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Undersokningar av fisk som provtagits nara Nord Stream-
lackan

BAKGRUND

Den 26 september skedde ett misstankt sabotage mot naturgasledningarna Nord
Stream 1 & 2 i narheten av Bornholm. Stora mangder naturgas hann frisattas
fran ledningarna innan media rapporterade att lackagenhade upphért den 1
oktober (Nord Stream 2) respektive den 2 oktober (Nord Stream 1). SVA fick
tisdagen 30 september 2022 forfrdgan om vi kun de gora undersokningar av fisk
fran omradet kring lackorna. Proverna kunde samlas in i samband med SLU:s
provfiske BIAS som skulle ga av stapeln veckan efterDet fanns inte mgjlighet

for SVA att delta i expeditionen och genomfora obduktioner, sa SVA efterfragade
formalinfixerade organ (gale, njure, lever) samt blodutstryk fran hjartblod.

Vidare efterfrdgades bilder av alla provtagna fiskar samt morfometriska data och
halens koordinater.

Naturgas bestar till storsta delen av metangas men mindre mangder av andra
alkaner (kolvaten) och spar av andra gaser som koldioxid, kvave, vatesulfid och
helium. Metan &r en inert gas, vilket innebar att den inte reagerar med
omgivning en, inklusive djurs vavnader. Detta innebar att den inte i sig ar giftig,
men den kan &nda ha negativa effekter pa levande organismer da den tranger
undan syre i luften eller vattnet, vilket kan leda till syrebrist och symptom
relaterade till detta. En all mén syrebrist kan ge upphov till diffus degeneration
och vavnadsddodi kroppens olika organ, direkt beroende pa minskad tillgang pa
syre eller till féljd av en férsurning av blodet (respiratorisk acidos).

Utsvamning av (metan)gas i vattnet leder ocksa till gasovermattnad, vilket leder
till att en 6kad méangd gas tas upp av fiskars géalar, varvid blodet évermattas med
gas och gasblasesjuka (motsvarar dykarsjuka hos manniskor) uppstar.
Gasblasesjuka innebar att embolier (proppar) av gas fastnar i karl, framst i
kapillarer, de minsta karlen, men om storre gasbubblor forekommer drabbas
aven arterioler eller artarer. Proppen stoppar blodflédet vilket leder till akut
syrebrist i den vavnad som forsorjs av karlet och en infarkt uppstar. Omfattande
proppbildning &r dir ekt dodlig medan en laggradig proppbildning under en
langre tids gasévermattnad leder till bland annat forsamrat immunférsvar pa
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grund av en kronisk laggradig syrebrist i fiskens kropp. Detta pa grund av att
galarna alltid drabbas vid gasblasesjuka(Bild 1 ), och en minskad cirkulation
genom galfilamenten hammar galarnas syreupptagande formaga.

Syrebrist samt gasblasesjuka ar darfor de tva tilistdnd som metangas/naturgasi

Bild 1. Luftembolier (svarta pilar) i galfilamenten vid gasblasesjuka hos
regnbage. Notera blod i karlen fore embolierna (bla pilar) medan blod inte
kunnat ta sig forbi embolierna utan kéarlet &r tomt efter embolierna (vit pil).
Direktmikroskopi av farskt preparat. Foto: SVA

vattnet kan forvantas ge pa fisken. | tillagg till detta kan man forvanta sig att fisk
som befann sig nara Nord Stream i samband med sabotaget paverkades av den
tryckvag som explosionerna gav upphov till. Explosioner/tryckvago r kan ge
upphov till frakturer pa kotpelaren samt blodningar eller sonderslitningar i olika
organ. Observationer som SVA gjort i samband med understkningar av fisk som
dodats av fiske med sprangmedel inkluderar bristningar i 6gats lins, bristning av
simblasan, blodningar i olika organ samt avslitning av aorta och forblédning.

