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Sammanfattning

I Sverige sker matfiskodling vanligen i 6ppna kassar placerade i naturliga vattendrag. Dessa
kassodlingssystem &r utformade sa att vilda fiskar latt kan komma i kontakt med spillmaterial fran
odlingarna. Syftet med denna studie var att underséka hur den bakteriella tarmfloran hos de vilda
fiskarna paverkas av kontakt med fiskodling. Detta gjordes genom att undersoka vilka bakterie-
grupper som dominerade i tarmfloran hos tva vilda fiskpopulationer, en fran sjo med fiskodling
och en fran sjo utan sadan verksamhet. Tarmfloran undersoktes aven med avseende pa forekomst
av specifika bakteriella opportunister och patogener sd som Renibacterium salmoninarum,
Flavobacterium spp., Aeromonas spp. och Yersinia ruckeri.

Den totala studiepopulationen bestod av tarmprover fran 185 fiskar (av varierande art), varav 180
var vilda och fem odlade. 95 av de vilda fiskarna kom fran sjon Hornavan, en sjo utan fiskodling,
och 85 kom fran sjon Storuman, en sjo med flera kassodlingar. Tarmflorans bakteriella samman-
sattning faststalldes med PCR-baserad samhéllsanalys som utgick fran 16S rRNA som genetisk
markor for taxonomi.

Resultatet visade att det forekom skillnader i tarmflorans sammanséttning mellan de bada sjoarna.
Tarmfloran hos de odlade fiskarna skilde sig ocksa fran den hos de vilda populationerna. |
samtliga tre populationer dominerade fylumet Firmicutes, men sedan varierade resterande
dominerade fyla. Nar tarmfloran hos fiskarna studerades pa individniva kunde dock inga tydliga
indelningar ses sjoarna emellan, har var det endast de odlade fiskarna som sarskilde sig fran
resterande 180. Renibacterium salmoninarum férekom med lag men likartad prevalens i tarm-
floran hos fisk fran bada sjéarna. Flavobacterium spp. forekom endast i fiskar frdn Hornavan
medan Yersinia ruckeri endast forekom i Storuman. Prevalensen av dessa tva bakterier var 1ag.
Den potentiella zoonotiska bakteriegruppen Mycobacterium spp. hade hég prevalens i tarm-
proverna fran de bada sjéarna och ingen signifikant skillnad kunde ses mellan sjéarna. Férekomst
av andra potentiella zoonoser var ringa. Aeromonas spp. férekom i bada sjoarna och prevalensen
var hégre i Storuman &n i Hornavan. Aven prevalensen av A. salmonicida var hégre i Storuman
och skulle saledes kunna vara en effekt av fiskodlingen pa vilda fiskars tarmflora.

Studien kartlagger hur den bakteriella tarmfloran skiljer sig mellan tva sjoar, vilket utgér en grund
for ytterligare studier kring tarmflora hos vild fisk samt fiskodlingars paverkan pa vilda bestand.
Ytterligare forskning kring tarmfloran &r motiverad for att utforska tarmens hela mikrobiom, samt
for att se om de skillnader som dokumenterades i denna studie forekommer i fler sjéar med
fiskodling.

Nyckelord: Fisk, bakteriell tarmflora, fiskodling, Aeromonas spp., Renibacterium salmoninarum,
Flavobacterium spp., Yersinia ruckeri



Abstract

In Sweden, fish farming for the purpose of producing food usually takes place in open cages
placed in natural watercourses. The way this cage culture system is designed allows wild fish to
easily come into contact with waste material from the aquaculture facilities. The aim of this study
was to investigate how the bacterial intestinal microbiota of wild fish is affected by contact with
fish farms. This was done by investigating which bacterial groups dominated the intestinal micro-
biota of two wild fish populations, one from a lake where fish farming occurs and one from a lake
without such activity. The intestinal microbiota was also examined regarding the presence of
specific bacterial opportunists and pathogens such as Renibacterium salmoninarum,
Flavobacterium spp., Aeromonas spp. and Yersinia ruckeri.

The total study population consisted of gut samples from 185 fish of varying species, of which 180
were wild and five farmed. 95 of the wild fish came from Lake Hornavan, a lake where no fish
farming occurs, and 85 came from Lake Storuman, a lake with several cage farms. The bacterial
composition of the intestinal microbiota was determined by PCR-based analysis by using the 16S
rRNA as a genetic marker for taxonomy.

There were differences in the composition of the gut microbiota between the two lakes. Farmed
fish also differed from the wild populations. In all three of the populations, the phylum Firmicutes
dominated, while the remaining dominating phyla in the populations varied. However, when the
intestinal flora of the fish was studied on an individual level no clear differences could be seen
between the two wild populations from the lakes, but the farmed fish differed from the wild fish.
Renibacterium salmoninarum occurred at a low and similar prevalence in the intestinal flora of
fish from both lakes. Flavobacterium spp. occurred only in fish from Lake Hornavan while
Yersinia ruckeri only occurred in Lake Storuman. Both bacteria were found in low prevalence.
Mycobacterium spp., a potentially zoonotic bacterial group, had a high prevalence in the gut
samples from both lakes and no significant difference could be seen between the two lakes. The
occurrence of other potential zoonoses was low. Aeromonas spp. occurred in both lakes and the
prevalence was higher in Lake Storuman than in Lake Hornavan. The prevalence of A. salmoni-
cida was also higher in Lake Storuman and could therefore be a possible effect of fish farming on
the intestinal microbiota of wild fish.

This study shows how the bacterial intestinal flora differs between two lakes, which forms the
basis for further studies on the intestinal microbiota of wild fish and the impact of fish farms on
wild populations. Further research on gut microbiota is suggested to explore the entire gut
microbiome, as well as to see if the differences documented in this study occur in other lakes with
or without fish farms.

Keywords: Fish, bacterial gut microbiota, fish farm, Aeromonas spp., Renibacterium
salmoninarum, Flavobacterium spp., Yersinia ruckeri
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1. Inledning

1.1 Bakgrund

Tarmflora, bestaende av en rad olika typer av mikroorganismer, har de senaste
aren blossat upp till ett forskningsomrade som resulterat i otaliga publikationer
kring hur tarmens mikroorganismer interagerar med varddjurets hélsa. Studier har
aven utforts pa fisk, for att undersoka tarmflorans sammansattning och paverkan
pa individen, men dessa studier ar framst utférda pa fisk i fangenskap, sa som
odlad fisk och fisk som halls som forsoksdjur. Studier kring tarmflorans samman-
sattning hos vild fisk ar daremot fa, trots att man kan anta att tarmflorans funktion
ar densamma som hos fiskar i fangenskap.

Tarmen ar en kénd infektionsport for patogener, varfor det &r av intresse att kanna
till tarmflorans sammansattning, sarskilt betraffande forekomst av bakteriella
opportunister och kommensaler. Tarmflorans sammanséttning kan paverkas av
diet, lakemedel, genetik, levnadsstadie och inte minst vilket typ av vatten fisken
lever i (Bjargen et al. 2020; Luan et al. 2023). Med en vaxande industri av odlad
fisk som lever och vistas i samma vatten som vildlevande fisk finns det skal att
misstanka att dessa populationer kan komma att paverka varandra, kanske aven
tarmflorans sammansattning hos de respektive populationerna.

Detta examensarbete &r en del av ett storre projekt, Fiskodling i norr, som har till
syfte att skapa en fordjupad kunskap kring hallbar fiskodling i norrlandska sjoar.
Detta kommer goras ur ett flertal olika perspektiv, sasom biologiskt, ekologiskt,
ekonomiskt och socialt (Kiessling 2024a). Fiskarna som lag till grund for detta
arbete har undersokts i ett flertal olika aspekter, daribland alder och magsécks-
innehall. Hos de salmonida arterna undersoktes aven forekomst av den bakterie
som orsakar fisksjukdomen renibakterios/BKD. Utover fiskprover togs miljo-
prover (till exempel bottensediment och vattenprover) for att undersoka skillnader
avseende andra miljoeffekter i den fiskodlingsnaiva sjén Hornavan och den fisk-
odlingsexponerade sjon Storuman. Projektet Fiskodling i norr &r finansierat av
Familjen Kamprads stiftelse.
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1.2 Syfte

Arbetet syftar till att undersoka om tarmfloran hos vild fisk paverkas av forekomst
av fiskodling, och om sa ar fallet, vilka skillnader som skulle kunna ses avseende
patogener och opportunister. FOr att konkretisera syftet formulerades foljande
fragestallningar:

« Vilka bakteriella fyla utgor tarmfloran hos vild fisk? Finns det skillnader
mellan de olika sjoarna?

» Forekommer skillnader i narvaro av den patogena bakterien Renibacterium
salmoninarum?

« Finns det skillnader i forekomst av opportunistiska patogena bakterier
sasom Aeromonas spp., Yersinia ruckeri och Flavobacterium spp. hos de
olika fiskbestanden?

« Kan man se nagon skillnad i forekomst av potentiella zoonotiska
patogener (t.ex. Mycobacterium spp.) i de bada populationerna?

1.3 Avgransning

| forsta hand togs prover fran laxfiskar (salmonider) sdsom sik (Coregonus sp.),
roding (Salvelinus alpinus), 6ring (Salmo trutta), harr (Thymallus thymallus) och
regnbage (Oncorhynchus mykiss). Det forekom dven provtagning pa andra arter
sasom abborre (Perca fluviatilis), lake (Lota lota), gadda (Esox lucius) och gars
(Gymnocephalus cernua). Studien fokuserar uteslutande pa den bakteriella
aspekten av tarmfloran.
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2. Litteraturoversikt

2.1 Fisk och vattenbruk

Vattenbruk, dven kallat akvakultur, & en form av naturbruk dar man foder upp
vattenlevande djur sasom fiskar, musslor, kraftor och odlar vissa véxter. Den fisk
som odlas kan komma att bli fisk for humankonsumtion, alternativt séttas ut for
sport- och fritidsfiske (put and take-fiske); eller sattas ut for att starka hotade
fiskbestand. Pa sa vis gynnar vattenbruket samhallet bade ekologiskt och ekono-
miskt. Jordbruksverket beskriver vattenbruk som en niring med stor potential f6r
tillvaxt” (Jordbruksverket 2019). Produktionen av svenska matfiskar genom
vattenbruk uppskattades till 9700 ton i farskvikt under 2023 (Jordbruksverket
2024c). Den vanligaste metoden att odla denna matfisk pa i Sverige ar genom
kassodling, dar fiskarna halls i natkassar placerade i naturliga vattendrag (Svenskt
Vattenbruk 2022b). Da vattenbruk &r beroende av god vattentillférsel aterfinns
anlaggningarna framst i stora vattendrag eller sjoar. De natkassar som férekom-
mer i Sverige kan vara upp emot 50 m i diameter och bestar av en flytring till
vilken ett nat ar forankrat. Kassarnas djup kan variera beroende pa vattendjup vid
odlingslaget. Nackdelen med utformningen av de kassar som idag anvands ar att
spillmaterial fran odlingen, i form av restprodukter sasom foderrester, urin och
faeces samt lakemedelsrester passerar rakt igenom kassarnas nét. Dessa rest-
produkter kommer daven ut i kringliggande vatten, samt i évrig natur, och kan
potentiellt bidra till 6vergddning (Agstam-Norlin et al. 2023). Restprodukterna
utgor aven en okad risk for smittspridning genom att vilda fiskar som uppehaller
sig nara kassarna kan fortara det som hamnar pa botten under kassarna (Kiessling
2024b). En kanadensisk studie har dock visat att det forekommer fall dar vild fisk
kring fiskodlingar gynnats av forhallandena som uppstar, genom en 6kning i till-
véxt och naringsinnehall hos fisken (Johnson et al. 2018; Agstam-Norlin et al.
2023).

