluderar klimatpaverkan (vattentemperatur, skifte i foda),
kontaminanter och genetisk anpassning (Baumgart et al., 2008).

Tva torskar (2%) och en skrubbskadda (1%) fran arets BITS-provtagningar visade tydliga tecken pa
intersex. Det ar nagot som noterats vid tidigare undersokningar men som ej noterades vid 2021 ars
undersodkningar. Ytterligare 16 individer (4%) av hade outvecklade gonader, trots att
kroppsstorleken talade for att de bor ha uppnatt konsmognad. | rapporten for 2020 diskuterades
att intersex och outvecklade gonader skulle kunna vara en bidragande faktor till de sviktande
torskbestanden. Fiskars konsutveckling kan styras av 6strogener och androgener, och
hormonpaverkan utanfor perioden for konsdifferentiering kan leda till utveckling av intersex
(Larsson et al., 2005). Att sa ar fallet kan fortsatt ej uteslutas, men da ingen fisk fran 2021 ars
provtagning trots ett forhallandevis stort provunderlag uppvisade reproduktionsrelaterade
avvikelser torde problemet vara forhallandevis litet i de omraden som undersoktes. Upprepade
provtagningar kravs for att kunna beddma om detta ar en langsiktigt positiv trend. Ett antal fiskar
hade inaktiva gonader men det &r oklart om detta beror pa patologi eller att vissa individer var
utlekta och att nya kdnsceller ej hade utvecklats.
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Forekomst av laggradiga till mattliga inflammatoriska forandringar i gonaderna kan anses normalt,
sarskilt under nagon till ndgra manader efter lek, och framfor allt hos honor da icke forbrukade
mogna égg och tdmda folliklar ska tillbakabildas. Tjugo procent av fiskarna hade inflammatoriska
eller infektidsa forandringar och av dessa visade endast tva procent tecken pa infektion. Hos
skrubbskéadda, som var den enda art dar jamforelser mellan BITSQ1 och IBTSQ3 kunde goras,
noterades Ingen skillnad mellan de tva fiskena. Det var heller ingen signifikant skillnad mellan
andelen torskar och skrubbskaddor avseende frekvens av avvikelser. Hos sandskaddor kunde en
betydligt hogre andel paverkade fiskar an hos torsk och skrubbskéadda ses. Detta ar ett annorlunda
monster an vad som noterats vid tidigare provtagningar da andelen avvikande gonader skilde sig
mellan Ostersjon och Vasterhavet inom respektive art. Nagot som daremot ar konstant med 2021
ars provtagning ar den hogre andelen paverkade sandskaddor. Vad detta beror pa ar oklart. Som
helhet &r Ostersjon mer fororenad an Vasterhavet vilket talar emot att miljogifter dr en viktig
faktor. Det kan dock ej uteslutas att specifika miljogifter som kan ha en paverkan pa gonaderna
forekommer i hogre halt langs vast- an 6stkusten. Sandskaddan i Vasterhavet leker under april-
augusti, medan skrubbskaddan och torsken i Vasterhavet leker i januari-april, skrubbskaddan i
Ostersjon leker i april-juni och torsken i Ostersjon kan vara lekmogen aret om
(www.havochvatten.se). Sandskaddan &r darmed provtagen i nara anslutning till lek vilket med stor
sannolikhet ar orsaken/en bidragande orsak till de fynd som gjorts.

Storlek (alder) skilde sig kraftigt mellan torsken fran BITSQ1 och IBTSQ3. Detta kan vara en
bidragande faktor till att totalpoangen for leverpaverkan var signifikant hogre hos BITS-torskarna.
Det kan ej uteslutas att andra paverkansfaktorer bidragit till skillnaden men pa grund av att de
provtagna fiskarna skilde sig sa mycket at ar det svart att dra nagra sakra slutsatser. Om en
bedomning i stallet gors Gver flera ars provtagning sa upprepas detta monster arligen, dven da
materialet &r mer jamforbart, vilket innebér att det &r en hog sannolikhet for att fisken i Ostersjon i
hogre grad har en paverkan pa levrarna an motsvarande fiskar fran Vasterhavet. Ett exempel pa
skillnader som kan vara relaterade till alder och déar resultaten stammer 6verens med de fran 2021
ars provtagning ar vakuolisering i levrarna och forekomsten av makrofagcentra. Torsken som
provtogs inom BITSQ1 hade en signifikant hogre vakuoliseringsgrad an torsken som fangades
under IBTSQ3. Dock var skillnaden var betydligt stérre vid denna provtagning, vilket bedéms vara
ett resultat av den ringa aldern hos IBTSQ3-torskarna. Vakuolerna ar naringsupplagring i levern
och ar i sig inte sjuklig. Torsk har generellt en kraftig vakuolisering, och det &r hos denna art
normalt att man enbart ser en cellkdrna och vakuoler i levercellerna. Vakuoliseringen blir sjuklig
(forfettning) nar den blir sa kraftig att cellkéarnan paverkas eller vakuolerna sprénger sénder
cellerna (fettnekroser). Vid provtagningarna sags aven en signifikant hogre forekomst av
cellsvullnad och makrofagcentra i BITSQ1-torskarnas levrar. Cellsvullnaden ar i hég grad kopplat
till vakuoliseringsgrad, men &ven till exponering for ex toxiska substanser. Makrofagcentra &ar éar
av vita blodceller (makrofager) som varierar i storlek och mangd beroende pa hur mycket
fraimmande @mnen (till exempel virus och bakterier) som fisken exponerats for och kroppen behévt
hantera. Aldre fiskar har darfor generellt fler och stérre makrofagcentra dn yngre fiskar, och
forekomst av makrofagcentra indikerar inte direkt en pagaende inflammation. Skillnaden i
forekomst av vakuolisering, cellsvullnad och makrofagcentra &r ddrmed sannolikt i stort
aldersrelaterad och kan inte utvarderas fullstandigt for 2022 ars provtagning, men aven har syns en
mer langsiktig trend som stoder att det finns en reell skillnad.

Forekomsten av inflammation i levern var signifikant hdgre hos IBTSQ3-torsken trots att dessa
annu inte uppnatt den storlek dar man forvantar sig inflammation till foljd av nematodangrepp.
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Orsaken till forekomsten av granulomen kan inte sékerstallas, men de sag inte parasitara ut. Det
kan till exempel handla om infektion med bakterien Francisella noatunensis.

Den totala leverpoangen skilde sig ej signifikant hos skaddor mellan de tva provtagningarna.
Déaremot hade sandskaddor fangade under IBTS hégre medelpoéng an skrubbskéaddor fran samma
provtagning. Om detta ar ett kliniskt relevant fynd och vad det i sa fall beror pa vet vi i nulaget inte.

Vakuoliseringsgraden skiljde ej mellan skrubbskaddorna fran de tva provtagningarna men
sandskaddorna fran IBTS hade en hogre vakuoliseringsgrad &n skrubbskaddorna fran IBTS, detta
med hdg signifikans.

Medelantalet leverparasiter vid histologisk bedémning var signifikant hogre hos torskar fangade
under BITSQ1 &n under IBTSQ3. Detta var vantat da IBTSQ3-torskarna var mycket unga.

Under 2020 sags i motsats till tidigare undersokning (SVA, 2019) minskad parasitborda i levrarna
ju langre in i/norrut i Ostersjon torsken var fangad. Detta samband kunde inte ses vid
undersokningarna 2021. Resultaten fran 2022 &r svara att bedoma ur detta hanseende da samtliga
prover som togs kom fran de sodra delarna av provtagningsomradet. Noterbart ar att levrarna hade
en betydligt storre parasitbérda an under 2021.

Korrelationen mellan parasiter raknade pa leverns yta och parasiter raknade vid digestion var lagre
an vid 2021 ars provtagning. | samtliga fall dar resultaten skiljde sig ar hittades fler larver vid
digestion an vad som kunde raknas pa ytan. Fullstandig dverensstammelse mellan metoderna kan
inte férvantas, da parasitbordan inuti levern ar dold innan digestion. Klassning i narmast liggande
kategori far darfor ses som acceptabel (t. ex klassning i kategori 1 (1-10 parasiter) av parasiter pa
ytan, men reell kategori efter digestion ar 2 (11-20 parasiter)). Tretton levrar (22%) hamnade mer
an en kategori lagre vid rakning av parasiter pa ytan an vid digestion. Efter nagra ars jamforelser
kan vi konstatera att samstammigheten mellan metoderna varierar och det kan ifragasattas hur bra
en estimering av parasitbordan via synliga parasiter pa leverytan egentligen fungerar.

Generellt hade fiskarna betydligt mindre ektoparasiter &n vad som pavisades 2021. En
sammanvagd bild av senare ars provtagningar tyder dock pa att arets resultat &r mer normala
medan ovanligt mycket yttre parasiter pavisades 2021. Arets resultat kan vara n&got missvisande
da torskarna fran IBTS var s& pass sma att de inte har bedomts fullstandigt.

Forekomst av svullna njurar har noterats bade inom IBTSQ1 och SLU:s kustprovfiske i Hanobukten
de senaste aren. Utvecklingen ar oroande, sarskilt som vi nu kan pavisa leukemi hos vissa av
fiskarna. Under 2022 hade férekomsten Okat drastiskt jamfort med 2021, fran 4 till 18 fiskar.
Dessutom hittades samma symptom hos 10 sandskaddor fran IBTSQ3. I tillagg forekom svullen
mjalte hos flertalet av dessa fiskar. Den histopatologiska undersokningen av skrubbskaddorna fran
BITSQ1 visade inte pa en helt samlad bild av fynden, men samtidigt kan det inte uteslutas att
grundorsaken ar densamma och att andra faktorer tillkommit senare. Férekomsten av
glomerulinefrit och reaktiva mjaltar talar for en infektion. En relativt nyligen introducerad
infektion skulle ocksa kunna forklara att sjukdomen verkar 6ka i frekvens och sprida sig i
populationen. De tva leukemiska njurar, samt ytterligare tre njurar med misstéankt tidig leukemi,
kan mycket vél vara sena stadier av en infektion som i forsta hand leder till glomerulinefrit. Till
exempel ar retrovirus kdnda for att orsaka tumdrer i hematopoietisk vavnad hos fisk (se till
exempel kapitlet om Gaddsarkom under Del 4. Sotvattenslevande fisk). Retrovirus gar inte att
odla pa cellkultur, vilket i sa fall forklarar de negativa resultat som erhalls vid virologisk odling dar
vavnad fran dessa njurar inkluderas. Bakteriologiska undersékningar har hittills inte gett nagot
samstammigt resultat som pekar mot en bakteriell etiologi. Mjéltens aktivitet och blodbilden hos
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dessa fiskar varierade, vilket sannolikt beror pa hur allvarligt infekterad fisken var samt var i
sjukdomsfasen den befann sig.

De fyra fiskarna med encelliga parasiter hade inte glomerulinefrit och fallen bedéms inte vara
direkt kopplade till varandra. Nefrocalcinosen bedéms inte heller vara direkt kopplad till
glomerulinefriten d& endast en av tre njurar med nefrocalcinos visade tecken pa samtidig (lindrig)
glomerulinefrit. Nefrocalcinos kan uppsta nar pH i vattnet ar 1agt eller pCO- ar hogt. Utféallningar
av kalk kan ocksa uppkomma sekundart till vissa parasitara infektioner.

Avsaknaden av vavnadsprover for histopatologisk undersokning av de svullna njurarna och
mjaltarna hos sandskaddor fran IBTSQ3 ar problematisk, da jamforelser mellan de tva
provtagningarna dérmed inte kan goras. Den blodbild som kan ses hos sandskaddorna talar dock
for att njuren ar svullen pa grund av 6kad belastning (6kad nybildning av roda blodkroppar). Det
kan finnas flera orsaker till en 6kad nybildning av réda blodkroppar. Ett 6kat behov av réda
blodkroppar uppstar till foljd av omfattande blédning, en infektion, toxiner eller fria syreradikaler
som attackerar de roda blodkropparna eller lagt pO:i vattnet. Rubbningar i skéldkorteln kan leda
till en sjuklig éverproduktion av roda blodkroppar. Det enda vi med sékerhet kan séga i detta fall ar
att ingen av sandskaddorna hade nagra skador som skulle ha kunnat orsaka en blodférlust. Manga
blodutstryk var svarlasta, men det fanns inte heller nagra tecken pa att de mogna roda blodkroppar
som observerades skulle vara infekterade eller skadade.

Av de 30 fiskar dar prover togs for bakteriologisk odling kunde specifika bakterier endast odlas
fram fran fem fiskar. Samtliga dessa kom fran BITSQ1 och tre av dessa fem renkulturer var
Shewanella baltica. Att fler bakteriologiska prover tas fran BITSQ1 an IBTSQ3 samt att fler av
dessa innehaller ren bakterieflora &r nagot som upprepats flera ar. Vad detta beror pa ar oklart. Det
kan innebdra att fisken i Ostersjon i hogre utstrackning ar drabbad av bakteriella infektioner men
det kan ocksa bero pa att fler prover for bakteriologisk odling tas under BITSQ1. Nagot som gor
resultaten &n mer svartolkade &r att det har vaxt ren bakterieflora pa en valdigt liten andel av de
prover som odlats. Detta beror troligtvis pa att provtagningen pagar under lang tid och att det
darfor tar for lang tid innan proverna stryks om pa plattor for att fa bra resultat.

De fiskar som SVA har undersokt ar inte helt representativa for all torsk/skrubbskédda och
sandskadda som fangades inom BITSQ1 och IBTSQ3 2022. Om det har funnits till exempel
sarskador har den fisken prioriterats for SVA:s del. Frekvensen yttre sjukliga forandringar ar
darmed sannolikt hogre an for all fisk inom dessa provfisken. Det har inte heller gatt att helt
representativt fordela respektive art per drag, inte heller torsk for undersékning av Contracaecum
sp. Detta beror bland annat pa att det varit ont om nagon art i vissa drag och nar det galler torsk
har det inte alltid funnits fisk av tillracklig storlek att tillga eller att SLU tagit hand om levrarna for
sina parasitundersokningar. Detta &r ett problem som dven uppkommit tidigare ar och som med
storsta sannolikhet kommer att vara svart att I6sa dven vid framtida provtagningar pa grund av det
satt fisket bedrivs pa och tillgdngen pa fisk i olika omraden.

SLUTSATS

Forekomsten av yttre sjukliga forandringar var 1ag. Utvecklingen av njurproblem hos plattfisken ar
oroande och maste fortsatta att utredas. Kompletterande undersokningar maste genomforas av
plattfisk med njurforandringar inom IBTSQ3. Enstaka fiskar hade tecken pa
reproduktionsstdérningar och gonader bor aven fortsattningsvis inkluderas i vervakningen och
material sparas for undersokningar av miljorelaterade orsaker. Likasa skulle kompletterande
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provtagningar i andra delar av arscykeln behéva goras for att fullstandigt utvardera
inflammatoriska gonadférandringar hos sandskadda och skrubbskadda.
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BILAGA HF1 - KLASSIFICERING AV UTVARTES FYND

Tabell HF4. Utvandigt synliga féréandringar — klassificering av allvarlighetsgrad?2

Lymphocystis (plattfiskar)

Lyl 1-10 knélar, vars totala yta & mindre an en cirkel med diametern 10 mm

Lv2 Mer dn 10 knélar, vars totala yta ar storre an en cirkel med diametern 10 mm men mindre dn
y tva ganger ytan av den utstrackta stjartfenan

Ly3 Knolar vars totala yta ar storre dn tva ganger ytan av den utstrackta stjartfenan

Epidermal hyperplasi/papillom (alla arter)

EpPap 1 Hyperplasi/papillom vars totala yta ar mindre &n en cirkel med diametern 10 mm

EoPap 2 Hyperplasi/papillom vars totala yta ar storre an en cirkel med diametern 10 mm men mindre &n
prap tva ganger ytan av den utstrackta stjartfenan

EpPap 3 Hyperplasi/papillom vars totala yta ar storre dn tva ganger ytan av den utstrackta stjartfenan

Hudsar (alla arter) - UlcAcu, UlcHe, Pap, Chro men inte UlcHaem, UlcAb3

Ulc 1 Sarens totala yta ar mindre &n en cirkel med diametern 10 mm

Ule 2 Sarens totala yta ar storre an en cirkel med diametern 10 mm men mindre dn tva ganger ytan
av den utstrackta stjartfenan

Ulc 3 Sarens totala yta ar stérre an tva ganger ytan av den utstrackta stjartfenan

Melanisering/hyperpigmentering (alla arter)

Mel 1 Max 10 % av kroppsytan drabbad
Mel 2 Mer d@n 10% av kroppsytan men max tva ganger ytan av den utstrackta stjartfenan drabbad
Mel 3 Mer an tva ganger ytan av den utstrackta stjartfenan drabbad

Pigmentanomalier/albinism (alla arter)

Pig 1 Max 1/3 av kroppsytan drabbad
Pig 2 Mellan 1/3 och 2/3 av kroppsytan drabbad
Pig 3 Minst 2/3 av kroppsytan drabbad skeletal

Skelettdeformationer (alla arter) — skolios, lordos/kyfos, mopsskalle etc

1-3 subjektiv klassificering, behover kalibreras mellan olika aktorer

Pseudolipom (sandskadda)

1-3 subjektiv klassificering, behéver kalibreras mellan olika aktorer

1Oversatt fran tabell (opubl) erhéllen av Jérn Scharsack, Thiinen Institute of Fisheries Ecology,
Tyskland; 2For att klassa allvarlighetsgrad ska hela kroppsytan bedémas. For dokumentation av de
mest drabbade omradena ska referens ske till uni-/bilateralt (sidor), dorsalt (rygg) eller ventralt (buk).
Exempel: Ly 2 dorsalt/ventralt (plattfisk); Ulc 2 akut bilateralt (torskfiskar); 3 Sar delas in i sex stadier:
UlcHaem: sma blodningar med nedsankning i huden, Pap: sma blédningar men huden har bérjat bukta
utat, UlcAcu: akut dppet (kott)sar, Chro: dldre inflammerat sar, ibland med varbildning med var, UlcHe:
sar under avlakning, UlcAb: avlakt sar, ofta med melanisering. Bedémning av utbredning gors inte for
UlcHaem eller UlcAb
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BILAGA HF2 - KLASSIFICERING AV PARASITBORDA

Tabell HF5. Klassificering av parasitbdrda hos havslevande fisk!

Parasit Kod Vardart Grad Lokalisation
1 2 3

Stephanostomum Steph Sandskadda 1-10 11-50 >50 Vita cystor pa kroppens
baccatum Skrubbskidda undersida
Acanthochondria cornuta | Acanth Sandskadda 1 2 >3 Kraftdjursparasit, galar

Skrubbskadda
Lepeophtheirus pectoralis | Lepe Sandskadda 1 2 >3 Kraftdjursparasit, brostfena,

Skrubbskadda hud
Cryptocotyle sp. Cryp Sandskadda 1-10 11-50 >50 Cystor, hud

Skrubbskadda Cystor, bara pa kaudala

fenor

Rund fisk Cystor, hud

Myxosporidia Myxo Rund fisk Ogon
Ingen gradering, bara ja/nej

All fisk Ingen gradering, bara ja/nej Galar

Plattfisk 1-10 | 11-50 >50 Fenbaser
Lernaeocera branchialis Locera Rund fisk 1 2 23 Kraftdjursparasit | gdlhdlan
Loma branchialis (morhua) | Loma Rund fisk 1-10 | 11-50 >50 Cystor i galfilamenten
Anisakidae Anis Sill/strémming 1-10 11-50 >50 Anisakis simplex

Torsk (spiralmask) i bukhalan, pa

inre organ

Liver-Nematodes Nemato | Sandskddda 1 2 >3 Ofta Contracaecum sp.,

Skrubbskadda inkapslad i levern

Torsk Rakna antal pa hela leverns

yta?

Acanthocephala sp. Kratz Sandskddda 1 2 23 Hakmask, vuxna férankrade

inuti tarmen eller larver i
forankrade cystor |
bukhalan

1 Oversatt fran tabell (opubl) erhallen av Jérn Scharsack, Thiinen Institute of Fisheries Ecology,
Tyskland. 2Kan darefter klassas enligt O (inga nematoder), 1 (1 — 10 nematoder), 2 (11 — 20 nematoder),
3 (21 — 30 nematoder), 4 (>40 nematoder).
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Akutmedel

Med hjélp av akutmedel genomférdes undersokningar av fisk efter Nord Stream-sabotaget, nagra
prover fran SLU:s kustprovfiske i Hanobukten samt en skrubba fran en rapporterad massdod av
rodspatta i Skane.

Undersokningar av fisk som provtagits nira Nord Stream-lackan

BAKGRUND

Den 26 september skedde ett misstankt sabotage mot naturgasledningarna Nord Stream 1 & 2 i
narheten av Bornholm. Stora mangder naturgas hann frisattas fran ledningarna innan media
rapporterade att lackagen hade upphort den 1 oktober (Nord Stream 2) respektive den 2 oktober
(Nord Stream 1). SVA fick tisdagen 30 september 2022 forfragan om vi kunde géra undersokningar
av fisk fran omradet kring lackorna. Proverna kunde samlas in i samband med SLU:s provfiske
BIAS som skulle ga av stapeln veckan efter. Det fanns inte mojlighet for SVA att delta i
expeditionen och genomfora obduktioner, s SVA efterfragade formalinfixerade organ (géle, njure,
lever) samt blodutstryk fran hjartblod. Vidare efterfragades bilder av alla provtagna fiskar samt
morfometriska data och halens koordinater.

Naturgas bestar till storsta delen av metangas men mindre méngder av andra alkaner (kolvaten)
och spar av andra gaser som koldioxid, kvéave, vatesulfid och helium. Metan ar en inert gas, vilket
innebér att den inte reagerar med omgivningen, inklusive djurs vavnader. Detta innebdar att den
inte i sig ar giftig, men den kan anda ha negativa effekter pa levande organismer da den tranger
undan syre i luften eller vattnet, vilket kan leda till syrebrist och symptom relaterade till detta. En
allman syrebrist kan ge upphov till diffus degeneration och véavnadsdéd i kroppens olika organ,
direkt beroende pa minskad tillgang pa syre eller till foljd av en forsurning av blodet (respiratorisk
acidos).

Utsvamning av (metan)gas i vattnet leder ocksa till gasdvermaéttnad, vilket leder till att en 6kad
mangd gas tas upp av fiskars galar, varvid blodet 6verméttas med gas och gasblasesjuka (motsvarar
dykarsjuka hos manniskor) uppstar. Gasblasesjuka innebar att embolier (proppar) av gas fastnar i
karl, framst i kapillarer, de minsta kérlen, men om stérre gasbubblor férekommer drabbas édven
arterioler eller artarer. Proppen stoppar blodflédet vilket leder till akut syrebrist i den vdvnad som
forsorjs av karlet och en infarkt uppstar. Omfattande proppbildning &r direkt dodlig medan en
laggradig proppbildning under en langre tids gasdvermaéttnad leder till bland annat forsamrat
immunforsvar pa grund av en kronisk laggradig syrebrist i fiskens kropp. Detta pa grund av att
galarna alltid drabbas vid gasblasesjuka (Bild HF5), och en minskad cirkulation genom
galfilamenten hammar gélarnas syreupptagande formaga.
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Bild HF5. Luftembolier (svarta pilar) i gilfilamenten vid gasblasesjuka hos
regnbage. Notera blod i kdrlen fére embolierna (bla pilar) medan blod inte
kunnat ta sig forbi embolierna utan karlet ar tomt efter embolierna (vit pil).
Direktmikroskopi av farskt preparat. Foto: SVA

Syrebrist samt gasblasesjuka ar darfor de tva tillstand som metangas/naturgas i vattnet kan
forvantas ge pa fisken. I tillagg till detta kan man forvanta sig att fisk som befann sig nara Nord
Stream i samband med sabotaget paverkades av den tryckvag som explosionerna gav upphov till.
Explosioner/tryckvagor kan ge upphov till frakturer pa kotpelaren samt blodningar eller
sonderslitningar i olika organ. Observationer som SVA gjort i samband med undersékningar av fisk
som dodats av fiske med sprangmedel inkluderar bristningar i 6gats lins, bristning av simblasan,
blodningar i olika organ samt avslitning av aorta och férblédning.

METODER

Fisken fangades genom tralning, dar varje traldrag varade ca 30 min. GPS-koordinater for start
samt stopp for respektive drag och medeltraldjup ingick i data SVA erholl fran SLU. SVA erholl
dessutom GPS-positioner for de fyra gaslackorna fran Havs- och vattenmyndigheten.

I samband med provtagningen fotograferade SLU varije fisk fran hoger och vanster sida samt bada
sidors galar exponerades for ytterligare fotografering. Uppenbara inre forandringar fotograferades
ocksa. Fotografierna mojliggjorde granskning avseende avvikelser i efterhand.

Vid provtagningen formalinfixerade SLU organbitar (max 0,5 cm tjocklek i en av tre dimensioner) i
4% boraxbuffrad formalin samt genomforde blodutstryk av hjartblod pa objektsglas. Proverna
skickades efter ankomst till hamn till SVA och bilder samt data avseende fiskarna levererades
elektroniskt.

Efter ankomst till SVA genomférdes en renskarning av organbitarna, de placerades i kassetter samt
lades i 4% fosfatbuffrad formalin i en vecka. Darefter genomférdes en avkalkning av vavnaden for
att luckra upp brosk i gélarna. Organbitarna kunde darefter baddas, snittas och fargas med
Hematoxylin & Eosin enligt rutin vid SVA:s histopatologiska laboratorium. Blodutstryken fixerades
i metanol samt fargades med Diff-Quickldsning. Lasning av snitt och utstryk gjordes i 400 — 1000 x
forstoring.

I samband med renskarningen klipptes nagra fixerade galfilament loss och lades i 70% etanol.
Detta gjordes for att kunna genomfora direktmikroskopi pa de fixerade galbitarna utan
anvandande av dragskap.
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Histopatologisk och cytologisk bedédmning gjordes med hjalp av standardiserade mallar som SVA
anvander vid hélsounderstkning av vildfisk.

Vid beddmning av galar réknas antalet priméara gallameller som &r bedémnings-bara och déarefter
beddms frekvensen av skador (blédningar, 6kad forekomst av slemceller, hyperplasi, forekomst av
parasiter, forekomst av bakteriell infektion (epiteliocystis) samt korreleras till antalet
priméarlameller.

Avseende njure bedoms status pa nefron (filtrerande enheter) samt interstitium (blodbildande
vavnad). Nefronen bestar av glomeruli (filtrerande karlnystan) samt tubuli (transport av filtrat,
koncentration och utspadning av detsamma). Har raknas totalantalet glomeruli, antalet glomeruli
med fordndringar, forekomst av hyalina avlagringar i tubuli samt eosinofila granula i
tubulicellerna, forekomst av parasiter i tubuli, férekomst av degeneration eller nekros av
tubuliceller, samt regeneration av nefron. Interstitiet beddms avseende degeneration/nekros,
blédningar, forekomst av makrofagcentra, forekomst av inflammation samt forekomst av parasiter.

Levern bedoms avseende naringsstatus (vakuolisering), tecken pa forfettning (forekomst av
forkrympta/uttryckta karnor, steatos, fettnekroser), inflammation, parasiter, degeneration eller
nekros, blodningar, tecken pa cellsvullnad samt forekomst av tumarer eller cellforandringar som
kan vara begynnande tumorer.

Forandringar som inte finns fordefinierade i mallen men observeras noteras ocksa, oavsett organ.

Blodutstryk bedéms genom differentialrakning av vita blodkroppar samt undersokning av roda
blodkroppar med avseende pa toxiska forandringar och férekomst av omogna blodceller. I en
“normal” vit blodbild bor lymfocyter utgora >80% av de vita blodkropparna, neutrofiler <10%,
trombocyter (blodplattar) <5% och monocyter /makrofager <2%. For att kompensera for
potentiellt stresspaslag i samband med fangst, vilket kan 6ka andelen neutrofiler i blodet, sattes
gransen for normal méngd lymfocyter till >75%. Trombocyter inkluderades inte i rékningen, da de
ibland har en tendens att aggregera och darmed kan utgéra en oproportionerlig del av de vita
blodkropparna.

Databearbetning

For deskriptiv statistisk bearbetning éverfordes data till Stata 15 (Stata Corp., 4905 Lakeway Drive,
College Station, Texas, 77845 USA. Utdver ren deskriptiv statistik anvdandes Wilcoxons
rangsummetest for att undersdka samband. Da endast drag 232, "Nord Stream-draget” inneholl
mer an 10 provtagna torskar, har data fran 6vriga drag klumpats ihop for statistisk bearbetning, sa
tva grupper om 14 torskar (drag 232) samt 12—15 torskar (6vriga drag) jamforts.

RESULTAT

Totalt provtogs 34 fiskar (29 torskar och 5 skrubbskaddor) fran atta drag for SVA:s rakning
(Tabell 1). Provtagningarna genomférdes den 13/10 (drag 226 - 229), 14/10 (drag 232 - 233) samt
15/10 (drag 235 - 236). Dragens geografiska position framgar av Bild HF6. Drag 232 genomfordes
ca 7 nautiska mil (ca 13 km) fran de tidigare gaslackorna. Fran detta drag provtogs 14 torskar.
Resterande fiskar provtogs langre fran platsen for lackorna och utgor referensmaterial for SVA:s
undersokningar. Tralningen hade gjorts pa medeldjup om ca 53 m for drag 232 och 9 — 43 m for
ovriga drag.
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Tabell HF12. Basdata avseende de fiskar som provtagits for SVA:s rakning. Positioner
for dragen aterfinns i kartan (Bild HF6).

Fisknr Art Langd (mm) Vikt(g) Kon Drag nr. Lokalnamn

G101 Torsk 320 255 F 226 51 S Heligholmen

G102 Torsk ... 20 .. 194 F 226 e
(G103 Skrubbskadda 240 131 M 227 50 SE Olands sodra udde
G104 Torsk 180 56 M 228 37 SE Olands sédra

G105 Torsk 200 76 M 228 ?

G106 Torsk 0 42 F 28 e
G107 Torsk 360 376 M 229 35 SE Utlangan

G108 Torsk 380 340 F 229 ?

G109 Torsk 330 228 M 229 ”

G110 Torsk 310 260 F 229

G111 Torsk 170 58 F 229 ?

G112 Skrubbskaddda 260 188 M 229 »

G113 Skrubbskadda 330 394 F 229 ”

G114 Skrubbskadda 260 172 M 229 ?

G115 Skrubbskadda 280 201 M 229 e
G116 Torsk 300 178 M 232 30 NE Fredrikso

G117 Torsk 310 216 M 232 ?

G118 Torsk 280 132 M 232 ”

G119 Torsk 250 96 M 232 ?

G120 Torsk 285 156 M 232 ?

G121 Torsk 330 290 F 232 ?

G122 Torsk 270 150 M 232 ?

G123 Torsk 270 157 M 232 ?

G124 Torsk 330 226 M 232 ?

G125 Torsk 260 150 M 232 ?

G126 Torsk 270 145 M 232 ?

G127 Torsk 270 118 M 232 ”

G128 Torsk 300 152 F 232 ?

6129 Torsk 50 107 M2 232
G131 Torsk .3 280 .. 140 F . 233 23ENEGrisby ...
G132 Torsk 450 768 F 235 3 NE Hammerodde

G133 Torsk 430 495 M 235 ?

G134 Torsk 30 432 F 235 e
G135 Torsk 380 396 M 236 8 E Baskemodlla
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Bild HF6. Positioner for de drag (start- samt slutpunkt) inom BIASQ4 varifran
SVA fatt material for undersokning. Stjarnorna anger positioner for lackorna pa
Nord Stream 1 & 2 enligt underlag fran Havs- och vattenmyndigheten. BY4 och
BYS5 ar tva av SMHI:s matstationer for bland annat vattentemperatur och
fytoplankton. Kartunderlag fran https://rl.se/rt90

Samtliga torskar var relativt sma, mellan 170 och 450 mm. Det fanns ingen signifikant
storleksskillnad mellan dragen (drag 232: median 275 mm, min 250, max 330 mm, ¢vriga drag:
median 320 mm, min 170mm, max 450 mm; Wilcoxon rangsummetest Z-1.4, p>0.05).

Bed6mning av fotografier
Samtliga 6versiktsbilder var av bra kvalitet och kunde bedémas noggrant. Bilderna av gélar var
svara att bedéma pa detaljniva, men en dversiktlig bedémning av farg och forekomst av tydliga
forandringar kunde goras.

En torsk (drag 232) hade hudblédningar/smasér pa buksidorna (Bild HF7A). Atta torskar, fem
fran drag 232 och tre fran dvriga drag, hade utstdende 6gon (exoftalmi), varav tva (drag 226) aven
hade framfall av urinblasa och kénsorgan genom kloaken (Bild HF7B).

Inga tydliga patologiska forandringar noterades pa galarna. Fargen varierade men mest sannolikt
beroende pa olika tidsspann fran dod till fotografering. Nagra fiskar hade bleka spetsar pa
galfilamenten eller enstaka filament med stas/blédningar.

For en skrubbskadda hade levern fotograferats. Organet hade blodningar och sdg ut att vara
sonderfallande (Bild HF7C).
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A)

9)

Bild HF7. A) Torsk med sma hudblédningar/sar. Glarna har fin farg. B)
Torsk med kraftig exoftalmi samt framfall av romsacken. C) Sénderfallande
lever med omfattande blédning, skrubbskadda.

Histopatologisk och cytologisk bedémning

Skrubbskaddornas organ har bedémts men inkluderas inte i denna rapport da det inte fanns nagra
skrubbsk&addor provtagna i drag 232, och histopatologiska fynd inte kan likstéllas mellan arterna
p.g.a. olika livsmiljoer, féda med mera.

Gdlar

10 galfilament som efterfixerats i etanol direktmikroskoperades men inga uppenbara forandringar i
form av gasbubblor (se Bild HF5) eller hyperplasi noterades. Darfér genomfoérdes enbart en
noggrann kontroll av histopatologiskt preparerade gélar.

En sammanstallning per individ 6ver histopatologiska fynd pa galarna finns i Tabell HF13. Tre
individer (G106, G108 samt G111) hade galar utan onormala fynd.
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Den totala sjuklighetspoéngen for gélar var hogre hos fisken i drag 232 (median 8.66, SD 9.25)
jamfort med ovriga torskar (median 2.63, SD 3.75), Wilcoxon rangsummetest Z -2.40, p<0.05.

Akuta férandringar

Inga akuta patologiska forandringar noterades, daremot noterades férekomst av akuta postmortala
forandringar i form av epitelcellsknoppning och avlossning, eller avlossning av basalmembranet
fran kapillarkolumnen hos ett antal fiskar.

Subakuta forandringar (dagar till nAgon vecka)

Ihoppackning av kapillarkolumnen (eng. pillar column), fortsattningsvis kallas forandringen wire-
loops, med sammansméltning av epitelet som en séack runt, noterades ocksa hos ett antal individer.
Wire-loops var av varierande grad, fran mild till hela sekundarlamellen (Bild HF8A-C) samt fran
mindre omraden av ett gélfilament till mer an 50%. Enstaka individer hade mild hyperplasi av de
drabbade sekundarlamellerna. Bade antalet individer med wire-loops samt graden av ihoppackning
var signifikant hogre hos torsken fran drag 232 (median 0.12, SD 0.19) an fran de andra dragen
(median 0, SD 0.10), Wilcoxon rangsummetest Z -2.22, p<0.05.

En 6kad mangd slemceller, oftast ldggradig pa sekundarlamellerna noterades hos ett antal
individer (Bild HF8D, E). Forandringen var associerad med hyperplasi i vissa fall men férekom
utan samtidig hyperplasi hos andra torskar. Det fanns ingen skillnad i 6kad forekomst av slemceller
mellan torsken fran drag 232 och 6vriga torskar.

Nagra torskar hade ocksa forekomst av bakteriell infektion (epiteliocystis), i alla fallen enstaka
cystor pa ett eller ett par filament. Hos tva torskar noterades jatteceller i kryptorna mellan
sekundarlamellerna (Bild HF8D). Detta ar typiskt for herpesvirusinfektion orsakad av Gadeid
herpesvirus-1 (GaHV-1).

Kroniska forandringar

Forekomst av parasitinfektion noterades hos ett antal torskar. Hos sju torskar noterades xenom
med amorf massa (oidentifierade parasiter), och hos fem torskar sdgs mikrosporidiecystor
och/eller xenom (sannolikt Loma morhua, Bild HF8F). Tva fiskar fran drag 232 hade massiv
infektion med mikrosporidier.

Hyperplasier (vavnadstillvaxt) forekom hos 15 torskar. Hyperplasierna var oftast av mild grad men
kunde involvera stora delar av den gélbit som undersoktes. Massiv hyperplasi sags hos torskar med
mikrosporidios da det fanns stora xenom-bildningar samt granulom med degenererade
mikrosporidiexenom, vilket indikerar att infektionen pagatt en langre tid. Det fanns ingen
signifikant skillnad i graden av kroniska féorandringar mellan torsken fran drag 232 och 6vrig torsk.

46



A) B)

'
P ad
<) D)
AN
AN
y

- 4

E)

Bild HF8. A) Tva gélfilament med kraftig wire-looping av sekundarlamellerna. B) Narbild
av mattlig wirelooping med begynnande sammansmaltning av epitel (pilar). C) Lindrig
wire-looping, torsk provtagen 2018. D) Riklig forekomst av jatteceller, infekterade med
herpesvirus (pilar), samt mattlig forekomst av slemceller pa sekundarlamellerna.

E) Lindrig-mattlig hyperplasi av sekundarlameller samt intralamellar vavnad. Mattlig
forekomst av slemceller pa sekundarlamellerna (svart pil). F) Kraftig forekomst av
mikrosporidiexenom, granulom efter degenererade xenom samt mattlig-kraftig hyperplasi.

Njure

Prov fran njure saknades fran tre torskar, i stéallet var gaskortel av misstag provtagen. En
sammanstallning per individ 6ver fynd i njurarna finns i Tabell HF13. Den totala
sjuklighetspoangen for njure var hogre hos fisken fran drag 232 (N=14, median 186.4, SD 67.5) &n
fisken fran 6vriga drag (N=12, median 134.4 SD 60,9), Wilcoxon rangsummetest Z 2.06, p<0.05.
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Akuta férandringar

Akut degeneration av tubuli (akut nefros, Bild HF9A) observerades hos totalt 22 torskar, varav
samtliga 14 torskar fran drag 232 hade degeneration till nagon grad. Skillnaden var signifikant,
med mer omfattande degeneration hos torsken i drag 232 (median 90, SD 48.5) dn hos 6vriga
fiskar (median 10, SD 37.8), Wilcoxon rangsummetest Z 3.19, p<0.01.

Subakuta till kroniska férandringar

Forekomst av olika foréandringar i glomeruli noterades i form av 6dem i kapseln, kompakta
glomeruli eller i princip uppl6sta glomeruli. Det fanns inga tecken i tubuli pa akuta skador i
glomeruli. Endast hos tva fiskar bedémdes samtliga glomeruli som normala. Det fanns inga
statistiska skillnader mellan torsken i drag 232 och 6vriga torskar.

Regeneration av tubuli noterades i nagon grad hos samtliga torskar utom en. Det fanns inga
statistiska skillnader mellan torsken i drag 232 och 6vriga torskar Den torsk som inte hade nagra
regenererande tubuli hade generellt mycket fa nefron, glomeruli som inte sag ut att vara kopplade
till ett tubulisystem samt hyalina avlagringar i de fa glomeruli och tubuli som fanns.

Makrofagcentra observerades i varierande grad men hos samtliga torskar. Det fanns ingen skillnad
i mangden makrofagcentra mellan torsken i drag 232 och 6vriga torskar.

A)

B) C)

Bild HF9. A) Omrade med fattande degeneration av tubuli.

Normala tubuli (svart pil) och regenererande nefron

(kraftigt lila, gul pil) ses i anslutning till skadan. B) Tubuli

med massiv coccidieinfektion. C) Parasitart granulom i

anslutning till tubuli.
Parasiter och/eller parasitgranulom i interstitiet noterades (Bild HF9C) hos 11 torskar. Hos tva
torskar noterades coccidier i tubuli. Den ena torsken hade ett par coccidier i tubulilumen utan
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tecken pa infekterade tubuliceller, medan den andra hade en massiv infektion av coccider i olika
livsfaser och med total destruktion av det infekterade epitelet (Bild HF9B).

Lever
Inga tecken pa sjukliga forandringar utéver de som normalt kan forvantas och observeras hos torsk

i samband med var 6vervakning (exempelvis fettdegeneration, parasitforekomst) noterades.
Darmed har ingen statistisk bearbetning av data gjorts.

Blodutstryk
Blodutstryk saknades fran en individ fran hal 232. En oversikt 6ver fordelningen av olika fynd per
torsk finns i Tabell HF13.

Roda blodkroppar

Hos samtliga torskar beddmdes de mogna réda blodkropparna normala och det fanns inga tecken
pa toxisk paverkan. Férekomst av omogna stadier av réda blodkroppar (>1% av cirkulerande roda
blodkroppar) noterades hos atta torskar, varav tre fran hal 232. Andelen proerytrocyter var da 2 -
5%. Enstaka erytroblaster noterades hos en av dessa torskar samt hos en torsk som hade enstaka
proerytrocyter.