METODER

Fisken fAngades genomtralning, déar varje traldrag varade ca 30 min. GPS
koordinater for start samt stopp for respektive drag och medeltraldjup ingick i
data SVA erholl fran SLU. SVA erholl dessutom GPSpositioner for de fyra
gadackorna fran Havs- och vattenmyndigheten.

| samband med provtagningen fotograferade SLU varje fisk fran héger och
vanster sida samt bada sidors gélar exponerades for ytterligare fotografering.
Uppenbara inre forandringar fotograferades ocksa. Fotografier na méjliggjorde
granskning avseende avvikelseri efterhand.

Vid provtagningen formalinfixerade SLU organbitar (max 0,5 cm tjocklek i en av
tre dimensioner) i 4% boraxbuffrad formalin samt genomférde blodu tstryk av
hjartblod pa objektsglas. Proverna skickades efter ankomst till hamn till SVA och
bilder samt data avseende fiskarna levererades elektroniskt.

Efter ankomst till SVA genomfdrdes en renskérning av organbitarna, de
placerades i kassetter samt lade i 4% fosfatbuffrad formalin i en vecka. Déarefter
genomfdrdes en avkalkning av vavnaden for att luckra upp brosk i galarna.
Organbitarna kunde darefter baddas, snittas och fargasmed Hematoxylin &
Eosin enligt rutin vid SVA:s histopatologiska laboratorium . Blodutstryken
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fixerades i metanol samt fargades med Diff-Quickldsning. Lasning av snitt och
utstryk gjordes i 40071 1000 x forstoring .

| samband med renskarningen klipptes nagra fixerade gélfilament loss och lades
i 70% etanol. Detta gjordes for att kunna genomfoéra direktmikrosk opi pa de
fixerade géalbitarna utan anvandande av dragskap.

Histopatologisk och cytologisk bedémning gjordes med hjalp av standardiserade
mallar som SVA anvander vid halsounderstkning av vildfisk.

Vid beddmning av galar réknas antalet primara géallameller som ar bedomnings-
bara och darefter bedéms frekvensen av skador(blédningar, 6kad forekomst av
slemceller, hyperplasi, forekomst av parasiter, forekomst av bakteriell infektion
(epiteliocystis) samt korreleras till antalet primarlameller.

Avseende njure bedoms status pa nefron (filtrerande enheter) samt interstitium
(blodbildande vavnad). Nefronen bestar av glomeruli (filtrerande karlnystan)
samt tubuli (transport av filtrat, koncentration och utspadning av detsamma).
Har raknas totalantalet glomeruli , antalet glomeruli med férandring ar,
férekomst av hyalina avlagringar i tubuli samt eosinofila granula i tubulicellerna,
férekomst av parasiter i tubuli, forekomst av degeneration eller nekros av
tubuliceller, samt regeneration av nefron. Interstitiet beddms avseende
degeneration/nekros, blédningar, forekomst av makrofagcentra, férekomst av
inflammation samt férekomst av parasiter.

Levern bedoms asseende naringsstatus (vakuolisering), tecken pa forfettning
(férekomst av forkrympta/uttryckta karnor, steatos, fettnekroser)
inflammation, parasiter, degeneration eller nekros, blédningar, tecken pa
cellsvullnad samt férekomst av tumorer eller cellférén dringar som kan vara
begynnande tumorer.

Forandringar som inte finns fordefinierade i mallen men observeras noteras
ocksd, oavsett organ.

Blodutstryk beddms genom differentialrékning av vita blodkroppar samt

undersokning av roda blodkroppar med avseende p toxiska forandringar och
forekomst av omogna blodceller.] en onormal 6 vit blodbild b?°
utgdra >80% av de vita blodkropparna, neutrofiler <10%, trombocyter

(blodplattar) <5% och monocyter /makrofager <2%. For att kompensera for

potentiellt str esspaslag i samband med fangst, vilket kan 6ka andelen neutrofiler

i bl odet, sattes gr2nsen f°r nor mal m2ngd |y
inkluderades inte i rékningen, da de ibland har en tendens att aggregera och

darmed kan utg6ra en oproportionerli g del av de vita blodkropparna.