Det finns tre olika syften for att odla fisk i Sverige: matfisk-, séttfisk- samt kom-
pensationsodling. Bland den matfisk som odlas i Sverige ar regnbéage den van-
ligaste arten och odlingen sker vanligen i 6ppna kassar (Jordbruksverket 2023).
Sattfisk odlas for att forse matfiskodlingar med fisk for tillvaxt, eller for att
planteras ut i svenska sjoar med malet att gynna fisketurismen och den biologiska
mangfalden (Svenskt vattenbruk 2022b). Aven héar &r det regnbage som &r den
dominerande arten, men det férekommer dven odling av 6ring och réding.
Kompensationsodling &r som namnet antyder till for att kompensera for de for-
luster som uppstatt till foljd av att vattenkraftanlaggningar blockerar vandring till
lekplatser for lax och 6ring (Svenskt vattenbruk 2022a). Eftersom fiskarna da inte
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kan reproducera sig naturligt stéttas bestanden genom utsattning av smolt, det vill
saga utvandringsfardiga fiskyngel, som ar avkomma till vildfangade foraldrar.

Nar man pratar generellt om de fiskarter som forekommer i alla svenska sjoar kan
man se att abborre &r den art som dominerar, f6ljd av mort, gés och gadda
(Nyqvist 2021). Artrikedomen kan dock variera kraftigt mellan de olika sjoarna i
vart avlanga land. For att kunna 6vervaka bestanden av vilda fiskar som finns i
sjoarna har man sedan ca 40 ar tillbaka utfort provfisken. Statistik fran dessa
aterfinns sedan i det Nationella registret dver sjoprovfisken (NORS) och presen-
teras pa 10-arsbasis (SLU 2024). Statistiken for Norrbotten och Vasterbotten dar
Hornavan respektive Storuman &r belagna visar pa hogre andel av laxfiskar (sik,
oring och réding) samt avsaknad av insjofisken gos nar de jamfors med Sverige
som helhet. Utdver den aktiva 6vervakningen som sker genom provfiske bedrivs
aven passiv dvervakning genom exempelvis inrapportering fran allmanheten vid
patraffad sjuk, skadad eller dod fisk (SVA 2023c).

2.2 Mag-tarmkanalen hos fisk
2.2.1 Anatomi

Trots att skillnaden mellan daggdjur och fiskar avseende yttre anatomi och livs-
miljo &r pataglig sa finns det manga likheter i den inre anatomin, bland annat med
avseende pa mag-tarmkanalens uppbyggnad och funktion. Det &r en tubular kanal
som inleds med en munhala och avslutas med anus. Daremellan har man i grova
drag: svalg, foder-/matstrupe, magsack, och tarm. Anatomin varierar kraftigt
mellan olika fiskarter, da den anatomiska uppbyggnaden, liksom hos landlevande
djur, &r anpassad efter diet (Parenti & Weitzman 2024). Foderstrupen leder ner till
magsédcken. Magsackens utformning kan variera kraftigt, men det vanligaste ar att
aven denna liknar en tubular struktur, med forekomst av kortlar i slemhinne-
vaggen. Nar fodan lamnar magsacken och passerar vidare ar den digererad till
vatska. Efter magsacken har vissa fiskarter, daribland laxfiskar, pylorusbihang
som i viss litteratur bendmns som blindfickor. Pylorusbihangen kan variera till
antal och storlek. Funktionen hos dessa &r att fortsatta spjalka fédan och/eller
absorbera de naringsdmnen som frigdrs. Dérefter tar tarmen vid och denna ar hos
herbivora fiskarter betydligt l&ngre och mer vindlande an hos rovfiskar, dar den
sallan &r langre &n bukhalans totala langd.

Fisktarmen kan delas in i tre segment som pé engelska bendmns som ”first
segment of the mid intestine” (FSMI), ’second segment of the mid intestine”
(SSMI) och “posterior segment”(PS) (Bjgrgen et al. 2020). Beroende pa litteratur
kan nomenklaturen variera. Foderstrupe och magséck, som saknar relevans i detta
arbete da dessa ej inkluderades i provtagningsmaterialet, bendamns anatomiskt som
“anterior segment/intestine”. FSMI innefattar pylorusbihangen och stracker sig
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bak till SSMIs borjan. SSMI har visat sig vara den mest immunologiskt aktiva av
de ndmnda tarmsegmenten i mag-tarmkanalen och kan darfor liknas vid tarm-
segmentet ileum hos daggdjur (Wallace et al. 2005). Det forsta segmentet, FSMI,
motsvarar daggdjuren doudenum och jenunum medan det sista segmentet, PS,
motsvarar daggdjurens colon.

2.2.2 Immunforsvaret

Det finns manga komponenter som bygger upp det lokala och systemiska immun-
forsvaret hos djur. Peyerska plack (lymfatisk vévnad i tunntarms-slemhinnan),
IgA (antikropp som dominerar i sekret hos déggdjur) och M-celler (specifika
celler som finns i mukosan som har till uppgift att presentera agens som fore-
kommer i lumen for lymfatisk vavnad) ar samtliga grundlaggande bestandsdelar i
daggdjurs immunférsvar. Rombout et al. skriver i sin sammanfattande artikel
“Teleost intestinal immunity” att dessa immunologiska komponenter inte kunnat
patraffas hos fisk (2011). Daremot férekommer makrofager, lymfocyter och
granulocyter i lag koncentration i mukosan (Powell 2000). Vidare hanvisar
Rombout et al. dven till en studie utford pa rodspatta dar man jamférde olika
tekniker for att vaccinera fiskarna med avdodat Vibrio anguillarum-vaccin
(Fletcher & White 1972). Dar sag de att de fiskar som fick oral administration av
vaccinet uppvisade hdga halter av antikroppar i tarmmukosan upp till ett ar efter
administrering medan parenteral administrering (subkutant eller intraperitonealt)
gav lag forekomst av antikroppar i tarmen. Trots den for bakterier icke gastvan-
liga miljon som magséacken utgdr har man sett att det forekommer patogener
(exempelvis Y. ruckeri, R. salmoninarum) som har kunnat ge upphov till infek-
tioner efter oral administrering och dessa patogener maste da féljaktligen kunna
tas upp via tarmslemhinnan (Evelyn 1996). Studier som undersokte var i tarmen
det huvudsakliga antigenupptaget intraffade upptackte att det skedde i SSMI
(Rombout et al. 1985; Rombout & van den Berg 1989). Forfattarna av ”Teleost
intersinal immunity” menar att denna sammanvégda information talar for att
fiskar har ett starkt lokalt immunforsvar snarare &n ett systemiskt. Fiskars forsvar
mot yttervarlden involverar dven lymfoid vavnad pa gélarna samt pa huden.
Tarmen, galarna och huden &r alla delar av vad som pa fisk kan klassas som
mukosa-associerad lymfvavnad (MALT) och spelar saledes stor roll i fiskarnas
skydd mot patogener (Salinas 2015). Det ar darfor inte helt ovanligt att det just &r
i dessa anatomiska strukturer som lesioner uppkommer i samband med infektioner
orsakade av bakterier s som Aeromonas spp., Flavobacterium spp., och Yersinia
ruckeri.
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2.3 Antibiotika-administrering till fisk

| Sverige anvénds fyra olika typer av antibiotika till fisk: florfenikol, oxytetra-
cyklin, trimpetoprim i kombination med sulfonamid, samt oxolinsyra (Swedres-
Svarm 2024). Under 2023 beréknas strax under 18 mg antibiotika per kg slaktad
fisk av nagon av ovan namna antibiotikatyper ha forskrivits till fiskodlingar.
Denna statistik ar inte uteslutande for fiskodlingar av kassmodell utan inkluderar
aven fiskodlingar pa land. Specifik statistik avseende antibiotikaadministrering till
fisk i andra EU-lander &r begransad och den statistik som férekommer &r oftast for
en totalmangd for alla livsmedelsproducerande djur (European Medicines Agency
2023). Dock forekommer rapporter fran Storbritannien och Norge. Antibiotika-
anvandning till odlad fisk i Storbritannien for 2023 var 20 mg/kg for lax och 6,9
mg/kg for regnbage (UK-VARSS 2024) medan Norge endast anvande 0,34mg/kg
slaktvikt inom fiskodling for samma period (NORM-VET 2024).

Djurhallningens utformning (mangden djur som halls) inom fiskodlingar samt
behovet av s6vning vid injektioner gor det oméjligt med individuell lakemedels-
administrering. Detta lamnar foderformen som det enda alternativet for antibio-
tikabehandling. Tva nackdelar med denna administreringsform &r att de sjukaste
djuren kan vara for sjuka for att kunna tillgodose sig de lakemedelsberikade fodret
samt att utslapp av foder- och lakemedelsrester i omgivande vatten blir ofran-
komligt. Pa sa vis kan de vilda fiskarna och deras mikroflora komma i kontakt
med denna antibiotika. Utover att detta skulle kunna paverka tarmfloran hos vild
fisk negativt, torde det kunna bidra till den snabbt védxande antibiotikaresistensen
som ses varlden dver. Dock finns det risk for forekomst av restsubstanser aven i
naiva vatten som ej har exponerats for fiskodlingar, da avloppsvatten har visat sig
innehalla halter av antibiotika och andra antimikrobiella restsubstanser (Ostman
2018). Vattnet kan innehalla halter av dessa restsubstanser, trots att det genomgatt
behandling pa reningsverk.

