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1.Sammanfattning

For att kunna samordna och jamfoéra resultat mellan lander i arbetet med dvervakningen av
havet &r det en forutsattning att alla utforare anvander samma metoder. Ett satt att
kvalitetssakra detta arbete ar att samla utforare och jamfora tillvagagangssatt och
analysmetoder, en s.k. interkalibrering. En metod som anvands globalt for att méta
biologiska effekter av fororeningar i marina organismer har jamforts i en interkalibrering
mellan flera l&nder inom Hav méter Land.

Inom Hav méter Land har en arbetsgrupp (TG2:3) haft ett granséverskridande samarbete
med avseende pa vattenforvaltning och miljéévervakning under tre ar. Mycket av arbetet
har byggts pa erfarenhetsutbyte mellan de nordiska landerna pa regional och lokal niva och
pa samverkan inom miljéévervakning.

| juni 2013 samlades 11 deltagare fran 5 olika lander i Fiskebackskil for en tva dagars
workshop i denna arbetsgrupps regi. Motet var en utveckling av temagruppens tidigare
workshop pa temat ”Framtidens miljéovervakning” 2011 dar man bl.a. diskuterade en 6kad
harmonisering av miljodvervakning dver grénserna.

Syftet med sammankomsten var att utféra en interkalibrering av en effektbaserad metod,
lysosmal membranstabilitet (LMS), mellan utférare fran olika lander. Workshopen bestod
av laboration pa blamusslor (Mytilus edulis), tolkningar av resultat, diskussioner kring
erfarenheter, olikheter och anvandningsomraden inom miljoévervakning i de olika landerna
samt forslag pa eventuella forbattringar av metoden.

LMS anvands globalt som en generell biomarkor i framfor allt musslor (men &ven fisk) for
att fa en dvergripande bild av féroreningars (miljogifters) paverkan och gradienter i ett
omrade. Metoden &r rekommenderad av ICES (The International Council for the
Exploration of the Sea) och en manual for utforande och analys av resultat finns (ICES
2010, ICES 2013 in progress).

Forutom deltagare fran de nordiska landerna Danmark, Norge och Sverige lyckades
workshopen fa med en deltagare fran Spanien som har mycket stor erfarenhet av metoden
samt arbetar med forbéattringar av metodbeskrivningen internationellt inom ICES. |
samarbete med Sven Lovén Centrum for marina vetenskaper kunde éven en utforare fran
Mocambique medverka dessa dagar.

Workshopen har bidragit till 6kad kvalitetssékring vid utférande av laboration samt 6kad
samstammighet vid tolkning av resultat, mellan flera nordiska lander men &ven i
forhallande till 6vriga deltagande lander. Kontaktytor mellan utférare som arbetar med
miljodvervakning har skapats vilket kan underlatta vid framtida jamfoérelser mellan landers
resultat. Det finns dven en uttalad 6nskan om fortsatt samarbete mellan de nordiska
landerna (OSPAR) och landerna kring medelhavet (MEDPOL) for att félja upp biologiska
effektmetoder och resultat.

Denna sammanstallning ger en 6versikt pa laborationens utférande, resultat, diskussioner
om forbattringar och forutsattningar for att anvanda metoden samt gemensamma slutsatser
som togs under dessa tva dagar.

Hav seter Land

-4-



2.Bakgrund

Inom Hav moter Land aterfinns tre arbetsgrupper som fokuserar pa gransoverskridande
samarbete och samverkan inom 1) klimatfragor, 2) vattenforvaltning & miljéévervakning
och 3) havs— och kustzonsplanering. Inom arbetsgrupp 2 bygger arbetet mycket pa
erfarenhetsutbyte mellan de nordiska landerna pa regional och lokal niva samt samverkan
inom miljodvervakning.

I november 2011 genomférde arbetsgrupp 2 (TG2:3) en workshop med syftet att inspirera
och verka for “en framtida harmoniserad miljé6vervakning”. Diskussionerna da handlade
mycket om kostnadseffektiva och &ndamalsenliga metoder. En utveckling av denna
workshop var bl.a. féljande interkalibrering i juni 2013, dar syftet var att jamfora olika
landers tillvagagangssatt och tolkningar av resultat med avseende pa LMS i blamusslor,
vilken &r en kostnadseffektiv och valanvand metod i internationella
miljoovervakningsstudier.

