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SVA

UPPDRAG

Havs- och vattenmyndigheten (HaV) har gett SVA i uppdrag att 6vervaka hilsan hos vildlevande
fisk, kriftdjur och blstdjur. Overvakningen har ett antal delprojekt varav 6vervakning av
sotvattensfisk ar ett. Under 2020 gjordes denna 6vervakning i form av undersékningar avseende
renibakterios (BKD) pa vild laxfisk och resultaten redovisas i denna rapport.

SAMMANFATTNING

Provtagning avseende sjukdomen renibakterios/BKD genomfordes pa vild laxfisk i fyra
vattensystem (Umeilven, Angermanilven, Faxilven och Ljungan) under sommaren 202o0. I
vattensystemen ligger odlingsanldggningar som har eller har haft BKD de senaste sju aren. Syftet
var att undersoka risk for etablering av smitta i vildpopulationen till f6ljd av en strategi med
fordrojda saneringar. Resultaten visar att etablering av smitta i vildpopulationen sker och att sik
och harr férefaller mycket mottagliga for smitta.

INTRODUKTION

BKD éar en smittsam, kroniskt progressiv sjukdom hos laxfisk orsakad av den intracellulidra
bakterien Renibacterium salmoninarum. Sjukdomen forekommer i bade s6t- och saltvatten och i
de flesta delar av varlden dar laxfisk odlas eller forekommer vilt. Smittan 6verfors direkt mellan
fiskar béade horisontellt (frin fisk till fisk) och vertikalt (fran hona till rom), via vatten, foder eller
kontaminerade foremal. Vanligen tar det minst sex manader efter smittillfallet innan tydliga
symptom kan observeras. Under tiden kan smittspridning ske genom direktkontakt eller via
utsondring av bakterier i vattnet, vilket gor att smittan ofta ar vil etablerad i en anldggning innan
den uppticks. Samtidigt blir fiskens immunforsvar forsamrat och risken for sekundira infektioner
okar. Over tid bildas tuberkulosliknande granulom i fiskens inre organ och ibland kan fven sm4 sir
och blasor i hud och muskulatur (s kallad spawning rash) ses. Vid stress kan sjukdomen
akutiseras och leda till utbrott med hog dodlighet. Av de laxfiskarter som finns naturligt i svenska
vatten ar roding och lax kansligast, dar 80% dodlighet har observerats vid akuta utbrott i odling.
Oringen ir intermediirt kiinslig medan kinsligheten hos harr och sik 4r daligt undersokt.
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 1ag
dodlighet och nigot minskad tillvaxt, vilket kan vara svart att uppmarksamma, kan vara enda
symptom. Samtidigt sprids bakterier kontinuerligt till omgivande vatten och mer kinsliga arter.

I vattensystem dar BKD-smitta konstaterats i kassodlingar och dar det finns vilda populationer av
roding, 6ring, harr och sik, finns risk for etablering av smittan i vilda bestand och vidare spridning i
vattensystemet. En bedomning av hur litt smittan etablerar sig i den vilda fiskpopulationen ar
nodvindig for att kunna gora riskbedomningar for aterinfektion av sanerade odlingar, och for att
bedoma risken for att andra odlingar i samma vattensystem smittas.

Sverige har for narvarande ett utrotningsprogram avseende BKD. Programmet innebir att Sverige
ska motverka smittspridning genom obligatorisk provtagning av laxfiskanlaggningar och att
smittade anldggningar ska slaktas ut och saneras. Provtagningsintervallen bestdms utifran
Jordbruksverkets riskkategorisering. Alla vilda lax- och 6ringhonor samt en del sik och harr som
tas in for avel inom kompensationsodlingen provtas ocksa efter romstrykning for att sékerstilla att
avkomman inte smittats med BKD. Sanering av infekterade matfiskanldggningar 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 frén infekterad kassodlad fisk. Det innebér ocksé en
hog risk for dterintroduktion av smittan nar ny fisk sétts in i anlaggningen, vilket skapar en ond
cirkel och permanentar smittan i vattenomradet.
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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, Umeilven
och Angermanilven inklusive Faxilven.

Syfte

Vi har tidigare bekréftat att BKD kan pavisas i vildfisk i vattenomraden med BKD-smittade
anldaggningar (SVA, 2016). Syftet med detta projekt var att gora en mer omfattande undersokning
av vildfisk i nagra vattensystem dar BKD konstaterats i odling 2013 — 2019 for att bedéma risken
for etablering i vildfiskpopulationer och spridning i vattensystemen till f6ljd av fordrojd sanering av
anlaggningar.

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 genomfors 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 till andra halvan av juni.

Provtagningspunkter

Provtagningarna fokuserades till de vattensystem dér smitta pavisats i flest anldggningar och risken
for permanent smitta bedémdes som hog, nimligen Ljungan, Umeilven och Angermanilven
inklusive Faxilven. Faxilven och Angermanilven riknades som separata vattensystem da
anlaggningar med pavisad BKD-smitta i de tva dlvarna finns uppstréms sammanflodet strax
uppstroms Sollefted. Lansstyrelsen i Jamtland (Faxilven och Ljungan) respektive Visterbotten
(Angermanilven och Umeilven) ombads utse tio provtagningspunkter per vattensystem, dir en
provtagningspunkt skulle raknas som helt opaverkad (ingen utplanteringsverksamhet, ingen
mojlighet for fisk att forflytta sig fran potentiellt smittade vattenomraden till provtagningspunkten.
Resterande nio provtagningspunkter fordelades uppstroms och nedstréoms anldggningar som
klassas som BKD-infekterade eller som har sanerats avseende BKD de senaste sju aren. Fordelning
av planerade provtagningspunkter i respektive vattensystem kan ses i Bild 1.

