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FORORD

Regeringen gav i maj 2014 Statens veterinirmedicinska anstalt (SVA) i uppdrag
att i samridd med Havs- och vattenmyndigheten (HaV) och efter samrad med
Sveriges lantbruksuniversitet (SLU) och Statens jordbruksverk (SJV), kartligga
omfattningen av sirskadad fisk i Hanébukten. I uppdraget ingick att utreda
orsakerna till att skador uppkommer samt att redovisa en plan for vidare
uppf6ljning av sjukdomstillstandet hos vilda fiskpopulationer. SVA har i
samarbete med SLU tagit fram ett fotslag pa en sadan plan. Rapporten ir
dirfor indelad i tva delar.

Arbetet har genomforts av bitr. statsveterinir Matlene Areskog och t.f.
statsveterinir Charlotte Axén, med hjilp av bitr. statsveterinir Anna-Maria
Andersson och forskate Gunnar Andersson, SVA, forskare Vidar Oresland,
forskningsassistent Anna Lingman, forskare Jens Olsson, forskare Ann-Britt
Florin, samtliga SLU, doktor Thomas Lang, Thiinen-Institut fiir
Fischereitkologie, Cuxhaven, Tyskland, intendent Suzanne Faxneld,
Naturhistoriska riksmuseet, forskare Johanna Qvarnstrém, Totalférsvarets
forskningsinstitut, samt utredare Fredrik Ljunghager, HaV. Lokala yrkesfiskare
1 Hanébuktsomradet har bidragit med insamling av fisk.

Statens veterinarmedicinska anstalt februari 2016

Jens Mattssoti, Generaldirektor
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SAMMANFATTNING

DEL 1
Hanobuktsutredningen startade ar 2011 efter larmrapporter om minskade

fiskbestand, sirskadade fiskar och brunt, illaluktande vatten. Statens
veterindirmedicinska anstalt (SVA) fick ar 2014 i uppdrag att i samrad med
Havs- och vattenmyndigheten (HaV) utreda omfattningen av sarskadad fisk
och utreda méjliga bakomliggande orsaker till att siren uppkommer.
Insamlingen av data skedde genom fiskeloggar frin yrkesfiskare i Hanobukten,
provfisken vid Sveriges lantbruksuniversitet samt rapporter fran andra linders
provfisken i Hanébukten och sédra Ostersjon. 1 tilligg till detta skickade
yrkesfiskarna in sarskadad torsk och skrubba fér obduktion och analys av
sjukdomsframkallande organismer vid SVA. Vivnadsprover f6r analys av
milj6féroreningar skickades till Naturhistoriska riksmuseet.

Omfattningen av sarskador hos torsk och skrubba fran Hanobukten var 2,8 %
respektive 0,6 %, siffror som stimde vil 6verens med arets matningar frin
andra Ostersjolinder. En statistiskt sakerstilld skillnad 1 andelen sarskadade
torskar syntes mellan de kalla vintermanaderna, da éver 20 % var drabbade,
och 6vriga aret da prevalensen var lag. Torskarna som skickades in till SVA
hade relativt god konditionsfaktor (0,93) dven om de var sarskadade. Torskar
som tralats i Hanobukten av ett tyskt forskningsfartyg hade en ligre
konditionsfaktor (0,78 - 0,81), trots att provfisket innefattade bade sjuka och
friska torskar.

Obduktionerna visade inte pa nagon samstimmighet avseende
sjukdomsframkallande organismer men fiskarna kunde klassas in efter fyra olika
sartyper. Skrubborna uppvisade en typ av hudsar, framfér allt pa den
opigmenterade sidan, som tidigare associerats med bakterien atypisk Aeromonas
salmonicida. Bakterien trivs 1 sediment i brickt vatten och har visats kunna
infektera plattfiskar redan vid mycket lindrig hudirritation. I ett fall av 21
obducerade skrubbor kunde den sviarisolerade bakterien pavisas.

De obducerade torskarnas sar kunde delas in i tre typer: Bitskador, rimligtvis
fran sil, stod for 24 % av skadorna. En speciell typ av fokala, runda, och djupa
sar, ofta placerade pa samma plats pa torsken siags hos nira 17 %. Denna runda
sartyp bor orsakas av samma bakomliggande faktor, men inga
sjukdomsalstrande virus, parasiter, svampar eller bakterier kunde pavisas i
samband med saren. Den tredje typen av sir (60 %) innefattade en generell
inflammation med hudrodnader, fenrota och diffusa sar/skador. Inte heller har
kunde nagon samstimmighet i sjukdomsalstrande organismer pavisas mellan
fiskarna. Férdelningen av sartyper skiljde sig mellan olika lokaler i Hanobukten,
men resultatet kan inte sdkerstillas statistiskt da fiskarna selekterats av
fiskemetoden och yrkesfiskarnas urval. Aven avlikta sirskador observerades,
vilket visar att saren inte maste ha dodlig utgang.

Orsaken till skadorna dr sannolikt multifaktoriella. Bitskadorna har uppenbar
bakgrund, medan de andra kategorierna kriver kompletterande undersékningar



1 ndrmiljon for att utredas vidare. Sartyp tre och skrubbornas sar beror
sannolikt pa ett samspel, eller snarare en obalans, mellan levnadsmiljon, andra
organismer och fisken. En kontinuerlig, regelbunden och lingvarig
datainsamling av olika milj6faktorer och fran standardiserade provtagningar av
tisk behovs for att kunna hitta samband och orsaker till ohilsa hos akvatiska
organismer.

DEL 2
Statens veterinirmedicinska anstalt (SVA) dr den statliga myndighet som enligt

sitt regleringsbrev har ansvar for sjukdomsévervakningen av djur i Sverige,
saval tama som vilda. SVA har ocksi ett regeringsuppdrag
(Niringsdepartementets dnr N2016/00266/SUN) om att medverka i
genomforandet av EU:s strategi och handlingsplan fér Ostersjoéregionen (nedan
kallat Ostersjostrategin). Det dr dirfor naturligt att SVA har ansvaret for det i
denna rapport foreslagna Svenska Programmet f6r Akvatiska Patogener
(Swedish Programme for Aquatic Pathogens), SPAP. SVA har redan ett
motsvarande 6vervakningsprogram for landlevande vilda djur, inklusive faglar,
och om detta forslag accepteras kommer Sverige att fa en heltickande
sjukdomsovervakning for akvatiska savil som f6r landlevande djur.

For att mojliggdra rutinmissig provtagning och overvakning kriavs samverkan
med SLU, som idr den enda organisation som regelbundet och langsiktigt
inventerar olika bestand i marin- och kustmiljo.

The International Council for the Exploration of the Sea (ICES) ir en global
organisation som verkar fér hallbart nyttjande av haven. Over 350 marina
institut 1 20 medlemsldnder deltar i arbetet. Arbetsgruppen for patologi och
sjukdomar pa marina organismer (ICES WGPDMO) har under lang tid
rekommenderat att nationella sjukdomsprogram etableras. I arbetsgruppen
rapporteras arligen sjukdomar och sjukdomstrender fran flera nationer. Da
Sverige inte har nagot eget program kan dessa internationella rapporter inte
foljas upp 1 syfte att undersoka skadeverkningar i svenska vatten. Sverige kan
inte heller bidra till det n6dvindiga internationella arbetet i syfte att undersoka
forekomst och utbredning av sjukdomar, som ju inte kinner nagra landgrinser.

Hir foreslas darfor att SPAP beviljas finansiering med ca 10,9 miljoner kronor
for en forsta 3-drsperiod da programmet skall startas och utvecklas till
internationell standard. Under tiden bér programmet utvirderas av
internationell expertis och deras rekommendationer beaktas nir en ny 3-arsplan
formuleras och ny finansiering soks.
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Del 1: Kartlaggning av omfattningen av sarskadad fisk i
Hanodbukten

INLEDNING

UPPDRAGET

En utredning om tillstaindet i Hanobukten startade 2011, ledd av en
projektgrupp dar linsstyrelsen i Skane och Blekinge tillsammans med
kommuner, Region Skane, Sportfiskarna och lokala fiskare ingick. Detta efter
signaler om att bestandet av den kustnira fisken kraftigt minskat, en 6kad
frekvens av sarskador pa fisk och déda faglar, samt férekomst av brunt,
illaluktande vatten i Hanébukten. I december 2012 beslutade Regeringen att
uppdra at Havs- och vattenmyndigheten (HaV) att vidare utreda bakgrunden
och orsakerna till problematiken i Hanobukten. Uppdraget (dnr M2012/3402s)
16d: ”Havs- och vattenmyndigheten ska efter samrad med berérda
myndigheter, institut och organisationer analysera vilka mojliga orsaker som
kan ligga bakom de miljéproblem som redovisas i skrivelse frain Linsstyrelsen i
Skane lin och Region Skane” (Underrittelse angdende allvarliga problem i
Hanobuktens ekosystem, Regeringskansliet dnr 2012/1741/Nm). Myndigheten
redovisade den 31 oktober 2013 analysen till Regeringskansliet (dnr
M2013/2680/Nm) tillsammans med en plan for hur myndigheten avsag att
arbeta vidare med fragan inom relevanta atgardsprogram.

Utredningen visade att det ar svart att faststilla orsakerna och
orsakssambanden kring de upplevda miljéproblemen i Hanébukten. Man
fastslog ocksa att det saknades en strukturerad provtagning av fisksjukdomar
och sarskador hos vilda fiskpopulationer. Yrkesfisket har idag ingen skyldighet
att rapportera sjukdomstecken och sarskador pa fiskar och det finns inte
program for att ta emot misstinkta sjukdomsfall av fisk pa motsvarande sitt
som det gor for landlevande djur. HaV menade i sin rapport att nédvindig
information om sjukdomar, parasitangrepp och sarskador beh6éver omfatta
béade kvalitativa och kvantitativa parametrar. Den kvalitativa informationen bor
bestd av beskrivningar av symptom och diagnoser. Den kvantitativa
informationen bor bestd 1 rapportering av omfattning och geografisk
utbredning av sjuka fiskar. Myndigheten féreslog att det systematiska provfisket
som idag finns for bestaindsuppskattning av fisk i Ostersjén och visterhavet
skulle kunna kompletteras med en sjukdomsdel. Hirigenom skulle da en
nationell havsprovtagning av fisksjukdomar méjliggéras. En sidan
vetenskapligt standardiserad provtagning kan sedan kompletteras med
mojlighet for allmdnheten att rapportera observationer av sjuk fisk liknande den
som finns for landlevande djur. Statens veterinirmedicinska anstalt (SVA) ar
den svenska myndighet som hanterar djurhilsa pa nationellt plan. SVA har det
operativa ansvaret f6r hanteringen av sjukdomar som upptrider pa vilda
landbaserade djur (viltsjukdomsévervakningsprogram, SVA /Naturvardsverket).
Mpyndigheten har ocksa ansvar f6r 6vervakning av fisksjukdomar hos odlad



fisk, fallbaserade utredningar av sjukdom hos vild fisk samt i samarbete med
Naturhistoriska riksmuseet undersokning av marina daggdjur.

