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BAKGRUND

Kontinuerlig hilsoovervakning av den svenska silstammen sker ur ett
miljogiftsperspektiv och har pagatt i cirka 40 &r. Overvakningen skots av
Naturhistoriska Riksmuseet (NRM) pa uppdrag av Naturvardsverket (NV). SVA
har ett uppdrag att folja och analysera utvecklingen av sjukdomstillstand hos
vilda djur och SVA och NRM samarbetar gallande patologi och utredningar av
sjukdomar hos marina daggdjur. Hittills har ingen sammanstallning 6ver
forekomst av majliga zoonoser (smittor som 6verfors mellan djur och
maéanniskor) hos silstammen, gjorts. Zoonoser ir en viktig aspekt i och med
exempelvis den stadigt utokade jakten av sil, vilket innebar fler kontakter
mellan ménniska och sil. misstanks att det finns en koppling mellan en 6kande
salstam och en samtidigt forsamrad halsa hos torsk, med bland annat 6kad
parasitborda av sil-/torskmask. Darmed finns det flera viktiga kunskapsluckor
avseende silhéilsa.

I beslut fran Havs- och vattenmyndigheten (HaV) 2018-05-30, dnr 1553-18,
tilldelades SVA 2 000 000 kronor for projekt "Hilso- och sjukdomsovervakning
fisk och sél”. Av bidraget var ca 514 000 kronor budgeterat for att finansiera
delprojektet "Salhilsa, zoonosrisker, sil- och torskmask”. Projektet genomférdes
i samarbete med NRM.

Vid planering av projektet identifierades fyra viktiga punkter for projektet:

1) En beskrivning av vad vi vet om sdlstammens hilsa, retrospektivt och i
nuléget.

2) Torskmaskens utbredning i svenska vatten och koppling till sal som
huvudvard

3) Risker for 6verforing av zoonotisk smitta fran sal till manniskor och slutligen

4) Identifiering av framtida forskningsbehov.

De tre forsta punkterna kommer att presenteras som separata delprojekt och
sedan gors en syntes under punkt fyra.
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1. BESKRIVNING AV SALSTAMMENS HALSA

BAKGRUND

Tre silarter finns i Sverige: grasil (Haliochoerus grypus, Bild 1), vikare (Pusa
hispida) och knubbsil (Phoca vitulina). Salar befinner sig hogst upp i
naringskedjan, vilket gér dem kénsliga for forandringar pa alla nivaer i
ekosystemet. De ar darfor utmarkta indikatorer for hilsoldget i vara akvatiska
miljoer. Sjukdomsutbrott hos silar kan signalera forandringar i ekosystemet.
Utbrott kan intraffa nar forandrade miljoférhallanden okar 6verforing av smittor
eller sinker immunforsvaret (Harvell et al., 1999). Silar forekommer langs vara
kuster och kan anvéandas for att 6vervaka kemikalier och smittimnen som har
sitt ursprung pa land och spolas ut till havs. Sverige har en lang historia av
hilsoovervakning av silar. Silhilsa, sirskilt hos gréasilar och vikare i Ostersjon,
har 6vervakats sedan slutet av 1970-talet (Bergman, 1999). Knubbsilar har
undersokts i samband med sjukdomsutbrott och under de senaste aren har dven
knubbsilar skjutna under jakt undersokts. Programmet bedrivs adn idag av
forskare pA NRM. Mélet med denna del av projektet ar att sammanfatta vad som
ar kiant om sélhalsa och sjukdomar hos silar i Sverige.

Bild 1: Grasilar i Ostersjon. Foto: Karin Bernodt, SVA

METOD

Informationen har sammanstéllts med hjilp av rapporter fran
halsoovervakningsprogrammet vid NRM, data frdn undersokningar som har
gjorts pa SVA samt publicerade artiklar om dédlighet och sjukdomar i svenska
och andra salpopulationer. Eftersom Sveriges salstammar 6kar, diskuteras dven
sjukdomar som gynnas av hogre sildensitet. Da flera grupper av ménniskor,
bland annat jagare, fiskare, biologer och veteriniarer kommer i kontakt med silar
diskuteras dven zoonoser, det vill siga sjukdomsframkallande agens som kan
overforas fran djur till manniskor, som har rapporterats hos dessa tre silarter.
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RESULTAT

Salstammar i svenska vatten

Storleken pa Sveriges sdlstammar har fluktuerat dramatiskt de senaste 120 aren.
Intensiv siljakt Agde rum i Ostersjon och pé vistkusten i bérjan av 1900-talet,
vilket minskade sdlstammarna dramatiskt (Harding och Hiarkonen, 1999;
Harkonen och Isakson, 2010; Heide- Jorgensen och Harkonen, 1988).
Aterhdmtning av grasil- och vikarstammar i Ostersjon forhindrades av
reproduktionsstorningar i samband med hoga halter av miljogifter (Harding och
Harkonen, 1999) medan knubbsilsstammar pa vastkusten drabbades av
upprepade sjukdomsutbrott (t.ex. Bergman et al., 1990; Harkonen et al., 2006).
Under senaste tiden har Sveriges sdlstammar 6kat stadigt (HELCOM, 2018a;
Bicklin et al., 2017). Skattad populationsstorlek ar 2017 ar ungefir 37 500 - 50
000 grasilar i hela Ostersjon, nistan 30 000 knubbsilar (Skagerrak, Kattegatt,
sodra Ostersjon och Kalmarsund) och >20 000 vikare i Bottniska viken (M.
Ahola och A. Carlsson, personlig kommunikation). Det finns tecken pa att bade
grasilspopulationen i Ostersjon och knubbsil i Kattegatt r niira barformagan
(sa kallad ’carrying capacity’) (HELCOM, 2018b). Att notera ar att
populationsuppskattningen av vikare i Bottniska viken 2013 - 2015 var mycket
avvikande pa grund av milda vintrar och ovanliga isférhéllanden (HELCOM,
2018a). Vidare undersokning av hur isférhéllandena och klimatférandringen
paverkar vikare ar nodvandigt.

Silhilsa i Ostersjon (framfor allt grasilar och vikare)

Baltic Seal Disease Complex

Under de forsta aren av silhédlsoovervakning i Sverige beskrevs en sjukdomsbild
som kallades for 'Baltic Seal Disease Complex’ (BSDC) (Bergman, 2007). BSDC
omfattar forandringar i reproduktionsorganen hos honor, tarmsar, fortjockning
av binjurebarken, godartade tumoérer i binjurebarken, arterioskleros
(forkalkning och forfettning av stora kroppspulsadern) samt forandringar i
njurar (glomerulopati och proliferation av epitelceller i tubuli), skallben, klor
och hud hos grésilar och vikare (Bergman and Olsson, 1985; Bergman, 1999).
De reproduktiva forandringarna innefattade sammanvéxningar och
fortrangningar i livmodern hos bada arterna och godartade glattmuskeltumorer
(leiomyom) hos grésilar, vilket korrelerade med en mycket 1ag
draktighetsfrekvens. I en langtidsstudie pa grasilar sags minskade forekomster
av de flesta sjukliga forandringar och driaktighetsfrekvensen 6kade i samband
med minskade koncentrationer av klorerade kolviten over tid. Daremot 6kade
forekomsten av tarmsar under studietiden, vilket tolkades som att det fanns en
annan, oidentifierad, bakomliggande faktor (Bergman, 1999). Den positiva
trenden gallande reproduktionshilsa och andra sjukliga forandringar forutom
prevalensen av tarmsar (se nésta stycke) har fortsatt (Backlin et al., 2017;
Bécklin personlig kommunikation.). Andelen grésélar 6ver 15 ar med
binjurebarksfortjockning var endast 58 % ar 2015 (Backlin et al., 2017) jamfort
med 100 % mellan 1977 och 1996 (Bergman, 1999). Livmoderssammanvéaxning
hos grasil har inte observerats sedan 1993. Enstaka fynd pa senare tid har varit
avsaknad av ett livmoderhorn hos en vikare fran 2015 och dubbelsidiga
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sammanvaxningar i livmodern sdgs hos en vikare fran siljakten 2018 (Backlin et
al., 2017; Bécklin, personlig kommunikation.).

Hakmask och Tarmsar

Aktuella hilsoproblem for grasilar i Ostersjon inkluderar tarmsar som uppstar
vid férekomst av hakmask (Bécklin et al., 2017), nyupptéackt och 6kande
forekomst av zoonotisk leverflundra (Neimanis et al., 2016.; Bicklin et al., 2017)
och minskad spacktjocklek (Backlin et al., 2017).

Tarmsar fortsitter att orsaka allvarlig sjukdom och dod hos grasilar. Problemet
ar varre i Bottniska viken, dar forekomsten av bade allvarliga tarmsar och kraftig
hakmaskinfektion #r hogre in i egentliga Ostersjon. Aven om forekomsten av
allvarliga tarmséar har minskat fran >50 % i Bottniska viken och 30 % i egentliga
Ostersjon &r 2003 (Bicklin et al., 2017), si har frekvenserna borjat 6ka igen och
ligger nu runt 30 % och 15 % for de tvd omradena 2015 — 2017 (Béicklin,
personlig kommunikation). Svéra fall av tarmsar som orsakar tarmperforation
ir inte ovanliga, sirskilt hos dldre hanar (Bergman, 1999). Aven om tarmsAr 4r
tydligt forknippade med hakmaskforekomsten hos grasilar i Ostersjon 4r dessa
parasiter inte associerade med tarmsar i andra sdlpopulationer (Backlin et al.,
2017). En stérning i immunsvaret hos grasilar i Ostersjon ar darfor tinkt att
kunna spela en nyckelroll (Bergman, 1999) och kraver ytterligare utredning.

Leverflundror

Leverflundra (Pseudamphistomum truncatum) smittar ett brett spektrum av
fiskatande daggdjur, inklusive ménniskor. Sedan den forsta beskrivningen av
parasiten hos grasilar i Ostersjon 1986 har den &rliga prevalensen av smittade
sdlar okat dramatiskt sedan 2008 och har varierat mellan 12 % och 28 %
(Neimanis et al., 2016; Bicklin et al., 2017). Cyprinider (mortfiskar) anses vara
mellanvird och andelen grasil med rester av cyprinider i magsacken har ocksa
okat avsevirt. Detta kan spegla forandringar i méangd och geografisk férekomst
av cyprinider i Ostersjon eller forandrade dietpreferenser hos silar. Medan de
flesta infektioner anses vara bifynd kan svara infektioner orsaka leversvikt och
dodsfall (Neimanis et al., 2016). Manniskor kan infekteras av flundran genom
att dta ra eller otillrackligt tillagad fisk som innehaller flundrans larvstadium.
Vuxna parasiter hos silar ar inte smittsamma for manniskor, men den 6kade
forekomsten hos grasil ar en varningssignal som visar att denna parasit finns
och troligtvis okar i Ostersjons ekosystem. Larvstadier av parasiten identifierats
i mort (Rutilus rutilus) i andra delar av Nordeuropa (t.ex. Skov et al., 2008) och
nyligen har en hog forekomst (46 %) pavisats i mort fran Finska viken (Nareaho
et al., 2017). Vidare undersokning ar onskvirt avseende béade sédlarnas och andra
fiskdatande djurs hélsa sasom hundar, katter, olika vilda djur och, inte minst,
maénniskor.