Den metodbeskrivning och manual fér metoden som anvants tidigare (Moore et al 2004,
ICES 2010) haller nu pa att uppdateras och revideras av ICES och den nya versionen ar
beréknad hosten 2013. Dock kunde workshopen ta del av utkastet och anvanda den senast
reviderade versionen da workshopens deltagare Concepcion Martinez Gomez fran IEO
(Spanien) ar delaktig i denna uppdatering. Fran ICES grupp for biologiska effekter av
féroreningar (Working Group on Biological Effects of Contaminants, WGBEC, 2012) har
det funnits ett uttalat dnskemal om en storre harmonisering i anvandandet av LMS i
overvakningssyfte samt att kunna jamfara resultat mellan marina omraden och olika
regionala program, varfor denna interkalibrering ansags mycket positiv. Det finns dven en
uttalad 6nskan om fortsatt samarbete mellan de nordiska l&nderna (OSPAR) och landerna
kring medelhavet (MEDPOL) for att folja upp biologiska effektmetoder och resultat.




2.1. Metod for att mata effekter av miljogifter

| marina omraden som ar paverkade av fororeningar/miljogifter anvands olika metoder
inom miljédvervakning for att kunna folja upp trender av miljégiftshalter (rumsligt och
over tid) och undersoka majliga effekter som fororeningar kan ge pa marina organismer.

En metod som anvands internationellt i studier av fororeningars effekter pa marina
organismer &r lysosomal membranstabilitet (LMS — Lysosome Membrane Stability)
(Moore et al 2004, OSPAR 2007, ICES 2010/2013). Metoden kan utféras manuellt med
neutralréd infargning av celler och avlasning genom mikroskopi men den finns &ven
utvecklad for optisk avlasning med spektrofotometri.

Vanligast ar att man utfor studien pa musslor och i det har fallet utférdes den praktiska
évningen pa blamusslor, Mytilus edulis genom manuell avlasning.

Da metoden har visat sig till viss del vara personberoende &r det viktigt med
interkalibreringar sa att tillvagagangsétt och tolkning av resultat blir samstammigt mellan
utforare och lander.

2.2. Studier av lysosomers stabilitet i blamusslor

Det finns manga fordelar med att anvanda musslor inom miljodvervakningen. Musslor
finns i nastan alla hav, dr latta att samla in alternativt forvara i burar eller nat. De filtrerar
och pumpar stora vattenvolymer och bioackumulerar bade i vattnet l6sta- och
sedimentbundna substanser. Musslor kan flyttas och placeras till olika omraden varigenom
exponeringsplatsen blir kénd. De &r valstuderade vilket innebdr att mycket data finns
tillgangligt fran hela varlden. Jamfort med fisk &r exponeringsplatsen bestamd och de flesta
analyser som utfors pa fisk kan aven anvandas pa musslor.

Manga metoder for att studera effekter finns beskrivna dar faltexponerade musslor kan
studeras vidare i laboratoriet. Lysosomer (subcellulara organeller i eukaryota celler sdsom
musselceller), vilka analyserades i denna interkalibrering &r involverade i en rad olika
cellulara aktiviteter sdsom matsmaltning, reproduktion, membranreparation, immunfdorsvar
etc. De har en unik formaga att ackumulera en mangd toxiska amnen, daribland PCB:s,
PAH:s (polycykliska aromatiska kolvéten) och metaller vilka &r skadliga for celler (Moore
et al 2004).