HaV fé6reslog i sin rapport att SVA skulle ges uppdraget att 1 samrad med HaV
och Statens jordbruksverk (SJV) ge forslag pa ett provtagnings- och
analysprogram fér uppféljning av sjukdomstillstindet hos vilda
fiskpopulationer, inklusive ett provtagningsprogram for sarskadad fisk.
Regeringen beslutade i maj 2014 (dnr M2014/139/Nm) att i enlighet med
HaV:s forslag uppdra at SVA utreda omfattningen av samt orsakerna till att
skador pa fisk uppkommer, samt redovisa en plan f6r vidare uppféljning och
6vervakning av sjukdomstillstandet hos vild fisk. Uppdraget skulle redovisas till
Regeringskansliet 31 oktober 2015.

GENOMFORANDE

SVA har planerat och genomfért uppdraget i samrad och samarbete med HaV,
Sveriges lantbruksuniversitet (SLU), Linsstyrelsen Skane, Lansstyrelsen
Blekinge lin, Naturhistoriska riksmuseet (NRM), Totalférsvarets
forskningsinstitut (FOI), G6teborgs Universitet (GU) och Naturvardsverket
(NV). Efter forslag fran Lansstyrelsen Skdne, samarbetade SVA med fem lokala
fiskare 1 kustomradet som vid fangst av skadade och sjuka fiskar skulle skicka in
exemplaren f6r undersékning.

Uppdraget fortlopte under 2014 och 2015 med start av insamlingen i oktober
2014. Malsittningen var att respektive kontrakterad fiskare skulle skicka in fem
sarskadade/sjuka fiskar av arten totrsk (Gadus morhua) eller skrubbskidda
(Platichthys flesus) per manad, samt dven slumpvis utvalda till synes friska
kontrollfiskar av samma arter. Fiskarna obducerades forutsattningslost vid
ankomst till SVA och undersoktes avseende virus, bakteriella sjukdomar och
parasiter. Vivnadsprover togs ut for histologisk undersékning samt analyser av
milj6féroreningar. De senare skickades till Naturhistoriska riksmuseet samt
Totalférsvarets forskningsinstitut (FOI).

Det visade sig vara svirare dn vantat att fa tillgang till material. Skilen varierade
med sdsong. Under senhdsten 2014 var vidret ogynnsamt och hoststormar
bidrog till att yrkesfiskarna inte kunde ligga nit eller fiska pa annat sitt. Senare
under vintern/varen angavs en kraftigt minskad tillging pa fisk och didrmed
heller inga fynd av sjuka individer. Periodvis sags heller ingen sarig fisk bland
den friska. Skador pa batar och personskador var andra faktorer som
forsvarade insamlingen. Att hitta fler hjidlpsamma aktiva yrkesfiskare som
kunde/ville bidra till projektet visade sig problematiskt och innebar bland annat
lingdragna férseningar med foérfarande kring dispensansékan, som sedermera
avslogs, hos Linsstyrelsen i Blekinge lin. Under varmanaderna 2015 hade
darfér mindre dn hilften av det underlag som bedémdes rimligt for att gra en
rittvis analys av situationen inkommit.

Kustlaboratoriet vid SLU planerade att under hostmanaderna oktober och
november 2015 genomfdra proviiske i Hanébukten och gav klartecken f6r att
samnyttja det material som skulle samlas in. Detta var ett viktigt komplement



till det knappa underlaget och dirfor dskades om férlingning av
redovisningstiden till varen 2016.

BAKGRUND

SITUATIONEN | HANOBUKTEN
Yrkesfiskare och sportfiskare i Hanobuktsomradet rapporterade under 2010 och

2011 en fiskflykt fran kustnira vatten, 6kad frekvens av sarskador och dilig
fangst (Ldnsstyrelsen i Skane Lin, rapport 2012). Hanobukten har linge varit ett
omdebatterat omrade gillande havsmiljon med pappersmasseindustri, militart
skjutomrade och narhet till dumpningsplatser for kemiska stridsmedel, bl. a
senapsgas (Hanébuktsutredningen, rapport 2013). I Oresundsomradet
rapporterade man redan pa 1970-talet om sarskador och tumérliknande utvixter
pa fisk av den typen vi ser idag.

OM FISKSJUKDOMAR OCH FISKHALSA

Sedan mitten av 1970-talet har man 1 olika perioder undersékt férekomsten av
fisksjukdomar i nordliga vatten. I Danmark initierades detta bl.a. av iakttagelser
av sjukdomsférekomst i kustomraden med stora utslapp av spillvatten. Under
1982 inledde Naturvirdsverket ett forskningsprojekt i samarbete med
Fiskeristyrelsen som syftade till att registrera och kartligga férekomsten av olika
sjukdomar hos ekonomiskt betydelsefulla fiskarter i sédra Sveriges kustvatten.
Det var den forsta undersdkningen i sitt slag och pagick under sex ar. Tre av
dessa ar fokuserades undersékningarna till omraden med industriutslipp. Av
utredningen framgick att det normalt férekommer ett mycket brett
sjukdomsspektrum och rik parasitfauna hos fisken i svenska kustvatten. Samband
mellan féroreningar och sjukdom pavisades, framfor allt fluktuationer i
parasiteringsgrad hos fisk i skogsindustrirecipienter, gasblasesjuka hos fisk
utanfor kirnkraftverk samt kik- och gillocksdeformation och fenerosioner
utanfér pappersmasseindustrier. Utifran dessa resultat rekommenderade man att
torekomsten av sjukdomar stindigt borde utredas 1 fiskeribiologiska
undersokningar.

En standardiserad och regelbunden provtagning ir nédvandig for att fa
bakgrundsdata och kinnedom om sjukdomar och fluktuationer i dess symptom
och normal férekomst. Detsamma giller olika typer av skador. Ett sadant arbete
ar ocksa en forutsittning for att kunna tolka resultat 1 riktade undersokningar,
men nagon sidan 6vervakning forekommer inte i Sverige idag.

The International Council for the Exploration of the Sea (ICES) ér en global
organisation som verkar for hallbart nyttjande av haven. Over 350 marina institut
fran 20 medlemslinder deltar i arbetet. Arbetsgruppen for patologi och
sjukdomar pa marina organismer (ICES WGPDMO) rapporterar arligen
sjukdomar och sjukdomstrender fran flera nationer och av extra intresse for
Ostersjons fiskhilsa dr rapporter frin Danmark, Tyskland, Polen, Ryssland och
Finland. Nagra av dessa linder undersoker regelbundet férekomsten av sir och



parasiter hos t.ex. torsk och plattfisk och deras rapporter dr en viktig pusselbit i
kartliggningen av fisksjukdomar lokalt. Studier frin Polen har f6rsokt att utreda
bakgrunden till sar hos torsk men ej lyckats hitta ndgot som forklarar fenomenet
(Stachnik och Nadolna-Attyn 2015).

Ar 2013 undersokte SVA fem sariga torskar infingade i Hanébukten i
manadsskiftet oktober-november. Provtagningen visade skador pa yttre och inre
organ samt forekomst av olika parasitira smittimnen (spordjur och hakmask).
Tva av fiskarna var kraftigt undernirda. Dock fanns ingen samstimmighet
mellan fynden hos fiskarna och parasiterna torde ¢j ha varit grundorsaken till
fiskarnas lidande.

FAKTORER SOM PAVERKAR UTVECKLING AV FISKSJUKDOMAR
Sjukdom definieras ofta som en avvikelse frin fiskens normala fysiologi och

allmintillstind och leder till funktionsnedsattning.

For att en infektion skall bryta ut hos fisk, krivs nirvaro av
sjukdomsframkallande organismer saisom bakterier, virus eller parasiter.
Gemensamt bendmns de patogener. De flesta fiskpatogener dr fakultativa, d.v.s.
de dr organismer som under vissa betingelser framkallar symptom. Manga av
dessa lever normalt i fiskens livsmiljé och framkallar sjukdom om fisken ar
nedsatt av olika omstindigheter eller om organismerna férekommer i ett
onormalt hégt antal. Fiskens motstandskraft mot dessa patogener kan sittas ner
av olika stressframkallande faktorer i miljon. Exempel pa siadana faktorer kan
vara forindringar i salthalt, temperatur och syrgashalt. Alltfor tita bestand,
néringsbrist och alder dr andra exempel pad naturligt fé6rekommande férindringar
som kan ge upphov till stress.

Milj®

Infektios

Sjukdom

Patogen Fisk

Figur 1, Faktorer av betydelse for utbrott av infektionssjukdom enligt Sniezkeo (1974)

Det krivs alltsa oftast ett samspel mellan fisk, patogener och milj6 for att en
sjukdom skall bryta ut (Fig. 1). Vissa sjukdomssymptom kan ocksa upptrada vid
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avsaknad av patogener, d.v.s. férindringar av icke infektiés natur. Exempel pa
sadana dr tumorbildningar och skelettdeformationer (Fig. 2).

Miljo-
Miljo  sjukdom Fisk

Figur 2, Faktorer av betydelse for miljisjukdon:

Vissa fakultativt patogena organismer som t.ex. bakterier av sliktena [zbrio och
Aeromonas kan i hégre grad orsaka sjukdom vid fororeningar med organiskt
material som utgdr niringsimne och tillvixtmedium f6r bakterierna. Virus kan
torekomma hos fisk utan att den visar nagra symptom, men vid exempelvis stress
kan de orsaka sir eller tumorliknande utvaxter.

Mekaniska skador eller féroreningar av kemisk karaktir kan skada fiskens
slemskikt och epitelcellslager och dirmed 6ppna porten f6r opportunistiska
organismer. Skador som fenréta och sir utan férekomst av s.k. primarpatogener
kan vara exempel pa detta.

