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Bakgrund och syfte med undersékningstypen

Miljodvervakning, dar biologiska effekter studeras pa subcellular och cellulér niva, kan
anvandas for att beskriva det allmanna hélsotillstandet hos olika organismer och ger mojlighet
att pavisa toxiciteten av okanda och kanda @mnen i ett undersokningsomrade.

Till skillnad mot analyser av ett kemiskt &mne eller &mnesgrupp, med fran borjan kand toxisk
effekt, kan studier av biologiska effekter dven pavisa toxiciteten av amnen som ej ingar i ett
kemiskt analysprogram eller &mnen med ej tidigare kand toxicitet. Ett kemiskt analysarbete
kompletterar effektprogrammet genom att pavisa férekomsten av misstankta toxiska amnen i
organismen. Det ger &ven mojlighet att félja tidstrender av kdnda amnen med kénd toxisk
effekt.

Syftet med denna undersokningstyp &r att anvanda vél beprévade och kénsliga metoder for att
pavisa effekter i fisk av en eventuell storskalig paverkan av toxiska amnen i kustomraden.
Undersokningstypen kan ocksa anvandas vid fiskundersokningar i sjéar och vattendrag. Den
sammanlagda effektbilden pa fiskens hélsotillstand ska dven kunna beskriva betydelsen av
den toxiska paverkan for en populations 6verlevnad. Sverige har sedan manga ar anvant
biokemiska och fysiologiska metoder (s& kallade biomarkorer) for att studera halsoeffekter
hos fisk som exponerats for enskilda miljogifter eller avloppsvatten. Pa sa satt har
halsoundersdkningar av fisk avslojat effekter av miljogifter eller komplexa utslapp i
fororenade recipienter. Det har handlat om vattenomraden i narheten av till exempel
skogsindustrier, metallindustrier, petrokemiska industrier, storre stader eller reningsverk
(Larsson et al., 1985; Andersson et al., 1988; Ericson et al., 1998; Larsson et al., 1999; Sturve
et al., 2005; Hansson et al., 2014; Asker et al., 2015; Asker et al., 2016). Metodernas
kanslighet &r darfor val dokumenterade och har en av sina framsta fordelar i att de kan ge ett
svar pa forekomst av toxiska amnen i vattenmiljon. En annan fordel ar att den pavisade
effektbilden hos fiskar i ett vattenomrade kan konfirmeras genom uppféljande
laboratorieexperiment dar fiskar exponeras for de aktuella kemiska &mnena. Darigenom kan
observerade effekter knytas till ett visst kemiskt &mne eller blandningar av flera &mnen.

Malséttningen med undersokningstypen &r att:

e kunna beskriva det aktuella tillstandet i vattenmiljon i referensomréaden avseende
effekter av framst toxiska @amnens paverkan pa halsotillstandet hos fisk

e kunna beskriva tillstandet i omraden med paverkad miljo

e genom arliga undersékningar pa fasta stationer folja tidstrender av biokemiska,
fysiologiska, histologiska och patologiska effektvariabler hos fisk, och d&rigenom
kunna pavisa langsiktiga forandringar av miljétillstandet i undersékningsomradet

e genom regelbundna undersokningar i opaverkade omraden tillhandahalla referensdata
for undersokningar pa fisk i regionalt och lokalt paverkade omraden

e kunna upptacka nya miljéhot till foljd av utslapp av kanda eller okanda kemikalier

e kunna folja upp nationella och regionala miljokvalitetsmal (framst Giftfri miljo; Hav i
balans samt levande kust och skéargard; Ingen évergodning)

Handbok for miljoévervakning
HALSOTILLSTAND HOS KUSTFISK — BIOLOGISKA EFFEKTER PA SUBCELLULAR
OCH CELLULAR NIVA



4 Halsotillstand hos kustfisk -
Biologiska effekter pa subcellular och cellulér niva
Version 1:1, 2021-06-17

e kunna ge underlag for atgarder framst nar det galler utslapp av kemiska amnen i
vattenmiljon

e kunna folja effekter av vidtagna atgarder for att minska kemikalieutslapp

e genom samordning med undersokningar av fiskbestandens utveckling och forekomst
av miljogifter kunna skapa en god forklaringsmodell for hur toxiska &mnen kan
inducera tidiga effekter pa cell- och individniva, som i sin tur ger upphov till
stérningar av integrerade biologiska funktioner (tillvéxt, fortplantning,
bestandsutveckling) av betydelse for ekosystemet.

Samordning

Samordning sker med 6vriga tva undersékningstyper som beror fisk, dels Metaller och
organiska miljogifter i fisk och dels Bestandsovervakning, provfisk. Darmed fas en
sammanhallen Integrerad fiskdvervakning. Det innebér att arbetet integreras med
undersokningar av bestandstathet och bestandsstruktur (SLU pé uppdrag av Havs- och
vattenmyndigheten), samt metall- och miljogiftsanalyser hos fisk (NRM m.fl. pa uppdrag av
Naturvardsverket). Med stod av integrerad kustfiskovervakningen bor man kunna utveckla en
forklarande modell for hur en antropogen belastning kan inducera tidiga effekter pa viktiga
biologiska funktioner pa cellniva (t.ex. biokemiska processer, cellforandringar), vilka i sin tur
kan leda till stérningar pa organismniva (t.ex. tillvéxt och reproduktion) och slutligen pa
ekosystemniva.

Olika understkningar pa tanglake kan ske i gemensamma provtagningsomraden vid samma
tidpunkter pa aret. Motsvarande géller for abborre och skrubbskadda. Denna samordning
medfor minskade kostnader for fangst och provtagning. Dessutom kan miljéévervakningsdata
pa kustfisk fran de olika undersokningarna bli féremal for en sammanvégd tolkning, vilket ger
en battre helhetsbild av fiskbestandens status (Sandstrém et al. 2005).

Strategi

Undersokningstypen bygger pa erfarenheter av arliga provtagningar och analyser av stationara
fiskarter vid samma tidpunkt och vid samma kuststationer varje ar. Langa matserier ger
representativa och kvalitetssakrade data som ger en god beskrivning av eventuella
forandringar av tillstandet i miljon avseende effekter av framst antropogena amnen.

Halsan hos fisk bor métas med ett antal val beprovade och kénsliga biokemiska, fysiologiska,
histologiska och patologiska variabler, s k biomarkérer (Adams et al., 1989; Hugget, 1989),
som presenteras i tabell nedan och i Bilaga 1. De valda variablerna ger en god bild av fiskens
halsotillstand genom att de speglar viktiga livsfunktioner, sasom immunforsvar,
leverfunktion, metabolisering av miljogifter, jonbalans, &mnesomsattning och fortplantning.
Genom att anvanda ett sadant brett batteri av biomarkdrer kan tidiga subletala storningar
upptéckas hos fisk som exponeras for kemiska &mnen (Larsson et al., 1985; Forlin et al.,

Handbok for miljoévervakning
HALSOTILLSTAND HOS KUSTFISK — BIOLOGISKA EFFEKTER PA SUBCELLULAR
OCH CELLULAR NIVA



Halsotillstand hos kustfisk - 5
Biologiska effekter pa subcellular och cellulér niva
Version 1:1, 2021-06-17

1986; Andersson et al., 1988; Hansson et al., 2014). Den priméra gifteffekten, som sker pa
subcellular niva i form av en biokemisk eller fysiologisk forandring, induceras snabbt i
organismen. Dessa effekter kan utvecklas vidare till stérningar pa hogre biologiska
organisationsnivaer i organismen, t.ex. i form av forandringar av celler och organ
(histologiska forandringar), vilka i sin tur kan leda till vitala storningar av fortplantning,
tillvaxt och éverlevnad. Genom att géra en sammanvagd tolkning av erhallna resultat med
data fran Gvriga undersokningstyper inom den integrerade fiskovervakningen fas majlighet att
korrelera biomarkorerna till giftbelastning och ké&nsliga ekologiska variabler, t.ex.
reproduktionsframgang och tillvaxt (Sandstrém et al. 2005).