Vita blodkroppar

Lymfocyter utgjorde 73 — 100% av den riaknade fraktionen vita blodkroppar. Ovriga blodkroppar
utgjordes av monocyter, inklusive den aktiva formen makrofager utom hos tva torskar dar dven
enstaka neutrofiler noterades. Makrofager noterades i den rdknade fraktionen hos tolv torskar, och
utgjorde da 1 — 9% av den totala mangden vita blodkroppar. Fem torskar hade forekomst av
omogna lymfocyter (prolymfocyter) i blodet, dar dessa utgjorde 1 - 4% av den rdknade fraktionen
vita blodkroppar (tva torskar fran hal 232, tva torskar fran andra hal), samt 62 och 66% av den
bedomda fraktionen vita blodkroppar, dar bada torskarna kom fran hal 232. En av de tva senare
torskarna var den torsk som hade hudblédningar, medan den andra torsken inte hade nagra yttre
tecken pa sjukdom.
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Tabell HF13. Fynd pa gilar, njure och blodutstryk fran torsk provtagen inom BIAS for SVA:s rakning. Graskuggat omrade representerar torskar fran
provtagningspunkten nirmast Nord Stream-ldackorna. Skala for forekomst: (+) enstaka, +=lindrig, ++=mattlig, +++=riklig/kraftig, +++=mycket

riklig/kraftig.
Galar Njure Blod
Parasiter % % % Pro- % Pro-
bakterie (E) % glomerulimed Degeneration Regeneration interstitiellt (1) lymfocyter¢ monocyter¢ lymfocyter ¢ erytrocyterd

Fisknr  slemceller ~Wire-loops Hyperplasi virus (V) ® Parasiter fordndring tubuli tubuli MMC tubulart (T)

G101 + Njure saknades 76 24
L . Niure saknades il I e 3o
G104 E(+) Njure saknades 81 19

G105 V+ 28 + ++ + I+ 99

G106 46 ++ ++ + 92
‘6107 O 2 T T 92 g T
G108 61 + ++ 73 27 3 2

G109 + 11 +++ ++ | ++ 92 8 2 5

G110 (+) + 10 +++ + ++ 96

G111 0 +++ ++ ++ 85 15
‘G T Parasitenom + T T T T T 93 ] 7
G117 ++ E (+) 35 ++ +++ ++ 96 4

G118 ++ +++ 59 +++ + ++ 1+ 93 7 66 3

G119 ++ +++ + Parasitxenom + 48 +H++ ++ ++ | ++ 100 0

G120 + (+) 16 + +++ +++ | +++ 96 4 62

G121 ++ 56 +++ + + T ++++ 93 7

G122 + (+) 43 +++ + + | + 89 11 2

G123 ++ +++ + Mikrosporidier +++ 3 +++ + ++ 96 4

G124 ++ + 4+ Mikrosporidier ++++ 2 ++ + ++ 90 10

G125 ++ (+) Parasitxenom + 5 ++ ++ ++ 94 6

G126 {5 + + Parasitxenom + 0 +++ ++ ++ 80 20

G127 + + Mikrosporidier ++ 18 +H++ ++ ++ 84 16 4 2

G128 (+) +++ Mikrosporidier + 17 +++ + +++ Blodutstryk saknades
R . S S FRIEETs . 0. S S s S i1 LS. I LIS
G131 + V +++ 11 + ++ 82 18

G132 + + + Parasitxenom + 27 ++ ++ 89 11

G133 ++ ++ Mikrosporidier + 32 + +++ 96 4

G134 ++ + + 36 + + I+ 75 25 3
‘G135 LT T Parasitenom + 3 T « T T Cerer 86 1T, 2

a Epiteliocystis; b jatteceller, forekommer vid herpesvirusinfektion; ¢ % av 1oo raknade vita blodkroppar, kolumnen monocyter inkluderar dven makrofager;
4% av 100 rdknade roda blodkroppar
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DISKUSSION

Inte bara tiden fran exponering, utan dven vattentemperaturen paverkar den hastighet
vavnadsskador laker av hos fisk. Detta beror pa att fiskens kroppstemperatur &r densamma som
vattnets. Vid vintertemperaturer (runt O - 5°C) ar fiskens metabolism mycket lag och
immunforsvaret nedgraderat, medan temperaturer runt 20°C innebar en for manga arter i vara
svenska vatten maximal metabolism med snabba immunreaktioner. Vattentemperatur fran
omradet (Data fran SMHI, https://sharkweb.smhi.se/hamta-data/) har hamtats for omradet.
Matdata finns for den 18 september och den 21 oktober. Den 18 september var vattentemperaturen
ca 17°C vid ytan och ca 8°C pa 80 meters djup, med ett kéldstrak pa 5.5°C vid 40 meters djup pa
station BY4, mellan lackorna och Bornholm. Den 21 oktober finns data fran 30 NE Frederikso, den
position som anges for drag 232. Déar var da yttemperaturen ca 13.5°C och temperaturen pa 70 m
djup ca 7.8°C. Temperaturen har darmed varit relativt 1&g, vilket innebér att det sannolikt ar ett par
dagars fordrojning i tid fran exponering till att skador borjar laka av, jamfort med de standardtider
som anges for ca 20°C (Ferguson, 2006). Da BIAS-provtagningen genomfordes tva och en halv till
tre veckor efter sabotaget och lackan hade upphort en och en halv till tva veckor innan
provtagningen ar det relevant att leta efter subakuta till tidiga kroniska férandringar i organen.

Exoftalmi ar en klassisk forandring vid akut gasblasesjuka. Férandringarna ar vanligt
forekommande pa fisk som tas upp snabbt fran djupt vatten, och motsvarar var dykarsjuka, dvs
gasembolier uppstar i blod och vavnader pa grund av gasdvermattnad nar trycket forandras snabbt
(gasen hinner inte ventileras ut). De fall av exoftalmi som noterades har bedéms vara relaterade till
fangsten.

Subakuta forandringar (wire-loops) som inte kunde forklaras av uppenbar férekomst av patogener
(virus, bakterier eller parasiter) noterades i hogre grad pa galarna hos torsk fran drag 232 an hos
ovriga torskar. SVA har tidigare sett forandringen men i mycket lag grad (Bild 4C). Méanga av
galarnas och njurarnas svar pa exponering for fysikaliska och kemiska forandringar, toxiner eller
patogener ar generella. Det innebar att man utifran forekomst av till exempel akut degeneration av
epitelceller pa sekundarlamellerna eller 6kad mangd slemceller pa gélarna inte kan avgéra vad som
orsakat 6kningen. Wire-looping av kapillarkolumnen beskrivs med en mening i Ferguson (2006)
och da kopplat till infektionen BKD som drabbar laxfisk, och sannolikt orsakad av bildningen av
antigen-antikroppkomplex. Ursprungsreferensen har inte gatt att aterfinna, da den inte finns med i
texten och inte gar att uttyda av kapitlets referenslista. Det har inte heller gatt att hitta andra
beskrivningar av denna forandring som f6ljd av infektiosa tillstand. Syrebrist som inte ar direkt
dodande orsakar en relativ tillvaxt av sekundéarlamellerna, genom den interlamelléara véavnaden
minskar i omfattning for att 6ka den syreupptagande ytan pa sekundarlamellerna (Sollid et al.,
2003). Experiment med syrebrist har visat att sekundarlamellerna ocksa kurvar sig for att 6ka ytan
for syreupptag (Bagherzadeh Lakani et al., 2013; Li et al., 2022). Wire-looping till den grad att
lamellerna packas och epitelet minskar i yta, vilket noterades har, astadkommer motsatt effekt da
ytan som kan ta upp syre minskas. S-liknande kurvning noterades hos manga fiskar men noterades
inte som en forandring savida det inte dvergatt i nagon grad av packning.

Det kan inte uteslutas att syrebrist &r orsak till de forandringar som observerades i det undersokta
materialet och att sekundarlamellerna hos vissa fiskar kurvats s& hart att sammansmaltningar i
stallet har skett. Det kan inte sékerstéllas att fordandringarna orsakats av att metan trangt undan
syre i vattnet, men det kan inte heller uteslutas. Ostersjon har ett antal syrefattiga omraden, och
forandringarna kan vara orsakade av en allméant syrefattig miljo. Nagot som talar for detta ar att
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torskar utanfor omradet uppvisade liknande férandringar och att det ocksa i lag grad noterades
aven 2018.

Den akuta vavnadsdegeneration som observerades i njuren ar relativt ospecifik, det vill sdga den
kan orsakas av syrebrist eller olika giftiga substanser, t ex algtoxiner och uppstar inom timmar till
dagar efter att fisken exponerats, beroende pa exponeringens omfattning i tid och koncentration.
Forandringarna bor darmed inte vara relaterade till Nord Stream-lackorna éven om
galférandringarna skulle vara det. Enligt SMHI:s algrapport for oktober -22 (algsit22_10.pdf
(smhi.se)) forekom ett antal olika fytoplankton vid matstation BY5, strax soder om drag 232 vid
maétningen 21 oktober, dvs cirka en vecka efter BIAS. Ingen av de detekterade arterna var dock
potentiellt giftig. | rapporten for september (algsit22_9.pdf (smhi.se)) noteras dock hég forekomst
av den potentiellt giftiga arten Prorocentrum cordatum samt viss forekomst av ytterligare tva
potentiellt giftiga arter vid méatningen den 18 september. Det ar darfor inte omojligt att giftiga
fytoplankton funnits i omradet under veckan innan provtagningarna, och att algtoxiner orsakat
njurskadorna.

Njurens nefron har en bra lakformaga. Sa lange membranet som tubulicellerna faster till ar intakt
kan nya epitelceller borja bildas inom 1 - 2 veckor beroende pa vattentemperatur. Njuren kan ocksa
nybilda nefron aven hos vuxen fisk, och hog férekomst av nybildade nefron hos vuxen fisk indikerar
att njuren varit utsatt for skada. Nybildningen pabdrjas runt 2 — 4 veckor efter en skada. Vi
noterade en mattlig till kraftig nybildning hos manga torskar, men det fanns ingen signifikant
skillnad mellan de tva grupperna, varfor en kraftig nybildning inte kan kopplas till skador orsakade
av Nord Stream-lackan. Torskens storlek var relativt liten, men i tidigare provtagning i samma
omrade (SVA 2022) var torsk pa ca 400 mm 7 ar enligt aldersbestamning (otoliter). Detta innebar
att nybildningen i denna understkning inte torde kunna héarledas till att torsken ar ung och har en
njure under tillvaxt.

Viss regeneration av roda blodkroppar noterades, men inte pa en sadan niva att en foregadende
process med nedbrytning av roda blodkroppar eller annan orsak som kraver tkad blodbildning kan
misstankas. Aven den vita blodbilden bedémdes i stort som normal. Férekomsten av monocyter var
hogre &n vad som anges som standard, men detta noteras aven vid provtagningarna BITSQ1
(Ostersjon) och IBTSQ3 (Vasterhavet) som SVA deltar i. Cytoplasman i torskens och skaddornas
vita blodkroppar tar generellt upp mycket farg och det kan darfor paverka bedomningen
(neutrofiler tar generellt upp extremt lite farg i cytoplasman). Olika fargningar har testats utan
annat resultat, och for laxblod som fargas med samma metodik finns inga problem att identifiera
neutrofiler. Tva torskar hade extremt mycket prolymfocyter, vilket indikerar en padgaende infektion
som kraver antikroppbildning.

Ett drag varade ca 30 minuter, darefter tog det ca 30 min innan tralen var tomd. Fisken skulle
darefter sorteras innan fisk for provtagning erhalls och samtliga prover fran ett drag togs ut innan
de fixerades, d& formalinhantering av arbetsmiljoskéal méste genomforas i ett speciellt laboratorium
med dragskap. Det ar inte omgjligt att en fordrojd tid fran dod till fixering av organen lett till att
vavnader som ar kansliga for syrebrist, borjat degenerera. Tecken pa postmortal degeneration sags
i galarna, dar sddana forandringar satter in redan runt dodsogonblicket.

Det ar viktigt att betanka att provtagningarna genomforts ca 7 nautiska mil (ca 13 km) fran
lackorna. Aven om detta inte &r n&got gigantiskt avstand finns inga belégg for att de provtagna
fiskarna befunnit sig narmare lackorna an sa under den aktuella tidsperioden. Matningar av
metangasmattnad i vattnet har inte heller kunnat géras da SMHI, som deltog i BIAS, saknade
utrustning for detta. Om metangas funnits i vattnet pa det avstandet fran lackorna ar det sannolikt
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i laga halter, sannolikt sa laga att det inte inverkar pa fiskens hélsa, vilket ar i linje med att inga
uppenbara fynd som kan relateras till en paverkan fran lackorna kunde pavisas. Fisk som befunnit
sig i direkt anslutning till lackan har sannolikt paverkats kraftigt, bade av sjalva detonationen och
den gasdvermattnad som skapats. Fisk som inte skadats dodligt/allvarligt av tryckvagen har
sannolikt flytt frdn omradet, da fiskar har ett valutvecklat luktsinne vad géller gaser. Det ar
sannolikt att fisk i hunnit paverkas till viss grad dven av gasévermattnaden, men radien for en
negativ halsoeffekt pa de olika fiskbestanden kan inte utredas fullstandigt. Pa sidan Gas impact on
fish and other marine organisms (offshore-environment.com) star att vid studier av gasolyckor i
Asovhavet uppmattes metangashalter pa 4-6 mg/L i direkt anslutning till lackan, 0.07 — 1.4 mg/L
200 m fran lackan och 0.35 mg/L 500 m fran lackan i vindriktningen. Ingen nedre grans for
paverkan pa hogre marina organismer (t.ex. fiskar) anges pa denna sida, som ar ett utdrag ur boken
“Environmental impact of the Offshore Oil and Gas Industry”, av Stanislav Patin. SVA har inte
tillgang till boken och fullstandiga referenser anges inte pa sidan, varfor det inte gatt att spara
ursprungsartiklarna.

SLUTSATS

Inga bevisat negativa halsoeffekter kopplade till gaslackorna pa Nord Stream 1 och 2 har pavisats i
de provtagna fiskarna. For att bedéma om de férandringar som noterades pa géle ar orsakade av
lackorna eller en potentiell infektion, samt for att undersoka eventuella langsiktiga effekter av gal-
och njurférandringarna bedémer SVA att vi behover folja upp torskarnas halsa med avseende pa
gale och njure under SVA:s standardiserade provtagning av torsk (BITSQ1, IBTSQ3) atminstone
under 2023.
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Undersokningar fran SLU:s kustprovfiske i Han6bukten 2022

SAMMANFATTNING

SLU:s Kustfiskelaboratorium genomfor arligen provfisken pa ett antal stationer langs den svenska
kusten. SVA:s akutmedel anvands sedan 2019 fér insamling, preparering och histopatologisk
beddmning av vavnader fran sjuk fisk som samlas in under SLU:s djupstratifierade provfiske med
nordiska kustoversiktsnat i Hanobukten under hosten. Tanken ar att fa en arlig uppféljning pa
fiskhalsan efter SVA:s och HaV:s regeringsuppdrag 2014 — 2018, samt SVA:s pilotprojekt avseende
fiskhélsa som genomfordes i samband med SLU:s kustprovfisken 2018 (HaV, 2018; SVA, 2016;
SVA, 2019). Resultaten rapporteras i SVA:s arsrapporter till HaV (Arsrapporter vildfisk - SVA)
Fran 2022 ars provfiske kom prover fran en torsk och fyra skrubbskaddor. Hos torsken pavisades
den bakteriella infektionen vibrios och hos skrubbskdddorna mikrosporidios samt kronisk
glomerulinefrit.

MATERIAL OCH METODER

Prover for histopatologisk analys togs fran inre organ pa skrubbskéadda och torsk, samt fran hudsar
pa torsk och vitling. Organbitarna konserverades i formalin och skickades till SVA. Proverna
preparerades rutinmassigt for histopatologisk beddémning (se avsnittet Histopatologi och cytologi,
sidan 13). Lasning gjordes i ljusmikroskop vid 40 — 1000 x forstoring.

Prover for bakteriologisk analys togs fran hudsar eller njure och stacks till agarrér innehallande
marinagar eller blodagar. Vid ankomst till SVA stroks proverna om till plattor med motsvarande
agar och inkuberades vid 20°C i max sju dagar innan slutavlasning gjordes.

RESULTAT
Fran SLU:s provfiske i Hanobukten hosten 2022 skickades prover fran och foton pa en torsk och
fyra skrubbskaddor.

Torsk

Foton av torsken visade multipla smasar av kronisk (éldre) typ éver hela kroppen. Bakteriologisk
analys av prov fran njure pavisade Vibrio anguillarum serotyp tva. Histopatologisk analys av
fixerade hudsar bekraftade att saren inte var farska. Saren var kraftigt infiltrerade av vita
blodkroppar och huden var fortjockad i sdromradet. Inflammationen strackte sig ner till de évre
delarna av underhuden.

Skrubbskadda
Ett foto visade en skrubba med en vitprickig tarm, sannolikt parasitgranulom. Ovriga tre skrubbor
hade svullen njure, nagot som observerats under de senaste arens provfisken.

Histopatologisk undersékning visade att skrubban med prickig tarm hade massiv forekomst av
mikrosporidie-xenom i tarmvaggen. Xenomen var i olika stadier, allt frdn opaverkade med en tunn
kapsel runt till helt granulomomvandlade med ett fatal eller inga mikrosporidier kvar. Den
omgivande vavnaden var kraftigt inflammerad. Tarmens epitel var relativt intakt, med enstaka
vakuoler innehallande mikrosporidier (sannolik frisattning snarare an ny infektion), medan
tarmludds-strukturen var helt férlorad. De svullna njurarna visade kraftig paverkan. Organets
grundstruktur kunde fortfarande ses, men nefronen (de urinfiltrerande enheterna) var paverkade
av langt gadngen inflammation (kronisk glomerulinefrit). I en njure férekom fortfarande ca 1/3-1/2
normala nefron, i en njure noterades enstaka normala nefron och i den sista aterstod bara ett par,
kraftigt paverkade nefron. De sjuka nefronen var mattligt-kraftigt infiltrerade av vita blodkroppar
eller helt degenererade och enbart ett inflammatoriskt fokus kvarstod.
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Bakteriologiskt prov hade tagits fran de svullna njurarna. Hos en av skrubborna pavisades en
Aeromonas sp. i blandflora, hos 6vriga ospecifik blandflora.

BEDOMNING/DISKUSSION

Vibrio anguillarum &r en patogen som forknippas med sarbildning och allmaninfektion hos fisk.
Symptombilden och i kombination med att bakterien pavisades i torskens njure gor att vi kan saga
att bakterien sannolikt ar orsak till srbildningen. Osakerheten ligger i att blandflora forelag, men
proverna inkom ett par manader efter att de tagits, vilket innebar att andra, mer langsamvéxande
bakterier ocksa kan hinna véxa till.

Skrubban med tarminfektion bor ha haft en forsamrad tarmfunktion, pa grund av den kraftiga
inflammationen samt att mikrosporidierna tar mycket plats och férstor tarmens grundstruktur,
aven om epitelet i sig var relativt opaverkat.

Skrubborna med infektion i njuren har i stort eller helt forlorat den urinbildande formagan utifran
bilden pa de organbitar som undersoktes. | brackt/salt vatten blir nefronens betydelse mindre, da
fisken inte behdver gora sig av med vatten for att halla kroppens osmotiska balans, och njuren har
en formaga att regenerera nefron. Det ar dock oklart hur latt en s& pass omfattande infektion kan
lakas av, och det fanns heller inga tecken pa att njuren holl pa att regenerera nefron for att ersatta
de som forstorts. Den Aeromonas sp. som pavisades fran en av dessa skrubbor bedéms inte vara
orsak till sjukdomen. Orsaken till férandringarna torde vara infektiés, men hittills har ingen
patogen konsekvent pavisats i nagon av de skrubbor som undersokts sedan 2020.
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Rapportportalen

Under 2022 inkom en rapport om havslevande fisk. Den kom fran Helgeans utlopp (Skéne) och
handlade om massdéd av plattfisk. Den art som rapporterades var rédspatta. En fisk, som visade
sig vara en skrubbsk&dda, skickades in fér undersdkning men var redan uréten av asatare och
dodsorsak kunde inte bedémas.
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Del 2.
Anadrom fisk

SAMMANFATTNING

Overvakningen av anadrom fisk fokuseras for narvarande pa laxfiskar, och da framst lax. Aven
Vanerns lax- och havsoringbestand inkluderas i 6vervakningen &ven om de inte ar sant anadroma
da de bara vandrar i sotvatten.

Parasiten Gyrodactylus salaris, eller laxdjavul, évervakas pa laxungar i vastkustmynnande
vattendrag. Misstankta G. salaris fran vattendrag dar parasiten inte tidigare visats, eller i tidigare
oinfekterade provtagningspunkter i vattensystem déar parasiten férekommer, artbestams med
molekylargenetisk teknik. Detta gors da morfologiskt lika men inte lika patogena arter
forekommer. 1 Orekilsalven, Stromsan, Anrésén och Savean, dar de tre forsta ligger inom
buffertzonen norr om Gota alv och dar G. salaris hittills inte pavisats, var samtliga laxungar
negativa, medan parasiten pavisades i samtliga provtagna vattendrag séder om Savean. | nagra
provtagningspunkter var samtliga laxungar infekterade. | Atran/Hogvadsén forefaller
infektionstrycket av G. salaris ha minskat och Savean har varit negativ for parasiten de senaste tva
aren.

Under 2020 borjade SVA bygga upp en halsodvervakning av lekvandrande fisk och da framfor allt
lax, da problem med sjukdom och dodlighet pa nystigen fisk forekommit i Ostersjoélvar sedan
2014. Aven under leksasongen forekommer sedan 2014 relativt omfattande problem med
svampangripen lax och 6ring. Sedan 2017 forekommer aven i Vanerns laxpopulationer
(Gullspangs- och Klaralvslax) och i vastkustmynnande vattendrag. Det finns en méngd potentiella
faktorer som kan samverka till problemen och det ar fortfarande oklart vilka som ar signifikant
bidragande. Fokus sedan 2020 har darfor varit att samla in prover for vidare forskning sa att
relevanta faktorer att 6vervaka kan identifieras. Utéver detta utvarderas inventering av lekstréackor
och manga kompensationsanlaggningar bidrar genom att besvara ett formular avseende
avelsfiskens halsa. Dessa tva insatser innebar att &ven havséringens halsa kan 6vervakas aktivt.

Forutom den aktiva 6vervakningen av laxungar och atervandande lax sker passiv 6vervakning via
rapportportalen, vilket ocksd mojliggor akuta provtagningsinsatser eller planering av
provtagningsinsatser om behov identifieras. Enstaka fall av intresse kan ocksa plockas in pa
akutmedel. Under 2022 fortsatte metodutvecklingen avseende Saprolegnia spp., de algsvampar
som orsakar svampangreppen pa lax och éring. En metodik for att bestimma genetisk variation (7
gens-MLST (Multi-Locus Sequence Typing)) anvands och visar intressanta resultat.

For nejondgon finns ingen aktiv évervakning utan enbart passiv 6vervakning via rapportportalen
och andra kontaktvagar samt mojlighet att ta in fisk pa akutmedel.

INTRODUKTION

Anadrom fisk i svenska vatten inkluderar laxfiskar, framfor allt lax (Salmo salar) och havsoring
(S. trutta) samt nejondgon (havsnejondga (Petromyzon marinus) och flodnejondga (Lampreta
fluviatilis). Laxfiskarna, framfor allt laxen, har en pagaende halsoproblematik som visar sig genom
ett antal sjukdomssymptom och darfor fokuserar halso6vervakningen pa denna art och till viss del
pa havsoring.

M74 &r ett syndrom dér laxyngel drabbas av tiaminbrist till foljd av att honan inte kan féra 6ver
tillrackligt stora mangder tiamin till rommen. Dédligheten ar hég men syndromet kan undvikas
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genom tiaminbadning av rom och yngel. Det finns ocksa referenser pa att oxidativ stress och brist
pa antioxidanten astaxanthin bidrar till syndromet. M74-l4get i Sverige dvervakas av SLU:s
sOtvattenslaboratorium, Drottningholm.

Gyrodactylus salaris &r en monogen parasit som anses endemisk i vattendrag som mynnar i
Ostersjon och som inte vallar direkta problem for Ostersjolaxungar (Salmo salar). Atlantlaxen,
som aven den tillhor arten S. salar, ar daremot kansligare och parasiten kan valla stora problem for
laxungarnas halsa. Forsta gangen parasiten pavisades i ett vastkustvattendrag var 1989 (Savean).
Endast ett fatal laxforande vattendrag langs vastkusten anses numera fria. Arlig 6vervakning av
parasitens forekomst har skett i SLU:s regi men fran 2020 har SVA ansvar for évervakningen.

Halsosituationen for atervandande lax i Ostersjovattendragen har varit problematisk sedan 2014,
da rapporter om UDN-liknande skador, hudblédningar pa buken, sar, fenskador och svamp-
angrepp borjade komma fran flera vattensystem. Problemen avtar pa sensommaren, men sedan
okar svampangreppen igen under perioden runt lek och dar drabbas saval lax som havsoring.
Hostliga svampangrepp har forekommit i de vastkustmynnande vattendragen och
Klaralven/Vanern ungefar lika lange som i Ostersjo-vattendragen, och de senaste aren har dven
hudblédningar och svamp rapporterats pa nystigen lax i Klaralven. Syndromet med hudblédningar
foljt av svampangrepp doptes till Red skin disease (RSD) vid en internationell workshop i Oslo i
november 2019. SVA pabdérjade pa uppdrag av HaV undersokningar av problematiken 2016 och ny
provtagning genomférdes 2018. Provtagningarna har gjorts i samverkan med bland annat Finska
Livsmedelsverket (Ruokavirasto), Goteborgs universitet (GU) och SLU i Umea. Ingen specifik
patogen har kunnat pavisas, men det finns misstanke om férekomst av svaridentifierade virus
(SVA, 2017; SVA & Evira 2017). Histopatologiska undersokningar av hud fran omraden med
blédningar 2016 visade likheter med Red Mark Syndrome, en sjukdom som orsakar blédningar/sar
hos regnbage. Sjukdomen har kopplats ihop med sma intracellulara organismer kallade MLO
(Midichloria-like organisms, Metselaar et al., 2020). Méatning av biomarkdrer/fysiologiska
parametrar identifierade rubbningar i nivaderna av skoldkortelhormon i tva vattendrag med synbart
frisk respektive allvarligt sjuk fisk. Det finns ocksa indikationer pa en rubbad nybildning av réda
blodkroppar. Allvarligt sjuk fisk hade héga varden av blodglukos, ett resultat av de processer som
pagick i kroppen (kronisk inflammation, svampangrepp med rubbning av kroppens salthalt). De
prover som hittills analyserats visar inte pa att tiaminbrist skulle vara en bakomliggande faktor.
Det har aven genomforts en fall-kontrollstudie dar tiamin inte hade nagon positiv effekt pa steget
hos MSW (multiple sea winters)-lax, den grupp som vanligen drabbas av RSD (SVA, GU och SLU,
2019).

I samband med de att de forsta undersokningarna pabdrjades 2016 skapades rapportportalen
(https://rapporterafisk.se) for att mojliggora passiv évervakning av laxen genom att allmanheten
kan rapportera in fynd av sjuk, skadad eller dod fisk.

Syfte

For laxungar var syftet att fortsatta 6vervakningen av G. salaris i oférandrad form. For
atervandande lax fortsattes uppbyggnaden av ett halsodvervakningsprogram. Eftersom orsaken till
problematiken inte ar klarlagd l&g fokus pa att samla in prover for vidare forskning. Dessutom
fortsatte utvarderingen av aktiv, icke invasiv dévervakning i form av kontroll av lekstrackor och
avelsfiskens hélsa i kompensationsodlingar. Den passiva 6vervakningen av anadrom fisk via
rapportportalen fortsatte i oférandrad form.
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Overvakning av Gyrodactylus salaris
MATERIAL OCH METODER

Provtagningspunkter

Provtagningen genomfors av Sportfiskarna, region Vast. Provtagning gors i atta vattensystem pa
vastkusten: Orekilsalven (tre lokaler), Stromsan (tva lokaler), Anrasan (en lokal), Saveén (en lokal),
Kungsbackadn (tre lokaler), Rolfsén (tre lokaler), Himlean (tva lokaler) och Atran (sex lokaler).
Anrasan provtas enbart vartannat ar. Stromsan lades till som lokal 2022.

Provtagning

Laxungar samlas in med hjalp av elfiske. Lokalens langd och bredd, avfiskad yta, vatten- och
lufttemperatur, vattenforhallanden (flodestyp, vattennivd) samt bottensubstrat noteras i protokoll.
Infangade laxungar avlivas, vags, mats och konserveras i 95% etanol.

Laboratorieanalyser

Forekomst av Gyrodactylus sp. undersoks under lupp i 40 x forstoring. Antalet parasiter vid/pa
rygg- och brostfena noteras. | mikroskop ar det svart att sékert artbestamma Gyrodactylus. Nedan
anges darfor Gyrodactylus sp. som fynd. For diskussion kring infektionen och dess konsekvenser
anvands dock benamningen G. salaris. Nar haptormaskar upptacks pa laxungar i en lokal dar

G. salaris inte pavisats tidigare skickas de for genetisk analys avseende art och haplotyp till Norges
veterinarinstitut (NVI). Analysen genomférs med konventionell PCR samt sekvensering av internal
transcribed spacer region (ITS) samt cytokromoxidas 1-genen (CO1) enligt den metodik som anges
i OIE:s akvatiska manual.

Databearbetning

For deskriptiv statistisk bearbetning éverfordes data till Stata 15 (Stata Corp., 4905 Lakeway Drive,
College Station, Texas, 77845 USA. Utdver ren deskriptiv statistik anvdandes Wilcoxons
rangsummetest for att understka samband.

RESULTAT

Forekomst av Gyrodactylus sp. i provtagna vattensystem och lokaler

Totalt samlades 164 laxungar in. Antalet laxungar per vattensystem och lokal, medianvarden (min,
max) for langd, vikt, forekomst av laxungar med Gyrodactylus sp. samt medianvarde (min, max)
hos infekterade individer finns i Tabell AF1. Gyrodactylus sp. hittades i samtliga vattensystem
s6der om Savedn medan Savean, Anrdsan, Stromséan och Orekilsélven var negativa. Om p-varden
inte presenteras nedan ar noterade forandringar enbart synbara trender, dvs. ingen signifikans
foreligger.

Totalt var 80 (49%) laxungar infekterade. Den totala prevalensen var darmed nagot hégre &n 2021
(45%) men lagre an 2020 (59%, p=0.052). HOgst prevalens observerades i Himlean, dar samtliga
laxungar var infekterade. Detta ar en synbar 6kning jamfort med 2021 (77%) och prevalensen ar
tillbaka pa nivan som noterades 2020. Lagst prevalens (65%, 15 av 23) foreldg i Rolfsan, dar
prevalensen legat stabilt de senaste tre aren. | Kungsbackaan har prevalensen sjunkit ndgot mellan
2021 och 2022, fran 94% till 84%, och skillnaden mot 2020 var signifikant (84% vs. 100%,
p<0.05). Prevalensen i Atran 6kade drastiskt 2022 jamfort med 2021 (92% vs. 20%, p<0.001) och
aven gentemot 2020 (92% vs. 66%, p<0.01).
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I samtliga infekterade vattendrag forekom infekterade laxungar pa alla lokaler och prevalensen var
100% pa minst en lokal. Lokalerna Hovgarden/Nordan (Kungsbackaan) och Falan (Rolfsan) har
haft 100% prevalens vid samtliga tre provtagningstillfallen (Tabell AF1).

Tabell AF1. Forekomst av Gyrodactylus sp. hos laxungar i 6vervakade vastkustvattendrag 2022
samt jamforande data avseende andel infekterade individer och parasitbérda 2020-2021.

Vattensystem Fiske-  Antal Langd (cm) Vikt (g) Gyrodactylus sp. 2022 Gyrodactylus sp. 2021 Gyrodactylus sp. 2020
Lokal datum lax- median (min, max) median (min, max) Infekterade laxungar  Antal maskar, median® | Infekterade laxungar  Antal maskar, median® | Infekterade laxungar  Antal maskar, median®
ungar Antal (%) (min, max) Antal (%) (min, max) Antal (%) (min, max)
Orekilsilven 20/4 21 12.8 (7.7, 16.5) 16.2 (3.8, 33.5) 0 0 1(5)? 5(5,5)
Munkedalsilven 8 12.4(9.9,16.5)  15.0(7.1, 33.5) 0 0 0 -
Skaret 6 14.1(11.4, 20.3 (103, 0 0 1(17)2 5(5, 5)
15.2) 26.5)
Stenshéljan 7 12.7(7.7,15.1)  14.8(3.8,23.1) 0 0 0
Stromsan 15 11.8 (7.0, 18.5) 0 Ej provtagen 2021 Ej provtagen 2020
Kanotklubben 19/4 4 12.1(10.7, 149 (11.1, 0
18.5) 50.2)
Odegérden/Himmensén  20/4 11 11.8(7.0,13.2) 14.6 (3.6, 17.6) 0
Anrasan 12/4
Kvarndalen 22 8.8 (5.2,13.7) 4.9 (0.8, 19.5) 0 Ej provtagen 2021 0
Savean 21/4
Jonsereds fabriker 11 8.8 (6.5, 9.5) 7.2(2.7,9.4) 0 Ej provtagen 2021 3(19) 1(1,2)
Kahogsbron Ej provtagen 2022 0 - Ej provtagen 2020
Kungsbackaan 28/4 25 8.3(5.6,14.3)  4.5(1.0,23.8) 21 (84) 36 (1, 1100) 29 (94) 64 (2,801) 30 (100) 46 (3, 1030)
Alafors 11 8.2(7.0,9.4) 49(2.7,7.2) 11 (100) 36 (3, 1100) 16 (94) 15 (2, 283) 11 (100) 25 (5, 407)
Hovgarden/Nordan 6 6.7 (5.6, 8.3) 2.3(1.0,4.5) 6 (100) 75 (8, 617) 6 (100) 201 (5, 660) 10 (100) 56 (3, 522)
Algérdsbacka 8 9.0(7.8,14.3) 5.4(4.2,23.8) 4(50) 6.5 (1, 183) 7 (88) 494 (140, 801) 9 (100) 43 (4,1030)
Rolfsan 28/4 23 8.6 (6.9, 16.6) 5.2 (3.1, 34.5) 15 (65) 115 (1, 1184) 19 (68) 86 (1, 626) 16 (64) 179 (1, 1880)
Bosgérden 8 13.1(10.0, 19.0 (8.6, 34.5) 7(88) 714 (187, 1184) 9 (100) 92 (2, 626) 6 (100) 302.5 (25, 1880)
16.6)
F&lan 3 7.5(7.4,11.0) 3.6(3.5,9.2) 3(100) 34 (9, 115) 10 (100) 13.5 (1, 365) 9 (100) 173 (43, 1161)
Island pool 12 8.3(6.9,11.3) 4.1(3.1,10.5) 5 (42) 2(1, 14) 0(0) 1(10) 1(1,1)
Himlean 22/4 10 10.5 (7.5, 15.4) 8.9 (2.9,25.2) 10 (100) 262 (7, 1334) 10 (77) 73.5 (3, 850) 15 (100) 49 (1, 699)
Goingegérden 5 13.2(8.9,15.4)  16.3(5.4,25.2) 5 (100) 116 (7, 1266) 8(73) 71 (3, 245) 9 (100) 139 (7, 699)
On i Rolfstorp Ej provtagen 2022 2 (100) 435 (20, 850) 6 (100) 22 (1, 49)
Kvarngarden 5 8.9 (7.5,11.5) 5.5(2.9,11.1) 5(100) 306 (97, 1334) Ej provtagen 2021 Ej provtagen 2020
Atran 1/11 37 7.7 (5.1,15.1) 3.7 (1.1,27.7) 34 (92) 23 (1, 211) 7(20) 1(1, 28) 53 (66) 8 (1, 830)
Fageredsan 7 6.8 (5.8,11.4) 2.9(1.8,9.5) 7 (100) 49 (1, 146) 4(67) 6(1,28) 8(75) 6.5 (2, 68)
Hjartaredsan Ej provtagen 2022 Ej provtagen 2021 0 (0)
Nydala kvarn 5 7.7 (6.2,11.1) 3.3(1.5,9.5) 4(80) 28 (1, 56) 0 = 16 (89) 7.5 (1,799)
Kogstorp 6 6.6 (5.5, 11.3) 4.1(2.9,7.1) 5 (83) 19 (0, 111) 1(25) 1(1,1) Ej provtagen 2020
Sumpafallet 7 7.5 (6.6, 10.6) 4.8(2.6,10.2) 7 (100) 15 (3, 90) 2(12) 1(1,1) 24 (71) 13 (1, 830)
Arhult 6 7.9(5.1,10.2) 2.3(1.1,6.8) 5 (83) 17 (8, 67) 0(0) 5 (45) 6 (3, 25)
Askome 6 11.7 (8.4, 15.1) 13.0 (4.2, 27.7) 6 (100) 71(2,211) Ej provtagen 2021 Ej provtagen 2020
Totalt 146  9.2(5.2,18.5)  6.5(1.0,50.2) 80 (49) 37 (1, 1334) 65 (45) 28 (1, 850) 118 (59) 25 (1, 1 880)

1Medianvardet inkluderar enbart infekterade individer;

2 Artbestamd till G. derjavinoides.

Antalet pavisade Gyrodactylus sp. per infekterad individ varierade fran 1 till 1334, med ett
medianvarde pa 37 haptormaskar (Tabell AF1). Maxantalet pavisade Gyrodactylus sp. 6kade i
samtliga infekterade vattensystem jamfért med 2021, samtidigt som maxantalet synbart minskat
pa vissa lokaler men okat pd andra inom vattensystemen. Hogst antal haptormaskar (1334 st)
hittades pa en laxunge i Kvarngéarden, Himledn, som ocksa var det vattensystem som hade hdgst
medianvarde for antal Gyrodactylus sp. per infekterad laxunge (Tabell AF1). Den lokal som hade
hogst medianvarde var dock Bosgarden i Rolfs&n, med ett snitt pa 714 haptormaskar per infekterad
laxunge. Trettioen (39%) av de infekterade laxungarna hade max 20 Gyrodactylus sp. (Figur
AF1), vilket synbart &r nagot lagre an foregdende tva ar, da motsvarande siffra var 45—-46%. Det
fanns ingen storleksskillnad pa oinfekterade och infekterade laxungar i de infekterade
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vattensystemen (for bade langd och vikt p>0.05). Laxungar fran oinfekterade vattensystem var
dock signifikant storre an laxungar fran infekterade vattendrag (n=69, langd median 10.1 cm, 5.2-
18.5 cm, vs. n=95, median 8.5 cm, 5.1-16.6 cm, p<0.01; vikt median 9.4 g, 0.8-50.g vs 4.8 g, 1.0-
34.5 g, p<0.001).

Figur AF1. Antal Gyrodactylus sp. per laxunge i 6vervakade infekterade vastkustvattendrag 2022.
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Antal Gyrodactylus sp.

Artbestamning och haplotypning
Ingen artbestamning eller haplotypning genomfordes 2022 da inga haptormaskar pavisades i
lokaler som anses fria fran Gyrodactylus salaris.

DISKUSSION

Gyrodactylus salaris upptacktes forsta gangen i Indalsalven 1957, och pavisades ca 20 ar senare
(1989) i vastkustmynnande Savean (Degerman et al., 2012). Sedan dess har parasiten spridit sig
mellan vattensystemen och introducerades till/upptécktes i Atran 1991, Himledn 2005, Rolfsan
2015 och Kungsbackaan 2016. Parasiten har hittills inte pavisats i svenska vattensystem som
mynnar i Atlanten/ Vasterhavet norr om Gota alv. Tidigare har bara tva vattensystem (Orekilsalven
och Anrasan) norr om Goéta alv provtagits, vilket har inneburit en osékerhet i resultaten. Eftersom
det finns en risk for spridning av G. salaris till norska laxalvar i Oslofjorden om parasiten forflyttar
sig norrut langs vastkusten utokades darfor provtagningarna i buffertzonen och tva lokaler i
Stromsan, som ligger precis vid norska gransen, inkluderades 2022. Under 2020 pavisades
Gyrodactylus sp. hos en laxunge i Orekilsdlven. Denna artbestamdes till G. derjavinoides, och i
paféljande provtagningar har ingen laxunge i Orekilsalven varit infekterad.
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Orsaker till fluktuation i prevalens och infektionsintensitet mellan aren kan exempelvis vara
variation i antalet tillgangliga laxungar och vattenfléden, da smittrycket paverkas av
populationstatheten. Den nedatgaende trenden i prevalens av infekterade laxungar for
Kungsbackadn beror enbart pa resultaten for lokalen Algardsbacka. Det var dock bara fyra laxungar
som kunde provtas 2022, och resultaten bor darfor tolkas med viss forsiktighet. Detsamma galler
for andra lokaler dar ett fatal individer kunnat provtas. Sammantaget for ett vattensystem blir dock
resultaten starkare. For vattensystem eller (dittills) fria lokaler inom infekterade vattensystem ska
det racka med ett fatal individer for att pavisa en introduktion, da G. salaris snabbt far faste och
sprider sig i en naiv population. Ett bra exempel pa detta ar Rolfsan, dar lokalerna Bosgarden och
Falan i Rolfsan var fria fran parasiten anda till 2020. Det aret var det dock 100% prevalens pa bada
lokalerna, med ett stort antal haptormaskar per laxunge. Den hdga prevalensen har hallit i sig, och
sjonk nagot pa lokal Bosgarden 2022, men éar fortsatt 100% i Falan.