Standiga retningar fran kemiska dmnen kan ocksa ge upphov till fértjockade
hudpartier och tumérutveckling i de fall imnena dr karcinogena. Vissa kemiska
amnen kan ocksa paverka fiskens immunforsvar s att den blir mer sarbar for
patogener dn normalt. Slutligen kan ocksa féroreningar paverka fiskens formaga
att foroka sig genom att skada arvsanlag eller celler i ynglens olika
utvecklingsstadier och ge upphov till 6kad dodlighet eller missbildningar.

Sjukdomsutbrott dr alltsa vanligen orsakade av flera samverkande faktorer och
det dr darfor svart att forutspa samt forsta hur och varfor en sjukdom bryter ut.
Vilda fiskbestand dr dirutéver ofta migrerande mellan olika miljéer, vilket
ytterligare komplicerar sambandsanalyserna (Thulin, Héglund, & Lindesj66
1989).

MATERIAL OCH METODER

INSAMLING AV DATA OCH MATERIAL
Lokala yrkesfiskare i Hanébuktsomradet ombads att en gang per ménad, fran

oktober 2014 till december 2015, skicka in fem fdrska hela fiskar med sirskador
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eller yttre tecken pa sjukdom. Fangstmetoderna f6r de insidnda fiskarna var i
huvudsak garn (78 %) eller tral (19 %) och nédgra enstaka (3 %) fingades med
homma. I de fall inga eller fa sjuka fiskar fingades ombads yrkesfiskarna att
skicka in frisk fisk som referensmaterial. Fiskarna skickades 1 kylboxar till SVA
for obduktion. I tilligg till detta deltog SVA vid SLU:s provfisken i Hanébukten
under oktober 2015, samt fick fisk insidnd fran ytterligare provfisken i november.

Yrkesfiskarna uppmanades ocksa att 1 en sdrskild mall f6ra logg 6ver alla sina
fisken 1 Han6bukten under mitperioden och anteckna fangstplats, djup, redskap,
totalt antal fiskar samt antal fiskar med ett eller flera sar. I tilldgg till detta erhélls
traldata fran doktor Thomas Lang, Thiinen-Institut fiir Fischereidkologie,
Cuxhaven Tyskland, som under fyra ar genomfort tralningsexpeditioner pa
forskningsfartyget Walther Herwig I11 i Ostersjon, inklusive Hanobukten.
Undersokningarna har framfor allt fokuserat pa 6stersjotorskens hilsostatus
relaterad till platser f6r dumpning av kemiska stridsmedel. Aktiviteterna
genomfordes inom CHEMSEA- och MODUM-projekten, finansierade av EU
respektive NATO.

Ytterligare data har inhamtats fran danska, ryska och polska rapporter till ICES
Working Group on Pathology and Diseases of Marine Organsims, WGPDMO,
2015.

OBDUKTION OCH ANALYSMETODER

Samtliga fiskar som ankom till SVA journalférdes med individuella ID-nummer.
Vid obduktion vigdes och mittes fiskarna, hull klassades och gonader och lever
vigdes separat. Yttre/inre skador och andra fynd inklusive parasiter
fotograferades och dokumenterades.

Parasiter arttypades i férekommande fall. Prover for analys av bakterier togs fran
hudsar samt njurar och odlades pa histblodagar, cysteinagar, TYES-agar,
marinagar samt saltblodagar for att fanga upp de flesta tinkbara marina
sjukdomsframkallande bakterierna 1 salt, sott och brickt vatten. Bakterieproverna
inkuberades i minst sju dagar vid 20°C och i vissa fall dven vid 15°C.
Svampodling sattes frin hudsar och odlades pa speciellt svampmedium, PG1-
agar. Prover for virusundersokning samlades fran njure, hjirta, mjalte och hjirna.
Organproverna odlades pa tva olika cellinjer (BF-2 och FHM) 1 tre veckor. I de
fall intressanta fynd gjordes vid provtagningar och kultiveringar utreddes dessa
vidare for artbestimning genom biokemiska tester och molekylira metoder som
Maldi-Tof, PCR och sekvensering.

Vivnadsbitar f6r histologisk undersékning i mikroskop samlades fran njure,
lever, hjirta och hudsar, inklusive frisk angrinsande vivnad, och fixerades i
formalin f6r senare snittning, fairgning (hematoxylin-eosin-fargning samt periodic
acid—Schiff) och bedémning.

Samtliga provtagningar och mikrobiologiska undersokningar gjordes i enlighet
med SVA:s ackrediterade metoder som f6r virus f6ljer OIE:s Manual of
Diagnostic Tests for Aquatic Animals samt 2001/183/EC, och for
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bakterier/svamp olika vetenskapliga referenser (Austin & Austin 2012,
Colquhoun, & Duodu 2011).

Kemiska analyser

Vivnadsprover (=2 g) for analys av metaller, klorerade och bromerade
substanser, perfluorerade amnen samt dioxiner plockades ut med keramiska
instrument, marktes och frystes individuellt. Prover sindes for analys pa externa
laboratorier via Naturhistoriska riksmuseet. Inledningsvis skickades vivnad fran
10 sjuka och fem friska torskar for analys.

Prover fran muskulatur och sar hos tre av de skrubbor som uppvisade typiska
sarskador pa buksidan togs ut och frystes for analys av senapsgasmetaboliten
tiodiglykol som kan vara en stark indikation for att fisk utsatts f6r senapsgas. Tre
vivnadsprover fran fiskar utan synliga skador analyserades som kontrollgrupp.
Aven arsenikbaserade targas-/krikimnen som Clark, atsinolja och adamsit
undersoktes. Analyserna utférdes vid FOL.

RESULTAT

PREVALENS, SARSKADAD FISK
Kartliggningen av andelen sarskadad fisk i Hanobukten (ICES distrikt 25, se

Karta 1) baseras pa loggad data frin lokala yrkesfiskare samt provfisken inom
SLU:s verksamhet vid Kustlaboratoriet och omfattar 3940 torskar och 4895
skrubbor under perioden oktober 2014 - december 2015. Dirtill kommer 2542
torskar tralade av det tyska forskningsfartyget Walther Herwig III och doktor
Thomas Lang, Thinen-Institut fir Fischerei6kologie. De tyska tralningarna
genomfordes 1 tre omgangar: september 2014 och 2015 samt december 2015.

I den svenska loggdatan ér samtliga fiskar fingade med garn pa djup mellan 3
och 26 meter. Andelen (prevalensen) sarskadade torskar i dessa fisken var 2,8 %
(n=3940) och andelen sarskadade skrubbor var 0,6 % (n=4895) 6ver hela
perioden totalt. I de tyska tralningarna av torsk (n=2542) i Hanébuktsomradet
sags en sarprevalens mellan 0,9 % och 2,5 % vid de tre olika tralningarna.

Resultaten dr i enlighet med polska studier av Ostersjotorsk (n=17 748) 1 ICES
distrikt 24, 25 och 26 (Karta 1), ddr man under 2015 sag en sarprevalens pa 2,5
%. Detta var en minskning efter de senaste 15 arens toppnotering pa 6,9 % ar
2013. Betydligt hogre prevalenser sags i enbart ICES distrikt 24 i december ar
1998 och 1999 (30 % resp. 14 %).

Hos skrubba (n=6996) sags 1 de polska studierna ar 2015 en sarprevalens pa 0,9
%, en minskning sedan toppnoteringen ar 2012 (1,7 %).
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I ryska undersokningar i ICES distrikt 26 uppgavs prevalensen sarskador hos
Ostersjotorsk (n1=945) vara hogre, 3,3 % under 2015, medan inga sarskador
observerades hos skrubbor (n=39).

SD 22; Belt Sea
SD 23: the Sound
SD 24: Arkona basin
SD 25: Bornholm basin
SD 26: Gdansk basin
| SD 28: Gotland basin
| SD 30: Bothnian Sea
S0 31: Bothnian Bay
SD 32: Gulf of Finland

= 62°N

1 | 1
10°E 18°E 26°E

Karta 1. O;z‘ery'a'h indelad i ICES distrikt

For att kunna analysera data vidare delades Hanobukten in i fyra zoner (Tab. 1,
Karta 2). All data fran yrkesfiskarnas loggar samt SLU:s provfisken kommer fran
zonerna 1-3.

Zon 1 Karlskrona och Pukaviksbukten, inklusive utloppet fran Mérrumsan

Zon 2 Sélvesborg, Ahus och Yngsjo inklusive utloppet frin Helge 4
Zon 3 Kivik och Vitemélla

Zon 4 Simrishamn och soderut

Tab. 1. Fyndplatser for insind fisk indelade i zon 14
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Karta 2. Zonindelning fiskeomriden for fiskeloggar samt insinda fiskar till 1A

Ett noterbart fynd i undersékningen var fluktuationen Gver éret gillande
sarfrekvensen hos torsk (Fig. 3). Under de kalla vintermanaderna januari och
februari, dd vattentemperaturen varierade mellan 2,7°C och 5°C, 6kade andelen
sar till 20,5 % respektive 7,4 % (totalantal loggade torskar n=39 respektive
n=162). Skillnaden 1 arstid ar statistiskt signifikant (p=0,000) trots det laga antalet
fiskade torskar i januari. Detta innebir enligt analysen att det under
vintermanaderna ar hégre sannolikhet att notera en stérre andel sarskadade
torskar och skillnaden 4dr hogst jamfért med sommaren (ordered logistic
regression, Odds Ratio=17).

Fordelning 6ver manader, andelen sarskadade
fiskar i fangsten, zon 1, 2 och 3

25,0%
20,0%
15,0%
10,0%

5,0%

0,0% I. I- ] | I_ I_ .- l- I_ I- I

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

W Andel sarskadad torsk B Andel sarskadad skrubba

Fig. 3. Fordelning av andel sarskadad torsk respektive skrubba dver drets manader 1-12.
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Distribution, langd bland insanda sjuka/sarskadade torskar

KONDITION, INSAMLAD FISK OCH TRALAD FISK
Fiskarna som skickades till SVA fér obduktion var i huvudsak torsk (n=89).

Antalet skrubbor var ligre (n=21), vilket troligtvis férklaras av den ligre
férekomsten av sar. Fiskarna samlades in av yrkesfiskare under ordinarie fisken
vid lokaler frin norra till s6édra Hanobukten (Karta 3).

BW

Karta. 3 Fyndplatser (GPS-koordinater) for insinda undersokta fiskar. Roda punkter visar
sjuka fiskar och grina punkter visar friska kontrollfiskar.