Metoderna kan i princip tillampas pa samtliga fiskarter fran alla typer av akvatiska biotoper.
Genom att valja indikatorarter, sasom abborre, tanglake och skrubbskadda, vilka har ett
stationart levnadssatt och forekommer i tillrackligt stor mangd aret runt, kan man forséakra sig
om en undersokningsmetod som &r mojlig att aterupprepa och som speglar forhallanden i det
aktuella undersokningsomradet. Abborren forekommer langs hela Ostersjokusten och i
insjoar, medan tanglaken ar spridd utmed hela den svenska kuststrackan saval som runt
Nordeuropas kustomraden till Frankrike. Skrubbskadda som har anvénts for studier av
fiskhélsa internationellt under flera decennier har dven borjat anvandas som indikatorart i
svenska undersokningar. Skrubbskadda har en stor utbredning och &r vanligt forekommande i
Ostersjon och Nordsjon. All tre arter ar alltsa val lampade for studier av geografiska
skillnader. Tanglaken &r dessutom speciellt val lampad for undersokningar av det kansligaste
stadiet under organismens livscykel, d.v.s. det embryonala stadiet samt larvstadiet, vilket
mojliggor relevanta uppfoljningsstudier. De tre arterna ar ocksa lampade for samordning
mellan regional och nationell miljéévervakning. I Sverige ar miljoovervakning aterkommande
och systematiskt upplagda undersokningar som foljer upp miljons tillstand. Vad som
dvervakas styrs av uppsatta miljomal, krav i lagstiftning och EU-direktiv, och Sveriges
ataganden inom internationella konventioner. Internationella marina 6vervakningsfragor, som
staller krav pa svensk miljodvervakning, hanteras framfor allt i de regionala konventionerna
for skyddet av Ostersjons (Helcom) respektive Nordostatlantens (Ospar) marina miljoer samt
av havsmiljodirektivet 2008/56/EG.

Havsmiljodirektivet

I svensk lagstiftning &r Havsmiljodirektivet implementerat genom havsmiljoforordningen.
Foljande ska 6vervakas:
e Geografisk och tidsmassig variation per art eller population:

o fordelning, abundans och/eller biomassa

o reproduktionsformaga, 6verlevnadstal och dodlighet/skadefrekvens

Aven miljoeffekter av farliga &mnen ingar i deskriptor 8 och det sekundara kriteriet D8C2
enligt Kommisionsbeslutet: Arternas halsa och livsmiljoernas tillstand (t.ex. deras
artsammansattning och relativa abundans pa platser med kronisk férorening) paverkas inte
negativt pa grund av frammande amnen, inklusive kumulativa och synergistiska effekter.
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Mattenhet: D8C2: Abundans (antal individer eller andra lampliga enheter som
overenskommits pa regional eller delregional niva) per art som paverkas.

Helcom

Som part i Helsingforskonventionen ska Sverige delta i arbetet med att skydda Ostersjon samt
folja de rekommendationer som tas fram inom konventionen. Overvakning av fiskhalsa ingar
inte i HELCOM Monitoring Manual.

| Baltic Sea Action Plan (BSAP) bidrar data pa miljoeffekter av farliga amnen till att folja upp
mal under tema Hazardous substances; Healthy wildlife samt Concentrations of hazardous
substances close to natural levels.

Ospar

Som part i Osparkonventionen ska Sverige delta i arbetet med att skydda den marina miljon i
Nordostatlanten samt félja de rekommendationer som tas fram inom konventionen.

Overvakning av fiskhalsa ar inte obligatoriskt inom CEMP (OSPAR's Coordinated
Environmental Monitoring Programme) men vissa av variablerna som dvervakas i Sverige
inom Kustfisk halsa finns inkluderade under generella biologiska effekter som dvervakas pa
frivillig/temporér basis av medlemslanderna inom Ospar.

Statistiska aspekter

Fiskarnas fysiologiska status ar, utover en eventuell antropogen belastning, paverkat av en rad
olika abiotiska faktorer som t.ex. klimat, hydrografi, syre och salinitet. Fysiologiska
funktioner star dessutom under inflytande av biotiska faktorer sdsom alder, storlek,
konsstatus, naringsstatus, och parasitism. Samtliga dessa faktorer bidrar till den biologiska
spridningen och kan darmed forsvara mojligheten att pavisa eventuella signifikanta skillnader
mellan fiskgrupper fran olika undersokningsomraden eller att pavisa signifikanta tidstrender
inom de olika omradena.

For att minimera den biologiska spridningen ar undersokningarna upplagda sa att namnda
naturliga faktorer har en sa liten paverkan som méjligt och &r likvardiga inom fiskgrupperna i
undersokningsomradena. For att undvika arstidsberoende faktorers inverkan pa resultatet sa
sker de arliga provtagningarna pa de respektive fiskarterna under samma vecka varije ar.
Kons- och storleksberoende variationer minimeras genom att bara konsmogna honfiskar i ett
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bestamt storleksintervall studeras vid varje provtagningsomrade. Om aven hanfisk studeras
ska resultaten for hon- och hanfisk redovisas separat.

For alla tre fiskarter, abborre, tanglake och skrubbskéadda, rekommenderas att analysen
omfattar 20 individer av honkon fran varje provtagningsstation och i forkommande fall 10
individer av hankon. Antalet fiskar ar baserat pa tidigare erfarenheter fran bade
faltundersokningar pa fiskar i recipienter med paverkad miljo och laboratorieforsok med
fiskar exponerade for kemiska &mnen enskilt eller i komplexa blandningar eller
faltundersokningar (Larsson et al., 1985; Andersson et al., 1988; Hanson et al., 2014). Enligt
dessa erfarenheter kunde beréknas att det kravdes 20-25 individer (olika fran fall till fall) for
att man med konventionella statistiska metoder skulle kunna sakerstélla eventuella skillnader
mellan stationer eller ar. Antalet ar baserat pa de valda matvariablerna.

Plats/stationsval

Matprogrammet kan tillampas bade pa nationell, regional och lokal niva. Genom att lagga
lokalerna i opaverkade omraden far man matt pa eventuell storskalig paverkan av allmant
spridda antropogena substanser. Om syftet r att studera effekterna av mer begransade, lokala
utslapp bor ett lampligt antal stationer placeras langs en gradient fran den lokala
utslappskallan. Dessutom véljs minst en referenslokal som har en biotop som, sa langt det ar
mojligt, efterliknar recipientens. Ytterligare en viktig aspekt pa val av provtagningslokal &r
lokalens néarhet till 1amplig plats for sumpning av fisk och tillvaratagande av prover. Se vidare
under Observations/provtagningsmetodik.