Fisk

Fran varje provtagningspunkt skulle 30 fiskar av arterna roding, oring, sik eller harr samlas in,
vilket innebar 300 fiskar per vattensystem och 1200 fiskar totalt. Av logistiska skil beslutades det
att max tva fisken per punkt skulle genomforas oavsett om man darigenom uppnadde 30 fiskar
eller inte. Vattentemperaturen mattes pa en meters djup i samband med fisket, och de laxfiskarter
som finns i respektive vattenomrade (den vattenmassa dar fisken kan rora sig fritt, dvs det finns
inga vandringshinder) noterades.

Direkt efter fangst frystes fisken for att majliggora farre och storre inskick till SVA. Fryst fisk héller
dessutom béttre under transport eftersom forruttnelse undviks och avseende BKD-diagnostik finns
inga nackdelar med att fisken fryses innan analys.
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Vatten och sediment (eDNA)

eDNA har blivit ett populart sitt att pavisa narvaro av arter och smittdmnen i olika vattenomraden.
Samtidigt som fisket genomfordes samlades darfor 2 x 5 L vatten in fran provtagningspunkterna
for att utvardera om eDNA-metodik kan anviandas for att pavisa BKD-bakterier i vatten. Om enbart
ett fiske behovde genomforas skulle bada dunkarna fyllas samtidigt, och om tva fisken behovde
genomforas skulle en vattendunk fyllas vid forsta fisket och en dunk vid andra.

Bottensediment samlades in i tvd omgangar under en kassodling som haft BKD-infekterad
regnbage i anlaggningen fram till ndgon vecka innan forsta provinsamlingen. Den forsta
provtagningen gjordes pa fem punkter i anlaggningen samt en bit uppstroms (referenspunkt).
Uppfoljande provtagning gjordes i en punkt i anlaggningen samt referenspunkten.
Provtagningarna gjordes for att se om eDNA fran BKD-bakterier kan pavisas i sedimentet under en
infekterad odling.

Liksom fisken frystes vattendunkar och sedimentprover direkt efter provtagning for att mojliggora
senare transport och analys.
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Bild 1. Provtagningspunkter (fisk och vatten for eDNA-analys) avseende BKD i vildfisk 2020
(gult/1-10 = Umeilven, blatt/11-20 = Angermanilven, lila/21-30 = Faxilven och orange/31-
40=Ljungan). Punkten med lagst nummer per vattensystem representerar den opéverkade
lokalen. Provtagningspunkterna finns listade med namn i Tabell 1, Appendix och Tabell 2,
Appendix. Kartunderlag fran Google maps.

6(22)



SVA

Provuttag

Fisk
Fran Jamtland skickades fisk till SVA for provuttag. Fisken i Vésterbotten provtogs av SVA-
personal pd SLU i Umeé och uttagna prover skickades ner till SVA f6r analys.

Cirka 1 g njurvidvnad togs fran varje fisk, i forsta hand vavnad som uppvisade sjukliga
forandringar. Darefter togs ett svabbprov genom att en steril bomullstops drogs genom hela
den resterande delen av njuren.

Art och eventuella sjukliga forandringar i fisken noterades i en journal. Langd noterades som
min-max eller ett snittvirde pa alla fiskar av samma art fran provtagningspunkten. Data
avseende vattensystem, provtagningspunkt, fiskedatum samt vattentemperatur férdes ocksa
in i journalen.

Vatten och sediment (eDNA)

Vatten filtrerades med hjélp av en peristaltisk pump, dar vattnet passerar ett filter som
fangar upp partiklar inklusive eDNA. Miangd filtrerat vatten och filtreringstid noterades i en
logg. Filtren frystes darefter i vintan pa analys. Lansstyrelsen i Jimtland filtrerade sitt vatten
sjalva, medan insamlat vatten fran Visterbotten filtrerades pa SLU i Umead eller pa SVA.

Eftersom méangden sediment/prov var relativt stor (ca 1 kg) och enbart en liten miangd kan
analyseras togs ett antal delprover ut for att 6ka analyskénsligheten.

Laboratorieanalyser

Fisk

SVA:s rutindiagnostik avseende BKD inkluderar tv analysmetoder. Primart utfors en
polyklonal BKD-ELISA (Jansson et al., 1996) pa njurviavnad. Metoden gar ut pa att pavisa ett
renibakterie-specifikt protein, som binder till antikroppar i analysmediet. Analysresultaten
(absorbansvarden) avldses pa en kontinuerlig skala med tre decimaler, dar ett absolut viarde
(0.100) anvinds som nedre grans for vad som anses positivt.

Fran fiskar som blir positiva i ELISA analyseras en njursvabb for pavisande av renibakterie-
DNA med hjilp av realtids-PCR (Jansson et al., 2008). Om aven PCR-resultatet dr positivt
anses provet vara positivt for BKD. Vid negativt PCR-resultat utférs en ny ELISA med en
annan antikropp for att verifiera att BKD-protein pavisats. Om @ven den sekundiara ELISA:n
ger utslag for BKD blir provets slutliga status “misstankt positiv”, annars anses provet som
negativt.

Vatten och sediment (eDNA)

Miljoproverna analyserades med realtids-PCR (Jansson et al., 2008). Har anvandes
dessutom en kontroll for att sékerstélla att eDNA isolerats fran filter och sediment. Detta
gjordes med en realtids-PCR for 6ring-DNA (Gustavson et al., 2015). Oring-PCR:en sattes
upp och utvarderades innan provtagningarna. Det visade sig att PCR:en i viss grad dven
detekterar lax och roding. Diremot detekterar den inte regnbage, sik, eller harr. Aven gidda
och abborre testades i egenskap av ”icke laxfiskar” med negativt resultat. Eftersom
sedimentproverna harroérde fran en regnbagsodling skickades ett urval av delprover till
Naturhistoriska riksmuseet, som har en realtids-PCR avseende regnbags-DNA (Thomsen et
al., 2012; Wilcox et al., 2015; Rusch et al., 2018).
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Databearbetning

Efter genomforda laboratorieanalyser extraherades all data avseende fisk och vattenprover
fran journalsystemet och 6verfordes till statistikprogrammet R for deskriptiv statistisk
bearbetning. Sedimentproverna har inte inkluderats i den statistiska bearbetningen.