2.4 Tarmfloran hos fisk

Livsmedelsverket refererar till kroppens tarmflora, mikrobiota, som “ett eko-
system av bakterier och andra mikroorganismer” och tarmen, dir tarmfloran ar
lokaliserad, som ett av kroppens storsta organ (Livsmedelsverket 2023). Utover
bakterier bestar tarmfloran &ven av virus, protozoer samt jast- och mogelsvampar.
Den tidigare forskning som finns kring tarmflorans sammansattning och funktion
hos fisk har haft fokus pa fiskar i forsoksanlaggningar eller fiskodlingar. Nagra av
dessa studier, varav en utford i Sverige, visade att tarmfloran i grova drag bestar
framforallt av bakterier tillhdrande fylum sasom Tenericutes, med viss forekomst
av Proteobacteria och Firmicutes (regnbage) (Huyben et al. 2018). Pa ordnings-
niva pavisade denna studie hog forekomst av Mycoplasmatales (fylum Teneri-

18



cutes). En annan studie identifierade Firmicutes som dominerande fylum i tarm-
floran med férekomst av Proteobacteria samt Actinobacteriota (atlantlax) (Uren
Webster et al. 2020) medan en tredje uppvisade Proteobacteria som dominerande
fylum foljt av Firmicutes och Bacteroidota (atlantlax) (Vera-Ponce de Leon et al.
2024). Pa mer hogupplost niva har ytterligare en studie undersokt forekomsten av
Mykoplasma och rapporterade att denna bakteriegrupp var vanlig och talrik i
tarmen hos tre olika laxfiskar (atlantlax, regnbage och sik) (Rasmussen et al.
2021). Sammanfattningsvis kan bakterieartsammansattningen skilja sig at aven
inom samma fiskart, redan pa 6vergripande niva sa som fylum.

Nar man talar om tarmflorans sammanséattning behéver man forsta vad som kan
komma att paverka densamma. Studier har visat att det finns manga olika faktorer
av betydelse, sasom levnadsstadie, utfodring, antibiotika, exponering for stres-
sorer, samt fordndrad vattentemperatur (Romero & Navarrete 2006; Grammes et
al. 2013; Huyben et al. 2018; Uren Webster et al. 2020). Det &r av stor vikt att
kanna till for studien i detta masterarbete att tarmflorans biodiversitet inte bara
kan variera beroende pa vilket segment av tarmen undersoks, utan kan dven
variera inom samma segment. En studie utford pa odlad atlantlax som holls i
saltvatten visade att digestan i tarmen uppvisade hdgre biodiversitet jamfort med
tarmslemhinnan (Fletcher & White 1972).

2.4.1 Levnadsstadie

En studie utford pa silverlax (Oncorhynchus kisutch) undersokte hur tarmfloran
hos fiskarten forandrades med fiskarnas olika levnadsstadier (Romero &
Navarrete 2006). Man kunde se att de bakterier som dominerade tarmfloran nér
fiskarna fortfarande var embryon (okléckta) tillhérde klassen Betaproteobacteria,
for att sedan byta sammansattning efter klackning. Da kom i stallet Gamma-
proteobacteria att dominera. Betaproteobacteria harstammar enligt studiens for-
fattare mest troligt fran miljon kring dessa embryon da det ar en bakterieklass man
tidigare hittat i akvatiska livsmiljoer. Det var ndr tarmfloran dominerades av
Gammaproteobacteria som den ansags stabilisera och darefter inte forandras
ytterligare avseende klass. Skillnaden som sags darefter iakttogs pa genusniva.
Strax innan gulesécken absorberas dominerade Shewanella spp. samt Aeromonas
spp. Nar fiskarna vaxte och blev juvenila (gransen for detta definierades tyvérr
inte av forfattaren) kunde man se att tarmfloran i huvudsak bestod av Pseudo-
monas spp. samt Aeromonas spp. Studien undersokte aven fiskarnas omgivande
miljo och studiens forfattare drog slutsatsen att tarmflorans sammansattning,
avseende Gammaproteobacteria, harstammar fran de bakterier som forekommer
omgivande vatten, samt fran aggens epibiota. Denna slutsats drogs da den stabili-
serade tarmfloran, vattnet och epibiotan hade identiska artprofil. En annan studie,
utford pa zebrafiskar, visar att de fiskar som halls i bakteriefritt vatten uppvisade
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minskat uttryck av bégarceller samt endokrina celler i tarmslemhinnan (Bates et
al. 2006). Detta indikerar att bakterierna som férekommer i omgivningen, och
som paverkar tarmflora, dven ar en viktig del i uppbyggnaden av fiskens skydd
mot omvarlden.

2.4.2 Utfodring

For att undersoka korrelationen mellan jast (av typen Saccharomyces cerevisiae)
som fodersubstitut till fiskmjol, samt vattentemperaturens effekter pa tarmfloran
utfordes en studie i Sverige (Huyben et al. 2018). | denna studie drogs slutsatsen
att man kunde byta ut upp till 40 % av fiskmjélet mot levande jast utan minskning
av fiskens tillvéxt. Samtidigt 6kade andelen jast i tarmfloran. Att ha med jast i
fodret (da av typen Candida utilis) har aven visat sig kunnat motverka sjukdomen
”soybean meal induced enteritis” (SBMIE) (Grammes et al. 2013). Denna sjuk-
dom kan uppsta i samband med att fisk utfodras med sojabaserat foder och kan
liknas vid de sjukdomar som kan ses hos andra produktionsdjur. Tva exempel ar
gasbrand pa lamm (orsakat av 6vervéxt av Clostridium perfringens typ D i
tarmen) och nekrotiserande enterit hos fjaderfé (orsakat av C. perfringens typ A
och-/eller C) som kan uppsta i samband med dysbios i tarmen till f6ljd av snabba
foderbyten (MSD 2023; SVA 2024b).

2.4.3 Stress

I en studie kunde man se en tydlig férandring i mikrobiotan hos fisk som expone-
rades for stress (Uren Webster et al. 2020). Fiskarna (atlantlax) i forsoket utsattes
for stress genom att man minskade vattenmangden, och saledes krympte utrym-
met i deras tankar avsevart. | huvudsak kunde man se en minskning av mjélksyre-
bakterien Carnobacterium spp., samt en 6kning av Clostridium spp., vilket &r en
valkand grupp opportunister.

2.4.4 Vattentemperatur

Huyben et al. (2018), understkte &ven om man kunde se korrelation mellan
vattentemperatur och tarmflorans biodiversitet. Dar upptacktes en negativ korre-
lation mellan héga vattentemperaturer (>18 °C) och hdg biodiversitet i tarmfloran
hos de regnbagar som ingick i studien. Huyben et al. sag dven att hogre vatten-
temperaturer kunde minska férekomsten av Lactobacillus i tarmen. Lactobacillus
ar en bakterietyp med dokumenterade probiotiska egenskaper (Panigrahi et al.
2004). Forhojda vattentemperaturer skulle saledes, enligt Huyben et al., kunna
orsaka dysbios i tarmen. Att fiskar &r vaxelvarma djur, vars kroppstemperatur
anpassas i forhallande till omgivande vattentemperatur, samt att olika bakterier
har olika temperaturoptimum, gor att forandringarna i tarmflorans sammansétt-
ning i samband med foréndringar i vattentemperaturen kan forvantas.
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2.4.5 Antibiotika

Det ar vélkant att antibiotika kan ge upphov till dysbios och minskad biodiversitet
i tarmfloran. | en studie utford pa zebrafisk dar kontrollgruppens tarmflora i
huvudsak bestod av bakterier tillnérande fylum Fusobacteriota, foljt av Firmi-
cutes och Bacteroidetes, kunde man se att férekomsten av Firmicutes och Bac-
teroidota minskade kraftigt i tarmfloran efter tetracyklinexponering (Keerthi-
singhe et al. 2020). Dock sag man i samma studie att exponering for laga halter av
tetracyklin i stallet bidrog till en 6kad biodiversitet. Det ar inte det enda exemplet
pa att bakterier kan gynnas av antibiotika, da en in-vitro-studie pa Escherichia
coli visade att bakteriens tillvaxt gynnades av sma mangder av tetracyklin (under
MIC-vardet) (Migliore et al. 2013).

Alla dessa ovan namnda faktorer kan vara aktuella dven for vilda fiskbestand.
Foder och lakemedel kan komma ut i vattnet som biprodukter fran kassodlingarna
och stigande vattentemperaturer kan vi forvanta oss som resultat av klimat-
paverkan. Aven battrafik, uppdamningar och kraftverk skulle kunna utgéra
stressorer for de vilda bestanden och pa sa vis paverka tarmfloran negativt.

2.5 Bakteriella sjukdomar hos fisk

En sammanstallning av de bakteriella diagnoser som rapporterats hos fisk under
de gangna aren (2008 - 2023) innefattar sjukdomar sa som: flavobakterios
(Flavobacterium psychrophilum), kolumnaresjuka (Flavobacterium columnare),
infektios dermatit/ASA (Aeromonas salmonicida atypisk, tidigare A. salmonicida
subsp. achromogenes), furunkulos/ASS (Aeromonas salmonicida subsp.
salmonicida), yersinios (Yersinia ruckeri) bakteriell njurinflammation/BKD
(Renibacterium salmoninarum) m.fl. (Axén 2024). Dessa sjukdomar drabbar
laxfiskarna hardast men nagra av dem har dven beskrivits kunna drabba andra
fiskarter. ASS och ASA har exempelvis orsakat utbrott hos torskfiskar (SVA
2023b; d) och flavobakterios har kunnat drabba abborre (Austin & Austin 2016).
BKD, yersinios samt ASS &r de bakteriella sjukdomar som regleras av Statens
jordbruksverks foreskrifter och &r anmalningspliktiga (SJVFS 2021:10). BKD ska
anmalas redan nar infektion med bakterien misstanks da den ar foremal for at-
garder (Jordbruksverket 2024a). Anldggningar med misstdnkt BKD-smitta spérras
i vantan pa analysresultat for att forhindra flytt av infekterad fisk. Bakterien anses
vara en obligat patogen och det férekommer latenta barare av sjukdomen (SVA
2022). Vid yersinios och ASS gors anmélan déremot nér diagnos &r faststélld och
sjukdomarna &r inte féremal for statligt reglerade atgarder. Ar 2023 rapporterades
i Sverige tva fall av BKD, fyra fall av yersinios samt tre fall av furunkulos
(Jordbruksverket 2024b).
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2.5.1 Sjukdomssymptom, sammanfattade

Gemensamt for alla dessa sjukdomar &r att de kan ge upphov till varierande grad
av hudlesioner. Flavobakterios (orsakad av F. psychrophilum) kan orsaka fen-
skador och sar pa kroppen, eller forekomma i en akut till perakut (septisk) form
nar den drabbar yngel (en mortalitet hos ynglen pa 50-90 % har dokumenterats)
(SVA 2023a). Den andra sjukdomen som orsakas av en flavobakterie, kolumnare-
sjuka (F. columnare), visar sig som gél- och hudskador (SVA 2023e) och har
aven den dokumenterats kunna orsaka perakut dod hos unga fiskar (Austin &
Austin 2016). Symptombilderna vid ASS (furunkulos) och ASA (infektits
dermatit) paminner om varandra med hudlesioner samt att infektionen latt kan
sprida sig vidare till andra organ i kroppen (SVA 2023d; b). ASS klassas dock
som den mer allvarliga av dessa tva sjukdomar med blodfyllda bolder i musku-
laturen. Yersinios kallas aven for rodmunsjuka da hudlesionerna (blédningar) ar
lokaliserade kring munnen, men mer diffusa symptom kopplade till sjukdomen
finns beskrivna (SVA 2023g). Trots att BKD i huvudsak &r associerat med yttre
symptom som okat bukomfang, balanssvarigheter och exoftalmi kan fisken aven
drabbas av hudblasor (SVA 2022).