Matprogram

Provtagnings- och analysmetoderna har huvudsakligen utvecklats och provats under flerarig
forskningsverksamhet av forskare vid Goteborgs universitet och tidigare dven av forskare
aktiva vid Stockholms universitet. Utarbetandet av dessa metoder har dven skett i samrad med
internationella forskare aktiva inom omradet akvatisk ekotoxikologi.

Variabler

Da det nationella delprogrammet Kustfisk halsa startade ar 1988 gjordes ett urval av variabler
som huvudsakligen grundade sig pa foljande kriterier: hog kanslighet for de effekter som man
avsag att studera, val dokumenterade metoder med god tillgang till jamforelsedata fran
tidigare studier, samt kostnadseffektiva metoder. En utveckling sker dock kontinuerligt
genom framtagandet av nya och kansligare variabler. De matvariabler som ingar i
undersokningstypen presenteras i nedanstaende tabell. En utforlig beskrivning av de olika
métvariablerna finns i Bilaga 1.
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Foreteelse Matvariabler |Enhet/klassade |Prioritet | Frekvens och | Referens
varden tidpunkter
abborre (a), Total langd | mm 1 Arligen 1,7,17
tanglake (b), (@) sep
skrubba (c) (b) nov/dec
(c) aug
abborre (a), Total vikt g 1 Arligen 1,7,17
tanglake (b) (a) sep
skrubba (c) (b) nov/dec
(c) aug
abborre (a), Somatisk vikt | g 1 Arligen 1,7
tz;\(ng:)abke (b) (tot vikt - (a) sep
skrubba (¢ gonadvikt) (b) nov/dec
(c) aug
abborre (a), Somatiskt g/cm?® 1 Arligen 1,7
tanglake (b) index; 100 x (total (@) sep
skrubba (¢ Konditons- | vikt)/(langd i (b) nov/dec
faktor cm)3
(c) aug
abborre (a), Gonadvikt g 1 Arligen 1,7,17
tanglake (b) (@) sep
skrubba (c (b) novidec
(c) aug
abborre (a), Gonado- 100 x (gonad 1 Arligen 1,7
tanglake (b) somatiskt vikt/ total vikt) (a) sep
skrubba (c) index (GSI) (b) nov/dec
(c) aug
abborre (a), Lever- 100 x (lever vikt/ |1 Arligen 1,7
tanglake (b) somatiskt total vikt) (@) sep
k i LSl
skrubba (c) index (LSI) (b) nov/dec
(c) aug
abborre (a), Levervikt g 1 Arligen 1,7,17
tanglake (b) (@) sep
skrubba (c) (b) nov/dec
(c) aug
abborre (a), Alder Ar 1 Arligen 12
tzi\(ngLabke (b) (@) sep
S ru. (9 (b) nov/dec
otolit
(c) aug
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Foreteelse Matvariabler |Enhet/klassade |Prioritet | Frekvens och | Referens
varden tidpunkter
abborre (a), Kon Hane, Hona 1 Arligen 1,7
tingLabke (b) (@) sep
skrubba (c) (b) nov/dec
(c) aug
abborre (a), Yttre 1 Arligen 1,7
tanglake (b) sjukdomar, (@) sep
skrubba (c) Skador (b) nov/dec
(c) aug
abborre (a), Parasit- 1 Arligen 1,7
tanglake (b) angrepp (a) sep
krubb
skrubba (¢) (b) nov/dec
lever
(c) aug
abborre (a), Histologi 2,3 Arligen 7
tanglake (b) Lever (a) sep
krubb
S .ru a(©) Nekrotiska (b) nov/dec
Bitav lever och | ,qp (© au
mjalte samt degenererade J
gonad och tarm I
till provbank | CE!€r
Makrofag-
centra,
forekomst
Mjélte
Makrofag-
centra,
forekomst
abborre (a), Differential- | % 1 Arligen 1,13,17,19
tanglake (b) rakning av (@) sep
skrubba (C) Andel vita (b) nov/dec
Helblod blodceller
Andel (c) aug
lymfocyter
Andel
granulocyter
Andel
trombocyter
abborre (a), Hematokrit | % 1 Arligen 1,6
tingLabke (o) (@) sep
skrubba (c) (b) nov/dec
Helblod
(c) aug
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Foreteelse Matvariabler |Enhet/klassade |Prioritet | Frekvens och | Referens
varden tidpunkter
abborre (a), Blodglukos | mmol/I blod 1 Arligen 2,3
tingLabke (b) (@) sep
skrubba (c) (b) nov/dec
Helblod
(c) aug
abborre (a), Hemoglobin | g/l blod 1 Arligen 20
tz‘lil(nglake (b) (@) sep
skrubba (c) (b) nov/dec
Helblod
(c) aug
abborre (a), Blodlaktat mg/100ml 2 Arligen 1,6
tanglake (b) blodplasma (a) sep
skrubba (c)
Blodplasma (b) nov/dec
(c) aug
abborre (a), EROD pmol/mg protein, |1 Arligen 1,4,8
tanglake (b) (etoxyre- minut (@) sep
skrubba (c) sorufin-O- b "
Lever. deetylase) (b) nov/dec
mikrosomer (c) aug
abborre (a), Protein mg protein/g 1 Arligen 14
tanglake (b) lever (vatvikt) (@) sep
skrubba (c)
Lever (b) nov/dec
mikrosomer och (Redovisas ej) (c) aug
cytosol
Muskel S9
abborre (a), GR nmol/mg protein, |1 Arligen 22,23
tanglake (b) (glutation- minut (@) sep
skrubba (c) reduktas)
Lever, cytosol (b) nov/dec
(c) aug
abborre (a), GST nmol/mg protein, |1 Arligen 22,23
tanglake (b) (glutation-S- | minut (@) sep
skrubba (c) transferas)
(b) nov/dec
Lever, cytosol (©) aug
abborre (a), Katalas pumol/mg protein, |1 Arligen 22,23
tanglake (b) minut (@) sep
skrubba (c) (b) nov/dec
Lever, cytosol
(c) aug
abborre (a), AChE nmol/mg protein, |1 Arligen 21
tanglake (b) (acetylkolin- | minut (@) sep
k
skrubba (c) esteras) (b) nov/dec
Muskel, S9
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Foreteelse Matvariabler |Enhet/klassade |Prioritet | Frekvens och | Referens
vérden tidpunkter
(c) aug
abborre (a), Vitellogenin | ng/ml 1 Arligen 11,16
tanglake (b) (@) sep
skrubba (c) (b) novi/dec
Blodplasma (©) aug
abborre (a), MT (metallo- | nmol/mg protein |3 Arligen 10
tanglake (b) thionein) (@) sep
L
ever (b) nov/dec
Provbank (0) aug
abborre (a), DNA- nmol/mol 3 Arligen 7
tanglake (b) addukter (@) sep
Lever (b) nov/dec
Provbank (c) aug
abborre (a), Kloridjoner | mmol/L 1 Arligen 1,9
tanglake (b) (@) sep
skrubba (c) (b) nov/dec
Blodplasma (©) aug
abborre (a), Natriumjoner | mmol/L 1 Arligen 1,9
tanglake (b) (@) sep
skrubba (c) (b) nov/dec
Blodplasma (©) aug
abborre (a), Kaliumjoner | mmol/L 1 Arligen 1,9
tanglake (b) (@) sep
krubb
skrubba (c) (b) nov/dec
Blodplasma
(c) aug
abborre (a), Kalciumjoner | mmol/L 1 Arligen 1,9
t?(ng:)abke (b) (@) sep
skrubba (c) (b) nov/dec
Blodplasma
(c) aug
abborre (a), 3 Arligen
t?(ng:)abke (b) (@) sep
skrubba (c) (b) nov/dec
Galla, (©) au
Provbank g
abborre (a), Halter av 3 Eventuell
tanglake (b) miljogifter analys enligt
skrubba (c) anr(;an o«
Fisk undersok-
Provbank ningstyp