Spacktjocklek

Spacktjocklek hos grasilar har minskat avsevirt sedan slutet av 1990-talet och
ar lagre hos bifangade silar dn sélar skjutna under jakt (Backlin et al., 2011;
Backlin et al., 2017; HELCOM, 2018c¢). Tunnare spick hos bifdngade silar kan
bero pa underniring vilket 6kar sélens motivation till fodosok kring fiskeredskap
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dir det finns lattillgdngligt byte (Backlin et al., 2011). Bakomliggande orsaker till
minskningen i spacktjocklek ar okdnda och kan spegla férandringar i bland
annat kvalitet (t.ex. fettinnehéllet) och kvantitet (fiskpopulationens
storlek/tillgang pa byte) hos de fiskarter sdlarna dter, en 6kad silstam eller
andra faktorer som paverkar grasilens hilsa (HELCOM, 2018c) och férdjupade
studier ar onskvirda.

Zoonoser

Tre zoonotiska smittdimnen; salmonella, sdlkoppor (parapoxvirus) samt trikiner
(Trichinella nativa) har dokumenterats hos grasil fran Ostersjon. Salmonella
Dublin har pavisats pa tre grasalar. Tva fall upptacktes hos vuxna grasalar med
leverinflammation &r 2004 (Béacklin, personlig kommunikation) och i tredje
fallet isolerades salmonellabakterier fran tarmen hos en grasilskut undersokt
2009 pa SVA. Salmonella Dublin ar sarskilt anpassad till nétkreatur och
smittkéllan var darfor sannolikt landlevande djur. Infektioner med Salmonella
spp. har enstaka ganger rapporterats hos knubb- och grasilar i Nordeuropa
(Siebert et al., 2017; Foster et al., 1998). Ett fall av sdlkoppor uppticktes pa SVA
vid undersokning av en grasil som kom fran en viltrehabiliterare. Parapoxvirus
som orsakar salkoppor har hittats hos grasilar och knubbsélar i andra lander
(Muller et al., 2003; Hicks and Worthy, 1987; Osterhaus et al., 1994) och
sjukdom ér ofta forknippad med nedsatt immunforsvar (Muller et al., 2003). Ett
enda fall av trikiner (7. nativa) har pavisats pa en grasil. I studien undersoktes
171 grasilar samt 56 vikare i Finland (Isomursu and Kunnasranta, 2011). Fallet
speglar troligtvis en s.k. ’spillover’ fran fastlandet déar trikiner forekommer i
hogre utstrackning hos vilda djur. Ett fjarde smittimne som ar en potentiell
zoonos ar Brucella-bakterier. Brucella pinnipedialis, arten som forekommer hos
sélar, har i Finland odlats frén lever fran grasal med leverflundror (Hirvela-
Koski et al., 2017), och antikroppar mot Brucella (okind art) pavisades nyligen i
tva av tolv vikare frdn Bottniska viken (Sonne et al., 2018). Brucella
pinnipedialis har rapporterats flera ganger hos knubbsil i andra regioner
(Prenger-Berninghoff et al., 2008; Siebert et al., 2017).

Silhilsa pa vistkusten (framfér allt knubbsilar)

Utbrott av infektionssjukdomar

Sélpest
Knubbsilar pa vistkusten (Bild 2) har varit utsatta for upprepade

sjukdomsutbrott och dodlighet som drabbat stora delar av populationen. Tva
omfattande utbrott av silpest (Phocine Distemper Virus, PDV) 1988 och 2002
dodade nira 50 % av bestanden (Harkonen et al., 2006). Salpest leder till
nedsatt immunforsvar och sekundira bakteriella infektioner var ocksa vanliga
(Siebert et al., 2017). Vid det forsta utbrottet dog ocksé ett mindre antal gréasalar
(Bergman et al., 1990; Heide-Jorgensen et al., 1992). Utbrotten skedde efter en
okning av sdlpopulationerna och infor utbrottet 2002 var andelen knubbsilar
med immunitet mot viruset mycket 1dg (Jensen et al., 2002). I en senare studie
publicerad 2013 hade endast 11% av de sdlarna som undersoktes i
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Nederlanderna immunitet mot PDV och forskare varnar for ett nytt omfattande
utbrott (Bodewes et al., 2013).

Influensa

Ett utbrott av aviar influensa A, subtyp H10N7, startade i Sverige 2014 och spred
sig sedan genom salpopulationerna i norra Europa (Zohari et al., 2014). Detta
var forsta gangen Influensa A forknippades med dodlighet hos silar i Europa
och forsta gangen subtyp H10 rapporterades hos silar. Totalt rapporterades 444
doda silar i Sverige under 2014 (Neimanis et al., 2015), vilket sannolikt ar en
underskattning av det totala antalet silar som dog. En stor andel av de
knubbsilar som undersoktes under och strax efter utbrottet hade bildat
antikroppar, vilket tyder pa att en mycket stor del av sdlpopulationen hade
exponerats for viruset, och att merparten 6verlevde denna smitta (Neimanis et
al., 2015). Dodlighet var ofta kopplat till sekundéar bakteriell lunginflammation
(Zohari et al., 2014; Bodewes et al., 2015). Mikroskopiskt kunde virus pavisas i
skadade slemkortlar i luftviagarna. Slemproduktion ar ett viktigt forsvar mot
bakteriella infektioner i lungorna och skador pa dessa kortelceller forklarar
varfor bakteriell lunginflammation var ett vanligt fynd hos doda sélar och varfor
vissa silar dog medan andra 6verlevde. Viruset harror troligen ursprungligen
fran vilda faglar, och cirkulerade sedan i knubbsélspopulationen i minst 10
manader. Molekyladra analyser visar att viruset forandrades med tiden och blev
mer anpassat till ddggdjur (Bodewes et al., 2016). I motsats till PDV som inte
smittar méanniskor kan vissa stammar av avidr influensa, daribland vissa Hio-
stammar, ocksa infektera manniskor. Den zoonotiska potentialen hos detta
H1oN7-virus har inte faststallts an.

Massdod 2007

Forutom de ovannidmnda virussjukdomarna har en mystisk sjukdom med
sannolik infektids etiologi forekommit. Ar 2007 intriffade ett sjukdomsutbrott
hos knubbsilar pa vistkusten (Harkonen et al., 2008). Sammanlagt hittades 285
doda knubbsilar langst Kattegatts kuster i Sverige och Danmark. Berdkningar
som gjordes efter utbrottet talar for en dédlighet pa nirmare 2000 djur. Aven ett
mindre antal déda tumlare (n=28) patriffades. Vid obduktion ségs forandringar
typiska for silpest i lungorna, men samtliga sélar var negativa for PDV. Efter
influensautbrottet 2014 undersoktes frysta lungprover fran utbrottet 2007 for
influensavirus men alla prover var negativa. Orsaken till massdoden ar
fortfarande okénd. Nu nér nya metoder som helgenomsekvensering ar mer
tillgdngliga kan framtida forskning forhoppningsvis l6sa gatan avseende detta
utbrott och darmed definiera detta potentiella hot mot marina daggdjur. SVA
har god erfarenhet av helgenomsekvensering och identifierade med metoden till
exempel ett tidigare okint virus som orsakade massdod hos tdnglake sommaren
2014 (Axén et al., 2017).
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omfattande sjukdomsutbrott de senaste 30 aren. Foto: Karin Bernodt, SVA

PDV och aviar influensa orsakar omfattande sjukdomsutbrott (s kallade
epizootier) och kriver nirkontakt for smittspridning. Okad tithet av
knubbsilspopulationer, deras sociala beteende och minskat antal limpliga hallar
dir de kan samlas leder till storre och titare grupper pa land. Detta resulterar i
explosiva utbrott nir en smitta drabbar populationen. Hos kaspisk sil (Pusa
hispida) och Baikalsal (P. sibirica), var ett narbeslaktat hundvirus
(valpsjukevirus, canine distemper virus, CDV) orsaken till sjukdomsutbrott i
stéllet for PDV (Osterhaus et al., 1989; Kuiken et al., 2006). Vid dessa utbrott
missténktes eller bekriftades 6verforing av virus fran ett landlevande rovdjur.
Att notera ar att utbrottet hos kaspiska silar, som ar niarbesldktade med vikare,
intraffades under en exceptionellt mild vinter nér storre grupper av sélar
samlades pa land dé isen forsvann tidigt. Under rakning av vikare i Bottniska
viken 2013 - 2015 var isforhallanden onormala pa grund av de milda vintrarna
och manga fler vikare dn vanligt samlades i stora grupper (HELCOM, 2018b).
Om brist pa is tvingar dem att spendera mer tid nira och pa land 6kar risken for
CDV-"spillover” fran landlevande rovdjur. Flera omfattande utbrott av CDV hos
vilda rovdjur har skett i Danmark och centrala Europa de senaste aren. Spillover
av CDV tillsammans med délig immunitet i populationen kan medf6ra ett stort
sjukdomsutbrott. Med tanke pa de senaste fyra dokumenterade
sjukdomsutbrotten som har skett hos knubbsilar i svenska vatten under de
senaste 30 aren ar fragan inte om nya sjukdomsutbrott kommer att intréffas,
utan snarare nar. Det dr darfor av storsta vikt att planera och forbereda sig for
nasta utbrott innan det hander.

Andra sjukdomar

Ett antal fall av tarmvred har dokumenterats hos knubbsilar och grasilar som
hittats déda och blivit undersokta pA NRM och SVA. I en retrospektiv studie om
dodsorsaker hos strandade knubbsélar i Nederlanderna dog 7 % av tarmvred
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(Osinga et al, 2012). Detta tyder pa att silar pa nagot sitt ar predisponerade for
tarmvred, men nagra riskfaktorer for detta har d&nnu inte identifierats.

Zoonoser i andra populationer

Forutom de redan ndamnda zoonotiska smittamnen som péavisats hos sélar i
Ostersjon har ett antal zoonotiska smittimnen isolerats eller antikroppar har
pavisats hos knubbsilar, grasilar och/eller vikare i andra regioner i varlden.
Dessa smittimnen inkluderar bakterier och parasiter som anges nedan. Deras
forekomst hos sélar i svenska vatten har annu inte undersokts och eventuell
forekomst har ar darfor okand.

»  Erysipelothrix rhusiopathiae (rodsjuka, dven en orsak till silfinger)

»  Mycoplasma phocicerebrale (har orsakat silfinger)

* Bisgaardia hudsonensis (har orsakat salfinger)

» Leptospira interrogans (kan orsaka njursvikt)

»  Giardia duodenalis (orsakar tarmbesvar)

»  Toxoplasma gondii (kan skada foster och orsakar allvarlig sjukdom
hos personer med nedsatt immunforsvar)

Antibiotikaresistens

Avslutningsvis har silar ocksa anvints som indikatorer for antibiotikaresistenta
bakterier som finns i kustmiljéer. Resistenta bakterier har hittats i olika silar
(t.ex. Stoddard et al., 2008; Santestevan et al., 2015), bland annat hos knubbsal i
England (Duff et al., 2016), och i andra delar av virlden. Ett pilotstudie for att
uppticka antibiotikaresistens hos indikatorbakterier (E. coli och enterokocker) i
tarminnehall frdn grasal och knubbsal fran Sverige utfordes i ett
samarbetsprojekt mellan SVA och NRM 2009. Inga bevis pa antibiotikaresistens
hittades da. Ett uppfoljningsstudie for att underséka om det gynnsamma laget
fortfarande kvarstar nu 10 ar senare har precis inletts.
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2. TORSKMASKENS UTBREDNING OCH KOPPLING TILL SAL SOM
HUVUDVARD

BAKGRUND

Anisakidae ar en familj parasitara nematoder (rundmaskar). Livscykeln ar
indirekt och inkluderar flera mellanvardar som sma kréftdjur och fiskar.
Slutvarden ar marina daggdjur, och manniskor kan infekteras vid intag av ra
eller undemaligt tillagad fisk. Hos torsk talar vi ofta om torskmask, men en
korrekt benamning snarare ar sialmask eftersom silen ar huvudvard for
parasiterna. Salmasken inkluderar tva genera: Pseudoterranova sp., och
Contracaecum sp. En tredje anisakid nematod i svenska vatten ar Anisakis
simplex eller spiralmask, som har tumlare som huvudvard. I huvudvarden lever
nematoderna i mag-tarmsystemet, medan larvstadierna i mellanviarden kapslar
in sig i olika organ som lever (Contracaecum sp.) eller muskel (Pseudoterranova
sp.). Anisakis simplex ses som sma “kanelbullar” pa inre organ och bukhinnor
hos till exempel makrill.