Savean har under 2021-2022 varit negativ for parasiten, med en prevalens pa 19% 2020 medan
Atran under 2022 och 2021 varit det vattensystem med pavisat infekterade laxungar som haft det
lagsta antalet maskar per laxunge, samt under 2020 och 2021 relativt lag prevalens. Detta talar for
en viss adaption hos laxen nar infektionen forekommit en langre tid i vattensystemet, ndgot som
aven papekas av Degerman et al. (2012). Degerman et al. (2012) beraknar att antalet parasiter per
individ inte stabiliseras pa en 1ag niva forran 43 ar efter introduktion, vilket innebéar att Savean och
Atran borde vara pa god vag att na stabilitet (34 respektive 32 ar sedan introduktion). Himlean,
som ocksa varit infekterad relativt lange (18 ar), har synbarligen inte borjat adapteras da an har
samma smittryck som Rolfsén och Kungsbackain som ”bara” varit infekterade i sju-atta ar.

Flera faktorer kan paverka resultaten utéver en sant minskad prevalens. Tva saddana faktorer &ar
fiskeforhéllanden och populationstatheter. Under 2020 och 2021 genomfordes fisket i Atran i
mitten av december, och 2022 i bérjan av november, for att temperaturerna skulle hinna sjunka till
10°C. Man var dessutom tvungen att vanta pa grund av hoga vattenfloéden som gjorde
fiskeplatserna otillgangliga tidigare under sasongen. Tidpunkten pa aret har darmed varit
densamma inom vattendraget, likasa har forhallandena enligt protokollen varit likartade
(mediumhog vattenniva, liknande vattenforing), vilket indikerar att detta inte paverkat
resultatforhallandena inom vattendraget fran ar till ar i ndgon stor utstrackning. Daremot skulle
prevalensen teoretiskt kunna vara hogre under ett varfiske, om kraftigt infekterade laxungar dor
under sommaren, vilket skulle ge en falskt positiv bild av forekomsten av G. salaris gentemot
vattendrag som provtas pa varen.

En intressant observation 2022 var att laxungarnas storlek i de infekterade vattendragen var lagre
an i de oinfekterade vattendragen. Savean har har raknats med som ett oinfekterat vattendrag, da
inget smittryck verkar foreligga for tillfallet. Resultaten motséger till viss del tidigare resultat, bland
annat fran jamforelsen mellan 2020 och 2021. Da jamférdes dock enbart oinfekterade individer
med infekterade individer, vilket aven 2022 visade att inga skillnader forelag mellan oinfekterade
och infekterade individer. En snabb jamférelse av oinfekterade och infekterade vattensystem 2020
respektive 2021 visade att det fanns signifikanta skillnader 2021, dar laxungar i oinfekterade
vattensystem var stérre an laxungar i infekterade vattensystem (p<0.01 for langd, p<0.001 for
vikt). For 2020 sags dock inga skillnader. Det kan inte uteslutas att effekter kopplade till respektive
vattensystem agerar som confounders, dvs. att laxungar skulle vara stérre i de nordliga
vattendragen oavsett infektion med G. salaris eller inte. Teoretiskt borde Atran, som ar det enda
vattendrag som inte provtagits i april utan fiskats under senhésten, bidra med en positiv 1angd-
/vikttrend, som darmed skulle kunna dolja skillnader i tillvaxt mellan oinfekterade och infekterade
vattendrag. Fragan ar darfor om tillvaxten stagnerat s& mycket att ett fiske i samtliga vattendrag pa
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hosten snarare skulle ge storre skillnader. Degerman et al. (2012) skriver dock att i ett faltforsok
med maérkning och aterfangst (host, foljande var) noterades inga skillnader i tillvaxt, men att
laxungar med mycket parasiter var mindre vid forsokets start.

SLUTSATS

Orekilsédlven, Stromsan och Anrdsan kan fortsatt raknas som fria fran G. salaris. Smittrycket i
Kungsbackadn, Rolfsan och Himlean ar fortsatt mycket hogt medan smittrycket i Atran ar nagot
lagre och i Savean mycket lagt.

REFERENSER

Degerman, E., Petersson, E., Jacobsen, P-E., Karlsson, L., Lettevall, E., Nordwall, F. (2012).
Laxparasiten Gyrodactylus salaris i vastkustens laxaar. Fyndhistorik samt effekter pa laxungarnas
Overlevnad och numerdr. Aqua reports 2012:8. SLU, Institutionen for akvatiska resurser. ISBN:
978-91-576-9082-1 (elektronisk version)
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Atervindande lax

Under 2016 och 2018 undersoktes nystigen lax i Mérrumsan, Torneélven och Umealven (SVA,
2017; SVA, GU och SLU, 2019). | bada projekten undersoktes dessutom fisk som inte var helt
nystigen samt lekmogen fisk fran andra vattendrag. Sedan 2020 har provtagningarna fokuserats pa
nystigen fisk.

I budgeten for den atervandande laxen fanns kostnadstackning fér provtagningar, analyser som
kunde goras i falt, histopatologisk och cytologisk undersékning samt analyser av tiaminhalter i
blod.

MATERIAL OCH METODER

Provtagningspunkter och antal fiskar

Tornealven och Umeélven ingdr som primara lokaler da de sinsemellan haft stora skillnader i
antalet paverkade laxar och det finns tidigare insamlade data att jamfora med. 2020 inkluderades
Klardlven och 2021 Atran. Provtagningarna i Tornealven genomfordes inom ett samarbete med
Ruokavirasto och bekostades av forskningsmedel fran inkomster for det gemensamma svensk-
finska gransalvsfiskekortet. Bade Klaralvslax och Gullspangslax atervande 2021 till Klaralven, da
kompensationsodlad lax av bada stammarna har satts ut dar som smolt. Provtagningen riktades
enbart mot Klarélvslax.

Samma provtagningspunkter i respektive vattensystem provtas varje ar. Dels finns
provtagningspunkter en bit uppstroms, sa att laxen befunnit sig i hemalven runt en till tva veckor,
dels genomfors provtagning utanfor/i alvmynningen for att fa& material fran fisk som annu inte
migrerat uppstroms. | Atran genomfordes bara uppstréms provtagning, da vi redan 2020
tillsammans med lansstyrelsen konstaterat att det inte gar att fa till nagot nedstroms fiske. |
Umealven valdes mynningsfisket bort da ingen yrkesfiskare var villig att hjalpa till. 2021 testades
av denna anledning notfiske strax innanfor mynningen, men det gav skral utdelning och SVA
beddmde darfor att det inte var vart arbetsinsatsen. Totalt planerades det for provtagning av 20
laxar per provtagningsplats och provtagningstillfélle, vilket skulle resultera i 120 fiskar.

Fangst och férvaring av fisk

For provtagningar i mynningsomradena till Torneélven och Klarélven anlitades yrkesfiskare.
Fangst skedde med push up-/kombifalla. Drivnatsfiske anvandes for uppstroms provtagning i
Torneédlven och genomfordes av ett byalag. | évriga vattendrag anvandes laxtrappor eller befintliga
fallor for att fanga fisken. Fisken fangades in samma dag som provtagningen genomfordes. Fisk
holls om mojligt vid liv i kar/bassanger i anslutning till fangstplatsen till dess provtagning
genomfordes.

Obduktion och provtagning

Fisken beddvades med ett slag i huvudet och avlivades genom avblodning, dar 10 — 20 ml hjartblod
samlades upp med hepariniserad spruta och kanyl, alternativt togs venést blod vid stjartspolen.
Obduktion och provtagning genomfordes darefter omgaende. Samtliga individer fotograferades och
yttre och inre avvikelser noterades. Parasitbdrda (Eubotrium sp.) i tarm noterades for en del
individer. Kon, langd, vikt, levervikt, gonadvikt, och magtarmpaketets vikt registrerades. Fiskens
konditionsfaktor (CF) beraknades enligt Fulton (somatisk vikt (g) x 100/1angd (cm)3), och
leversomatiskt index (LSI), gonadosomatiskt index (GSI) och gastrointestinal-somatiskt index
(GISI) (lever-/gonad-/gastrointestinalvikt (g)/somatisk vikt (g) x 100). Blod och organ togs ut for
analys enligt nedanstaende.
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Blodpreparering och blodanalyser i fdilt
De 10—20 ml blod som togs fran respektive fisk hanterades enligt foljande:

Cirka 1 ml helblod fordes direkt 6ver till eppendorffror och frystes pa kolsyreis. Proverna
forvarades sedan vid -80°C infor tiaminanalys.

Ett par droppar helblod anvandes for méatning av hematokrit (HAEMATOKRIT 200, Andreas
Hettich GmbH & Co.KG, Tuttlingen, Germany) och hemoglobinkoncentration (HemoCue® Hb
201+ System, HemoCue AB, Angelholm, Sweden) omgaende efter att blodprov tagits ut.

Cirka 10 ml blod fordes over till ett serumror och centrifugerades vid 5 000 x g 3 min. Plasma och
roda blodkroppar separerades till olika mindre ror och frystes pa kolsyreis. Roren forvaras vid -
80°C infor analys och har sparats for forskning/metodutveckling. Det arbetet kommer paga vid
SVA hela 2023.

Prover for detektion av patogener

Vid provtagningarna av Tornealven och Umealven togs bitar av njure, hjarta och mjéalte ut fran
varje fisk och placerades i virusmedium (Eagles minimum essential medium) for rutinmassig
odling av virus pa cellkultur. Proverna poolades per tio fiskar, vilket enligt plan innebar tva
virusprover per provtagningspunkt. Pa lax fran Atran togs svabb fran njure och hjarta for analys av
infektios laxanemi-virus (ISAV). Fran lax med hudblédningar i bukregionen togs hudprov (buk
samt rygg som referens) for analys avseende MLO. Fran svampangripna fiskar togs hudprov till
PGl-agar for analys avseende Saprolegnia sp. (Se avsnittet "Akutmedel” sid 77). Vid misstanke om
bakteriell infektion togs prov fran njure och eventuellt forandrat organ till hastblodagar och TYES-
agar for bakteriell odling.

Histopatologi och cytologi

Bitar av lever, njure, mjalte och halva hjartat skars ut for histopatologisk bedémning och
placerades i 10% formalin for fixering. Fran fiskar med hudférandringar (UDN-liknande
forandringar, hudblodningar eller sar) fixerades dven hudbitar. Fran hjartblod gjordes blodutstryk
pa objektsglas for hematologisk beddomning.

Baddning, snittning och rutinfargning (Hematoxylin och Eosin (HE)) har genomforts for
histopatologisk bedémning. Fixering med aceton samt fargning med Giemsa har genomforts pa
blodutstryken. Histopatologisk och cytologisk undersékning genomférs under 2023.

Laboratorieanalyser

Blodanalyser
Tiaminanalys (totaltiamin, fritt tiamin, tiaminmonofosfat (TMP) och tiaminpyrofosfat (TPP)
utférdes av Ruokavirasto enligt Koski et al. (2005).

Detektion av patogener

Virusodling genomfoérs rutinmassigt enligt av EU:s referenslaboratorium foreskriven metodik for
viral hemorrhagisk septikemivirus (VHSV) och infektios hematopoietisk nekrosvirus (IHNV)
(VHSV-and-1HNV-diagnostic-manual-v2021-2.pdf). Metodiken fangar upp ett relativt brett
spektrum av virus utéver VHSV och IHNV. Kortfattat prepareras provet och inokuleras pa tva
cellinjer (BF-2 och FHM) och inkuberas vid 15°C i en vecka. Darefter gors en sa kallad passage —
provet fors dver till frascha celler av samma cellinjer. Efter ytterligare en vecka avslutas odlingen.
Cellkulturerna kontrolleras dag tre-fyra, vid passage samt déarefter dagligen fér cytopatogena
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effekter (CPE), vilket indikerar vaxt av virus. Om CPE férekommer genomfors ELISA for VHSV,
IHNV eller IPNV (infektiost pankreasnekrosvirus) beroende pa vilken infektion som misstanks
utifran utseendet pa CPE:n. Vid positiv ELISA genomfors qPCR for att bekréafta virusets art och
genotyp. Om ELISA &r negativ genomfors andra undersokningar for att utreda vilket virus som
isolerats. Vissa virus finns qPCR uppsatt for, vissa behdver helgenomsekvenseras for identifiering.

Analys avseende ISAV gjordes direkt fran svabbar genom gPCR enligt av EU:s referenslabora-
torium foreskriven metodik (ISA-diagnostic-manual-v3.pdf).

Sdkring av material for eventuella extra analyser

Den leverviavnad som var kvar efter provuttag samt ca 100 g ryggmuskel, vilken skars ut mellan
huvudet och ryggfenan pa fiskens vénstra sida, sparades for att majliggora framtida analyser
avseende miljogifter. Proverna frystes pa kolsyreis for transport till laboratoriet, darefter har
proverna forvarats vid -20°C innan de skickades till biobanken vid Naturhistoriska riksmuseet.

Fjall togs fran alla fiskar for eventuell aldersbestamning, genetiska analyser samt analys av stabila
isotoper. Fjallen torkades och férvaras i fjallprovskuvert vid rumstemperatur. Inga
fjallprovsanalyser har &nnu genomforts.

RESULTAT

Genomfdrande av provtagningar

I Atran kunde enbart fyra fiskar fangas och provtas under det planerade fisket i manadsskiftet maj-
juni. Ytterligare provtagning for att fylla upp kvoten genomférdes inte da det bedomdes for tids-
och resultatmassigt ineffektivt. | 6vriga vattendrag var forhallandena bra och samtliga planerade
20 laxar per provtagningspunkt kunde provtas pa en dag. Totalt provtogs darmed 104 av 120
planerade laxar under juni och juli (Tabell AF3).

Tabell AF2. Antal provtagna laxar per provtagning inom laxhalsoévervakningen 2022,

Vattendrag Datum Provtagningspunkt Antal laxar Antal honor; hanar

Atran 2 juni Nydala kvarn 4 3;1
Tornedlven 18 juni Seskaro 20 13; 7

20 juni Risudden 20 16; 4
Umeilven 12 juli Norrfors 20 14; 6
Klardlven 6 juli Norra Vanern 20 16; 4

7 juli Forshaga 20 10; 10
Totalt 104

Fynd vid obduktionerna redovisas tillsammans med analysdata i en separat rapport for aren 2020—
2022 for att ge ett helhetsperspektiv.

DISKUSSION

Efter tre ars upprepad datainsamling finns nu ett bra underlag for att ta fram normalvariationen
avseende ett antal halsoparametrar samt att forhoppningsvis kunna skapa ett langsiktigt
overvakningsprogram for lax. Arbete med sammanstallning och utvéardering av data pagar.

Provtagning i falt ar ett vagspel, da man aldrig kan garantera vaderforhallanden, vattenfloden mm
som kan paverka utfallet av en provtagning. Atran kunde provtas men trots att man inte tomt fallan
pa tva dygn innan provtagningen blev resultatet bara fyra laxar. Inte heller 2021 gick det att fa ihop
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de 20 forutbestamda laxarna vid provtagningen i borjan av sommaren och da genomfordes en extra
provtagning i slutet av september. En upprepad provtagning behéver egentligen goras nara inpa
den forsta for att resultaten fran provtagningarna ska vara jamforbara med varandra. Detta var inte
gorbart da det skulle krocka med 6vriga planerade provtagningar. For 2022 beslutades darfor att
inte genomfora en extra provtagning. En bidragande faktor var att det ar svart att i god tid avgéra
nar en resa ar lamplig att genomfora, eftersom vattnet i Atran regleras och darmed varierar laxens
steg med hur mycket vatten som slapps pa.

Att Atran (och Orekilsalven som ocksa har haft en del problem med laxhalsan) inte kan provtas
ordentligt &r problematiskt, da Atlantlaxen och Ostersjélaxen lever under olika ekologiska
forutsattningar, bland annat avseende féda och patogenspektrum. Vi vet dnnu inte om de symptom
som generellt benamns RSD bara ar likartade yttringar beroende pa samma etiologiska faktorer,
delvis samma etiologiska faktorer eller helt olika etiologiska faktorer. D& populationerna i dessa
vattendrag ar mindre @n i de andra alvar som provtas och olika intressen drar i olika riktning finns
flera faktorer att I6sa innan en effektiv provtagning kan komma till skott.

SLUTSATS

Uppbyggnaden av ett 6vervakningsprogram baserat pa provtagningar ar beroende av att vi hittar
signifikanta faktorer som kan anvéndas for en bra klassificering av fiskens hélsostatus inte bara
utifran yttre fynd. | och med 2023 ars provtagning finns data fran tre pa varandra foljande ar
insamlade. Provtagningarna pausas under 2023 for att alla data ska sammanstéllas. Det &r viktigt
att nystigen lax i vastkust-mynnande vattendrag kan provtas pa ett bra satt for att paborja
utredning av problematiken dar och jamfora resultaten med resultaten for Ostersjélaxarna.
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Avelsfisket

SYFTE

Syftet ar att skapa en samlad évervakning for avelsfisken i reglerade vattendrag, efter att rapporter
om hog andel skadad fisk under avelsfisket samt svarighet att halla fisken vid liv fram till
romstrykning inkommit fran vissa anlaggningar under flera ar.

METOD

En Excelfil for registrering av observationer pa atervandande fisk i alven samt skador under
perioden i anlaggning fram till romstrykning skickades under hosten ut till kompensations-
odlingars avelsanlaggningar. Aven anlaggningar som befinner sig i inlandszonen och enbart odlar
stationar oring inkluderades, da det ar enklare att samla samma typ av verksamhet under en
overvakning. Arbetet med Excelfilen pabdrjades av Stefan Palm, SLU Agua sotvattenslaboratorium,
och Ake Forssén, Norrfors laxodling, under 2018. Viss modifiering gjordes infér utskicket 2020 och
samma enkat kommer fortsatt att anvandas med mojlig modifiering i form av tillagda fragor.

RESULTAT

Totalt svarade atta anlaggningar pa enkéaten 2022, varav sex anlaggningar tar in bade lax och 6ring,
en tar in bara lax och en tar in bara 6ring. Tre anlaggningar svarade for forsta gangen, varfor
jamférande data for 2020—2021 saknas. For tre anlaggningar som svarat tidigare saknas data for
2022, varav tva inte tagit in vildfangad avelsfisk under hosten. En jamforelse av svar for lax
respektive 6ring for sdsongerna 2020-2022 finns i Tabell AF3 och AF4. Klassificeringen av vad
som ar “mindre dn normalt”, “normalt” och "mer &n normalt” varierar beroende pa fragan, och
specificeras i fotnoter under tabellen. Anlaggningsnumret ar detsamma for bada tabellerna, dvs.

Anléggning 1i Tabell AF3 ar Anlaggning 1 &ven i Tabell AF4.

Lax

Tre anlaggningar angav att helhetsintrycket av arets sasong var ett normalt steg av lax medan fyra
beddmde att det fanns mindre lax i dlven an normalt. Andelen stor/aldre fisk (multiple sea
winters/MSW) bedomdes som normal i fyra vattensystem, hogre an normalt i tva vattensystem och
nagot lagre an normalt i ett vattensystem. En lagre andel MSW-honor &n normalt forekom i ett
vattensystem medan kvoten MSW-honor beddmdes normal i 8vriga vattensystem. Méangden
svampangripen fisk i alven bedomdes som normal under sommar och host i samtliga utom i tva
vattensystem, dar mangden svampangripen fisk i ett vattensystem var hog under sommaren och i
det andra vattensystemet lag under hosten. Mangden svampangripen fisk i avelsbasséangerna var
hog i tva anlaggningar och dessa plus ytterligare en anlaggning upplevde att det var problem att
halla avelfisken vid liv. Tva av dessa anldggningar angav en hogre behandlingsfrekvens med
formalinbadning &n normalt. Dédligheten innan lek varierade mellan 1.4-19.6%.

Oring

Tva anlaggningar angav att helhetsintrycket av arets sasong var mer oring i alven an normalt, fyra
bedomde atervandringen som normal och en att det var mindre 6ring i alven a&n normalt. Andelen
stor/aldre fisk beddmdes som normal i samtliga vattensystem och kvoten MSW-honor var hdg i tva
vattensystem och normal i 6vriga fem vattensystem. Mangden skador bedémdes som hdg i ett
vattensystem och forekomst av svampangripen oring i alven bedomdes som hog bade sommar och
host i ett annat vattensystem, medan 6vriga sex vattensystem angav en normal frekvens av
svampangrepp. Det forekom en hdég andel svampangripen avelsfisk i en anlaggning dar
svampforekomsten i alven bedémdes som normal/lag under hosten och denna anléaggning hade en
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hog behandlingsfrekvens och svarigheter att halla fisken vid liv, med totalt ca 56% dodlighet innan
lekmognad. Ovriga anlaggningar bedomde inte att det var svart att halla fisken vid liv. | dessa
anlaggningar varierade dodligheten mellan 1-11%.

Utover halsostatus for den atervandande laxen fanns en kompletterande fraga om hur sasongen
varit for den avkomma som klacktes 2022 och alltsa harrérde fran avelsfisken 2021. Fem
anlaggningar rapporterade att man inte upplevt nagra problem. En anlaggning angav att man haft
inslag av sma 6gon och sa kallade kanelbulleyngel (kan inte rata ut sig efter klackning). En
anlaggning angav att ynglen i ett antal starttrag borjat vingla och simma med korkskruvsrorelser.
Ynglen svarade inte pa vare sig bad med tiamin, salt, halamid eller formalin, och inte heller pa
antibiotikafoder. Dessutom kunde ingen bakteriell infektion pavisas i de prover som togs infor
antibiotikabehandling. En anlédggning svarar att yngelsasongen bérjade bra, men vid 1.5-2 g vikt
borjade havsoringen fa sjukdomssymptom. Nar dodligheten hos 6ringen minskade fick laxynglen
samma symptom. Den totala dédligheten var ca 10-12%. Symptomen angavs likna de som
observerades i en annan anlaggning, och vattentemperaturen och symptomen lag tidsmaéssigt i fas
med den andra anlaggningen. Just den anldggningen har inte besvarat fragan om rom- och
yngelproblematik, men SVA &r insatta i problematiken och vet att det handlar om liknande
symptom som i den anléggning som skriver om vinglighet och korksskruvssimmande. Inte heller i
de senare tva anlaggningarna gav de analyser eller behandlingar som genomfordes nagon ledtrad
till vad som var orsaken till sjukligheten.

DISKUSSION

For flera anlaggningar finns det nu data for tre ar, vilket gor att trender kan bérja 6vervakas och
skillnader och likheter bade inom och mellan vattensystem bérjar skonjas. En lag mangd lax i dlven
noterades i ett par vattensystem redan 2021. Den trenden hdll i sig 2022, samtidigt som ytterligare
ett par vattensystem noterade en lag mangd lax. | ett av dessa vattensystem noterades ocksa en lag
mangd 6ring 2022. Méangden stigande lax fluktuerar naturligt beroende pa bland annat steget det
ar merparten av foraldragenerationen atervande och darfor behover inte ett 1agt steg under ett ar
betyda nagot. Stegets storlek kan dock paverka andra parametrar i formularet. Till exempel kan
man det eventuellt férekomma mer skador och eventuellt mer svampangrepp vid ett stort steg, pa
grund av okad konkurrens. Svampangrepp pa intagen avelfisk, bedémningen av anstrangning for
att halla fisken vid liv samt dddligheten innan lek &r ett bra matt pa fiskens hélsa nar den kommer
tillbaka till alven, eftersom den enbart halls passivt (i bassanger men utan utfodring) fram tills den
ar lekmogen. Noterbart ar att dodligheten varierar kraftigt bade inom och mellan vattensystemen
och for bade lax och 6ring. Intressant ar att for merparten av anlaggningarna som rapporterat alla
tre aren finns en lagre dodlighet 2021 an 2020 och 2022. Tva av anlaggningarna avviker genom att
dodligheten for laxen ar pa ungefar samma niva 2020 och 2021, men dodligheten var hogre 2022.
Att folja dessa parametrar kommer darfor vara viktiga for att félja trender for de olika
laxstammarna.

Vi saknar fortfarande respons fran nagra avelsanlaggningar, och vi har bara data for ett ar for ett
par anlaggningar, vilket gor att vi inte kan fa en dversikt for samtliga kompensationsodlingar.

Utredning av yngelproblematiken har intensifierats under 2023, men ingar inte i uppdraget fran
HaV.
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Tabell AF3. Svarsresultat 2020-2022 i avelsanldggningar med lax

Andel s . " Mangd a:
. L . Mangd svampangripen fisk a S het att ) -
Anliggnin Ar Mangd fisk i Andel Andel @ Kondition? med Skador/sar/ 8 iéil\':enf P svampangripen I:’;I:;gfi:k:n Behandlings- Dddlighet
ggning dlven mMsw? av MSW? avwvikande rodnader3® fisk i vid liv frekvens* (%)
beteende? anliggningen3
sommar host
1 2022 normal hog normal normal normal normal normal normal normal nej normal 4.3
2020 hog normal normal normal inga hog inga normal hog ja hog 14.8
2 2021 nagot lag lag normal normal normal normal lag lag normal nej normal 8.3
2022  nagot lag normal normal normal normal normal normal lag hog ja hog 17.8
2020 normal hog normal normal normal normal normal hog normal ja hog 13.8
3 2021 hog hog hog normal inga normal hog normal normal ja
2022 lag normal normal normal normal normal normal normal normal ja hog 11.9
2020 normal hog normal normal normal normal normal normal nej normal 2.9
4 2021 normal normal normal normal normal normal normal normal nej
2022 lag hog normal normal normal normal normal normal normal nej normal 1.4
6 2022 normal normal normal normal normal normal normal normal normal nej normal 11.4
2020 hog normal normal normal normal normal normal normal normal nej normal 4.4
7 2021 normal lag hog normal hog normal normal normal normal nej normal 3.3
2022 normal normal normal normal normal normal normal normal hog ja normal 19.6
8 2020 hog hog normal normal normal hog hog hog hog ja hog 46.5
2021 hog hog normal normal normal hog hog hog hog ja hog 100
2020 normal normal normal normal normal normal hog nej hog 2.5
10 2021 lag lag hog normal normal normal inga normal normal nej normal 3.7
2022 lag normal/lag lag normal normal normal hog normal normal nej normal 11.3
11 2021 lag lag normal lag inga normal normal normal normal nej normal 8.6

Svarsalternativ: ! Mindre andel/normal férdelning/stérre andel &n normalt, 2 Smalare 4n normalt/normal kondition/trindare &n normalt, 3 Inga
observationer/normal (1ag) andel/hogre andel &n normalt, 4 Mindre/ normalt/mer dn normalt.
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Tabell AF4. Svarsresultat 2020-2022 i avelsanldaggningar for 6ring

Andel " . . Mangd .
. Maingd svampangripen fisk Svarighet att
Anlsganin Ar Maéngd fisk i Andel Andel @ Kondition? med Skador/sar/ & iﬁl\’:enf P svampangripen héllagfisken Behandlings- Dodlighet
ggning dlven mMsw! av MSW! avvikande  rodnader® fisk i vid liv frekvens* (%)
beteende® anlaggningen®
sommar host

1 2022 hog normal normal normal normal normal normal normal normal nej normal 6.9

2020 normal hog normal normal inga hog inga normal hog ja hog 16.7
2 2021 normal normal normal normal normal inga inga inga normal nej normal 2.8

2022 normal normal normal normal normal hog normal normal/lag hog ja hog 55.7

2020 normal normal inga normal normal hog normal nej hog 6.4
3 2021 normal normal normal normal normal normal normal normal normal nej

2022 lag normal normal normal normal normal normal normal normal nej normal 2

2020 normal normal normal normal normal normal normal normal nej normal 0.3
4 2021 normal normal normal normal normal normal normal normal normal nej

2022 hog normal hog normal normal normal hog hog normal nej normal 1
5 2022 normal normal hog normal inga normal normal nej normal 12.5
6 2022 normal normal normal normal normal normal normal normal normal nej normal 11.2

2020 nagot lag normal normal normal inga normal normal normal normal nej hog 7.5
7 2021 nagot lag normal normal normal normal normal normal normal normal nej normal 4.6

2022 normal normal normal normal normal normal normal normal normal nja normal 8.9
3 2020 lag hog normal normal normal hog hog hog hog ja 46.5

2021 hog hog normal normal normal hog hog hog hog ja 100
9 2021 normal normal normal normal inga normal inga inga normal nej normal 7.8

Svarsalternativ: ! Mindre andel/normal fordelning/storre andel &n normalt, 2Smalare 4n normalt/normal kondition/trindare &n normalt, 3 Inga
observationer/normal (1dg) andel/hogre andel dn normalt, 4 Mindre/ normalt/mer dn normalt.
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Inventering av lekstrackor

Inventeringar av lekstrackor genomfordes for tredje aret i Kalixalven (Linaalven och Angesan),
Kéagedlven, Vindeldlven, Oredlven, Ljungan (Abacken), Mérrumsén och Orekilsalven. Upplagget ar
att respektive lekstracka inventeras ca 1 gang per vecka under 4-5 veckors tid. Om strackan ar
kortare &n 500 m kontrolleras hela strackan och om den ar langre kontrolleras 500 m av strackan.
Antalet enskilda lekvilliga fiskar pa plats, antalet lekvilliga fiskar med svampangrepp, antalet
doende eller doda fiskar réknas eller uppskattas beroende p& mangden fisk. Oring och lax behover
inte separeras. Om dod lekfisk gar att komma ar en bukoppning av for att se om de hunnit leka
onskvéard. Rapportering gjordes i en Excelfil med mgjlighet till kommentarer. En "dlvsvis”
sammanstallning foljer nedan.

RESULTAT

Kalixdlven (Linailven och Angesan)
Linadlven mynnar i Anges&n som i sin tur mynnar i Kalixdlven. Inventeringarna genomfordes av
Fiskemiljé Nord AB.

I Linaélven kontrollerades en ca 70 m lang lekstracka (Aksusaari) vid fyra tillfallen fran 26
september till 14 oktober. Antalet fiskar var tre, fyra, fem och en vid respektive tillfélle. Vid det
tredje forsta tillfallena noterades en lekvillig svampinfekterad fisk. Ingen dod fisk observerades. Da
ingen fisk fanns kvar pa strackan den 14 oktober bedomdes att leken var 6ver och inventeringen
avbrots. Resultaten ar likvardiga med inventeringen 2021.

I Angesén kontrollerades en ca 50 m lang lekstracka (Nilivaara) vid fyra tillfallen fran 27 september
till 14 oktober. Antalet fiskar var fyra, tre, fyra och en vid respektive tillfalle. Vid de tre forsta
tillfallena en, tva och en lekvillig svampinfekterad fisk. Ingen dod fisk observerades. Da ingen fisk
fanns kvar pa strackan den 14 oktober bedomdes att leken var éver och inventeringen avbrots. Ett
par fler fiskar observerades 2022 &n 2021, samtidigt som méngden svampinfekterad fisk 6kat fran
en till fyra.

Kageilven

Kageélvens nedre FVO besokte tre kanda leklokaler (Skega (50 m), Storselet (150 m) och Kusmark
(500 m)) vid 10-13 tillfallen under perioden 29 september—13 november. Tidigare ar har héga
vattenfléden gjorde att man inte 6ver huvud taget kunde observera lek eller lekgropar, men 2022
kunde minst ett 20-tal lekande fiskar observeras vid Storselet och Kusmark. Vattenstandet var hogt
och det var svart att avgora om nagon fisk var svampangripen. Vid Kusmark finns dessutom
notering om ett par fiskar pa plats den 29 september respektive 2 oktober, och vid bada tillfallena
noterades en svampangripen lekvillig fisk. 1 6vrigt finns inga noteringar om fisk pa lekplatserna.

Vindeldlven

Inventering genomfordes pa lekstrackan Krokforsstryckan av Daniel Jonsson, V River Service.
Tidigare ar har flodena varit mycket hoga och inga noteringar om fisk pa lekstrackan har kunnat
goras. Under 2022 var forutsattningarna battre med mer normala fléden. Utbver de fasta dagar
som noterats i mallen (sex tillfallen mellan 23 september och 6 november) flogs drénare frekvent
langs stranderna och langs en langre stracka an tidigare ar for att forsoka identifiera levande och
dod fisk. Trots detta har ingen fisk, varken levande eller dod, sékert kunnat identifieras.
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Oreilven

I Oredlven assisterade Oreélvens FVO med inventering av fyra lekstrackor (Bjurholm,
Hummelholm, Langedsforsarna samt Per Larsforsen-Haknasforsen). Under hela perioden mitten
av september till slutet av oktober var det dock problem att inventera lekplatserna pa grund av hogt
vattenstand. Enstaka doda fiskar observerades och nere vid mynningsomradet observerades vid
flera tillfallen havsorn pa stranden, vilket indikerar att dod lekfisk flutit nedstroms.

Ljungan

Nedre Ljungans FVO inventerade en lekstréacka for 6ring i biflodet Abacken vid 10 tillfallen under
perioden 1/10-29/10. Vid sju tillfallen (1/10, 9/10 samt fran 14/10 och framat) observerades ingen
fisk pa lekstrackan. Den 9/10 observerades dock atta lekgropar och en ny lekgrop observerades den
14/10 samt den 19/10. Vid tre tillfallen mellan 4/10-11/10 observerades fyra, en respektive tva
oringar av storleken 1-4 kg pa lekstrackan. Samtliga fiskar var friska.

FVO kommenterar att i vrigt att det var bra med vatten under hela perioden. Man sag inte ndgon
fisk leka under dagarna utan de har lekt sent pa kvallen/natten. Tidigare ar har man alltid sett
nagot eller nagra par leka under dagen.

MoOrrumsan

Tva lekstrackor inventerades av Blekinge Folkhogskola i Brakne-Hoby. Inspektion gjordes vid fem
tillfallen under perioden 14/10 — 8/11. Vattenforingen var relativt konstant och inte extrem samt
var klart vid alla tidpunkter. Det var relativt bra vaderforhallanden att observera fisk vid de tre
forsta och det sista tillfallet. Vid det fjarde observationstillfallet var det mulet, och regnade (daligt
ljus/ sikt) och l6v i vattnet forsvarade observationsmojligheterna. Ibland kunde art och kon inte
beddmas pa dod fisk trots bra forhallanden, beroende pa att fiskkroppens placering i an
omdjliggjorde identifiering.

Vittskovlerakan: Mycket mer fisk &n de tva foregaende aren kunde observeras. Den 14/10
noterades sex levande fiskar varav en med lite svampangrepp. Den 18/10 observerades 22 fiskar,
men endast tre av dessa var utan svampangrepp. Fjorton svampangripna fiskar upplevdes som
lekvilliga medan tre var déende. En laxhane och en som inte kunde art/kdnsbestémmas hittades
doda. Leken upplevdes ha borjat komma i gang. Den 25/10 observerades 10 levande fiskar varav
nio hade svamp men var relativt pigga. | tillagg observerades 43 déende eller doda, liggande pa
botten eller i strandkanten. Fyra déda honor 6ppnades och ingen av dessa hade lekt. Enbart laxar
identifierades, och det var en dvervikt mot hanar bland de fiskar som kunde kdnsbestdmmas. Den
1/11 observerades en levande, hoppande fisk i huvudfaran, en déende samt 12 ddda fiskar. Det ar
oklart om fler doda 1&g langre ut i &n, da vaderforhallandena var svara. En hona éppnades och den
hade inte lekt. Vid sista observationen 8/11 noterades enbart déda fiskar, totalt 27 st. En dppnades
och hon bedémdes ha lekt men hade ca halften av sin rom kvar i bukhalan.

Erlandssons kvill: Pa denna lekstracka noterades enbart ett fatal fiskar under perioden. Den
14/10 observerades ingen fisk pa lekstrackan. Den 18/10 observerades tva levande fiskar. Bada
hade svampangrepp och en av dem var déende. Dessutom hittades en dod fisk av obestamd art och
kon. Vid det foljande tillfallet noterades en levande, pigg lax med svamp samt tre doda laxar. Den
1/11 noterades fyra déda laxhanar och den 8/11 noterades en levande, pigg fisk med svamp samt tre
doda fiskar. En dod hona 6ppnades och hon hade inte lekt.
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Ansvarig for observationerna kommenterar dessutom: Jag har parallellt med vara regelbundna
rundor utmed an pratat med andra personer som ror sig mycket vid an om vad de tror. Min
sammanfattning, som styrks av samtalen jag haft med ovanstdende &r: det &r ganska fa fiskar i
Mérrumsan, i alla fall pa dom strackor som vi besokt. Nar svampen brét ut gick det fort och
dodligheten var hog.

En annan personlig reflektion &r att vi inte sett nagon fisk som vi sakert skulle kunna bedéma som
oring, varken levande eller dod. Det beror sakert delvis pa att Vittskévlerakan framst ar ett
lekomrade som laxen foredrar. Erlandssons kvill ar dock nagot mer lamplig som leklokal for
oringen. Det blir saklart gissningar men &r det: fa 6ringar i an, ar de pa en annan plats eller
overlever de inte? Jag tror att det &r en kombination av fa éringar och att de foredrar andra platser,
dar ett litet antal &r den storsta anledningen till att vi inte observerar dem.

Vi har inte sett nagon aktiv lek men det har blivit fler ljusa flackar pa bagge strackorna. Att det ar
ljust behdver naturligtvis inte betyda att fisk lekt utan det kan aven bero pa att det helt enkelt statt
fisk pa vissa platser eller att vattenstrommar spolat rent gruset. Vart att tillagga ar att bada
omradena har restaurerats de senaste dren och det kan gora att “nya” stenar skapar turbulens pa
platser som tidigare haft en lugnare strom. Skiftar vattenforingen lite sa hander det nya saker da
hela omradet ofta &r lite instabilt forsta aret efter restaurering med maskin.

Tyvarr kanns det som att detta med svamporsakad dodlighet pa hostarna blivit det nya normala.
Det ar lite otackt hur fort vara ramar flyttas. Det ar inte alls lika bland sportfiskarna eller hos
lokalbefolkningen langre. Darfor ar det ganska speciellt att ha formanen att fa gora detta med en ny
klass varje ar. Deras reaktion liknar hur folk i allménhet reagerade i borjan.

Orekilsilven

Tva lekstrackor inventerades av Per Nyqvist, Bralands Gard vid sju tillfallen under perioden 15/10
—5/12. Liksom foregaende ar var det hoga floden under lekperioden, vilket forsvarade
inventeringarna. En del levande fisk, merparten svampangripna, kunde trots detta observeras pa
lekplatserna.

Ovre lekstrackan: fisk observerades vid tre tillfallen mellan den 2/11 och den 15/11. Vid det
forsta tillfallet observerades tva levande utan svampangrepp och observerades tvd svampangripna
fiskar vid bada féljande tillfallen.

Nedre lekstrackan: fisk observerades vid fyra tillfallen mellan den 25/10 och den 15/11. Vid de
tva forsta tillfallena observerades tva levande fiskar utan svampangrepp respektive tre levande
fiskar varav tvd med svampangrepp. Vid de tva sista tillfallena noterades enbart en levande,
svampangripen fisk.

Kommentar fran Per Nyqvist angaende sasongen 2022: Vi har aterigen haft en nederbordsfattig
sommar men en valdigt regnrik host. Trots lagt vatten under fiskesasongen har det varit en relativt
god uppgang av framst mellanlax och smalax. Det har inte patraffats nagra storre mangder med
sjuk eller dod fisk under sésongen. Sporadiskt har det kommit in rapporter om enstaka déda/sjuka
fiskar med samma sjukdomstecken som tidigare ar dvs roda 6ppna sar foljt av svampangrepp pa
huvud/ rygg och buk.

DISKUSSION
Forhallandena for observation var generellt battre 2022 an de tva foregdende aren, dd manga
vattensystem hade hoga fldden. Arets resultat visar att inventering av lekstrackor ar en anvandbar
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metod under forhallanden som medger observationer. Att valja ut mindre bifléden till olika storre
alvar kan vara ett bra alternativ for att fa en viss 6vervakning av lekfisken i dessa vattensystem.

Trots bra forhallanden och anvandande av dronare kunde ingen lax med sakerhet observeras pa
den valda strackan i Vindelalven. Huruvida det handlar om att strackan i sig ar suboptimal eller om
det handlar om att det ar lite lax i alven ar oklart, men da strackan ar lang och observationstillfallen
darmed resurskravande behover andra omraden utses for évervakning om Vindelélven ska
inventeras arligen.

I Morrumsan tillat forhallandena observation av langt fler laxar an tidigare ar, aven om
forekomsten av lax i an bedémdes som lag jamfort med vad som kan forvantas. Tyvarr
observerades ocksa omfattande dodlighet till foljd av svampangrepp, men det visar samtidigt hur
vardefull denna typ av 6vervakning ar for uppskattning av hur mycket fisk som fortplantar sig och
Overlever leken.

I Oredlven och Orekilséalven var forhallandena for observation dven under 2022 suboptimala.
Darmed ar det svart att uttala sig om det steg som noterades i Orekilsdlven under sommarsasongen
gett bra avkastning i form av att manga fiskar éverlevde lekperioden.
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Akutmedel

SAMMANFATTNING

Under tidig var 2022 togs ettarig lax in fran tva anlaggningar pa bekostnad av akutmedel for att
undersoka sa kallat vintervingel. Utdver detta fall gjordes undersokningar avseende algsvampen
Saprolegnia spp. Svampangrepp eller vattenmagel, sa kallad saprolegnios, forekommer bade hos
odlad och vild fisk. De senaste tio aren har det varit omfattande problem med svampangrepp pa
bade nystigen lax i vissa vattensystem och pa lekfisk (bade lax och 6ring) i manga vattensystem.
Detta har gjort att SVA bedémer ett behov av att utveckla diagnostiken for att battre karakterisera
infektionen. Arbetet paborjades under 2021 och har fortsatt under 2022.

Undersoékningar avseende vintervingel

Ettarig lax fran anlaggningarna Brobacken (SLU) samt Véastana (Vattenfall vattenkraft AB) togs in
pa akutmedel for att se om det gick att identifiera potentiella faktorer associerade med sa kallat
vintervingel och som kunde héarréra fran foraldragenerationen. Fiskarna inkom levande den 1 april,
nér problemen var avklingande. Den ena anléaggningen hade haft problem medan den andra inte
hade haft det, samtidigt som bada har lax av samma ursprung (Dalalven).