2.5.2 Korrelation mellan vattentemperatur och
sjukdomsforekomst

Utdver att bakterierna drabbar olika arter och olika levnadsstadier i olika grad sa
paverkas dven forekomsten av bakterier av den omgivande vattentemperaturen
(Figur 1). Olika bakterier har uppvisat olika temperaturoptima, det vill saga vid
vilka temperaturer som bakteriernas tillvaxt gynnas. Saledes finns den en pataglig
korrelation mellan forekomst av bakteriella infektioner och vattentemperatur
(Swederes-Svarm 2023; Axén 2024). Medan bakterier som F. psychrophilum och
R. salmoninarum foredrar vattentemperaturer under ca 15 °C foredrar exempelvis
Y. ruckeri, Aeromonas salmonicida atypisk, Aeromonas salmonicida susp.
Salmonicida och F. columnare vattentemperaturer >20 °C. Férandringar som
stigande vattentemperaturer kan dven resultera i att bakteriella sjukdomar som
tidigare inte férekommit i Sverige kan komma att fa faste exempelvis hemorragisk
septikemi orsakad av bakterien Edwardsiella tarda (Du et al. 2017; Axén 2024).
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Figur 1. Lista vid vilka vattentemperaturer olika fiskpatogena bakterier kan komma att
foroka sig samt deras temperaturoptimum (fetmarkerat) (Axén 2024).

2.5.3 Opportunister:

Opportunister ar bakterier som forekommer i normalfloran men som kan ge
upphov till sjukdom nér varddjuret ar forsvagat eller lider av nersatt immun-
forsvar. Av de ovan ndmnda sjukdomarna kan utbrott av ASS, ASA, flavo-
bakterios samt kolumnaresjuka uppsta i samband med att fiskarna utsatts for
ogynnsamma forhallanden dar stressorer och anda faktorer kan ha negativ pa-
verkan pa immunforsvaret (SVA 2023d, b, a; e). Kolumnaresjuka har visat sig
kunna uppsta i samband med att nitritnivaer i vattnet 6kar. Opportunistiska
bakteriers forekomst gar hand i hand med de faktorer som kan paverka tarm-
floran, sasom forandringar av vattentemperatur, stress, antibiotikabehandling till
foljd av sjukdom, etc.

2.5.4 Zoonoser

Bland fiskar som lever i svenska vattendrag forekommer en rad bakteriella zoo-
noser, Aeromonas hydrophila, Erysipelothrix rhusiopathiae, Vibrio vulnificus,
sant diverse olika mykobakterier (ex: M. marinum, M. fortuitum, M. chelonae,
m.fl.) (SVA 2023h). De symptom drabbade manniskor uppvisar kan variera
kraftigt fran lattare magsjuka till sarinfektioner och sepsis, det ar dock inte alltid
dessa sjukdomar ger upphov till symptom hos fiskarna som béar pa sjukdomen.

A. hydrophila &r en opportunist hos fisk och behéver saledes inte nddvandigtvis
ge upphov till sjukdom och E. rhusiopatiae verkar inte orsaka sjukdom hos fisk
(Gauthier 2015). Nar Mycobacterium spp. drabbar fisk ger dessa bakterier upphov
till en langsamt progredierande sjukdom med granulombildning i inre organ och i
huden (SVA 2023h). V. vulificus &r ej av relevans for denna studie da denna
bakterie endast forekommer i brackt och saltvatten (SVA 2023f).

2.5.5 Smittspridning

Bland de i Sverige anmalningspliktiga sjukdomar som férekommer hos fisk ar
halsolaget gott, med ingen eller 1ag forekomst (SVA 2024a). Det ar av stor vikt att
det sa forblir for bade de vilda bestanden, som har en komplex roll i vara
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ekosystem, samt for de odlade fiskarna och naringen. Fisk &r dock ett djurslag dar
smittskydd &r och kan upplevas som komplicerat. SVA har identifierat en rad
olika orsaker till detta. Vilda och odlade fiskar lever valdigt nara varandra nér
odling sker i Oppna system (kassar eller landbaserat med genomflde). Vissa av
de vilda fiskarna kan rora sig 6ver stora geografiska ytor, vilket gor att smitta latt
kan spridas. Sjukdomarna kan &ven smitta vertikalt, exempelvis bakteriell njur-
inflammation (BKD), vilket innebér att smittan sprids fran féraldragenerationen
till avkomman och gor att avkomman ar smittad redan som agg. Vertikal smitt-
spridning kan resultera i att sjukdomen kan fa en snabb uppforékning da de ar
smittbérare redan som yngel. Symptom &r inte alltid latta att upptacka vilket kan
resultera i att sjukdomar upptécks i ett for sent skede. For exempelvis BKD kan
detta bero pa asymptomatiska barare samt att sjukdomen har ett langsamt férlopp,
medan andra sjukdomar kan vara svara att upptacka i tid till foljd av perakuta
former, vilket gor att djuret avlider innan sjukdomstecken uppvisas. Att det ror sig
om vattenlevande djur forenklar inte sjukdomsodvervakningen. Sjukdomar hos
odlad fisk kan ge upphov till véalfardsproblem hos fiskarna samt stora ekonomiska
forluster for producenten (Svenskt Vattenbruk 2022a). For att undvika smittsprid-
ning finns obligatoriska kontrollprogram (sedan 20 ar tillbaka) dar provtagning
for BKD forekommer (Jordbruksverket 2024a). Denna provtagning innefattar inte
de vilda bestanden, som undersoks i detta arbete.
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3. Material och metoder

3.1 Insamling av tarm/provmaterial

Inom ramen for projektet Fiskodling i norr provtogs tva sjoar under sensomma-
ren/hésten 2024. Sjon Hornavan, beldgen i Arjeplogs kommun, anvéndes som
referenssjo for arbetet. Sjon Storuman, i Storumans kommun, &r en sj6é som
huserar flera fiskodlingar av kassodlingsmodell. Fiskar fran bada sjoarna prov-
togs. Provmaterial for detta masterarbete samlades in under ovanstaende projekts
provtagningar under tre dagar i respektive sjo (Hornavan 13-15 augusti, Storuman
27-29 augusti). Fiskenét av typerna flytnat och bottennat anvéandes vid material-
insamlingen. Naten hade varierande masktathet, for att mojliggora fangst av en
variation av fiskar i olika storlekar och arter.

I sjon Storuman finns fér narvarande tre fiskodlingar av kassmodell. Natfisket
som lade grund for arbetet skedde i huvudsak kring fiskodlingen beldgen vid
Kaskeluokt. Denna fiskodling grundades 2021 och har for narvarande en arlig
produktion pa 800 ton regnbage.

Av de fiskar som fangades in provtogs manga men inte samtliga. Salmonida arter
prioriterades, men dven andra fiskarter samlades in for att fa en inkluderande
population. Innan tarmarna avlagsnades fran fiskarna mattes djuren, avseende
langd och vikt, och kdnbestamdes. Fiskarnas tarmar skars av distalt om magsack/
proximalt om pylorusbihangen och vid anus med hjalp av skalpellblad och av-
ldgsnades med pincett. Detta gjordes med undantag for de forsta for 24 tarm-
proverna (markta nr H1-18, H90-92 samt H98 och H99) fran Hornavan da pro-
verna istéllet togs distalt om pylorus fram till anus. Initialt fanns en viss osakerhet
om det skulle komma att paverka magsacksproverna (som provtogs inom ramen
for det storre projektet Fiskodling i norr) om pylorusbihangen involverades i
tarmundersokningen, darav var dessa forsta prover mindre omfattande. Skalpell
och pincett rengjordes mellan varje fisk. Provmaterialet placerades i stomacher-
pasar eller 1-liters fryspasar, beroende pé dess storlek. Pasarna placerades i -18 °C
till dess att analys genomfordes.

Majoriteten av laxfiskarna som utgjorde grund for detta masterarbete provtogs
aven for BKD inom ramen for det storre projektet. Samtliga fiskar som omfattas
av detta arbete provtogs dven for att faststalla magsacksinnehall samt alder.
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3.2 DNA-extraktion

3.2.1 Preparation av tarmpaket

Tarmarna skrapades med hjélp av pincett for att erhalla sa mycket material som
mojligt, bade tarminnehall och mukosa, med malet att fa ett sa inkluderande
provsvar som majligt da tarmfloran (som namnts i litteraturdversikten) kan
variera mellan digesta och mukosa. Tarminnehallet placerades i eppendorfror av
storleken 2 ml. Sax och pincett desinficerades med 70 % etanol och dérefter 10 %
klorin mellan behandling av varje tarmpaket. Tarmpaketet fran en abborre fangad
i Hornavan fick kasseras vid ankomst till laboratoriet da denna var i for daligt
skick for att tarminnehall skulle kunna prepareras fram.

Materialet for DNA-extraktion vagdes och om denna vikt 6verskred den 6nskade
malvikten for DNA-extraktionen (250 ug) anvindes ett delprov av det totala
tarminnehallet.