Figur 1: Livscykel hos Anisakidae. Agg frisitts i vattnet via diggdjurets avféring
och utvecklar larver som klacks och infekterar kraftdjur som copepoder. Storre
kraftdjur och flera olika fiskarter kan inga i livscykeln.

Contracaecum sp. ir vildokumenterad fran torsk i sédra Ostersjon. Redan pa
50 - 70-talet observerades forekomst av parasiten (Nadolna & Podolska, 2014).
Nadolna & Podolska (2014) hittade Anisakida nematoder i 10,4% — 22, 5% av
undersokt torsk fran ICES delomréde 25, och 95 % av nematoderna var
Contracaecum sp. I en senare studie var 90 - 100 % av den undersokta torsken
fran Bornholmsbasséngen till vattnen soder om Gotland infekterad.
Forekomsten sjonk visterut till 72 % av torsken i Arkonabassiangen (séder om
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Skéne), 51 % i Oresund, runt 30 % i Kattegatt och Skagerack och si 1gt som
nollférekomst i Kiel-bukten (Sokolova et al., 2018).

Forekomst av Pseudoterranova sp. i Ostersjotorsk har historiskt varit mycket
lag till obefintlig. Under 2000-talet borjade det komma in klagomal fréan fiskare i
delomréade 25 om att sil storde fisket. Det fanns 4ven misstanke om att torsken
infekterats med Pseudoterranova sp. Buchmann & Kania (2012) undersokte
forekomsten i muskel pa 20 torskar fran omréadet och fann Pseudoterranova sp.
i2 % av individerna och 4 larver per individ i medeltal. I en senare studie av
Mehrdana et al. (2014) undersoktes muskel pa 188 torskar fran samma
delomrade. Genomsnittlig andel infekterade torskar under studieperioden var
46 %. Forekomsten var hogst i torsk >50 cm infingade under hosten (55 %) och
som lagst i torsk <50 cm infdngade under varen (12%) (Mehrdana et al., 2014).

Det finns ett fatal studier som undersokt férekomst av nematoder hos grasil och
knubbsil. Lunneryd et al. (2015a) undersokte grasilar i Ostersjon och fann

P. decipiens i 6 (7 %) av 87 silar. Contracoecum osculatum hittades ocksa men
hur vanlig infektionen var rapporterades inte. I sédra Ostersjon gjordes en
studie pa nio salar (fem grasalar, tre knubbsilar och en vikare) dar bade

P. decipiens och C. osculatum identifierades i alla silar (Skrzypczak et al. 2014).
I silar fran Bottenviken har C. osculatum rapporterats, medan vikare verkar
vara infekterade av nematoder bara i sdllsynta fall (Valtonen 1988).

I Vadehavet i Nordsjon undersoktes knubbsélar och P. decipiens fanns i 66 % av
sdlarna (n=71) men inte C. osculatum (Lehnert et al., 2007). I Skagerack och
Kattegatt har dock C. osculatum hittats hos knubbsil (Lunneryd 1991).
Pseudoterranova decipiens har aven hittats i knubbsil fran sodra Oslofjorden
(Aspholm et al., 1994). Anisakis simplex har identifierats i knubbsil pa
vistkusten (Lunneryd, 1991) och grasilar fran Oregrund, men inte i grasilar
skjutna i egentliga Ostersjon (Lunneryd et al., 2015a).

Denna studie utfordes i syfte att titta pa utbredning av sdlmask, framst

C. osculatum, hos torsk och sil, samt att jaimfora forekomsten av parasiterna hos
torsk pa olika lokaler och sil fran olika delar av de svenska kustvattnen. Darmed
strukturerades studien upp i tva delprojekt som utférdes separat men vars
resultat vidvs samman har. SVA har genomfort det forsta delprojektet — att samla
in torsk och undersoka parasitborda av Anisakidae. NRM har genomfort det
andra delprojektet, vilket motsvarar SVA:s undersékningar men pé sil som
obducerats i NRM:s regi.

MATERIAL OCH METODER
Insamling av torsk och sil

Torsk

SVA har ingen kontinuerlig vildfiskvervakning motsvarande 6vervakningen
som sker pa vilda landlevande djur (patologi) samt sil (hilsa ur miljogifts-
perspektiv). Under 2018 genomfordes dock ett pilotprojekt for vildfiskover-
vakning (SVA Dnr 2018/279) med utgadngspunkt i SLU:s provfisken och

13(46)



SVA

darigenom skulle 50 torskar samlas in for detta projekt. Darmed skulle
sakerstillas att torsk togs in fran fyra olika lokaler (Kvadofjarden, Hanobukten,
Barseback och Fjallbacka) langs den svenska sydkusten s att flera populationer
representerades. Artbestimning och kvantifiering av Anisakida nematoder
gjordes manuellt.

Sal

Naturhistoriska riksmuseet samlar pa uppdrag av Naturvardsverket arligen in
hela silar och/eller prover fran jakten pa vikare, grasil och knubbsil. Hela
vikaresilar och organpaket (alla organ fran tunga till anus utplockade) fran
grasal samlas in under augusti-december. Organpaket fran knubbsil samlas in
under oktober-mars. Aven bifingade silar och silar funna déda p4 striinder
samlas in. Sedan 1970-talet obduceras sdlarna for att undersoka silhilsan.
Studien omfattar totalt 41 hela vikare insamlade under jakten 2015 — 2017, 60
grasalar (hela bifangade grasilar under 2018 eller organpaket fran jakten 2017)
och 55 organpaket fran knubbsil fran jakten under hosten 2017 och varen 2018.
Allt insamlat material forvarades fryst i -20°C tills upptining och obduktion.
Artbestamning och kvantifiering av andelen Anisakida nematodarter gjordes
genom DNA-analys av vitska fran magsicken.

Torsk

Totalt samlades 50 torskar in. P4 basis av minimimatt for yrkesfisket, samt att
unga torskar kan antas ha 1ag parasitborda, togs inga individer <35 cm med. Vid
SLU:s provfisken i Barsebédck och Kvadofjarden fanns ingen torsk i fangsten, och
i Fjallbacka var alla torskar <35 cm och hade ingen parasitbérda. Under fisket i
Handbukten (ICES delomrade 25) 6 — 7 november landades 14 torskar. Nordiska
Kustoversiktsnit anvindes som fangstmetod. All fisk dog under fangst eller
hantering i samband med vittjande av redskapen. Torsken obducerades pa plats
for provuttag for vildfiskprojektet, men lever sparades undan och kropparna
transporterades till SVA for vidare analys avseende Anisakida nematoder. For
att fylla upp kvoten pa 50 torskar bestilldes 36 torskar fran en yrkesfiskare i
Skane. Torskarna fiskades den 25 november med 110 mm maskors-nét. Fisket
skedde pa 8 - 12 m djup utanfor Skanes sydkust (ICES delomrade 24) och
landades i Skare. Torsken sandes omgéende till SVA dir provuttag gjordes.

Kon, langd och vikt noterades for alla torskar. Utifran langd och vikt raknades
Fultonfaktorn (vikt(g) x 100/langd(cm)3), ett matt pa fiskens kondition, ut.
Fultonfaktorn anviandes for att underséka om det fanns nigon korrelation
mellan parasitborda och fiskens kondition.

Torsken forvarades kyld och undersoktes avseende parasiter i muskulatur och
lever cirka tre dagar efter fangstillfallet. Samma person utférde samtliga
genomsoOkningar.

For genomsokning av muskulatur avlagsnades huvud, innanmate och skinn.
Kroppen delades darefteri 4 - 6 delar. Varje del genomsoktes pa ljusbord.
Genomlysningen var god upp till en tjocklek pa cirka 0,5 cm. Tjockare partier
delades upp ytterligare med skalpell. Tidsatgangen per hel fisk var i genomsnitt
20 min, med négot varierande tidsatgang beroende pa fiskens storlek.
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Eventuella larver plockades ut med pincett. Larverna 1ag generellt inkapslade
(Bild 3). For att frigora larverna fran den omkringliggande vavnaden lades de i
biagare med varm digestionsvitska (16 mL saltsyra och 10 g pepsini 2 L ~45°C
kranvatten, (European Union Reference Laboratory for parasites)). Larverna
borjade omedelbart aktiveras och kliacktes ur sina kapslar.

Levrarna undersoktes inte pa ljusbord utan lades direkt i digestionsvétska.
Metoden (European Union Reference Laboratory for parasites) ar framtagen for
isolering av Anisakida larver i sonderdelad fiskmuskulatur, och anpassades
genom bland annat en utokad inkubationstid. Levrarna lades hela i glasflaskor,
en lever per flaska. Flaskorna fylldes upp med varm digestionsvitska och
inkuberades vid 45°C 6ver natt (10+ timmar). Efter inkubering var levrarna
mestadels upplosta. Flaskorna skakades for att 16sa upp kvarvarande bitar. Den
fettrika levervavnaden flyter till ytan, med en tydlig separering som f6ljd, medan
larverna sjunker (Bild 4). Detta medfor att den Gvre fasen kan avldgsnas utan
att forlora larverna. Leverfasen avligsnades med tva olika metoder; genom
pipettering eller genom separering i byrett. Den senare metoden var mer
tidseffektiv. Den kvarvarande vitskefasen silades genom finmaskig sil i syntet
eller stal. Den plana stélsilen var battre lampad for andamalet. Larverna
plockades fran silen med pincett.

De frigjorda larverna fran muskulatur och lever lades i sa kallade mjolkror till
hélften fyllda med en blandning av glycerol och 70 % etanol i proportionerna 1:4.

Bild 3: Larv i torskmuskel, tydligt avtecknad mot ljusbordet.
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Bild 4: Digererad lever. Levervavnaden flyter, medan larverna sjunker i
vatskan.

Digestionssmetoden anvindes dven pa bitar av torskmuskel for att undersoka
mojligheten att digerera fram larver pa detta sitt, men utan tillfredstéllande
resultat. Vavnaden lostes inte upp tillrackligt (Bild 5).

16f11s2018

i

Bild 5: Torskmuskel i stort sett intakt efter behandling med pepsin/saltsyra-
l6sning och varme.

For artbestamning studerades larverna en och en i ljusmikroskop efter att
kutikulan (motsvarande hud) gjorts mer transparent med glycerol.
Artbestimningen baserades pa yttre och inre morfologi enligt Fagerholm (1982),
kompletterat med bilder och information fran andra kallor.

Statistisk analys utfordes med Rstudio Version 1.0.153 — © 2009-2017.
(RStudio, Inc.). Resultaten fran det bada lokalerna jamférdes med hjélp av
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Wilcoxsons rangsummetest (WR) for kontinuerliga data, samt y2-test (x) for
kategoriserade variabler.