GENOMFORDA UNDERSOKNINGAR
Tio (problemanlaggningen, P) respektive fem (kontrollanlaggningen, K) laxungar undersoktes,
varvid obduktion, histopatologi samt bakteriologisk och mykologisk diagnostik genomférdes.

For histopatologi fixerades skalle fran fem (P) respektive tre individer (K). Lever fixerades fran tre
(P) respektive tva (K) individer. Fran P fixerades ocksa lever, mage och tarm fran en individ, géle
fran en individ och hjarta fran en individ. Materialet snittades i horisontellt plan i flera nivaer, hos
skallarna fran gomtaket upp mot skalltaket. Detta mojliggor att fler organ/organdelar i huvudet
kan observeras an om man bara gor ett enkelt snitt. Exempel pa strukturer som kunde undersokas i
skallen ar: galar/galhala, pseudogalar, 6ga, synnerv, synlober, storhjarna, mitthjarna, lillhjarna,
hypofys, forlangda méargen, skallben/brosk och muskulatur.

For mikrobiologisk undersokning gjordes bakteriologisk odling pa blod- och Tyesagar fran géle och
njure pa tva (P) respektive en (K) individ, samt mykologisk odling pa PGl-agar fran tva galar (P).
Pavisade bakterier testades med avseende pa antimikrobiellt resistensmaonster for florfenikol,
oxytetracyklin samt oxolinsyra.

RESULTAT

Obduktion

Laxen fran P var mindre i storlek och hade samre hull an laxen fran K. Vavnadsdod (mindre till
mer omfattande) forekom hos 7 av 10 respektive 4 av 5 fiskar i vardera anlaggningen. Samtliga
fiskar fran K hade fenréta och sex fiskar fran P hade skador pa fenorna (tvd mekanisk skada utan
inflammation, tva fenroéta, tva blodande fenbaser). Samtliga fiskar fran P hade tom tarm och full
gallblasa, vilket visade att de inte &tit den senaste tiden. | 6vrigt noterades en fisk med en liten
blédning pa levern och en med en liten blédning pa tarmen i P. | K noterades inre avvikelser endast
hos en fisk, i form av en inflammerad gallblasa samt en nagot rundad och knottrig mjalte.

Histopatologisk undersékning
En fisk fran P hade algsvampshyfer pa galarna. | évrigt noterades inga patologiska forandringar i
nagot organ/organdelar i skallarna. Det forekom omfattande remodellering av brosk till ben utan
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deformation (normal tillvaxt). Tillvaxt av muskulatur noterades ocksa. Galen som fixerades separat
kunde inte beddmas trots nivasnittning (fa galfilament med). Tre levrar hade total avsaknad av
vakuolisering (naringsupplagring) i levercellerna, och en lever hade ett par sma omraden med
ansamling av vakuoler. I tre av levrarna forekom sporadiskt spridda sma halrum, vilket kan ha
orsakats av att celler dott. Magséck och tarm hade inga patologiska forandringar. |
bukspottskorteln noterade viss degeneration (enzymatisk nedbrytning pabdrjad innan fixering).
Hos fisken fran K saknades patologiska forandringar i ndgot organ/organdelar i skallarna.
Omfattande remodellering av brosk till ben utan deformation samt tillvaxt av muskulatur
noterades (normal tillvéxt). Levrarna hade mycket laggradig vakuolisering och i den ena levern
noterades lindrig inflammatorisk reaktion kring kérl. Invid den andra levern fanns lite
bukspottskortel med, och dar noterades inga forandringar.

Mikrobiologisk undersékning

Flavobacterium psychrophilum pavisades pa gale (Tyesagar) hos bada individerna fran P. Hos en
av dessa pavisades daven mattlig vaxt av Pseudomonas fluorescens pa gale (blodagar) samt F.
psychrophilum i njure (Tyesagar). Resistensundersokning av F. psychrophilum-isolaten uppvisade
intermediar resistens mot oxolinsyra respektive oxytetracyklin, men bada isolaten var kansliga for
florfenikol. P. fluorescens-isolatet var resistent mot florfenikol och intermediart resistent mot
oxytetracyklin och oxolinsyra. Enbart ospecifik blandflora vaxte pa proverna fran K.

Ingen svampinfektion pavisades genom odling.

BEDOMNING/DISKUSSION
Sammanfattningsvis finns inga tecken pa att vintervingel skulle vara ett tillstand orsakat av vertikal
overforing eller bristtillstand som kan vara vertikalt éverforda fran foraldragenerationen.

Inga forandringar i skalle/hjarna forenade med bristtillstdnd noterades. Exempel pa sadana ar
vavnadsdod i hjarnan till foljd av tiaminbrist eller deformationer i ben/brosk till foljd av obalans i
fosfor/kalcium-kvoten. Det senare tillstandet kan paverka balansen da hjarna och nerver utsétts for
tryck fran deformerade skallben och ryggkotor. Leverundersokningarna visade en mycket lag
naringsupplagring, och hos P:s laxar férekom aven tecken pa att enskilda leverceller dott. Detta kan
orsakas spontant (apoptos), eller av infektion/skada (nekros), | det senare fallet &r det mer
sannolikt att storre omraden av vavnad dor, men de fiskar som undersoktes har ocksa 6verlevt
vintervingelperioden, varfor de kan ha varit laggradigt paverkade och darmed ha mindre
omfattande vavnadsskador. Avsaknad av naringsupplagring far anses som normalt under tidig var,
da fisken inte &tit eller &tit mycket lite under den kalla arstiden. Den lilla skillnad som sags (total
avsaknad av naringsupplagring vs. mycket laggradig naringsupplagring) harror sannolikt fran att
fisken i den sjuka gruppen (P) haft samre aptit 4n den friska (K). P:s fisk var ocksa mindre och
tunnare i hullet och vilket tyder pa att den har tart pa sina resurser och haft samre tillvéxt.

F. psychrophilum pavisades pa gale hos tva fiskar. Hos den ena pavisades rikligare véxt av P.
fluorescens, men denna beddms som sekundar da F. psychrophilum dven pavisades i lindrig
mangd i njure, vilket visar att infektionen bdorjat spridas i kroppen. F. psychrophilum bedéms
darfér kunna vara bidragande till vintervingel-problematiken pa grund av att bakterien foredrar
laga vattentemperaturer. En infektion paverkar fiskens allmantillstand och formaga att halla
kroppens saltbalans, vilket i sin tur kan orsaka balansproblem. Sa lange det “enbart” ar vinglighet
ar det osannolikt att det en infektion paverkar brosket, da detta ger deformationer som paverkar
nervsystemet och resulterar i att fiskarna simmar irrationellt i ett virvlande/spiralformat monster.
Kontrollfiskarna visade ocksa tecken pa infektion (fenréta och vavnadsdod pa gale) men dar
gjordes endast odling fran en fisk och enbart blandflora (6vervaxt/kontamination) pavisades.
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Diagnostik av Saprolegnia sp.

INTRODUKTION

Angrepp av vattenmagel, sa kallad saprolegnios, forekommer bade hos odlad och vild fisk (Bild
AF1). Med saprolegnios menas svampliknande angrepp orsakade av ndgon Saprolegnia sp.
Saprolegnia parasitica ar den art som vanligen orsakar saprolegnios, men andra arter som S.
diclina, S. ferax och S. delica anses ocksa patogena, sarskilt for rom och yngel (Sandoval-Sierra et
al., 2014). Saprolegnia forekommer framfor allt i sotvatten men 6verlever ocksa i latt bréackt vatten,
medan hogre salthalter succesivt hAmmar vaxt och sporulering. Hudskador och férsamrad
immunstatus kan vara underliggande orsaker till angreppen, och det anses att S. parasitica inte ar
en primarpatogen. Utlekta fiskar kan

drabbas av saprolegnios och do, da

immunforsvaret ar kraftigt nedsatt i

samband med lek samtidigt som skador

kan uppsta pa grund av kamp om

lekplatser. Ofta ar angreppen tydliga, med

vita till vitgula beléggningar flackvis over

kroppen. Angreppen forsvarar diagnostik

av underliggande/primara orsaker till

skadorna, da svampen vaxer lokalt

invasivt och forstor vavnaden.

SVA implementerade 2021 en qPCR-

metod for artbestdémning av Saprolegnia

parasitica och S. diclina. Under 2021 och

2022 utvecklades metodiken vidare i syfte

att pa genetisk niva karakterisera S.

parasitica med sa kallad 7-gens Multi

Locus Sequence Typing eller MLST Bild AF1. Saprolegnia-infekterad lax, Klardlven
(Ravasi et al., 2018). Av de isolat vi hittills 2021, Foto: Bengt Gjester

analyserat med metoden dominerar en

variant, som har patraffats hos fisk fran olika delar av Sverige. Varianten ar mycket lik den som
associerats med epizootier av saprolegnios i Frankrike och Schweiz (Ravasi et al., 2018). Denna
variant skulle enligt forfattarna kunna vara en primarpatogen hos immunokompetent fisk.

Syfte
Syftet var att under 2022 fortsétta den genetiska karakteriseringen av Saprolegnia-isolat for att
undersoka slaktskap mellan isolat fran olika vattensystem.

MATERIAL OCH METODER

Provinsamling och provuttag

Provtagning gjordes pa fiskar inom provtagningsprogrammet for anadrom fisk samt fran fisk i tre
odlingsanlaggningar som hade problem med svampangrepp. Efter provuttag placerades
infekterade hudbitar pd PG1-agar i ror eller pa platta. 1 tillagg skickades material ut for provtagning
av svampangripen vild fisk pa fem geografiskt spridda platser. Provtagarna ombads ta ut hudbitar
till tomma provror och tillsétta lite alv-/avatten for att halla algsvampen vid liv under transport.
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For att 6ka chanserna att isolera Saprolegnia sp. bad SVA om att fa tio hudbitar per plats
inskickade i separata provror.

Laboratorieanalyser

Hudproverna odlades pa PGl-agar vid 15°C i 3—5 dygn. PG1 ar ett medium framtaget for odling av
svampar och algsvampar och som innehaller amnen som hammar bakterietillvaxt. Det innebér att
de mer langsamvaxande algsvamparna ska fa chansen att véxa till sig. Eftersom Saprolegnia sp.
vaxer pa hud finns ofta en kontamination fran omgivningen, dvs. andra svampar och algsvampar
vaxer ocksa till. Darfor kravs ibland renodling innan artbestamning kan goras.

Artbestimning gjordes med hjilp av qPCR pa renodlade svamphyfer, eller frin DNA som
extraherats direkt fran hudprover 1 de fall renodling inte har fungerat. gPCR:en visar om provet
innehéller Saprolegnia spp. och om sé ar fallet dessutom huruvida S. parasitica och/eller nagon

art inom S. diclina-gruppen forekommer i provet (Rocchi et al., 2017 (Saprolegnia sp. & S.
parasitica); egenutvecklad gPCR for S. diclina-gruppen).

Under 2022 har 34 isolat av S. parasitica analyserats med MLST, for att undersdka genetiska
likheter/skillnader enligt Ravasi et al. (2018) (Tabell AF5).

RESULTAT

Femton svampangripna fiskar fran tre olika odlingsanlaggningar samt tre laxar fran 6vervaknings-
programmet inkluderades. Fran alla de 18 undersokta fiskarna kunde S. parasitica pavisas och pa
14 av dessa isolat gjordes MLST-analys. Alla understkta isolat tillhorde den variant vi valt att kalla
SVA_A. Inga infektioner eller blandinfektioner med S. diclina pavisades.

Fran hudbitarna i det inbegarda materialet kunde vattenmdglet inte renodlas. Tack vare qPCR-
metoden visades anda att alla hudproverna var infekterade med S. parasitica. Forsok att
genomfora MLST direkt pd DNA extraherat fran hudprover gjordes. Detta fungerade endast for tva
av de sju generna, och de visade sig vara identiska med motsvarande gener fér SVA_A. Vi har kallat
denna variant i typningen SVA_Ax i tabellen nedan for att visa pa loci &tminstone delvis
Overensstammer med SVA_A.

Detta kan jamforas med de 12 prover som analyserats under 2021, déar 10 prover tillhérde SVA_A
och ett prov vardera tillhdrde MLST-varianterna SVA_B och SVA_C. SVA_B hittades hos lax i ett
vattensystem dar d&ven SVA A pavisades (Atran), medan SVA_C pavisades i en recirkulerande
anlaggning. En jamforelse av slaktskap mellan de tre SVA-varianterna och tva andra MLST-
varianter finns i Figur AF2 nedan.
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Tabell AF5. Prover som analyserats med MLST for typning av S. parasitica under 2022

Artbestimning

Datum Fiskart Vattensystem med qPCR Antal prover MLST-variant
Overvakning / sjukdom
Januari lax & 6ring  Gullspangsélven S parasitica 4 SVA_A
Februari lax & 6ring  Gullspangsélven S parasitica 2 SVA_A
Juni lax Atran S parasitica 1 SVA_A
Juli lax Umealven S parasitica 1 SVA_A
Juli oring Indalsdlven S parasitica 2 SVA_A
Augusti havséring Skelleftedlven S parasitica 1 SVA_A
Oktober sik Indalsdlven S parasitica 3 SVA_A
14
Inbegdirt hudmaterial
November  6ring Vattern / Réttlean S parasitica 4 SVA_Ax
November  6ring Vattern / Hokesan S parasitica 4 SVA_Ax
November lax Lagan S parasitica 4 SVA_Ax
November lax Daldlven S parasitica 4 SVA_Ax
November lax Morrumsan S parasitica 4 SVA_Ax
20
CBS 113187
SVA A
Ravasi_DT3
SVA_C

Figur AF2. Slaktskapsforhallanden mellan S. parasitica isolerade fran hudsar hos angripen fisk
baserat pa 7-gens MLST enligt Ravasi et al. (2018). Beteckningen SVA_A visar den variant som
varit vanligast forekommande i prover fran vild och odlad fisk under 2021 - 2022. SVA_B och
SVA_C ar de tva andra varianter som pavisats hos svenska fiskar under 2021. Ravasi_DT3 &ar den
sekvenstyp som var dominerande i sjukdomsutbrott i studien av Ravasi et al. (2018). CBS 113187
ar ett referensisolat inkopt fran en stambank.

79



DISKUSSION

SVA_A ar mycket lik MLST-varianten DT3 som identifierats vid stora utbrott av saprolegnios i
Frankrike och Schweiz, och som missténks vara en primérpatogen hos immunokompetent fisk. Det
ar darfor oroande att SVA_A kan hittas i princip éver hela Sverige och att omfattande utbrott har
observerats i de vattendrag och anlaggningar den isolerats fran, eftersom effektiva behandlingar
mot saprolegnios saknas och det ar svarare att férebygga infektioner med primérpatogener an
infektioner med opportunister.

Till skillnad fran 2021 fanns under 2022 en total homogenitet hos de S. parasitica-isolat som
kunde typas fullstandigt med 7-gens MLST. | tillagg finns skillnader i alla sju analyserade gener
mellan MLST-varianterna SVA_A, SVA_B och SVA_C. Darfor kan vi med stor sékerhet séga att
SVA_Ax ar narbeslaktad med SVA_A, och sammanlagt talar 2021-2022 ars resultat for en nastan
total dominans av MLST-varianten SVA_A i svenska vatten. Totalantalet typade prover ar dock
fortfarande litet och ytterligare vattensystem behdver inkluderas for att sékerstélla detta.
Saprolegnia parasitica har dessutom ett stort genom (arvsmassa) och manga av generna finns i
flera kopior. Det kan finnas skillnader i DNA-sekvensen mellan kopiorna, vilket innebar att ett
enda S. parasitica-isolat kan ha tva eller fler varianter avseende ett specifikt locus, och darmed
olika MLST-varianter. Vid MLST far man fram en DNA-sekvens per locus, och eventuella skillnader
i DNA-sekvensen visar sig som sa kallade dubbeltoppar, som maste utvéarderas. Tolkningen kan bli
kravande och tidsédande, och kan ge viss skevhet i resultaten da man maste valja vilken DNA-bas
man beddmer ar korrekt for varje dubbeltopp.

| Finland upplever man samma problematik med saprolegnios som i Sverige. | ett pAgdende projekt
undersdker man svampangripen fisk i fiskodlingar. Man har nu visat att arten S. parasitica ar den
helt dominerande arten vid saprolegnios hos odlad fisk i Finland medan befruktad rom framfér allt
angrips av S. diclina och hos gulesacksyngel var tva isolat S. parasitica, tva S. ferax och tre
Saprolegnia spp. FOr smittsparning har man aven i detta projekt provat att anvanda 7-gens MLST
enligt Ravasi et al. (2018). Liksom SVA har man sett sekvensskillnader mellan kopior av samma
gen. I Finland har de l6st detta genom att gora s.k. amplikon-sekvensering av varje gen. Man
uppforokar da DNA for varje gen med PCR, och sedan djupsekvenserar man isolatet, vilket innebar
att alla DNA-kopior sekvenseras separat, med next generation sequencing. Man far da ett stort
antal parallella sekvenser for varje gen, och kan enkelt se hur manga olika kopior som finns hos
varje isolat. Darefter har man valt den dominerande genvarianten och gett denna ett nummer. Pa
grund av skillnader i metodik och benamning kan vi inte jamfora vara resultat rakt av med de
finska resultaten. De finska forskarnas slutsats blir dock motsvarande var - att det aven Finland
finns en dominerande MLST-variant av S. parasitica. De ser ingen skillnad i MLST-profil mellan
fiskarter, odlingsanlaggningar eller regioner.

De finska resultaten stammer val dverens med tidigare studier avseende att man i rom framfor allt
hittar S. diclina. De noterar dessutom att med S. parasitica hos fiskyngel var av en annan MLST-
variant an den som dominerar helt hos aldre fisk. Resultaten presenteras i tva valgjorda artiklar
(Korkea-Aho et al., 2022; Engblom et al., 2023).

Utifran de svarigheter som finns med bedémning av MLST-sekvenser ser vi att det finns ett behov
av att utveckla sakrare genetiska typningsmetoder fér Saprolegnia generellt. Amplikon-
sekvensering ger hég upplésning men &r dyrt ndr man behover sekvensera flera gener per prov, och
ar darmed bara gorligt inom specifika, val finansierade, projekt. Dessutom kréaver éaven
amplikonsekvensering ett val avseende vilken genvariant som ska anvandas for att definiera
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isolatet, varvid variationen i ett isolat maskeras. MLST &r inte heller optimalt om man vill
undersoka patogenicitet (invasiv och sjukdomsorsakande formaga) hos isolaten. Metoden bygger
pa att undersoka sa kallade house-keeping genes, gener som ar nédvandiga for algsvampens
Overlevnad, for att sékerstélla att alla loci ska kunna identifieras och definieras.

SLUTSATS

Det material som undersokts fran svampangripen fisk under 2022 stoder resultaten fran 2021 om
att det finns en dominerande MLST-variant av S. parasitica i svenska vatten. Ytterligare prover
behdvs for att verifiera detta. Metodiken for typning av S. parasitica &r tidskrdvande och/eller
kostsam men utveckling kraver sannolikt ett flerarigt forskningsprojekt for att identifiera optimala
gener att anvanda for andamalet.
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Liksom alla foregdende ar sedan rapportportalen lanserades 2016 dominerade laxfiskar och
framfor allt lax i inkomna rapporter. Totalt rapporterades 87 fall som berérde laxfisk, varav 67
rorde anadroma fiskar, dar 57 var laxar, 5 var havsoringar och 5 laxar eller éringar (artbestamning
ej mojlig pa grund av avsaknad av foto eller att det inte gick att definiera utifran fotot). Ovriga
laxfiskarter rapporteras i Del 4. Sotvattenlevande fisk.

”Fangstmetod” Totalt D6d  Svag/ Spinn  Fluga Trolling/ Pimpel N&t Hav Félla Annan Oként
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Det bimodala monster som noterats samtliga ar som rapportportalen varit aktiv planade ut 2021
och 2022 var det i princip helt ersatt av en stor topp pa hosten. (Figur AF3A). Svamp var det
vanligaste fyndet (45 laxar). | 6vrigt rapporterades sarskador, trasiga fenor, bit-/rivsar, rodnader,
hudblédningar, fjallforluster, inre eller yttre parasiter samt enstaka fall av "annat”. | ett fall angavs
inte fynd. Manga fiskar var stadda i foérruttnelse. Rapporterna om havsoéring fordelades 6ver
januari, juni och november, medan rapporterna som rérde antingen lax eller havsdring inkom i
september till november (Figur AF3B). I atta av tio fall angavs svampangrepp som fynd, i ett fall
angavs fisken bara som “d6éd sedan lange” och for en som fangats vid spinnfiske angavs att det
fanns bulor/bolder pa kroppen men bild saknades.

B)gA
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Figur AF3. A) Fordelningen av rapporter avseende laxfiskar 6ver aret under 2021 och 2022. B)
Manadsvis fordelning av rapporter avseende lax, havsoring samt lax/havsoring (okédnt) under
2022.

Fran de vattendrag dar provtagningar genomfordes 2022 har rapporter inkommit enligt foljande:
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TORNEALVENS VATTENSYSTEM

Under 2022 rapporterades totalt tre sjuka eller doda laxar fran Torneéalvssystemet och
mynningsomradet/Haparanda skéargard. Rapporterna kom in i juni, juli och september. En hade
UDN-liknande forandringar pa nosen samt lindriga svampangrepp pa fenorna, en hade en
mekanisk skada (sél eller krok) under buken samt misstankt skada efter nejondga pa huden mellan
gallocken. En angavs ha inre parasiter, men foton saknades. Antalet inkomna rapporter var kraftigt
reducerat jamfort med tidigare ar (2021 9 st, 52 st 2020, 144 st 2019, 44 st 2018, 26 st 2017 och 101
st 2016). Ytterligare sex rapporter (fem om lax, en oklart om det var lax eller havséring) inkom fran
nérliggande Kalixalvens vattensystem under maj, juli och september till november. Samtliga dessa
fiskar var svampangripna.

Liksom 2021 bedémdes det laga antalet rapporter vara kopplat till en forbattrad laxhalsa.

UME- OCH VINDELALVENS VATTENSYSTEM

Totalt inkom sju rapporter fran Ume- och Vindeldlven avseende sjuk eller dod lax och en rapport
om havsoring. Sex av rapporterna kom in under en manad fran slutet av juni till slutet av juli, en
inkom i september och en i oktober. Sju av laxrapporterna handlade om svampangripna fiskar,
varav en var dod och tre déende. For tre angavs inte hur de hittats/fangats och bilder saknades.
Den sista laxen hade hittats dod och hade omfattande mekaniska sarskador (salangrepp) pa buk
och sidor. Antalet rapporter minskade gentemot tidigare ar, ex inkom 13 rapporter 2021, 54 st
2020, 36 st 2018 och 42 st under uppstartsaret 2016.

KLARALVENS VATTENSYSTEM

Liksom 2021 inkom tre rapporter fran Klarélven, varav en i augusti och tva i oktober. Alla tre rorde
levande svampangripen fisk, varav tva observerades inne i Karlstad, och en rérde tva angripna
laxar som fangats uppstroms vid Forshults kraftstation. Den arliga rapporteringen fran Klaralven
och Vanern i narheten av mynningen har legat stabilt pa 3-6 rapporter per ar sedan 2016.

ATRANS VATTENSYSTEM

Fran Atran inklusive Hogvadsan inkom 12 rapporter om lax mellan 12 maj och 11 november, varav
fem rapporter i november. Sju laxar var svampangripna, tva hade rodnader och en hade
hudblédningar som likande red skin disease och en hade lusangrepp och hudblédningar. Den tolfte
fisken hade red vent syndrome (RVS/anisakiasis). Antalet rapporter ligger stabilt gentemot 2020—
2021, 2017 (12-13 st per ar) och 2018 (14 st) men har minskat gentemot 2019 (20 st).
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Del 3.
Katadrom fisk

Provtagningsprogram

SAMMANFATTNING

Obduktion med notering av langd och vikt, férekomst av yttre och inre symptom pa sjukdom
inklusive parasiterna simblasemask (Anguillicoloides crassus) och vita prick/ich
(Ichthyophthirius mulitfiliis) har genomforts pa juveniler, storre gulal eller blankal i tio
provtagningspunkter. I tilligg har diagnostik avseende virus och bakterier genomforts. Totalt
har 292 alar undersokts. Syftet ar att 6vervaka alens halsa samt risken for att vandrande al
introducerar virus i inlandszonen. Undersokningarna visar liksom tidigare ar att alherpes och
simblasemask ar vanligt forekommande.

INTRODUKTION

Europeisk al (Anguilla anguilla) ar en hotad art i hela utbredningsomradet, som inkluderar
Europa, Nordafrika och vastra Asien. Sverige har en alférvaltningsplan som faststalldes 2008 och
godkandes av EU-kommissionen 2009 (https://www.havochvatten.se/data-kartor-och-
rapporter/rapporter-och-andra-publikationer/aldre-publikationer/ovriga-publikationer-fran-
fiskeriverket/2012-11-05-nationell-forvaltningsplan-for-al.html). I planen ingar arlig utsattning av
importerad juvenil &l ut varje ar i kust- och inlandszon efter karantan och halsokontroll for att
sakerstalla frihet fran sjukdom. Halsokontrollen genomfors framst med syftet att utesluta
forekomst av infektios pankreasnekros (IPN), en virussjukdom som kan sl h&rt mot laxfisk. Al
som éar infekterad med IPN-virus &r ofta symptomfri, men viruset har pavisats i svensk alodling i
samband med sjukdom. Sverige har fristatus avseende IPN i inlandszon (Nationella atgarder enligt
EU 2016/429 Artikel 226) och darfor kan inte al fran kustzon planteras ut i inlandszon utan
pavisad frihet fran viruset. Halsokontrollen innebar ocksa att andra, for alen potentiellt allvarliga
sjukdomar, kan upptéckas vilket i stort sakerstaller att det ar frisk al som satts ut.

SVA genomfor sedan 2018 dven halsodvervakning av naturligt vandrande juvenil al (liten gulal),
samt blankal som fangas inom SLU:s provfisken pa vaskusten. Halsokontrollen inkluderar
undersokning avseende tecken pa sjukdom samt rutinméssig provtagning for kontroll av olika
virus, inklusive alherpes (Ang-HV1). Hos al som ar minst 18 cm undersoks dven forekomst av
simblasemask (Anguillicola crassus). Parasiten introducerades i Sverige under 1980-talet och kan
paverka simblasans funktion samt orsaka anemi. Vid tecken pa sjukdom, t. ex i form av sar eller
hudblddningar, tas extra prover for att faststalla sjukdomsorsak.

Syfte

Halsoovervakningen syftar till att dvervaka potentiell introduktion av IPN i inlandszonen via
naturlig eller assisterad flytt av al samt forekomsten av for alen allvarliga infektioner i bade
uppvandrande fisk (juveniler) och lekvandrande fisk (blankal).
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MATERIAL OCH METODER

Provinsamling

Provinsamlingen pagick fran juni till augusti. Insamling av juveniler genomférdes i fallor som
anvands for att samla upp alen och lyfta den vidare uppstroms forbi vandringshinder i
vattensystemet. | nagra sotvattensystem fangades storre gulal. Insamling av al i havet skedde i
samband med SLU:s kustprovfisken. Totalt skulle 300 alar fran 10 geografiskt spridda
provtagningspunkter samlas in. Pa grund av mycket dalig rekrytering av al till en av
provtagningspunkterna som anvandes 2021 stroks den fran listan.

Provtagningspunkter och fisk

Fran varje planerad provtagningspunkt var malet att samla in 15 alar fordelat pa tva omgangar, dvs
totalt 30 alar per provtagningspunkt. SLU:s kustprovfisken genomfors endast vid ett tillfalle per
provtagningspunkt, och saledes fangades de 30 alarna vid samma tillfalle i dessa
provtagningspunkter. Alen skulle skickas farsk till SVA fér provtagning.

Utdver att insamlingen utgick fran punkter dar al redan samlas in var ocksa ett mal att sprida
provtagningen geografiskt. Totalt utsags 1o provtagningspunkter, och fran varje provtagningspunkt
var malet att samla in 30 alar fordelat pa tva omgangar. SLU:s kustprovfisken tillat bara en
fangstomgang och saledes fangades 30 alar vid varje provfiske. Totalt skulle detta generera 300
fiskar. Alen skulle skickas farsk till SVA for provtagning.

Obduktion och provuttag

Beroende storlek genomfordes obduktion och provuttag pa olika satt. For alar <18 cm togs endast
totalvikten och langsta respektive kortaste alen i inskicket mattes. Yttre avvikelser noterades.
Provuttag for virusodling samt alherpes gjordes genom att stjartdelen (bakom anus) kapades och
resten av kroppen finférdelades med skalpell.

Pa alar =18 cm togs individuella langd- och viktmatt, obduktion genomfordes, det vill saga yttre
och inre avvikelser noterades samt simblasan undersoktes avseende forekomst av simblasemask.
For virusodling togs njure, hjarta och mjalte ut. For analys avseende alherpes togs gélar, njure,
hjarta och mjalte ut.

For virusodling poolades organdelar fran upp till 10 individer till ett prov. For analys avseende
alherpes poolades organdelar fran tre individer till ett prov. Vid forekomst av sar eller annan
indikation pa bakteriell infektion togs prov for bakteriologisk odling ut fran forandrat organ och
njure.

Laboratorieanalyser

Virusundersokning genomfordes dels genom gPCR avseende alherpes (AngHV-1), dels genom
allmén virologisk odling enligt av EU:s referenslaboratorium for fisk och kraftdjur foreskriven
metodik for IHNV/VHSV (VHS - EURL Fish & Crustacean Diseases (eurl-fish-crustacean.eu)).
Denna metodik fangar dven upp IPNV.

Bakteriologisk odling pa hastblod- och TYES-agar genomfordes pa individer med indikation pa
bakteriell infektion. Plattorna inkuberades vid 20°C i upp till 7 dagar.

Databearbetning

For deskriptiv statistisk bearbetning éverfordes data till Stata 15 (Stata Corp., 4905 Lakeway Drive,
College Station, Texas, 77845 USA). Utdver ren deskriptiv statistik har Wilcoxons rangsummetest
samt enkel Poisson-regression anvants for att underséka samband.
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RESULTAT

Provinsamling

Insamling och provtagning genomférdes under juni - oktober, med en provtagning i juni, tre
provtagningar i juli, fyra i augusti, tre i september och tva i oktober. Sammanlagt inkom 292 alar
fran tretton olika provtagningstillfallen i tio provtagningspunkter (Tabell KF1, Bild KF1). Antalet
alar per inskick var 6 — 32 st. P4 grund av transportproblem skots vissa inskick av al upp. Nar al
sedan kunde var alvandringen nastan var passerad pa vissa lokaler, och saledes inkom mindre al ar
beréknat fran dessa till SVA. Vid en provtagningspunkt hade alen borjat vandra tidigt. Detta ledde
till att man missade merparten av alen som passerade och endast sex individer kunde skickas in. |
ett av inskicken fran SLU (Fjallbacka) var fisken frusen och skickades inte forran tva manader efter
fangst och efter pAminnelse. | 6vriga inskick ankom alarna till SVA efter 1-2 dygn (atta inskick)
eller 4-5 dygn (tva inskick).

Bild KF1. Gula romber (1-10) representerar lokaler fran 6vervakningsprogrammet och grona
trianglar (11-12) = lokaler varifran al kommit in pa akutmedel (se detta avsnitt nedan, s. 93).
Numrering inom respektive program har gjorts utifrdn ankomstordning till SVA. Kartunderlag
fran www.rl.se.
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Obduktion och provuttag

I sex inskick fanns alar som var sa sma att endast min-max langd och snitt-/totalvikt skulle matas.
For tre av dessa inskick har individuella matt anda tagits. Langden varierade mellan 9 - 62 cm och
vikten mellan 0.15 — 384 g. Generellt var alen i god kondition.

I inskicket fran SLU Aquas kustprovfiske i Barseback noterades tretton alar med rodnader/
blédningar runt munnen (framst underkéken), samt hos nio alar rodnader/blédningar kring brost-
och analfenor. I en al patraffades en sten om ca 1x2 cm i magsacken.

Parasiter

Av 292 alar undersoktes 166 st fran sju provtagningar avseende simblasemask. Totalt var 57
undersokta alar (34%) fran sex av de sju provtagningspunkterna infekterade. | tillagg hittades en
simblasemask hos en liten al (ca 13 cm) i samband med s6nderdelning for virusprovtagning, vilket
ger en total av 58 infekterade alar. Andelen infekterade alar per provtagningspunkt var O - 84%.
Medianvardet var 3.5 (min 1, max 33) A. crassus/infekterad al (Tabell KF1). Infekterade alar var
signifikant langre &n oinfekterade alar (median 48 cm (min 13, max 62 cm), n=58 vs. median 44.5
cm (min 15, max 58 cm), n=109; Z=-2.7, p<0.01, Wilcoxons rangsummetest). Figur KF1 visar
antalet simblasemaskar for alar av olika langd och ett estimat av hur manga simblasemaskar som
bor aterfinnas vid en viss langd utifran arets resultat.

Vita prick pavisades i fyra av tio provtagningspunkter. Andelen infekterade alar per
provtagningspunkt varierade fran 5 - 40%. Totalt var 20 av 292 alar (7%) infekterade.

Laboratorieanalyser

Totalt odlades 36 organpooler for virus. Alla virusodlingar var negativa, vilket innebar att virus som
IPNV/Eel Virus European (EVE), Eel Virus European X (EVEX) och Eel Virus American (EVA) inte
pavisats.

Alherpes undersoktes i totalt 101 organpooler, varav 46 st frén sex olika provtagningspunkter var
positiva (Tabell KF1, Bild KF2 punkt 1-10). Den minsta alen i en positiv pool var 9 cm lang.
Medianlangden hos al i negativa pooler var signifikant kortare &n al i positiva pooler (12.5 cm (min
6.5, max 57 cm), n=111vs. 47 cm (min 9 cm, max 62 cm), n=127; Z=-9.4, p<0.0001, Wilcoxons
rangsummetest) (Figur KF2). 54 alar ingar inte i berédkningen da langduppgift saknas, men finns
med i figuren (markerade med X). Ingen av alarna med hudblddning, sar eller bleka gélar ingick i
viruspositiva pooler.

Bakteriologisk undersokning gjordes pa tva alar med hudblédningar, fran provtagningspunkt
Barseback. En av alarna var positiv for Vibrio anguillarum serotyp 2 (Bild KF3).

Bakteriologisk undersokning pa njure gjordes pa fem alar fran tva provtagningspunkter
(Barseback, Motala Strom) men ingen bakterie pavisades.
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Tabell KF1. Resultat avseende somatiska undersokningar, virusundersokning och férekomst av simbldsemask inom alhédlsodvervakningen 2022

Provtagningspunkt Ankomst Antal Lingd, cm Vikt, g Alherpes! Virusodling? Vita Anguillicoloides crassus
SVA alar  Median (min, max) Median (min, max) Pos/totalt Pos/totalt prick Pos/totalt Median (min, max)?
1 Lagan/Laholm 28/6 19 (7, 10)% 0.65 (snittvikt) 0/6 0/0 0/19 Ej undersokt Ej undersokt
kraftstation 1/9 21 (7, 10)% 1.3 (snittvikt) 0/7 0/2 0/21 Ej undersokt Ej undersokt
2 Gota alv/Lilla Edet 5/7 15 16 (12, 26) 6.1(2.1,18.7) 0/5 0/2 2/15 1/11 1
25/7 15 12.5(11.5, 17.5) 2.2 (1.66, 3.4) 0/5 0/2 6/15 Ej undersokt (1) 1
3 Atran/Atrafors 13/7 14 Data saknas Data saknas 1/5 0/2 3/14 Ej undersokt Ej undersokt
kraftverk 16/8 20 11.3(9, 20.5) 1.27 (0.56, 10.7) 1/7 0/2 1/20 0/1 0
4 Barseback 11/8 31 47.5 (38, 57) 174 (71, 320) 2/10 0/4 0/31 20/31 6(1, 33)
5  Vombsjsn/ Kivlingean 16/8 6 18 (11, 35.5) 6.5 (1, 51) 0/2 0/1 1/6 1/4 4
6 Motala strém 18/8 30 30.8 (25, 50) 35 (20, 174) 10/10 0/3 7/30 11/30 2 (1, 10)
7 Stenungssund/Stig- 1/9 32 47.5 (39, 58) 132 (52, 202) 11/11 0/4 0/32 0/32 0
/Askeréfjorden
8  Vendelss, Kattegatt 7/9 32 49.3 (36, 57.5) 176.5 (70, 349) 11/11 0/4 0/32 3/32 2(1,3)
9  Viskan 4/10 32 8.3 (6.5, 10) 0.46 (0.15, 0.96) 0/11 0/4 0/32 Ej undersokt Ej undersokt
10 Fjallbacka/Skagerrak 6/10 25 50 (37, 62) 202 (68, 384) 9/9 0/3 0/25 21/25 6(1, 21)
Totalt 292 39.3 (7.5, 62) 77.5 (0.2, 284) 46/101 0/36 20/292 58/167 3.5(1, 33)

L tre alar per prov, 2 <10 alar per prov, 3 for infekterade alar, 4 endast min och max finns, 51 en al (ca 13 cm) upptacktes en A. crassus vid

sonderdelning for virusprov.
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Figur KF1. Antal dterfunna simblasemaskar och langd hos alar dar forekomst av
simblasemask undersokts. Regressionslinjen visar forviantat antal maskar hos en
individ av en viss langd.

Bild KF2. Resultat avseende Ang-HV1 for provtagningspunkter 2022. Cirkel = alla
pooler negativa, stjdrna = nagon eller nagra av poolerna positiva, fyrkant = samtliga
pooler positiva. Specifik analysinformation per provtagningspunkt inom alhélso-
overvakningen finns i Tabell KF1. Kartunderlag fran www.rl.se.


http://www.rl.se/
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Figur KF2. Langden hos alar i AngHV-negativa respektive AngHV-positiva pooler inom
alhdlsoovervakningen 2022. Medianldngden i respektive grupp &r inringat i respektive
grupps farg. "X” representerar de fiskar dar langdmatt saknas. Avstandet pa X-axeln
varierar beroende pd hur manga olika matvarden som finns representerade.

Bild KF3. Al med blodningar runt anus, fran provtagningspunkt Barsebick. Bakterien
Vibrio anguillarium serotyp 2 isolerades fran blodningen. Foto: Ludvig Orsén, SVA
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DISKUSSION

Provtagningen for 2022 drabbades av en flygstrejk som var under sommaren. Detta innebar
att vissa inskick pausades samt att inskick blev forsenade i ett forsok att halla nere
transportkostnaderna. Pa grund av forseningarna uteblev forsta inskicket fran Motala strom,
saledes bestamdes de att andra inskicket skulle vara pa 30 alar for att eliminera risken for
utebliven al ifall man hade senarelagt ett extra inskick fran Motala strém. Fran Vombverket
inkom endast sex alar i ar, orsaken var en tidig uppstigning av al inom ett snavt tidsfonster.
Fran provtagningspunkt Fjallbacka inkom fryst al. SLU hade tyvarr missat att skicka in farsk al
till oss vid provtagningstillfallet. Alen som var frusen var fran samma tillfalle, dock endast 25
till antalet i stéllet for 30. I ett forsok att uppfylla 6nskad arlig kvot om 300 alar har éverskott
fran olika inskick anvants till arets provtagning.

Simbldsemask

Simblasemask var vanligt forekommande bade pé individniva och geografiskt sett. Aven om flera av
de storre alarna var oinfekterade sa fanns det ett samband mellan bade langd och infektionsstatus
samt langd och antal parasiter hos infekterade individer. De minsta alarna, dar simblasemask inte
undersokts, har inte raknats med. Minimilangden for obduktion 6kades under 2022 fran 12 till 18
cm pa grund av att mindre alar ar svara att undersoka och plocka individuella organ ifran. Darmed
anvander SVA hela kroppshalan for virusundersokning och for att undvika kontamination av de
inre organen bor man da inte rota i bukhalan. Eftersom al av den storleken inte fodosokt nagon
langre tid bedomdes dessutom sannolikheten for infektion med A. crassus som relativt Iag. Dock
observerades en simblasemask hos en al som sonderdelades for virusodling. Stérre simblasemaskar
ar latta att upptacka hos sma juvenila alar, da hela bukhalan spanns ut, men risken finns att
enstaka sma alar infekterade med annu extremt sma A. crassus, missas nér inte simblasan kan
undersokas.

Simblasemasken ar ursprungligen en parasit hos japansk al (Anguilla japonica), och dok upp i
europeisk al pa 1980-talet. Forsta gangen parasiten pavisades i Sverige var 1987 (Lonngvist, 2001).
Lindriga infektioner kan vara helt symptomfria, men masken skadar blasvaggen da den livnar sig
pa blod, och kan darmed orsaka inflammation som paverkar simblasans funktion samt anemi hos
alen. Kraftiga infektioner tar dessutom upp mycket av utrymmet i simblasan och paverkar pa det
sattet dess funktion. Det finns en misstanke om att simblasemasken paverkar alens formaga att
atervanda till lekomradena i Sargassohavet, da forsok visar pa okad syreforbrukning, lagre
simhastighet och minskad uthallighet (Palstra et al., 2007). Exakt hur stor inverkan
simblasemasken har pa albestandet ar oklart, men parasitens forekomst i olika vatten, samt andel
infekterade alar och infektionsintensitet bor fortsatta 6vervakas.