HALSOTILLSTAND HOS KUSTFISK — BIOLOGISKA EFFEKTER PA SUBCELLULAR

Handbok for miljoévervakning

OCH CELLULAR NIVA

11



12 Halsotillstand hos kustfisk -
Biologiska effekter pa subcellular och cellulér niva
Version 1:1, 2021-06-17

Foreteelse Matvariabler |Enhet/klassade |Prioritet | Frekvens och | Referens
vérden tidpunkter
Vatten Temperatur | Celsius 2
abborre (a), Cytokrom nmol/mg protein | Utgatt fr 15
tanglake (b) P-450-halt om
skrubba (c) 2000
Lever,
mikrosomer
4
abborre (a), Lever- mg/100mg Utgatt 1,6
tanglake (b) glykogen vévnad from
skrubba (c) 2000
Lever 4
abborre (a), Muskel- mg/100mg Utgatt 1,6
tanglake (b) glykogen vavnad from
skrubba (c) 2000
Muskel 4

Matvariablerna har olika prioritet. Prioritet 1 betyder att variabeln alltid méts. Prioritet 2
innebdr att matvariabeln mats ibland (vid behov). Prioritet 3 innebér att prover bankas for att
mojliggora framtida méatningar. Prioritet 4 innebar att variabeln utgatt.

Frekvens och tidpunkter

For att undvika arstidsberoende variationer, vilket kan medf6ra stor spridning i resultaten, ska
den arliga provtagningen ske vid en och samma tidpunkt varje ar. For abborre &r det lampligt
att provtagningen sker pa hosten da fisken har 1ag sexuell aktivitet och da tillgangen pa fisk ar
god. For tanglake dar honorna har avkomman i en yngelséack ar det lampligt att
provtagningen sker sent under hosten. Detta mojliggor studier av reproduktionskapacitet och
status hos avkomman vilket sker i en an annan undersdkningstyp. Abborre fiskas lampligen
med nit under september och tdnglake med ryssja under november/december. Aven
skrubbskédda fiskas med néat under slutet av augusti.

Observations/provtagningsmetodik

Endast kénsmogna fiskar inom ett bestamt storleksintervall, 20-30 cm, anvénds for att
minimera storleksberoende variationer. 20 honor och 10 hanar fran varje provtagningsstation
insamlas och analyseras. Pa honor gors ett fullstandigt analysprogram medan pa hanar gors i
regel ett reducerat antal analyser. For att undvika kdnsberoende variationer behandlas
resultaten fran honor och hanar separat. Fangst av fisken sker pa ett standardiserat och
skonsamt satt med nat for abborre och skrubbskéadda och ryssja for tanglake. Direkt efter
fangst fors fisken i fisktransportkarl till sumpningsplats. Fore provtagning bor fisken forvaras
i trasumpar under 2-4 dygn for aterhamtning efter fangststress.

Vid provtagning bedovas fisken omedelbart efter hamtning fran sumpen. Provtagningen sker
darefter i sa nara anslutning till sumpningsplatsen som majligt (max. 100 m fran fisksumpen).
Provtagningslokalen ska ha tillgang till elektricitet och vara sa utrustad att en provtagning kan
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ske under bekvama former. Ett lampligt utrymme kan vara en fiskebod eller annat uthus, ett
garage eller nagon form av mobilt utrymme. Den totala tiden for hela provtagningen fran
havning av fisken ur sumpen till dess att samtliga prover omhandertagits och djupfrysts skall
understiga 10 minuter per fisk.

Vid provtagningen sker forst en blodprovstagning, foljt av méatning av kroppsvikt och total
langd. Vid den efterféljande dissektionen for att ta prover pa inre organ gors en
okularbesiktning av varje fiskindivid och eventuella yttre eller inre defekter (t.ex. fenskador,
hudskador, sar, tumorer och missbildningar av inre organ) noteras. Uttagna blodprover
djupfryses pa kolsyreis, och organprover for matning av biokemiska och fysiologiska
variabler djupfryses i flytande kvave, eller for matning av histologiska variabler placeras de i
fixerlosning omgaende for senare analys pa laboratorium. Fér matvariablerna hematokrit,
hemoglobin och blodglukos sker analys direkt i samband med provtagningen.

Provtagningsmetodik, inklusive nddvandig utrustning, finns ndrmare beskriven i publicerade
rapporter (Dave et al., 1975; Larsson et al., 1985; Andersson et al., 1988; Ericson et al., 1998;
Ronisz et al. 2005; Weichert et al., 2020).

Nodvandig utrustning for faltprovtagning pa fisk beskrivs i metodreferenserna (nr 1, 6, 7 och
9). En fullstandig utrustningslista for fiskprovtagning ges i Bilaga 2.

Tillvaratagande av prov, analysmetodik

Proverna transporteras djupfrysta (i flytande kvéve eller pa kolsyreis) eller i fixerad form till
laboratorium, dar de upparbetas och analyseras under det narmaste halvaret efter provtagning.
For vissa prover, sasom leverprover for matning av enzymaktiviteter, sker upparbetning och
analys relativt omgaende efter ankomst till laboratoriet.

For de flesta biokemiska/fysiologiska variablerna finns idag begréansade ekonomiska resurser
for att tillforlitligt kunna spara och férvara prover under tidsperioder av decennier i en
provbank. For histologiska analyser kan daremot fixerade och paraffin-inbaddade prover
forvaras i en bank till 1ag kostnad.

Samtliga biokemiska, fysiologiska, histologiska och patologiska métvariabler analyseras pa
ett standardiserat satt enligt utarbetade metodanvisningar (se metodreferenslistan).

Faltprotokoll
Vid faltprovtagningarna kan anvéndas ett protokoll (se Bilaga 3) dér observationer och
analyser som gors direkt vid provtagningen noteras.

Bakgrundsinformation

En viktig orsak till valet av arterna abborre och tanglake och senare aven skrubbskadda ar att
det finns omfattande historiska matserier, vilket mojliggor jamforelser i tid och rum. Detta ger
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en viktig bakgrundsinformation da de insamlade resultaten skall sattas i relation till vad som
ar naturlig och vad som &r antropogen paverkan.

| det nationella miljodvervakningsprogrammet (Programomrade Kust och Hav) diskuteras och
utvarderas erhallna data fran fiskhalsoundersdkningarna inom ramen for integrerad
kustfiskovervakning tillsammans med insamlade data fran delprogrammen Metaller och
organiska miljogifter i biologiska prov och Bestandsévervakning, provfisk. Darmed
mojliggors en sammanvagd tolkning av miljétillstandet avseende fiskhalsa, fiskbestandens
tathet och struktur, fiskens tillvéxt och kondition, samt miljogiftsbelastning (se Mustamaki et
al., 2020). I andra program finns givetvis mgjligheten till samtolkning med dessa data under
forutsattningen att samma arter och sammansattning av undersékningsmaterial samt tidpunkt
for fiskfangst tillampas (Forlin et al., 2019).