Skrubborna maitte 1 genomsnitt 29 cm (min 26, max 37) och vigde 262 g (min
142, max 456). Generellt var de i normalt hull och spridningen normalférdelad.
Fordelningen hanar — honor var 62 % resp. 38 %

Torskarna mitte 1 genomsnitt 41 cm (min 27, max 57) (Fig. 4a) med en
genomsnittlig vikt pa 707 g (min 170, max 1750) (Fig. 4b) och hade
normalfordelad spridning 1 hull. Férdelningen hanar — honor var 29 % resp.
61 %.

15 20
i

Andel (%)
10

500

I|I I ) I
I I . :
50 60 0

20 30 40 1000
Langd (cm) Vikt (g)

Fig. 4a och 4b, distribution av lingd respektive vikt bland insinda torskar till S17A.
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Konditionsfaktorn (CF = [total vikt/lingd’]*100) skiljde sig inte signifikant
mellan kontrolltorskarna (0,97) och de sjuka torskarna (0,93) (Fig. 5). Sjuka
torskar visade inte heller ndgra signifikanta skillnader i konditionsfaktor mellan
de fyra zonerna i Han6bukten (Fig. 6), inte heller om kontrollfiskarna
inkluderades i analysen, da konditionsfaktorn var 0,94.

Konditionsfaktor hos undersokt torsk fran Hanébukten

o |

mCF +/- 95% C.I.
6
|

| Frisk M Sjuk / sérskadad |

Fig. 5 Konditionsfaktor (CF = [total vikt/ Lingd’]*100) bland insinda torskar till 1A
under 2014-2015

Konditionsfaktor hos sjuk torsk, fordelat pa fyndplats

mCF +/- 95% C.1.
6
|

I 7on 1. Karlskrona/Pukaviksbukten I 7on 2 Solvesborg/Ahus
_ Zon 3. Kivikistdra bukten _ Zon 4. Soder om Simrishamn

Fig. 6 Konditionsfaktor (CF = [total vikt/ lingd’ [¥100) hos sjuk torsk insind till ST"A,
Jémforelse mellan zonerna 1-4.



Konditionsfaktorn for de insinda torskarna stimde 6verens med en del av de
évriga provtagningsplatser i Ostersjon som trilats av expeditionsfartyget Walther
Herwig I1T (Karta 4, Fig 7), men skiljde sig fran tralningsstationen i Hanobukten
ar 2014 (0,81) och 2015 (0,81 och 0,78).

Torsk tralad fran station B13 (Karta 4) 6ster om Bornholm, som ocksa dr en
dumpningsstation fOor senapsgas, hade signifikant ligre konditionsfaktor jamfort
med alla 6vriga trilningsstationer. Konditionsfaktorn var generellt ldgre bland
torsk fran de Ostra bestainden (6ster om Bornholm) 4n bland de vistliga
bestinden (vister om Bornholm) (Fig. 7).

o
57°N i ¢ : / & :
B14
56°N i ¢ T

.
10°E 12°E 14°E 16°E 18°E 20°E
Karta 4. Stationer proviralade av det tyska forskningsfartyget Walther Herwig I11 och Dr.

Thomas Lang, Thiinen-Institut fiir Fischereiokologie i Handbukten i angusti-september dr
2014 och augusti-september samt december ar 2015

Ocean Data View

]
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Konditionsfaktor hos tralfangad torsk i Ostersjon
1,05 -

m WH377
m WH380

m WH387

BO1 B11 B10 BHB B13 B0O9 B15 B14
Omrade

Fig. 7. Konditionsfaktor (CF = [total vikt/ lingd |*100) bland torsk frin tre provtrilningar
i Handbukten (BHB) samt ivriga stationer i Ostersion under histen ar 2014 (WH377) samt
hosten 2015 (WH380 och WH387).

OBDUKTIONSRESULTAT
De obducerade fiskarna visade inga unisona resultat gallande

sjukdomsframkallande organismer (s.k. patogener). Majoriteten av fiskarna var
trots sar, granulom eller andra férandringar 1 organ samt generella tecken pa
inflammation vid gott hull och hade f6da i magsicken. Flera fiskar (skrubba och
torsk) hade dven avlikta sar (Bild 4j). Enstaka (n=3) torskar fran zon 2 och 3
hade tumorliknande nybildningar i anslutning till indtarmséppningen (Bild 1a). 1
ringa omfattning (n=3) sags skelettdeformationer hos torsk (Bild 1b).

Bakterier

I sir frin en av skrubborna vixte en bakterie som tidigare associerats med hudsar
hos plattfisk; atypisk Aeromonas salmonicida (Wiklund 1994, Wiklund & Bylund
1993). Enstaka torskar visade pa infektion av bakterierna Yersinia Rucker: (serotyp
1), Vibrio anguillarum (serotyp 2 samt okind typ) och gramnegativa stavar,
samtliga kinda for att orsaka sjukdom hos fisk eller andra organismer. Inga fynd
gjordes av bakterien Francisella, vilken tidigare forknippats med sjukdom hos
Ostersjotorsk (Alfjorden & Ruane 2015, Alfjorden ez al. 2000), trots att specialagar
for denna bakterie anvindes vid samtliga provtagningar.

Virus

En enda torsk visade pa virusinfektion med Viral Hemorrhagic Septicaemia
virus, VHSv genotyp 1b. VHS ir en epizooti och fallet rapporterades darfor till
SJV. Bland skrubborna kunde inga virus pavisas, men enstaka visade symptom pa
hudsjukdomen lymfocystis, orsakad av virus.

19



Parasiter

Samtliga undersokta torskar hiarbirgerade lindriga till kraftiga infektioner av
rundmasken Contracecum osculatum, en levermask som tycks oka 1 bade prevalens
och infektionsgrad hos Ostersjotorsken, enligt undersékningar fran Sverige
(Lunneryd e a/. 2015), Danmark, Polen och Ryssland. I de danska
undersokningarna frin ICES distrikt 25 férekom masken 1 100 % av undersokta
torsklevrar och dven mindre torsk (35-40 cm) kunde hirbargera upp till 300
parasiter per individ (n=66) ICES WGPDMO 2016). En liknande mask,
Psendoterranova decipiens, aven kallad torskmask, aterfanns i mindre omfattning
under obduktionerna eftersom den kriver riktade undersékningar av
muskulaturen men dven denna parasit har enligt senare undersokningar
aterfunnits 1 hog grad (60 %) 1 provtagningsomradet lings Skanes och Blekinges
kust (Lunneryd ef /. 2015, ICES WGPDMO 2016). Andra parasiter som
aterfanns 1 lindrig till mattlig grad var bandmask (otypad) i tunntarmarna samt
hakmaskar av stammen Acanthocephala i tunn- och grovtarm. Inga betydande
mikroskopiska parasiter dterfanns i histologiska undersékningar av organ och
hudsir, enbart enstaka fynd av opportunistiska organismer.

Svamp

Svampvixt erh6lls fran samtliga hudsar, men ingen svamp var av primarpatogen
karaktir. Samtliga bedémdes som sekundir blandflora av opportunistisk och ytlig
typ. Inte heller i de histologiska snitten kunde nagon vixt av infiltrerande
patogena svamparter pavisas.

Histologiska undersdkningar

Torsk

Vivnadssnitt fran hjirta, njure, lever och hudsar uppvisade en stor variation med
manga fynd av okind karaktir, vilket ofta ar fallet nar man undersoker vild fisk. I
hjirtan sags enstaka fall av kraftiga inflammatoriska processer som dven kunde
ses makroskopiskt. Njurproverna visade sig vara svirbedémda da de 1 hog grad
var paverkade av den autolys som intrider omedelbart efter fiskens dod da
kroppsegna enzymer pabérjar nedbrytning av vivnaden. Stérre forandringar och
frimmande organismer kunde fortfarande bedomas, bl.a. férekomsten av
granulom (inflammatoriskt svar, bindvivsinkapsling av kroppsfrimmande
organismer eller material) i njure som var vanligt (25 %) hos bade friska
kontrollfiskar och sjuka fiskar. Leversnitten uppvisade varierande grad av
forindringar efter kroppsfrimmande agens och fynd som granulom av okind
karaktir, mojligen avlikta skador efter migrerande levermask, var vanligt
forekommande (14 %). Hudsaren var av mycket varierande karaktir, med
kraftiga inflammatoriska férandringar, vivnadsdod och granulombildningar. Inga
aterkommande kroppsfrimmande agens kunde ses vid jaimférelse mellan de olika
individerna och inga forindringar typiska for kinda patogener kunde pavisas.

Skrubba

Generellt uppvisade skrubborna tecken pa inflammatoriska processer i
varierande grad i njure och lever samt nekrotiska hirdar och inflammation 1
hudsaren. Inte heller hir kunde nagon dterkommande kroppsfrimmande
organism pavisas 1 proverna.
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Samtliga vivnadsprover har sparats fOr ev. framtida undersékningar med nya
molekylira metoder.

Sartyper

Ingen gemensam faktor till siren kunde hittas. Problemet verkar med erhallna
analysresultat vara multifaktoriellt. Typen av sar varierade. Dels skiljde sig siren
mellan torsk och skrubba, dels fanns olika sartyper hos torsken.

Hos skrubba sigs sar framfor allt pa den opigmenterade sidan (“buksidan”).
Séaren var runda till ovala, 0,5 — 2 cm i diameter, ofta nira mitt-/sidolinjen. I ett
tidigt stadium ses saren som vita ringar omgivna av en rod ring, s.k. hemorragisk
vivnad. I ett senare stadium utvecklas 6ppna, hudpenetrerande sar och
muskulaturen blottas. (Bild 2a-b)

Hos torsken kunde saren delas in i tre olika typer:

1. Bett med uppenbara monster av tandrader, troligtvis fran sil, nya eller
aldre infekterade (Bild 3a-c)

2. Fokala, ofta runda/ovala sir, 1-3 cm i diameter med nekroser och
granulomatds vavnad djupt penetrerande i muskulaturen och ibland dven
in till bukhalan. Vanligen placerade kaudalt om (bakom) buken, ventralt
om (pa nedsidan), eller 1 anslutning till, sidolinjen Oftare pa fiskens
vinstra sida dn pa den hégra (Bild 4a-))

3. Generell inflammation/infektion med rodnader, fortjockat slemskikt
och/eller fenrota samt misstanke om sekundarinfekterade mekaniska
skador utan faststalld orsak (Bild 5a-c)

Sartyp 1 fanns hos 23,6 % av alla inskickade torskar med sar. Sartyp 2, fokala
djupa sar, aterfanns hos 16,7 %. Sartyp 3, dvs. den ”bredaste” typen med generell
inflammation och skador utan faststilld orsak var vanligast forekommande och
utgjorde 59,7 % av totala antalet.