Virusinfektioner

Prover tagna 2022 visade ingen forekomst av virus som gar att odla med ordinarie cellkulturer,
vilket dverensstammer med resultaten fran 2018 - 2021. Detta indikerar franvaro eller mycket lag
forekomst av dessa virus i al som vandrat till Sverige. IPN-virus ar problematiskt da vissa
genogrupper kan orsaka massddd hos laxfiskyngel och varianten IPNV genogrupp 2/EVE orsakar
sjukdom och uppét 75% dédlighet hos juvenil &l (van Beurden et al., 2012). Alspecifika virus som
EVEX och alherpes kan ocksa fa allvarliga konsekvenser for alpopulationen (van Beurden et al.,
2012).
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Alherpesvirus

Alnerpesvirus pavisades i provtagningspunkter langs vastkusten redan 2018 i samband med
att halsodvervakningen av vildal inleddes. 2020 forekom alherpes i Motala strom och
Dalalven. Viruset har tidigare pavisats i Méalaren, Hjalmaren och Bolmen i samband med
aldodlighet, senast under den varma sommaren 2018. Under 2022 har alherpesvirus dven
patraffats i Vanern (se s 81). Detta visar att infektionen ar geografiskt spridd i Sverige.

Eftersom proverna ar analyserade i form av pooler innehallande 2 - 3 individer gar det inte
sakert att uttala sig om prevalensen pa individniva. Likasa blir jamforelse av alens storlek hos
"positiva” och negativa individer till viss del instabil, eftersom vi i analysen réknar alla alar
ingdende i en positiv pool som infekterade. Dock kan noteras att alen i provtagningspunkter
dar samtliga pooler var positiva hade en langd av minst 25 cm. Detta monster stammer med
provtagningarna 2020 och 2021 och indikerar att smittspridning sker i svenska vatten.

Alherpesvirus kan orsaka allvarlig sjukdom och dédlighet hos &l (van Beurden et al, 2012).
Flera fall dar hog virusforekomst pavisats i samband med aldod i svenska vatten, till exempel
alen fran Vanern (s. 93) samt 2018 i Bolmen och Hjalmaren. En hog virusforekomst tyder pa
en aktiv infektion och darmed sjukdom. Alherpesvirus kan ligga vilande under en l&ng tid
innan det aktiveras av att alen utsatts for stress (t ex hoga vattentemperaturer), och
antropogen aktivitet i form av forflyttning av al i syfte att starka bestand bedéms som en orsak
till virusets spridning i Europa (Haenen et al, 2009; Kullmann et al., 2017). Alherpesvirus r i
dagslaget inte en anmalningspliktig sjukdom, vilket innebar att forflyttning av infekterad al
inte ar forbjudet enligt gallande lagstiftning sa lange alen inte visar tecken pa sjukdom
(HVFMS 2021:7). Alherpes ar potentiellt spridd i svenska vatten, men med tanke pa de
allvarliga konsekvenser infektionen kan ha pa en redan sarbar alpopulation rekommenderar vi
forsiktighet och helst provtagning i samband med att al ska flyttas till ett nytt vattendrag, samt
att man avstar fran att flytta fisk dar resultaten visar férekomst av alherpes.

SLUTSATS

Resultaten fran 2022 ars provtagningar visar pa en generellt frisk population. Férekomst av
alherpesvirus kan dock potentiellt ha allvarliga konsekvenser pa populationen och bor tas i
beaktande vid flytt av al. Fortsatt dvervakning behovs for att kartlagga hur spridd infektionen
ar i svenska vattendrag och hur hog forekomsten &r i olika vatten. Det &r ocksa viktigt att
undersoka forekomst av alherpes nar dod al hittas. Fortsatt 6vervakning behdvs ocksa for att
tidigt upptacka introduktion av potentiellt allvarliga smittor i den sarbara populationen.
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Akutmedel
Akutmedel anvandes for undersokning av tva doda alar under 2022. Bada alarna rapporterades in
pa https://rapporterafisk.sva.se.

Fall 1. D6d al upphittad vid Olsnés, Tjorn

Rapport om en liten (ca 30 cm) dod al upphittad pa botten vid strandkanten i Olsnas pa Tjorn
inkom den 21 april. Kontakt med upphittaren hade redan upprattats i samband med en annan al
som rapporterades en manad tidigare. Bilder fran fyndplatsen visade att alen sannolikt inte var
nydod, men den stoppades i frys och skickades in nar transportmaterial erhallits. Alen inkom till
SVA 3 maj.

Obduktionen visade att dlen var stadd i férruttnelse. Ogonen var grumliga och gélarna
sonderfallande. Huden runt analfenan samt analfenan i sig var flackvis rodnad (Bild KF4). Levern
var gul och mjélten nagot forstorad. Simblasan var fin utan forekomst av simblasemask.
Provtagning for alherpesvirus (AngHV-1) gjordes.

Dodsorsaken kunde inte faststéllas. Undersokningen for alherpesvirus var negativ. Det kan inte
uteslutas att nadgon annan infektion orsakat alens dod, men ytterligare analyser (bakteriologisk
eller virologisk odling) kunde inte genomforas pa grund av att alen var stadd i forruttnelse.

Bild KF4. Al upphittad vid Olsnas, Tjérn. Foto: Ludvig Orsén, SVA

Fall 2. Aldéd i Vianern, Kristinehamns kommun

Den 15 och den 20 augusti rapporterades fynd av 2—3 déda alar i Vanern, i Kristinehamns
kommun. Sannolikt ror det sig om samma alar som rapporterats dubbelt. En al hade sparats och
upphittaren kontaktade kommunen samtidigt som alen rapporterades pd SVA:s rapporteringssida.
Kommunen skickade till SVA efter kontakt och utsandning av packmaterial.

Alen inkom till SVA den 24 augusti. Vid ankomst var alen kraftigt forruttnad. Den métte 81 cm och
véagde 903 g. Huden var avskavd i partier och och analomradet var forstorat. Galarna var kraftigt
forruttnade och 6gonen grumliga. Inre organ visade pa kraftig forruttnelse. Inga simblasemaskar
pavisades. Prov togs for analys av alherpesvirus och trots forruttnelsen dven for virusodling.
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Virusodlingen var negativ. Alherpesvirus pavisades och analysen visade att virusférekomsten i
vavnaden var hog. Detta indikerar att alen dott av alherpes. Med storsta sannolikhet hade det varit
ett mindre utbrott kopplat till h6ga vattentemperaturer, da ytterligare alar patraffats doda
tillsammans med den som skickades in.

Rapportportalen

Fyra rapporter om doda alar registrerades i rapportportalen under 2022, tva fran Tjorn och tva
fran Vanern. De tva rapporterna fran Tjorn inkom i mars och april, och alen som hittades i april ar
Fall 1 ovan. De tva rapporterna fran Vanern inkom med fem dagars mellanrum (15 och 20 augusti)
frdn samma omrade och rérde med storsta sannolikhet samma utbrott. En av alarna hade sparats
och beskrivs i Fall 2 ovan.
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Del 4.
Sotvattenslevande fisk

Overvakningen av sotvattenslevande fisk bedrivs tills vidare inte som en kontinuerlig évervakning
av specifika arter utan i form av arsvis projekt. Under 2022 |ag fokus pa att fortsatta de
undersokningar av gaddsarkom som pabdrjades 2021. Vidare foljde vi upp BKD-studien fran 2020
(SVA, 2020) med en studie dar prevalensen av BKD studerades i Siljan och Vattern.

Gaddsarkom-projektet

SAMMANFATTNING

For 2021 togs beslutet att gora en riktad insats for att studera sarkom hos gaddor. Bakgrunden var
att SVA under 2020 fick flera fragor om denna sjukdom fran privatpersoner, samt att misstanke
om sjukdomen vid 10 tillfallen anmaldes genom var rapportportal. Planen var att undersoka 50
gaddor under 2021 for att karakterisera infektionen battre makroskopiskt, mikroskopiskt samt att
identifiera det virus som misstanks vara orsak till sjukdomen. Antalet gdddor som inkom 2021 var
relativt fa (11 st) och beslut togs att fortséatta studien under 2022. Beslut togs ocksa om att vara mer
direkt involverade i provtagningen for att sdkerstalla att bra farskt material, dvs. ofryst, kunde
sakras. Totalt kunde prover fran 31 gaddor tas under 2022, varav 23 gaddor var ofrysta.

INTRODUKTION

Gaddsarkom eller lymfosarkom hos gaddor ar en tumdérsjukdom som innebéar okontrollerad
uppférokning av lymfocyter (en typ av vita blodkroppar) och som utgar fran hudens mellanlager
(dermis). Resultatet blir kottiga svulster i gaéddornas hud och/eller munslemhinnor. | sena
sjukdomsskeden finns uppgifter om att infiltration av lymfoida celler i inre organ, dvs.
metastasering, kan férekomma (Quackenbush, 2016). Sjukdomen anses vara orsakad av ett
retrovirus da retrovirusliknande partiklar har pavisats med elektronmikroskopi (Winqvist et al.,
1973; Papas et al. 1976; Yamamoto et al., 1984). Flera retrovirus hos andra djurarter inklusive fisk
(till exempel i gos, lax, abborre, och sebrafisk) ar kdnda for att orsaka tumaorsjukdomar (Bowser
and Casey 1993; Quackenbush 2016). Gaddsarkomviruset har dock aldrig isolerats, eller
karakteriserats genetiskt. Infektionsforsok i form av injektion av homogeniserad och filtrerad
tumorvavnad har visat att sjukdomen &r smittsam (Mulcahy & O'Leary, 1970), vilket talar for en
viral orsak da virus ar den absolut vanligaste orsaken till infektiost inducerade tumorer. Spridning
av gaddsarkom sker sannolikt frekvent i samband med lek. Tuméorer vaxer till under den kalla
arstiden och gar i regression under sommaren baserat pa studier som visar att man hittar fa
sarkomgaddor sommartid (Getchell et al. 1998). Den amerikanska maskalungen (Esox
masquinongy) drabbas dven den av en variant av gdddsarkom med en hogre dodlighet &n hos
gadda (Sonstegard & Cheng, 1986). Fragan ar darfér om fa gaddor med sarkom noteras
sommar/host pa grund av att det lakt av eller pa grund av att infekterade individer dott. Det ar
ocksa oklart om de misstankta sarkom-arr som ibland noteras verkligen ar orsakade av sarkom
eller av ndgon annan hudskada (till exempel slagsmal kring lek eller predation).

Asikterna om hur sarkomgaddor ska hanteras gar isar. Givet att det &r en smittsam sjukdom och
lymfosarkom generellt &r en mycket aggressiv tumdrform kan man havda att det ar ratt att ta upp
och avliva fisken. D& det finns en hog chans for 6verlevnad kan man & andra sidan havda att det ar
ratt att slappa tillbaka fisken.
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Syfte

Malet var att anvanda befintliga underscknings- och analysmetoder for att detaljerat karakterisera
gaddsarkom och for att identifiera det virus som misstéanks vara bakomliggande orsak till
tumorsjukdomen. Tre specifika fragor att besvara definierades:

1) Hur smittsamt ar gdddsarkom? Vi kommer inte kunna ange exakt hur smittsamt det ar
eftersom det da behovs en 6verforingsstudie. Daremot kan vi forhoppningsvis fa svar pa om
ett virus alltid ar orsak till sarkomen, dvs kan det finnas olika orsaker (smittsam/icke
smittsam eller olika varianter av virus) och ar det i sa fall olika pa kust och inland?

2) Ar alla gaddsarkom verkligen samma tumérvariant och finns det i sa fall olika
malignitetsgrad?

3) Vid sarkom, forekommer det da dven cellulara forandringar i inre organ?

Fraga 1 — 3 ar intimt kopplade till varandra, da olika tumértyper har olika ursprung ((olika)
virus/spontant etc), och tumdrer av olika malignitetsgrad ger olika forutsattningar for 6verlevnad.

MATERIAL OCH METODER

Provinsamling

Samtliga 21 lansstyrelser kontaktades via mail infor sésongen 2021. Tre lansstyrelser (Stockholm,
Kalmar och Ostergotland) meddelade intresse och ett méte hélls for att diskutera mojligheterna
avseende provinsamling kontaktades. For Kalmar lan deltog dven Linnéuniversitetet. Kontakt togs
senare med Blekinge och Gavleborg avseende mdjligheter att delta.

Provtagningspunkter

I Kalmar lan finns ett lekomrade dar lymfosarkom forekommer pa lekfisken, och Linnéuniversitetet
som arligen genomfor inventering och méarkning kunde hjalpa till. SVA deltog vid inventeringen,
och farskt material kunde sékras i falt. Ordinarie provfiskeplatser for gaddda i Stockholms och
Uppsala lan utsags ocksa till fasta provtagningspunkter. Provtagningen koordinerades sa att SVA
hadmtade upp gaddor med sarkom efter att provfisket avslutats och obduktion och provtagning
skedde vid SVA:s fisklaboratorium. Lansstyrelserna i Blekinge och Ostergétland hade inte
mojligheten att delta under 2022.

Lan som inte bedriver provfisken efter gadda, eller som inte normalt ser gdddsarkom i samband
med sina provfisken hade mdjlighet att skicka in gaddor om fall skulle dyka upp. Dessutom
mdjliggjordes sporadiska provtagningspunkter genom att rapportportalen évervakades for att
snabbt identifiera fall som kunde bli aktuella fér provtagning

Fisk

Planen var att under 2022 ta in minst 39 gaddor med aktiva tumorer, sa att det totala antalet
gaddor i studien blev minst 50. Under 2022 provtogs aven referensgaddor (utan sarkom) och
referensprover togs fran frisk hud pa ryggen pa gaddor med sarkom.

Obduktion och provuttag

Vid obduktionen bedémdes/noterades somatiska data som kon, langd, och hos en del individer
vikt. Dessutom noterades tumdérstorlek, tumdrutseende, antal tumdrer, placering av tumorer
externt och internt, eventuella andra avvikelser. Makroskopiskt bedomdes ocksa hudtumdorernas
invasivitet genom att skara igenom dem ner i muskulaturen. Fotodokumentation genomférdes for
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senare dubbel bedémning av fallen. Alla gdéddor obducerades for att identifiera synliga interna
metastaser.

Tumarvavnad togs fran en tumor per individ for fixering i formalin. Inre organ (mjalte, lever,
njure) togs for formalinfixering nar SVA obducerade féarsk fisk. Under 2021 provtogs hud for
histopatologi dven fran fryst fisk dar provuttag inte gjorts innan frysning och insandning. Detta for
att se hur pass val tumorerna kunde bedémas fran tidigare fruset material. Under 2022 togs ingen
histologi fran material som varit fruset.

Under obduktionen sékrades prover for PCR i RNAlater. Dessa prover forvarades sedan i -20°C tills
de analyserades. Fran individer med omfattande sarkom tillvaratogs aven stérre mangder
tumorvavnad for att forsoka rena fram virus. Aven denna vavnad frystes ner. Referensmaterial fran
frisk hud férvarades i formalin och/eller RNAlater for senare analys.

Laboratorieanalyser

Histopatologi for bedomning av malignitetsgrad

Rutinmaéssig preparering med paraffinbéaddning, snittning och fargning med Hematoxylin & Eosin
(HE) genomfordes pa det formalinfixerade materialet for histopatologisk beddmning. Snitten
undersoktes i ljusmikroskop vid 40 - 1000 x foérstoring. Vid den histopatologiska bedémningen
noterades celltyp (tumortyp, till exempel sarkom, fibrom), bedémning av mitosfrekvens
(celldelningsfrekvens), pleomorfism (cellpopulationens struktur, bland annat frekvens av olikhet i
storlek pa celler och kérnor), forekomst av inflammation, vavnadsdod och karlinvaxt samt hur
invasiv tumdren var mot narliggande vavnad. Sammantaget ger detta en malignitetsgrad for
tumdren.

Genetisk karaktdrisering av malignitetsgrad

Malignitetsgraden i tumdérvavnad beddmdes dven med en PCR for Ki-67. Ki-67 &r ett protein som
ofta anvands for att undersoka tumarers proliferation d& Ki-67 enbart uttrycks i snabbt delande
celler. Vanligen fargas tumorvavnad in med en Ki-67-antikropp, men eftersom det inte finns nagra
Ki-67 antikroppar validerade for fisk utvecklade SVA i stéllet en PCR-analys for att identifiera
genuttryck for proteinet, det vill sdga hur mycket KI-67 som tillverkas. Det finns i litteraturen goda
bevis for att mangden Ki-67 i vavnaden korrelerar val med uttrycket pa gen-niva (Prihantono et al.,
2017).

Genom att studera DNA direkt kan man inte sdga ndgot om hur mycket en gen uttrycks - mangden
DNA forandras inte nar en gen aktiveras och ar saledes konstant. Nar en gen aktiveras skapas RNA
som sedan anvands for att for att skapa proteiner. Genom att aterskapa DNA (sa kallat coding DNA
eller cDNA) fran detta RNA kan man kvantifiera hur mycket av en gen som uttrycks for stunden,
vilket ofta korrelerar med méngden protein. For KI-67-analysen isolerades RNA fran tumdérvavnad
och cDNA genererades. Fran cDNA:t kvantifierades uttrycket av Ki-67 jamfort med medelvardet av
referenshud fran flera individer.

Analyser for identifiering och isolering av Gdaddsarkomvirus

Karakterisering av virusets arvsmassa

D4 det virus som misstanks orsaka sarkom i gadda ar ett RNA-virus (retrovirus) finns mojligheten
att metoder uppsatta for andra retrovirus aven fungerar for gadda, da alla kanda retrovirus ar nara
beslaktade. Speciellt en publicerad metod (Burmeister et al., 2001) &r av intresse da den visat sig
kanna igen retrovirus som infekterar flera olika sorters varddjur, till exempel far, apa, mus, fagel
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och héast. Med denna PCR amplifieras fragment av olika storlekar, fran 1 200 till 5 000 baspar (bp),
beroende pa typ av retrovirus. Metoden ar inte testad pa fisk tidigare, och det var darfor oklart om
den kan identifiera retrovirus fran fisk. For att utvardera om denna metod fungerar pa gaddsarkom
renades RNA fram fran tumérer och cDNA genererades. Darefter analyserades cDNA for
forekomsten av retrovirus med primerparen fran Burmeister et al. (2001). Néar virus-RNA i form av
cDNA isolerats behdver det sekvenseras for att arvsmassan sa kunna karakteriseras. Eftersom
gaddsarkomvirusets genomiska sekvens &r okand finns inga specifika primers och darmed kunde
ingen sekvensdata genereras med hjélp av sddana. De primers som anvéands for amplifiering av
genfragmenten (Burmeister et al. (2001) kan dock inte anvandas for sekvensering da de inte
uppfyller de tekniska specifikationerna for sekvenseringsmetoden. Darfor klonades individuella
fragment in i en sekvenseringsvektor (med hjalp av sa kallad TOPO-kloning) for sekvensering.
Vektorn fungerar sa att den innehaller primerbindande regioner som goér att sekvensering kan
paborjas utan att man kanner till sekvensen man vill generera data for. Efter kloning verifierades
insattningen av cDNA i vektorn med sa kallad restriktionsklippning innan det amplifierade DNA-
fragmentet skickades for sekvensering.

Isolering av retroviruspartiklar

Storre mangder tumoérvavnad homogeniserades for att med ultracentrifugering (centrifugering vid
15 000 x g) eller fallning med polyetylenglycol (PEG) pelletera och isolera virus. Potentiellt
pelleterat virus analyserades med small angle x-ray scattering (SAXS) for att sedan sekvenseras
innan nya primers specifika for gdddsarkomvirus designades.

En Dot-Blot utvecklades ocksa for att i tumdrvavnad identifiera dubbelstrangat RNA (dsRNA).
dsRNA ar ett intermediat som bildas under RNA-virusets livscykel och som ar frammande for
vardcellen. Det finns alltsa inget naturligt forkommande dsRNA i gaddvavnad. Om det finns en
aktiv replikation av ett RNA-virus i vavnaden borde man alltsd kunna detektera dsRNA.
Tumorvavnad fran ett flertal tumorer per individ homogeniserades, varefter totalt RNA isolerades
med hjalp av Trizol. Det renade RNA:t applicerades sedan pa ett nitrocellulosamembran och
dsRNA detekterades med antikroppen J2 som &r specifik for dsRNA. For att underlatta senare
sekvensering av proverna utvarderades dven ett enzym som specifikt klipper sénder enkelstrangat
RNA (ssRNA) sa att provet som senare sekvenseras enbart innehaller dsRNA (viralt RNA).
Liknande metoder har anvants med framgang tidigare for analyser av dsRNA (Zangger et al., 2013)

RESULTAT

Fisk

Sedan tidigare (december 2020 — december 2021) fanns morfologiska data och vavnad fran 11
gaddor. Under 2022 samlades det in 28 gaddor med sarkom eller misstankta sarkomarr/sar under
avlakning. Av dessa provtogs nio gaddor i falt (Hammarglo, Kalmar). Fran Stockholms skargard
kom atta farska gaddor och fran Uppsala tre farska gaddor. Lansstyrelsen i Gavleborg levererade
atta gaddor som var frysta. | tillagg provtogs tre gaddor utan symptom (referensmaterial) i falt i
Kalmar Totalt har darmed 43 gaddor provtagits inom gaddsarkomprojektet. Ytterligare en gadda
med misstéankt herpesvirusinfektion (EsHV-1) provtogs i Hammarglo (se s. 110). De makroskopiska
bedémningarna nedan ar en kombination av vad som noterats vid provtagning och senare
undersokning av foton. En sammanstéllning av fynden vid provtagning finns i Tabell SF1.

Konsfordelningen var 27 hanar och 12 honor. For fyra fiskar saknas anteckning om kon. Vikt fanns
noterat for 30 individer och den varierade fran 583 till 3 700 g med en medianvikt pa 1 314 g.
Hanarna vagde i snitt 1 150 g (583 — 2 150 g, n=15) och honorna 1 921 g (1180 - 3 157 g, n=11).
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Skillnaden var signifikant, p<0.01, Wilcoxon rangsummetest. Individerna av oként kén véagde i
snitt 1 090 g (627 - 3 700 g, n=4). Langd fanns noterat for 42 individer. Aven langden skiljde
mellan kénen, hanarna var i snitt 54 cm (44 - 68 cm, n=27) langa och honorna var i snitt 64 cm (55
- 80 cm, n=11) langa, p<0.001, Wilcoxon rangsummetest. Individerna av okant kon var i snitt 57.5
cm (45 cm - 78 cm, n=4) langa. Fultonfaktorn (konditionsfaktorn) varierade mellan 0.47 och 0.88,
med ett snitt pa 0.72. Hanarna hade ett snitt pa 0.71 (0.57 - 0.88, n=15) och honorna hade ett snitt
pa 0.72 (0.57 - 0.83, n=11). Fiskarna av okant kon hade ett snitt pa 0.70 (0.47 - 0.78, n=4).
Honorna var alltsa stérre an hanarna, men det var ingen skillnad i kondition mellan kénen.

Ingen gadda som provtogs under 2022 hade sa omfattande férekomst av lymfosarkom som den
gadda som skickades fran Oland i februari 2021 (Bild SF1, fisk 234). Utseendet pa sarkomen
varierade fran enstaka sma och plana till stérre svulstiga eller multipla och svulstiga (Bild SF1).
Samtliga sarkom hade en sarig yta, dvs. de hade brutit iggnom hudens yttersta lager (epidermis),
och ytan kunde vara allt fran ljus till blodig eller nekrotisk. Gulfargning var vanligt forekommande.
Hos ett par gaddor s&g tumorerna ut att sitta i gamla mekaniska séar (Bild SF1, fisk 913 och
1480). Nagra gaddor hade arrvavnad som skulle kunna harrora fran avlakta sarkom. En gadda
fran Stockholms skargard hade djupa inflammerade sar vilket vackte misstanke om att ndgon
skurit bort tumérvéavnad (Bild SF1, fisk 1925). Tumdrernas konsistens var generellt mjuk, och
vid genomskarning hade de en utsvallande, fuktig yta (Bild SF2, fisk 234). Vissa tumdorer hade
tydlig spridning ner i underhudsfett (hypodermis) och muskulatur, dar en gulaktig missfargning
samt en strukturell féréandring i vavnaden kunde ses (Bild SF2, fisk 234) medan andra tumdérer
sdg ut att vara begransade till mellanhuden (dermis) (Bild SF2, fisk 913).
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Tabell SF1. Sammanstillning av fynd vid provtagning av 42 gdddor inom sarkomprojektet, december 2020-2022. Tabellen fortsitter pa nasta sida.

Lén, Lokal Ar D Kén  Lingd (cm) Vikt (g) Antal tumérer Utbredning vénster sida Utbredning héger sida Utseende Utbredning pa djupet
E, Rélangen 20 7531 Hona 59 1180 0 (referens) Ej relevant Ej relevant Ej relevant Ej relevant
H, Gland 21 234 Hona 80 3157 (>)5 En técker ndstan hela kroppen, en Tre tumdrer, 2-4 x 2 cm langs Gulrdd kéttig yta, mycket svulstig I muskulaturen
tumdr ca 3 x 5 cm @ pa stjdrtspolen sidolinjen
H, Hammarglo 21 909 Hane 58 1442 3 P4 framre delen av ryggfenan ner pa En (ca 2 cm @?) bakom gillocket, en Tumérerna péa sidan bortskurna for Ytlig (rygefena)
fenbasen (ca 3.5 cm @?) vid sidolinjen ovanfér fixering innan insandning; p& .
bukfenan ryggfenan platt, rod med gula kanter De bortskum? saknas bild
pa
H, Hammarglo 21 910 Hona 58 1373 2 Mitt under buken, ca 4 cm @? Buktumdren bortskuren fér fixering Bild saknas
innan inséndning, P4 analfena rédgul
Bakkant av analfena, ca 1ecm @ glansig, e svulstig
H, Hammarglo 21 911 Hona 55 1255 3 Tre st ca 1-3 cm @ langs sidan fran Tre st ca 1-3 cm @ léngs sidan bakom Gulrosa, €] svulstiga (vanster sida) | dermis (vénster sida)
bukfenorna bakat bukfenorna .
Tumérer pa hoger sida bortskurna for
fixering innan insdndning
H, Hammarglo 21 912 Hona 60 1690 1 - Ca 3 cm @, vid sidolinjen precis bakom  Tumdren bortskuren for fixering innan Bild saknas
bukfenorna inséndning
H, Hammarglo 21 913 Hona 64 2181 Ca 40 Multipla tumérer, ca 1-3 cm @, ett par Multipla tumérer, ca 1-3 cm @ fran Gulréda, kittiga Ev strax under dermis
avlanga i drrvévnad, fran géllockets géllock till stjartspole . )
bakre kant till stjartfena Plana till svulstiga
H, Hammarglo 22 1476 Hane 56 - 1 Ca 0.5 cm @ vid sidolinjen mellan buk- - Rédrosa, svulstig Bild saknas
och analfena
H, Hammarglo 22 1477 Hane 52 - 3 Ca 1-2 cm @ pé buken mellan brést- Ca 1-2 cm @ pé buken mellan brést- Rédrosa med gula kanter, svulstiga Bild saknas
och bukfena och bukfena samt ca 3 x 1.5 cm vid (buken), Rosaréd plan (sida)
mittlinjen ovanfér bukfenan
H, Hammarglo 22 1478 Hane 68 - 1? Ca 0.5 cm @ mellan sidolinjen och - Ljusrosa med réda kanter, plan, Bild saknas
analfenan mycket tidigt stadium?
H, Hammarglo 22 1479 Hane 51 - 0 (referens) Ej relevant Ej relevant Ej relevant Ej relevant
H, Hammarglo 22 1480 Hane 54 - 4 En 2-3 cm @ bakom bukfenan, en Ca 0.5 cm @ ovanfdr sidolinjen mellan Rédrosa, gula kanter, glansig, lite Bild saknas
utgér fran dgats bindhinna brést- och bukfena, en ca 0.5 cm @ svulstig (héger), gulréd, plan, pil-
framfér stjdrtfenan formad (vénster), rosa, svulstig (6ga)
H, Hammarglo 22 1481 Hane 51 - 1 Stort &rr mitt pd sidan Ca 0.5-1 cm @ pa ryggen strax framfar Vit, plan, ev bortskavd, huden runt Bild saknas
ryggfenan buktar {liknar en stor finne)
H, Hammarglo 22 1482 Hane 49 1 - Ca 1 x 2 cm ovanfdr sidolinjen mellan R&drosa, nagot genomskinlig, glansig, Bild saknas
bréist- och bukfena plan yta, huden nagot insjunken runt
H, Hammarglo 22 1483 Hane 54 - 3 Ca 1 cm @ vid bukfenans bas, tva ca 2 - Rédrosa med gula kanter, ndgot Bild saknas
cm @ vid analfenan buktande yta
H, Hammarglo 22 1484 Hane 52 - 1 Cal cm @ pa buken mellan buk- och Akuta ytliga rivsar R&d, gula kanter, nagot svulstig Bild saknas
analfena, akut ytligt rivsar
H, Hammarglo 22 1485 Hane 49 - 0 Brett, langt ytligt &rr fran rygg ner mot Ca 1-2 cm @ sér Djupgéende (i muskulatur), skarpa Ej relevant

bukfena

kanter




Tabell SF1, fortsattning. Tabellen fortsatter dven pa nista sida.

Lin, Lokal Ar D Kdn  L3ngd (cm) Vikt [g] Antal tumdrer Utbredning vinster sida Utbredning hdger sida Utseende Utbredning pa djupet
H, Hammargla 22 1486 Hane 54 - 0 Ej relevant Ej relevant Ej relevant Ej relevant
H. Hammarglo 22 1487 Hane 44 - 0 Ej relevant Ej relevant Ej relevant Ej relevant
AB, Askviken 21 2323 Hane 54 1202 Ett flertal Bild saknas Bild saknas Bild saknas Bild saknas

mi
AB, Linnakersviken 21 2324 Hane 55 1113 1 Langa &rr efter mekanisk skada Ca 4 cm @, mitt p3 kroppen Radgul, kittig, glansig yta, nagot | muskulaturen
svulstig
AB, Linnakersviken 21 2323 Honz &7 21s0 1 Mitt pa ryggen, ca 3 cm @ Rodgul, kittig yta, svulstig med | dermis
insankningar
AB, Linnikersvikan 21 2328 Uppsift 62 1130 1 - Ca 4 cm @ under mittlinjen vid Radbrun, kittig, glansig yta, ndgot | dermis
zsknas analfenan, &rr bakom bukfenan =vulstig
AB, Linnakersviken 21 2317 Uppsift 78 3 700 1 Ca 10 cm @, mitt pa sidan fran - Gul til markt rod, kottig, glansig och | muskulaturen
saknas sidolinjen ner pd buken sdrig yta
AB, Ashviken 22 1923 Hane 54 1135 17 Multipla =ma mﬁnformade, 1-2 cm Multipla sma ma°nforrnade, 1-2 cm Ridrosa svulstiz yta Bild saknas
I&nga 1&nga
AB, Askviken 22 1924 Hane &5 2 150 a Langa ytliga Srr Ett inflammerat ytligt =3r vid Rodvit, inflammerad och nekrotisk Ej relevant
stjdrtfenan, multipla stors ytligs Srr hud
AB, Askviken 22 1925 Uppgift 53 100 1z 2 st 4-5 cm l&nga sar {bortskurna Ett liten svulst hoger brostfenbas, Blodig massa (svulst), s3r djupgaende Bild saknas
zzknas sarkom)? trasig ryggfena med rivsar framfar. [ner i muskulatur centralt)
inflammerada
AR, Linnakersviken 22 1926 Hane S0 750 L} Ca 1-2 cm @, en bakom dgat pd Ytligt stort arr over sidolinjen Ridgul, glansig nagot svulstig yta Bild saknas
géllocket, tre vid sidalinjen, en bakom
bukfenan
AB, Lannakersviken 22 1927 Hane 61 2005 2 - CaS-5om@ pz’l hoger sida av Blodig, svulstig och glanzande yia | dermis
stjartspolen upp dver ryggen, liten B .
begynnande tumr mitt pa sidan Den begynnands tuméren gul i
fargen.
AB, Linnikersviken 22 15928 Hane 52 1150 4 En tumér, ca 2 cm @ pa buksidzn, flarz Ca 1-2 cm l&ngs, en pé ryggen, en \itrosa till rods, svulstiga Bild saknas
sm riv-bitsar bakom gillocket, en mot buksidan
AB, LinnZkersviken 22 1929 Hona 63 1727 3 Ett par sdr, ett ca 2 cm léngt ett Ca 1-2 cm @, bakom gillacket under Ridrosz, eventuellt lite epidermis Bild saknas
mindre ytligt sidolinjen kvar
Ett start &rr ovanfar anzlfenan Ett =ir djupgaende, inflammerat
AB, Linnakersviken 12 1930 Uppgift  Uppgift Uppgift 5 Enca 4-5 x 2 cm tum@r mitt pa sidan Tre ca 2-5 x 2 cm stora tumérer pa Gulrosa, mycket svulstigs | muskulaturen
zaknas saknas zaknas under sidelinjen, en ca 2cm @ under bakre delen av kroppsn

buken precis framfir bukfenorna
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Tabell SF1, fortsattning

Lén, Lokal Ar ID Kén  Lingd (cm)  Vikt(g) Antal tumérer Utbredning vénster sida Utbredning higer sida Utseende Utbredning pa djupet
Uppsala 22 1964 Hane 44 583 1 Ca 1 cm @ ovanfér sidolinjen strax Rédgul, ndgot svulstig Bild saknas
framfér ryggfenan
Uppsala 22 1965 Hane 46 718 1 Liten mekanisk skada Ca 5x 2 cm, dver sidolinjen framfor Vitrosa med gula kanter, négot I muskulaturen
bukfenorna svulstig
Uppsala 22 1966 - 45 627 4 - 2-5 cm @, samlade under sidolinjen i Blodig, rédrosa glansande yta, Bild saknas
hajd med bukfenorna svulstiga
X, Siviksfjirden 22 1568 Hane 59 1445 2 - 6-7 cm @, fran sidolinjen ner till buken Gulrosa, insjunken under hudytans | dermis
bakom bukfenor, ca 2 cm vid plan och nekrostisk i bakkant
analfenans bas
Gulréd glansig (lilla)
X, Norbergsfjirden 22 1677 Hane 56 998 1 - Ca 10 cm @ utgdende fran huden Rosardid, ndgot gulaktig, mycket | dermis
under géllocket svulstig
X, Norbergsfjdrden 22 1678 Hane 58 1219 1 Ca 2 cm @ mitt mellan gat och - Rosardd, ndgot gulaktig, svulstig | dermis
géllockets bakre kant
X, Njutangersfjarden 22 1679 Hane 58 1474 4 Ca 2 cm @ bakom bukfenan, ca 4 cm @ Ca 3 cm @ mitt under buken Tre med tydligt nekrotisk vavnad, en i Underliggande vévnad
vid analfenan samt pa stjartspolen plan med huden, &ivriga ndgot paverkad vid tuméren pa
buktande. Tuméiren pa stjirtspolen stjartspolen, spridning
maorkt brunréd och svulstig eller inflammation?
X, Faskérsfjarden 22 1680 Hona 65 1969 1 Ca 3 cm @ mitt pa sidan - Brunréd, svulstig | dermis
X, Grims&botten 22 1681 Hona 64 1921 1 Ca 4 cm @ mitt pa sidan mellan brost- - Rosardd, glansig, svulstig I muskulaturen
och bukfenor
X, Grims&hotten 22 1682 Hane 53 942 2 Ca2cm B och3x4 tatt, ovanfor Ett flertal djupa, akuta rivsar Brungul, ndgot svulstig | dermis
sidolinjen vid bukfenorna
X, Bjérksundsfjarden 22 1683 Hona 70 2 800 1 Ca 3x5 cm - Bild saknas Bild saknas

Lén:E:C)sterg()tland, H=Kalmar, AB=Stockholm, X=Gavleborg. Rosa rader markerar referensgaddor, dvs. friska gdddor. En referensgadda inkom i december 2020,
innan projektet hunnit pabérjas, darfor finns fyra referensgaddor i tabellen.
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Bild SF1. Gaddor med olika varianter/stadier av lymfosarkom - fran enstaka sma till enstaka stora
eller multipla sma till medelstora, plana, insjunkna eller svulstiga. 234: mycket omfattande/
avancerat stadium; 1480: misstankt tumorvavnad i 6gats bindhinna; 1481 med misstankt
arrvavnad fran tumor pa vanster sida och en liten tumor pa ryggen pa hoger sida; 913: langstrackta
tumorer; 1568: stor, nagot urgropt tumor; 1677: massiv tumor utstickande bakom géllocket.
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Bild SF2.

Norbergsfjarden 1677:
narbild pa lyft gillock visar
att tumoren sitter i huden
inne i gidlhalan;

Hammarglo 909: prov
utskuret for fixering innan
inskick, jamfors med Ask-
viken 1925: inflammerat sar
med valdefinierade kanter.
Oland 234: exempel pa
tumor som gar djupt ner i
muskulaturen, den prickade
linjen anger tumorens
makroskopiskt synbara
utbredning;

Hammarglo 913: exempel
pa tumor dar inget 6vergrepp
pa underhud och muskulatur
kan ses makroskopiskt.



Histopatologi for bedémning av malignitetsgrad

Prover hade inte tagits for formalinfixering innan frysning av gaddorna fran Géavleborg och darfor
genomfordes inte ndgon histopatologi pa dessa tumorer. Detta da tumarer fran de fiskar som
frusits utan foregdende provuttag under 2021 (Oland och Stockholms skérgard) inte kunnat
bedomas fullt ut, da frysskador pa cellerna forstort mycket av strukturen. Samtliga fixerade
tumorer analyserades mikroskopiskt och resultaten fran bade 2021 och 2022 sammanstélls i
Tabell SF2. Tumdrutbredning i epidermis (6verhuden) har inte tagits med i tabellen. | merparten
av preparaten saknades epidermis pa grund av tumorens sarbildande effekt. Dar epidermis fanns
kvar bitvis var lagret inte infiltrerat av tumorceller.

Tva referensgaddor ingick i de histopatologiska undersokningarna och tre snitt innehdéll ingen
tumorvavnad utan enbart inflammatorisk vavnad. Hos tva av dessa (fisk 1485 och 1924) hade sar,
inte tumor, noterats som hudférandring. Den tredje (fisk 1925) hade en kottig svulst vid
brostfenbasen, vilket visade sig vara en kraftig inflammation och inte en tumor. | ett snitt (fisk
1478) noterades kraftig inflammation och enstaka potentiella tumdorceller (eventuellt begynnande
tumorbildning). | 6vrigt noterades alla steg fran lindrig tumérinfiltration av 6vre mellanhuden till
omfattande invasion av underhud och muskulatur (ex fisk 234, Tabell SF2). Tumdérens storlek var
inte alltid relaterad till spridning i vavnaden. Till exempel hade fisk 1923 multipla sma tumorer
men spridning hade skett ner mellan muskelfibrerna, medan fisk 1927 hade en 6 cm stor tumor
som var lokaliserad till underhuden. For de minsta tumdérerna (max 1 cm @, n=6) var dock tuméren
i samtliga fall lokaliserad i underhuden. Ingen tumor <3 cm @ hade infiltrerat muskulaturen,
medan 6 av 11 tumdérer som var >3 cm hade infiltrerat muskulaturen. For tio snitt som beddémdes
histopatologiskt fanns makroskopiska bedémningar av tumdérens utbredning i
hud/underhud/muskulatur att tillgd. Hos fem av dessa fiskar hade spridning till muskulaturen
noterats vid obduktion. Samtliga dessa hade muskelpaverkan (tumérinfiltration, inflammation och
vavnadsdoéd), vid den histopatologiska bedémningen. Hos fyra hade ingen spridning kunnat
observeras vid makroskopisk vavnadsbedémning och hos en hade mojlig ytlig spridning i
underhuden noterats. Hos tre av fiskarna (inklusive den med "mojlig spridning”) var tumoren
begrénsad till mellanhuden, medan ytlig infiltration av underhuden hade skett i en tumdor och
infiltration av underhuden ner mellan muskelfibrerna noterades i en tumaor vid histopatologisk
bedémning. Inflammation, vévnadsdéd/nekroser och blédningar inne i tumérerna var vanligt
forekommande, och inflammationen var ofta lokaliserad kring karlen. Likasa fanns rikligt med
karl. Det ar dock oklart om dessa karl var nybildade av tumoéren (patologisk neovaskularisering)
eller var redan befintliga karl som hade omgardats av tumérmassan. Mitosfrekvensen var generellt
lag (Tabell SF2), och bara i en tumor noterades en hog forekomst av mitoser. Celler i mitos kan
ses i Bild SF3E. Variationen i cellernas utseende (anisocytos=variation i cellstorlek och form samt
anisokaryos=variation i cellkdrnans storlek och utseende) var hdgre &n mitosfrekvensen, vanligen
mattlig till kraftig (Tabell SF2, Bild SF3) . Forekomsten av karnvakuoler och klustring av celler
var generellt lag (Tabell SF2).

Elekronmikroskopi for att pavisa potentiella viruspartiklar har inte genomforts, men ett exempel
pa sddana partiklar kan ses i Bild SF3F.

Inre organ (njure, hjarta, mjalte och lever) undersoktes hos 24 individer, varav fyra var
referensgaddor. Inga patologiska forandringar pavisades, dvs. ingen metastasering kunde pavisas.
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Tabell SF2. Sammanstallning av histologiska undersokningar av tumoérvavnad provtagen inom gdddsarkomprojektet december 2020 - 2022.