3.2.2 Extraktion

For DNA-extraktionen anvindes Qiagen’s DNeasy’s Powersoil Pro Kit. Extrak-
tionen utfordes enligt tillverkarens protokoll, med undantag for foljande modi-
fieringar. | steg 2. anvindes en homogenisator av tillverkaren Fisherbrand™ Bead
Mill 24 (pa instéallningen 2,6 m/s i 5 minuter). | protokollets sista steg gjordes
eluering med mangden 60 pL av Tris-HCI for att erhalla extraherat DNA. Efter
extraktionens slutliga steg mattes den totala mangden DNA individuellt for
samtliga 185 prover. Totalt 2 L DNA tillsattes till 198 pL av Invitrogen™
Qubit™ dsDNA High Sensitivity (HS) Assay Kit for att slutligen métas med hjilp
av Invitrogen™ Qubit™ 4 Fluorometer.

3.3 PCR

3.3.1 Bakteriespecifik PCR/16S rRNA PCR

Arbetet syftade till att undersoka den bakteriella art- och samhallssammansétt-
ningen i de erhallna proverna. Darfér anvandes 16S rRNA PCR enligt ett proto-
koll utformat av Sinclair et al. (2015) och val av primers enligt Herlemann et al.
(2011). For varje prov som analyserades blandades 12.5 uLL Phusion® High-
Fidelity PCR Master Mix med HF Buffer tillsammans med 8,5 pL destillerat
vatten och 1 pL av vardera av primerparet:

341F (CCTACGGGNGGCWGCAG) och

805NR (GACTACNVGGGTATCTAATCC).

Denna mangd multiplicerades med 185 for att erhalla en mastermix fér samtliga
prover, samt 2 extra for positiv och negativ kontroll. En volym av 23 pL
placerades i vardera PCR-brunn varefter 2 uLL av extraherade DNAprover
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tillsattes. Proverna placerades i PCR-maskinen (Applied Biosystems™
SimpliAmp™ Thermal Cycler) och féljande program kordes:

98°C -3 min|

98°C -10s

48°C -30s Denna cykel upprepades 25 ganger
72°C -30s

72°C -2 min

4°C -00

For varje prov gjordes duplikat.

3.3.2 Gelelektrofores och rening av DNA

For att visualisera forsta stegets PCR-produkter anvandes gelelektrofores. Agaros-
gelen som anvandes var 1 %-ig och till denna tillsattes 5 uL gelrdd/100 ml gel. 3
pL provmaterial togs frdn vardera individuellt PCR-prov och blandades med 1 pL
Tritrack loading dye. DNA fragmenten storleksseparerades genom att applicera en
spanning pa 100 V i 30 min. Storleksmarkéren som anvandes som referens for
proverna innehdll fragment i storlekar upp till 1kb.

Efter att samtliga prover hade visualiserats med gelelektrofores renades produkten
fran det forsta PCR-steget med AMPure Purification Method. Cytivas Sera-Mag
Select DNA Size Selection & PCR Clean-up Kit i proportionen 0,8 uL/uL. PCR-
produkt som adderades till vardera individuellt prov. Darefter foljdes tillverkarens
protokoll for rening av DNA, med modifierat steg 12, i vilket den renade PCR-
produkten erholls genom att tillsétta 20 pl destillerat vatten.

3.3.3 PCR 2

Infor Hlumina-sekvensering taggades varje prov med en andra PCR dér prov-
specifika molekyléra streckkoder introducerades. Dessa kan liknas vid etiketter
som mojliggor identifiering av sekvensernas provtillhdrighet efter poolning av
produkter. Genom att anvanda en kombination av tva olika primers med de
tillhérande individuella molekyléra streckkoderna kunde proverna poolas och
genomga foljande program:
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98 °C -30s

98°C -10s

62°C -30s Denna cykel upprepades 10 ginger
72°C -5s

72°C -2 min

4°C -00

3.4 Sekvensering

Efter poolningen av samtliga prover utférdes DNA sekvensering. Detta gjordes
med MiSeq, lllumina och reagens-kit av typen v3 och 2x300 cykler. Data som
erholls analyserades i DADAZ2 (version 1.16), en éppen programvara for bioinfor-
matik i statistikprogrammet R (version 4.0.2). De erhallna sekvenserna jamfordes
mot rRNA-databasen SILVA (Quast et al. 2012).

3.4.1 Fordjupad analys av Aeromonas spp.

| enlighet med syftet ansags det av sarskild vikt att identifiera bakterier av genus
Aeromonas till art- och underart-niva. Artniva erhélls genom att jamfora radatan
fran Miseq mot National center for Biotechnology Information (NCBI) databas
(BioSample: SAMN44844803, BioProjekt: PRINA1188613). For att identifiera
underarter av Aeromonas salmonicida i de 12 prover som synbarligen bar pa
denna art gjordes en riktad PCR for genen cpn60 med hjélp av primerparet:
cpn60F (GAAATYGAACTGGAAGACAA) och

cpn60r (GTYGCTTTTTCCAGCTCCA).

Fran varje individuellt prov togs 4 uL extraherat DNA och tillsattes till en bland-
ning bestaende av 2 uL av vardera primer, 25 pL av ovan namnda Mastermix och
17 uL destillerat vatten. PCR-produkten erh6lls genom féljande program.

95°C -5 min

95°C -30s

60°C -30s Denna cykel upprepades 35 ger
72°C -1 min

72°C -8 min

4°C -00
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Dérefter renades PCR-produkten med Invitrogen PureLink Quick PCR Purifi-

cation kit i enlighet tillverkarens protokoll och dérefter mattes DNA méngden

med Qubit, beskrivet i avsnitt 3.2.2. Slutligen skickades PCR-produkten till ett
externt laboratorium for Sangersekvensering.

3.5 Statistik

For att visualisera det erhallna resultatet anvandes statistikprogrammet R, paketet
MicrobiotaProcess version 1.16.0, samt kalkylprogrammet Microsoft Excel. For
att berakna prevalensen av olika sjukdomar anvandes formeln

Prevalens = a/(a+b)

Dér a ar antalet individer hos vilka bakterien kunde pavisas i tarmfloran och b ar
de provtagna fiskar i populationen dar bakterien inte kunde pavisas. Detta gjordes
aven pa artniva.

Tarmflorans sammanséttning jamfordes bade inom sjoarna, sa kallad alfadiver-
sitet, och mellan sjoarna, betadiversitet. Nar man beréknar alfadiversiteten
anvéndes fyra olika index, Chaol, Observed, Shannon och Simpson. Chaol
jamfor artrikedomen genom att jamfora de minst vanligt férekommande taxa,
Observed jamfor artrikedom baserat pa alla de individuella taxa som forekommer
i populationen. Shannon mater bade artrikedom men ocksa hur jamnt férdelade
arterna dr inom populationen. Simpson jamfor hur sannolikt det &r att tva slump-
vist valda individer uppvisar samma artsammanséttning. For att berédkna betadi-
versiteten anvandes den relativa férekomsten och for att avgransa signifikansen
anvandes troskelvérdet 4 for Log10 (LDA) for att exkludera bakterier ur tabellen
som hade lagre skillnader i relativ forekomst. Alfa — och betadiversiteten
beréknades i R.
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4. Resultat

4.1 Provurval

Tarmar fran totalt 186 fiskar samlades in: 96 av dessa kom fran vilda fiskar fran
sjon Hornavan, 85 fran vilda fiskar fran sjon Storuman, samt fem fran regnbagar
fran en av fiskodlingarna i Storuman (Tabell 1). Laxfiskar prioriterades vid prov-
insamlingen, men for att erhalla stérre mangd prover (upp emot 100 fiskar/sjo)
valdes fiskar fran andra arter ut slumpmassigt (Figur 2). Samtliga prover marktes
med identifikationsnummer, H1-H99 for Hornavan (H45, H46, H75 samt H79
forekom inte) och S1-S85 for Storuman. Under provtagnings-perioden uppmattes
vattentemperaturer pa olika djup (ca 0,5 m till 65 m djup for Hornavan och ca 0,5
till 47 m djup for Storuman). Temperaturerna varierade mellan 4,4 och 13,4 °C
for Hornavan och 5,8 och 14,2 °C foér Storuman. Dessa varden mattes ej av
forfattaren utan dokumenterades i samband med sedimentprovtagning.

Tabell 1. Antal insamlade fiskar, per art och sjo, samt antalet fiskar fran fiskodlingen
som provtogs (n=186).

Fiskart Hornavan Storuman Fiskodling
Sik 82 38

Roding 3 9

Oring - 3

Regnbage - 1 5
Harr - 8

Abborre 10 15

Gadda - 2

Lake 1

Gars - 9

Total salmonider 85 59 5
Total 96 85 5

Inom de insamlade provgrupperna férekom stora skillnader mellan individerna.
Grupperna bestod bade av honor, hanar, juvenila, kénsmogna samt fiskar i lek-
mogen storlek men med outvecklade gonader. Fran Hornavan var den minsta
fisken en roding som végde 4 g medan den storsta fisken var en abborre som
végde 879 g. Fran Storuman var den minsta fisken en éring som véagde < 1 g och
den storsta en gddda som végde 4730 g.
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Figur 2. Antalet fiskar som provtogs, representerat i art per sj0 (n=181). Figuren
inkluderar ej de fem regnbagarna fran fiskodlingen.

4.2 Okuléara fynd

| samband med att tarmen avldgsnades upptacktes en generell forekomst av
parasitcystor visceralt pA magséck/kraniala delarna av tarmen. En abborre (S57)
fran Storuman hade tre stycken roda maskar, ca 0,7 cm stora, i tarminnehallet.
Vidare diagnostik av dessa forandringar utfordes inte. Utéver fynden bedémdes
resterande organ i bukhalan vara utan anmarkningar hos de vilda fiskarna.

4.3 Fylum

Genom att undersoka tarmflorans sammanséttning pa fylum-niva kunde skillnader
ses mellan de bada sjoarna (Figur 3). | Hornavan kunde man se att Firmicutes
dominerande med 44 % av tarmflorans fylum, féljt av Actinobacteriota 22 %,
Verrucomicrobiota 18 %, och Proteobacteria 7 % (Figur 3).

Aven i Storuman var Firmicutes det vanligast forekommande fylumet, 40 %, foljt
av Proteobacteria 25 %, Actinobacteriota 22 %, och Cyanobacteria 5 % (Figur
3). Verrucomicrobiota, som var tredje vanligaste forekommande fylumet i den
naiva sjon utgjorde <1 % av den generella tarmfloran i fiskodlingsexponerade
Storuman.