RESULTAT

Provinsamling

Fisken genomfordes 9/6 - 12/8 i Visterbotten och 16/5 — 12/8 i Jamtland. I Visterbotten
fiskades alla forutbestimda provtagningspunkter, men i en provtagningspunkt resulterade
fisket enbart i fangst av giddda, abborre och lake (Gardsjon, Umeélvens vattensystem). I
Jamtland fiskades 19 av 20 forutbestimda provtagningspunkter, da temperaturen i en sjo
(Vangelsjon, Faxilvens vattensystem) hann bli stadigt 6ver 15°C och inte sjonk under
gransen igen innan tidsperioden for provinsamling var slut. I nagra andra punkter
genomfordas fiske trots att temperaturen passerat 15°C. Uppmatta vattentemperaturer vid
provinsamling varierade mellan 6 och 18.5°C. Alla fisken resulterade inte i 30 fiskar, utan
resultatet varierade mellan 9 — 32 fiskar. Data avseende provtagningspunkterna finns i
Tabell 1, Appendix (Visterbotten) och Tabell 2, Appendix (Jamtland).

Vatten samlades in frén alla provtagningspunkter, men i nigra provtagningspunkter togs av
misstag enbart 5 L (en dunk) vatten och i en provtagningspunkt togs 20 L (fyra dunkar)
vatten.

Den 8/7 togs sex sedimentprover a ca 1 kg under en fiskodling. Bottentemperaturen var
6.5°C. Tre prover togs i odlingsliage dar infekterad regnbage vistats till ca en vecka innan
provtagning, tva prover togs i odlingslage dar det gatt ndgra manader sedan infekterad
fisk vistats samt ett prov togs i en referenspunkt strax uppstréms anldaggningen. Den 2/10
togs uppfoljande sedimentprover 4 ca 1 kg i en av de tidigare provtagningspunkterna i
odlingslaget samt i referenspunkten. Ingen fisk hade vistats i odlingslaget mellan
provtagningarna. Uppgift om bottentemperatur vid den andra provtagningen saknas.

Provuttag

Fisk

Maximalt provtogs 30 fiskar per lokal. Vid 6verskott valdes i forsta hand mycket liten fisk
bort, i 6vrigt plockades fisk slumpmaissigt tills 30 individer provtagits. Totalt provtogs 1059
fiskar. Ingen fisk uppvisade négra uppenbara symptom pa BKD men flera olika forandringar
som kan upptriada vid infektionen noterades. Dessa var lindrig svullnad i bakre delen av
njuren, multipla sma vita prickar (misstdnkta granulom) i njuren samt granulom i andra
organ (lever, hjarta (Bild 2)). Antalet fiskar med potentiella BKD-symptom redovisas i
Tabell 3, Appendix (Vasterbotten) och Tabell 4, Appendix (Jamtland). Simbldsemask
(Bild 2) forekom frekvent i fisk fran nagra sjoar, t.ex Fagelsjon i Faxilvens vattensystem.
Cystformade fettklumpar runt magsicken forekom frekvent i sik frén alla vattensystem och
aven en del hos Ovriga arter. Nagra fiskar hade forkalkade urinledare (nefrokalcinos (Bild
2)), och en fisk hade en stor urinsten (urolithiasis) vilket ar icke-infektiosa tillstind. De
rodingar som inkom frdn Malgomaj var vildigt ljusa i firgen och smala medan réding frén
ovriga vattenomraden var valnarda och hade normal fargteckning (Bild 2). Inga
sjukdomstecken noterades pa rédingarna fran Malgomaj.
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Bild 2. Ovre raden frdn vinster till hoger: sik med multipla granulom i hjirtat, 6ring med
multipla granulom i njuren. Mellersta raden fran vdnster till hoger: sik med simblasemask,
roding med nefrokalcinos. Undre raden frdn vdnster till hoger: roding frain Malgomaj och réding
fran Overuman.

Vatten och sediment (eDNA)

Fran den provtagningspunkt dar fyra dunkar vatten samlats in filtrerades vatten fran tva
dunkar, i 6vrigt filtrerades vattnet fran alla dunkar fran alla provtagningsplatser. Beroende
pa mingden partiklar i vattnet varierade filtreringstiden (ca 20 - 120 min) och mangden
vatten som kunde filtreras (ca 3 - 5 L) innan filtret tappte igen.

De sex sedimentproverna fran forsta omgéngen luktade och ség ut som rester av foder och
avforing. I de tva uppfoljningsproverna fanns ingen lukt och texturen var som sandbotten.
Fran vardera av de atta sedimentproverna togs 8 delprover 4 0.25 g ut, vilket genererade
totalt 64 delprover.
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Analyser

Fisk

En fisk var for liten (8 g) for att fa tillrackligt med material for ELISA. En njursvabb fran
denna fisk har darfor analyserats med PCR utan foreliggande ELISA-resultat. Av resterande
1058 fiskar var 52 st (4.9%) positiva for BKD med ELISA. Fyra fiskar var precis positiva (0.1-
0.11) medan resterande 46 var tydligt positiva (>0.11) och atta till och med hade mycket héga
absorbansvirden (0.6-1.2). Utover de 52 fiskar som var ELISA-positiva hade 17 fiskar
forhojda viarden (0.06 — 0.099) i analysen (dvs. inte positiva men inte heller tydligt
negativa). Antal och andel ELISA-positiva fiskar per art och vattensystem finns i Tabell 3.
Geografisk fordelning av alla analysresultaten finns i Bild 3. Resultat specificerade per
provtagningspunkt och art finns i Tabell 4, Appendix (Visterbotten) och Tabell 5,
Appendix (Jamtland). Av de 52 ELISA-positiva fiskarna kom majoriteten (n = 50) fran
Ljungans vattensystem och bestod framforallt av sik (Tabell 3). Forekomsten av positiva
prover var hogst i de tva fiskeplatser som ligger narmast nedstroms fiskodlingen i
Bortnessjon (Tabell 5, Appendix). ELISA-positiva prover kom fran fisk som fangats i
temperaturintervallet 10.4—15.0°C (Figur 1). Enbart en av de 52 ELISA-positiva fiskarna var
positiv i PCR. Uppfoljande ELISA konfirmerade resultaten fran den primira ELISA:n. Detta
innebar att inga ospecifika reaktioner har skett och av 52 ELISA-positiva prover riknas 51
prover som misstankt positiva och 1 prov ar verifierat positivt genom PCR.