Utbredning Inflammation Mekros/bladning Vaskularisering Pleomorfism
ﬂ Ar 1D Oure dermis_Undre dermis HIEodermistmuskel Tumar EEidermis Dermis ngodermistmuskel Tﬂr Tﬂr Mitosfrekvens .Rnisokanl_us .Rnism:Es Karnvakuoler KlustrinE
Réla ngen 20 7531 o (1} o - - (1} o (i} o a 0] o o o
Ofand * i § 234 1 1 3 ] - X X X 1 - X X X X
Hammarglo 1 503 1 1 E k] 1 ? o 1 2 z 2 2 1 1
Hammarglo n 510 1 1 2 3 1-2 2-3 o 2 2 2 2 2 1 1
Hammarglo n 511 1 a 1] 1 1 a o 2 1 1 3 2 1 1
Hammarglo 1 512 1 1 2 k] - 2 3 2 1 1 2 2 1 1
Hammarglo n 513 1 1 ? 1 3 ? ? 3 3 1 2 2 o 1
Hammarglo 2 1478 1 1 o 4 - 2 o 2 3 1 3 E 1 1
Hammarglo 22 1477 1 1 1 1 1 a o 3 2 3 3 2 2 1
Hammarglo 22 1478 (1) 0 0 (4] 0 4 0 0 0 i} 0 0 o o
Hammarglo 22 1473 0 a v} ] a a 1 [u] 0 ] o o ] ]
Hammarglo 22 1480 1 1 (1) 4 [+] 4 2 2 0 X X X X X
Hammarglo 22 1481 1 a o 4 o a o [u] 1 1 2 2 1 1
Hammarglo 22 1482 1 1 1] 3 o 2-3 o 2 1 1 2 2 1 1
Hammarglo 2 1423 1 2 o k] o 2-4 o [u] 2 1 2 2 1 1
Hammarglo 22 1484 1 3 v} 2 - 2 o 3 3 1 2 2 1 1
Hammarglo 22 1485 o (1] o - 1 24 4 1 o Q 1] a o o
Askviken ! n 2323 1 a v} 1 - 1 o o* 1 - X X X X
Lanndkersviken ! Z1 2324 1 1 3 1 - - 4* 2 - X X X X
Lanndkersviken ! 71 2335 1 1 1 1 - (1} o 4* 1 - X x X X
Lannakersviken ! 21 2326 1 (1} o L] - 1 o 1* 1 - x X X X
Lanndkersviken ! Z1 2327 1 1 3 o - 2 o 2* 1 - X X X X
Askviken 22 1923 1 1 2 a a a o (1) 1 1 3 3 1 3
Askviken 22 1924 o (1] o - [+] 1 1 (1] o Q 1] a o o
Askviken 22 1925 o 1} v} a a 2 = a o a 1] i} ] ]
Lannikersviken 22 1926 1 1 1 o [+] 1] o 1 2 1 3 3 B 3
Lannakersviken 2 1927 1 1 o z (v} 2 o 2 2 1 2 2 o 1
Lannakersviken 22 1923 1 1 1 a a a o i 2 1 2 2 ] 3
Lannikersviken 22 1929 1 1 o o [+] 1] o 1 2 1 2 2 B 2
Lannakersviken 22 1930 1 1 3 a a a o i 1 1 2 2 1 1
Uppsala 22 1954 1 (1) 0 2* - 2* 0 1 0 % X x X X
Upp=ala 22 1355 1 1 3 a - a o i 1 1 2 2 1 1
Uppsala 22 1956 1 1 2 ] - a o i 1 1 2 2 1 1

1 Histologi pa fruset material; Dermis=mellanhud, hypodermis=underhud (fettvav), nekros=vdavnadsdéd, vaskularisering=karlbildning, pleomorfism= grad av ojamnhet i
cellpopulationen, mitosfrekvens= celldelningsgrad, anisokaryos=oregelbundenhet i cellkdrnornas storlek och utseende, anisocytos= oregelbundenhet i cellernas storlek och form,
kdrnvakuolisering=bildning av vakuoler/bubblor i kdrnan, klustring=sammanklumpning av celler. Graderingar: Utbredning i 6vre och undre dermis: 0=nej/ingen tumor, 1=ja;
Utbredning i hypodermis (underhud) och muskel: 0=nej, 1=ja, i hypodermis, 2=ja, i fettvdvnaden ner mellan muskelbuntar, 3=ja, &ven muskelvdavnaden paverkad; Inflammation,
vaskularisering, pleomorfism: 0=ingen, 1=lindrig, 2=mattlig, 3=kraftig/h6g, 4=mycket kraftig (fér hypodermis/muskel &ven muskulatur inflammerad). Nekros/blédning: O=ingen, 1=ja,
2=ja, mot ytan, 3=ja, omfattande mot ytan, 4=ja, massiv mot ytan. *=svarbedémt, X=férekommer men grad kan inte bedémas, ( )=begynnande
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Bild SF3. Histopatologiska snitt av hud och lymfosarkom hos gddda. A) normal hud, fjallen har
forsvunnit vid snittning och fjallfickorna vidgats. B) Tumér lokaliserad i mellanhuden. Pilarna visar pa
omraden med inflammation runt kérl i tuméren. C) Begynnande infiltration av underhuden (pil). D)
Kraftig infiltration i underhuden och ner mellan muskel-fibrerna, muskeln har borjat paverkas. E)
Narbild av lymfosarkom. Flera mitoser kan ses (ex inringat). Cellerna har ett mycket varierat utseende i
storlek, form och kdrnor. Karnor ar ljust till mérkt bldlila och den omgivande cytoplasman ljust rosa-lila.
Kraftigt rosa celler ar roda blodkroppar (normala). F) EM-bild av retrovirus (pilar) i en sarkomcells
cytoplasma. Teckenforklaring: E=epidermis/éverhud, F=fjillficka, OM=mellanhudens évre lager,
NM=mellanhudens undre lager. U=underhud, Bm=basalmembran, Mu= muskulatur, Sc=slemceller,
T=tumor. Bild A-E ar tagna vid 40-200 X forstoring. Foto: David Persson & Charlotte Axén, SVA. Bild F)
ar fran Winqvist et al.,, 1973, 110 000 X forstoring. 106



Genuttryck for karaktdrisering av malignitetsgrad

Totalt analyserades 65 prover fran 38 individer. Graden av KI1-67-uttryck varierade fran 0.58 till
22.86 ganger medelvardet for uttrycket av KI-67 i samtliga referensprover (Figur SF1). De tre
individer som hade sarskador hade Kl-varden pa 1.5, 4.8 och 5.8. | flera fall fanns inte nog med
tumorvavnad for att genomfora bade histopatologi och Ki-67 analys av samma tumor. For nio
tumorer var det dock mojligt (individerna 1481, 1482, 1484, 1485, 1924, 1925, 1927, 1964, 1965). |
vissa fall korrelerade uttrycket av KI1-67 relativt val med de histologiska bedémningarna av
pleomorfism (tumor fran fisk 1482, 1484, 1925 och 1964), men for dvriga tumorer var korrelationen
dalig. Medelvardet for KI-67 per individ plottades ocksa mot storleken pa individens storsta tumor
samt graden av invasion i underhud och muskulatur (O — 3, se Tabell SF1) men inga samband
kunde ses.

Genetiska analyser for isolering av Géaddsarkomvirus

Optimering av PCR- och sekvenseringsmetodik

Da det inte finns nagon etablerad PCR for att detektera viruset har mycket tid gatt till att optimera
redan etablerade PCR-metoder for andra virus. En forsta screening av flera tumdérer med hjélp av
primerparen fran Burmeister et al. (2001) visade att amplifiering av cDNA skedde fér en del men
inte samtliga tumorer. Vidare amplifierades fragment av ratt storlek, men inte bara ett utan flera
fragment inom en tumor (Figur SF2A). Det var forst genom rening pa agaros-gel mojligt att
isolera de individuella fragmenten (Figur SF2B). Darfor klonades de fyra fragmenten in i en
sekvenseringsvektor och insattningen av cDNA-fragmentet i vektorn verifierades med hjalp av sa
kallad restriktionsklippning (Figur SF2C). Metoden fungerade val och samtliga fragment kunde
skickas for sekvensering. Tyvarr gav inte sekvenseringen nagot da de amplifierade sekvenserna inte
gick att matcha med nagra kanda retrovirus utan det som genererades var mest sekvenser med
gadd-DNA och dessutom genererades olika sekvenser som var otillforlitliga.

Rening av retroviruspartiklar

Flera forsok har gjorts for att rena fram viruspartiklar fran tumérvavnad med ultracentrifugering
eller fallning med polyetylenglycol (PEG). SAXS -analysen visade pa partiklar av ratt storlek (i snitt
100—200 nm @) for att vara retrovirus (Figur SF3A). Tyvarr visade sekvensering av dessa prover
att allt RNA var fragmenterat.

Dot-Blot-analysen gav liknande resultat. Det gick att rena fram dsRNA och signalen var starkare
efter enzymbehandling (Fig SF3B), men dven om metoden ser lovande ut sa ar dsRNA:t efter
behandling fragmenterat och kan inte anvandas for sekvensering. En méjlighet &r att i framtiden
forsoka sekvensera allt RNA och inte bara dsRNA. Detta innebér dock en mer komplicerad
bioinformatisk analys.
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Figur SF1. Sammanstallning av uttrycket av Ki-67 i tumoérvavnad analyserad med qPCR.

Kalmar 2021

Kalmar 2022

Stockholm 2021

Stockholm 2022

Uppsala 2022

Gavleborg 2022

1ID anges som individnummer:tumdérnummer. Individernas fangstplats och histopatologiska data finns i Tabell SF1.
2KI-67-uttryck anges som tumorens aktivitetsgrad i relation till medeluttrycket av KI-67 for samtliga referensprover,
dvs siffran 1.61 motsvarar 1.61 ginger sa hog aktivitet som hos referensproverna. Langst till hoger ses fargskalan for

aktivitetsgraden.
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Figur SF2. Genetisk analys av gdddsarkom. I samtliga bilder ses langst till vanster en markér med
fragment av kind storlek och skalan till vinster om bilderna visar storleken pa dessa fragment

(1 000 - 6 000 baspar). A) Exempel pa amplifiering av potentiellt retrovirus-cDNA i tumoérvavnad.
Fyra fragment av olika storlek kan ses. B) Gel-rening av amplifierade retrovirus-fragment fran
tumor 1 i A). C) Restriktionsklippningsanalys med EcoR1 efter TOPO-kloning. Det 6vre bandet pa
ca 5 0oo baspar tillhor vektorn. Det nedre bandet tillhor det framrenade fragmentet. 1 - 4
motsvarar fragmenten i B) och A och B motsvarar olika kloner av fragmenten.

A) B) <

Figur SF3. A) SAXS-analys visade att partikelstorleken var 100 nm i diameter. B) Dot-Blot
analys av renat RNA visualiserat med antikroppen ]J2. Till vanster visas renat RNA utan
RNAse-behandling (909 etc.) och till hoger efter sonderklippning av ssRNA (909+ etc).
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Esocid herpesvirus 1 (EsHV-1)

Under provtagningen i Kalmar identifierades ovéantat en gaddda med blaa flackar (Figur SF4A).
Flackarna ar karakteristiska for infektion med gaddans herpesvirus (EsHV-1). Detta DNA-virus ar
valkant men ovanligt, och har enligt var kannedom aldrig tidigare pavisats i Sverige eller i Europa
utanfor Irland (Graham, et al. 2004; Freitas et al., 2016). Daremot har enstaka gaddor med blaa
flackar observerats under inventeringarna i Hammarglo (Petter Tibblin, LNU, pers. komm.).
Denna gadda ar darfor valdigt intressant. Prover sékrades genom att hud fixerades i etanol och
RNAIlater fér PCR och i glutarahldehyd for elektronmikroskopi. Vidare fixerades inre organ i
formalin for histologisk bedomning. Val i labbet isolerades sma bitar fran etanolfixerad hud och
RNA isolerades for PCR analys enligt Freitas et. al. (2016). SVA lyckades amplifiera virus-DNA med
hjalp av tva (Polin-Term och Term) av de tre primerpar som anges i publikationen (Figur SF4B).
For Polin-Term genererades dessutom ett flertal olika produkter vilket innebar att sekvensering var
mojligt forst efter gel-extraktion. Sangersekvensering av proverna visade 98% identitet med den
sekvens som finns publicerad i GenBank (KX385272). Saledes ar detta det forsta verifierade fallet
av EsHV-1i Sverige.

A) B)

Figur SF4. Misstankt infektion av EsHV-1 pa gadda. A) Typiska bla flackar pa gadda. B) PCR-
amplifiering av tva olika DNA-fragment inom EsHV-1 genomet, Polin-Term och Term enligt Freitas
et.al. (2016). Langst till vanster i bilderna ligger en markor med fragment av kiand storlek och skalan
till vinster om bilderna visar storleken (antal baspar) pa dessa fragment. Siffrorna ovanfor
respektive fragment visar resultat vid olika temperaturer for inbindning av primers (°C).

Eftersom de publicerade sekvenserna fér EsHV-1 ar relativt korta (ca 5 000 baspar) genomférdes
helgenomsekvensering av DNA isolerat fran hud for att fa fram langre, mer kompletta sekvenser.
Herpesvirus har generellt sett genom pa 125 000 — 240 000 baspar och vi har nu sekvensdata for
ca 90 000 baspar fran det svenska EsHV-1-viruset. Eftersom EsHV-1 inte ingick i den ursprungliga
budgeten fanns inte ekonomiskt utrymme for att annotera sekvenserna, dvs identifiera samtliga
gener som det sekvenserade DNA:t kodar for, utan vi har fokuserat pa sekvenserna for kodning av
tva enzymer, helikas (Figur SF5) samt polymeras (Figur SF6). Dessa tva enzymer anvands
vanligen for fylogenetiska analyser da sekvenserna generellt sett ar val konserverade. Sekvensen for
EsHV-1 helikaset liknar mest ett herpesvirus isolerat fran regnbage 1975 och polymeraset ett
herpesvirus isolerat fran abborre i Finland 1997. Den biologiska relevansen av dessa likheter gar
inte att utvardera utan ska ses som deskriptiva avseende viruset och dess slaktningar.
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Figur SF5. Maximum likelihood phylogeny-jamforelse av sekvensen for EsHV-1 helikas med
sekvensen for helikas fran andra herpesvirus. AciHV (1, 2)=Acipenserid herpesvirus (storar),
CyHV-1=Carp pox virus, CyHV-2=Goldfish hematopoietic necrosis herpesvirus, CyHV-
3=Koiherpesvirus (KHV), IcHV (1, 2) Ictalurid herpesvirus (malar), SalHV-1 =Salmonid
herpesvirus-1/Steelhead herpesvirus-1 (regnbage), RaHV (1-4)=Ranid herpesvirus & BfHV-
1=Bufonid herpesvirus-1 (groddjur).

Figur SF6. Maximum likelihood phylogeny jamforelse av sekvensen for EsHV-1 polymeras med
sekvensen for polymeras fran andra herpesvirus. AciHV (1, 2)=Acipenserid herpesvirus (storar),
AngHV-1=Anguillid herpesvirus-1 (al), CyHV-1=Carp pox virus, CyHV-2=Goldfish hematopoietic
necrosis herpesvirus, CyHV-3=Koiherpesvirus (KHV), [cHV (1, 2) Ictalurid herpesvirus & SiHV-
1=Silurid herpesvirus-1 (malar), PeHV-1=Percid herpesvirus-1 (abborre), RaHV (1-4)=Ranid
herpesvirus & BfHV-1=Bufonid herpesvirus-1 (groddjur), SalHV-1 =Salmonid herpesvirus-
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Utover sekvensering analyserades inre organ samt hud histologiskt. Inre organ pavisade inga
forandringar vilket indikerar att infektionen enbart ar lokaliserad till hud. Tyvarr fixerades inget
material fran huden i formalin vilket innebar att etanolfixerat material fick anvandas. Fixering med
etanol gor att vavnaden krymper och vissa forandringar kan vara svara att bedéma. Det gick dock
att se tydliga hypertrofierade celler, dvs. celler som har 6kat i storlek, i 6verhuden (epidermis)
(Bild SF4A). Detta fenomen uppstar vid vissa typer av virusinfektioner, till exempel en del
herpesvirusinfektioner, da de infekterade cellerna ¢kar i storlek. I 6vrigt sdg huden intakt ut men
kunde inte bedomas fullstandigt pa grund av fixeringsmetoden. Glutaraldehydfixerat material
snittades tunt och forbereddes for elektronmikroskopi (EM). Under EM-analysen identifierades tva
olika former av svarta partiklar vilka ar synonymt med EsHV-1 infektion (Freitas et al., 2016) (Bild
SF4B-C).

Bild SF4. Histologi och ultrastruktur-analys av EsHV-1-infekterad hud.
A) H&E-fargat snitt fran etanolfixerad hud. Infekterade celler ar kraftigt
forstorade (pilar). Foto: Charlotte Axén, SVA. B-C) Negative stain EM-
bilder som visar forekomsten av viruspartiklar (pil) i hudvavnaden.
Foto: Rudbeckslaboratoriet.

DISKUSSION
De tre fragor som sattes upp for projektet kunde delvis besvaras. Vi har inte kunnat bedéma hur

smittsamt gaddsarkom &r (Fraga 1) utifran tanken att vissa tumarer skulle kunna vara
virusorsakade och vissa spontant uppkomna. Flera olika angreppsvinklar har prévats och gett
delvis positiva resultat men i slutdndan inte resulterat i att vi lyckats isolera och identifiera
viruspartiklar eller virusets genetiska kod/arvsmassa. Detta ar ett maste for att kunna utveckla
metodik for att enkelt kunna screena ett antal tumorer.
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Vi gjorde flera mindre framsteg som skulle kunna hjalpa oss med framtida studier om vi far in bra
vavnad. Speciellt lovande ar mojligheten att vélja ut tumarer for virusanalys baserat pa
forekomsten av dsRNA. Genom att uteslutande studera tumaérer med en hog mangd dsRNA sa okar
chanserna for att isolera viruspartiklar. En méjlig framtida metodik vore att forst analysera
tumorer for forekomsten av dsRNA for att vélja ut tumorer som man analyserar med EM for att
fornoppningsvis identifiera viruspartiklar visuellt. Fran den vavnaden forsoker man da isolera virus
via PEG-féllning eller ultracentrifugering foljt av sekvensering.

En mojlig forklaring till att vi inte lyckats isolera viruspartiklar kan vara att det i den vavnad vi
undersokt inte funnits nagot replikerande virus. Retrovirus lagger sig i vardens arvsmassa och kan
alltsd gomma sig i stéllet for att direkt borja producera nya viruspartiklar. For att en tumor ska
kunna bildas méste virusets RNA/DNA integreras i virdens DNA, vilket leder till “fel” i vardens
genom och mutationer uppstar latt nar DNA sedan ska avkodas i olika processer. Detta kan ge
upphov till tumorer. Nar tumdoren val bildats behover inte viruset replikeras for att tumoren ska
finnas kvar. Saledes maste man i ett sadant fall studera DNA i stallet for RNA for att kunna hitta
viruset vilket ar mycket svarare rent tekniskt.

Att tumorerna hos ett par gaddor sag ut att vaxa ur arr/uppkomna mekaniska sar kan indikera att
skador i huden ar en inkorsport, vilket darmed talar starkt fér smittsamhet. Detta skulle kunna
vara en orsak till att gaddsarkom verkar spridas frekvent i samband med lek, da gaddor ar
valdsamma mot varandra, vilket innebar att de inte bara kommer i narkontakt genom leken utan
att manga far skador dar viruspartiklar kan fa faste.

Fragan om alla gaddsarkom &r samma tumarvariant eller inte, och om de i sa fall kan ha olika
malignitetsgrad (Fraga 2) kan vi svara relativt val pa. Samtliga knélar som beddémts om
gaddsarkom och som innehallit tumérceller har varit av typen lymfosarkom. Ur den aspekten &r
alltsa alla gaddsarkom samma tumaorvariant. Andra typer av tumorer, till exempel fibrosarkom, kan
ocksa utga fran huden och ge stora svulster, men dessa har en annan karaktar vad galler vaxtsétt,
farg och konsistens utdver att en annan celltyp kan identifieras vid histopatologisk undersokning.
Vad géller olika malignitet visar undersoékningen pa skillnader i invasivitet (makroskopisk
beddmning, histopatologi) och proliferationshastighet (mitosfrekvens och genuttryck av KI1-67)
men inte ndgot samband mellan tumorstorlek eller invasivitet och genuttryck av Ki-67. Detta kan
innebéra att det finns mer eller mindre aggressiva/invasiva varianter av gdddsarkom, men det kan
ocksa helt enkelt spegla tumdrer som befinner sig i olika tillvaxtfas och att sjukdomen befinner sig i
tidiga eller avancerade stadier. Tumd&rer som vid undersékningen var begransade till dermis skulle
mycket val ha kunnat sprida sig ner i underliggande vavnad om gaddan fatt fortsatta leva. Exakt
hur en hog proliferationshastighet paverkar sannolikheten att sarkomet sprids fran en individ till
en annan ar svart att svara pa eftersom snabb tumortillvaxt inte nédvandigtvis betyder en hog
forekomst av virus.

Olika malignitet skulle ocksa kunna innebéra olika sannolikhet for dodlighet eller avlakning. Att
antalet tumorgaddor verkar minska i frekvens under sommaren kan bero pa att vissa tumarer ar
mer aggressiva, och att en del gaddor d i likhet med maskalungen skulle do av sjukdomen.
Minskningen kan ocksa bero pa att virusets replikeringsenzymer (polymeras) minskar i aktivitet
vid temperaturer 6ver 20°C, och att fiskens immunfoérsvar far en chans att gripa in sa att tumaorerna
kan bdrja laka av. Detta kraver dock att tumdoren ar i en tidig fas dér virusets aktivitet fortfarande
kravs for att skapa mutationer som tumoéromvandlar vita blodkroppar. Arrbildningar tolkas ibland
som att det ar avlakta sarkom, och detta ar inte helt omojligt men arr kan lika garna uppsta efter
andra skador.
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Fraga 3 gallde huduvida man kan pavisa cellulara forandringar dven i inre organ. Det finns ett fatal
referenser som uppger pavisad spridning till inre organ (Plumb & Hanson, 2010; Quackenbush,
2016). Den histologiska undersdkningen av inre organ fran gaddor i detta projekt visade inte pa
forekomst av metastasering. Samtliga gaddor som kunnat provtas farska hade dock relativt sma
sarkom, och ingen befann sig i ett sa framskridet stadium som den frusna gadda som skickades
fran Oland 2021 (Bild SF1). Hos denna gadda skulle méjligen inre forandringar ha kunnat pavisas
om histopatologisk undersdékning kunnat genomféras. Det ar inte orimligt att metastasering sker i
avancerade fall, eftersom tumorerna bestar av lymfoida celler som latt sprider sig via blod och
lymfa, det &r snarare remarkabelt att tumaorerna i de allra flesta fall bara forefaller vara lokalt
invasiva.

Skillnaden i konsfordelning och storlek mellan gaddorna ska inte tas som en indikation pa hanar
eller mindre individer har hégre sannolikhet for tumorbildning hos att gora. Resultaten beror pa
selektion i samband med provtagning. Stora hanar samt honor har i gorligaste man sallats bort for
att tillata reproduktion, &ven om tumorer forekommit. Honor &ar ocksa generellt stérre an hanar
varfor dessa i hogre grad sorterats bort. Detta pa grund av att dessa individer &r viktiga for
gaddstammens atervaxt.

Slutligen &r det vart att notera tva saker som delvis ar kopplade till varandra. Det forsta ar att
genom att bedéma en tumor makroskopiskt gar det inte att sjalvklart bedoma huruvida den sitter
enbart i huden eller har spridit sig ner till muskulaturen. Tumd&rer éver 1 cm &r inte garanterat
ytliga, och inte ens vid genomskéarning kan det vara sékert att man kan bedéma detta. Det andra &r
att vi fick in en giddda som sag ut att ha blivit “kirurgiskt” befriad fran ett par sarkom. Baserat pa
ovanstaende ar det inte en garanti att man far bort en tumor ens om man skéar ner i muskulaturen,
eftersom spridningen i den vavnaden ar diffus och granserna otydliga. Den tdnkta goda garningen
kan alltsa vara helt bortkastad. Uttver detta ar det oetiskt att skara i ett djur som ar vid fullt
medvetande och kan kanna smarta. Kirurgi ska forbehallas tillfallen nar sévning kan goras, sterila
instrument kan anvandas och sarhalor kan forslutas for att minimera lidande, se till att ingreppet
utfors korrekt av personer som ar utbildade pa omradet och att lakningsprocessen far optimala
forutsattningar. | tillagg till detta omfattas numera vilda djur av EU-lagstiftningen avseende
djurskydd ((EU) 2016:429). Att skara bort tumorer pa vaken fisk kan alltsa klassas som djurplageri.

Trots att gadddsarkom ar smittsamt &r SVA:s rekommendation fér hantering av sarkomgéaddor
foljande:

1. Fiskar med sma till medelstora tumarer i huden, och som inte forefaller allmanpaverkade
ska slappas tillbaka utan att man férséker skara bort tumdorerna.

2. Fiskar med tumérer som omfattar mer an 30% av kroppsytan, eller ar kraftigt
avmagrade/allméanpaverkade och/eller har omfattande lymfosarkom i munhalan
(forhindrar normalt fodointag) eller som véxer éver 6gat (forhindrar bytesjakt) bor avlivas
av djurskyddsskal (Bild SF5).
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Bild SF5. Kraftigt avmagrad gddda med sarkom pa nosen, fangad i
augusti -22. En gadda i detta skick vid denna tid pa aret ar inte tunn pa
grund av lek utan med storsta sannolikhet beroende pa tumor-
sjukdomen och bor avlivas av djurskyddsskal. Foto: Fredrik Olofsson.

Avseende hull bér man beakta vilken tid pa aret det &r, da urlekta gaddor (var), sarskilt honor, kan
vara tunna i hullet. Gaddor kan ocksa upplevas som sl6a/allmanpaverkade vid fangst da det inte ar
alla som slass, utan later sig vevas in relativt latt. Avlivad fisk bor inte lamnas i vattnet pa grund av
risk for smittspridning vid predation pa kroppen. Fisken ar inte lamplig som foda for landlevande
djur &ven om viruset inte smittar till andra djurslag, och man bor darfor inte lamna den pa
landbacken heller, utan man ska se till att den hamnar i en kompost eller sophantering beroende pa
vilka mojligheter som finns tillgangliga.

Intressant var att vi for forsta gangen i Sverige verifierade herpesvirusinfektion (EsHV-1) pa gadda.
Histologisk undersokning visade enbart férandringar i hudens yttersta lager, och det fanns inga
tecken pa att forandringarna ledde till en skadad hudbarriar. Detta virus &r med storsta sannolikhet
inte dodligt, atminstone inte for vuxna gaddor, och skulle darmed kunna liknas vid CyHV-1 (carp
pox virus) som ger en liknande manifestation pa karp. Viruset &r troligen inte heller speciellt
smittsamt eftersom prevalensen forefaller vara valdigt 1ag - enstaka “prickiga” gadddor identifieras
under Linnéuniversitetets arliga provtagningar, men inte varje ar, och blaprickiga gaddor ar inget
som rapporterats till oss Eftersom var sekvensdata inte ar komplett eller fardiganalyserad, kan vi
inte sdga mycket om detta virus eller dess relation till andra fiskpatogena virus. Var forhoppning ar
att med hjalp av ytterligare medel fran HaV utoka sekvenseringen av EsHV-1 for att under 2024
publicera virusets kompletta genom, och d& ocksa jamfora det med andra publicerade
herpesvirusgenom inom djurriket.
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SLUTSATS

Vi har kunnat identifera skillnader pa makroskopisk, mikroskopisk och genetisk niva mellan
lymfosarkomgéddor. Ytterligare arbete behovs for att isolera och identifiera ett eventuellt
retrovirus. Giddor med sarkom ska inte "riddas” genom avligsnande av tumorer utan slappas
tillbaka utan ingrepp eller avlivas beroende pa deras skick.

Infektion med EsHV-1 har verifierats for forsta gangen i Sverige.
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BKD-undersokningar i Vatterns och Siljans vattensystem

SAMMANFATTNING

SVA har tidigare genomfort undersokningar i Umeélven, Angermandlven, Faxélven och Ljungan
for att bedéma férekomsten av BKD i dessa alvars vilda laxfiskpopulationer (SVA, 2016; SVA,
2020). Under 2022 genomfordes motsvarande undersokningar pa vild laxfisk i Vattern och Siljan
med bifloden. | Vattern finns i dagsléagen inga aktiva odlingar. Daremot satts det arligen ut
Gullspangslax. 2019 pavisades BKD pavisades i en Vatternroding med misstankt spawning rash,
vilket ar en sarmanifestation av BKD. | Siljan/Dalélvens vattensystem finns ett flertal
odlingsanlaggningar och under 2020 uppdagades BKD i flera av dessa. En laggradig férekomst av
BKD i Siljanséring-populationen &r sedan tidigare kand. Syftet med studien var att undersoka
prevalensen av BKD i de vilda bestanden av roding och harr i Vattern, samt att for Siljan undersoka
huruvida utbrotten i odlingarna resulterat i en omfattande spridning av infektionen till de vilda
bestanden av harr, sik, och sikléja. Resultaten visar att ingen storre etablering av smitta skett i de
vilda populationerna i Siljan eller Vattern. Resultaten i Siljan kan dock bero pa att provtagning
gjorts for nara inpa de utbrott som skett, da infektionen har ett langsamt forlopp.

INTRODUKTION

BKD &r en smittsam, kroniskt progressiv sjukdom hos laxfisk, orsakad av den intracellulara
bakterien Renibacterium salmoninarum. Sjukdomen forekommer i bade sot- och saltvatten och i
de flesta delar av varlden dar laxfisk odlas eller férekommer vilt. Smittan dverfors direkt mellan
fiskar bade horisontellt (fran fisk till fisk) och vertikalt (fran hona till rom), via vatten, foder eller
kontaminerade féremal. Vanligen tar det minst sex manader efter smittillfallet innan tydliga
symptom kan observeras. Under tiden kan smittspridning ske genom direktkontakt eller via
utséndring av bakterier i vattnet, vilket gor att smittan ofta ar val etablerad i en anlaggning innan
den upptéacks. Samtidigt blir fiskens immunférsvar forsamrat och risken for sekundéra infektioner
okar. Over tid bildas tuberkulosliknande granulom i fiskens inre organ och ibland kan dven sma sar
och blasor i hud och muskulatur (sa kallad spawning rash, Bild SF5) ses. Vid stress kan
sjukdomen akutiseras och leda till utbrott med hog dédlighet. Av de laxfiskarter som finns naturligt
i svenska vatten ar roding och lax kénsligast, dar 80% ddodlighet har observerats vid akuta utbrott i
odling. Oringen ar intermediért kanslig medan kansligheten hos harr och sik ar daligt undersokt, vi
vet bara att arterna ar mottagliga for infektionen For sikloja saknas information helt. Regnbage,
som inte forekommer naturligt i svenska vatten men ar den dominerande arten inom vattenbruket,
ar mer motstandskraftig mot att utveckla tydlig klinisk sjukdom. En kontinuerlig lag dodlighet och
nagot minskad tillvaxt, vilket kan vara svart att uppmarksamma, kan vara enda symptom.
Samtidigt, vid for bakterien optimala vattentemperaturer, sprids bakterier kontinuerligt till
omgivande vatten och mer kénsliga arter.

I vattensystem dar BKD-smitta konstaterats i kassodlingar och dar det finns vilda populationer av
roding, oring, harr och sik finns risk for etablering av smittan i vilda bestand och vidare spridning i
vattensystemet. En beddémning av hur latt smittan etablerar sig i den vilda fiskpopulationen &r
nodvandig for att kunna gora riskbedémningar for aterinfektion av sanerade odlingar, och for att
beddma risken for att andra odlingar i samma vattensystem smittas.
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Bild SF5. Vitternroding med spawning rash, en sdrmanifestation av BKD. Foto: Victor Felix.

Sverige har for narvarande ett utrotningsprogram avseende BKD. Programmet innebér att Sverige
ska motverka smittspridning genom obligatorisk provtagning av laxfiskanldggningar och att
smittade anlaggningar ska slaktas ut och saneras. Provtagningsintervallen bestams utifran
Jordbruksverkets riskkategorisering. Alla vilda lax- och éringhonor samt en andel av all sik och
harr som tas in for avel inom kompensationsodlingen provtas ocksa efter romstrykning for att
sakerstalla att avkomman inte riskerar att ha smittats med BKD. Sanering av infekterade
matfiskanlaggningar fordrojs ofta i flera ar for att fisken ska tillatas uppna slaktstorlek. Denna
strategi riskerar att sprida smittan till vild fisk, da vild fisk blir exponerade for smitta fran
infekterad kassodlad fisk. Det innebar ocksa en hog risk for aterintroduktion av smittan nar ny fisk
satts in i anlaggningen, vilket skapar en ond cirkel och permanentar smittan i vattenomradet.

Sedan 2013 har det skett en 6kning i antal pavisade fall av BKD, men det ror sig i de flesta fall om
smitta pa flera anlaggningar inom samma vattenbruksforetag och aterinfektion efter sanering och
nyintroduktion av fisk. Merparten av pavisade fall finns inom tre vattensystem: Ljungan, Umeélven
och Angermanadlven inklusive Faxalven.

| Vattern finns i dagslagen inga aktiva odlingar men historiskt satt har det férekommit odling i
kassar. Det satts arligen ut kompensationsodlad Gullspangslax, men denna harstammar fran honor
som friforklarats fran bland annat BKD. 2019 pavisades BKD pavisades i en Vatternréding med
misstankt spawning rash, en sairmanifestation av BKD.

I Siljan/Dalélvens vattensystem finns ett antal odlingsanlaggningar och under 2021 uppdagades
BKD i flera av dessa. Sporadisk férekomst av BKD i Siljansdring-populationen ar sedan tidigare
kand fran arlig provtagning av stamfisk (kompensationodling).

Syfte

Vi har tidigare bekraftat att BKD kan pavisas i vildfisk i vattenomraden med BKD-smittade
anlaggningar (SVA, 2016; SVA, 2020). Syftet med denna studie var att gdra en mer omfattande
undersokning avseende BKD i tva vattensystem med kand forekomst av infektionen. For Véttern
saknas data dver forekomsten av BKD uto6ver ett pavisat fall pa réding 2019. Studien genomfordes
for att skapa en uppfattning éver naturlig férekomst av BKD hos réding och harr i vattensystemet.
Nar det galler Siljan och narliggande delar av Daléalven genomférdes studien for att undersoka
forekomsten av BKD i harr, sik och sikltja for att beddma risken for etablering i
vildfiskpopulationer och spridning i vattensystemen till féljd av foérdréjd sanering av infekterade
anlaggningar i omradet.
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MATERIAL OCH METODER

Provinsamling

Provtagning for BKD bor ske vid vattentemperaturer pa 7 — 15°C, det temperaturspann dar
bakterien ar mest aktiv och man darfor har storst chans att pavisa smitta. P4 hosten ska
vattentemperaturen ha legat stabilt under 15°C i minst tva veckor innan provtagning och i den
perioden genomférs den stora massan av BKD-provtagningar inom den offentliga kontrollen. For
att hinna med diagnostik, bearbetning och rapportering avseende vildfisken planerades
provinsamling till slutet av maj-mitten av juni och analyser under hosten.

Provtagningspunkter

Vattern

Lansstyrelsen i Jonkopings lan ansvarade for insamlingen av réding i Vattern, och tog hjalp av
lokala yrkesfiskare. Inga specifika platser valdes ut, utan insamlingen skedde pa de platser dar
fiskarna normalt fiskar. Totalt visade fyra yrkesfiskare intresse for att delta i studien. Fisk provtogs
under hela perioden april-september, da réding normalt vistas pa djup dar vattentemperaturen
haller sig under 15°C. Harr fran Hjoan samt Hokesan provtas i samband lek (maj), da fangst for
insamling av rom och mjolke fér kompensationsodling sker, och darfér kunde temperaturaspekten
inte beaktas i den provtagningen.

Siljan

For Siljan-provtagningen valdes en tankt oinfekterad lokal (negativ kontroll), beldgen uppstroms
sjon och dar fisk inte kan vandra till/fran Siljan sa att det inte finns nagon risk for spridning av
bakterier fran sjon via vatten eller fisk. Ytterligare en lokal valdes uppstroms Siljan, i Osterdalalven
nedstroms Sés. | dessa tva lokaler skulle lansstyrelsen fanga harr under varen under ratt
temperaturintervall for provtagning. Tralningsprovfisken brukar genomféras i Siljan under
september. Fran dessa fisken bestamdes att fangst fran tre omraden/fiskepunkter i sjon skulle
inkluderas, om mojligt pa en punkt nara en odlingsanlaggning, en sa langt bort fran anlaggningar
som mojligt samt en provtagningspunkt mellan de tva forsta punkterna. | forsta hand skulle sik och
sikloja prioriteras. Siljansoringens BKD-status var av intresse men da éringen normalt slapps
tillbaka av bevarandeskal, skulle enbart 6ring som dott eller var i mycket daligt tas undan for
provtagning. Da Foér denna provtagning var vi beroende av fisket som sker vid en faststélld tid, och
darfor kunde fisket inte riktas temperaturmassigt. Om dessa fisken inte skulle generera tillrackligt
med fisk fanns en tanke om att samla in sik (ryssing) som vandrar upp for lek i strémmande vatten
under hosten.

Malet var att provta 150 fiskar spridda 6ver storlek och om mojligt fangstplats i respektive
vattensystem. Harren i Vatternomradet provtogs pa plats i samband med rom- och
mjolkestrykning. Ovrig fisk avlivades direkt efter fangst och frystes for att mojliggora farre och
storre inskick till SVA. Fryst fisk haller dessutom béttre under transport eftersom forruttnelse
undviks och avseende BKD-diagnostik finns inga nackdelar med att fisken fryses innan analys.

Provuttag

Art, langd vikt och eventuella sjukliga forandringar noterades for varje individ. For lekharr fran
Vattern genomférdes en icke-invasiv provtagning av kloak och galar med bomullstops, och som
innebar att fisken inte behdéver avlivas (Jansson et al., 2022). Ovriga fiskar 6ppnades och cirka 1 g
njurvavnad togs per fisk, i foérsta hand vavnad som uppvisade sjukliga forandringar. Déarefter togs
ett svabbprov genom att en steril bomullstops drogs genom hela den resterande njuren. Om fisken
var sa liten att 1 g njurvavnad inte gick att fa ut togs enbart svabbprov fran njuren.
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Laboratorieanalyser

SVA:s rutindiagnostik avseende BKD inkluderar tva analysmetoder. Primaért utfors en polyklonal
BKD-ELISA (Jansson et al., 1996) pa njurvavnad. Metoden gar ut pa att pavisa ett renibakterie-
specifikt protein (p57), som binder till en antikropp i analysmediet. Analysresultaten
(absorbansvarden) avlases pa en kontinuerlig skala med tre decimaler, dar ett absolut varde
(0.100) anvénds som nedre grans fér vad som anses positivt.

Fran fiskar som blir positiva i ELISA analyseras njursvabben for pavisande av renibakterie-DNA
med hjalp av realtids-PCR (Jansson et al., 2008). Om dven PCR-resultatet ar positivt anses provet
vara positivt for BKD. Vid negativt PCR-resultat utfors en ny (sekundar) ELISA med en annan
antikropp som hindrar inbindning av p57 till antikropparen. Det innebar att om den sekundara
ELISA:n ar negativ finns p57/renibakterier i provet. Da blir provets slutliga status "misstankt
positiv”. Om reaktionen fran den primara ELISA:n kvarstar i den sekundara ELISA:n &r det en
ospecifik reaktion, dvs det ar inte p57 som gett upphov till resultatet, och da anses provet som
negativt.

Samma PCR som anvands for att verifiera ELISA-resultat anvands som enda analysmetod for
prover tagna med in vivo-metodiken. Eftersom dubbel metodik inte kan anvandas anses ett positivt
resultat indikera forekomst av renibakterier.

Databearbetning
Efter genomforda laboratorieanalyser extraherades all data avseende fisk och vattenprover fran
journalsystemet och dverfordes till statistikprogrammet R for deskriptiv statistisk bearbetning.

RESULTAT

Provinsamling
Fisket genomfordes I6pande under aret savida vattentemperaturen inte 6versteg 15 grader.
Provtagningspunkter i Vattern och Siljanomradet framgar av Figur SF7.

Vattern

Totalt samlades 110 fiskar in. Rédingar (n=50) fangades i bottesatta garn vaster om Visingso.
Ytterligare en roding fangad vid trolling utanfor Stocklycke skickades in. Prover fran harr fangade
genom elfiske var insamlade i Hjodn (n=24), Hokesan (n=21), och i Rottlean (n=2) samt med nat i
Visings6 hamn (n=7). D4 totalantalet roding och harr fran Vattern inte uppgick till det énskade
antalet kompletterades insamlingen med fem 6ringar som hittats svampangripna (doda) i Rottlean
under hostens lekperiod.

Siljan

Totalt samlades 106 fiskar in. Harr fangades med flugspd i Storan (uppstréoms Idre, n=17) och
Brattforsen i Osterdalalven (nedstréoms ldre, n=14) samt genom flugfiske och elfiske i omradet
mellan Spjutmo kraftverk och Dynggrav i Osterdaldlven (n=28). Tralfisket i Siljan stalldes in av
utféraren pa grund av tidsbrist. I stéllet lyckades lansstyrelsen samla in 17 sikar genom havning i
Limans mynning samt 30 sikl6jor, som fAngades med pelagiska nat i Insjon.
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Figur SF7. A) Vittern, B) Siljan Gula cirklar=fangstpunkter for harr. Gul triangel = fangstpunkt for
roding. BKD-positiva rodingar i denna studie kom fran punkterna véaster om Visingso. Gul
kvadrat=fangstpunkt for 6ring. Bla stjdrna=fangstpunkt for den réding som var positiv for BKD
2019 (Bild SF5). Gul romb=fangstpunkt for sik. Gul pentagon=fangstpunkt for sikloja.