Aven i tarmfloran fran de fem fiskarna som kom frén fiskodlingen dominerade
Firmicutes och utgjorde da hela 70 % av den totala tarmfloran, féljt av Fuso-
bacteriota 22 % och dérefter Proteobacteria 7 %. Fusobacteriota var mer vanligt
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forekommande i tarmfloran fran fiskodlingen samt Storuman an i Hornavan, dar
detta fylum endast utgjorde <1 %.

Flertalet mindre abundanta fyla som pavisade hos de vilda fiskarna, exempelvis
Cyanobacteria och Planctomycetota, kunde inte patraffas, eller i sa fall i sparsam
mangd, hos de odlade fiskarna. Aven det for Hornavan mycket vanliga fylumet
Verrucomicrobiota kunde endast pavisas i lag halt hos fiskarna fran fiskodlingen.

oo ——

~
o
1

Relative Abundance (%)

A

D p__Proteobacteria D p__un_k__Bacteria . p__Bdellovibrionota . p__Deinococcota
D p__Verrucomicrobiota . p__Chloroflexi . p__Dependentiae . p__Acidobacteriota
D p__Cyanobacteria . p__Desulfobacterota D p__Gemmatimonadota . p__Armatimonadota

Figur 3. Relativa forekomsten av olika fylum (p) i de tva olika sjéarna Hornavan (H) och
Storuman (S).

4.4 Skillnader i tarmflorans sammansattning

Ingen tydlig skillnad kunde ses nar man jamforde tarmflorans artrikedom (alfa-
diversitet) inom sjoarna (Figur 4, samt Bilaga 1). Daremot kunde signifikanta
skillnader ses om man jamfdérde bakteriesamhéllenas artsammanséttning mellan
sj0arna (betadiversitet). I Figur 5 kan man se att forekomsten av Verrucomicro-
biota (till vilket understdende taxonomiska nivaer hor: Chlamydiales, Chlamy-
diae, Candidatus rhabdochalmydia och Simkaniceae) ar signifikant hdgre for
Hornavan i jamforelse med Storuman. De bakterier vars relativa forekomst var
signifikant hogre i Storuman var exempelvis Proteobacteria, vilket d&ven kan ses i
Figur 2. Figur 5 askadliggor dven skillnaden i relativ férekomsten av Aeromonas
spp. mellan sjéarna, som ar signifikant hogre fér Storuman.
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Figur 4. Fioldiagamet visar alfadiversitet (artrikedom) inom sjéarna med hjalp av fyra
olika index (Chaol, Observe, Shannon och Simpson) dar H =Hornavan, O= fiskodling
och S=Storuman.
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Figur 5. Till vanster: Den relativa férekomsten av olika bakteriegrupper pa olika
taxonomiska nivaer: fylum (p), klass (c), ordning (o), familj (f), genus (g) och art (s). Till
hoger: signifikansen i skillnaden mellan sjéarna, med LDA cut-off pa 4.
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4.5 Skillnader i tarmfloran hos de odlade fiskarna

Tva olika huvudprofiler sags i tarmfloran hos de odlade °
fiskarna, dar tre (O1-03) hade en profil som skilde sig
mycket fran de andra tva (04-05) (Figur 6). | den forsta
profilen dominerade Firmicutes med viss forekomst av
Actinobacteriota samt andra samlade fylum som fore-
kom i sparsam méngd. | den andra huvudprofilen var
Fusobacteriota och Proteobacteria betydligt mer vanligt
forekommande.

Figur 6. Tarmflorans sammansattning hos de fem fiskar (O1-
05) som kom fran fiskodlingen. Fylum representerade i olika
farger. Rott=Actinobacteriota, blatt=Firmicutes,
gult=Fusobacteriota, lila=Proteobacteria,
rosa/svart=sammanslagning av manga olika fylum.

5 & &
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4.6 Forekomst av Renibacterium spp.

Renibacterium spp. forekom i tarmfloran fran fiskar i bada sjéarna (Figur 7). Da
R. salmoninarum &r enda arten som férekommer inom genuset kréavdes ingen
ytterligare diagnostik for att faststalla att det var denna bakterie som pavisats. |
Hornavan kunde R. salmoninarum pavisas i tarmen hos tio fiskar, motsvarande
11 % av alla provtagna fiskar (12 % av laxfiskarna som provtogs) (Figur 7). Aven
i Storuman kunde bakterien pavisas i tarmen hos tio fiskar motsvarande 12 % av
population (14 % av laxfiskarna). Bakterien kunde inte pavisas i de fem
tarmproverna fran fiskodlingen.

Forekomst av Renibacterium spp.

15

10

0 L L |

Sik Oring Harr Abborre Gérs

@Hornavan @Storuman

Figur 7. Antalet prover dar Renibacterium spp. kunde pavisas, sorterat efter fiskart
for respektive sjo (n=20).
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4.7 Forekomst av opportunistiska bakterier

Foérekomst av opportunistiska bakterier i tarmfloran hos de provtagna fiskarna
visas i Figur 8.

Forekomst av Yersinia spp.,
Aeromonas spp. och Flavobacterium spp.
25
20
15
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5 .
0 [

Yersinia Aeromonas Flavobacterium

@Hornavan Storuman Fiskodling

Figur 8. Antal fiskar per sjo som hade forekomst av de olika bakterierna Yersinia
spp., Aeromonas spp. samt Flavobacterium spp. (n=37).

4.7.1 Flavobacterium spp.

Flavobacterium spp. férekom i ytterst liten méngd bland samtliga tarmprover.
Bakterien kunde enbart pavisas hos tva sikar fran Hornavan (2,1 % av tarm-
proverna fran Hornavan och 2,4 % salmonid-tarmproverna fran sjén) (Figur 8).
Hos de fiskar dar bakterien forekom gjorde den det i 1ag halt. Totalt identi-
fierades <10 sekvenser per fisk, motsvarande < 0,2 % av dessa fiskars totala
identifierade sekvensantal. Man kunde saledes inte se nagot signifikant samband
mellan férekomsten, eller snarare avsaknaden, av Flavobacterium spp. mellan
sjbarna.

4.7.2 Yersinia spp.

Yersinia spp. kunde pavisas hos sex vilda fiskar (tva sikar, en regnbage, en gadda,
en abborre och en gars), varav samtliga var fran Storuman (7 % av sjons provtag-
ningspopulation, 5 % av sjons salmonida provtagningspopulation) (Figur 8). Mer
specifikt kunde Y. ruckeri identifieras i tarmfloran hos tre av dessa vilda fiskar
(regnbagen, en av sikarna och gaddan). Utdver de vilda fiskarna kunde forekomst
av Y. ruckeri dven identifieras i tarmen hos tva fiskar fran fiskodlingen. Samman-
fattningsvis kunde Yersinia inte pavisas i tarmfloran hos fiskar fran Hornavan
utan endast fran fiskar i Storuman samt i fiskodlingen belagen i den sistnamnda
sjon.
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4.7.3 Aeromonas spp.

Aeromonas spp. forekom i tarmfloran hos fiskar fran bada sjoarna, atta fran
Hornavan och 19 fran Storuman (8 % respektive 24 % av provtagnings-
populationerna). Fran Hornavan kom samtliga tarmprover dar Aeromonas kunde
pavisas fran sik (9 % av den salmonida provtagningspopulationen) medan
forekomst i Storuman inkluderade olika fiskarter: sju sikar, sju abborrar, tva
gdrsar, en 6ring, en regnbage och en roding (17 % av salmonida proverna fran
sjon).

I samband med NGS kunde vissa av Aeromonas spp. urskiljas pa artniva mot
rRNA-databasen SILVA: A. sobria, A. popoffii och A. salmonicida. Resterande
Aeromonas spp. som ej hade kunnat identifieras pa artniva jamfordes mot NCBI
Reference Sequece Database, efter vilket samtliga Aeromonas kunde identifiera.
Aeromonasarter sa som A. sanarellii, A. taiwanensis, A. finlandensis, A. veronii
och A. aquatica forekom. Tva Aeromonas spp. matchade mot andra arter,
Plesiomonas shigelloides och Yersinia ruckeri, dock endast med 97,2 %
sekvensidentitet.

Intresset for att klassificera A. salmonicida till underart med hénsyn till forekomst
A. salmonicida subsp salmonicida och A. salmonicida atypisk motiverade till
ytterligare diagnostik for de 12 proverna dar A. salmonicida kunde pavisas (Figur
9).

A. salmonicida
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Figur 9. Tarmprover fran Hornavan (H) markerat i gult och tarmprover fran
Storuman (S) i blatt (n=12). X-axeln visar antalet sekvenser av A.salmonicida som
kunde identifieras hos vardera fisk.

Ytterligare diagnostik med Sanger-sekvensering avseende underarter av A.
salmonicida gav inget resultat.
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4.8 Potentiellt zoonotiska bakterier

Prevalensen av Mycobacterium spp. i tarmfloran var hdg i de bada sjéarna. Fran
tarmfloran insamlad fran Hornavan kunde bakterien pavisas hos 88 fiskar: 77
sikar, tre rodingar och atta abborrar (93 % av alla prover fran sjon och 94 % av
salmonida proverna fran sjon) (Figur 10). Fran Storuman kunde bakterien pavisas
I tarmfloran hos 68 fiskar: 36 sikar, nio rodingar, sju harrar, tre dringar, en regn-
bage, 12 abborrar, nio garsar och tva gaddor (80 % av alla prover fran sjon och
90 % av sjons salmonida prover). Prevalensen av Mycobacterium spp. var saledes
hdgre i Hornavan dn i Storuman. Mycobacterium spp. férekom dven hos fyra av
fiskarna fran fiskodlingen.

Sex olika arter av Mycobacterium spp. identifierades: M. arabiense, M. rhodesiae,
M. hodleri, M. madagascariense och M. grossiae. Kliniska fall av sjukdom hos
méanniska dar M. rhodisea (Chen et al. 2024), M. grossie (Paniz-Mondolfi et al.
2017) och M. madagascariense (Ballester et al. 2013) har kunnat pavisas har
forekommit, dock ytterst fa till antal rapporterade.

Hornavan Storuman

B Mycobacterium spp. W Mycobacterium spp.
H Ingen férekomst av Mycobacterium H Ingen forekomst av Mycobacterium
spp. pavisad spp. pavisad

Figur 10. Prevalensen av Mycobacterium spp. i tarmfloran hos fiskar fran Hornavan och
Storuman.