Distributionen av sartyper hos torsk skiljde sig mellan de fyra zonerna (Fig. 8).
”Silbett” /sartyp 1 forekom enbart hos fiskar frin zon 1 och 2, de norra delarna
av Han6bukten. I zon 3 (Kivik/Vitemolla) var sartyp 3, dvs. generell
inflammation och fenréta, vanligast férekommande. Fran zon 4 sigs en storre
andel av de runda djupa saren (typ 2).

Det dr virt att notera att urvalet av insind fisk gjorts av lokala fiskare och
didrmed inte dr slumpmissigt som i en fiskelogg/provfiske/trilning. Hir finns
darfor en stor ”confounding factor” 1 den statistiska analysen vilket gor det svart
att tolka signifikansen av skillnaderna.
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Foérekomst av olika sartyper hos torsk fran Hanébukten

Zon 1: Karlskrona / Pukaviksbukten Zon 2: Solvesborg/Ahus/Yngsjo
8_ i
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Zon 3: Kivik och sédra Handbukten Zon 4: Séder om Simrishamn

Andel av sarskadad torsk (%)
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Sartyp, fordelning 6ver fyndplatser. 1=Bitskador 2=Fokala djupa sar 3=Generell inflammation och fenréta

1

Fig. 8. Distributionen av sartyper hos torsk mellan de fyra zonerna

Kemiska analyser

Analys avseende férekomst av kemiska stridsamnen
Senapsgasmetaboliten tiodiglykol och arsenikbaserade targas-/krikimnen kunde
inte detekteras i de tre sarskadade skrubborna som undersokts (Bilaga 1).

Metallanalyser

Vid rapportens sammanstillande var de externa analyserna inte fardiga men
prelimindra resultat fran kvicksilveranalyser pavisade inte nagra alarmerande
nivaer.

Analys av klorerade och bromerade substanser, perfluorerade &mnen och dioxiner
Vid rapportens sammanstillande var de externa analyserna inte utférda.
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Obduktionsbilder
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Bild 1b. Skelettdeformation hos torsk
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Bild 2a. Skrubba med hudsir

Bz'/ 2. Skrubba med /mrﬁ
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Bild 3a. Sartyp 1. Bitmdrken, torsk

Bild 3b. Sartyp 1. Bitmdrken, torsk

Bild 3c. Sartyp 1. Bitmdirken, penetrerande till bukhalan, torsk. Tarmar héanger ut genom ett
av halen.
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Bild 4b. Fokala nekrotiska sir av np 2, genomskdrning, torsk.
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Bild 4d. Fokala neknotiska sir av Bp 2, genomskdrning, torsk.
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Bild 4f. Fokala nekrotiska sar gy@/p 2, tidigt stadium i mo;;méd’mz'ng med b/o'm'ng Z
underliggande muskulatur, torsk.
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Bild 4h. Fokala nekrotiska sar av typ 2, sent stadinm, kraftig infektion, torsk
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Bild 4j. Fokala sar av thp 2, under avlikning, torsk
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Bild 5¢. Sir av typ 3, generell inflammation/ infektion och fenrita, torsk

31



DISKUSSION

Unders6kningarna av torsk och skrubba i Hanobukten delas in i tva delar, en
kvantitativ (loggdata, provfisken och tral) samt en kvalitativ (insind sjuk fisk).
Utifran den kvantitativa delen har vi kunnat faststilla prevalens av sarskador pa
de tva fiskarterna samt konstaterat att torskarna verkar ha en 6kad andel
sarskador under vintermédnaderna januari och februari. Dock fortiljer inte
insamlad loggdata vilken typ av sir som ses. Generellt forekommer patogener
hos fisk i ligst omfattning nir temperaturerna ar laga i vattnet, med undantag
av t.ex. “winter ulcer disease” som férekommer pa torsk i marina kalla vatten
(<10°C) och orsakas av bakterien Moritella viscosa. Denna bakterie dr dock
saltberoende (Benediktsdottir & Heidarsdottir 2007) och borde inte trivas i
Ostersjons brickta vatten. For att inte forbise infektionen anvindes
odlingsmedium med tillsatt salt och plattorna odlades i svalare temperaturer.
Bakterien kunde dock inte pavisas. Det dr mer sannolikt att tinka sig att
orsaken till vintersaren har med fiskens eget immunforsvar att gora eller dnnu
mer troligt, yttre orsaker. I studien har vi bara data fran ett ar. FOr att veta om
det dr en stindig sasongsfluktuation eller en tillfillighet att vintermanaderna
hade signifikant mer sarskadad fisk ar 2015, behovs observationer insamlade
under flera ar och pa ett standardiserat sitt. Noterbart dr dock att man i Polen i
ICES distrikt 24 sag en mycket hég sarprevalens i december ar 1998 och 1999
(30 % resp. 14 %) hos torsk. Huruvida detta har ett samband med kalla
vintermanader eller snarare faktorer 1 den nérliggande miljon ér oklart.

Prevalensen av sarskadad torsk 1 garnfangst och tral (2,8 % resp. <2,5 %) var
inte alarmerande hog jimfort med tidigare observerade resultat fran t.ex. polska
studier ar 2013 (6,9 %). Sarférekomsten verkar snarare minska hos
Ostersjotorsken enligt tillgangliga data. Likasa galler detta skrubba, dir en
prevalens pa 0,6 % sarskadade fiskar moéjligen forklarar det faktum att vi hade
svart att fa in obduktionsmaterial fran de lokala yrkesfiskarna. Det dr oklart om
den nedatgaende trenden dr en del av ett cykliskt férlopp eller om den visar pa
faktiska forindringar i miljon.

Konditionsbedé6mning gjordes delvis 1 det tyska trélfisket (dir bade sjuk och
frisk fisk inkluderades i berikningarna) men ocksa bland den inskickade fisken.
Dir sags en diskrepans, med en ligre konditionsfaktor i trilfangsten (0,78 -
0,81) mot den inskickade fisken som 1 medeltal lag pa den relativt goda
konditionsfaktorn 0,94 (sjuk och frisk torsk tillsammans). Detta torde forklaras
delvis av att tralfisket undersoker all fisk i alla storleksklasser som finns framfor
tralen medan den insidnda fisken hade en “confounder” (statistikstérande
faktor) 1 det att den valdes ut av yrkesfiskarna efter huruvida de hade sarskador,
samt utifran en fiskstorlek som skulle ga att skicka i kylboxarna. Dessutom ir
garnen som anvindes mer selektiva och fangar ett snivare storleksintervall. De
insidnda fiskarna, som ocksa var betydligt firre 1 antal (vilket paverkar
statistiken) hade dirfor ett snavare spridningsmatt i lingd. Mot bakgrund av
detta borde den tralade fiskens konditionsfaktor ge en mer rittvis siffra fér
torskbestandet i helhet. A andra sidan skiljer man ofta pa fiskar nira kusten och
de mer pelagiska (i fritt vatten), vilka bada pa detta vis inkluderades i studien.
Fordelningen av konditionsfaktor mellan fyndplats var inte signifikant och ater
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igen fanns en “confounder” i urvalet av insind fisk. Mellan insind sarskadad
och frisk fisk sags inte heller nagon signifikant skillnad i konditionsfaktor (0,93
resp. 0,97), vilket talar fOr att saren inte paverkar fiskens kondition negativt.

Obduktionerna pavisade ingen gemensam patogen som kunde foérklara fiskens
ohilsa. Diremot kunde tre typer av skador observeras; sartyp 1 (nira 24 %)
som sannolikt orsakats av silbett, sartyp 2 (17 %) som var runda med ett
karaktiristiskt utseende och ofta likartad placering pa fisken, samt sartyp 3 (60
%) som inte kunde férklaras med genomférda analyser (miljégiftsanalyser ej
innu utférda).

Sartyp 1 - tydliga bitskador, dterfanns endast fran Hanobuktens norra delar, dir
skirgarden ocksa hirbirgerar silkolonier.

Saren av typ 2 borde ha en gemensam namnare da likheterna var uppenbara i
utseende, djup, och placering. Vissa virusorsakade eller bakteriella infektioner,
t.ex. ”winter ulcer disease” kan ge runda sar av denna typ. Att ingen gemensam
patogen kunde isoleras var forbryllande. Dessa sar har ocksa studerats av bade
danska och polska forskare utan framgang (Stachnik & Nadolna-Altyn, 2015),
men en heltickande studie som denna borde ha upptickt etiologiska agens om
sadana funnits. Danska forskare klassade saren som mekaniska (Miljostyrelsen
m.fl. 1982). Saren av typ 2 uppvisar stor likhet med de som kan ses hos olika
tiskarter efter angrepp fran parasitira nejonogon, Lampetra fluviatilis. Huruvida
detta dr en moijlig forklaring dr inte faststallt. Man vet dock att flodnejondgat
har sitt kirnomride i Ostersjén med tillrinnande vattendrag. Eklév (2006)
kartlade forekomsten av nejondga pa Osterlen och konstaterade att den fanns
nira utloppen 1 8 av 9 undersokta vattendrag. Dock kunde arterna ej typas, sa
det framgar inte om det var bicknejondga som anses vara strikt
sotvattenslevande, eller flodnejonéga dir vuxna individer lever i havet och
parasiterar pa fiskar lings kusterna. For bara 15 ar sedan ansags flodnejonéga
vara starkt hotad i Ostersjén efter att de stérre norrlandsilvarna byggdes ut
(mellan 1955 och 1982), da stora arealer lek- och uppvixtomraden forsvann.
Det innebar en kraftig f6rsvagning av populationen dnda fram till slutet av
1980-talet varefter en stabilisering borjade gora sig markbar. Sedan 2010
bedoms fisken ater som livskraftig. Flodnejondga har vid flera tillfallen
observerats 1 Hanobukten och bedéms som bofast i omradet (Artdatabanken
2016 samt 2002; Sjolander & Nathanson 2001). Det ér inte helt kint vilka
fiskarter som parasiteras av flodnejonégats havslevande fas, men man har sett
att den kan sitta sig fast pa, eller ovanfor sidolinjen hos sill. Den kaklosa
munnen omges av en sugkoppsliknande platta med s.k. radulatinder. Fisken
biter sig fast, suger blod och raspar bort hud och muskelvivnad frin virden i
ett runt till ovalt monster. Kircheis (2004), och Docker (2014) konstaterade att
den Atlantlevande sliktingen havsnejonoga, Pefromyzon marinus ofta sitter sig
ventralt/kaudalt pa sina bytesfiskat. I en rysk undersékning av en annan
slakting, stillahavsnejondgat Lampetra tridentata sag man 1 nordvistra Stilla havet
att 25 % av nejondgonen valde just bakre delen av buken/stjirtspolen, under
sidolinjen, nir de parasiterade pa stillahavstorsk. Stillahavsnejonégat valde
dessutom 1 62,5 % den vinstra sidan av fisken, vilken ocksa var placeringen for
majoriteten av de sar som sigs pa Hanobuktstorsken. Sdren var i medeltal 24
mm stora och 6 mm djupa. Maitland (1980) visade att drr och skador efter
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flodnejondgat (som finns i Ostersjén) har en rund eller svagt oval form och
miter 15-20 mm. Sar som blir sekundirinfekterade och inflammerade 6kar i
diameter. Tuunainen ez a/ (1980) rapporterade om sir pa torsk efter nejondgon 1
Ostersjon men senare beskrivningar saknas och det finns inga publicerade
observationer om fangade torskar med nejonégon fastsittande pa kroppen. En
djupare analys av torskarnas och flodnejondgonens habitat och méjlighet till
interaktioner skulle kunna ge fler ledtrddar om huruvida denna alternativa
forklaring dr en rimlig orsak till de runda/ovala saren.