Koncentrationen av toxiska dmnen i cellen resulterar i att lysosomernas membran férsvagas
och cellens innehall inklusive de toxiska &amnena kan lacka ut i hela cellen. Detta leder till
en nedsattning i cellens funktion och kan leda till att cellen dér. Studier av lysosomers
stabilitet har anvants som biomarkér/indikator for stress orsakat av féroreningar hos en
mangd olika marina djur (Moore 1990, Lowe et al 1995). Férandringar i cellernas kapacitet
att ta upp ett tillsatt fargamne (neutralr6tt) kan anvandas som en indikator pa cellskador.
Detta eftersom de friska/opaverkade cellerna kan ta upp och behalla stérre méangder
infargning under langre tid &n celler paverkade av féroreningar. Tekniken att farga in celler
och analysera hur lange de kan halla fargen innan lackage av lysosomernas membran
uppstar, ar en enkel, kostnadseffektiv och icke-destruktiv metod. Musslorna kan efter
provtagning av musselblod vid behov aterforas till sin naturliga miljo efter forsiktig
insamling och transport (for att minimera stress).
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Tiden som anges i resultaten ar retentionstiden, RT, d.v.s. den tid som cellerna kan hélla
kvar infargningen. Forutom fargens lackage fran lysosomerna observerades under
interkalibreringen dven (patologiska) forandringar pa lysosomerna (med en graderad
analys-skala fran 0-5) under interkalibreringen. Detta ar ett tillagg i metodbeskrivningen
och anvénds redan bl.a. i Spanien och Italien.
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3. Praktisk 6vning med blamusslor, dag 1

Dagen inleddes med en presentation av HaV méter Land (Anna Dimming, Lansstyrelsen)
samt av Sven Lovén Centrum fér marina vetenskaper (Ake Granmo, Géteborgs
Universitet) som var platsen for interkalibreringsévningen pa blamusslor. Sedan gjordes en
kort presentation av varje deltagare samt deras erfarenhet och anvandning av metoden i
varje land. Darefter leddes en genomgang av laborationens alla moment av C. Martinez
Gomez fran IEO enligt en uppdaterad/reviderad version av metodbeskrivningen (ICES
utkast C. Martinez Gomez version 2013) innan laborationen startade och sedan pagick
resterande dagen.

3.1. Olika landers anvandning av LMS:

Danmark (Jakob Strand & Peter M. Kofoed)

Anvander LMS arligen inom sitt I6pande miljodvervakningsprogram (NOVANA) som
biologisk effekt-indikator i blamusslor och har anvants sedan 2003. Metoden utfors i
dagslaget pa "vilda” musslor fran 12 stationer vilka &r koordinerade med undersokning av
miljofarliga &mnen. Inom NOVANA har man genom studier av LMS och provtagning av
miljogifter, observerat effekter pa musslor som &r korrelerade till 6kade halter av organiska
miljogifter som PCB:er och PAH:er.

Norge (Emily Lyng, Andrea Lenderink & Harald Heiaas)
Anvander LMS framst vid 6vervakning av recipienten till oljeriggar for att se pa effekter
vid gradientstudier av fororeningar som ex. PAH:er.

Sverige (Ake Granmo, David Bérjesson, Jonatan Hammar & Anna Dimming)
Anvénder ej LMS i nulaget men har utfort pilotstudier (Dimming 2010, Hammar 2011)
langs gradienter av fororeningar fran industri samt langs Bohuskusten under 2011-2012.
Metodens tillforlitlighet och anvéandbarhet har diskuterats inom befintligt
kustkontrollprogram och kommer ta del av workshopens resultat och diskussioner som
underlag for eventuellt uppstart av I6pande LMS-studier inom miljoévervakning langs
véstkusten.

Spanien (Concepcion Martinez Gomez)
Har ett I6pande miljodvervakningsprogram dar LMS anvénds pa musslor som hangs ut i
korgar pa 14 stationer.

Mocambiqgue (Perpetua Scarlet)
Anvander LMS pa en introducerad musselart fran Asien som gravs upp och samlas in vid

Iagvatten inom deltagarens doktorandutbildning.
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Figur 2. Praktisk 6vning av LMS under workshopens férsta dag.

3.2. Lysosomal membranstabilitet (LMS) och infargning av neutralrott (NR)

Varje deltagare kvantifierade den lysosomala stabiliteten i 8 musselprover genom att
anvanda metoden for infargning av neutralrétt. Musslorna som anvandes for évningen var
hamtade fran ett fororenat industriomrade, Stenungsund (S = impact), samt fran ett mindre
paverkat referensomrade, Flatholmen (F = control), utanfor Lysekil. 4 musslor fran vardera
omrade anvandes per deltagare. Neutralr6tt retentions tid (NRT) och lysosmal stabilitet (%
LMS) bestamdes i enlighet med metoden som foreslas i ICES TIMES No 36 (Moore et al,
2004) samt Martinez-Gomez et al (utkast version juni 2013).