Informationen fran andra delprogram avseende omvarldsfaktorer i respektive
undersokningsomrade, sasom salthalt, siktdjup, naringstillforsel, och meteorologiska data,
utgor ocksa vardefulla komplement i samband med tolkningen av de egna resultaten.

Kvalitetssakring

For delprogrammet Kustfisk hélsa ar det av storsta vikt ar att fangst, provtagningsprocedurer,
analyser och datahantering sker pa ett standardiserat satt och fljer utarbetade
metodanvisningar.

Nagra grundlaggande kvalitetskrav listas nedan for de ingaende huvudmomenten: insamling
av fisk, provtagning, analys samt databearbetning och utvérdering. Dessutom redovisas andra
viktiga forutsattningar och rutiner for kvalitetssakring for att erhalla tillforlitliga resultat.

Insamling av fisk. Fisket skall utféras av personer med god kunskap om det geografiska
omradet dar fisket sker och som har erfarenhet av natfiske/ryssjefiske. Personerna ska éven ha
god kannedom och forstaelse for syftet med undersdkningen sa att fisken hanteras pa ett satt
som uppfyller de krav som analyserna har pa materialet. Instruktioner ses dver kontinuerligt
och delges nya medarbetare.

Provtagning. Provtagningsforfarandet skall utforas av personer som har en god erfarenhet av
denna typ av provtagning och analys. Provtagningarna sker pa ett standardiserat satt enligt
utarbetade metodanvisningar. Beroende pa erfarenhet kréavs 3-4 personer for att genomfora
hela forfarandet inom den givna tidsramen (10 min.). Transport av prover till
laboratorium/provbank skall ske enligt ett rutinmassigt forfarande.

Analys. De ingaende analyserna sker enligt utarbetade metodbeskrivningar och kraver
personal med tidigare erfarenhet av dessa metoder i fisk. En fortlépande internkontroll sker
for att kontrollera metodernas tillforlitlighet och garantera kvaliteten av analyserna. Vid byte
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av utrustning eller analysmetod sker parallellanalyser under en 6vergangsperiod.

Databearbetning och utvardering. Alla framtagna data genomgar en rimlighetsanalys med
avseende pa avvikande resultat (analysfel, felskrivningar mm). Vid misstankta analysfel
kontrolleras resultaten av ansvarig utforare av analysen. For att en fullgod utvardering av
framtagna resultat skall kunna utforas, bor dessa tolkas i relation till motsvarande resultat i
andra undersokningar. Darfor kravs god kannedom om aktuella litteraturdata om hur de olika
matvariablerna tillampats i andra undersokningar.

Andra viktiga forutsattningar for resultattillforlitlighet

o kontroll dver naturliga variabelpaverkande faktorer (se ovan under Statistiska
aspekter)

e stratifierat urval av undersokningsmaterialet som minimerar resultatspridning orsakad
av naturliga faktorer

¢ enhetlig och optimal provtagningsperiod

o uppfyllande av statistiska krav (antal prover, relevanta statistiska metoder)

e goda provtagningsforhallanden i falt

Databehandling, datavard

Radata fran varje individuell analys datalaggs, efter rimlighetsanalys med avseende pa
avvikande resultat. Det kan gélla provtagnings- eller analysfel, felskrivningar i protokoll, etc.
Alla primardata fran de arliga undersékningarna levereras till datavard vid Sveriges
lantbruksuniversitet, SLU (adress se nedan). Institutionen for akvatiska resurser, SLU &r
datavard for fisk i inlands- och kustvatten. Kustlaboratoriet i Oregrund fullgér den del av
datavardskapet som omfattar féreliggande undersokningstyp. Kontaktperson for
datavardskapet: Ronny Fredriksson, Sveriges lantbruksuniversitet, Institutionen for akvatiska
resurser, Kustlaboratoriet 742 42 Oregrund. Epost: ronny.fredriksson@slu.se

Dessutom levereras all primardata fran de arliga undersokningarna till ICES Data portal
DOME (Marine Environment).

Rapportering, utvardering

Kvalitetsgranskade primérdata levereras till datavéarden (se ovan). All vidare bearbetning av
data sker vid utforande laboratorium. Medelvérden och spridningsmatt (standardavvikelse)
berdknas. Da data ar latt tillgangliga i kalkylformat kan ett flertal statistiska tester anvandas
sasom exempelvis parametriska ANOVA-test eller icke parametriska Mann-Whitney test.
Alla analyser gors pa logtransformerad data. Erhallna data fran arets undersékningar i ett
kustomrade jamfors med tidigare ars data och med data fran 6vriga undersokningsomraden
for att tolka eventuella skillnader i tid eller rum. Tidstrender testas med linjar
regressionsanalys. Erhallna data anvands ocksa som referensdata for jamforelser med data
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under samma ar fran andra undersokningar i mer exponerade omraden. Ett viktigt syfte med
delprogrammets undersokningar &r att kartlagga eventuell storskalig paverkan pa fiskens halsa
i kustomraden och darmed f6lja upp de tre centrala miljokvalitetsmalen for havsmiljon
(Giftfri miljo; Hav i balans samt levande kust och skargard; Ingen 6vergodning). I de fall da
undersokningen kan pavisa effekter i form av funktionsstorningar, som visar sig i stérningar
pa populationsniva, bor orsaken till effekten klarlaggas och atgarder vidtas. Om endast
indikationer kan pavisas, dock signifikanta, med en misstankt betydelse for populationen, sa
ska detta leda till en vidare utredning (exempelvis koppling till observationer och resultat fran
andra studier i omradet, uppfoljande laboratorieexperiment, eller utvidgade féltstudier). Som
stdd vid beddmning av resultaten har det utarbetats en tolkningsmall for biokemiska,
fysiologiska och patologiska effekter hos fisk (Larsson et al., 2000; Forlin et al., 2019).

Kostnadsuppskattning

Som exempel redovisas nedan berdknade kostnader for genomforande av de nationella
hélsoundersdkningarna pa abborre vid ett undersokningsomrade. Halsoundersékningarna pa
tanglake och skrubbskadda har i stort sett samma kostnader. Berakningsar ar 2020. For aret
2020 gjordes undersokningar vid atta omraden.

Fasta kostnader
Loner/mdétesverksamhet:
Projektledning/samordning, provtagningspersonal, databearbetning,
rapportering, resor/planeringsmaten:
99 600 kr/ar/lokal

Fangst/faltprovtagning:
Yrkesfiskare, provtagning (inkl resor, logi, materiel):
44 000 kr/ar/lokal

Analyskostnader

Kostnaderna for biokemiska, fysiologiska, histologiska och patologiska analyser avser en
undersokningslokal, 25 matvariabler pa 20 honabborrar/lokal och 15 matvariabler pa 10
hanfiskar/lokal.