Databearbetning

For deskriptiv statistisk bearbetning 6verférdes data till Stata 15 (Stata Corp.,

4905 Lakeway Drive, College Station, Texas, 77845 USA. Utdver ren deskriptiv

statistik anvandes Wilcoxons rangsummetest for att undersoka samband. D&

endast drag 23@dragdNoodi 8he@€8& il mer &n 10 pro
har data fran 6vriga drag klumpats ihop for statistisk bearbetning, sa tva

grupper om 14 torskar (drag 232) samt 12-15 torskar (6vriga drag) jamforts.
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RESULTAT
Totalt provtogs 34 fiskar (29 torskar och 5 skrubbskaddor) fran atta drag for
SVA:s rakning (Tabell 1). Provtagningarna genomférdes den 13/10 (drag 226-
229), 14/10 (drag 232 - 233) samt 15/10 (drag 235- 236). Dragens geografiska
position framgar av Bild 2. Drag 232 genomférdes ca 7 nautiska mil (ca 13 km)
fran de tidigare gaslackorna. Fran detta drag provtogs 14 torskar. Resterande
fiskar provtogs langre fran platsen for lackorna och utgér referensmaterial for
SVA:s undersokningar. Tralningen hade gjorts pa medeldjup om ca 53 m for

drag 232 och 97 43 m for dvriga drag.

Tabell 1. Basdata avseende de fiskar som provtagits for SVA:s rakning.
Positioner for dragen aterfinns i kartan ( Bild 2).

Fisknr Art Langd (mm) Vikt (g) Kon Drag nr.  Lokalnamn
G101 Torsk 320 255 F 226 51 S Heligholmen
G102 ,,T,Qrﬁ'!(, 777777777 290 194 F 226 0
G103 Skrubt&;kadda 240 131 M 227 50 SE Olands sédra udde
G104 Torsk 180 56 M 228 37 SE Olands sédra
G105 Torsk 200 76 M 228 0
G106 Torsk 170 42 F = 228 o
G107 Torsk 360 376 M 229 35 SE Utlangan
G108 Torsk 380 340 F 229 0
G109 Torsk 330 228 M 229 0
G110 Torsk 310 260 F 229 0
G111 Torsk 170 58 F 229 0
G112 Skrublskadd 260 188 M 229 0
G113 Skrublskaddh 330 394 F 229 o}
Gl14 Skrublskadd 260 172 M 229 0
G115  Skiubiskadd 280 201 M 229 :
G116 Torsk 300 178 M 232 30 NE Fredrikso
G117 Torsk 310 216 M 232 0
G118 Torsk 280 132 M 232 o}
G119 Torsk 250 96 M 232 0
G120 Torsk 285 156 M 232 0
G121 Torsk 330 290 F 232 0
G122 Torsk 270 150 M 232 0
G123 Torsk 270 157 M 232 0
G124 Torsk 330 226 M 232 0
G125 Torsk 260 150 M 232 0
G126 Torsk 270 145 M 232 0
G127 Torsk 270 118 M 232 o}
G128 Torsk 300 152 F 232 0
G129 ,,T,o,rf'!(, 777777777 250 ~ 107 w™m? 232 0
G131  Torsk 280 140 F 233 23 ENE Grisby
G132 Torsk 450 768 F 235 3 NE Hammerodde
G133 Torsk 430 495 M 235 0
G134  Torsk 380 @ 432 F 235 )
G135 Torsk 380 396 M 236 8 E Baskemolla
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Bild 2. Positioner for de drag(start- samt slutpunkt) inom BIASQ4varifran SVA
fatt material for undersokning. Stjarnorna anger positioner for lackorna pa
Nord Sream 1 & 2enligt underlag fran Havs och vattenmyndigheten BY4 och
BY5 ar tva av SMHI:s matstationer for bland annat vattentemperatach
fytoplankton. Kartunderlag fran https://rl.se/rt90

Samtliga torskar var relativt sma, mellan 170 och 450 mm. Det fanns ingen
signifikant storleksskillnad mellan dragen (drag 232 median 275 mm, min 250,
max 330 mm, dvriga drag median 320 mm, min 170mm, max 450 mm,;
Wilcoxon rangsummetest Z-1.4, p>0.05).