Under den praktiska 6vningen observerades det att temperaturen pa laboratoriet var hogre
an onskat (6ver 20°C) samt att fuktigheten i de ljustata fuktkammarna (fér inkubering av
cellerna med neutralrétt) var sub-optimal da l6sningen pa objektsglasen i vissa fall var nara
att avdunsta innan avlasning i slutet av 6vningen. Dessa faktorer kan ha paverkat testet
negativt da cellerna stressas mer an vid mer optimala forhallanden.

De ljustata fuktkamrarna bestod av kartong med ett lager av fuktigt papper och en
kylklamp i botten under det tva stallningarna for objektglasen med cellproverna. Det stod
klart efter testet att kartong inte ar att rekommendera for detta &ndamal utan att istéllet
anvanda kammare av "Tupperware” eller styrenplast.

Figur 3. Martinez-Gémez (IEO)
delar med sig av sina erfarenheter
for ett av delmomenten i den
praktiska 6vningen under dag 1.




3.3. Resultat

Alla deltagare erholl hogre retentionstid (medelvarden fran 4 musselprover) fran prover
som harstammade fran kontrollplatsen an de fran paverkat omrade. Pa liknande sétt hade
deltagarna hogst procent LMS i kontrollproverna an i proverna fran paverkat omrade, med
undantag fran en deltagare (Tabell 1, Figur 4 & 5). Detta tolkas som att musslorna fran det
paverkade omradet ar mer “’stressade” av fororeningar an musslorna tagna fran kontroll-
omradet. Deras lysosomer har membran som snabbare lacker ut infargningen i cellen.

Slutpunkter eller endpoints” for beddmningen (Assessment) av lysosomal stabilitet har
satts i enlighet OSPARSs gransvarden, s.k. EAC-varden (Ecological assessment criteria) och
BAC-vérden (Background assessment levels). For LMS &r 120 minuter ett rekommenderat
bakgrundsvéarde och 60 minuter som nedre gransvarde. Resultat éver bakgrundsvardet visar
att det inte forekommer nagon stress hos organismerna medan organismerna anses vara
mycket paverkade och antagligen kan uppvisa patologiska skador under nedre gransvardet.
Mellan dessa granser anses organismen vara stressad men kompenserande.

Tabell 1. Resultatet visar att 7 av 9 utférare i Gvningen med infargning av neutralrott i
bldmusselceller hade lagre retentionstider i prover fran det paverkade omradet. Den réda
markeringen i hogra kolumnen visar bedémningen for de prover som ligger under rekommenderat
EAC-varde, 60 minuter.

% LMS NRRT (Minutes) Assessment
Participant N  Treatment Mean Q/llzean Median  Mean glllzean Median
1 4 F 55 9 56 75 15 90
4 S 21 4 20 15 0 15
2 4 F 13 6 11 11 7 8
4 S 28 10 29 8 4 8
3 4 F 78 1 77 105 9 105
3 S 17 10 16 40 20 60
4 3 F 72 14 77 45 23 30
4 S 27 12 27 8 8 0
5 3 F 67 6 68 120 30 150
4 S 23 9 21 15 0 15
6 4 F 32 16 29 26 22 8
4 S 23 7 23 23 13 15
7 2 F 66 10 66 90 0 90
4 S 47 7 40 60 0 60
8 4 F 85 4 84 83 8 90
4 S 45 8 48 45 9 45
9 3 F 92 8 100 130 10 120 -
4 S 49 7 48 60 0 60
All 33 F 61 5 76 74 8 90
39 S 33 3 35 33 4 30 -
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Figur 4. Visar medelvirde i procent av LMS for varje utforare. De gréna staplarna ar prover fran
kontrollomradet, vilka 6verlag har hogre lysosomal stabilitet i dvningen jamfort med de roda
staplarna, det paverkade omradet.
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Figur 5. Visar varje deltagares satta slutpunkt (medelvarde fran 4 musslor) vid avlasning av
retentionstiden i den praktiska 6vningen. De grona staplarna ar “endpoints” satta fran
kontrollprover (Flatholmen) och de roda ar varden fran paverkat omrade (Stenungsund). De
streckade linjerna visar nivder for bakgrundsvarde samt nedre gransvarde enligt OSPAR (réd
streckad = EAC, bl3 streckad = BAC).
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Utvardering och tolkning av resultat, Dag 2.