Tabell 3. Provtagning avseende BKD i vildfisk 2020. Jimforelse mellan antalet analyserade
fiskar och positiva ELISA-analyser uppdelat pé art och vattensystem.

Réding Oring Harr Sik Totalt

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

Umeilven 20 0 (0.0%) 71 0(0.0%) 3 0 (0.0%) 163 0 (0.0%) 257 0 (0.0%)
Angermanilven 79 1(1.3%) 70 0(0.0%) 10 0(0.0%) 93 0(0.0%) 252 1(0.4%)
Faxdlven 26 0(0.0%) 69 1(1.4%) 51 0(0.0%) 109 0(0.0%) 255 1(0.4%)
Ljungan 19 0(0.0%) 26 1(3.8%) 13 6 (46.2%) 236 43 (18.2%) 294 50 (17.0%)
Totalt 144 1(0.7%) 236 2(0.8%) 77 6 (7.8%) 601 43 (7.2%) 1058 52 (4.9%)
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Bild 3. Provtagningspunkter med analysresultat avseende BKD i fisk respektive vatten (eDNA). Rund
punkt = all fisk negativ i ELISA, stjirna = >1 fisk positiv i ELISA, triangel = >1 fisk positivi ELISA och PCR,
inramad cirkel = PCR-positivt vattenprov. 1-10 = Umeilven, 11-20 = Angermanilven, 21-30 = Faxiilven och
31-40 = Ljungan. Specifik analysinformation per provtagningspunkt finns i Tabell 4, Appendix och
Tabell 5, Appendix. Kartunderlag fran Google maps.
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Figur 1. Fordelning av vattentemperatur i de olika provtagningspunkterna samt ELISA-resultat

(alla fiskar negativa eller

minst en fisk positiv). Det vattensystem varje provtagningspunkt tillhor

ar indikerat med (U): Umeilven, (A): Angermanilven, (F): Faxilven eller (L): Ljungan.

Vatten och sediment (eDNA)

I vattenprover fran 2 av 38 provtagningspunkter (Dragan, Faxilven respektive Slussfors,
Umeilven) pavisades renibakterie-DNA, medan 6ring-DNA péavisades fran 34 av 38
provtagningspunkter. Oring skulle enligt uppgift finnas i alla provtagningsomraden. Data
avseende eDNA-analysen samt huruvida 6ring och/eller roding fanns i den fingst som
birgades i samband med att vattenproverna togs finns i Tabell 6, Appendix. De tva
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provtagningspunkter (nr 4 och nr 30) som inga analyser genomforts for har uteslutits ur
tabellen av utrymmesskal.

Fran sedimentproverna pavisades renibakterie-DNA i fyra av sex prover fran
provtagningsomgéngen i juli (Tabell 7). Tva av tre prover (O1-O3) som tagits i odlingslage
som nyligen innehallit BKD-infekterad fisk var positiva, dar alla delprover var positiva i en
provtagningspunkt (O3). Bada prover (04, O5) som tagits i odlingsldge dar BKD-infekterad
fisk forvarats for flera ménader sedan var positiva i vardera ett delprov medan referensprovet
(06) var negativt i alla delprover. Alla delproverna fran provtagningsomgangen i oktober var
negativa avseende renibakterie-DNA. Oring-DNA pavisades i tvi av 64 delprover. Av de 48
delproverna fran forsta provtagningen skickades 12 st till Naturhistoriska riksmuseet.
Regnbage-DNA pavisades i alla 10 prover fran odlingsliget, varav fem dven var positiva for
renibakterie-DNA medan de tva proverna fran kontrollpunkten var negativa bade for
renibakterie-DNA och for regnbige-DNA.

Tabell 7.Provresultat avseende eDNA i sedimentprover. Siffrorna anger antalet delprover per
provtagningspunkt dar eDNA pévisades respektive inte pavisades.

Provtagningsomgang Juli Oktober
Provtagningspunkt O1 02 o3 04 OS5 06 o3 06

Parameter (eDNA)

Pavisat 2 0 8 1 1 0 0 0
Renibakterie-DNA .

Ej pavisat 6 8 0 7 7 8 8 8

Pavisat 0 0 1 0 0 0 0
Oring-DNA L

Ej pavisat 7 8 8 7 8 8 8 8

Pavisat 2 2 2 2 2 0 - -
Regnbage-DNA ..

Ej pavisat 0 0 0 0 0 2 - -

DISKUSSION

Studien visar att BKD kan fa en omfattande spridning i vildfisk i vattenomraden dar kass-
odling ar eller har varit infekterad med sjukdomen. Resultaten ir dock férvinande ur flera
aspekter, vilka diskuteras nedan. Det planerade antalet fiskar kunde inte provtas. Vi saknar
helt data fran tva provtagningspunkter och frin tre provtagningspunkter hade det varit
onskvirt med mer fisk men totalt sett ar &nda provstorleken fullgod. Med den hér
provtagningen har vi fatt en 6gonblicksbild av infektionens utbredning, men hur férandras
bilden 6ver tiden? Eftersom vattensystemen mojliggor forflyttning av infekterade fiskar och
smittamnen ar det rimligt att det finns en dynamik i spridningen av BKD.