Analyserna omfattar:
hematologi (hematokrit, hemoglobin) och évriga blodanalyser (plasmajonerna
klorid, natrium, kalium, kalcium samt blodglukos); leverenzymer (EROD, GR,
GST, katalas); enzym i muskelvavnad (AChE), vitellogenin i plasma:
78 900 kr/ar//lokal

Tidsatgang
For varje provtagningslokal beraknas foljande tidsatgang:
Fangst, sumpning (inkl forarbete och efterarbete): 1 personvecka/lokal
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Provtagning, inkl restid, 4 personer x 2 dagar: 1,5 personvecka/lokal

Analyser inkl databearbetning; 25 matvariabler: 6 personveckor/lokal
Utvardering/rapportering: 1 personvecka/lokal
Sammanlagt for en provtagningslokal: 9,5 personveckor

Samordningsvinster for sjalva analysarbetet och dataarbetet gors nar flera omraden undersoks
samtidigt. Det ar hansyn taget till dessa i ovanstaende kostnadsuppskattning. Det gors dven
vissa samordningsvinster pa tidsatgangen for provtagning och rapportering nar flera omraden
undersoks samtidigt.

Forfattare och 6vriga kontaktpersoner

Programansvarig, Naturvardsverket:
Elisabeth Nyberg

Samhallsavdelningen, Miljogiftsenheten
Naturvardsverket

106 48 Stockholm

E-post: elisabeth.nyberg@naturvardsverket.se,

Tel: 010-698 17 68

Forfattare:

Lars Forlin

Institutionen for biologi och miljovetenskap
Goteborgs universitet

Box 463

405 30 Goteborg

Tel: 031-786 3676

Mobil: 0705-163676

E-post: lars.forlin@bioenv.gu.se

Jari Parkkonen

Institutionen for biologi och miljovetenskap
Goteborgs universitet

Box 463

405 30 Goteborg

Tel: 031-786 3449
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Bilaga 1. Variabler

Maéatvariablerna som beskrivs nedan har lite olika prioritet i programmet. Prioritet 1 betyder att
variabeln alltid mats. Prioritet 2 innebar att matvariabeln méts ibland (vid behov). Prioritet 3
innebdr att prover bankas for att mojliggora framtida métningar. Det galler framst prover for
histopatologiska undersokningar men ocksa ett begransat antal prover lampade for
biokemiska eller molekylérbiologiska undersékningar. Prioritet 4 innebér att variabeln
tidigare har funnits mdi programmet men har utgatt. Nedan foljer en beskrivning av de
variabler som presenteras i matprogrammet.

Relativ gonadvikt (GSI) och relativ levervikt (LSI)

Den normala utvecklingen av reproduktionsorganen (gonaderna) i fisk beror pa cellulara och
molekyléra processer som regleras av hormon och andra faktorer. Denna reglering kan
paverkas av onormala férhallanden, t.ex. olika typer av fororeningar, i fiskars omgivning.
Avvikelser fran den normala utvecklingen av reproduktionsorganen kan i sin tur innebéra
storningar av fiskarnas normala reproduktion. En grov, men tillforlitlig, indikation pa
stérningar av fiskarnas normala reproduktion ar storleksférandringar av gonaderna.
Gonadstorleken har t.ex. konstaterats vara mindre hos fiskar som levt nara skogsindustrier och
hos fisk som i laboratorieforsok exponerats for PCB och DDT. Relativ gonadvikt (GSI) kan
uttryckas som gonadvikten i procent av den totala kroppsvikten eller av den somatiska
kroppsvikten. Genom anpassning till ICES gallande definition redovisas GSI pa total
kroppsviktsbasis.

Ofta observeras forstoring av levern hos fiskar som lever i vattenomraden fororenade av
stabila organiska substanser, t.ex. hos fiskar fangade i skogsindustrirecipienter och hos fiskar
som i laboratorieforsok exponerats for klororganiska fororeningar. Denna forstoring kan vara
resultatet av 6kad fett- och/eller glykogenupplagring och/eller stimulerad proteinsyntes i
levercellerna. Det &r inte klarlagt vilka faktorer som orsakar detta, men det &r troligen en f6ljd
av fororeningsinducerade metaboliska stérningar och/eller 6kad méngd och aktivitet av
avgiftningsenzym. Den relativa levervikten (LSI) kan uttryckas som levervikten i procent av
den totala kroppsvikten eller av den somatiska kroppsvikten. Genom anpassning till ICES
gallande definition redovisas LSI pa total kroppsviktshasis. Samtliga relativa organviktsindex
har prioritet 1.

Konditionsfaktor

Konditionsfaktorn (CF) som beskriver relationen mellan kroppsvikt och langd ar ett matt pa
fiskens kondition och energistatus. Den berdknas som Fultons konditionsindex, CF=100*vikt
i gram/(langd i cm)® . CF hos en fisk paverkas av flera variabler, till exempel dess tillvaxt,
fodotillgang och halsa, och kan variera bade under aret och mellan omraden, och aven mellan
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honor och hanar. Hos fisk &r det inte ovanligt att man hittar fiskar med laga CF nara
fororenade omraden dvs. fiskar som ar magra. Det kan bero pa naturlig variation pa foda. Men
det kan ocksa vara ett resultat av paverkan pa fisken metabolism fran utslapp av fororeningar i
de paverkade omradena. En samre tillgang pa foda kan for dvrigt ocksa vara resultatet av en
forsdamrad miljésituation. Konditionsfaktor har prioritet 1.

Vita blodceller

Hos fisk finns flera typer av vita blodceller. De som ar av storst intresse &r lymfocyter,
neutrofila granulocyter och trombocyter. Lymfocyter ar engagerade i immunférsvaret genom
att de ar organismens bildare och barare av antikroppar. Bakteriella infektioner och andra
fraimmande kroppar i organismen aktiverar neutrofila granulocyter som oskadliggor dessa
infektioner och 6vriga kroppsframmande &mnen. Trombocyterna, som hos fiskar betraktas
som vita blodceller, spelar en viktig roll i blodets koaguleringsprocess.

Studier av vita blodceller hos fisk genom rakning av celler pa blodutstryk ar en relativt enkel
metod for att avsloja en forandring i fisken immunforsvar. Olika faktorer som t.ex.
exponering for vissa miljogifter kan satta ned forsvaret mot infektioner. Aven stress medfor
ett nedsatt immunforsvar genom en markant minskning av cirkulerande lymfocyter. Metoden
har haft en omfattande tillampning i bade experimentella studier och faltstudier hos fisk
exponerad for utslapp fran skogs- och metallindustrier, dar tydliga férandringar av den vita
blodcellsbilden har konstaterats. Differentialrakning av vita blodceller har prioritet 1.

Histologi

Histologi beskriver den mikroskopiska uppbyggnaden av vavnader och organ. Histologiska
forandringar ar vanligen resultatet av en kronisk biokemisk eller fysiologisk forandring som
overgatt till en sjuklig forandring som kan vara bestaende eller 6vergaende. Om
forandringarna man beskriver ar sjukliga anvander man vanligen begreppet histopatologi.
Gransdragningen mellan vad som ligger inom den biologiska variationen och vad som &r en
sjuklig forandring &r dock ofta otydlig. For att undvika att enbart luta sig mot en bedémning
frisk/sjuk kan man med hjélp av kvantitativa morfologiska metoder, t.ex. med hjalp av
bildanalys, fa ett numeriskt svar pa den forandring man beskriver. Samtidigt far man en béttre
mojlighet till att statistiskt bearbeta sitt material.