Sal

Magsacksinnehéllet fran en sl hilldes ner i en metallsil under rinnande vatten
och skoljdes sedan i kallt vatten for att hitta nematoder. Nematoderna plockades
manuellt och vigdes innan de lades i 75 % etanol. Om antalet nematoder var <5
raknades de istillet for att vagas. I magsackar med mycket innehéll av foda var
det svart att plocka ut alla parasiter, vilket da noterades och vikten anvindes inte
i berdakningar. Skador i magsiackens slemhinna noterades.

For att bedoma infektionsgrad/méangden parasiter utformades ett score-system
for knubbsil och ett for grasal. For knubbsél definierades lindrig infektion som
<5 st, méattlig infektion som ca 5 - 25 st och kraftig infektion som >30 st. For
grasal definierades lindrig infektion som en volym upp till ca 30 ml och kraftig
infektion som 6ver ca 2 dl. Mangder daremellan klassificerades som mattlig
infektion. Antalet stora nematoder (ca 60 mm linga och >1.5-2 mm tjocka)
uppskattades pa parasitprover sparade i etanol, for knubbsil klassificerat i: o st,
1-10 st, 11-20 st, 21-50 st, och for grasal klassificerat i: o st, 1-10 st, 11-50 st, 51-
100 st och >100 st.

Aven p4 sil gjordes nematoderna mer transparenta infor artbestimning.
Tidigare publicerade protokoll f6r uppklarning av de storsta nematoderna
anvande laktofenol. Laktofenol ar dock toxiskt och inte 6nskvart att arbeta med
rutinmassigt. Forsok att klarna upp nematoderna med glycerol och alkohol
utférdes. Enligt rekommendationer fran Maria Ovegard, SLU och Paul Eric
Aspholm, Norsk Institutt for Biogkonomi erholls battre resultat om de storsta
nematoderna forst lades i dttiksyra (=90 %) i nagra minuter for att dehydrera
dem och samtidigt gora kropparna mjuka och latthanterliga. Nematoderna lades
sedan i glycerol i nagra minuter. Beredning och uppklarning i respektive
attiksyra och glycerol bor goras med forsiktighet dd nematoderna kan krympa
och stelna. Tid i respektive vitskor ar ungefarlig och ar beroende av nematodens
tjocklek. Efter glycerinbadet kan nematoderna liaggas under mikroskop for
identifiering. Frysning och upptining av dessa nematoder tycks inte skada
vavnaden och artbestimning kan goras forutsatt att nematodens kropp ar intakt
och slit. Differentiering mellan P. decipiens och C. osculatum gors genom att
observera skillnader i den forsta delen av nematodernas mag-tarmkanal. I silens
magsick kan nematoderna befinna sig i tre olika mognadsfaser dar L3 ar ett
larvstadie, L4 ett subadult stadie och L5 ett fullvuxet stadie med fullt utvecklade
reproduktionsorgan. Identifiering kan goras for att sarskilja de olika stadierna
och konsbestdmning kan goras av L5-nematoder. Man observerar d& forekomst
av agg respektive spiculae (hanliga genitalia).

DNA-analys for artbestimning av nematoder

Vid obduktion provtogs vitska fran magsacken for DNA-analys. Prover tagna pa
magvitska fran 51 knubbsilar, 57 grasélar och en vikare anvandes for DNA-
analys, men resultaten blev bara tillforlitliga for sammanlagt 45 silar. Det fanns
inte tid inom det har projektet att kora om dem (med en modifiering av
forarbetet). For 12 av sidlarna kordes parallella prover tagna fran spriten dar de
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urplockade nematoderna forvarades. Tio av dessa hade tillforlitliga resultat, men
tva av dem uppvisade ett monster som indikerade att de kunde ha blivit
ihopblandade. Eftersom tid inte fanns till att kora om dem exkluderades de ur
resultatdelen.

Fullstindigt beskrivet protokoll for DNA-analyserna finns i Bilaga 1. Kortfattat
genomfordes analysen enligt foljande:

PCR-primrar designades for att uppforoka ett ca 110 baspar (bp) variabelt
fragment av den mitokondriella genen 23S. Atta varianter av varje primer
syntetiserades genom att ett atta bp langt unikt index lades till pa 5’-dnden.
Primrarna anvéndes i olika kombinationer for att kunna kora upp till 64 prover i
samma DNA-bibliotek.

Magyvitska blandades och forvarades i en stabiliserande buffert (Stool stabilising
buffer, Stratec, Birkenfeld, Germany). DNA extraherades fran 250 pl per prov
med hjilp av QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany)
enligt medfoljande protokoll.

PCR-reaktionerna utfordes enligt punkten "DNA-amplifiering” i Bilaga 1.
Sekvensbibliotek preparerades for grupper av upp till 64 PCR-produkter.
Biblioteken kontrollerades pa 2 % agarosgel. Band av férvantad storlek
(adaptersekvenser) skars ut fran gelen och renades. Koncentrationen av varje
bibliotek mittes, varefter de normaliserades och poolades. Den totala poolen av
bibliotek koncentrerades till en volym av 50 ul. DNA-biblioteken sekvenserades
pa ett Illumina MiSeq-instrument med v2 kit 2x150 bp vid Science for Life
Laboratory, Sverige (www.scilifelab.se).

Adaptersekvenser filtrerades och de tva sekvenser som erhéllits for vardera
DNA-fragment (pair-end reads) sammanfogades. Direfter analyserades de
sammanfogade sekvenserna. I processen filtrerades primrarna bort, sekvenserna
sorterades, antalet kopior av varje unik sekvens riaknades och alla sekvenser som
hittas farre an tio gdnger togs bort. PCR-inducerade fel och sekvensfel
identifierades och filtrerades bort. Darefter raknades hur manga ganger
kvarvarande sekvenser hittas i vardera prov. Sekvenserna matchades till
potentiella arter genom jamforelse mot sekvenser i en referensdatabasen EMBL
nucleotide collection (Bellemain et al. 2010, Ficetola et al. 2010).

RESULTAT

Parasitbérda och kondition hos torsk

Totalt hittades 401 larver i muskel och lever. I Skére var 35 av 36 (97 %) torskar
infekterade, och o - 62 (median 4,5) parasiter per torsk identifierades. I muskel
sdgs 0 - 9 (median 3) parasiter och i lever o0 - 61 (median 2) parasiter. I
Hanobukten var 11 av 14 (79 %) torskar infekterade, och 0 - 33 (median 4)
parasiter per torsk identifierades. I muskel sdgs 0 - 4 (median o) parasiter och i
lever o - 33 (median 2) parasiter.

Flest antal larver tillhorde slaktena Contracaecum sp. (n=242) och
Pseudoterranova sp. (n=98). Pseudoterranova sp. hittades framst i muskel och
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Contracaecum sp. hittades endast i lever. Vidare noterades 49 nematoder som
okédnda, nio som hakmask (Corynosoma sp.) och tre som Anisakis sp.

Forekomsten av Pseudoterranova sp. hos infekterade torskar var lag (Figur 1).
I Skare hade 28 av 36 (78 %) torskar en till sex Pseudoterranova sp. i
muskulaturen och &tta torskar hade dven enstaka Pseudoterranova sp. i levern
(median 2 st Pseudoterranova sp. per torsk). Fyra av 14 (29 %) torskar fran
Handobukten hade Pseudoterranova sp. i muskulaturen, men endast en parasit
aterfanns i vardera av dessa fyra fiskar (median o st Pseudoterranova sp. per
torsk pé lokalen). Inga fynd av parasiten gjordes i lever. Andelen infekterade
torskar var signifikant hogre i Skare 4n i Hanobukten (x2, p<0,001), och
parasitbordan skiljde sig ocksa signifikant (WR, p<0,001) med en hogre
parasitborda i Skare.

Liksom for Pseudoterranova sp. hade merparten av torskar infekterade med
Contracaecum sp. en 1ag parasitborda (Figur 1). I Bada lokalerna var 50 % av
individerna infekterade, dvs. i Skére 18 av 36 och i Hanobukten 7 av 14 torskar.
Maxnoteringen var 61 Contracaecum sp. (median 0,5) i Skére och 33

Contracaecum sp (median 1) i Hanobukten. Det fanns ingen signifikant skillnad

i parasitborda (WR, p>0.05).

Figur 1: Fordelning av totalt antal larver av Pseudoterranova sp. och
Contracaecum sp. i torsk fran Skare respektive Hanobukten. Notera att Y-
axlarnai de tva diagrammen har olika skalor.

35 Contracaecum sp.
Pseudoterranova sp.
30

25
20

15
1 w
5
IlllO e o -
c 1 2 3 4 5 6 7

0-5 6-10 11-20 21-30 31-40
Antal larver Antal larver

Antal torskar

m Skiare M Handbukten mSkire m Handbukten

Somatiska data for torsken samt en fullstindig notering avseende parasiter som
hittades i muskel och lever finns bifogat som bilaga (Bilaga 2).

Torsken fran Hanobukten hade en medelldangd pé 41,5 cm och medelvikt pa

610,7 g, med spridning 35,5 cm — 49 cm (n=10) respektive 390 g — 894 g (n=14).

Fultonfaktorn var i genomsnitt 0,92 (0,76 - 1,06). Torsken fran Skare hade en
medelldngd pa 49,4 cm och medelvikt pa 984,2 g, med spridning 40,5 cm — 55
cm respektive 720 g — 1 621 g. Fultonfaktorn var i genomsnitt 0,97 (0,78 - 1,09).

Nir Fultonfaktorn och antal identifierade nematodlarver i lever jamfordes
grafiskt sags ett samband mellan 1ag Fultonfaktor och hog parasitborda (>10

41-50

51-70
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parasiter/torsk) i bAde Hanobukten och Skare (Figur 2). Vid statistisk
jamforelse bekriftades sambandet. Fultonfaktorn hos torsk med >10 nematoder
var signifikant lagre (WR, p<0.001) dn Fultonfaktorn hos torsk med <10
nematoder i levern.

Figur 2: Fultonfaktor hos torsk fangad i Hanébukten respektive Skare i
forhallande till antal larver funna i levern. Torsk med samma Fultonfaktor och
parasitborda (2-4 st, Skare) ar sammanslagna till gemensamma staplar.
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3 097(0-10
1 L0%6(0-10
3 08s5(0-10
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Parasitborda hos sal

Endast 2 av 41 obducerade vikare hade nematoder i magsacken. Daremot var
alla grasalar och alla utom en knubbsil infekterade. Generellt sett hade grasilar
en kraftigare infektion dn knubbsil med omkring 20 ganger sa mycket
nematoder métt i gram (Tabell 1). Andelen nematoder av storre typ (>1,5 - 2
mm tjocka, formodat reproduktiva nematoder) varierade kraftigt i bade
knubbsil och grasil (0 - 100 %). Pa grund av detta bedomdes vikten pa
nematoderna vara av begransat viarde for jaimforelser mellan sélar och en
jamforelse med DNA-analysen 6verflodig. Pa grund av detta och dven problemen
med uppklarning av L5 s artbestimdes inga nematoder manuellt. For att
mojliggora fortsatt 6vervakning den totala miangden nematoder hos sélar togs en
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kategorisering (score) fram, separat for knubbsél och grasal for okular
bedomning vid obduktion, baserat pa de prover som samlats in. Andelen och
antalet stora nematoder bedémdes ocksa. Hos knubbsil var det vanligt att hitta
0 - 5 st (Figur 3). Hos grasilarna hade majoriteten 10 - 50 stora nematoder
men antalet kunde variera stort (Figur 4). Bland grasidlar med en kraftig
infektion varierade antalet stora nematoder fran noll till 6ver 100 stycken.