En mojlig forklaring till sartyp 3 dr den som beskrevs i inledningen (Fig. 1 & 2),
d.v.s. forhallandet mellan milj6, fisk och mer eller mindre opportunistiska
patogener som normalt inte paverkar fisken. En férandrad miljo, och dirmed
okad yttre stress for fisken, kan bidra till ohdlsa. Alternativt kan kemiska
retningar orsaka inflammationer utan uppenbara fynd. For att faststilla saidana
samband beh6évs kompletterande analyser av miljéféroreningar, vattenkemi,
sedimentprover etc. 1 samband med fisket och under standardiserade
provtagningsformer.

En bidragande orsak till torskens dkommor torde vara dess mjuka kinsliga hud.
I garnfangsterna fran provfisket observerades hos i stort sett samtliga torskar,
hudirritation och rodnader dir de suttit fast i garnen. Torsken dr dessutom en
kanslig fisk som ofta dor redan 1 garnet, medan majoriteten av de andra arterna
som fangades kunde leva 1 timmar efter att garnen plockats upp pa land. Det ér
mojligt att torsken dd ocksa dr den art som littare drabbas av olika sarskador
fran yttre faktorer.

Skrubbornas sar, oftast pa den opigmenterade sidan, kan vara relaterade till det
enstaka fynd av bakterien atypisk Aeromonas salmonicida, som gjordes i
bakterieodlingen. Bakterien 4r svar att odla fram och kriver oftast provtagning i
filt direkt fran firska sir. I infektionsforsok (Wiklund 1994) har bakterien visat
sig orsaka infektion dven vid sma hudirritationer uppkomna vid t.ex. hantering
av fisken. I de fall bakterien injicerats under huden har den orsakat kraftiga sar.
Atypisk Aeromonas salmonicida verkar endast drabba plattfisk och utgér inget hot
mot t.ex. laxfisk. Bakterien kan 6verleva utanfor virdfisken 1 upp till tva
manader 1 sediment i brickt vatten. Méjligen finns denna bakterie i stor
utstrackning 1 Hanobukten och drabbar fisken da dess slemskikt paverkas av
yttre omstandigheter. Kompletterande undersékningar av bakterier 1 sedimentet
skulle kunna bidra till en sadan konklusion.

Tre skrubbor analyserades for senapsgasmetaboliter och rester av andra
kemiska stridsmedel utifran férekomst av sar pa “buksidan” tillsammans med
det faktum att leken for de sédra bestanden sker i Bornholmsdjupet pa 100
meters djup (dir dven torsk leker) (SLU & HaV 2013). Bornholmsdjupet ir en
kand plats f6r dumpning av kemiska stridsmedel (HaV 2013). Analyserna
visade ingen férekomst av metaboliterna. Provstorleken var dock liten, och det
ar oklart hur linge en sadan metabolit 4r stabil 1 levande organismer i
vattenmiljo.

Vid obduktionerna kunde ofta konstateras att fisken var i normalt hull och
magsickarna fulla. Detta tyder pa att de trots skador och sar, orkar jaga och kan

34



ita. Flera av fiskarna hade dven helt eller delvis ldkta sar vilket visar att skador
och sar inte maste ha dodlig utgang. Lindrig till mattlig férekomst av parasitira
maskar av de slag som sdgs vid obduktionerna ir vanligt férekommande hos
vild fisk och anses i lindrig mingd inte paverka fiskarnas allmintillstand eller
konditionsfaktor (Buchmann, 1986, Perdiguero-Alonso ez a/. 2008 ).

Sammanfattningsvis kan man misstinka multifaktoriella orsaker till fiskarnas
lidanden. En viktig pusselbit dr de kemiska analyserna som vid rapportens
sammanstallning inte var klara.

Hos vild marin fisk finns en stor variation normalbild och férekomst av
patogener utifran habitat. Utan ett Overvakningsprogram vet vi idag inte vilken
prevalens av en viss patogen eller annan sjukdomsorsak som kan riknas som
normal i ett visst omrade. Detta komplicerar dven arbetet vid identifiering av
orsaken till sjukdomsutbrott. Enbart fallbaserade riktade undersékningar utan
kunskap om normalbilden i omradet gor det svart att dra ndgra slutsatser eller
utfora statistiska analyser.

For att fa en battre insikt 1 fiskarnas miljo, kinnedom om sjukdomar och deras
naturliga niva av forekomst krivs regelbunden insamling av data och material
6ver lingre tidsperioder. Forst da kan sammanstillningar av epidemiologisk
karaktir och trendspaning utféras for att tidigt hitta samband mellan t.ex.
milj6féroreningar och ohilsa hos akvatiska organismer. Ett
overvakningsprogram kraver provtagningar i falt fOr att fa helt farska prover av
bra kvalitet f6r analys av bade virus, bakterier, parasiter och histologiska
undersokningar. Dessa data behéver sedan kopplas samman med stora dataset
fran bla. klimatregistreringar, sediment-, vatten- och miljéprover. ICES har
tagit fram ett sidant “Fish Disease Index” (Lang & Wosniok, 2008), en metod
for att utvirdera sjukdomsdata hos vildfisk i samband med marin
miljé6vervakning, for att hjidlpa medlemslinderna att standardisera sina
provtagningar och analyser.
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Del 2. Uppfoljning och overvakning av
sjukdomstillstandet hos vilda fiskpopulationer

BAKGRUND

SJUKDOMARS BETYDELSE
Hilsotillstindet hos fisk och skaldjur utg6r en alltmer efterfragad och viktig

pusselbit i bedémningar av miljotillstandet 1 hav och kustvatten.
Klimatfoérindringar savil som miljo6féroreningar och upptridandet av nya
invasiva frimmande arter dr nagra av manga faktorer som kan kopplas till
akvatiska organismers halsa. Det finns skal att anta att en paverkan pa
ckosystemet kan komma att ge kliniska symptom pa utsatta fiskarter innan de
ger symptom pa faglar och/eller fiskitande diggdjur. Darfor bor fisk kunna
anvindas som en parameter/indikator pd ekosystemets halsotillstind
(Naturvardsverket 2005). Nationella bestandsévervakningsprogram och
internationella organ for olika havsomraden som exempelvis Baltic Marine
Environment Protection Commission - Helsinki Commission (HELCOM) och
ICES har dirmed intresse av att akvatiska organismers hilsostatus kontinuerligt
t6ljs upp inom nationella sjukdomsprogram.

Sjukdomar kan ha otaliga konsekvenser pa bade individ- och populationsniva
som inte alla kan beaktas hir. Akvatiska organismer drabbas med ibland
torédande konsekvenser som slar ut hela populationer (ex. kriftpest) med
allvarliga konsekvenser for ekonomi, fiske och ekosystem. Vissa patogener
(sjukdomsalstrare) kan orsaka hog dodlighet pa t ex. dgg och yngel medan
infektion hos unga eller fullvuxna individer inte ger tydliga symptom. Exempel
pé sadana sjukdomar ir ostronherpesvirus och infektiés pankreasnekros (IPN),
en virusinfektion som orsakar celldod i fiskars bukspottskortel. Sidana
sjukdomar kan dirfor drabba bestindens tillvaxt utan att man ir medveten om
orsaken. Vissa sjukdomar kan dven paverka individers kondition negativt utan
att ge ytterligare symptom, nagot som felaktigt kan tolkas som tecken pa
fodobrist.

En 6kande férekomst av invasiva frimmande arter kan fora med sig for Sverige
helt nya och allvarliga sjukdomar. Kunskap om det aktuella sjukdomsliget kan
vara avgorande for t ex. importregler f6r levande akvatiska organismer och for
att kunna utféra kvantitativa och kvalitativa konsekvensanalyser (amerikansk
hummer ér nu aktuell i detta sammanhang).

Enligt Strategi for svenskt vattenbruk (SJV 2012) respektive Handlingsplan {61
svenskt vattenbruk (SJV 2015) bor verksamheten inom svensk akvakultur
dubbleras mellan 2012-2020. Men 6kad tithet pa odlad fisk kan férekomsten av
sjukdomar pa vild fisk orsaka 6kade problem for odlad fisk och vice versa.
Detta ir redan aktuellt da risken f6r smittspridning fran odlad till vild fisk har
okat under senare ar, ett fenomen som redan orsakat stora problem 1 vart
grannland Norge och som potentiellt redan ar ett, dnnu 1 vilande fas, problem i
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Sverige. Aven av detta skil ir en férdjupad kunskap om hilsotillstindet i vilda
fiskpopulationer 6nskvard.