Forutom att beskriva rena strukturella férandringar kan man med olika infargningsmetoder
marka in biokemiska processer i de vavnader man vill studera. Denna teknik bendmns
histokemi. Utvecklingen inom detta omrade gar snabbt och hér finns majligheter att i
framtiden tillampa nya analyser pa éldre redan insamlat och fixerat material.

| det nationella programmet utfordes tidigare en évergripande histopatologisk undersdkning
av levern inklusive en kvantifiering av nekros/degeneration. Dessutom mattes férekomsten av
makrofagcentra i mjalten. Bada dessa forandringar ar kanda att svara pa olika former av
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antropogen belastning. Dessa variabler dr darmed relativt ospecifika men ger ett bra matt pa
det allménna halsotillstandet hos fisken. | de har aktuella referensomraden har dock dessa
variabler visat mycket fa eller inga forandringar. Darfor besléts 2015 att lagga samtliga
vavnader avsedda for histopatologiska undersékningar i provbank for mojliga framtida
analyser. Histologiska undersdkningar av lever och mjalte har prioritet 2. Histologiska prover
av andra organ laggs i provbank for eventuell framtida analys (prioritet 3).

Kolhydratmetabolism

Den mest studerade stresseffekten hos fisk ar den typiska dkningen av blodglukos
(blodsocker) och blodlaktat (mjolksyra) samt minskningen av glykogendepaer i lever och
muskel. Dessa ar sekundara effekter och resultat av en 6kad utséndring av hormoner fran
kortlar (hypofysen, binjurevavnad) och en 6kad nervis aktivitet. Detta ar en naturlig respons
for att snabbt frisatta energi t.ex. for att attackera en rival, for att fanga ett byte eller for att fly
undan predatorer. Manga miljogifter kan paverka metabolismen av kolhydrater pa annat satt
an via sekundar stress. Nedan beskrivs effekter pa glykogenhalt i lever och muskel, samt
glukos- och laktathalt i blod.

Glykogenhalt i lever och muskel, samt blodglukos

Tydliga 6kningar av glykogennivaer i muskel och lever har konstaterats hos fiskar som
exponerats for utslapp fran pappersmassaindustrier. Manga klorerade amnen (t.ex.
pentaklorfenol, PCB och DDT) ger upphov till férandrad kolhydratomsattning. Aven
kadmium och bly har i laboratorieforsok och faltundersékningar visats ge stord
kolhydratomséttning, bland annat forandrad blodglukosniva i blodet, hos fisk. Glykogenhalten
maéts enzymatiskt och ar en relativt enkel men tidskrédvande analys. Analys av blodglukos sker
direkt vid provtagningen med kolorimetrisk snabbmetod.

Glykogen i muskel och lever analyseras €] langre i de arliga matningarna i referensomraden.
Om maétningar ar aktuella t-.ex. i férorenade omraden ar det lampligt att méata
muskelglykogen da leverglykogen inte ar lika stabilt och svarar pd metaboliska férandringar
under ett sndvare tidsperspektiv.

Méatning av blodglukos har prioritet 1, medan analys av glykogenhalt i lever och muskel har
prioritet 4.

Laktat i blod

Laktat i blodplasma paverkas av olika former av akut stress. Det ar den mest
provtagningskansliga matvariabeln Matning av blodlaktat kan darfor inkluderas i
provtagningar for att fa en kontroll pa eventuell provtagningsstress. Analysen av laktat har
prioritet 2.
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EROD-aktivitet och CYP1A i lever

Utsondringen av fettlosliga organiska gifter fran fisk och andra ryggradsdjur paskyndas av
olika enzymsystem som omvandlar &mnena till vattenlésliga produkter. Dessa kan sedan
utséndras via galla eller urin. Den férsta omvandlingen i denna avgiftning ar ofta katalyserad
av enzymsystem som kallas cytokrom P450 (CYP) monooxygenaser. En av dessa som
anvands som matvariabel i miljodvervakning a&r EROD aktivitet. Det ar val dokumenterat att
en induktion av enzymet EROD i leverns avgiftningssystem ar en mycket kénslig biokemisk
respons hos fisk som exponeras for vissa stabila organiska @mnen (klorerade dioxiner och
polyaromatiska kolvaten, PAH) och visar att organismens avgiftningssystem har tratt i
funktion for att metabolisera de frammande amnena. Samtidigt utgor responsen en
varningssignal eftersom en bestaende induktion visar en langvarig exponering med allvarliga
effekter pd integrerade funktioner sdsom dmnesomséttningen, fortplantning, immunforsvar
och tillvéxt.

EROD-aktiviteten har anvénts som en kanslig biomarkaor for t.ex. oljeférorening eller utslapp
fran skogsindustrier. | fallet skogsindustrier har man i tidigare undersokningar kunnat mata en
paverkan pa upp till 40 km fran utslappskallan, vilket tyder pa en storskalig och/eller regional
paverkan. Analysen av EROD ar formodligen den, internationellt sett, mest tillampade
biomarkdren inom biologisk monitoring. Inom det nationella programmet har den prioritet 1
och har matts kontinuerligt sedan programmets start.

Ett alternativ och komplement till att mata EROD aktivitet ar att mata halten av proteinet
CYP1A i lever hos fisken. CYP1A dr det protein som EROD aktiviteten méter. Méatningarna
gors med hjalp av immunologisk metodik med specifika antikroppar mot CYP1A protein.
Variabeln EROD-aktivitet har prioritet 1. Variabel CYP1A har prioritet 2.

Cytokrom-P-450 (CYP)

Den totala halten av cytokrom P450 (CYP) mattes tidigare hos fisk fran fororenade omraden
men den &r en relativt ok&nslig biomarkor for giftexponering. Darfér rekommenderas inte
matning av denna variabel langre. Daremot kan det vara av varde att méta enskilda CYPar
t.ex. CYP1A (se ovan). Variabeln totala halten CYP har prioritet 4.

Proteinhalt i lever och muskel

Proteinhalt méts i lever och och muskel ingar som ett led i analyserna av enzymer, sasom
EROD. Métning av protein har prioritet 1 men anvands inte som sjalvstandig matvariabel.

Antioxidantenzymer i lever och oxidativ stress

Antioxidantenzymer, GR, katalas och GST mats framst for att ta reda pa om fisken ar utsatt
for oxidativ stress. En 6kad aktivitet av dessa enzym kan tyda pa oxidativ stress.
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Glutationreduktas-aktivitet i lever

Glutation ar mycket viktig for cellens redoxbalans. Enzymet glutationreduktas (GR) reglerar
forhallandet mellan reducerat och oxiderat glutation. Efter exponering for reaktiva amnen sker
ofta en 6kad forbrukning av reducerat glutation. FOr att kompensera for denna forbrukning
Okar aktiviteten av GR. En 6kad GR aktivitet kan darfor indikera exponering for syre- eller
organoradikaler.

Glutation S-transferas

Glutation S-transferas ar en familj av enzymer som katalyserar konjugering av glutation till
reaktiva &mnen sdval kroppsegna som icke kroppsegna fororeningar. Okad aktivitet kan
indikera exponering for fororeningar och ocksa risk for oxidativ stress.

Katalas
Enzymet katalas omvandlar véteperoxid till vatten och syre och &r viktigt i cellens forsvar mot
fria radikaler. Analys av alla tre antioxidantenzymerna, GR, katalas och GST har prioritet 1.