Manga fiskar var positiva i ELISA men endast en var positivi PCR

Pavisande av BKD i en fiskodling leder till sparr och sanering av infekterad anlaggning.
Anvindandet av tvd kompletterande analysmetoder blir darfor viktig for att sakerstélla att
aktiv smitta finns i anldggningen innan sparr upprattas. Det kan finnas flera anledningar till
att resultaten med de tva analysmetoderna inte stimmer Gverens.
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En sekundar ELISA visade att proverna i denna studie var sant positiva for renibakterie-
protein, varfor vi kinner oss trygga med att sdga att BKD-infektion finns i vildfiskpopula-
tionen dven om vi inte kunnat verifiera aktiv infektion utom hos en fisk.

Proteinet som detekteras med ELISA ar vattenlosligt och kan sprida sig i hela njuren, dvs inte
enbart dar sjdlva infektionshirden finns, medan pavisande av DNA (PCR) kraver att man far
med bakterier i provet. Om svabben inte dragits genom hela njuren utan bara tagits i en
punkt kan det alltsa ge ett falskt negativt resultat. SVA svabbar alltid 1angs hela njuren, men i
ca 20% av fiskarna fanns i princip ingen njure kvar efter att material for ELISA-analys tagits
ut, varfor det kan ha varit svart att fa med bakterier pa svabben. Detta kan dock inte forklara
att 51 av 52 prover blev negativa i PCR.

Prover som ligger pa gransen for vad som anses ELISA-positivt (0.1) ar ofta negativa i PCR.
Detta beror sannolikt pa en relativt inaktiv infektion (indikerat av en lg proteinproduktion).
Fa bakterier gor det svarare att fanga upp dem med svabben eller bakterierna dr déda medan
proteiner finns kvar under en tid. I denna studie var det enda PCR-positiva provet precis
ELISA-positivt, och totalt var endast 8 prover svagt positiva, varfor inte heller detta kan
forklara resultaten.

En mojlighet ar att sik och harr ar relativt infektionskénsliga men inte utvecklar sjukdom, att
infektionen lakt av under vinterhalvaret men att bakterie-protein fortfarande kvarstar i
njuren.

Vattentemperaturens inverkan pa analysresultaten

Alla fiskar som var ELISA-positiva var provtagna inom det optimala temperaturintervallet 77 -
15°C (se Figur 1). Detta borde garantera aktiva bakterier (forokning) och 6ka chansen for att
pavisa infektion dven med PCR. I en provtagningspunkt skedde fiske vid 6°C, dvs. precis
under renibakteriens optimala temperaturintervall. Detta skulle potentiellt kunna leda till att
en infekterad fisk blir negativ i ELISA - om infektionen varit laggradig redan innan den kalla
perioden och bakterierna inte hunnit komma igang finns inte tillrackligt med protein for att
ge positivt utslag i ELISA:n. Négra dagar till en vecka 6ver optimalt temperaturintervall kan
gora att bakterierna hinner inaktiveras, men dtminstone ELISA borde i dessa fall fortfarande
bli positiv om infektion forelag vid fangst.

Sik och harr var i hogre grad ELISA-positiva dn réding och 6ring

Ro6ding och Atlantlax &r de arter som forekommer naturligt i Sverige som anses mest kénsliga
for BKD, medan oringen anses intermediart kinslig och det finns begriansad kunskap om
infektionen hos harr och sik. Endast 3 av 52 ELISA-positiva fiskar var roding eller 6ring,
vilket skulle kunna tolkas som att sik och harr 4r mycket mer mottagliga dn roding och oring.
De flesta fiskarna med BKD-liknande symptom kom fréan Bortnessjon och Lill-Bortnen, vilket
ocksa var de provtagningspunkter dar flest ELISA-positiva fiskar fingades. Symptomen var
dock inte grava (exempelvis sags inga tydligt svullna njurar) och granulom kan orsakas av
annat an BKD, nigot som kan indikera att sik och harr i likhet med regnbége ar infektions-
kinsliga men relativt resistenta mot att utveckla sjukdom. En ytterligare faktor som skulle
kunna tala for detta ar avsaknaden av PCR-positiva resultat (se foregdende diskussions-
punkt) vilket kan indikera en infektion under avlikning. Hog infektionskénslighet med
samtidig sjukdomsresistens skulle kunna bidra till smittspridning och permanentande av
smitta i vattendragen. Om réding och sik i hégre grad utvecklar sjukdom och dor skulle det
kunna vara en rimlig forklaring till att man inte hittar infekterad réding och 6ring i
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provtagningspunkter dar man férvantar sig att kunna hitta smitta. Om populationerna var sa
kraftigt paverkade borde det dock finnas larmrapporter om sjuk fisk och minskade bestand.

Nastan alla ELISA-positiva hittades i Ljungan

Det var en viss skillnad i artférdelning mellan vattensystemen, dar Ljungan hade storst andel
sik (80% jamfort med 37 — 63% i 6vriga vattensystem). Detta kinns dock inte som en rimlig
forklaring, eftersom sik utgjorde minst hilften av fangsten i alla vattenomraden dar arten
finns. Trots att provtagning skett nara infekterade eller relativt nyligen infekterade
anlaggningar i alla fyra vattensystem var det enbart i Ljungan fiskar fran dessa
provtagningspunkter var ELISA-positiva. Fisk i odling gar titt, vilket gor att ett hogt
smittryck kan byggas upp inom respektive infekterad kasse. Dessutom kommer smittrycket
att overforas till omgivande vatten vilket kan sprida infektionen vidare till vildfisk som
uppehéller sig runt kassarna. Beroende pa hur smittrycket spads ut i vattenvolymen och hur
vattenutbytet sker med andra delar av vattensystemet, liksom bendgenheten hos vildfisk att
forflytta sig i vattensystemet kommer utbredningen av infektionen att paverkas. Bortnessjon
och nedstroms provtagna ELISA-positiva punkter (Lill-Bortnen, Fotingen, Linnsassjon och
Skélsjon) ar volymmassigt mycket mindre dn Storuman, Malgomaj och Stroms Vattudal.
Detta innebdr, obeaktat huruvida det finns tétare fiskbestand i nagon av sj0arna, att samma
méangd utsondrade renibakterier fran ett BKD-infekterat odlingsldge ger en hogre indirekt
smittoverforing i Ljungan. I Bortnessjon ar fisken provtagen i mycket nira anslutning till
tidigare infekterad anldggning, vilket kan indikera att den direkta smittéverforingen varit
ho6g. Det ar mojligt att 4ven provtagning narmare 6vriga odlingslagen skulle generera BKD-
positiva prover.