4.8.1 Ovriga zoonoser:

Ovriga zoonoser som var av intresse att undersoka var Aeromonas hydrophila,
Erysipelothrix rhusiopathiae samt Vibrio spp. Aeromonas hydrophila kunde inte
pavisas i tarmfloran hos nagon av fiskarna, varken vild eller odlad. Erysipelothrix
spp. kunde endast identifieras pa taxonomisk genusniva, och pavisades i tarm-
floran hos en vild fisk (en sik fran Storuman) samt hos en odlad fisk. Hos bada
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dessa fiskar forekom Erysipelothrix spp. i 1ag halt. Endast en bakterie tillhérande
genus Vibrio kunde identifieras i tarmproverna, Vibrio metschnikovii, en bakterie
som kan orsaka diarré och hudsar vid human infektion (Konechnyi et al. 2021)
och har &ven visat sig kunna vara en mojlig patogen hos fisk, exempelvis stor
(Xiao et al. 2022). Den vilda fisk dar V. mescthinkovii kunde pavisas var den sik
fran Storuman som aven bar pa Erysipelothrix spp.

4.9 Mycoplasma spp.

I litteraturéversikten omnamns Mycoplasma spp. som en bakteriegrupp av
relevans i tarmfloran hos laxfiskar (Rasmussen et al. 2021). Mykoplasma kunde
ses i tarmfloran hos fisk fran bada sjéarna (Figur 11). I Hornavan férekom Myco-
plasma spp. i 27 tarmprover (23 sikar, tre rédingar och en abborre) (28 % av sjons
totala prov och 31 % av sjons salmonida prover). | Storuman férekom den i tarm-
floran hos 29 fiskar (atta sikar, atta abborrar, fem rédingar, tva garsar, tva harrar,
tva gaddor, en regnbage och en 6ring) (34 % av sjons prover och 29 % av sjons
salmonida prover). Det gick €] att pavisa nagon signifikant skillnad i forekomst
av Mycoplasma spp. mellan de bada sjoarna.

Mycoplasma spp.
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Figur 11. Antal fiskar med forekomst av
Mycoplasma spp. i tarmfloran (n=56).
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5. Diskussion

5.1 Generell jamforelse mellan Hornavan, Storuman
och fiskodlingen

5.1.1 Fylum

| detta arbete genomfordes en av de forsta studierna i Sverige med mal att under-
sOka tarmflorans bakteriella sammanséttning hos vilda fiskar, med det extra syftet
att undersoka om kassodlingssystem kan paverka tarmfloran hos de vilda fiskarna
som lever i samma sjo. Resultatet visar pa tydliga skillnader pa fylum-niva
sjoarna emellan. Bade i Hornavan, Storuman och fiskodlingen var Firmicutes
dominerande fylum, féljt av Actinobacteriota och Verrucomicrobiota, 18 %, for
Hornavan (Figur 3). | Storuman utgjorde Verrucomicrobiota endast <1 % av de
avlésta sekvenserna av sjons sammanlagda tarmflora. Den hdga férekomsten av
Verrucomicrobiota i Hornavan var inte forvantad. Verrucomicrobiota ar ett fylum
som visat sig vara vanligt forekommande i vatmarksomraden (lvanova & Dedysh
2023). Gruppen innehaller dven bakterier, exempelvis Akkermansia muciniphila,
som har visat sig vara en symbiont med probiotiska egenskaper hos manniskor
(Zhang et al. 2019). Artiklar betréaffande samspelet mellan Verrucomicrobiota och
fiskars tarmflora ar fa och skulle behdva undersokas ytterligare for att se vad
forekomsten av detta fylum innebar for fiskarnas halsa.

5.1.2 Fynd i forhallande till tidigare litteratur

Av de tva tarmfloreprofilerna fran de vilda bestanden aterspeglade inte den
tidigare litteraturen som har berorts i litteraturoversikten betréffande storleks-
ordningen av representerade fylum i tarmfloran. Huyben et al. (2018) rappor-
terade Tenericutes som ett dominerande fylum, dock gar det inte att likstélla det
resultatet med resultatet i denna studie. Detta eftersom databasen som anvéndes,
senast uppdaterad 2021, inte sarskiljer Tenericutes fran Firmicutes, det fylum som
Tenericutes tidigare raknades som en del av. Att Tenericutes, innehallande Myco-
plasma spp., &r viktigt att ta i beaktande &r tydligt ndr man jamfor med tidigare
studier, dar forekomsten av Mykoplasma hos de salmonida fiskarna har visat sig
mojligen kunna ha en betydande roll for fiskarna avseende metabolism och
immunforsvar (Rasmussen et al. 2021).

5.1.3 Jamforelse av tarmfloran avseende individ, art och nét

Nar man jamforde tarmfloran hos fiskarna pa individniva kunde inga tydliga
skillnader ses mellan sj6arna. Tarmproverna jamfordes &ven avseende fiskart och
fran vilket nat de hade fangats, dar kunde man inte heller se grupperingar (Bilaga
1). Att skillnader inte kan visualiseras skulle kunna férklaras av den héga bio-
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diversiteten hos varje individuell fisk. Detta i sig skulle kunna forklaras av den
varierande provtagningspopulationen: olika arter, varierande storlekar (bade vikt
och langd), olika aldrar, olika kon samt varierande grad av kénsmognad samt
fangst pa olika djup. Dock kunde man se skillnader mellan sjéarna och fisk-
odlingen, men vid tolkning av detta resultat behdver man ta hansyn till storleks-
skillnaden mellan provantalen. Aven inom denna lilla, till synes homogena grupp
pa fem individer kunde man se tva skilda tarmfloreprofiler (Figur 6). Enligt
uppgifter fran fiskodlaren var samtliga tagna fran samma kasse. Teoretiskt sett
skulle de kunna komma fran olika vatten innan de hamnade i samma kasse da
man vanligtvis jamnar ut gruppstorlekar inom fiskodlingar. Da skulle de ha
kunnat utséttas for olika faktorer som paverkar tarmflorans sammanséttning, eller
sa talar detta for att det finns en stor individvariation i tarmfloran hos odlad fisk.
Storre provpopulationer, bade av vilda och odlade fiskar, hade kunnat ge en mer
representativ bild av den verkliga tarmfloran i de bada sjoarna.

5.2 Forekomst av patogener och opportunister

5.2.1 Renibacterium salmoninarum

Forekomsten av den obligata patogenen Renibacterium salmoninarum kunde
pavisas i tarmfloran fran fisk fran bada sjoarna. Hur bakterien har hamnat i dessa
sj0ar kan man enbart spekulera kring, om det exempelvis skulle kunna harstamma
fran fiskodlingar, inplanterade fiskar, andra antropogena aktiviteter, eller nagot
helt annat. Upprepade utbrott av BKD har férekommit i fiskodlingar langs med
Umeidlven (SVA 2020), till vilken Storuman &r ett huvudavrinningsomrade. Sa-
ledes forekommer bakterien i vattnet och utbrott i fiskodlingar skulle kunna vara
en av orsakerna till att bakterien kunde pavisas i tarmen hos de vilda fiskarna. | de
fem tarmprover som kom fran fiskodlingen kunde ingen R. salmoninarum pa-
visas, trots forekomst hos de vilda fiskarna som lever runt kassarna i sjon. Detta
kan vara till foljd av att populationen som provtogs fran fiskodlingen var liten i
forhallande till de vilda populationerna, att det inte férekom just i det prov-
materialet som kom fran tarmen, att dessa individer ar fria fran bakterien, etc. De
studier som i skrivande stund utfors kring forekomst av BKD hos vilda fiskbe-
stand, som innefattar delar av populationen som ligger till grund for detta master-
arbete, kommer kunna fortélja om férekomsten av R. salmoninarum i tarmen
innebér att det dven gar att pavisa i njurarna hos fisken. | Sverige forekommer
strikta krav pa fiskodlingar for att undvika smitta av BKD, pavisad smitta resul-
terar i spérr av anldggningen samt sanering. Om férekomst av R. salmoninarum i
tarmfloran kan ge upphov till BKD utgér inte detta endast ett hot mot vélfarden
bland de vilda fiskarna utan kan &ven ge ekonomiska konsekvenser om vild fisk
smittar odlad.
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5.2.2 Flavobacterium spp.

Flavobakterios och kolumnaresjuka ar i férhallande till de andra bakteriella sjuk-
domarna som kan drabba laxfisk, en vanligt férekommande diagnos hos sjuka
fiskar (Axén 2024). Trots detta var forekomsten av Flavobacterium spp. néstintill
obefintlig i tarmproverna fran de bada sjoarna. Flavobacterium spp. kunde endast
pavisas i tva av de 185 tarmproverna som undersoktes i studien. Infektionsport for
dessa agens dr inte helt klarlagd men gélar och hud har foreslagits som mojliga
vagar for bakterierna att ta sig in och manifestera i fisken, sarskilt da det oftast ror
sig om hudinfektioner (SVA 2023a; e) Detta skulle kunna forklara den laga fore-
komsten i tarmen, och att det skulle kunna finnas storre risk att patraffa denna
bakterie pa dessa pa fiskarnas kropp. Det skulle ocksa kunna vara mojligt att
dessa vilda bestand, samt de fem fiskarna fran odlingen, ar fria fran sjukdomen.

5.2.3 Yersinia ruckeri och Aeromonas spp.

Yersinia ruckeri har i tidigare studier visat sig vara en hydrofil bakterie som kan
fasta pa material och utrustning vid fiskodlingar (Coquet et al. 2002), vilket skulle
kunna resultera i att denna opportunistiska bakterie, vid forekomst i fiskodlingar,
latt skulle kunna spridas till fiskar som uppehaller sig kring kassodlingarna.
Opportunisten Yersinia ruckeri kunde identifieras i tarmfloran hos vilda fiskar
fran Storuman och aven i tarmfloran hos fiskar fran fiskodlingen. | tarmproverna
fran Hornavan kunde ingen Yersinia spp. pavisas. Fiskodlingen skulle saledes
kunna vara orsaken till att bakterien forekommer i den fiskodlingsexponerade sjon
och inte i den naiva. Vidare var forekomsten av Aeromonas spp. i tarmfloran hos
fiskarna fran Storuman hogre an i Hornavan (Figur 5), samtidigt som den inte
kunde pavisas hos de fiskarna som kom fran fiskodlingen. Férekomsten av Aero-
monas salmonicida var dven den hdgre i Storuman an i Hornavan. Aeromonas
salmonicida anses inte vara ubikvitar och anses inte smitta med vatten utan
snarare vara en smitta som sprids mellan djuren, vilket styrker ett samband mellan
forekomst av denna bakterie hos vilda fiskar i samband med exponering for
fiskodling.