Acetylkolinesteras

Aktiviteten av enzymet acetylkolinesteras (AChE) reglerar nedbrytningen av transmittor-
substansen acetylkolin i nerv-/muskelsystemet. Aktiviteten mats i muskel for att ta reda pa om
fisken ar exponerade for vissa miljofarliga &mnen som &r kdnda att hAmma detta enzym. Mest
kdnda exemplen pa sadana amnen &r nagra insektsbekampningsmedel som inte langre
anvands i sa stor utstrackning. Det finns d&ven misstanke om att hoga nivaer av andra &mnen
kan ge en paverkan daribland en stor grupp amnen som kallas organofosfatestrar som finns i
vissa bekdmpningsmedel, mjukgorare i plaster och syntetiska smorjoljor. Analys av AChE
aktivitet har prioritet 1.

Vitellogenin i blodplasma

Vitellogenin (eller guleprotein) produceras normalt i lever hos honfisk. Vitellogeninet
inlagras i &gget och anvands som naring under embryo- och yngelutvecklingen. Hormonet
17B-ostradiol styr produktionen av vitellogenin. Aven manga andra &mnen sdsom
alkylfenoler, vaxtsteroler, syntetiska 6strogener (fran t.ex. p-piller) och vissa
bekampningsmedel inducerar vitellogenin hos fisk. Hanfisk har ocksa formaga att producera
vitellogenin men under normala betingelser sker ingen sadan produktion hos hanfisk. Darfor
indikerar forekomst av vitellogenin hos hanfisk exponering for dstrogenliknande &mnen och
utgor en varningssignal for storningar i de funktioner som 6strogen reglerar. Hos honfisk kan
laga nivaer av vitellogenin indikera paverkan pa den normala inlagringen av guleprotein i
aggen i gonaderna och darmed stora fiskens normala fortplantning. Darfér méts halten av
vitellogenin bade i hon- och hanfisk. Analys av vitellogenin hos bade hon- och hanfisk har
prioritet 1.
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Metallotionein i lever

Metallotionein (MT) &r ett cysteinrikt protein som binder sarskilda metaller. Induktion av MT
ar en relativt specifik biologisk respons for exponering av vissa tungmetaller sasom Cu, Zn,
Cd och Hg. Bindning av metaller till MT anses ocksa reducera uppkomsten av intracellulara
skador av metaller. En liten bit lever laggs i provbank (flytande kvave eller lagtempfrys) for
att mojliggora eventuell framtida analys av MT. Analys av variabeln har prioritet 3.

DNA-addukter i lever

DNA-addukter bildas da reaktiva miljogifter eller metaboliter av dessa binder kovalent till
DNA i cellerna. Ett strukturellt forandrat DNA kan leda till att funktionen hos det genetiska
materialet paverkas eller till att mutationer uppstar.

Forekomsten av DNA-addukter i vildlevande fisk kan métas med sa kallad 32P-
postlabellingmetodik. Metoden har tidigare anvants pa ett stort antal fiskarter fran olika delar
av varlden.. Eftersom nivaerna av DNA-addukter & mycket laga eller inte detekterbara hos
fisken fran referensomradena gors inte langre rutinmassig matning. Det laggs en liten bit lever
i provbank (flytande kvave eller lagtempfrys) for att mojliggora eventuell framtida analys av
DNA-addukter (prioritet 3).

Koncentrationer av joner i blodplasma

Benfiskar har valutvecklade mekanismer for osmo- och jonreglering och kan darfor halla
halten av oorganiska joner inom mycket snava ramar. Natrium och klorid ar de dominerande
jonerna i blodplasma och spelar en mycket viktig roll nar det géller att bibehalla det
osmotiska trycket. Aven andra joner som kalium, kalcium och fosfat star under strikt
reglering hos fisk. En stord jonreglering torde allvarligt reducera fiskens formaga att
uppratthalla normala livsfunktioner.

Ett flertal miljogifter, som metaller och klorerade kolvaten, paverkar jonkoncentrationen i
blodplasma hos fisk. Halten av kalciumjoner minskar t.ex. nar fiskar exponeras for kadmium.
Exponering av fisk for avloppsvatten fran skogsindustrier kan leda till minskning av framst
kloridjonkoncentrationen. Analysen av kloridjoner, natrium, kalium och kalcium i blodplasma
har prioritet 1.
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Bilaga 2._Utrustningslista for fiskprovtagning

Hav (Obs lamplig maskstorlek for 100-300 gr fisk)
Dissektionsbestick

Skalpeller

Provtagningsprotokoll

Bankpapper

Sax

Hushallspapper

Termometer (for vattentemperatur)
Pappersnasdukar

Plasmacentrifug

Hematokritcentrifug

Hematokritror

Hemtokritavlasare

Killer/bedtvare

Skérbrédor

Linjal

Vg till fiskvagning

Vag till vagning av lever och gonad (0,019)
Apparat fér Hb-matning

Apparat for Glukosmétning

Kyvetter for Hb

Kyvetter for Glukos (forvaras kallt)
Heparin

Klips for histologi

4 % buffrad formalin.

70% Etanol

Obijektsglas till blodutstryk
Blodutstryksspatel

Preparatbricka

Preparatlada

Hartork

Handskar

Kanyler for blod (21G*11/2” nr. 2 0,8 mm * 40mm)
Kanyler for galla (23*1” — nr.16 0,6 mm*25mm)
Elkablar och skarvsladdar

Vialer for galla

Skyddsglaségon

Sprutor for blod och galla (1-2 ml)
Slaskburk for kanyler och skalpellblad
Pasar for otoliter

Plastpasar 5 liters till fiskkadaver

Handbok for miljoévervakning
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Plastpasar till plasmaprovernas kapslar (joner )
Plastpasar till plasmaprovernas kapslar (VTG)

Méarkpennor

Kylboxar med kolsyreis

N2 —ké&rl med flytande kvéave

Sopséackar stora

Soppasar

Tejp

Folie for lever (EROD)

Preparatror med skruvlock for lever (MT)
Preparatror med skruvlock for lever (DNA-addukter)
Eppendorfror 1,5 ml till helblod (for centrifugering)
Eppendorfror 0,6 ml till plasma (joner)
Eppendorfror 0,6 ml till plasma (VTG)
Automatpipett 200 pl

Pipettspetsar

bord och stolar

Labrockar

Elverk

Alkylatbensin

Extra belysning

Handbok for miljoévervakning
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Bilaga 3. Faltprotokoll - Halsotillstdnd hos kustfisk

Station

Datum

Temp luftivatten

Provtagare
Prefix

Fisk nr Kon | Blodvolym  Gluk Hb HT Kommentar
1
2
3
Prefix Station Datum

Som.

Fisknr_| Kin Vikt Langd Levervikt | Gonadvikt ikt Kommentar
1
2

Blodvolym: anges i ml med en decimal; Langd: anges i mm; Vikt: anges i gram; Kon: hona=0, hane=1;
Gonad- och levervikt: anges i gram med tva decimaler; Ht (hematokrit): anges i % med en decimal;
Glukos: anges i mmol/l med en decimal; Hb (hemoglobin): anges i g/l till nArmaste ental. Plasmagelé

anges med gelé.

Handbok for miljoévervakning
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