Enstaka ELISA-positiva fiskar hittades i uppstroms provtagningspunkter

Nir det giller fisken fran Ovre Kultsjon finns vattenvig ner till Malgomayj. I Kultsjoan finns
dock Dimforsen, som bedoms vara ett vandringshinder for migration uppstroms fran
Malgomaj. Uppstroms Dimforsen finns sjoarna Vuolelite, Gaskalite och Bijelite. Har har fisk
planterats ut, och Lansstyrelsen bedomer att forsarna mellan Bijelite och Kultsjon eventuellt
kan tillata migration. Om BKD-infekterad fisk av misstag (okdnd smittstatus) planterats ut i
sjoarna skulle darfor smitta potentiellt kunna ha flyttats uppstroms till Kultsjon. Odlings-
anlaggning har tidigare funnits i Kultsjon, men denna lades ner 2004 efter flera ars trada och
SVA hittar inga uppgifter om att vi pdvisat BKD i den odlingen. Smittvagen gar dock inte att
utesluta helt.

Stor-Sjouten valdes som referenslokal f6r Faxilven da sjon inte har 6ppen vandringsvag till
det systemet och det inte har skett utsiattning av fisk. Trots detta hittades en ELISA-positiv
fisk i sjon. Vattenskotrar och batar flyttas mellan Stroms Vattudal och Stor-Sjouten, vilket
skulle kunna tdnkas vara en smittvig om dessa legat i vattnet nara smittat odlingslage.
Denna smittvag misstanks vara orsak till introduktion av BKD i Kvarnbergsvattnet, som
provtogs av SVA 2015 inom ett annat projekt (SVA, 2016).

eDNA-metodiken behover utvecklas om den ska kunna utvarderas fullt ut

Béde vatten- och sedimentprovtagning gjordes for att utvardera metodiken. Endast tva
vattenprover var positiva for renibakterie-DNA och det fanns ingen korrelation punkter dar
manga fiskprover var ELISA-positiva. Bada provtagningspunkterna 1ag strax nedstroms
odlingsldgen, och mojligen skulle resultaten kunna spegla pagaende BKD-infektion i dessa.
Den 6ring-PCR som anviandes kunde inte pavisa eDNA i alla delprover trots att 6ring finns i
alla provtagna vattenomréaden. Resultatet var inte heller direkt korrelerat till huruvida 6ring

15(22)



SVA

(eller r6ding, som PCR:en ocksa detekterar DNA fran) fanns med i fingsten i samband med
att vattenprovet togs. Utspddningseffekter vara en orsak till negativa resultat, dvs stora
vattenvolymer som konstant dr i rorelse gor att bakterier och fisk-DNA sprids ut.
Bestandstiathet och méngden infekterad fisk paverkar méngden utsondrat DNA/bakterier
och det faktum att fisk kan uppehaélla sig varsomhelst i vattenpelaren paverkar forekomsten
av fisk-DNA och eventuella utsondrade bakterier i olika skikt. Dessutom har fritt DNA och
bakterier en bendgenhet att adherera till partiklar och sedimentera. Detta kan innebira att
ytvatten ar undermaéligt som provmaterial och vill man anvidnda vatten bor andra
provtagningsstrategier utarbetas for att utvardera om smittan hittas lattare i andra delar av
vattenpelaren.

Bakterierna/delar av bakterier hamnar uppenbarligen i sedimentet, vilket innebar att
detta kan vara ett intressant provtagningsmaterial. Det 4r dock uppenbart att ett antal
delprover behovs for att finga upp bakterier i ett sedimentprov och metodiken behover
optimeras. Det ir ocksa oklart hur tillforlitlig metodiken skulle vara for bottensediment
som inte ar i direkt anslutning till ett odlingsldge. Det ar okant hur lange renibakterier
overlever i sediment och en PCR kan inte avgora om pavisat DNA kommer fran levande
eller doda bakterier. Darmed kan inte eDNA anvandas for att bedoma ett eventuellt
smittryck fran sedimentet. Att regnbdge-DNA kunnat pavisas visar att fisk-DNA, fritt
eller bundet till faeces/vavnad under nedbrytning ocksa kan detekteras i
sedimentproverna. Att alla fem BKD-positiva prover som testades for regnbage var
positiva dven for regnbage-DNA innebar att renibakterie-DNA:t kan komma fran
fiskvavnad under nedbrytning istillet for fran levande bakterier. Det finns ett stort varde
i att kunna visa om positiva resultat for forekomst av renibakterie-DNA kan konfirmeras
med odling for att visa om det finns levande och infektiosa bakterier, och i sa fall hur
lange bakterierna forblir levande, i denna typ av provmaterial. SVA har metodik for
odling av renibakterier men har inte gatt vidare med sadan undersokning i detta fall, da
proverna varit frusna vilket forsvarar isolering av levande bakterier. Dessutom torde inte
renibakterier vara de enda bakterier som hamnar i sedimentet, vilket skapar en
blandflora. Renibakterier ar langsamviaxande, det kan kravas odling i 6 - 12 veckor innan
man ser resultat. Detta vilket innebar en hog risk for att mer snabbvixande bakterier
fran en blandflora tar 6ver och férhindrar upptickt av renibakterier. En metod for
rening av sedimentet for att separera ut eventuella renibakterier behover darfor
utvecklas om odling ska utforas.