FORUTSATTNINGAR FOR KUNSKAPSINHAMTNING

Sverige idr daligt rustat for att hantera problem och vetenskapliga utmaningar pa
vild fisk. Vi hor till de linder som idag star helt utan rutinmassig 6vervakning
av akvatiska sjukdomar hos vilda populationer. Ett exempel pa detta ér
tillstandet 1 Han6bukten, dir myndigheter sedan flera ar fatt in rapporter om
sarskadad fisk fran fiskare och fran allminheten (HaV 2013). Hade Sverige haft
ett fungerande Gvervakningsprogram hade situationen uppmarksammats i ett
tidigt skede och man hade kunnat féra en bittre dialog med intressenterna.
Man hade ocksa littare kunnat tolka resultaten av riktade undersokningar i
bukten och utvirdera de fynd som gjorts mot bakgrundsfakta om
normalférekomst av olika tillstand.

I dagsliget finns tva heltidsanstillda veterindrer samt fyra biologer som arbetar
med svensk fiskhilsa vid SVA. De huvudsakliga arbetsuppgifterna innefattar
odlad fisk inom akvakulturens 6vervakningsprogram (offentliga kontrollen och
stamfiskkontrollen) som har statligt st6d fran SJV, samt den frivilliga
sjukdomsovervakningen som bekostas av odlarna sjilva. Pa vildfisk finns idag
overhuvudtaget inga medel f6r en dylik 6vervakning och inte heller nigon rutin
for insamling av fisk f6r sjukdomsanalys.

Vid Institutionen for akvatiska resurser, SLU, arbetar i huvudsak biologer med
kompetens inom ekologi och populationsdynamik samt provtagning i falt. SLU
har ocksa uppdrag inom Ostersjdstrategin och ir ensam organisation om att
bedriva langsiktig fisk- och skaldjursprovtagning i kust och hav.
Provtagningarna fordelas mellan Kustlaboratoriet i Oregrund och
Havsfiskelaboratoriet i Lysekil. Ovriga universitet i Sverige har inga dylika
provtagningar som kan utnyttjas i ett nationellt sjukdomsprogram.
Linsstyrelserna och vattenvardsférbunden har fa och begrinsade
provtagningsprogram. (Dresland 2015).

Sammantaget saknas i dagslaget medel och samordning f6r maojlighet till
overvakning av akvatiska sjukdomar i Sverige (NV 2005).

DET FORESLAGNA PROGRAMMET

SYFTE

Programmet syftar till att ge Sverige en modern sjukdomsévervakning i akvatisk
milj6, och som i kombination med inrapportering fran fiskeindustri och
allminhet forvintas fainga upp bade lokala och storskaliga forindringar i
akvatiska organismers hilsostatus. Programmet innebir att vi kan:

e Uppticka f6r Sverige nya sjukdomar
e [F¢lja redan kinda sjukdomar i tid och rum
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e Undersoka effekter av sjukdomar pa individ- och populationsniva samt
utveckla ny och redan befintlig diagnostik

e Utveckla och optimera provtagning

e Bista med radgivning, rapporter och upplysning till myndigheter,
organisationer, foretag och allmanhet

e Delta aktivt i internationella samarbeten for ett hallbart nyttjande av
haven

Vi foreslar att programmet beniamns: Svenska programmet for akvatiska
patogener vilket pa engelska blir Swedish Programme for Aquatic Pathogens,
med samma akronym (SPAP) pa bada spriaken. Detta ar viktigt, dd vara resultat
kommer att redovisas internationellt till bland annat ICES/WGPMO och
HELCOM.

FINANSIERING OCH PROGRAMUTVECKLING
Vi foreslar att SPAP i likhet med 6vervakningen av landlevande vilt finansieras

med statliga medel och att SVA, 1 enlighet med regleringsbrevet och som redan
ansvarig for sjukdomsévervakning pa landsidan, ges ansvaret for programmet.
Kostnader for programmets 3 forsta ar beraknas till drygt 10,9 miljoner kr
(Bilaga 2). Da det saknas erfarenhet av att bedriva mer omfattande
overvakningsverksamhet av akvatiska sjukdomar i Sverige rekommenderar vi
att programmet startas i mindre skala for att under den fOrsta trearsperioden
successivt byggas upp till behovsnivan. Pa sikt kan dven 6vervakning av
inlandsvatten komma att liggas till. Vi foreslar att programmet utvirderas efter
tre ar fOr optimering av fortsatt verksamhet.

PROGRAMMETS UTFORMNING

I programmet ingar
° Overvaknings— och uppféljningsprogram
e Utbildning av personal
e En 7akutfond” motsvarande fallviltfonden pa landsidan

Ett begrinsat antal arter (framfor allt fiskar, men dven skaldjur och mollusker)
undersoks regelbundet inom ramen fér programmet. Artsammansittningen och
undersokta patogener kan komma att variera 6ver tid utifran internationella och
nationella larmrapporter, samt beroende pa om provtagningen giller vist- eller
Ostkust. Verksamheten delas in i tva delar:

1. Standardiserad screening. Insamlandet sker med gingse fangstmetoder
inom ramen f6r SLU:s befintliga provtagningsverksamhet. Materialet
selekteras utifran en visuell selektion av fisk med sjukdomssymptom
och provtas tillsammans med slumpmissigt utvalda symptomfria
referensfiskar. Med ett sidant brett foérfarande optimerar man
mojligheterna att hitta kiinda, helt okinda eller f6r svenska vatten nya
sjukdomar.
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2. Riktade provtagningar mot kinda sjukdomsalstrande organismer med
betydelse f6r kommersiella arter eller ekosystem. Dessa anvinds for att
avgora geografisk spridning, prevalens och paverkan av redan
identifierade sjukdomar.

Provmaterial kommer, fOr att sinka omkostnaderna, primart att samlas in av
SLU:s och SVA:s personal i filt i samband med SLU:s provfisken enligt punkt
1. Lampligen provtas darmed ocksa fiskarter och fiskindivider som ingar 1
mitningarna fran provfiskena for att ge en storre kunskapsbas genom att kunna
korrelera SLU:s och SVA:s data for fiskarna pa individ- och populationsniva.
En eventuell utékning till riktade expeditioner enligt punkt 2 bor finnas med
som plan for utveckling av programmet ifall 6vervakningen inte kan ses som
tillricklig genom SLU:s rutinmissiga provfisken.

I Ostersjon genomfors arligen 70 trildrag mellan Bornholm och Aland.
Utsjofisket fordelas pa tre tillfillen (kvartal 1, 3 och 3/4). Havsfiskelaboratoriet
utfor arligen en utsjoprovtagning under kvartal 3 1 Skagerack och Kattegatt,
inkluderande ca 140-180 bottentralprovtagningar. Ytterligare 35
bottentralprovtagningar sker 1 fjord och skirgardsomraden lings vastkusten.
Vid Havsfiskelaboratoriet finns ocksa en snabbgaende provtagningsbat som ar
utrustad med minitral. Baten ér vil limpad f6r mindre kustnira provtagningar
vid t ex akutprovtagning. SLU anvinder sig 1 huvudsak av garnfiske for
provtagningar av fisk 1 kustnara omraden och 2015 gjordes 51 provtagningar pa
29 lokaler. Under aren 2016-2018 kommer dessutom ett stort nationellt marint
karteringsprojekt att paga, dir utokade provfisken planeras.

SLU:s expeditioner och all annan provtagning som kan anvindas av SPAP
redovisas i rapporten Fiskhilsa (Oresland, 2015). Vi foreslar att detaljer i SPAP:s
filtprovtagning, t ex antal provtagna fiskar och fiskarter per provfiske, vilka
kustpunkter som ska ingd och nir provtagning dir ska ske, utformas i detalj av
SVA:s fiskpatologer i samrad med SLU, HaV och eventuellt 6vriga berérda
myndigheter. Utformningen bor baseras pa ICES Fish Disease Index for att
mojligedra jimforelse med internationellt insamlade data.

AKUTFOND
Vi foéreslar att programmet skall férfoga 6ver en akutfond, som avsitts specifikt

for nedanstiende indamal. Motsvarande SV A:s fallviltsfond som fir en fast
summa per ar. Medel som inte anvinds fullt ut fors 6ver till nasta ars budget
och fylls pa till angiven niva till ndstkommande ars programbudget. Beslut om
akutfondens anvindande fattas av programansvarig vid SVA. Akutfondens niva
foreslds ligga pa 1 miljon kr/ér.

SVA, SLU och HaV far arligen ett stort antal telefonsamtal frin allmanheten
om sjuka eller déda fiskar och skaldjur. Dessa samtal ar ibland viktiga
indikatorer pa att nagot sker 1 havsmiljon. Hittills har dock medel saknats f6r
att vidare kunna registrera och analysera fynden. Da déda eller potentiellt sjuka
akvatiska djur patriffas av fiskare, allminheten, organisationer och féretag skall
SVA kontaktas for beslut om fynden skall undersékas. Om beskrivna symptom
bedéms som intressanta for diagnostik sa skall material kunna skickas in
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kostnadsfritt, alternativt himtas av SLU, f6r vidare analys vid SVA.
Allminhetens observationer av sjuka djur dr ett viktigt komplement till
6vervakning av sjukdomar. Information till fiskare, allmédnhet, organisationer
och foéretag kommer darfor att ges via hemsidor hos SVA, SLU och HaV,
artiklar i fiskeri- och sportfisketidskrifter, samt genom féredrag och artiklar i
massmedia.

I samband med 6kad dédlighet eller massdodlighet av en eller flera arter dr det
nédvandigt att skyndsamt inhdmta material f6r undersokning av orsak och
spridning. Ett genomférande maste kunna ske omedelbart och utan dr6jsmal.
Ekonomiska medel f6r detta maste darfor stindigt finnas tillgdngliga. Likasa i
de fall en fOr Sverige frimmande art patraffas i svenska vatten, dr snabba
atgirder av vikt for att undersoka forekomst av frimmande sjukdomar och
parasiter som potentiellt kan 6verforas till de svenska bestanden.
Programansvarig patolog vid SVA tar beslut om insatser som finansieras av
akutmedel.

DIAGNOSTISKA METODER
Programmet kommer att utgd frin ICES/OSPARS standard for

sjukdomsovervakning av vildfiskarter (ICES 2015, Lang & Wosniok 2008, Feist
et al 2004, Bucke et a/ 1996, Anon.1989), rekommendationer av EU:s centrala
referenslaboratorium f6r organismen ifraga samt World Organisation for
Animal Healths (OIE) akvatiska manual. Vid behov kan metodutveckling
komma att genomforas.