Workshopens andra dag tillbringades pa konferenshotellet Gullmarsstrand i Fiskebackskil
dar syftet var att diskutera dvningens olika delmoment samt ga igenom erhallna resultat.
Deltagarna fick ocksa utfora en 6vning, ledd av C. Martinez-Gémez (IEO), for tolkning av
patologiska forandringar av lysosomerna (normala eller avvikande utseende) enligt en skala
(Lowe, ICES 2012). Detta delmoment anvands redan i Spanien och Italien (enligt
Martinez-Gémez) och &r pa forslag att inga i den uppdaterade metodbeskrivningen enligt
ICES.

Nedan féljer forst en genomgang av olika delmoment i metoden som diskuterades och
sedan resultatet fran den bildévning som utfordes.

Insamling och transport av musslor

Deltagande lander gor i stort sett pa samma séatt for att hamta musslor. Man plockar upp
musslor med skrapa, kratta eller dykare. Daremot hanteras de nagot olika i de olika
landerna dar Spanien lagger dem svalt och fuktigt men ej i vatten under en natt innan
analysering medan ex Sverige lagger dom i syresatt havsvatten under natten. Man
diskuterade om detta var relaterat till hur langt ifran laboratoriet som insamlingsplatsen
ligger men ocksa for att minimera stress for musslorna innan provtagning. Enligt vissa
deltagare anses de inte bli mer stressade om de ligger utan vatten vid transporten eftersom
de sluter sig. I de flesta landerna tar man med vatten fran omradet dér de hamtas for att fa
samma salinitetsférhallande i laboratoriet. Om musslorna t.ex. hamtas fran en
estuarieomrade &r det viktigt att ta med sig vatten fran uttagsplatserna for att fa ratt
salinitet.

I Spanien finns musslor tillgangliga pa klippor och inte nere pa musselbankar (vilket ar
vanligt i Sverige) och dar hamtas musslor fran artificiella klippor eller fran rep utanfor
hamnar. | Sverige tas musslor fran 1 -5 meters djup med bade kratta och slade. | Danmark
plockar man musslor pa mellan 1-10 meters djup med hjélp av dykare eller med fiskenéat
fran bat. Norges som anvander LMS i gradientstudier hamtar musslor fran referensomraden
samt gor burexperiment. | Mocambique graver man upp musslor vid lagvatten.

Det ar viktigt att se till att musslornas byssustradar ar intakta och inte slits isér vid
plockandet. Eventuellt bor man anvénda sax for att minimera skador i musslan — om dessa
tradar har slitits ut kan det ge inflammatoriska reaktioner vilket kan ge utslag pa LMS.
Deltagarna kom 6verens om att i fortsattningen beakta detta vid inhdmtning av musslor.

Hav seter Land
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Storlek pd musslor

Enligt metodbeskrivningen (Moore et al, 2004, ICES) &r det lampligt att ta 10 jamnstora
individer med en strévan till mellan 4-6 cm (for att underlatta provtagningen av hemolymfa
— musselblod). Dock var deltagarna 6verens om att det viktigaste ar att ta i den
musselstorlek som man lattast hittar och ej efterstréva en viss storlek. I Danmark méter
man alltid totalvikt och musselvavnadsvikt vid LMS.

Antal musslor for LMS samt replikat per prov

Enligt metodbeskrivningen ska ett minimum pa 10 individer anvandas, vilket Sverige
anvant vid sina pilotstudier. | Danmark anvénder man 12 stycken och i Spanien 16 stycken.
Det fanns dverlag en samstammighet att 10 var nagot for lite.

Det fanns en samstdmmighet bland deltagarna att ett extra blodprov per mussla ska tas ut
som sedan anvands vid behov om provet for avlasning forstérs under laborationen eller om
slutresultatet ar oklart och behdver verifieras. Detta blir ett sétt att kunna séakerstélla
avlésning i slutet av laborationen.