Figur 3: Antal stora nematoder (>1,5 - 2 mm tjocka och ca 60 mm langa) hos
knubbsalar (n=55) med lindrig-kraftig nematodinfektion i magsacken
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Figur 4: Antal stora nematoder (>1,5 - 2 mm tjocka och ca 60 mm langa) hos
grasalar (n=60) med lindrig-kraftig infektion av nematoder i magsacken.
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En del av sidlarna hade fokala skador i magsickens slemhinna i magsackens
fundusdel: upp till 2 mm i diameter stora erosioner och rester av nematodernas
infastningar samt fortjockningar av slemhinnan observerades i dessa omraden
(Tabell 1).

Tabell 1: Genomsnittlig mangd nematoder och proportion infekterade silar
med skador i magsacken

Lokal Parasitmangd (gram) Parasitskador i slemhinnan
Antal undersokta Medel (max-min) Antal undersokta Andel av undersokta
salar salar salar

Bottenviken

Vikare 1 0,1 1 0

Grasal 2 20,9 (17 - 24) 3 66 %
Bottenhavet

Grasal 11 18,9 (7,4 - 39,0) 11 82%
Egentliga
Ostersjon

Grasal 15 28,5 (4,1-95,6) 17 53%

Knubbsal 2 0,65 (0,5-0,8) 2 0%
Vasterhavet

Knubbsal 14 1,85 (0,24 - 12,6) 20 50 %

Identifiering av arter genom DNA-analys

Vissa prover identifierades enbart till genusniva da den amplifierade DNA-
sekvensen matchade tva nirbesldktade arter i referensdatabasen.
Pseudoterranova decipiens, P. cattani och P. krabbei ar nastan identiska i det
amplifierade segmentet av 23s-genen och programmet identifierade dem enbart
som Pseudoterranova sp. Darfor rapporteras de har som P. decipiens, sensu
lato. Pseudoterranova krabbei och P. decipiens finns bada i Nordostatlanten
(Paggi et al., 2000, McClelland 2002), medan P. cattani endast patraffats i ostra
Stilla havet (McClelland 2002). Sekvenser identifierade som P. krabbei och

P. cattani fanns endast i knubbséilar. Pseudoterranova cattani utgjorde

0 - 0,4 % och P. krabbei utgjorde 0 - 26 % av den totala mangden sekvenser.

Andelen sekvenser identifierade som C. osculatum och Contracaecum sp,

P. decipiens sensu lato och oidentifierade Anisakidae, Ascaridida och
Chromadorea redovisas i Tabell 2. Nastan hundra procent av sekvenserna
identifierades som C. osculatum hos de flesta grasalar och hos knubbsil blev
majoriteten identifierade som P. decipiens. Tva grasilar skjutna i egentliga
Ostersjon och fyra knubbsilar skjutna i Visterhavet hade en uttalat blandad
infektion (>1 % av bada parasitarterna), resten av sidlarna hade ofta spar av bada
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arter (<1 %). Anisakis simplex identifierades inte, men det ar majligt att de har
hamnat i kategorin oidentifierade Anisakidae.

De parallella proverna fran véitska i magsdcken respektive etanol som
nematoderna forvarats i visade sma skillnader (0 — 4 procentenheters differens)
i andel sekvenser.

Tabell 2. Genomsnittlig fordelning av parasitarter i magsacken hos salar fran
olika havsomraden. Minsta och hogsta andel av respektive parasit-art anges
inom parentes.

Antal Alder Contracaecum sp. Pseudoterranova decipiens Oidentifierade Anisakidae,
sdlar (ar) sensu lato Ascaridida och Chromadorea
Bottenviken
Vikare 1 18 99 % 0,002 % 0,002 %
Grasal 3 0-5 100 % (99,9 - 100 %) 0,003 % (0 - 0,008 %) 0,004 % (0 - 0,01 %)
Bottenhavet
Grasal 11 0-25 99,6 % (97,5 - 100 %) 0,2% (0,001 - 2,5 %) 0,1 % (0,001 - 0,05 %)

Egentliga Ostersjon

Grasal 22 0-24  97,1%(38,6-100 %) 2,9% (0 - 61,4) 0,003 % (0 - 0,013 %)

Knubbsal 2 ds* 0,07 % (0,005 - 0,02 %) 93,9% (87,9 - 99,9) 6,1% (0-12,1%)
Vasterhavet

Knubbsil 20 ds* 7,7% (0 - 94,4 %) 88,0 % (1,9 - 100 %) 2,5% (0- 23,3 %)

*d s: data saknas

DISKUSSION

Torsk

Det sags en tydlig skillnad i andel torskar infekterade med Pseudoterranova sp.
mellan de tvé provtagna lokalerna, dar andelen infekterade torskar var hogre i
Skére. Liknande resultat, men med lagre andel infekterade individer i bdda ICES
delomraden, redovisas i Lunneryd et al. (2015b), dar totalt 1516 torskar fran nio
omraden undersoktes under 2012 - 2013. Liksom i denna studie noterades i
Lunneryd et al. (2015b) att merparten av de infekterade torskarna hade ett fatal
nematoder i k6ttet. Daremot var den maximala parasitbérda av Pseudoterra-
nova sp. som uppmattes hogre, 32 nematoder (delomrade 24) respektive 15
nematoder (delomrade 25) i Lunneryd et al. (2015b) dn i denna studie. Det
forefaller alltsa som att forekomsten av torsk med Pseudoterranova sp. 6kat i de
tva omréadena de senaste aren, men att parasitbordan i infekterade torskar ar
mindre. Det gar dock inte att dra nagra egentliga slutsatser da provstorleken i
denna studie ar alldeles for liten for detta. D4 andra studier (Nadolna &
Podolska 2014; Horbowy et al. 2016; Gay et al. 2018) pavisat ett positivt
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samband mellan torskens storlek och parasitbérda skulle detta kunna vara en
faktor som paverkar forekomsten av infekterad torsk i var studie. Medellingden
som rapporteras i Lunneryd et al. (2015b) ar dock jamforbar med langden pa
torsken i denna studie. En ytterligare svarighet avseende jamforelse av
resultaten ligger i skillnader pa fangstmetoder, vilket skulle kunna paverka
utfallet. I den hir studien fangades dessutom all fisk med nit, medan torsken i
den andra studien fangades med olika metoder (trél, nit, burar, ryssjor)
(Lunneryd et al., 2015b). Det framgar inte i Lunneryd et al. (2015b) om man sett
nagon skillnad i andel infekterade torskar respektive parasitborda hos torskar
fangade med olika metoder, men det kan inte uteslutas. Studien av Lunneryd et
al. (2015b) inkluderar ett stort antal fiskar, och det lilla provmaterial som ingéar i
denna studie tillfor inte sarskilt mycket information avseende Pseudoterranova
sp. Lunneryd et al. (2015b) sdg ingen tydlig koppling mellan Fultonfaktor och
parasitborda. I var studie studie sags daremot en negativ korrelation mellan
Fultonfaktor och parasitborda i lever. Skillnaden mellan studierna kan ligga i att
vi korrelerat Fultonfaktorn till parasitborda i just lever, dar Contracaecum sp.
var den dominerande arten. Levern har inte 6ver huvud taget undersokts
avseende parasiter i Lunneryd et al.:s (2015b) studie, &ven om man noterat att
parasiter i levern var vanligt i sodra Ostersjon, utan dir dr Fultonfaktorn
korrelerad gentemot parasitborda i muskulatur. Andra studier har visat negativ
korrelation mellan fiskens kondition och parasitbérda avseende Contracaecum
sp. (Horbowy et. al, 2016; Sokolova et al., 2018; Mehrdana et al, 2014 (svagt
samband)) respektive Pseudoterranova sp. (Mehrdana et al., 2014).

Magjligen paverkar en mattlig till stor parasitborda i levern, som deltar i amnes-
omsattningen, mer dn en lika stor parasitborda i muskulaturen. Parasiter i
muskulaturen skulle kunna paverka fiskens forméga till rérelse och darmed
jaktkapaciteten, medan parasiter i levern potentiellt paverkar metabolismen och
sanker fiskens allmidnna kondition genom minskat naringsupptag. Energibrist
orsakar da en forsamrad jaktforméga.

P& grund av liten provstorlek pa torsk i detta projekt, samt att enbart torsk fran
sodra Ostersjon undersokts samtidigt som sl fran spridda lokaler i Ostersjon
och vastkusten undersokts, gar det inte att dra nagra slutsatser om kopplingen
mellan parasitbordan i sil och torsk utifran projektets resultat. Eftersom torsk
agerar mellanvard och sil huvudvard for C. osculatum och P. decipiens kan en
okande silstam forvantas paverka bérdan av dessa parasiter i torsk. Lunneryd et
al. (2015b) sag ett tydligt ssmband mellan hog parasitborda i torsk i sédra
Ostersjon och nirhet till sélkolonier, medan sambandet var mer komplicerat i
andra undersékta omraden. Aven Sokolova et al. (2018) ser en koppling mellan
saltathet och parasitborda i torsken. Daremot finns det motstridiga bevis for att
minskande sélpopulationer (péd grund av jakt eller sjukdomsutbrott) skulle leda
till en minskad infektion hos fisk (se review av McClelland 2002), sa fragan ar
komplex. Kopplingen saltithet - silmaskborda i sil - silmaskborda i torsk och
torskens kondition har antagligen inte heller ett linjart samband, bland annat
eftersom salmasken har fler mellanvardar an torsk. Sokolova et al (2018)
papekar ocksa att sambandet till infektionsintensitet i torsk sannolikt inte bara
kan korreleras till sil, utan att faktorer som salthalt och diet bidrar till
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situationen (Sokolova et al., 2018). Torskens diet paverkas av vilka bytesdjur
som finns i narheten och torskens kondition. Om dieten i huvudsak bestar av
fisk/skaldjur som ar infekterade med salmask blir exponeringen sjalvklart hogre.
Likasa kanske torsk i dilig kondition har lattare att finga bytesdjur som ar
(kraftigt) infekterade med sdlmasklarver och nedsatta av infektionen. For att ge
en fullstandig bild bor darfor undersokningar av bland annat torskens diet
inkluderas i framtida studier.

En storre studie bor genomforas avseende bade Pseudoterranova sp. och
Contracaecum sp. i torsk fran ett antal lokaler langs den svenska kusten. Detta
for att kunna gora en ordentlig utvardering av sambandet mellan parasitborda i
torsk och sil, tillsammans med dietstudier for att klarligga samband mellan
torskens diet och des parasitborda. Studien bor goras parallellt med fortsatt
overvakning av sdlmask i sdl. SVA kommer under 2019 - 2020 att medverka i
projektet "Parasites in cod and cod condition” (PARACOD, BalticSea2020)
genom att hdlsoinventera torsken i projektet. Detta relateras sedan till
parasitborda. Detta projekt kan dock inte ersitta en storre, longitudinell studie
som kan relateras till sél och torskens diet.

Genomsokning pa ljusbord ar en beprovad och fungerande metod for att hitta
larver i torskmuskel. Den tar dock relativt mycket tid i ansprék och smé eller
ljusa larver riskerar att missas. Om en stor mangd individer ska genomsokas
lampar sig metoden bast for att gora en snabb, approximativ bedomning.
Muskeldigestion for att frigéra parasiter fungerade inte med det protokoll som
anviandes, utan metoden behover utvecklas om den ska kunna anviandas
rutinméssigt. Daremot var protokollet effektivt for separation av nematodlarver
fran lever. Med tanke pa det stora antal larver som torsk kan hysa, ar
artbestamning baserat pa morfologi en tidsédande metod. For att forbattra bade
effektiviteten och tillforlitligheten bor darfor en visuell bedomning kompletteras
med molekyldara metoder, sarskilt om en storre studie eller kontinuerlig
overvakning ska genomforas.