UPPSTART AV PROGRAMMET
Den forsta trearsperioden skall bland annat innefatta:

e Tillsittande av foreslagna tjanster vid SVA (1st., 80 %, programansvarig
patolog/veterinir) och vid SLU (Ist., 50 %, koordinator f6r SVA:s del i
SLU:s expeditioner och kustprovtagningar, stationerad vid
Kustlaboratoriet)

e Studiebesok och samordning med befintliga program inom EU

e Utbildning av 6vrig provtagningspersonal vid Kustlaboratoriet och
Havsfiskelaboratoriet (SLU)

e [Ftablera samverkan med myndigheterna HaV, NV, SMHI samt andra
relevanta aktorer som linsstyrelser, kommuner, universitet etc.

e Inforliva SPAP som en del i ICES internationella rapporteringssystem

e SPAP-provtagning implementeras inom SLU:s ordinarie expeditions-
och provtagningsverksamhet genom att SVA-personal deltar i
expeditioner.

e Uppstart och optimering av SVA:s analysverksamhet inom SPAP

UTBILDNING
SVA ansvarar for utbildning av totalt 7 personer vid Kustlaboratoriet och
Havstiskelaboratoriet som deltar i faltprovtagning. Utbildningen skall
omfatta:
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e Urval och insamling av virddjur som skall inga 1 undersékning

e Provtagning for optimal analys, journalféring, markning

e Diagnostik och patologi som dr méjlig att genomfora makroskopiskt
och i falt

o Insindande av material

e Kuvalitetssikring i samband med diagnostisk verksamhet enligt SVA:s
rutiner

e Kurs i allmin sjukdomslira for fisk, kriaftdjur och musslor

e Kurs i férsoksdjurskunskap och etik

Undervisningen planeras att genomféras vid bade SVA, Havsfiskelaboratoriet,
Kustlaboratoriet och i filt. Utbildningen lingd, antal dagar, beslutas efter hand
utifrin de behov som framkommer, men preliminirt avsitts tva arbetsveckor.

Efter genomgangen utbildning kan laboratoriernas personal utféra
provtagningar inom den planerade verksamheten for att bista den SVA-patolog
som deltar i expeditionerna. Vidareutbildning bor ske arligen. Forslagsvis halls
manatliga “ronder” f6r diskussion om aktuella drenden, uppkomna problem
samt kompetensoverféring via videolank.
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Bakgrund

I Handbukten har man pa senare dr observerat fisk, framfor allt skrubbskéddda, med
fritliknande sarskador. Statens Veterindrmedicinska anstalt, SVA, har dérfor fatt i
uppdrag fran regeringen att undersdka orsaken till detta. Bakgrunden till hur sdren har
uppkommit har dnnu inte kunnat faststéllas.

Pé uppdrag av SVA har FOI genomfort kemisk analys pa skadad viivnad fran fisk for att
forsoka komma ett steg ndrmare orsaken till hudskadornas ursprung. En hypotes ér att
friitskadorna kan ha orsakats av narkontakt med dumpad kemisk ammunition
(senapsgas) som finns i ndromradet.

Inledning

Analyser av nedbrytningsprodukter relaterade till senapsgasexponering har utforts pd
viivnad frdn fisk som fiingats av yrkesfiskare i Hanébukten och skickats in till SVA. Det
dmne som i forsta hand sokts ir tiodiglykol, som kan vara en stark indikation for att fisk
exponerats for senapsgas. I andra hand har analysen riktats mot arsenikbaserade targas-
fkrikimnen som Clark, arsinolja och adamsit.

Det har tidigare visats att senapsgas kan binda till aminosyrorna glitaminsyra och
asparaginsyra i keratin. Keratin dr ett protein som bland annat finns i huden. Senapsgas
som binds in till aminosyran bildar en 2-hydroxyetyltioetyladdukt, —C;H4SC2H4OH.
Bindningen kan brytas genom behandling med bas [G. van der Schans ef al.]. Da frigors
tiodiglykol (HOC,;H4SC,H4OH), som kan detekteras i derivatiserad form med GC-
MS/MS, se strukturer i figur 1.

CI\/\S/\\/CI HO\/\S/\/OH
Senapsgas (HD) Tiodiglykol (TDG)
CAS 505-60-2 CAS 111-48-8

Figur 1. Molekylstrukturer fér senapsgas och tiodiglykol

SVA har tillhandahallit material frén tre fiskar med synliga sér och material fran tre
fiskar utan synliga sdrskador, se tabell 1. Nir proverna anldnde till FOI var de nigot
tinade men fortfarande kylda och de forvarades fortséttningsvis vid -20 °C.
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Tabell 1. Fiskvivnad som analyserats

Beniimning, SVA Kommentar
U150108-0384, 000117 Sérskadad fisk
U150325-0399, 000362 Sarskadad fisk
Ul41210-0421, 006542 Sarskadad fisk
U150421-0490, 000486 Viivnad utan synliga skador
U150422-0498, 000533 Vivnad utan synliga skador
U150325-0399, 000363 Viivnad utan synliga skador
Resultat

Vid analys av proverna har ingen av de sékta substanserna kunnat detekteras. Analysen
gav dirmed ingen indikation pa att fiskarna exponerats for senapsgas eller
arsenikbaserade targas-/krikdmnen.

Slutsatser och kommentarer

Vi har inte kunnat pévisa tiodiglykol eller arsenikbaserade tirgas-/krikdmnen i nigot av
proven.

Experiment

Upparbetning av viavnad

Vivnadsprover fran de olika fiskarna (0,5-1,2 g) tvittades forst i tvd omgdngar genom
att de skakades med rent vatten (ca 2 ml) i ca 20 minuter. Dérefter dterupprepades
tvitten pA samma sitt fast med acetonitril som tvéttvitska. Mellan varje tvitt verfordes
bitarna till nya vialer. Vivnadsbitarna dverfordes direfter dterigen till nya vialer och
skakades i basisk vattenlosning i ca en timme for att bryta eventuella inbindning av, och
extrahera ut, tiodiglykol. Extraktet neutraliserades med saltsyra och analyserades efter
fastfasextraktion [L. Oberg et al.] och derivatisering [J. Riches ef al.] med GC-MS/MS,
Det neutraliserade extraktet har dven analyserats med LC-MS/MS enligt [I.R. Nyholm
et al.] for att vi eventuellt skulle kunna detektera nedbrytningsprodukter av de
arsenikbaserade targas-/krikdmnena Clark, adamsit och arsinolja.
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Figur 2. Kromatogram fran GC-MS/MS analys av kemiskt derivat av tiodiglykol.
Overst: basiskt extrakt av vavnad fran fisk som uppvisat sarskador, nederst:

standard av tiodiglykol.

Inbindningsforsék - verifiering av metod

Till vivnadsbitar (0,5-1,2 g) tillsattes 1 pg deutererad senapsgas 16st i isopropanol. Efter
en timmes skak i rumstemperatur tvéttades och extraherades/behandlades provbitarna
enligt den ovan beskrivna proceduren. Verifiering av metoden redovisas i figur 3.
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Figur 3. Kromatogram fran GC-MS/MS-analys av kemiskt derivat av tiodiglykol. Overst:
basiskt extrakt fran fiskvavnad behandlad med 1 pg De-senapsgas, nederst: standard

av Deg-tiodiglykol.
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Bilaga 1 - Instrumentella betingelser

GC-MS/MS
Prover analyserades med en gaskromatograf (ThermoScientific Trace 1300) kopplad till
en trippelkvadrupol masspektrometer (ThermoScientific TSQ 8000Evo).

Injektionsvolym: 1 pl

Kolonn: Agilent J&W DB-5MS (5 % fenylarylen och 95 % dimetylpolysiloxan),

30 m x 0,25 mm x 0,25 pm

Temperaturprogrammering av GC-ugn: 80 °C (1 min); 20 °C/min till 280 °C (2 min)

Typ av analys: positiv kemisk jonisering med metan som reaktionsgas, SRM-analys
(Tiodiglykol: 301—241, 301—169, Ds-tiodiglykol 309245, 309—169)

LC-MSMS
Waters Acquity UPLC kopplat till Waters Xevo masspektrometer

Mobilfas A: 0,1 % myrsyra i Milli-Q-vatten, mobilfas B: 0,1 % myrsyra i acetonitril
Mobilfas-fléde: 0,5 ml/min, gradienteluering fran 5 % B till 98 % B pd 3 minuter
Injektionsvolym: 5 pl

Kolonn: Acquity HSS C18 SB, 1,8 um, 2,1 x 100 mm, Waters

Kolonntemperatur: +60 °C

Typ av MS-analys: elektrospray, positiv jonisering, multi reaction monitoring (MRM)
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BILAGA 2. BUDGETPLAN FOR UPPFOLJNING OCH OVERVAKNING AV
SJUKDOMSTILLSTANDET HOS VILDA FISKPOPULATIONER

Utbildningar Kr

Forsta arets grundutbildning
Tva veckors grundutbildning for sex ”nyckelpersoner” fran K-lab och H-lab

Logi, traktamenten och resor 70 000
Lonekostnader (ingar I6nersattning dven for kursdeltagare)

Administrativ kostnad 26 000
Materiel: 30 000
Summa grundutbildning ar 1: 126 000

Vidareutbildning
Arskostnader (ar 2 och 3 har samma kostnad)
Méten: Ett arligt méte a 2-3 dagar per ar vid SVA resp H-lab/Kustlab. Genomgang av resultat samt korta specialutbildningar

Logi, traktamenten och resor 30 500
Administrativ kostnad 10 500
Materiel 8 000
Summa utbildning /ar, &r 2 resp 3 49 000
Summa utbildning &r 2 och 3 98 000
Totalsumma utbildning 224 000
Tjanster

Lonekostnader (ar 1, 2 och 3 har samma kostnader)

Tjanst 80%, SVA (programledare) 786 000
Tjanst 50% K-lab koordinator 592 000
Summa Tjanster 1378 000
Totalsumma tjénster ar 1,2,3 4 134 000

Provtagningsverksamhet
Material och lokala batkostnader

Lonekostnad faltassistenter samt falttillagg inkl OH) 90 000
Utvecklin‘g av diagnostik och specialunders6kningar av vissa patogener for att pavisa effekter pa individ och populationsniva (I6ner och material)
Administrativ kostnad 75 000
Analyser vid SVA 1 000 000
Summa arskostnad provtagningsverksamhet 1165 000
Totalsumma arskostnader (ar 1,2 och 3) 3 495 000
Akutfond

Akutfond arskostnad 1 000 000
Totalsumma akutfond ar 1, 2,3 3 000 000
Totalsumma programmet ar 1,2,3 10853 000
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