Havsvatten eller fysiologisk saltldsning

Vid utspéddning av neutralrétt anvands en saltlésning med samma salinitet som den dar
musslan tagits ifran. En utveckling i metodbeskrivningen ar darfor att anvanda filtrerat
havsvatten istallet for en fysiologisk saltldsning. Vissa lander har redan anvént detta innan
och det gjordes pa 6vningen dag 1. Deltagarna var dverens om att detta skulle anvandas
fortsattningsvis.

Neutralrétt (NR)

Det finns en diskussion mellan medelhavslanderna (MEDPOL) angaende neutralrott dar
man ej anser att detta ska anvandas for att det i fel koncentrationer kan forsvara avlasning.

Deltagarna pa workshopen ansag dock att neutralrétt bor anvandas och koncentrationen av
NR diskuterades i proportion till filtrerat havsvatten. Landerna kom dverens om att
anvanda 3 ul NR + 1497 pl filtrerat havsvatten (dvs. 10 pl + 5000 pl).

Man var ocksa dverens om att cellerna ska fa satta sig pa objektsglasen i 15 minuter innan
man tillsatter neutralrott.
Mikroskop

Vid 6vningen anvandes bade inverterat mikroskop samt “vanligt” mikroskop. Enligt C.
Martinez Gomez (Spanien) ar det en fordel med inverterat mikroskop da man ej behover
tackglas och mer syre darfor blir tillgangligt till cellerna pa objektsglasen. Dock var det
flera som papekade att vissa prover torkade in lattare utan tackglas.

Vid avlasning anvandes 40 gangers forstoring, nagot som alla deltagare normalt anvénde.

L justita inkubationskammare

Flera lander anvander sig av morkerrum. 1 Danmark har man utvecklat ett system med
markeringar pa objektsglasen och stallningar for att hitta och lagga dom pa plats i morker.

Det ar viktigt att inte fa for hoga temperaturer under LMS-arbetet. ICES foreslar en
rumstemperatur men da den ar gjord i England ar det inte tillampningsbart i ex Spanien.
Har anvander dom istéllet mkt is under hela laborationen.

Vid interkalibreringen anvandes kartong men deltagarna var 6verens om att plast &r mer
optimalt om man inte har ett svalt mérkerrum.
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I Mocambique, dér laboratoriet kan ha en temperatur pa +30°C anvands plastbehallare och
proverna forvaras hela tiden i kylskap.

Andra forslag pa material var frigolit. For dvrigt ar is och kylklampar nédvéandigt och man
bor halla temperaturen for proverna runt 5 grader.

I ICES manual star endast "incubation chamber” for att halla proverna svala.

Hur man satter ”endpoints” vid avldsning

Det fanns en lang diskussion vilken tid for retentionstid man ska satta i forhallande till sista
avlasning av ett prov. Om man har sluttid vid 150 minuter sa blir retentionstiden (neutral
red retention time, NRRT) avlasningen fore d.v.s. 120 minuter. | flera lander, daribland
Norge, Danmark och Sverige, har avlasningen satts till 150 minuter.

Detta bor bli tydligare i metodbeskrivningen.

Utsikt fran Gullmarsstrands konferenshotell fran dag 2.



3.4. Interkalibreringsévning med bilder av lysosomer i olika stresstadier

C. Martinez Gémez (Spanien) som har lang erfarenhet av LMS hade en uppsattning av 21
bilder pa celler i olika stadier till forfogande (se exempel pa bilder pa nasta sida figur 6).
Varje bild visades i ca 8 sekunder och varje deltagare fick bedoma status efter en skala fran
0-5. Denna gradering av lysosomers olika stadier ar framtagen och beskriven av Lowe,
ICES 2012, se figur 7 for version i juni 2013.

Efter genomgang av bilderna gick gruppen gemensamt igenom varje bild for att
samstammigt enas om en slutlig bedémning for varje bild (gron farg i tabell 2). Slutligen
berdknades varje deltagares tolkning i % av den gemensamt enade bedémningen for varje
bild. 5 av deltagarna hade en samstammighet pa 6ver 75 % for alla bilder och endast en
deltagare lag under 50 %.