Sal

Nir det géller sél var variationen i infektionsgrad och antalet nematoder som
bedomdes som formodat reproduktiva hos bade grasil och knubbsil pataglig.
Detta kan tyda pa skillnader i motstandskraft hos sélen och skillnader i "fitness”
hos parasiterna. Fekunditeten hos parasiterna kan paverkas av manga faktorer
sasom silens immunforsvar, alder, diet och hur ménga parasiter som silen
kontinuerligt exponeras for (McClelland, 2002, Johansen et al., 2010).
Variationen kan ocksa vara ett uttryck av att materialet dr en samling av
“0gonblicksbilder”, eftersom &tminstone P. decipiens ar relativt kortlivade i
sélen (i grasil 2 - 3 veckor, max 6 veckor) (McClelland, 1980). En potentiell
framtida studie skulle darfor vara att undersoka andelen parasithonor med 4gg
for att fa ett matt pa fekunditeten, vilket i sin tur kan ses som ett matt pa
spridningsforméga hos nematoderna i en individuell sal. Skillnader i fekunditet
kan sedan studeras i forhéllande till exempelvis arstid och silens alder och
halsotillstdnd (Marcogliese, 1997).
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Manuell artbestimning ar nodvandig i samband med att nematodernas
fekunditet bedoms, sarskilt i de fall diar blandinfektioner forekommer, men
DNA-analys bedoms vara den mest lampliga metoden for artbestamning vid
overvakning av nematoder hos sél. Mangden prover blev i denna studie
begransad men med DNA-analys kan manga fler silar undersokas framledes och
retrospektivt sa langt tillbaka som ca 2009 eftersom NRM rutinmassigt provtar
vitska fran sidlarnas magsackar till Miljoprovbanken. Det behovs ocksa en studie
for att konfirmera forekomsten av P. krabbei.

Resultaten frdn DNA-analysen visar ett tydligt monster dar Contracaecum sp.
tycks infektera framst grasal och P. decipiens sl infektera framfor allt knubbsal.
Fler prover bor undersokas for att se om detta haller aven i ett storre urval av
sélar. Vikare skiljde ut sig genom att de vildigt sdllan hade nematoder, men
didremot lindrigt med cestoder (bandmask), ndgot som inte observerades hos
grasal och knubbsal. Forklaringen till de har skillnaderna som ar narmast till
hands ar olikheter i bytesdjur, vilka i sin tur kan vara olika mycket infekterade
beroende pa exempelvis vilka mellanvardar som finns tillgédngliga i olika
omraden och vattnets salthalt (Sokolova et al.2018). Hur sdlarna migrerar har
da ocksa betydelse. Vad sédlarna har &tit kan analyseras med samma typ av
metod och pd samma prov som nematoderna analyseras pa (Tverin et al., 2019).
I den hir studien kom knubbsilarna fran egentliga Ostersjon 1angt viisterut ifran
och horde troligtvis till vastkustpopulationen och inte knubbsilspopulationen
kring Kalmarsund. Att inkludera de sistndmnda i en studie kan eventuellt ge fler
ledtréadar till orsaken till monstret i resultatet frain DNA-analyserna.

De sma skillnaderna i resultat mellan parallella prover pa vitska fran magsicken
och sprit innebair att historiska prover i etanol skulle kunna anvéindas for att ga
tillbaka i tiden och undersoka artsammanséattning. Eventuellt skulle man ocksa
kunna anvinda sparade prover fran grannliander som jamforelse. Det finns dock
alltid en risk for viss kontaminering via material (exempelvis en sil) som anvénts
for att plocka ur nematoderna ur magsacken.
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3. RISKER FOR OVERFORING AV ZOONOTISK SMITTA FRAN SAL TILL
MANNISKOR

INTRODUKTION

Brucella-bakterier kan orsaka sjukdom (brucellos) hos tama och vilda djur och
vissa Brucella-arter och stammar kan dven smitta manniskor (sé kallad zoonos).
Mainniskor kan smittas genom hantering eller konsumtion av infekterade djur.
Tva nya Brucella-arter har upptickts hos marina ddaggdjur de senaste 25 aren:
Brucella pinnipedialis (hos silar) och Brucella ceti (hos valdjur) (Nymo et al.,
2011). Nyligen har Brucella pinnipedialis for forsta gangen pavisats hos tre
grasilar i Finland (Hirvela-Koski et al., 2017), d.v.s. i samma grasilspopulation
som dven finns i svenska vatten. Bakterier hittades i lever fran silar dar det
samtidigt fanns inflammatoriska férandringar orsakade av leverflundra, och
forekomsten av leverflundra dr numera vanlig hos grasilar i Ostersjon (se 1., s 5
- 11). S4 vitt vi vet har Brucella aldrig pavisats hos svenska marina daggdjur men
rutinmassig bakteriologisk undersokning fangar inte upp Brucella, da speciella
odlingsmedium eller andra sarskilda analysmetoder kravs.

Utover Brucella finns det dven andra bakterier som kan smitta manniskor (t.ex.
Salmonella sp. och Erysipelothrix rhusiopathiae, se 1., s 5 - 11) beskrivna hos
sélar. Vissa ar sjukdomsframkallande dven for sdlar och andra har hittats inom
bakteriologiska undersokningar hos till synes friska sélar. Det finns fortfarande
stora kunskapsluckor avseende de bakterier som salar bar pa och betydelsen
dessa har for sdlens hilsa. En pilotstudie utfordes darfor for att undersoka
bakterier som forekommer i inflammatoriska férandringar (bland annat bolder)
hos silar for att undersoka forekomsten av Brucella-bakterier samt andra
bakterier som har betydelsen for manniskor och/eller sélhélsa.

METODER

Detta projekt genomfordes i samarbete med NRM. Salpatologen pa NRM tar
emot kroppar och prover fran silar inom Riksmuseets 6vervakning av silhélsa
pa uppdrag av Naturvirdsverket. De flesta silar och prover fran silar skjutna
under jakt samlas in och sparas i -20°C tills undersokning och provtagning sker.
Provinsamling for denna studie paborjades i maj 2018 och underlaget var nio
grasalar, fem knubbsalar och tio vikare som antingen hade skjutits under jakt
(n=18), strandat (n=5) eller drunknat i fiskeredskap (n=1) (Tabell 4). Tva av
knubbsilarna skickades direkt till SVA f6r obduktion och provtagning.

For att maximera chansen att hitta bakterier togs prover endast fran
inflammatoriska forandringar som hittades vid obduktion (n=25 prover fran 24
salar). Svabbar fran forandringarna undersoktes genom rutinmassig aerob
odling och Brucella-inriktad odling pé hastblodagar, blaagar, TSA-agar och pa
Farrell-medium vid Avdelningen for mikrobiologi, SVA. Identifiering av
bakteriearter skedde med hjalp av MaldiTof (Matrix-assisted laser
desorption/ionization Time of flight) analys. For att utesluta att bakterier
forekom i proverna men av ndgon anledning inte kunde odlas fram, utférdes
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molekylar analys for Brucella spp. med sa kallad PCR (polymerase chain
reaction) pa tre prover (Tabell 4). Analysen utfordes av avdelningen for

mikrobiologi, SVA.
RESULTAT
Resultat fran bakterieodling och PCR for Brucella spp. presenteras nedan i
Tabell 4.
Tabell 4: Bakteriologiska undersokningar av inflammatoriska forandringar hos
salar
SVA ID Silart Alder Organ Brucella Brucella Aerob odling
odling PCR
18-VLTo01223 vikare adult lunga negativ Aeromonas sp.
18-VLToo01224 grasil adult skoldkortel  negativ Escherichia coli
18-VLT001268 vikare adult livmoder negativ Ospecifik blandflora
18-VLT001287 knubbsdl  adult tunga negativ Aeromonas sp.
18-VLTo01302 grasal adult lever negativ Ospecifik blandflora
18-VLTo01303 knubbsdl okdnd  tunga negativ Aeromonas sp.
18-VLT001304 grasal juvenil lever negativ Ospecifik blandflora
18-VLToo01320 vikare adult spack negativ Ospecifik blandflora
18-VLTo001334 knubbsédl juvenil tonsill negativ Ospecifik blandflora
18-VLT001341 knubbsil  adult magséck negativ Ospecifik blandflora
18-VLT001364 grasal adult skoldkortel  negativ Streptococcus pyogenes
18-VLT001365 grasal juvenil lever negativ Carnobacterium divergens
18-VLT001366 grasal adult lever negativ Ospecifik blandflora
18-VLTo001374 grasal adult lever negativ Lelliottia amnigena
18-VLTo001375 knubbsil juvenil lunga negativ Koagulasnegativ stafylokocker
18-VLTo01414 grasal adult gallgdng negativ Betahemolyserande
streptokocker
18-VLT001433 knubbsédl juvenil lunga negativ Ospecifik blandflora
18-VLTo01452 grasal juvenil  lunga negativ Betahemolyserande
streptokocker
18-VLT002072 vikare juvenil lever negativ Betahemolyserande
streptokocker
18-VLT002088 knubbsédl juvenil tonsill negativ negativ Streptococcus phocae
18-VLT002108 vikare adult livmoder negativ Streptococcus sp.
18-VLTo002271 knubbsdl adult lymfknuta  negativ Aeromonas sp.
18-VLT002289 knubbsédl juvenil lever negativ Aeromonas sp.
18-VLTo002509 knubbsdl juvenil penis negativ negativ Aeromonas sp.
18-VLT002509 knubbsdl juvenil lunga negativ positiv Aeromonas sp.
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Brucellaodling

Brucella-bakterier kunde inte odlas fran nagot av de 25 organproverna, men
DNA fran Brucella spp. pavisades med PCR-teknik i ett av tre prover som
undersoktes med PCR. Analysen genomfordes tva ganger for att bekrifta
resultaten. Det positiva provet kom fran en bold i lungan hos en juvenil
knubbsilshane som fastnat och drunknat i fiskeredskap i Ostersjon. Efter de
positiva PCR-resultaten utférdes ny odling for Brucella fran den ursprungliga
provsvabben och en bit lungvivnad (bada lagrade frysta vid -20°C). Aterigen var
odlingsresultatet negativt. Ett prov av inflammatoriskt exsudat fran penis hos
samma knubbsail var negativt for Brucella med bade odling och PCR.

Aerob odling

Av de 25 analyserade proven odlades bakterier av potentiell betydelse fram fran
17 prover. For de aterstadende atta proverna bestod odlingar endast av ospecifik
blandflora som inte ansdgs vara relevant. De vanligaste sjukdomsframkallande
bakterierna som odlades fram var Aeromonas sp. (n=7) och streptokocker
(n=6). Av streptokockerna identifierades ett isolat som S. phocae, ett som S.
pyogenes, tre som beta-hemolyserande streptokocker (mgjligen S. dysgalactiae)
och det slutliga isolatet kunde inte identifieras mer specifikt 4n Streptococcus
sp. MaldiTof- resultatet indikerade S. marimammalium men det virde (score)
avseende likhet med en bakterieart man far ut vid analysen var inte tillrackligt
hogt for att sikerstilla resultatet. Andra bakterier som identifierades var ett
isolat vadera av E. coli, koagulasnegativa stafylokocker, Carnobacterium
divergens och Lelliottia amnigena.