SLUTSATS

SVA:s rutindiagnostik fungerar bra som metodik for pavisande av BKD i vildfisk, medan
eDNA-metodiken kraver utveckling. Infektionen sprider sig till vilda fiskbestdnd och fordréjd
sanering av infekterade anldggningar innebar darmed en hog risk for smittoverforing till vild
fisk. Ytterligare faktorer paverkar smittspridningen inom vattensystemen och upprepade
provtagningar behovs for att f6lja infektionsdynamiken.
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APPENDIX

Tabell 1. Data avseende provinsamling i Vasterbottens lan.

Vatten- Provtagningspunkt Laxfisk i Antal Datum fér  Vattentemp
system vattenomradet fiskar! fiske °C
Umeadlven

1 Abelvattnet oring 30 21/7 9.8

2 Overuman réding, oring 30 30/6, 1/7 6.0, 6.0

3 Nedre Boksjon roding, 6ring 30 2/7 11.9

4 Gardsjon roding, oring Ingen laxfisk i naten

5 Slussfors roding, 6ring, harr, sik 30 26/6 11.7

6 Storholmen roding, 6ring, harr, sik 30 25/6 13.0

7 Luspsjon roding, 6ring, harr, sik 30 23/6 135

8 Stensele oring, harr, sik 30 17/6, 18/6 14.2,14.3

9 Betsele oring, harr, sik 30 15/6, 15/6 14.0, 15.0

10 Overbo oring, harr, sik 17 17/6,17/6 16.5, 18.5
Angermanilven

11 Ransarn roding, oring 9 12/8 15.0

12 Gikasjon réding, oring 24 7/7,8/7 11.5,11.6

13 Ovre Kultsjon roding, éring 30 9/7 10.4

14 Nedre Kultsjon roding, 6ring 29 10/7 10.4

15 Vuollelite, Kultsjoan roding, oring 25 26/6 15.3

16 Malgomaj, Gaddbacken  réding, 6ring,harr, sik 30 17/6 11.6

17 Malgomaj, Strémndas réding, 6ring, harr, sik 30 11/6 9.6

18 Malgomaj, Rénnas roding, oring, harr, sik 30 17/6 12.2

19 Fatsjon, Eriksberg roding, oring, harr 17 23/6 17.5

20 Volgsjon roding, oring, harr, sik 29 9/6 9.1

1 Antalet provtagna fiskar
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Tabell 2. Data avseende provinsamling i Jimtlands lan

Vatten- Provtagningspunkt Laxfisk i Antal Datum fér  Vattentemp
system vattenomradet fiskar! fiske °C
Faxdlven

21 Stor-Sjouten roding, oring 30 12/8 15.0

22 Leipikkvattnet roding, oring 30 8/7,9/7 7.2,7.8

23 Jormsjon roding, 6ring 30 12/7 12.0

24 Hetogeln roding, oring, harr, sik 30 22/6, 24/6 11.5,11.8

25 Fagelsjon roding, oring, harr, sik 26 21/6 13.7

26 Stroms Vattudal, Dragan roding, oring, harr, sik 24 11/7,12/7 10.2,10.3

27 Stroms Vattudal, Bondset  6ring, harr, sik 30 30/6 17.9

28 Stréms Vattudal, On éring, harr, sik 25 maj-juli 14.0

29 Fangsjon roding, oring, harr, sik 30 31/7,9/8 17.8,18.0

30 Vangelsjon oring, harr, sik ej fiskat pa grund av fel temperatur
Ljungan

31 Buhosten roding, oring 30 2/7 13.3

32 Storsjon roding, oring, harr, sik 26 3/8 14.3

33 Ytter-Grucken oring, harr, sik 30 26/7 13.2

34 Flasjon oring, harr, sik 28 1/8 14.4

35 Bortnessjon, uppstroms oring, harr, sik 30 14/7 13.2

odling
36 Bortnessjon, nedstréms oring, harr, sik 30 14/7 12.7
odling

37 Lill-Bortnen roding, oring, harr, sik 30 7/7 11.3

38 Fotingen oring, harr, sik 30 17/7,20/7 14.1,14.3

39 Lanndssjon oring, harr, sik 30 18/6 14.5

40 Skalsjén oring, harr, sik 30 15/6 15.0

1 Antalet provtagna fiskar
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Tabell 4. Data avseende artfordelning, symptom och analysresultat for fisk i Visterbottens ldn

Vattensystem Antal fiskar Symptom ELISA PCR
Provtagningspunkt positiv (férhéjd) positiv
Umealven
1 Abelvattnet Oring 30 2 0 -
2 Overuman Réding 10 0 0 -
Oring 20 0 0 -
3 Nedre Boksjon Roéding 10 O 0 -
Oring 20 0 0 -
4 Gardsjon -
5 Slussfors Harr 1 0 0 -
Sik 29 1 0(1) -
6 Storholmen Harr 1 0 0 -
Sik 29 0 0 -
7 Luspsjon Harr 1 0 0 -
Sik 29 0 0 -
8 Stensele Sik 30 2 0 -
9 Betsele Oring 1 0 0 -
Sik 29 2 0 -
10 Overbo Sik 17 0 0 -

Angermanilven

11 Ransarn Roding 2 0 0 -
Oring 7 0 0 -
12 Gikasjén Réding 13 0 0 -
Oring 1 0 0 -
13 Ovre Kultsjén Réding 25 O 1 0
Oring 5 0 0 -
14 Nedre Kultsjon Réding 22 2 0! 0t
Oring 7 1 0(1) -
15 Vuollelite, Kultsjoan Oring 25 0 0 -
16 Malgomaj, Gdddbdcken  Roding 4 0 0 -
Oring 4 0 0 -
Harr 8 0 0 -
Sik 14 0 0 -
17 Malgomaj, Stromnas Roéding 6 0 0 -
Oring 1 0 0 -
Harr 1 0 0 -
Sik 22 1 0 -
18 Malgomaj, R6nnas Roding 1 0 0 -
Harr 1 0 0 -
Sik 28 0 0 -
19 Fatsjon, Eriksberg Roding 2 0 0 -
Oring 15 0 0 -
20 Volgsjon Sik 29 0 0 -

len fisk for liten for ELISA-analys, analyserad med PCR istillet
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Tabell 5. Data avseende artférdelning, symptom och analysresultat for fisk i Jamtlands 1an