Provuttag och analyser

Totalt provtogs och analyserades 216 fiskar. Av dessa var tre positiva for BKD i ELISA, varav tva
bekréftades positiva med PCR. En dversikt éver férdelningen av provtagna arter och resultat finns i
Tabell SF1.

Vattern

| Vattern noterades spawning rash-liknande hudsar med skarpa kanter hos tre rodingar (Bild
SF6). | dvrigt noterades inga forandringar som kan vara associerade med BKD hos nagon av
fiskarna. Samtliga 51 rédingar och 5 dringar provtogs med ett njurprov samt svabb av njure, medan
alla 54 harrar provtogs med svabbning av géle och kloak. Tva rédingar, fran positionerna vaster om
Visingso, var positiva for BKD (3,9% av rédingarna, 1.8% av alla prover fran Vattern, Tabell SF3).
Dessa fiskar hade inte hudsar.

Bild SF6. Roding med hudsar, 2022 ars provtagning i Vattern. Foto: David Persson, SVA
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Siljan
Inga fiskar uppvisade symptom associerade med BKD. Samtliga 78 fiskar, aven sikldjor, var stora

nog for att kunna provtas med bade vavnadsprov och svabb. En harr (1.3% av harrarna, 0.9% av
alla prover fran Siljanomradet) var positiv for BKD i ELISA men negativ i PCR.

Tabell SF3. Oversikt 6ver antalet fiskar som analyserats fér BKD samt analysresultat inom 2022
ars studie av vild sotvattenslevande laxfisk.

Roding Oring Harr Sik Sikloja Totalt

Vattensystem  Antal  Positiva (%) Antal Positiva(%) Antal  Positiva (%) Antal Positiva(%) Antal Positiva (%) Antal  Positiva (%)

Vittern 51 2(3.9) 5 0(0.0) 54 0(0.0) 0 - 0 - 110 2(1.8)

Siljan 0 - 0 - 59 1(1.7) 17 0(0.0) 30 0(0.0) 106 1(0.9)

Totalt 51 2(3.9) 5 0(0.0) 113 1(0.9) 17 0(0.0) 30 0(0.0) 216 3(1.4)
DISKUSSION

Studien visar att BKD i dagslaget inte ar inte vanligt forekommande pa vild fisk i Siljan eller
Vattern. Med undantag for SVA:s arliga undersokningar av de Siljanséringhonor som anvéands
inom kompensationsodling saknas historiska data avseende BKD pa vildfisk i de tva
vattensystemen. Det kan darfér vara av intresse att folja upp denna studie vid ett senare tillfalle.
Detta galler sarskilt for Siljan, dar studien mojligen har genomforts for nara inpa utbrott i
anlaggning for att ge en bild av hur stor smittspridning som skett till de vilda bestanden.
Renibakterier utsondras bland annat i fiskens urin och avforing. Infektionen sprider sig fran odlade
till vilda fiskbestand genom att vild fisk uppehaller sig runt kassarna och utsétts for renibakterier i
vattnet samt ater spillfoder under kassarna dar avforingen ocksa hamnar. Férdréjd sanering av
infekterade anlaggningar innebér darmed en hdg risk for smittéverforing till vild fisk. Ytterligare
faktorer som vattenforing och den vilda fiskens vandringsmonster paverkar smittspridningen inom
vattensystemen och upprepade provtagningar behovs for att folja infektionsdynamiken.

Ingen smitta pavisades pa sikl6ja, en art som vi tidigare inte undersokt, och déar vi inte har hittat
nagra data pa om arten ens ar mottaglig for infektionen eller inte. Den lilla provstorleken gor att
inga slutsatser avseende artens mottaglighet for renibakterier samt hur allvarlig infektionen skulle
bli, sarskilt som ingen omfattande forekomst pavisat pa 6vriga provtagna arter i omradet.

I Vattern jobbar Lansstyrelsen intensivt med att halla BKD borta fran sjon och man har successivt
fasat ut insattning av t. ex regnbage i narliggande vatten. Gullspangslax satts ut arligen men alla
avelshonor provtas avseende bland annat BKD. Om fisken flyttats och fétts upp i annan anléggning,
och som tar in fisk fran olika anlaggningar, innan utsattning finns dock risk for smitta om inte
ytterligare prover tagits for att verifiera smittfrihet. Risker for ytterligare introduktion av smitta till
Vattern ocksé genom att ett intensivt fiske pa kraftor forekommer i sjon, om laxfisk anvands som
agn trots att det inte ar tillatet.

I Siljan sker arlig évervakning av de vildfangade Siljanséringhonor som anvands inom
kompensationsodlingen. Normalt anvands da romvétska for att honorna inte ska behéva avlivas
utan aterutsattas. Analys av romvétska ar inte en lika kénslig metodik som analys av njurvavnad,
dvs. det &r storre risk att ndgot prov blir negativt trots narvaro av renibakterier. Oavsett sker
overvakning av stammen, som sannolikt &r den mest mottagliga vilda arten i vattenomréadet.
Samtliga odlingsanléggningar évervakas inom den obligatoriska provtagning som sker i
Jordbruksverkets regi.

122



SLUTSATS

Forekomsten av BKD é&r enligt denna undersokning i dagslaget 1&g pa vildfisk i bade Siljan och
Vattern, men Siljan bor foljas upp om nagra ar pa grund av utbrottet av BKD pa odlad fisk for ett
par ar sedan. Det ar fortsatt oklart om sikléja ar mottaglig for infektionen och om sjukdom i sa fall
skulle utvecklas.
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Akutmedel

Nedan redovisas tva fall avseende sotvattenslevande fisk som tagits in foér undersokning med hjalp
av akutmedel under 2022. Ytterligare fisk eller prover fran sotvattenslevande fisk har tagits in for
analys, men det har da gallt diagnostik av Saprolegnia parasitica. Dessa fall ingar darfor i den
specifika rapporten avseende detta arbete, se sid XX.

Fall 1. Abborre med utstdende 6gon

I borjan av januari fangades en abborre med utstdende 6gon (Bild SF7A-B) i Djurmosjon,
Dalarna. Abborren frystes och rapporterades via rapportportalen. Efter kontakt skickades abborren
in till SVA. Vid obduktion noterades utdéver kraftigt utstaende 6gon ett vid latt tryck sviktande
skalltak. N&r skalltaket 6ppnats noterades ansamling av en klar vatska kring hjarnan. 1 dvrigt
noterades inga avvikelser hos fisken. Bakteriologisk provtagning gjordes fran hjarnvatskan, och
hjarnan samt ett 6ga fixerades och preparerades for histopatologi for att forsoka beddéma orsaken
till forandringarna. Inga bakterier pavisades vid odling. Trots att abborren varit fryst, vilket
paverkar cellstrukturen, kunde diagnos stallas genom histopatologisk undersokning. Abborren
hade en mykos (svampinfektion, Bild SF7C-D)) som drabbat hjarnhinnorna (meningit) samt
bindvaven runt dgat (fasciit). Svamphyferna hade septan (avgransningar) och hos en del noterades
forgreningar (Bild SF7C). Odemet, som tillkommer under inflammationsprocessen till féljd av
svampinfektionen, ar det som tryckt ut abborrens dgon. Vilken svampart som infekterat abborren
har inte faststallts.

A) B)

. o Y,

-

Bild SF7. A-B) Abborren i samband med fangst den 3/1-22. Foto: Therese Kédllman. C-D)
Svamphyfer (pilar) i bindvaven runt 6gat med C) rutinfargning (H&E) och D) fargning for
mukopolysackarider (PAS). Inringat i C) ses en hyf med ett par avknoppningar/
forgreningar. Foto: SVA.

124



Fall 2. R6ding med eroderad stjartfena

Den 16 mars rapporterades en réding, fangad i Rofisksjon, Dalarna, och som hade en kraftigt
eroderad stjartfena. Stjartfenan hade lite svampangrepp och en kraftig rodnad som spred sig en
liten bit fram pa stjartspolen (Bild SF8A). Fisken hade fileats och det utvandigt sett drabbade
omradet hade skurits bort. | kottet syntes dock omfattande férandringar fram till analfenan och
avgransningen mot frisk muskulatur var synbart skarp (Bild SF8B). Filéerna hade frysts, och
skickades till SVA efter uppréattad kontakt.

Prov for bakteriologisk och mykologisk odling togs fran den drabbade muskulaturen. Vavnad i
overgangen till frisk muskulatur fixerades ocksa for histopatologisk bedémning. Ingen véxt av
bakterier eller svamp pavisades genom odling. Den histopatologiska undersokningen visade i likhet
med vad som kunde ses vid besiktning av filéerna en relativt skarp avgransning av skadorna genom
de bindvéavsstrak som finns mellan muskelfibrerna. Flackvis sdgs dock “genombrott”, dvs att
spridning framat i muskulaturen pagick, med sa lange lindriga forandringar. | den tydligt
paverkade muskulaturen séags rikligt med stavformade bakterier, inflammatoriska celler och
vavnadsdod. Detta visar att fisken hade en bakteriell infektion. Anledningen till att den
bakteriologiska odlingen var negativ torde vara att filén varit fryst innan provtagning. Frysning ska
inte doda bakterier men av erfarenhet kan det vara svart att fa vissa bakterier att vaxa efter att
vavnad varit fryst.

A) B)

Bild SF8. A) Bild av inflammerad stjartfena med svampangrepp, tagen i samband med fangst.
B) Utseende hos filéerna. Notera skarp grians mellan frisk (orange) och sjuk (vit med rodnad)
muskulatur. Foto: Lars Bjorkman

Rapportportalen

Rapporter fran Ostersjon inkluderas har savida de ror en sotvattenlevande art som aven kan
forekomma i brackvatten. Anadroma och katadroma fiskar rapporteras under sitt respektive
delavsnitt &ven om rapporten kommit fran sotvatten. Totalt kom 34 rapporter rérande
sotvattenslevande fisk in under 2022 (Tabell SF4).
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Tabell SF4. Artfordelning i inkomna rapporter om sotvattenslevande fisk 2022

Familj Art Antal
Laxfiskar Stationar oring 10
Roding 4
Regnbage 4
Sik 2
Nors 1
Gaddor Gadda 5
Abborrfiskar Abborre 5
Karpfiskar Benldja 2
Bjorkna, braxen, faren 1
Spiggar Ej angivet (stor-/smaspigg) 1
Totalt 35

Sju av tio rapporter om 6ring rorde svampangripen fisk i Vattern eller dess tillrinnande aar och
inkom under oktober-november. Ytterligare en rapport om svampangrepp kom fran Giman i
Jamtland. En rapport rorde parasitcystor i inre organ/muskulatur och i en rapport angavs inte
fynd. Kontaktinformation saknades och orsaken till rapportering har darfor inte kunnat faststallas.

Rapporterna om roding gallde fallet ovan under Akutmedel, s. 125, ett fall med omfattande angrepp
av galloss (Salmincola sp.) och kraftig avmagring, ett fall med parasitcystor pa de inre organen och
ett fall av svampangrepp under senhdsten.

I slutet av maj kom tva rapporter om svampangripen regnbage in till portalen. Den ena sag ut att ha
relativt ytliga mekaniska skador som grogrund for infektionen, medan inga uppenbara primara
skador noterades pa bifogad bild for den andra fisken. En svampangripen regnbage rapporterades
fran Morrumsan i oktober. Bild och kontaktuppgifter saknades och fyndet har darfor inte kunnat
verifieras. Morrumsan ar en lax- och havsoéringsa, och den tiden pa aret ar det inte ovanligt att
laxen och 6ringen &r svampangripen. Enstaka forvildade regnbagar forekommer dock i an och
fyndet ar darfor inte orimligt. Fran en put-and-takesjo rapporterades i augusti att sarskador bérjat
uppkomma pa fisken. Diagnos faststalldes pa aktuellt FVOF:s bekostnad.

Rapporterna om sik rorde fynd av ett antal doda sikar, ett i Mettéjarvi, Norrbotten och ett i
Skrabean i Skane. Rapporten om Nors kom fran Edsviken i Stockholm och rérde ett antal fiskar
som hittats vid strandkanten. Ingen synbar dodsorsak kunde identifieras utifran bifogade bilder.

Fyra av fem rapporterade gaddor hade gaddsarkom (se ex Bild SF5, sid 115) och en hade
svampangrepp. En av rapporterna rérde en gadda som hade fangats redan 2017.

Rapporter om abborre kom in fran januari till augusti. Ett fall avhandlas under Akutmedel ovan (s.
124). Tva rapporter gallde lusangrepp och tva rapporter géllde sarskador. I det ena fallet var det en
abborre som hade ett sar pa vardera sida av géllocket, och i det andra fallet flera abborrar med
enstaka storre sar pa kroppen. | bada fallen var séren av aldre natur (minst en vecka) och orsaken
gick inte att avgora mer an att det inte sag ut som mekaniska skador.

En rapport om karpfisk rorde vita flackar pa huvudet pa en benléja, vilket vid kontroll av fotot
bedémdes vara "vita prick”, orsakad av den encelliga parasiten Ichthyophthirius multifiliis. Ovriga
rapporter om karpfiskar samt den om spigg rérde observationer om ett flertal déda fiskar.
Rapporterna kom under juni-augusti. Vattenforhallandena pa fyndplatserna ar oklara, men
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sommartemperaturer kan ge bade syrebrist och orsaka algblomningar, sa det &r potentiella orsaker
till dodligheten.
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Del 5.
Kraftdjur

For flodkraftor finns ett 6vervakningsprogram som i forsta hand bygger pa passiv évervakning av
kraftpest. Invasiva sotvattenlevande arter (till exempel signalkrafta) som provtas for kraftpest
inkluderas ocksa i 6vervakningsprogrammet. Sotvattenlevande invasiva arter som provtas av annan
anledning samt havslevande kréaftdjur rapporteras under rubriken Akutmedel.

Overvakningsprogram

SAMMANFATTNING

Overvakningens syfte ar att utreda orsaken till akut dédlighet hos framfor allt flodkréaftor, dar
kraftpest, orsakad av algsvampen Aphanomyces astaci, ofta ar misstankt dodsorsak. Aven fall med
sjuka och doda signalkréftor eller andra invasiva arter undersoks, da signalkréaftor ofta ar barare av
kraftpest och darmed utgdr ett hot for den inhemska flodkraftan som ar mycket kéanslig for
patogenen. Overvakningen av sotvattenslevande kraftor sker passivt.

Fisksektionen har under 2022 handlagt sex uppdrag rérande sjukdom/ddédlighet pa flodkraftor och
tva pa signalkraftor. Totalt undersoktes inom dessa uppdrag 24 flodkraftor (Astacus astacus) och
12 signalkréaftor (Pacifastacus leniusculus). Det material som har sénts in har varit farska, frysta
eller spritfixerade, hela kréaftor eller delar av kraftor. Samtidigt med kraftpest undersdks proverna
for viruset WSSv, som orsakar vitprickig kraftdjurssjuka, samt for parasiten Astahelohania
contejeani (tidigare Thelohania contejeani) som orsakar porslinssjuka. Samtliga patogener
undersodks med hjalp av gPCR-teknik. Kraftorna har dven undersokts med mikroskopering for
forekomst av parasiter ur sléaktet Psorospermium om skicket pa insanda kraftor tillatit det. I tillagg
har 19 eDNA-prover (vatten) undersokts med avseende pa kréftpest.

Kréftpest konstaterades i fyra nya lokaler under 2022, varav en lokal med signalkraftor och tre med
flodkraftor. Spridning till nya vattensystem sker varje ar. Det mest noterbara ar att sjukdomen
plotsligt sprids langt norrut, d& smitta bekraftades i Skelleftealven under 2022. Aven i
Angermanalven har flodkréftorna férsvunnit under &ret. Har hittades dock inga sjuka eller déda
kraftor for analys, och darmed har inte misstanken om kraftpest som dédsorsak kunnat
konfirmeras.

I tva lokaler har fynd av flodkréaftor positiva for Astathelohania contejeani har gjorts under aret,
varav det ena fyndet var pa en krafta analyserad inom SNEIF-projektet (Svensk-norsk innsats for
edelkreps/flodkréaftor; se nedan).

Alla undersokta prover har varit negativa for WSSwv.

INTRODUKTION

For sotvattenslevande kraftdjur ar det framst kraftpest, orsakad av algsvampen Aphanomyces
astaci, som utgor ett sjukdomsproblem. Kréftpest orsakar 100 % dddlighet hos flodkraftor (Astacus
astacus) medan sjukdomen har ett subkliniskt férlopp hos signalkréftor (Pacifastacus leniusculus)
savida individen inte ar immunologiskt nedsatt. Kraftpesten introducerades i Sverige 1907, och
algsvampen férekommer i olika haplotyper (kallas ibland genotyper i litteraturen). | Europa har
man observerat atminstone fem olika haplotyper av kraftpest (Svoboda et al., 2014). Dessa har
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olika patogenicitet (sjukdomsframkallande formaga) for endemiska europeiska sotvattenskraftor.
Haplotyperna kan ha lite olika beteckningar i olika publikationer, men vanligast &r att kalla dem
haplotyp A-E. De olika haplotyperna har var och en koppling till olika invasiva kréaftarter.

Signalkréaftan klassas numera som en invasiv frammande art (1AS) av EU och flytt av levande
signalkraftor far inte genomforas inom unionen. Overvakning av forekomsten av signalkraftor och
flodkraftor gors av SLU. SVA dvervakar sedan manga ar forekomsten av kréftpest genom att
misstankta fall skickas in och diagnosticeras. Aven parasitinfektionerna porslinssjuka
(Astahelohania contejeani) och psorospermium (Psorospermium spp.), framst da den forsta, kan
orsaka problem hos sttvattenslevande kréftor. Vitprickig kréftdjurssjuka/White spot syndrome
(WSS) ar en exotisk virussjukdom som forekommer framfor allt i Sydostasien och ger
massdodlighet i odlingar med peneida rakor (jatterakor). Sjukdomen kan drabba alla tiofotade
arter av kraftdjur, vilket inkluderar rakor, kraftor, humrar och krabbor. Den hdga dédlighet som
forekommer pa jatterakor har dock inte rapporterats for andra kraftdjur. Sjukdomen ar A-listad av
EU, vilket innebér att den inte forekommer inom EU:s territorium. Enstaka fall har dock pavisats i
odlingar av importerade jatterakor i sddra Europa. Snabb utslaktning har gjort att sjukdomen inte
fatt faste inom unionen. All sjukdom/daodlighet som inte kan forklaras av andra orsaker ska enligt
kommissionen darfér undersokas avseende WSS-virus (WSSv) for att tidigt upptécka eventuell
introduktion av sjukdomen och mdjliggéra snabb utrotning.

Eftersom signalkréaftor och andra arter kan béra olika patogener som riskerar att utrota flodkréaftan
provtas och diagnostiseras dven andra vildfangade kraftdjur inom 6vervakningsprogrammet.

Syfte

Syftet ar att passivt 6vervaka forekomsten av kraftpest som doddsorsak hos flodkraftor. Vi utreder
ocksa varje fall diagnostiskt for att utesluta WSSy eller porslinssjuka, samt i gorligaste man
infektion med Psorospermium som dddsorsak. Andra kréft- och kraftdjursarter undersoks ocksa
inom programmet.

MATERIAL OCH METODER

Provinsamling
Material inkom vid fall av sjukdom eller dédlighet efter diskussion med SVA. Kréaftor skickades
levande eller doda, férska, frysta eller spritfixerade (hela eller delar av kréftor).

Under sommaren 2021 drabbades sjon av Oresjo i Lilla Edets kommun i Véastra Gétaland av
kraftpest. Detta kunde visas genom bade undersokning av kraftor och eDNA-prover. Sjon var en
sedan tidigare utsedd provtagningspunkt i samarbete med SLU Aqua, da den inneholl ett for sodra
Sverige unikt livskraftigt bestand av flodkraftor trots att kraftpest fanns i naromradet. Sjon foljdes
upp under 2022, da SLU Aqua gjorde en uppfoljande provtagning av eDNA pa samma
provtagningspunkter som aret innan.

Material inkom ocksa fran Interreg-projektet “Svensk-norsk innsats for edelkreps/flodkréftor”
(SNIEF), dar fortsatta provtagningar bade av doda kraftor och eDNA fran filtrerat vatten gjordes.

Signal- och flodkraftor fran tre sjoar dar bada arter forekommer utan tecken pa sjukdom provtogs
ocksa, och da enbart med avseende pa kraftpest.

I tillagg genomforde Stockholms lansstyrelse en inventering av kinesisk ullhandskrabba (Eriocheir
sinensis) som bifangst vid fiske i Méalaren (Barthel Svedén & Reid, 2023). Fran denna inventering
skickades 27 individer fér obduktion och analys avseende kréaftpest.
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Obduktion och provuttag

Inkomna doda kréaftor undersoktes makroskopiskt. Galar och carapaxhud mikroskoperades for att
forekomst av den encelliga parasiten Psorospermium spp. Psorospermium ar tillréckligt stora for
att pavisas vid direktmikroskopering, och metodiken anvands darfér rutinméassigt om skicket pa
insanda kraftor tillater det. Astahelohania contejeani (orsakar porslinssjuka) ar ocksa en encellig
parasit. Denna lagger sig insprangt i muskelviavnad i smé lokaliserade ”6ar”. Kraftig infektion kan
anas makroskopiskt genom att undersidan av kréaftans stjart far ett kokt/porslinsvitt utseende.
Parasiten gar dock inte att pavisa vid direktmikroskopering, utan det kravs histopatologisk
preparering med fargning av vavnaden for mikroskopisk diagnostik. Aven da kan det vara svart att
avgora narvaro av parasiten om den inte forekommer i riklig mangd. SVA anvander darfor sedan
2021 en egenutvecklad qPCR for att pavisa infektionen.

Ett samlingsprov av hud under stjart, olika delar av muskulatur, carapaxhud, en pleopod (gangben)
och telson ("stjartfena”) togs ut fér molekylérbiologisk analys avseende kraftpest (Aphanomyces
astaci), porslinssjuka (Astathelohania contejeani) och vitprickig kraftdjurssjukevirus (WSSv).

Eftersom ullhandskrabban &r mellanvéard for orientalisk lungmask (Paragonimus westermani), en
zoonos, fryser SVA krabborna i minst tre dygn innan obduktion genomfors. Frysningen dodar
eventuella parasiter men gor att materialet inte passar for histologiska undersdkningar. PCR-
analyser gar dock att genomfora. Provuttag gjordes enligt Svoboda et al., (2014) (hud under stjart,
mjuk hud fran gangbensleder och klor, en maxilliped och telson, med tillagg av carapaxhud som ar
ett utmarkt material bade for analys av kraftpest och WSSv.

Laboratorieanalyser

Krdftor

gPCR anvéands for att pavisa DNA fran A. astaci. Den gPCR vi tidigare anvant (Vralstad et al.,
2009), korsreagerar dock med en nyligen beskriven apatogen art av Aphanomyces, A. fennicus
(Strand et al., inskickat manuskript). Darfor har SVA under 2022 évergatt till att anvanda den

A. astaci-specifika metod som beskrivs i Strand et al. qPCR-metoden anvands for bade kraftvavnad
och eDNA. Aven férekomst av porslinssjuka och WSSv i kréftvavnad undersoks med hjélp av gPCR
(egenutvecklad gPCR avseende A. contejeani och for WSSv enligt Sritunyalucksana et al. (2006)).
Fran och med 2021 undersoks samtliga fall av kraftdod rutinmassigt for alla tre smittamnen.

Tidigare metoder for haplotypning av A. astaci har kravt renodlade isolat och arbetsintensiva PCR-
analyser. En ny publikation (Di Domenico et al., 2021) beskriver en gPCR-baserad haplotypning
som kan utforas pa DNA-extrakt fran kraftvavnad eller eDNA. Positivt referensmaterial for de fem
beskrivna haplotyperna erholls fran David Strand, Veterinarinstitutet i Oslo, och under 2022
implementerade SVA metodiken for haplotypning av A. astaci enligt Domenico et al. (2021).
Samtliga pavisade fall av A. astaci analyserades med avseende pa haplotyp.

eDNA-analyser

Under 2021 skickades alla eDNA-filter till Irland for DNA-extraktion. Extraherat DNA skickades
tillbaka till SVA i februari 2022 fér gPCR-analys. Under 2022 har SVA bdrjat anvéanda det
extraktionsprotokoll som tagits fram pa Irland inom deras kraftovervakning och samtliga eDNA-
prover har extraherats och analyserats vid SVA. Vattenproverna analyserades for forekomst av
kraftpest samt flod- och signalkréafta med hjalp av gPCR (Agersnap et al., 2017; Strand et al.,
inskickat manuskript). eDNA-analyser har dven utforts med SVA:s metodik pa ett antal prover
inom SNEIF-projektet.
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RESULTAT

Misstankta fall av kraftpest

Totalt inkom atta fall av misstankt kraftpest under 2022. Resultaten har kontinuerligt svarats ut till
HaV och berdérd lansstyrelse. | Tabell SK1 sammanfattas fallen i kronologisk ordning. Tre fall av
kraftpest hos flodkréafta och ett fall av kraftpest hos signalkrafta har pavisats, varvid en rapport om
pavisad anmaélningspliktig sjukdom utgatt till Jordbruksverket, HaV och lansstyrelserna. Fynden
var relativt spridda geografiskt. Tre fynd 1ag inom signalkraftans utbredningsomrade (Bild SK1A)
och ett Iangt norrut (Bild SK1B). Astathelohania contejeani pavisades pa en krafta fran Skellefte-
alven, medan samtliga prover var negativa for WSSv. Psorospermium spp. pavisades inte hos
nagon krafta. Samtliga utbrott av kraftpest diagnostiserade under 2022 var av haplotyp B.

Tabell SK1. Fall med misstanke om kréftpest under 2022, angivna i kronologisk ordning.
Art Lokal A.astaci A.c. WSSv

signalkrafta sjon Bjorken, Trosa kommun, Sédermanland + (htB) - -
flodkrafta biflode till Kilaan, Jonaker, Nykopings kommun, Sédermanland - - -
flodkréfta  Skelleftedlven, Skellefted kommun, Vasterbottens lan + (htB) (+) -
flodkrafta  sjon Stora Vallan, Falu kommun, Dalarna + (htB) - -
flodkrafta Backesjon, Ljusnan, Ljusdals kommun, Gavleborg - - -
flodkrafta ~ Rosson, Stromsund kommun, Jamtland - - -
flodkrafta Halganan, biflode till Bavean, Lilla Edets kommun, V Gotaland + (htB) - -

signalkrafta Trosaan, Trosa kommun, Sédermanland - - -

A. astaci = kraftpest; A.c. = Astathelohania contejeani; WSSv = whitespot syndrome virus; + = patogen
pavisad; (+) = enstaka positiva av ett flertal analyserade kréftor; - = patogen ej pavisad; (htB) = haplotyp B

A) B)

A

Bild SK1. Geografisk lokalisation av fyndplatser for inskickade déda i A) s6dra och B) norra Sverige under
2022. Fynden i sjon Bjorken, Trosa kommun, i Vallan, Falu kommun, i Halganan, Lilla Edets kommun samt
Skelleftedlven, Skelleftea kommun (trianglar) var positiva for kréftpest. Kartunderlag https://rl.se/rt90
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I mars skickades tva doda signalkréaftor fran sjon Bjorken i Trosa kommun. De hade
pigmentforandringar i skalet, vilket ar klassiskt nar signalkréaftor ar infekterade, men som inte
noteras hos flodkraftor som drabbas av kraftpest (Bild SK2). Hos dessa kréftor kunde pest pavisas
(Tabell SK1) och detta kan vara en bidragande orsak till att kréftorna dott. Ofta finns andra
faktorer som spelar in som paverkat djurens immunstatus eller dalig vattenkvalitet.

A) B)

Bild SK2. A) Pestdrabbade signalkraftor fran sjon Bjorken i Sormland. B) Pestdrabbade
flodkraftor fran Skelleftedlven. Pa signalkraftorna har skalet under stjarten melaniserats, medan
flodkraftornas stjartskal har normal farg. Foto: Anna Aspén, SVA

Den 23 maj kontaktade Skellefted kommun SVA angdende att de fatt en rapport om déda kraftor i
alven. Kommunens handlaggare gick sjéalva ner till alvstranden inne i Skelleftea och kunde
konstatera att det 1ag doda kraftor langs botten. En intensiv provtagningsinsats inleddes, dar
provfiske skedde i ett antal magasin uppstréms Kvistforsdammen (nedersta kraftverksdammen i
vattensystemet), och doda kréaftor samlades in fran ett flertal platser inklusive inne i Kvistforsens
fiskodling, dar enstaka smakréaftor kan komma in med vattnet och da blir kvar i tankarna. Samtliga
provtagningspunkter var positiva for kréaftpest. | den langst uppstroms provtagningspunkten, i 6vre
delen av Batforsmagasinet, hittades levande kréaftor. Senare under sommaren dog kréftorna aven
dar till foljd av kraftpest. Uppfoljning i narliggande vattendrag (en flodkréafta fran Goksjon i
Rickelans avrinningsomrade provtogs den 1 juli och en kréfta fran Bure camping, Burealven den 14
juli) visade inte pa spridning, dvs. de provtagna kraftorna var negativa avseende kréaftpest.

I juni hittades en levande men sjuk flodkréfta i sjon Stora Vallan, Falu kommun. Kréaftan
patraffades mitt pa dagen, var slott och saknade flyktbeteende. Detta &r typiska tecken pé att en
flodkréfta har drabbats av pest och snart kommer att d6. Kraftan skickads in for analys och
kraftpest pavisades.
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Det fjarde fyndet av kraftpest var fran flodkréaftor i sjon Halganan, ett biflode till Bavean, Lilla
Edets kommun. | september hittades déda kraftor i samband med elfiske. Inga levande kréaftor
aterfanns. Bavean ar sedan tidigare pestforklarad, men smittan har inte funnits sa langt uppstroms.
Halganan/Bavean ligger uppstroms Oresjo (Bild SK3), dar flodkraftbestandet slogs ut av pest
sommaren 2021.

Uppfoljning av kriftpesten i Oresjo

Samtliga &tta eDNA-prover som togs i den uppféljande provtagningen i Oresjo i augusti 2022 var
negativa med avseende pa kraftpest. Inte heller forekomst av signal- eller flodkraftor kunde
pavisas. De atta provtagningspunkterna for 2021 och 2022 kan ses i Bild SK3.

®

Bild SK3. Hilgdnan, strax uppstréms Oresjo, drabbades av kriftpest 2022 (stjarna). Ovriga
punkter visar provtagningspunkter for kraftpest i Oresjé 2021 och 2022, dér trianglar visar
provtagningspunkter som var positiva for kriftpest 2021. Samtliga atta punkter i Oresjo var
negativa for kraftpest vid den upprepade provtagningen i augusti 2022. Kartunderlag
https://rl.se/rt90

SNIEF-projektet

Inom Interreg-projektet Svensk-norsk handlingsplan for sétvattenkraftor (SNIEF) gjordes
provtagningar under aret (SNIEF: Delrapport 6, eDNA — utvardering av 2022 ars provtagning,
Slutrapport SNIEF - SNIEF (https://www.snief.org/slutrapport-snief/)). SVA utférde analyser av
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vattenprover (eDNA), nattslandelarvfangstnat, upphittade flodkréaftor (antingen déende, sjalvdoda
eller skaldelar) samt minkspillning.

Vatten med bestand av bade flodkraftor och signalkraftor utan dédlighet i kraftpest

Kraftor fran blandade, friska bestand skickades fran Hasselasjon i Hudiksvalls kommun,
Halsingland, fran Logarden i Gavleans avrinningsomrade, Dalarna, samt fran Valungen i Saffle
kommun, Varmlands lan. Alla undersokta signal- och flodkraftor fran dessa provtagningspunkter
var negativa for kraftpest.

Kinesiska ullhandskrabbor fran Milaren

Vid yttre besiktning var 26 av 27 krabbor i gott skick (Bild SK4). Hos tva av de 26 "friska”
krabborna noterades mindre melansieringar. En hade en mindre melaninflack pa ryggskolden och
en hade en melaniserad skada pa stjartskolden. Den sista krabban hade ett runt “borrat” hal som
var av dldre datum da kanterna var “uppdrivna” och det fanns en fargforandring bade i det
uppdrivna omradet och runt det (Bild SK5A), vilket tyder pa en inflammations- och
lakningsprocess. Vid 6ppning av ryggskolden sag denna individ uraten ut (Bild SK5B).

Alla 27 individer var negativa avseende kraftpest och WSSv.

Bild SK4: Ullhandskrabborna som undersoktes var generellt i mycket gott skick.
Foto: Anna Aspan, SVA.
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B)

Bild SK5. A, B) en ullhandskrabba hade ett hdl i ryggskolden, och var i princip
tom innanfor skalet. Foto: Anna Aspan, SVA.

DISKUSSION

Kraftpesten fortsatter att sprida sig i Sverige. Tidigare var den nordliga gransen Holmsjon i
Ljungans vattensystem. Utbrottet av pest hos flodkraftor i Skelleftedlven har darmed flyttat den
nordliga utbredningsgransen langt norrut. Det ar oklart hur forekomsten av kraftpest ser ut mellan
Ljungan och Skelleftedlven. Aven i Angermanélven forsvann flodkraftorna helt under 2022 men
dodsorsaken har inte kunnat bekraftas da inga kraftor aterfanns. Att kraftpest ar orsaken ar dock
hogst sannolikt eftersom ett helt bestand forsvunnit sa plotsligt. Det ar oklart om kraftpesten till
Skelleftealven introducerats via kontaminerade redskap eller om signalkraftor satts ut nagonstans i
Skelleftealvens avrinningsomrade. Om signalkraftor planterats in kommer nyintroduktion av
flodkraftor for att ateruppbygga bestanden vara meningslos. Fortsatt smittsparning genomfors
darfor under 2023 for att forsoka spara eventuella utplanteringar.

Ovriga kréaftpestfall pavisades inom signalkraftans utbrednings-/hanteringsomrade. | ett av fallen
var det signalkraftor som drabbats av dodlighet, dessa signalkréaftor patraffades i sjon Bjorken,
Trosa kommun, Sédermanland.

Signalkréaftor ar oftast barare av kréftpest utan att dodlighet forekommer. Det enda symptomet kan
vara melaniserade flackar i skalet, vilka beror pa att kraftans immunforsvar effektivt kapslar in
algsvampen, och immuncellerna &r pigmenterade. Nar andra sjukdomar eller miljéfaktorer
paverkar kraftorna negativt kan dock dodlighet forekomma och den kan vara omfattande. Vi har i
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detta fall ingen information om vilka underliggande faktorer som har lett till att signalkraftorna
inte kunnat hantera infektionen. Kraftorna hade melanisering av skalet (Bild SK2A), vilket tyder
pa att deras immunforsvar borjat hantera infektionen. PCR:en visar dock pa relativt hog forekomst
av kraftpest-DNA, vilket indikerar att de inte bara var infekterade utan att det ocksa var en mojlig
dodsorsak.

I sjon Stora Vallan, Falu kommun, Dalarna, patraffades doda flodkréaftor. Enligt Kraftdatabasen
(https://kraftdatabasen.se/) planterades signalkraftor ut pa nagra platser i Dalarna 1969 och finns
vél spridda atminstone i sydostra delen av landskapet. Darmed &r fyndet av kraftpest i Stora Vallan
inte helt ovantat. Signalkrafta finns dock inte rapporterad fran Stora Vallan enligt SLU:s
kraftdatabas.

Baveans vattensystem (Uddevalla och Vanersborgs kommuner) pestforklarades sommaren 2021,
efter fynd av doda flodkraftor vid Sagbron i Sdgan som &r Oresjos utlopp. Oresjo var en av de sista
sjoarna i sodra Sverige som haft ett stort och livskraftigt bestand av flodkrafta. | september 2022
hittades doda kraftor i Halganan, vilka visade sig ha dott av kraftpest. Halganan ligger uppstroms
Oresjo, vilket visar att pesten letat sig uppét i vattensystemet.

Lansstyrelsen i Varmland har inom SNIEF fortsatt att félja utvecklingen av férekomsten av
kraftpest, flod- och signalkrafta inom Billalvens vattensystem, samt nagra andra vattensystem i
Varmland, framst mot den norska gransen. Projektet har pagatt under tre ar och syftet ar att
skydda och utveckla flodkraftbestandet i Varmland och motsvarande omrade pa den norska sidan
om gransen. 2022 var projektets sista ar. Ett antal rapporter som kommer att tillgangliggoras pa
projektets websida (https://www.snief.org/) har skrivits. | projektets slutrapport utvarderas bland
annat hur eDNA-metodiken fungerat. Liksom tidigare ar visade eDNA-provtagningarna 2022 att
man inte alltid kan pavisa DNA fran kraftor i vatten dar man vet att det finns flod- eller
signalkraftor. Utifran provtagningar i sju vattensystem med kéanda flodkraftforekomster
beréknades en traffsakerhet for att pavisa kraftor endast till 40% (SNIEF: Delrapport 6, eDNA —
utvardering av 2022 ars provtagning). SVA har darfor under 2023 tillsammans med SLU Aqua
initierat ett internationellt samarbete for att undersdka hur metodiken kan forbéattras.

Inom SNIEF-projektet pavisades kréftpest och signalkridft-DNA 1 ett eDNA-prov fran sjon
Mjogan i Gota dlvs avrinningsomrade. Mjogan ér ett ként signalkréftvatten med ganska hoga
tatheter. Detta aktualiserade fradgan om hur ett eDNA-prov som &r positivt for en
anmélningspliktig sjukdom ska hanteras - &r ett sddant resultat &r tillrdckligt for att en K12-
anmaélan ska goras? Frigan lyftes till EU-kommissionen under den érliga workshopen for EU:s
nationella referenslaboratorier den 1 juni 2023. Andra ldnder hade liknande fragor kring andra
smittimnen &n kréftpest. Svaret var att man avseende eDNA bor agera enligt artikel 18 1 EU:s
djurhélsolag (“AHL”, EU 2016/429). Dér star det att om det finns misstanke att djur smittade
med en av EU listad sjukdom ska Competent Authority (CA, 1 Sveriges fall Jordbruksverket)
varslas om misstanken, och att CA &r skyldiga att utreda misstanken. Kommissionen hdnvisade
till att &ven icke EU-listade, men nationellt anmédlningspliktiga sjukdomar bor hanteras pa
samma sitt. En misstankeanmaélan ar dock inte detsamma som en K12, eftersom det senare
innebdr bekriftad smitta. SVA har lyft fragan till Jordbruksverket for att riktlinjer ska séttas
upp for patogener i eDNA-prover, framfor allt eftersom fler aktdrer &n SV A analyserar eDNA
och sannolikt inte &r medvetna om vad en pavisad patogen kan innebéra.
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Flodkraftan ar naturligt forekommande i Sverige medan signalkraftan introducerades under 1960-
talet eftersom det fanns en tro att den gav béttre avkastning én flodkréaftan, och dessutom hade
flodkraftpopulationen minskat pa grund av kréftpesten. Eftersom signalkraftan oftast bar pa
kraftpest utan att visa symptom har dock situationen for flodkréftan férvérrats - varhelst
signalkréftan introduceras forsvinner flodkréaftorna. Det forekommer spekulationer om att
flodkraftor skulle ha utvecklat resistens mot kraftpest, da man ibland hittar bestand av flodkraftor i
vatten dar det ocksa finns signalkraftor. Under 2022 undersoktes 14 signalkraftor och atta
flodkréftor fran tre olika vattendrag med blandade bestand utan tecken pa sjukdom, och kraftpest
kunde i dessa fall inte pavisas. Baserat pa dessa resultat finns det alltsa ingen grund for att tro att
vissa bestand av flodkraftor skulle ha utvecklat en resistens mot A. astaci. Vart att notera ar att det
vid SNEIF-projektets slutmdote holls ett foredrag av finska forskare, som beréttade att de under
manga ar foljt ett pestfritt vatten med bestand av bade signalkréaftor och flodkréaftor. Pa sikt
konkurrerade signalkraftorna anda ut flodkraftorna, vilket innebar att man inte medvetet bor
blanda bestand dven om man vet att signalkraftorna ar fria fran kraftpest.

Samtliga fall av pavisad kraftpest under 2022 tillhérde haplotyp B. Haplotyp A var den som forst
spreds i Sverige, med import av kraftor fran Finland 1907. Haplotyp A dodar flodkréaftor relativt
langsamt. Alltsa kunde infekterade flodkréaftor sprida kraftpesten fran Stockholm vidare ut i
Madlaren, utan att det fanns signalkraftor narvarande som barare av pesten. Kraftpest av haplotyp A
har sedan spridits vidare till Norge. Néar signalkraftor borjade planteras in i Sverige pa 60-talet kom
en aggressivare variant av kraftpest (haplotyp B) med dem. Den varianten ar sa aggressiv att den
slar ut ett flodkraftbestand pa nagra dagar till nagon/nagra veckor, beroende pa hur tata bestanden
ar. | dag ar det haplotyp B som dominerar vid kraftpestutbrott bade i Sverige och Norge.

I oktober 2020 pavisade Finska Livsmedelsverkets kraftpest hos flodkraftor som fangats i Kemi
alvs mynning. Tidigare kraftpestfynd i Finland har, liksom i Sverige, varit av haplotyp A eller B.
Detta utbrott orsakades dock av haplotyp D, en variant som inte pavisats i Finland tidigare. Denna
haplotyp ar férknippad med en annan invasiv art &n signalkrafta, namligen réd sumpkrafta
(Procambarus clarkii). Liksom signalkraftan kommer den réda sumpkréaftan ursprungligen fran
s6dra Nordamerika och har efter introduktion i Europa spridit sig framfor allt i de sédra delarna.
Haplotyp D har ocksa pavisats hos akvariehallna kraftarter. Utslappta akvariekraftor skulle darfor
kunna vara en mojlig smittvag for flodkraftorna i Kemi alv. Det ar ocksa vélkant att kinesisk
ullhandskrabba kan bara kraftpest, och detta har tidigare bekraftats vid undersékning av krabbor
fangade i Sverige (Svoboda et al., 2014). Ullhandskrabbor kan spridas via fartyg och har hittats i
hamnomréaden efter Finlands kust, vilket bland annat rapporteras pa landsbygdensfolk.fi. Man
spekulerade darfoér om smittan kommit in via invasiva ullhandskrabbor.