Tabell 2 visar de olika deltagarnas “podngsattning” av 21 bilder pa celler i olika stadier av stress.
Langst ner ser man den sammanvagda tolkningen av bilderna fran varje deltagare i forhallande till
gemensamt enade "poang”.

Score Participants

Agreement
Slide 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 4-889% 4 4 4 4 4 4 4 4 0
2 0- 44.4% 0 2 1 2 0 1 2 0 0
3 0/1- 44.4% 0 0 2 0 1 1 1 1 0
4 1/2/3-333% 3 1 2 2 1 3 3 2 1
5 1-55.5% 1 1 1 2 2 1 2 2 1
6 1-55.5% 4 1 /3 3 1 1 0 2/3 1
7 2-555% 3 2 3 3 3 2 2 2 2
8 3-44.4 % 3 1 3 3 1 3 2 2 2
9 3-77.8% 3 3 3 3 3 3 3 1 1
10 5-55.5% 5 1/5 4/5 5 5 4/5 5 4/5 5
11 2-555% 4 2 3 2 2 4 1 2 2
12 3-100% 3 3 3 3 3 3 3 3 3
13 3-77.8% 3 4/3 3 1 3 3 3/4 3 3
14 3/4-333% 3 3 1 4 3 1 2 4 4
15 4-889% 4 1 4 4 4 4 4 4 4
16 3-44.4% 3 3 3 2 1 3 3/5 4/5 3/5
17 5-44.4% 5 5 % 2 2 2/5 2/5 5 5
18 5-88.9% 5 5 2 5 5 5 5 5 5
19 5-88.9% 5 5 2/3 5 5 5 5 5 5
20 5-77.8% 5 5 2 5 5 5 3 5 5
21 5-88.9% 5 5 1/5 5 5 5 5 5 5
% Successful 857 76.2 429 66.7 762 762 524 714 80.95
interpretation

/_._:\
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Figur 6. Fyra bilder av lysosomer tagna genom mikroskop med 40 gangers forstoring (fotograf och
dganderatt C. Martinez-Gémez, IEO).

Figur 7 visar den foreslagna "podngsattningen” for olika patologiska férandringar enligt ICES. Det ar
viktigt att klarlagga att det inte ar en gradering fran 0-5 vid 6kad stress utan att det kan variera.
Exempelvis har man sett att forandringar enligt score 1 kan kopplas till organiska miljogifter eller
parasiter. Score 5 har kopplats med metaller.

=
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4.Slutsatser

Lysosomstabilitet ar ett matt pa féroreningspaverkan och har rekommenderats av ICES
som en lamplig analys, vilken har anvants i manga internationella studier och
miljodvervakningsprogram. En av slutsatserna fran workshopen var just att LMS ar en
mycket anvandbar samt kostnadseffektiv metod.

Metoden kréaver dock praktisk dvning och fardighet. Enligt workshopens deltagares
erfarenheter 6kar sakerhet och effektivitet i analysforfarandet efter en viss tids inlarning.
Detta kunde man ocksa urskilja fran resultaten da de mer erfarna hade en mer samstammig
avlasning overlag. Darfor ar det ett viktigt steg att utfora interkalibreringar for att
tolkningar av resultat blir samstdmmiga.

Ett forslag till utdkning i metodbeskrivningen var att det skulle finnas en uppséttning med
bilder som kunde laddas ner fran natet, som nya utdvare redan fran borjan kunde “trana pa”
for att 6ka samstammigheten med andra ut6vare. Enligt Spaniens deltagare finns det redan
en sadan tanke inom ICES.

Det bor vara samma person som utfér bedémningen vid varje undersokningstillfalle for att
sakerstalla en god kvalitet pa analysen.

Deltagarna var 6verens om att de andringar som nu foreslas inom ICES (anvandning av
filtrerat havsvatten istéllet for en fysiologisk saltlsning, tva replikat per prov for att sakra
avlasning samt att podngsétta de olika stadierna hos lysosomerna enligt Lowes skala 0-5) ar
nodvandiga for en 6kad kvalitetssakring av metoden.

| flera lander, daribland de nordiska, anvands redan tex tva replikat per prov och vid
diskussionerna dvervagde flera att dven borja med “poédngsattning” redan innan en
uppdaterad version fran ICES publiceras.