Beddmning av fotografier

Samtliga dversiktshilder var av bra kvalitet och kunde bedémas noggrant.
Bilderna av galar var svara att bedoma pa detaljniva, men en 6versiktlig
beddmning av farg och forekomst av tydliga forandringar kunde géras.

En torsk (drag 232) hade hudblédningar/sméaséar pa buksidorna (Bild 3A ). Atta
torskar, fem fran drag 232 och tre fran 6vriga drag, hade utstaende dgon
(exoftalmi), varav tva (drag 226) aven hade framfall av urinblasa och kénsorgan
genom kloaken (Bild 3B ).

Inga tydliga patologiska forandringar noterades pa galarna. Fargen varierade
men mest sannolikt beroende pa olika tidsspann fran dod till fotografering.
Nagra fiskar hade bleka spetsar pa galfilamenten eller enstaka filament med
stas/bl 6dningar.

For en skrubbskadda hade levern fotograferats. Organet hade blédningar och
sag ut attvara sonderfallande (Bild 3C ).
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Bild 3. A) Torsk med sma hudblodningar/sar. Galarna har fin farg. B)
Torsk med kraftig exoftalmi samt framfall av romsécken . C) Lever fran
skrubbskadda med omfattande blédning

Histopatologisk och cytologisk bedémning

Skrubbskaddornas organ har bedémts men inkluderas inte i denna rapport da
det inte fanns nagra skrubbskaddor provtagna i drag 232, och histopatologiska
fynd inte kan likstallas mellan arterna p .g.a. olika livsmiljoer, féda m .m.

Galar

10 galfilament som efterfixerats i etanol direktmikroskoperades men inga
uppenbara foréndringar i form av gasbubblor (se Bild 1) eller hyperplasi
noterades. Darfor genomfordes enbart en noggrann kontroll av histopatologiskt
preparerade gélar.

En sammanstéllning per individ éver histopatologiska fynd pa géalarna finns i
Tabell 2 . Tre individer (G106, G108 samt G111) hade gélar utan onormala fynd.
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Den totala sjuklighetspoéngen for gélar var hégre hos fisken i drag 232 (median
8.66, SD 9.25) jamfort med 6vriga torskar (median 2.63, SD 3.75), Wilcoxon
rangsummetest Z-2.40, p<0.05.

Akuta forandringar

Inga akuta patologiska foréandringar noterades, daremot noterades férekomst av
akuta postmortala férandringar i form av epitelcellsknoppning och avlossning,
eller aviossning av basalmembranet fran kapillarkolumnen hos ett antal fiskar.

Subak ut a forandringar  (dagar till ndg on veck a)

Ihoppackning av kapillarkolumnen (eng. pillar column), fortsattningsvis kallas
forandringen wire -loops, med sammansmaltning av epitelet som en sack runt,
noterades ocksa hos ett antal individer. Wire-loops var av varierande grad, fran
mild till hela sekundarlamellen ( Bild 4A-C) samt fran mindre omraden av ett
galfilament till mer &n 50%. Enstaka individer hade mild hyperplasi av de
drabbade sekundarlamellerna. Bade antalet individer med wire -loops samt
graden av ihoppackning var signifikant hogre hos torsken fran drag 232 (median
0.12, SD 0.19) &n frén de andra dragen (median 0, SD 0.10), Wilcoxon
rangsummetest Z -2.22, p<0.05.

En 6kad mangd slemceler, oftast laggradig pa sekundarlamellerna noterades
hos ett antal individer (Bild 4D, E). Forandringen var associerad med
hyperplasi i vissa fall men férekom utan samtidig hyperplasi hos andra torskar.
Det fanns ingen skillnad i 6kad forekomst av slemceller mellan torsken fran drag
232 och 6vriga torskar.

Nagra torskar hade ocksa forekomst avbakteriell infektion (epiteliocystis) , i alla
fallen enstaka cystor pa ett eller ett par filament. Hos tva torskar noterades
jatteceller i kryptorna mellan sekundarlamellerna ( Bild 4D). Detta ar typiskt for
herpesvirusinfektion orsakad av Gadeid herpesvirus-1 (GaHV-1).