DISKUSSION

Brucella

Eftersom Brucella-bakterier tidigare har hittats hos grésilar i Ostersjon
(Hirvela-Koski et al., 2017) och knubbsilar och en grasil i Nordsjon (Prenger-
Berninghoff et al., 2008; Siebert et al., 2017), forviantade vi oss att hitta Brucella
dven i svenska silar. Trots att inga Brucella-bakterier kunde odlas fran de 25
proverna i denna studie var ett av tre prover som testades med PCR positivt.
PCR-analysen ar bred och skiljer inte mellan olika arter av Brucella, men detta
positiva fynd representerar formodligen B. pinnipedialis. Detta ar det forsta
beviset pa Brucella-bakterier hos knubbsilar i Sverige. Finska forskare pavisade
Brucella i grasilar fran Ostersjon (Hirvela-Koski et al., 2017), och dven om
Brucella-bakterier aldrig har pévisats hos vikare i Ostersjon pavisade forskare
nyligen antikroppar mot Brucella i tva vikare i Bottniska viken, vilket visar pa
exponering for Brucella (Sonne et al., 2018). Sammanfattningsvis har vi nu bevis
for att alla tre sdlarter i Sverige ar mottagliga for och har smittats med Brucella.
Ingen av dessa studier ger dock information om forekomsten eller betydelse av
infektionen f6r silar i svenska vatten och vidare forskning behovs. Brucella
pinnipedialis anses allmant inte vara sjukdoms-framkallande for silar. Forskare
tror att det kan finnas en annan reservoar for B. pinnipedialis, t.ex. fisk, och att
sélar blir smittade, troligen genom sin kost, i en tidig dlder men utvecklar
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antikroppar och blir av med infektionen (Nymo et al., 2018). Till stod for detta
har The Scottish Marine Animal Stranding Scheme (SMASS) bara pavisat
Brucella-infektion hos juvenila sélar, férutom en enda vuxen sil (Nick Davison,
personlig kommunikation). Vart enda positiva prov kom fran en juvenil
knubbsil och de tva vikarna med antikroppar mot Brucella var bada juvenila
(Sonne et al., 2018). Diremot kan det skilja sig for grasilar i Ostersjon, da tv av
de tre djur som var infekterade med B. pinnipedialis var vuaxna (Hirvela-Koski et
al., 2017). Forskare misstinker att immunforsvaret hos grasilar i Ostersjon ar
forsvagat (se 1., 8 5 - 11) och i sa fall 4r det mgjligt att dessa silar kan vara mer
mottagliga for Brucella-orsakad sjukdom. Miljogifter och andra antropogena
stressorer kan paverka immunfunktionen och kan bidra till ett forsvagat
immunforsvar hos grasilar i Ostersjon. Férdjupade studier, inklusive
histopatologisk undersokning, behovs for att bedéma forekomsten och
betydelsen av Brucella hos silar i svenska vatten. Den zoonotiska potentialen
hos marina Brucella-stammar varierar (Nymo et al., 2011) och en undersokning
av zoonotiska risker avseende Brucella som finns i svenska silbestand ar
onskvard.

Det ar oklart varfor Brucella inte kunde odlas fram i denna studie. Mojliga
forklaringar inkluderar det 1dga antal prover som undersoktes, l4g prevalens av
Brucella hos svenska silar, suboptimal provkvalitet eller problem med
odlingsmetodiken. Majoriteten av proverna kom fran djur som hade varit frysta
vid -20°C, ofta i ndstan ett r, innan de tinades och prover togs. I dialog med
Scottish Marine Animal Stranding Scheme (SMASS) anses att den langa
lagringstid vid -20°C var den mest sannolika orsaken till falskt negativa odlingar
(Nick Davison, personlig kommunikation). Dalig provkvalitet skulle ocksa
forklara varfor Brucella-arvsmassa kunde péavisades med PCR, dven om
bakterier inte kunde odlas fram eftersom de var avdodade.

Aerob odling

Véra bakteriologiska fynd fran inflammatoriska forandringar 6verensstimmer
med en annan studie (Siebert et al., 2017) av bakteriella infektioner hos sélar.
Betahemolyserande streptokocker ar en av de vanligaste bakterierna som hittas i
samband med inflammatoriska forandringar hos silar och av dessa pavisas
oftast S. phocae och S. dysgalactiae (Vossen et al., 2004). Vi hade ett bekriftat
fall av S. phocoae i var studie och dven om tre streptokockisolat inte kunde
artbestammas definitivt, s stodde Maldi-Tof- analysen att de var

S. dysgalactiae. Ett annat streptokock-isolat identifierades potentiellt som

S. marimammalium av Maldi-Tof och det ar en nyligen beskriven bakterie som
hittats hos salar (Lawson et al., 2005). Precis som i var studie har Aeromonas
sp. ocksa tidigare rapporterats i samband med bakteriella infektioner hos silar
(Bergman et al., 2007). Medan E. coli och stafylokocker som pévisades hos tva
salar ar kdanda for att vara sjukdomsframkallande hos sélar och andra djur, ar
betydelsen av Carnobacterium divergens och Lelliotia amnigena som odlades
fran tva andra prover okédnd. Det finns ingen rapport om Carnobacterium-
forknippade infektion hos manniskor men bakterien kan orsaka sjukdom hos
fisk. Det finns inga rapporter om Lelliotia som sjukdomsframkallande.
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Vissa bakterier som pavisades har dven orsakat sjukdomar hos fisk.
Streptococcus phocae har till exempel orsakat sjukdomsutbrott i fiskodlingar
(Romalde et al., 2008). Trots att samma bakterieart hittats hos silar och fisk har
molekylara analyser for att ytterligare definiera bakterierna visat att salar och
fiskar har egna underarter av S. phocae (Avedaio-Herrera et al., 2014). Nya
smittamnen upptacks kontinuerligt och molekylar epidemiologi ar darfor ett
nyckelverktyg for utredning av smittdmnesfloden i den marina miljon.

Sammanfattning, zoonosrisker

Provet med Brucella spp. hos en knubbsil var enbart positivt pa PCR, vilket
innebar att vi pavisat bakteriens arvsmassa men inte hittat levande bakterier
genom odling. Inga zoonotiska bakterier har odlats fram i denna pilotstudie,
men antalet prover var litet. For vissa zoonotiska bakterier som Mycoplasma
och Leptospira kravs speciella medier och odlingsforhallanden. Undersékning
av dessa patogener i framtiden kraver andra metoder och analyser. Dessutom
pavisades blandflora i 8 av 25 prover (32 %) vilket kan tyda pa dalig provkvalitet
(se Brucella-diskussion ovan).
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4. INDENTIFIERA FRAMTIDA FORSKNINGSBEHOV

Redan nar projektet om silhilsa och sil-/torskmask planerades hade flera
punkter avseende framtida forskningsbehov identifierats, delvis beroende pa att
projektet inte kunde innefatta "allt”. De forslag som radades upp var:

1. Finansiering av insamling, obduktioner och analyser samt
rapportering/kommunicering av resultat vid akuta sjukdomsutbrott

2. Screening for andra zoonoser dn de som inkluderades i denna studie
inklusive metodvalidering for serologi da blod inte kan anvandas.

3. Screening for andra smittimnen (utéver de som skulle kontrolleras i
projektet) som paverkar silhilsa och som gynnas av en 6kad sédlstam, till
exempel morbillivirus (bada salpest och valpsjuka) och influensa.

4. Undersokning av hilsoldget och vasentliga smittimnen hos andra
marina daggdjur, till exempel tumlare.

5. Att kombinera sil-dietstudier med DNA-prov pa nematoder for att fa
ledtréadar till hur nematoderna sprids.

Det projekt som nu genomforts ger en del svar, men dven fragetecken som
kraver ytterligare studier for att ritas ut, och listan 6ver 6nskvirda framtida
insatser kan goras lang.

Nar det géller sdlhdlsa generellt har vi nu en utforlig beskrivning av vad som
hittills har identifierats inom hélsoovervakningen och vid utbrott. Vi bedomer
dock att foljande upplagg ar av vikt for en battre forstaelse av salhilsan:

¢ Fordjupade studier om bakomliggande faktorer for aktuella hilsoproblem
hos grasilar (t.ex. tarmsér, leverflundra och minskande spacktjocklek).

e Utover vidare undersokningar som ar inriktad pa varje halsoproblem for sig
bedoms det att forskning avseende immunkompetens och immunférsvar
hos grasil i Ostersjon ar av storsta vikt. Ett paverkat immunforsvar skulle
kunna ligga bakom flera olika hélsoproblem, och skulle gora grasidlar mer
mottagliga for nya sjukdomar.

e Fordjupade studier om péaverkan av klimatférandringar pa vikare i
Bottniska viken. Detta inkluderar bade paverkan pa stammens tillvaxt samt
risker for smittsamma sjukdomar och andra faktorer som péaverkar
sdlhidlsan negativt.

e Fordjupade studier om péaverkan av klimatférandringar pa andra salarter,
fram for allt grasil i Ostersjon (se Aven Jiissi et al, 2008), dr onskvart.

e Screening for smittdimnen som paverkar sidlhilsa och som gynnas av en
okad silstam, till exempel morbillivirus (bdda silpest och valpsjuka) och
influensa. Vissa parasiter, t.ex. de med direkt livscykel gynnas av titare och
storre salsamlingar och &r av intresse att undersoka.

e Med nya analysmetoder som helgenomsekvensering kan dven
sjukdomsutbrottet 2007 utredas vidare vid SVA i en retrospektiv studie for
att definiera detta potentiella hot mot marina daggdjur.

e Undersokning av hilsoldget och viasentliga smittimnen dven hos andra
marina diaggdjur, till exempel tumlare
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Vi anser ocksa att det behover avsiattas medel for att planera och forbereda infor
nasta sjukdomsutbrott hos marina daggdjur, det vill sdga inte bara nar det giller
sl utan dven till exempel tumlare. Detta inkluderar planering for koordinering
av insamling och hantering av kadaver, utforandet av obduktioner och analyser
samt rapportering och kommunicering av resultat och eventuella risker f6r
manniskor och andra djur. Ansvaret for alla delar inklusive finansiering behovs
tydliggoras.

Avseende sil-/torskmask finns ocksa luckor som behéver tappas igen och for det
behovs bade utokade studier i tidsserier pa populationsniva och
metodutveckling. De viktigaste punkterna vi ser som framtida forskningsbehov i
nulédget ar foljande:

Optimering av DNA-analys och analys for de specifika nematodarterna (att
kunna skilja ut P. krabbei och A. simplex), f6ljt av fordjupade studier av
parasitforekomst i silar fran framfor allt sédra Ostersjon, for att sikerstilla
kartlaggning av var arterna funnits retrospektivt och i nuldget. Detta for att
kunna kartlagga och folja framtida spridning av P. decipiens och

C. osculatum pé ett korrekt sitt.

Undersoka fekunditeten hos nematoderna som ett matt pa parasiternas
spridningsformaga i en individuell sil. Skillnader i fekunditet kan sedan
studeras i forhallande till interna och externa faktorer sdsom arstid,
havsomréade, diet, sdlens alder och hilsotillstand for att ta reda pa faktorer
som kan driva pa spridning av parasiterna.

Studier av parasitforekomst och diet hos knubbsélar pa ostkusten for att
jamfora med knubbsélar pa vastkusten och grasilar kan ge ledtradar till
vilka byten som ar viktiga for spridning av nematoderna till sél i svenska
vatten.

Overvakning av abundans av grésil pa vistkusten skulle ge information
som sammanlagt med 6vervakning av C. osculatum kan ge svar pa om en
okning av grasalspopulationen ger en fordndrad incidens av C. osculatum i
fisk och knubbsal.