5.3 Mycobacterium spp. och andra zoonoser

Inom genus Mycobacterium spp. forekommer bade kommensaler och patogener
dar de mest patogena for manniskor inte aterfinns i akvatiska miljoer. Den relativa
forekomsten av Mycobacterium spp. var hog i bade sjoarna, mer sa i Hornavan én
i Storuman, dock sags inte den skillnaden som signifikant. Forekomsten av andra
potentiellt zoonotiska bakterier var 1ag i de bada sjéarna. Av de andra namnda
potentiella zoonoserna kunde endast Erysipelothrix spp. identifieras i tarmfloran
och da enbart hos en fisk. Pa genusniva var det inte mojligt att avgora om denna
Erysipelothrix ar patogen eller ej, dock pavisades den zoonotiska bakterien Vibrio
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metschnikovii hos samma fisk. Halten av dessa tva bakterier i denna individuella
fisk ska namnas var mycket lag, och skulle saledes kunna anses forsumbar ur ett
zoonosperspektiv.

5.4 Riskfaktorer och forbattringsforslag

For denna studie finns en rad faktorer som kan ha kommit att paverka resultatet.
For det forsta kan det vara av intresse att kénna till att utsattning av totalt 8000
oringar sker arligen i den for studien naiva sjon Hornavan. Detta ifragasatter hur
opaverkad av fiskodling man kan klassificera sjon, da det anda varije ar till-
kommer fiskar som inte &r vilda, utan odlade. Det &r vart att kénna till att ingen
oring fangades in fran Hornavan i samband med studiens provfiske. For det andra
finns det en landbaserad fiskodling beldgen nedstroms i Hornavan (mellan Horna-
van och Uddajaur). Utvatten fran denna odling, efter centrifugeringsrening, slapps
ut i sjon. Trots att det ligger nedstroms finns det en risk att fiskarna som samlades
in fran Hornavan skulle kunna vandrat forbi utvattnet och pa sa vis inte heller
kunna raknas som helt opaverkade av fiskodling. Dessa tva faktorer gor att man
kan ifrdgasatta graden av naivitet hos sjon. For det tredje grundades fiskodlingen i
Storuman, kring vilken majoriteten av provfisket skedde, forst 2021, vilket vacker
fragestallningen hur momentan den mojliga paverkan av fiskodling ar pa de vilda
bestanden. Ar en period pa tre ar tillrackligt for att paverka tarmfloran? Dock
forekommer andra odlingslégen i sjon, tillhérande samma féretag, och mellan
vilka det kan ske slussning av fisk. Detta gor att sjon i sig har varit exponerad for
fiskodling under en betydligt langre period &n 3 ar (ca 2040 ar). Vidare rappor-
terade SVT (Forsgren 2022) om ett sabotage som en av fiskodlingarna i Storuman
utsattes for 2022 vilket resulterade i att 20 ton fisk lyckades rymma. | SVT-
artikeln kommenterar Vasterbottens lansfiskekonsulent det faktum att denna
smitning skulle kunna komma att paverka vilda bestand, exempelvis genom
konkurrens om lekyta, men kommenterade &ven att dessa odlade fiskars
overlevnadsmajligheter inte var ljusa till foljd av fiskarnas oférmaga att hitta foda
i det vilda. For detta masterarbetes syfte (fiskarnas tarmflora) ar det svart att sédga
vad denna rymning skulle kunna ha haft fér betydelse.

Att det endast var ett sj0par som utgjorde studiepopulationen medfor att denna
studie inte med sékerhet kan bekréafta fiskodlingars paverkan pa tarmfloran hos de
vilda fiskarna. Tarmflorans bakteriella sammanséttning skulle kunna skilja sig
mellan fisk fran de olika sjéarna, oberoende av férekomsten av fiskodling. Det
man kan uttala sig om &r skillnader mellan de bada sjéarna, jamfoéra med tarm-
floran hos de odlade fiskarna och resonera déarifran. For att skaffa sig ett starkare
studieunderlag skulle tarmfloran fran fisk fran fler sjéar, med och utan fiskodling
kunna jamforas, samt fler fiskar fran fiskodlingar, for att faststélla samband.
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Ett gott komplement till studien for att kunna definiera den absoluta férekomsten
av olika bakterier skulle kunna vara qPCR for att se den kvantitativa skillnaden i
forekomst av olika bakterier i tarmfloran. Det hade &ven varit intressant att kart-
ldgga den totala tarmfloreprofilen hos fiskarna genom att dven undersoka sam-
mansattningen av andra delar som bygger upp tarmfloran; virus, protozoer, jast-
och mogelsvampar, for att se om dessa kan paverkas av forekomsten av fisk-
odlingar. Detta ar mgjligt att undersoka med det DNA som extraherats i denna
studie.

5.5 Konklusion

Den generella tarmfloran hos de provtagna fiskarna var olika mellan de bada
sjéarna. | den naiva sjon Hornavan dominerade fylumet Firmicutes, foljt av
Actinobacteriota och Verrucomicrobiota. I den fiskodlingsexponerade sjon
Storuman dominerade Firmicutes, f6ljt av Proteobacteria och Actinobacteriota.
Renibacterium salmoninarum kunde pavisas i tarmarna fran fiskar fran bada
sjoarna. Aven Aeromonas spp. kunde pavisas i tarmfloran i bada sjoarna. Yersinia
ruckeri aterfanns endast i den fiskodlingsexponerade sjén samt i dess fiskodling,
medan Flavobacterium spp. endast kunde pavisas i tarmprover fran den naiva
sjon. Fiskarna var till synes friska i samband med provtagningen, trots forekomst
av patogener och opportunister i tarmfloran.

Ytterligare forskning anses motiverat for att kunna dra ytterligare slutsatser kring
om forekomst av patogener i tarmfloran hos vilda fiskar paverkas av férekomsten
av kassodlingssystem. Denna forskning skulle vara avgérande for att utforma ett
effektivt smittskydd mellan odlade fiskar och vilda bestand.
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Popularvetenskaplig sammanfattning

Tarmfloran hos fisk ar ett omrade som man sedan nagra ar tillbaka har borjat
undersoka narmare, detta for att man vill forsta hur den kan paverka fiskarnas
hélsa. Majoriteten av dessa studier ar gjorda pa fiskar som lever i fangenskap,
antingen pa laboratorier eller tankar/kassar pa fiskodlingsanlaggningar. Studierna
har bland annat undersokt vad som kan paverka tarmfloran hos fiskarna och da
sett att foder, lakemedel, stress, vattentemperatur och hur gammal fisken &r kan
paverka tarmflorans sammanséattning. Dock finns det valdigt fa studier pa tarm-
floran hos vilda fiskar, som man skulle kunna tanka ha annorlunda tarmflora da de
lever sa olikt fiskarna i fangenskap.

Det vanligaste sattet att odla matfisk i Sverige ar genom kassodling. Kassodling
gar ut pa att fiskarna halls i natkassar utplacerade i sjoar och i vattendrag. Néten
gor att restmaterial fran fiskodlingen sa som foderrester, lakemedel, avforing och
urin, kan komma ut i vattnet och i miljon och pa sé vis na de vilda fiskarna.
Darfor finns det orsak att misstanka att forekomsten av fiskodling kan paverka
vilda fiskar.

Denna studie undersoker skillnader i den bakteriella tarmfloran hos fiskar fran tva
olika sjoar ur tre olika aspekter. Forst undersoktes den generella sammansatt-
ningen av bakteriefloran i tarmen, sedan undersoktes om det fanns nagra skillna-
der i forekomst av bakterier som kan ge upphov till sjukdom hos fisk och slutligen
undersoktes om det var nagon skillnad i bakterier som kan ge upphov till sjukdom
hos manniskor. Fiskarna som undersoktes och jamfordes kom fran tva olika sjoar i
Norrland och fangades med nat. Tarmar samlades in fran totalt 185 fiskar, 95 fran
den naiva sjon Hornavan och 85 fran sjon Storuman, dar det forekommer flera
fiskodlingar av kassmodell. Uttver hos dessa 180 vilda fiskar undersoktes dven
tarmfloran hos fem fiskar fran fiskodlingen. Dessa fem anvandes som referens for
att kunna avgora likheter och skillnader mellan de bada sjoarna. For att ta reda pa
vilka bakterier som férekom i tarmen anvandes DNA-baserade metoder.

Studiens resultat visade att det férekom skillnader i den generella sammansatt-
ningen av bakterier i tarmfloran mellan fiskar fran de olika sjoarna. Aven skillna-
der i forekomst av specifika bakterier kunde ses. Det var framfor allt bakterien
Aeromonas salmonicida, som kan ge upphov till sjukdom hos fisk, och som var
mer vanligt forekommande i sjon med fiskodling i jamf6relse med sjon utan
fiskodling. Detta ar en bakterie som framfor allt smittar fran djur till djur och
skulle kunna vara en effekt av fiskodlingen i sjon. Aven den bakterie som orsakar
yersinos/rddmunsjuka var mer vanligt férekommande i den sjo som hade fisk-
odlingar. Bakterien som ger upphov till den anmélningspliktiga sjukdomen BKD
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kunde pavisas i tarmen hos vilda fiskar fran bada sjoarna. Férekomsten av vissa
bakterier som skulle kunna orsaka sjukdom hos méanniska var hdg i bada sjéarna
och ingen tydlig skillnad kunde ses mellan sjoarna.

Sammanfattningsvis kunde skillnader i tarmfloran hos fisk mellan de bada sjéarna
ses. Ytterligare forskning kravs dock for att styrka resultatet fran studien, for att se
att de skillnader som upptacktes har &ven kan ses i andra sjdar med och utan fisk-
odling. Denna forskning ar viktig for att forsta hur smitta kan spridas mellan
odlade och vilda fiskar och pa sa vis kunna forhindra att sjukdomsutbrott sker.
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Bilaga 1

Nedan visas tre olika diagram (Figur 1-3) dar man jamfort tarmfloran mellan de
tre olika populationerna. NMDS (Non-metric multidimensional scaling) vilket ar
ett tvadimensionellt sétt att visualisera multidimensionell data. NMDS1 och
NMDS?2 &r de tva forsta dimensionerna. Ju narmare punkterna i diagrammet ér,
desto mer lika &r de. Varderna ar “rarefied” till 2000 i antal sekvenser som gjordes
I R innan analysen genomfordes.
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Figur 1. Tarmfloran hos de olika populationerna representerade av olika farger.
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Figur 2. Alla individers tarmflora indelad fargmassigt efter sjé och art.
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