Kroniska forandringar

Forekomst av parasitinfektion noterades hos ett antal torskar. Hos sju torskar
noterades xenom med amorf massa (oidentifierade parasiter), och hosfem
torskar sags mikrosporidiecystor och/eller xenom (sannolikt Loma morhua,
Bild 4F). Tva fiskar fran drag 232 hade massivinfektion med mikrosporidier.

Hyperplasier (vavnadstillvaxt) férekom hos 15 torskar. Hyperplasierna var oftast
av mild grad men kunde involvera stora delar av den géalbit som undersoktes.
Massiv hyperplasi sags hos torskar med mikrosporidios da det fanns stora
xenom-bildningar samt granulom med degenererade mikrosporidiexenom,
vilket indikerar att infektionen pagatt en langre tid. Det fanns ingen signifikant
skillnad i graden av kroniska foérandringar mellan torsken fran drag 232 och
Ovrig torsk.

7(15)



Sse éﬁ?""’ﬁ?ﬁa‘tﬁf
O

SRie0s

Bild 4. A) Tva galfilament med kraftig wire -looping av sekundarlamellerna. B) Narbild
av mattlig wirelooping med begynnande sammansmaltning av epitel (pilar). C) Lindrig
wire-looping, torsk provtagen 2018. D) Riklig forekomst av jatteceller, infekterade med
herpesvirus (pilar), samt mattlig forekomst av slemceller pa sekundarlamellerna.

E) Lindrig -mattlig hyperplasi av sekundarlameller samt intralamellar vavnad. Mattlig
forekomst av slemceller pa sekundarlamellerna (svart pil). F) Kraftig forekomst av

mikr osporidiexenom, granulom efter degenererade xenom samt mattlig-kraftig
hyperplasi.

D)

%

Njure

Prov fran njure saknades fran tretorskar, i stéllet var gaskortel av misstag
provtagen. En sammanstallning per individ éver fynd i njurarn a finns i Tabell
2. Den totala sjuklighetspoangen for njure var hégre hos fisken fran drag 232
(N=14, median 186.4, SD 67.5)an fisken fran 6vriga drag (N=12, median 134.4
SD 60,9), Wilcoxon rangsummetest Z 2.06, p<0.05.
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Akuta forandringar

Akut degeneration av tubuli (akut nefros, Bild 5A ) observerades hos totalt 22
torskar, varav samtliga 14 torskar fran drag 232 hade degeneration till nagon
grad. Skillnaden var signifikant, med mer omfattande degeneration hos torsken i
drag 232 (median 90, SD 48.5) &n hos 6vriga fiskar (median 10, SD 37.8)
Wilcoxon rangsummetest Z 3.19, p<0.01.

Subakuta till kroniska forandringar

Forekomst av olika férandringar i glomeruli noterades i form av 6dem i kapseln,
kompakta glomeruli eller i princip upplosta glomeruli. Det fanns inga tecken i
tubuli pa akuta skador i glomeruli. Endast hos tva fiskar bedomdes samtliga
glomeruli som normala. Det fanns inga statistiska skillnader mellan torsken i
drag 232 och 6vriga torskar.

Regeneration av tubuli noterades i nagon grad hos samtliga torskar utom en. Det
fanns inga datistiska skillnader mellan torsken i drag 232 och 6vriga torskar

Den torsk som inte hade nagraregenererandetubuli hade generellt mycket fa
nefron, glomeruli som inte sdg ut att vara kopplade till ett tubulisystem samt
hyalina avlagringar i de fa glomeruli och tubuli som fanns.

Makrofagcentra observerades i varierande grad men hos samtliga torskar. Det
fanns ingen skillnad i mangden makrofagcentra mellan torsken i drag 232 och
Ovriga torskar.

A)

B) C)

Bild 5 . A) Omrade med fattande degeneration av tubuli.
Normala tubuli (svart pil) och regenererande nefron
(kraftigt lila, gul pil) ses i anslutning till skadan.

B) Tubuli med massiv coccidieinfektion . C) Parasitart
granulom i anslutning till tubuli.
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