En longitudinell studie av torsk i flera omraden liangs kustlinjen, dar bade
parasitborda och diet undersoks. Parasitbordan bor avse bade
Contracaecum sp. och Pseudoterranova sp. da regionala skillnader kan
forvantas och for att uppticka férandringar 6ver tid. En sddan studie kan
eventuellt samordnas med en langsiktig vildfisk6vervakning om séddan
genomfors och torsk ar en malart

Nir det géller sdl och zoonotiska smittor har vi nu visat att Brucella finns i det
svenska sdlbestandet, men det dr oklart i vilken omfattning och hur det paverkar
vara silar. Risken for zoonotisk 6verforing ar ocksa oklar. Vi anser darfor att
foljande behovs:

Fordjupade studier om Brucella-forekomst hos svenska sdlstammar och
betydelsen av Brucella-forekomst for silar samt manniskor som hanterar
salar. Detta inkluderar riktad provtagning och odling av prover som ar av
hog kvalitet, tillimpning av molekyldra metoder for att bada screena for
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Brucella och undersoka den molekylara epidemiologin, samt anviandning av
histopatologi for att utforska betydelsen av infektion for sidlarna.

Screening for andra zoonoser, till exempel toxoplasma, influensa, leptospira
och trikinforekomst inklusive utveckling och validering av metoder for
serologiska undersokningar da blod fran kadaver inte kan anviandas pa ett
tillforlitligt satt.

Fordjupande studier om vilka fiskarter som agerar mellanvard for
zoonotiska leverflundran i svenska fiskbestand for att identifiera smittrisker
till fiskatande djur inklusive méanniskor.
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Rapporten har sammanstillts av: t.f. statsveterindr Charlotte Axén, biolog Johan
Lundgren och laboratorietekniker Sara Johansson, SVA Fisk, sektionschef
Aleksija Neimane SVA Patologi och vilt samt intendent Sara Persson,
Naturhistoriska riksmuseet. Forfattarna vill rikta ett stort tack till all 6vrig
inblandad personal vid SVA och NRM som gjort genomforandet av projektet
mojligt.
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BILAGA 1. PROTOKOLL FC')RDDNA-AM PLIFIERING OCH DATAANALYS
AVSEENDE ANISAKIDAE FRAN MAGINNEHALL PA SAL

Primerdesign

PCR-primrarna Anisakidae23sF (5'-GCGTGAGGACATTAAGGTAGC-3’) och
Anisakidae23sR (5-CGAAGACWTATCTTTGTTTA-3") designades for att
amplifiera ett ca 110 baspar (bp) variabelt fragment av den mitokondriella genen
23S. Atta varianter av varje primer syntetiserades genom att ett &tta bp langt
unikt index lades till pa 5’-dnden. Detta gjorde det mgjligt att blanda PCR-
produkter fran olika individuella prover (Binladen et al. 2007). De indexerande
primrarna anvandes i olika kombinationer for att kunna kora upp till 64 prover i
samma DNA-bibliotek.

DNA-extraktion

Magyvitska blandades och forvarades i en stabiliserande buffert (Stool stabilising
buffer, Stratec, Birkenfeld, Germany). DNA extraherades fran 250 ul per prov
med hjalp av QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany)
enligt protokollet Isolation of DNA from stool for human DNA analysis.

DNA-amplifiering

PCR-reaktionerna utfordes med Illustra HostStart RTG beads (GE Healthcare
Life Sciences, Chicago, USA), 20 pmol av varje primer och 2 ul DNA-extrakt i en
total volym pa 25 ul. PCR initierades med denaturering vid 95°C i 5 min, f6ljt av
35 cykler med denaturering vid 94°C i 30 s, annealing vid 62°C i 30 s och
extension vid 68°C i 30 s. Amplifieringen avslutades med extension vid 72°C.

Preparation av sekvensbibliotek

Sekvensbibliotek preparerades for grupper av upp till 64 PCR-produkter med
TruSeq PCR-free kit (Illumina, San Diego, USA). Foljande dndring i protokollet
gjordes for att minimera risken for PCR-artefakter i de steg som involverar
DNA-polymeraser: “end-repair”’-steget uteslots och fosforylering och
adenylering av DNA-fragment utférdes i tvé separata steg. Fosforylering skedde
ien volym av 20 pl, inklusive 2,5 ul TruSeq index adapter solution (Illumina), 1
U T4 DNA Ligase (Thermo Fisher Scientific), 1 x T4 DNA Ligase Buffer och 5 %
PEG 4000. Proverna inkuberades en timme vid 22°C, f6ljt av 10 min vid 65°C
for enzym-inaktivering.

DNA-biblioteken kontrollerades pa 2 % agarosgel. Band av forviantad storlek
(PCR-produkter plus ligerade adaptorer) skars ut fran gelen och renades med
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen). Darefter mittes koncentrationen av varje
bibliotek med Agilent High Sensitivity DNA assay i en Agilent 2100 BioAnalyzer
(Agilent technologies, Santa Clara, USA). Biblioteken normaliserades och
poolades utifran BioAnalyzer-resultaten. Den totala poolen av bibliotek
koncentrerades till en volym av 50 ul med MinElute PCR Purification Kit

(Qiagen).

DNA-biblioteken sekvenserades pa ett Illumina MiSeq-instrument med v2 kit
2x150 bp vid Science for Life Laboratory, Sverige (www.scilifelab.se).

Dataanalys

Adaptersekvenser filtrerades med programmet AdapterRemoval (Schubert et al.
2016). Samma program anvandes for att kollapsa de tva sekvenser som erhallits
for vardera DNA-fragment (pair-end reads). De resulterande sekvenserna
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analyserades vidare med programmet Obitools 1.2.9 (Boyer et al., 2016) genom
att folja manualen vilket innefattar foljande steg: 1) filtrera bort PCR-primers
och sortera sekvenser till prover enligt adderade index, 2) kollapsa och rikna
antal ganger varje unik sekvens forekommer i de filtrerade sekvenserna och ta
bort alla sekvenser som totalt sett hittas farre dn 10 ganger 3) identifiera och
filtrera bort PCR-inducerade fel och sekvensfel 4) rakna det antal ganger
kvarvarande sekvenser hittas i vardera prov och som ett méatt pa forekomst 5)
oversatta sekvenser till potentiella arter genom att matcha mot en

referensdatabas (EMBL nucleotide collection, november 2018) (Bellemain et al.

2010, Ficetola et al. 2010).
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BILAGA 2. TABELL 3: SOMATISKA DATA OCH PARASITFYND | MUSKEL

RESPEKTIVE LEVER HOS TORSK FRAN HANOBUKTEN OCH SKARE

Torsk Kon Langd (cm)  Vikt(g) Fulton- Parasitfynd i muskel Parasitfynd i lever
faktor
Hanobukten Pseudoterra- Anisakis sp. Contra- Hakmask Okand Pseudoterra- Anisakis sp. Contra-  Oka3
nova sp. caecum sp. nova sp. caecum sp.
H2 Hona 44 886 1,04 0 0 0 0 0 0 0 3
H3 Hona 42,5 777 1,01 0 0 0 0 0 0 0 2
H4 Hona 39,5 611 0,99 1 0 0 2 1 0 0 0 l
H5 Hona 35,5 436 0,97 0 0 0 0 1 0 0 0 1
H6 Hona 37 470 0,93 0 0 0 0 0 0 0 0 l
H7 Hane 45,5 721 0,77 1 0 0 0 0 0 0 14 1
H8 Hona 49 894 0,76 0 0 0 0 0 0 0 30 l
H9 Hona 37 434 0,86 1 0 0 0 1 0 0 0 1
H19 Hona 41,5 568 0,79 0 0 0 0 0 0 0 33 l
H20 Hona 43 842 1,06 1 0 0 0 0 0 0 8 1
H101 Hona >35 526 - 0 0 0 0 0 0 0 0 l
H102 Hona >35 419 © 0 0 0 0 0 0 0 16
H103 Hona >35 390 - 0 0 0 0 0 0 0 0 l
H104 Hona >35 576 - 0 0 0 0 2 0 0 0 1
Skare
s1 Hona 48,5 1122 0,98 0 0 0 0 1 0 0 1
S2 Hona 47,5 1067 1,00 2 0 0 0 1 0 0 0
s3 Hona 48,5 1243 1,09 6 0 0 0 1 1 0 1
sS4 Hona 47 978 0,94 3 0 0 0 1 0 0 0 1
S5 Hona 48 1127 1,02 4 0 0 0 1 0 0 3 |
S6 Hona 45,5 927 0,98 2 0 0 0 0 0 0 (0]
S7 Hona 51 1233 0,93 4 0 0 0 2 0 0 0
S8 Hane 48 1075 0,97 1 0 0 0 0 1 0 0
S9 Hona 52 1338 0,95 2 0 0 0 1 1 0 0
S10 Hona 49 1096 0,93 1 0 0 0 0 1 0 (0]
S11 Hona 55 1621 0,97 3 0 0 0 1 0 0 9
S12 Hona 51 1229 0,93 5 0 0 0 2 0 0 0
S13 Hona 45,5 1012 1,07 0 0 0 0 0 0 0 0 |
s14 Hona 42 747 1,01 1 0 0 0 0 0 0 2 <
s15 Hona 47 975 0,94 2 0 0 0 0 0 0 0 |
S16 Hane 43 858 1,08 0 0 0 0 0 1 0 1
S17 Hona 50 1050 0,84 0 0 0 1 0 0 0 17
S18 Hona 46,5 936 0,93 1 0 0 0 1 0 0 0
S19 Hona 47 908 0,87 3 0 0 0 0 0 0 16
S20 Hona 48 820 0,74 1 0 0 0 0 0 0 1 1
S21 Hona 42 767 1,04 4 0 0 0 0 1 0 1 |
S22 Hane 42,5 763 0,99 0 0 0 0 1 1 0 2 1
S23 Hona 45 835 0,92 0 0 0 0 1 0 0 61 l
s24 Hona 47 1104 1,06 6 0 0 0 0 1 0 0
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Fortsittning, Tabell 3: somatiska data och parasitfynd i muskel respektive lever
hos torsk fran Hanobukten och Skare

Torsk Kén Langd (cm)  Vikt(g) Fulton- Parasitfynd i muskel Parasitfynd i lever
faktor
Skare Pseudoterra- Anisakis sp. Contra- Hakmask Okand Pseudoterra- Anisakis sp. Contra- Okar
nova sp. caecum sp. nova sp. caecum sp.

S24 Hona 47 1104 1,06 6 0 0 0 0 1 0 0 2
S25 Hane 49,5 1148 0,95 0 0 0 0 0 0 0 1 1
S26 Hane 41,5 678 0,95 2 0 0 0 0 0 0 1 0
S27 Hona 47,5 988 0,92 0 0 0 0 0 0 0 6 2
S28 Hona 46 951 0,98 3 0 0 2 0 0 0 7 0
S29 Hona 43 760 0,96 5 0 0 0 0 0 0 0 0
S30 Hona 43 773 0,97 6 0 0 0 0 0 0 3 0
S31 Hona 42 778 1,05 3 0 0 1 0 0 0 0 (0
$32 Hane 47,5 966 0,90 2 0 0 2 1 0 0 0 2
S33 Hona 45 937 1,03 3 0 0 1 1 0 0 3 0
S34 Hane 41,5 754 1,05 4 0 0 0 0 0 0 0 0
S35 Hane 48 1143 1,03 6 1 0 0 2 0 2 0 0
S36 Hona 40,5 725 1,09 1 0 0 0 0 0 0 0 1
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