Momentet tar ingen extra tid och var enligt utférarna en bra hjalp for tolkning av resultat.

Hav seter Land
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5.Deltagare

Andrea Lenderink
andrea.lenderink@ibv.uio.no

Anna Dimming
anna.dimming@Iansstyrelsen.se

Concepcion M Gémez
concepcion.martinez@mu.ieo.es

David Borjesson
david@marine-monitoring.se
Emily Lyng
emily.lyng@iris.no

Harald Heiaas
Harald.Heiaas@niva.no
Jakob Strand

jak@dmu.dk

Jonatan Hammar
jonatan@marine-monitoring.se
Perpetua Scarlet
mpjs2@hotmail.com

Peter M Kofoed
pk@dmu.dk

Ake Granmo
ake.granmo@bioenv.gu.se

Oslo Universitet Norge

Lansstyrelsen Vastra Gotalands lan Sverige
IEO (Instituto Espanol de Oceanografia) Spanien
Marine Monitoring AB Sverige

IRIS (International Research Institute of Stavanger) Norge

NIVA (Norsk Institutt for Vannforskning) Norge
Aarhus Universitet Danmark
Marine Monitoring AB Sverige
Maputo Universitet Mogambique
Aarhus Universitet Danmark
Goteborgs Universitet Sverige
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7.Program 4-5 juni 2013 Fiskebackskil

4 juni:
Interkalibrering; praktisk 6vning av LMS pa Sven Lovén Centrum fér marina vetenskaper

9:00 — 10:00 Introduktion, presentation av; Hav moter Land, laboratoriet samt deltagare.
Forberedelser infor laboration pa blamusslor

10:00 — 10:30 Kaffe

10:30 — 12:30 Lysosomal membranstabilitet (LMS) i blamusslor — laboration
12:30 —13:30 Lunch

13:30 — 18:00 Fortsatt laboration av LMS

19:00 Middag pa Gullmarsstrand

5 juni:

Utvardering av dvningen fran dag 1, bildévning for tolkning av resultat, diskussioner kring
resultat och metod

9:00 — 11.30 C. Martinez Gomez (IEO, Spanien) leder diskussionerna samt 6vningen.
11:30-12:30 Lunch
12:30 — 14:30 forts diskussioner

14:30 — 15:00 Kaffe och summering av workshop
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Vara resultat dr anvandbara for
beslutsfattare, planlaggare, forskare och
forvaltare av naturresurser.

Klimatet fordndrar vara mojligheter att
bo och livnara oss har. Vi tar fram
gemensam kunskap for gemensam
beredskap.
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tillsammans. EU ar med och finansierar
projektet genom Interreg IVA.
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Rapport fran workshop om biomarkor i blamussla

For att kunna samordna och jamfora resultat mellan lander i arbetet med
Overvakningen av havet ar det en forutsattning att alla utférare anvander
samma metoder. Ett satt att kvalitetssékra detta arbete ar att samla utforare
av metoder och jamfora tillvagagangsatt och tolkningar av resultat, en sa
kallad interkalibrering.

Vi har jamfort en metod som anvands globalt for att méta biologiska
effekter av fororeningar i marina organismer i en interkalibrering mellan
flera lander.

Resultaten fran sammankomsten ger dkad kvalitetssakring av metoden och
en mojlighet att jamfora resultat mellan landers 6vervakning av miljogifters
paverkan pa marina organismer.

Experter fran Danmark, Norge, Sverige, Mocambique och Spanien deltog.
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Projekt Hav moter Land samlar 26 kommuner, regioner, universitet och
statliga myndigheter i Sverige, Norge och Danmark. Vi samarbetar om
klimat, vatten och samhallsplanering for Kattegat och Skagerrak. Vara
resultat ar anvandbara for beslutsfattare, planlaggare, forskare och
forvaltare av naturresurser. Klimatet forandrar vara mojligheter att bo
och livnara oss har. Vi tar fram gemensam kunskap fér gemensam
beredskap. EU ar med och finansierar projektet genom Interreg IVA.
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