Vattensystem Antal fiskar BKD- ELISA PCR
Provtagningspunkt symptom  positiv (férhéjd*) positiv
Faxalven
21 Stor-Sjouten Oring 30 0 1 0
22 Leipikkvattnet Roding 19 0 0 -
Oring 11 0 0 -
23 Jormsjon Roding 7 0 0 -
Oring 23 0 0 -
24 Hetogeln Harr 15 0 0 -
Sik 15 0 0 -
25 Fagelsjon Harr 9 3 0 -
Sik 17 0 0 -
26 Stroms Vattudal, Dragan Harr 1 1 0 -
Sik 23 1 0 -
27 Stroms Vattudal, Bonaset Harr 4 0 0 -
Sik 26 1 0 -
28 Stréms Vattudal, On Oring 1 0 0 -
Harr 11 0 0 -
Sik 13 0 0 -
29 Féngsjon Oring 4 0 0 -
Harr 11 0 0 -
Sik 15 0 0 -

30 Vangelsjon -

Ljungan
31 Buhdsten Roding 18 0 0 -
Oring 12 0 0 -
32 Storsjon Roding 1 0 0 -
Oring 3 0 0 -
Sik 2 0 0 -
33 Ytter-Grucken Oring 2 1 0 -
Harr 1 0 0 -
Sik 270 0 -
34 Fl3sjon Oring 3 0 0 -
Harr 3 0 0 -
Sik 24 0 0 -
35 Bortnessjon, uppstr odling Sik 30 0 2 (4) 0
36 Bortnessjon, nedstr odling Harr 4 1 3(1) 0
Sik 26 10 15(7) 0
37 Lill-Bértnen Oring 1 1 1 0
Harr 4 4 3 0
Sik 25 25 18 0
38 Fotingen Oring 2 0 0 -
Sik 28 0 2(2) 0
39 Lannassjon Oring 1 0 0 -
Harr 1 0 0 -
Sik 28 2 1 0
40 Skalsjon Oring 2 0 0 0
Sik 28 7 5(1) 1
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Tabell 6. Data avseende resultat av eDNA-analyser pa vattenprover.

Oring, roding i

Vattensystem Provtagningspunkt eDNA renibakterier1 eDNA i:iring1 féngstz
1 Abelvattnet Ej pavisat Pavisat ja
2 Overuman Ej pavisat Pavisat ja
3 Nedre Boksjon Ej pavisat Pavisat ja
5 Slussfors Pavisat/Ej pavisat Pavisat nej
Umeilven 6 Storholmen Ej pavisat Pavisat/Ej pavisat nej
7 Luspsjon Ej pavisat Pavisat nej
8 Stensele Ej pavisat Ej pavisat/Pavisat nej
9 Betsele Ej pavisat Ej pavisat/Pavisat ja /nej
10  Overbo Ej pavisat Pavisat nej
11  Ransarn Ej pavisat Pavisat ja
12 Gikasjon Ej pavisat Pavisat ja
13 Ovre Kultsjén Ej pavisat Pavisat ja
14  Nedre Kultsjon Ej pavisat Pavisat ja
Angerman- 15 Vuollelite, Kultsjéan Ej pévisat Pavisat ja
dlven 16  Malgomaj, Giddbacken Ej pavisat Pavisat ja
17  Malgomaj, Stromnas Ej pavisat Pavisat/Ej pavisat ja
18  Malgomaj, Ronnés Ej pavisat Ej pavisat ja
19  Fatsjon, Eriksberg Ej pavisat Pavisat ja
20 Volgsjon Ej pavisat Pavisat/Ej pavisat nej
21  Stor-Sjouten Ej pavisat Pavisat ja
22 Leipikkvattnet Ej pavisat Pavisat ja
23 Jormsjon Ej pavisat Pavisat ja
24 Hetogeln Ej pavisat Ej pavisat nej
Faxalven 25  Fagelsjon Ej pavisat Pavisat/Ej pavisat nej
26  Stroms Vattudal, Dragan Pavisat/Ej pavisat Pavisat/Ej pavisat nej
27  Stroms Vattudal, Bonaset Ej pavisat Pavisat/Ej pavisat nej
28  Stréms Vattudal, On Ej pavisat Pavisat/Ej pavisat ja
29  Fangsjon Ej pavisat Pavisat/Ej pavisat ja
31  Buhosten Ej pavisat Pavisat ja
32 Storsjon Ej pavisat Pavisat/Ej pavisat ja
33 Ytter-Grucken Ej pavisat Ej pavisat/Pavisat ja
34  Flasjon Ej pavisat Pavisat/Ej pavisat ja
35 Bortnessjon, ovan odling Ej pavisat Ej pavisat/Pavisat nej
Ljungan
36  Bortnessjon, nedan odling Ej pavisat Pavisat/Ej pavisat nej
37  Lill-Bértnen Ej pavisat Ej pavisat/Pavisat ja
38  Fotingen Ej pavisat Ej pavisat/Pavisat ja
39 Lannassjon Ej pavisat Ej pavisat ja
40  Skalsjon Ej pavisat Ej pavisat ja

Provtagningspunkter dir resultaten skiljer mellan de tvd 5 L-delproverna rapporteras som prov 1/prov 2.

2Provtagnings-punkter med tvi fisken dér 6ring och/eller roding funnits med i ena fingsten rapporteras som fiske

1/fiske 2
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