Den kinesiska ullhandskrabban kom till Sverige redan pa 1930-talet. Fran Malaren finns rapporter
om fynd i Vasterasfjarden sa tidigt som 1944 och pa Karrbolandet 1950. De krabbor som
undersoktes 2022 bar inte pa kraftpest, men i en tidigare studie av ullhandskrabbor och
signalkraftor fangade i Vanern pavisades kraftpest av haplotyp B hos bada arterna (Svoboda et al.,
2014). Da kraftorna och krabborna fdngats pa samma lokaler och bada var infekterade med
kraftpest av haplotyp B menar forfattarna att krabborna skulle kunna ha smittats av
signalkraftorna. Pa grund av att ullhandskrabbor kan béra pa kraftpest undersoks alla individer
som skickas till SVA alltid med avseende pa A. astaci.

Kinesisk ullhandskrabba kan dven drabbas av Whitespot syndrome (vitprickig kréaftdjurssjuka), en
sjukdom med brett vardspektrum - alla hittills understkta kraftdjur har visat sig mottagliga for
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sjukdomen. Introduktion av sjukdomen i landet skulle fa en starkt negativ effekt pa de svenska
kraftdjursbestanden, och darfor analyseras alltid insanda kraftdjur for denna sjukdom samtidigt
med kraftpestanalysen.

WSSv pavisades inte i nagra av de prover som analyserats. Antalet prover ar litet, varfor detta inte
kan tas som en garanti for att viruset inte finns i svenska vatten. Fortsatt 6vervakning ar viktig, da
WSSy inte ar vardspecifikt utan kan drabba ett brett spektrum av kraftdjursarter, och
konsekvenserna om viruset borjar sprida sig i Europa kan bli omfattande. Av den anledningen
uppmanar EU:s referenslaboratorium for kraftdjur alla nationella referenslaboratorier att évervaka
sjukdomen. For ytterligare information om WSSy, se CABI Invasive Species Compendium
(https://www.cabi.org/isc/datasheet/59574#E543B2D6-B463-40A4-9BEA-1368FC394226).

Den diagnostik avseende Astahelohania spp. som tidigare anvants (histologi) har 1ag kanslighet,
varfor det ar stor risk att man forbiser fall av laggradig infektion. En egenutvecklad qPCR
inforlivades darfor i diagnostiken 2021, och vi har under aret i tva fall kunnat pavisa parasiten hos
doda flodkréftor, ett i samband med kraftpest, och ett inom SNIEF-projektet, dar kraftor détt utan
att kraftpest pavisades. Metodiken ar validerad och har hog kanslighet, varfor vi bedémer att vi
inom nagra ar kommer att ha ett battre kunskapslage avseende parasitens forekomst i svenska
kraftpopulationer. Ett problem &r dock att parasiten paralyserar kraftan, vilket innebar att
infekterade djur blir svara att fanga da de inte gar att locka med betning av kraftburar. Sjukdomen
leder inte heller till den massddd som kréaftpesten orsakar, och som gor det latt att hitta doda
kraftor om man upptécker utbrottet innan kraftorna blivit uppéatna eller ruttnat. Detta kan medféra
att porslinssjuka kommer att férbli underdiagnostiserad trots bra analysmetodik.

Dodsorsak har inte gatt att faststélla i halften av de atta fall med kraftpestmisstanke som kom till
SVA under 2022.

Det ar oklart vad som skadat den ullhandskrabba som hade ett hal i skdlden. Krabban sag ocksa
uraten ut, men det framgar inte av informationen kring djuren om de &r fangade levande eller
hittade doda. Det gar darfor inte att avgéra om de inre forandringarna ar en del av en
forruttnelseprocess eller f6ljd av en sjukdom, men att krabban skulle ha kunnat leva i det skicket
forefaller hogst osannolikt.

Slutligen &r det vart att notera att da kanda mellanvérdar for P. westermani inte finns i Sverige ar
det inte sarskilt troligt att parasiten kan fullfélja sin livscykel har. Nyintroducerade krabbor kan
dock inte garanteras smittfria, och det ar inte uteslutet att parasiten kan hitta lampliga
mellanvardar i endemiska arter. Darfor ska alltid rekommendationer som minimerar risken for
zoonotisk spridning foljas.

SLUTSATS

Kréaftpesten fortsatter att sprida sig i Sverige och fortsatt passiv och aktiv évervakning for att félja
utvecklingen &r viktig. Haplotypning kommer att ge mojlighet att spara introduktion av nya
varianter av kréftpest. Annu finns inga tecken pa introduktion av WSSv i populationerna av
sotvattenskraftor. Med den nya gPCR:en for A. contejeani kommer vi att fa en béattre 6verblick 6ver
forekomsten av denna parasit hos svenska sotvattenskraftor, samt en battre forstaelse for hur den
paverkar halsan hos inhemska flodkréaftor.
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Akutmedel och Rapportportalen

En rapport kom in till Rapportportalen i borjan av maj, da ett tiotal krabbtaskor (Cancer pagurus)
hittats vid Tjuvkils huvud i Kungalvs kommun, Véastra Gotalands 1an (Bild SK6). En del krabbor
var ddda, andra vid liv men medtagna.

Bild SK6. En av rapportorens bilder fran Tiuvkils huvud. Foto: lTorunn Hellman.

Efter kontakt skickade rapportdren in fyra individer till SVA for obduktion. Krabbtaskorna hade
forvarats i frys innan inskick.

Vid yttre besiktning var alla fyra krabbor i fint skick, men en hade ett skarpt, farskt snitt som kapat
bort 6gonen (Bild SK7). Morfologiska data och fynd finns i Tabell SK2. Alla fyra var hanar.
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Frysning paverkar kroppens celler, och eventuella sjukliga forandringar blir darmed svarare att
beddma om fixering och histopatologi genomfors. Trots detta fixerades vavnad for histopatologisk
undersokning. Understkningen visade inte pa nagra uppenbara sjukliga forandringar.

1 4

Bild SK7. Individ 1 & 4 vid obduktion. Notera avskurna égon pa individ 4. Foto: Anna Aspan, SVA.

Tabell SK2. Morfologiska data, fynd samt prover uttagna for analys pa fyra krabbtaskor

Observation? Djur 1 Djur 2 Djur 3 Djur 4

Hel vikt (g) 488 568 613 713
Skéldbredd (cm) 14.5 15.0 15.5 16.0
Skéldlingd (cm) 9.5 10.0 10.5 10.5
Klohéjd (cm) 3.8 3.7 4.1 3.7
Kloldangd (cm) 3.5 3.5 3.5 34
Klobredd (cm) 2.0 1.8 2.2 2.2

. klor & fyra Klor & sex gangben klor & alla dtta klor & sju gdngben

Extremiteter gangben irzltakta intakgta ¢ gangben intakta ithakgta ¢

Gonader hane —vuxen hane —vuxen hane —vuxen hane —vuxen
Svarta flackar Nej Nej Nej Nej
Rosa flackar Nej Ja Ja Ja
Skolden avhuggen
Annat pa skolden kalkmaskar Nej kalkmaskar vid 6gonen,
O0gonen skadade
Analys
Janickina feisti Hepatopancreas, Hepatopancreas, ND ND
PCR-analys galar & hjarta gdlar & hjarta
Histopatologi Ja Ja ND ND
Hepatopancreas Ja la - -
Gdlar Ja Ja - -
Gonader Ja Ja - -
Klomuskel Ja Ja - -
Tarm Ja Ja - -
Antennkértel ND Ja - -

1 Noterade matt och férandringar bygger pa data fran Haig et al. (2015). ND=ej genomfort.

Krabbtaskor &r motstandskraftiga djur, som inte forefaller drabbas av manga sjukdomar i vilt
tillstdnd. Skalsjuka, analogt med skalsjuka hos amerikansk hummer, kan drabba djur som halls tatt
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efter fangst, och orsakas troligen av bakterier med formaga att bryta ner skalvavnad. Inga tecken pa
skalsjuka sags pa de inskickade individerna. Nagra parasitinfektioner finns beskrivna, sasom
Hematodinium sp., Paramarteilia canceri och Enterospora canceri (Stentiford, 2008).
Hematodinium &ar den enda parasit som beskrivits orsaka viss dodlighet, sarskilt vid
hallning/sumpning av krabbor efter fangst. Infekterade krabbor far sprickor med utsipprande
vatska i skalet, vilket inte var fallet med de inskickade krabborna. Den histopatologiska
undersdkningen, som rutinmassigt utfors vid misstanke om mikroskopiska parasiter, var mycket
svartolkad da proverna varit frysta.

Vid forfragan till OIEs referenslaboartorium for parasitinfektioner (Cefas, England) om mdjliga
orsaker till dodlighet hos krabbtaskor, fick SVA veta att de fatt rapporter om férhojd dodlighet i
fangster av krabbtaskor i Engelska kanalen. Cefas hade darfér undersokt doda individer och kunnat
pavisa en amdba-art som infekterat krabbtaskorna. Sjukdomen har dopts till Amoebic crab disease
(ACD) och orsakas av en paramdba-art som fatt namnet Janickina feisti (Bateman et al., 2022).

Cefas forsdg SVA med analysprotokoll samt med postitivt kontrolimaterial for analys av J. feisti
med hjalp av en nested (tvastegs-) PCR. Som positiv kontroll anvandes en plasmid, ocksa
erhallen fran Cefas, som konstruerats for att ge en positiv signal i denna PCR. Metoden
beskrivs mer ingaende i Bateman et al. (2022).

Alla fyra krabbtaskor var negativa for J. feisti. | Bild SK8 visas resultaten fran PCR-reaktionerna
for individ 1 och 2.

9 10 1112 13 1415 16 171819 20

[—

Bild SK8. Nested PCR avseende J. feisti pa tva krabbtaskor. I brunn 1-10 ses resultaten
fran steg 1, i brunn 11-20 resultaten fran steg 2. Brunn 1 och 20 innehéller en
storleksmarkor med DNA-fragment av kind storlek. Ovriga brunnar innehaller fr&n
vanster till hoger, med starti brunn 2 och 11 for respektive steg: gilar, hepatopancreas
samt hjarta fran individ 1; galar, hepatopancreas samt hjarta fran individ 2; ett
blankprov (8, 17) samt tva brunnar med positiv kontroll (9-10, 18-19).

Vi har inte hittat nagon forklaring till varfor krabbtaskorna hittats doda. Det skarpa snittet pa en
krabba sdg mekaniskt ut, vilket kan indikera att de ar en bifangst som dumpats nara stranden, och
darmed inte har varit drabbade av nagon sjukdom. Fyndet gjordes inte under krabbfiskesasongen,
och det &r oklart om samtliga krabbor som hittats var hanar, i likhet med de fyra undersokta.
Honor ar mer eftertraktade under krabbfiskesasongen, da de innehéller rom, och en tanke ar att
krabbfiskare som kan kénsbestdmma krabbor helt enkelt gjort sig av med alla hanar.

Trots att ingen sjukdom pavisats var insandningen av varde, da SVA nu har diagnostik uppsatt for
sjukdomen Amoebic crab disease, och som kan anvandas om nya fynd av sjuka eller déende
krabbor gors.
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Del 6.
Blotdjur

SOTVATTENSLEVANDE BLOTDJUR

Flodparlmusslan ar en hotad art och i flera svenska populationer har hog dédlighet noterats de
senaste aren. Det ar oklart exakt vad som ar orsak till dodligheten och darfor ar det svart att skapa
ett halsoovervakningsprogram. Overvakningen sker passivt genom direkt rapportering till SVA:s
fiskjour eller via rapportportalen. Ingen forekomst av 6kad eller pléotslig dodlighet rapporterades
2022, och darmed har inte heller ndgra prover tagits.

HAVSLEVANDE BLOTDJUR

Overvakning av havslevande blétdjur inkluderades 2021 i uppdraget fran HaV. Innan dess gjordes
provtagning och analys (2009- 2020 med undantag for 2016) i samarbete med Jordbruksverket.
Dessutom utnyttjas delar av materialet for ett gemensamt forskningsprojekt mellan SVA och
Uppsala universitet.

SAMMANFATTNING

Overvakning av héalsolaget hos platta/Europeiska ostron (Ostrea edulis) och blamusslor (Mytilus
edulis) sker langs den svenska vastkusten. Ett bestand av blamusslor finns dven i Ostersjon men
dar ar salthalten i vattnet sa pass lag att de vanligaste musselparasiterna ej déverlever. Under 2022
provtogs 150 platta ostron samt 150 bldmusslor. Varje individ vagdes och mattes samt undersoktes
med avseende pa synliga avvikelser. Fran varje individ togs prover for histopatologisk
undersokning samt for PCR. Undersokningarna ar inriktade pa att detektera de av EU listade
infektionerna bonamios, marteilios, perkinsos och mikrocytos, men dven andra patogener och
skador pa organ kan detekteras med hjalp av histopatologin. Ingen av de EU-listade parasiterna
pavisades. Inga borstmaskar har pavisats i skal fran blamusslor. Ett fatal borstmaskar har pavisats i
enstaka ostronskal (O. edulis) pa utsidan eller i mantelhalan. Ingen av dessa uppvisas dock
morfologiska likheter med den invasiva borsmaskarten Polydora websteri. Darmed ser vi fortsatt
ingen indikation pa spridning till det platta ostronet eller blamusslor.

INTRODUKTION

Blamusslor och platta ostron utgor ndgra av de nyckelarter som bygger upp det marina
ekosystemet langs den svenska vastkusten. Ur ett internationellt perspektiv har de skandinaviska
ostronpopulationerna ett stort bevarandevéarde eftersom det platta ostronet decimerats kraftigt i
andra europeiska kustomraden till f6ljd av bland annat omfattande sjukdomsspridning. I vissa
kustomraden dar de platta ostronen helt forsvunnit ar de foremal for forsok med aterintroduktion.
De encelliga parasiterna Mikrocytos mackini (orsakar mikrocytos) samt Perkinsus marinus och
P. olseni (orsakar perkinsos) ar A-listade av EU. A-listning innebar att det inte finns nagon kand
forekomst av patogenen inom unionen och dvervakning bor genomféras for att snabbt upptacka
introduktion. Vid fynd ska patogenen om méjligt utrotas. De encelliga parasiterna Bonamia
ostreae och B. exitiosa (orsakar bonamios) samt Marteilia refringens (orsakar marteilios hos
ostron) ar C-listade av EU. Det innebér att infektionerna utgor ett problem inom vissa delar av
unionen medan andra delar av unionen anses fria, samt att atgarder ska vidtas for att undvika
spridning till de fria omradena. Artnamnet Marteilia pararefringens (orsakar marteilios hos
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blamusslor) ar inte listat, beroende pa att OIE fortfarande raknar de tva arterna som en
(M. refringens typ O (oyster) och typ M (mussel)). Det innebér att M. pararefringens ingar i
listningen for M. refringens.

Den sjukdom som framst hotar vara marina bestand och da framfér allt det platta ostronet ar
bonamios. Sjukdomen &r vanligt forekommande i Europa. Bonamios forekommer narmast i vart
grannland Danmark, déar den har spridits till hela Limfjorden. Sverige och Norge har i dagslaget en
unik sjukdomsfrihet fran bonamios. Darmed finns det stor anledning att skydda vara inhemska
platta ostron.

Undersokningar 2017-2020 visade att Sverige med storsta sannolikhet ar fritt fran den
anmalningspliktiga sjukdomarna bonamios och marteilios hos platta ostron. Marteilios hos
blamusslor, som pavisats i svenska vatten senast 2015, pavisades inte heller under tidsperioden.
Undersokningarna syftar till att félja upp det goda hélsoléaget lIangs den svenska vastkusten genom
fortsatt kontroll och bevakning av vara havslevande blétdjurspopulationer men ocksa till att ge
faktastod for att forhindra import fran redan smittade kustomraden i andra delar av Europa.
Omradet som 6vervakas ar den svenska vastkusten, dar skord av bade vilda och odlade musslor
sker kontinuerligt under aret. Ett viktigt framtida fokus och inriktningen for dessa undersékningar
ar de vilda blotdjurspopulationernas halsostatus. Hittills &r det enbart M. pararefringens av
ovanstdende patogener som pavisats i svenska vattten. Sverige skulle utifran detta ha mojlighet att
skapa ett 6vervakningsprogram med potential att ge landet frihetsstatus avseende bonamios. Da
OIE i dagslaget ej accepterar Marteilia pararefringens som en egen art kan det mdojligen vara
svarare att fa frinetsstatus avseende marteilios men da det ar sa pass lange sedan arten pavisades
bor mojligheterna vara goda.

Syfte

Overvakningen av havslevande blétdjur inriktar sig framst pa halsostatusen hos blamusslor och
ostron. De sjukdomar som primért undersoks ar bonamios, marteilios, perkinsos och mikrocytos.
Alla dessa infektioner listas av EU. | 6vrigt mojliggor provtagningen 6vervakning av andra,
makroskopiskt eller mikroskopiskt synliga, sjukliga forandringar hos musslor och ostron.

MATERIAL OCH METODER

Provinsamling

Vilda populationer av blamusslor och platta ostron provtogs. Insamling sker i produktionsomraden
belagna pa vastkusten (Bild HB1A) samt fran Varo soder om produktionsomradena (Bild HB1B),
och fordelat pa 5 olika lokaler for blamussla och 5 lokaler for ostron (bada arterna fran vissa lokaler.
Fran varje lokal samlades 30 individer in, vilket genererade 150 individer av respektive bldmusslor
och ostron. Djuren skickades levande till SVA.

Provuttag

Bade musslor och ostron vagdes, mattes och skalens utsida inspekterades okulart innan djuren
Oppnades. Efter 6ppning inspekterades insida av skal samt djurkroppen. Eventuella skalskador
undersoktes specifikt for borstmaskar under lupp. Vavnad (ett tvarsnitt inkluderande mage,
digestionskortel, galar, bindvav, mantel och gonader) fixerades i Davidson’s marine fixative for
histopatologisk undersokning och géalar togs ut for gPCR enligt metodbeskrivning fran EU:s
referenslaboratorium for blétdjurssjukdomar/IFREMER (Diagnostic manual - EURL for Molluscs
Diseases (eurl-mollusc.eu)). Kompletterande prover togs ut parallellt och sparades for eventuell
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A)

B)

Varo

Bild HB1. A) Produktionsomraden for blotdjur i Sverige, karta fran Livsmedelsverket. Platta ostron
och bldmusslor fran produktionsomrade 108, 118 och 121, platta ostron fran produktionsomrade 143
och 158 samt blamusslor fran produktionsomrade 110 har undersokts. B) I tillagg har blamusslor
fran Varo i Halland undersokts, kartunderlag fran https://rl.s/rt90. Den streckade roda linjen i
bildens 6verkant anger den ungefirliga sodra gransen for produktionsomradet i A).

verifierande diagnostik om misstanke om anmalningspliktig sjukdom identifieras vid gPCR eller
histopatologisk undersokning. Dessutom togs ett antal prover ut i forskningssyfte inom ramen fér
ett doktorandprojekt. Dessa prover rapporteras inte vidare hér.

Laboratorieanalyser
For histopatologisk understkning gjordes rutinmassig preparering med inbaddning i paraffin,
snittning och fargning med Hematoxylin & Eosin (HE), se Del 1. Havslevande fisk.

Bonamios hos ostron analyseras primart med en gPCR (EURL Bonamia SOP, opublicerad).
Konfirmering av diagnosen gors med histopatologisk undersékning. Ovriga infektioner (marteilios,
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perkinsos och mikrocytos) diagnosticeras priméart genom histopatologisk undersékning och
konfirmeras med gPCR enligt foljande: marteilios (EURL Marteilia SOP, opublicerad), perkinsos
(WOAH Aguatic Manual 2021, Gauthier et al., 2006) och mikrocytos (EURL Mikrocytos SOP,
Polinsky et al., 2015)

RESULTAT

Under juli-november skickades 150 blamusslor och 150 ostron till SVA. Fran produktionsomrade
108, 118 och 121 skickades bade musslor och ostron. Fran produktionsomrade 143 och 158
skickades enbart ostron och fran produktionsomrade 110 samt Varo skickades enbart musslor.

Samtliga 150 ostron var negativa avseende bonamios bade pa gPCR och vid histopatologisk
undersokning. Den histopatologiska undersokningen var ocksa negativ for marteilios, perkinsos
och mikrocytos. Samtliga 150 bldamusslor var negativa avseende marteilios vid histopatologisk
undersokning (Tabell HB1). Resultaten rapporterades vid EU:s arliga referenslaboratoriemote,
arrangerat av EURL for mollusksjukdomar/IFREMER i maj 2023.

Tabell HB1. Hilsokontroll av anmalningspliktiga sjukdomar hos havslevande blétdjur 2022.

Analys
Produktions- Bonamia sp. Marteilia sp. Perkinsus sp. Mikrocytos mackini

Art omrade Antal djur qPCR histologi histologi histologi
Platta ostron Sydkoster / 108 30 Ej pavisad Ej pavisad Ej pavisad Ej pavisad
Platta ostron Havsstensund / 118 30 Ej pavisad Ej pavisad Ej pavisad Ej pavisad
Platta ostron Edsviken / 121 30 Ej pavisad Ej pavisad Ej pavisad Ej pavisad
Platta ostron Saltfjord / 143 30 Ej pavisad Ej pavisad Ej pavisad Ej pavisad
Platta ostron Halsefjorden / 158 30 Ej pavisad Ej pavisad Ej pavisad Ej pavisad
Blamussla Sydkoster/ 108 30 - Ej pavisad Ej pavisad Ej pavisad
Bladmussla Havsstensund / 118 30 - Ej pavisad Ej pavisad Ej pavisad
Blamussla Edsviken / 121 30 - Ej pavisad Ej pavisad Ej pavisad
Bladmussla Varé/- 30 - Ej pavisad Ej pavisad Ej pavisad
Blamussla Tjarn6 / 110 30 - Ej pavisad Ej pavisad Ej pavisad

Awvikelser som noterades vid besiktning och histologisk undersdkning var framst forandringar av
gonadfolliklar eller minskning/avsaknad av gonader. Darutdver har ocksa skaldeformationer och
missfargningar av parlemor noterats i flera av de undersokta omradena. Kénsfordelningen
varierade mellan provtagningslokalerna. Fynd som pavisades vid makroskopisk och histopatologisk
undersdkning och redovisas i Tabell HB2. Till exempel noterades hdg prevalens av digena
trematoder hos blamusslor (18 individer/57%) i Havstenssund.

Inga borstmaskar pavisades i skal frdn blamusslor. Ett fatal borstmaskar isolerades fran enstaka
ostronskal (Ostrea edulis) pa utsidan eller i mantelhalan. Ingen av de undersokta borstmaskarna
uppvisade morfologiska karaktarer som indikerade férekomst av P. websteri.
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Tabell HB2. Fynd av icke anmalningspliktiga sjukdomar vid halsokontroll av blamusslor och
platta ostron 2022.

Fynd i inre organ

rsnad Produktions- At Antal Konsfordelning Digestionskértel Digestionskértel/ Stédjevivnad  Stédjevavnad/
ana r odievi
omrade djur Stodjevavnad muskel/gonad
Ciliat Haemocytisk Digen trematod, Digen trematod
1 2 3 4 neoplasi Metacerkarie Bucephalus sp.
Sep Sydkoster / 108 Platta 30 2 18 5 5 0 0 0 0
ostron
Okt saltofjord / 143 Pltta 39 7 9 14 0 0 0 0 0
ostron
Okt Halsefjorden / 158 Platta 30 4 6 19 1 0 0 0 0
ostron
Nov Havsstensund / 118 Platta 30 10 7 11 2 0 0 0 0
ostron
I
Nov Edsviken / 121 Platta 3 4 9 11 4 0 0 1 0
ostron
Jul Tjarns / 110 Blamussla 30 14 11 0 5 0 0 1 0
Aug Vars/- Blamussla 30 1 13 3 3 0 0 0 0
Sep Sydkoster/ 108 Blamussla 30 10 3 1 16 0 0 1 0
Nov Havsstensund /118  Blamussla 30 13 16 0 1 0 0 17 0
Nov Edsviken / 121 Bldmussla 30 11 18 1 0 0 0 0 0

11: hane, 2: hona, 3: hermafrodit, 4: odifferentierad gonad

Ingen anmalningspliktig infektion pavisades. Detta tyder pa fortsatt frihet fran samtliga
anmalningspliktiga infektioner. Underlaget for detta &r nagot svagare for marteilios orsakad av
M. pararefringens da denna tidigare pavisats i landet, dock senast 2015 trots upprepade
undersokningar av musslor fran de omraden dar smittan pavisades.

I likhet med understkningarna 2021 sags ingen indikation pa férekomst av den invasiva
borstmaskarten Polydora websteri i platta ostron. Detta tyder pa att spridning fran japanska
jatteostron till inhemska platta ostron inte skett. Nar det galler blamusslor sags sporadisk
forekomst av olika skalférandringar i parlemorskiktet, men ingen av dessa forandringar har kunnat
kopplas till borstmaskférekomst.

Ett fall av Haemocytisk neoplasi noterades vid forra arets undersokningar. Inget nytt fall noterades
detta ar. Sjukdomen forsvagar musslorna och ger paverkan liknande leukemi hos daggdjur.
Orsaken ar okand. Fortsatt arlig kontroll av histopatologiska snitt i samband med &vervakningen av de
anmalningspliktiga sjukdomarnadr viktiga for att sakerstalla att problemen ej 6kar.

Konsfordelningen varierade mellan provtagningslokalerna men eftersom djuren samlats in vid
olika tidpunkter fran hogsommar till tidig vinter kan detta paverka konsfordelningen. | forra arets
rapport diskuterades att utvecklingen av kdnskaraktéarer tycks vara lagre hos vissa bottenlevande
musselpopulationer (till exempel Havstensund) jamfort med fritt hangande blamusselpopulationer
(Edsviken/ Grebbestad) insamlade fran bryggor. En teori var att en dnnu ej beskriven encellig
parasit paverkar gonaderna. FOrsok att odla och artbestamma eventuella sddana parasiter utfors
for tillfallet i ett separat forskningsprojekt. Nar musslorna dor skulle denna parasit i sa fall
ansamlas i stora mangder vid botten medan de 6vre vattenlagren skulle vara fria fran parasiter/ha
lagre parasittathet. Arets resultat talar dock emot detta. Musslorna frén Havsstenssund hade val
differentierade gonader. En anledning till detta kan vara att musslorna provtogs vid olika
tidpunkter. Under 2021 provtogs musslor fran Havsstenssund under oktober manad medan
motsvarande undersokning 2022 gjordes under november. Musslorna fran Sydkoster som hade
lagt differentierade gonader bade 2021 och 2022 provtogs under september bada aren. Merparten
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av Ovriga provtagningar déar musslorna hade normalt differentierade gonader gjordes antingen
tidigare under sommaren eller senare under host/vinter. Med tanke pa detta skulle beskrivna
avvikelser i gonaderna kunna bero huvudsakligen pa att musslorna nyligen fortplantat sig, och att
gonaderna da befinner sig i en refraktér period med Iag celldifferentiering.

Bottenlevande blamusselpopulationer har enligt uppgifter fran ostronfiskare (Broderna Klemming,
pers. kommentar) saknats i vissa omraden under flera ar dar de historiskt har forekommit. I en
artikel fran Goteborgs universitet (Baden et al., 2021) forstéarks denna bild av att bottenlevande
blamusselpopulationer tycks vara pa tillbakagang eller har férsvunnit i vissa omraden dar de
tidigare forekommit.

Provtagning avseende sjukdomar hos musslor och ostron har genomforts regelbundet vid SVA
sedan 2009. Detta for att kunna uppréatthalla smittskyddet och folja eventuella forandringar av
halsolaget. Arbetet har skett arligen med undantag for 2016 och anda fram till 2020 i samverkan
med Jordbruksverket. Fran 2021 sker istéllet denna uppfoljning utifran ett ekosystemperspektiv
och som en del av halsoévervakningen av vildlevande akvatiska djur. Mojlighet till tidig
sjukdomsupptéackt ar viktig som skydd for den vattenbruksnaring som odlar tva marina livsmedel
vi idag varderar hogt. Musslor och ostron ar ocksa viktiga ur ett ekosystemperspektiv for upptag
och balansering av naringsnivaer i ett hav med hog naringsbelastning. Vastkusten utgor en liten del
av Sveriges kust, och ar med sin hdga salthalt det enda omradet med forutsattningar att foda en
stor population av musslor och ostron, eftersom havet har en rik och diversifierad
priméarproduktion. Darmed utgor dessa djur en viktig och langsiktigt hallbar resurs bade som
livsmedel och som nyckelarter ur ett ekosystemperspektiv. ldag utsatts dock detta ekosystem for
omfattande stressfaktorer och klimatférandringar och det finns indikationer pa langsiktiga
forandringar avseende blamusselbestanden, dar multipla faktorer kan samspela for att satta stop
for denna arts etablering, spridning och nyrekrytering langs den svenska vastkusten, vilket
forsamrar mojligheten till framtida livskraftiga bestand i manga omraden.

Slutsats

Under 2022 har ingen anmalningspliktig infektion pavisats vid understkning av platta ostron eller
blamusslor. Icke anmalningspliktiga infektioner/forandringar forekom sporadiskt pa flera lokaler.
Det mest oroande fyndet vid arets provtagning ar de forandringar som noterats i gonaderna.
Parasitpaverkan kan vara en del i problemet, liksom var i fortplantningscykeln djuren befann sig, i
men orsaken maste utredas narmare under kommande ar.
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Del 7.
Rapportportalen

Rapportportalen har funnits tillganglig sedan maj 2016 och var fran borjan framst avsedd for
rapportering av laxfisk. Forandringar genomfors vid behov for att 6ka anvandarvéanligheten och
fyndlistan 6vervakas kontinuerligt av SVA for att snabbt fanga upp fall som kan behova
undersokas.

Rapporteringen gors pa https://rapporterafisk.sva.se. Det finns mojlighet att bifoga bilder och SVA
ar ytterst tacksamma ifall koordinater (kan plockas upp per automatik av sidan om telefonen
tillater detta) samt kontaktuppgifter

anges for att mojliggora att eventuella fragetecken fran rapportoren eller SVA ratas ut. Ett
aterkommande problem ar att salar och tumlare rapporteras som fisk, trots att information med
lankar till korrekta rapporteringssidor ligger som introduktionstext ovanfor
rapporteringsformularet. Sddana rapporter skapar merarbete och SVA ber darfor anvandarna i
stallet anvander de korrekta lankarna.

Alla rapporter som kommer till SVA och har koordinater angivna kan ses pa en karta
https://rapporterafisk.sva.se/Fynd/Map, som kan filtreras med avseende pa ar (2018—2023) och
fiskgrupp (ex laxfiskar). Under kartan finns data i tabellform, dar rapporteringsdatum, fiskgrupp,
vattensystem, l1an, kommun och koordinater anges. Det finns ocksa en statistiksida
https://rapporterafisk.sva.se/Fynd/Statistik dar totala antalet rapporter per manad samt antalet
rapporter avseende laxfisk per manad visualiseras for innevarande och foregaende ar.

SUMMERING AV INKOMNA RAPPORTER 2022

Tids- och artmassig fordelning av rapporter

Under 2022 kom totalt 112 rapporter avseende fisk, kraftdjur eller blétdjur in via SVA:s
rapportportal. Av dessa fanns en misstankt dubbelrapport men bilder saknades. De har darfor
hanterats som enskilda rapporter, men ror sannolikt samma utbrott. Rapportering skedde under
alla manader utom februari. Rapporteringen per manad var: januari 3 st, februari O st, mars 3 st,
april 2 st, maj 10 st, juni 13 st, juli 13 st, augusti 10 st, september 9 st, oktober 27 st, november 20 st
och december 4 st. Under 2016—2020 har rapporteringen féljt ett bimodalt ménster med en topp
under sommaren och en topp under senhdsten. Under 2021 var detta ndgot utplanat och trenden
var annu tydligare under 2022, da det for forsta gangen en kraftig dvervikt for rapportering under
senhosten (oktober-november) jamfort med sommarmanaderna (Figur R1).

Laxfiskar dominerade liksom tidigare ar rapporteringen med 87 rapporter, och var ocksa den
fiskgrupp som bidrog till den kraftiga toppen pa hosten (Figur R2). Ovriga fisk- kréaft- eller
blotdjursarter forekom i 25 rapporter.
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Figur R1. Manadsvis inrapportering av sjuk, skadad eller dod fisk till SVA under 2020-2022

Figur R2. Fordelning av rapporter avseende laxfiskar och andra arter an laxfisk under 2022.
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| rets rapportering for familjen laxfiskar ingick arterna lax (Salmo salar), havsoring och stationar
oring (Salmo trutta), regnbage (Oncorhynchus mykiss), roding (Salvelinus alpinus) och sik
(Coregonus sp.). | det fall dar art (oftast lax eller havsoring) inte kunde sékerstallas bendmns
rapporterna som “laxfisk annan”. Lax dominerade antalet rapporter foljt av stationar 6ring. Tabell
R1 visar antalet rapporter per art under 2022 jamfort med 2020—2021. Rapporteringen hade
minskat avseende alla arter utom regnbage och sik, dar antalet rapporter hade dubblerats. Dock var
antalet rapporter sa fa, tva respektive fyra, att inga slutsatser kan dras avseende 6kningen.
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Tabell R1. Fordelning av rapporter inom gruppen laxfiskar under 2022 jamfért med 2020-2021

Art Antal 2020 Forandring 20-21 Antal 2021 Férandring 21-22 Antal 2022
Lax 216 -63% 80 -29% 57
Havsoring 41 -66% 14 -64% 5
Laxfisk annan 15 -80% 3 +67% 5
Réding 11 -45% 6 -17% 5
Stationdr Oring 10 0% 10 -10% 9
Regnbage 0 - 2 +100% 4
Harr 3 0% 3 -100% 0
Sik 20 -95% 1 +100% 2
Totalt 316 -62% 120 -27.5% 87

For ovriga fiskgrupper utom laxfiskar kom totalt 25 rapporter om 12 olika arter (Tabell R2). Flest
rapporter rorde gadda och abborrfiskar med fem rapporter vardera. Férutom en rapport om
krabbtaskor avsag samtliga rapporter fisk.

Typ av observationer

“Fangst-/observationsmetod” (Tabell R3) har registrerats eller i efterhand kunnat bedémas for
106 rapporter. Sex rapporter kategoriseras som “okant”. Vanligast var att fisken observerats
svag/doende eller dod (totalt 71 st). ’Annan” inkluderade fisk som observerats levande (inte
doende) eller uppenbart fangats men metod inte angetts.

Typ av skada/symptom har angetts i 107 rapporter. | 74 rapporter har ett symptom noterats, i 19
rapporter har tva symptom noterats och i resterande 14 rapporter har tre till fem symptom
noterats. Svamp/vita flackar var det vanligaste symptomet och férekom i totalt 62 rapporter
(Tabell R4), varav 41 rapporter angav svamp/vita flackar som enda symptom. Svamp/vita flackar
representerades diarmed i 55% (21 av 38) rapporter med multipla symptom. "Annan typ av flackar”
representeras ocksa i flertalet fall av svamp, som ibland kan se mer brunaktig ut beroende pa
vattnets férg och vilken svampart det ror sig om. Trasiga fenor, rodnad och

hudblédning rapporterades ofta pa svampangripen fisk, men néar fisken val ar svampangripen ar
det svart att avgéra om rodnad eller blédning ar orsakat av svampen eller fanns dar fran bérjan och
det ar sannolikt att manga av de 6vriga symptom som noterats (till exempel rodnad och blédning)
ar relaterade till svampangreppet och inte har foregatt detta. Sarskador som rapporterades var
bade av mekaniskt, misstankt infektiost eller oklart ursprung (gamla, inflammerade sar). En del
rapporterade bit/rivsar hade ocksa mojligen uppkommit pa kadavret och inte medan fisken levde.
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Tabell R2. Fordelning av rapporter per fiskgrupp utom laxfiskar under 2020-2022

Grupp Art Antal 2020 Antal 2021 Antal 2022
Abborrfiskar Abborre 12 4 5
Abborrfiskar annan 1 0 0
Egentliga malar Mal 0 1 0
Gaddor Gadda 20 7 5
Hajar Pigghaj 0 1 0
Kantnalsfiskar Kantnalsfiskar annan 1 0 0
Karpfiskar Bjorkna, Braxen, Faren 6 2 1
Loja (benldja) 2 0 1
Sutare 1 0 0
Karp 0 1 0
Mort, vimma, farna etc. 0 1 1
Klumpfiskar Klumpfisk 1 0 0
Lappfiskar Snultra 0 1 0
Makrillfiskar Makrill 1 1 0
Tonfisk 1 0 0
Makrillgaddor Makrillgadda 1 0 0
Nejondgon Havsnejonoga 1 0 0
Norsfiskar Nors 0 0 1
Nabbgaddefiskar Nadbbgadda 0 1 0
Plattfiskar Piggvar 0 1 0
Rodspatta 0 0 1
Skrubba 4 1 1
Ringbukar Ringbuk 0 1 0
Sillfiskar Sill 0 0 3
Smorbultar Svartmunnad smorbult 1 0 0
Spiggar Storspigg 2
Spigg annan 2 14 !
Tobisfiskar Tobis 0 1 0
Torskfiskar Torsk 2 0 0
Lake 0 1
Alfiskar Al 5 8 4
Flera arter 0 3 0
Okand 0 3 0
Kraftdjur Signalkrafta 0 2 0
Krabbtaska 0 0 1
Blackfiskar Tioarmad blackfisk 0 1 0
Totalt 64 56 25
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Tabell R3. Fordelning av fangst-/observationsmetoder i rapporter for 2021
”Fangstmetod” Totalt Déd  Svag/ Spinn Fluga Trolling/ Pimpel Nit Hav Filla Annan Okint

Art/fiskgrupp doende harling

Lax 57 13 24 4 7 - - 1 2 - 1 5
Lax el. havsoring

Havsoring - - - - - - - 1
Stationar oring

Regnbage
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|

5

5

9

q
Roding 5
Sik 2
Nors 1
Abborrfiskar 5
Gadda 5
Karpfiskar 3
Plattfiskar 1
Al 4
Ovriga 6
Totalt 112 31 40 12 8 0 2 1 5 0 7 6

Tabell R4. Symptom som rapporterats under 2022 samt jamférande siffror for 2020-2021. Alla
enskilda registreringar av symptom finns med i tabellen, vilket innebar att samma rapport (2022) i 38
fall representeras av minst tva symptom.

Rapporterat symptom Antal 2020 Antal 2021 Antal 2022

Ingen synlig skada 22 24 13
Bit-/rivsar 19 7 8
Annat sar 35 10 9
Rodnad 38 18 8
Blodning 39 17 9
Fjallforlust 28 11 5
Svamp/vita flackar 224 88 62
Utvartes parasiter 18 13 6
Invartes parasiter 17 13 6
Trasiga fenor 42 18 12
Annan typ av flackar 29 12 11
Annat 42 25 11

DISKUSSION

Rapporteringen minskade kraftigt under 2022. Det skulle kunna bero pa en rapporteringstrotthet,
men det kan ocksa delvis bero pa en battre halsosituation hos laxen, som varit hart drabbad av
problem sedan 2014. Liksom 2021 upplevs problematiken med lax ha varit relativt l1ag under 2022
vid kommunikation med andra myndigheter (Lansstyrelser, Finska Livsmedelverket Ruokavirasto)
samt folk som ror sig runt vattendragen. Minskningen avseende andra fiskar kan mojligen delvis
bero pa battre vattenforhallandena sommartid (temperaturer, algblomningar).

Vi vet att det tidigare forekommit uppenbar underrapportering (i princip ingen rapportering till
portalen trots att det gar larm till lansstyrelse eller media om halsolaget), och sddana situationer
gor det svart att folja utvecklingen i dessa alvsystem. SVA fortsatter darfor att arbeta for att
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sportfiskeorganisationer/fiskevattenagare/FVOF ska informera om rapporteringsfunktionen via
sina hemsidor.

Kvaliteten pa rapporteringen varierar. Vid rapportering ar det obligatoriskt att fylla i vattensystem,
fiskgrupp (ett antal olika forval, dvs. ej fritext), kon, langd och vikt. Det kan sjélvklart vara svart att
uppskatta langd och vikt om man inte &r inbiten fiskare, eller om man bara ser fisken pa avstand,
men da finns majlighet att lamna information i ett kommentarsfélt. Merparten av rapportdrerna ar
dock véldigt mana om att det ska bli bra och bifogar bilder och/eller fortydligar i kommentarsfaltet
samt lamnar kontaktuppgifter. Detta gor att vi kunnat komplettera rapporter vid avsaknad av
uppgifter, funderingar eller ta in djuret/djuren i fraga for undersokning. Manga rapportorer
noterar under “Ovrig information” att de vill veta vad det #r de har observerat for forindring eller
konstig fisk. Vi gor vart basta for att hinna med att aterkoppla, det hander ofta att vi mejlar och
tackar for rapporten bara for att visa var uppskattning.

Rapportportalen ar ett bra verktyg for passiv 6vervakning sa lange allmanheten anvander den, dvs.
att det faktiskt sker rapportering, och vi jobbar kontinuerligt for att férbattra anvéandarvéanligheten
for bade rapportorer och oss sjalva.
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