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Sammendrag

Nefrokalsinose har vært kjent som en produksjonsrelatert sykdom hos oppdrettslaks i mer enn
20 år, og beskrives som utfelling av mineraler i nyretubuli og urinlederen og/eller samlerør.
I dette prosjektet har vi vist at selv om det er mulig å identifisere alvorlige grader av nef-
rokalsinose makroskopisk, bør man bruke histologi til å vurdere tilstanden for en mer presis
diagnostikk. Bruken av røntgen ble testet i en pilotstudie, og gir interessante muligheter for å
vurdere nefrokalsinose uten å måtte avlive fisken. I en kartleggingsstudie utført i settefiskanlegg
i Midt-Norge og deres mottaksanlegg ble alle fiskegruppene diagnostisert med nefrokalsinose.
Mens de fleste fiskene hadde milde grader av nefrokalsinose, med ubetydelige vevsskader, hadde
enkelte fisk alvorlige grader av nefrokalsinose med nesten fullstendig tap av normal nyrestruk-
tur. Nefrokalsinose var mest sannsynlig reversibel etter utsett i sjø hos fisk med milde grader,
mens fisk med alvorlige grader av nefrokalsinose ikke overlevde overgangen til sjø. Uavhengig
av alvorlighetsgraden av nefrokalsinose, bestod mineralkompleksene hovedsakelig amorf kar-
bonatapatitt, et kalsiumdominert mineral. I tillegg ble et flertall av fisk med nefrokalsinose
diagnostisert med hyperkalsemi (forhøyede nivåer av kalsium i blodet). Fisk med moderate
og alvorlige grader av nefrokalsinose hadde også høye plasmanivåer av magnesium, glukose og
aspartat aminotransferase, som mest sannsynlig var en indikasjon på forstyrret osmoregulering
og økt stressnivå. En transkriptomstudie avdekket at fisk med alvorlig nefrokalsinose hadde
en massiv nedregulering av metabolisme og energiproduksjon, en oppregulering av signalveier
involverte i vevsreparasjon og funksjonsvedlikehold, samt en oppregulering av inflammatoriske
responser. Disse resultatene indikerte tydelig at nefrokalsinose er en alvorlig velferdsutfordring
hos atlantisk laks, som kan ha dramatiske konsekvenser for fiskens overlevelse.
Forskjeller i fôrsammensetning brukt i de ulike anleggene i kartleggingstudien var ikke korre-
lert med forskjellene i andel fisk med nefrokalsinose. Dette kan bety at nefrokalsinose ikke er
direkte relatert til fôrsammensetningen. Resultatene viste heller ikke noen sammenheng mel-
lom CO2 konsentrasjoner i vann og utvikling av nefrokalsinose. Resultatene indikerte imidlertid
tydelig at en høyere andel fisk med nefrokalsinose ble funnet i settefiskanleggene som brukte
sjøvannstilsetning i sitt driftsvann. Det kan derfor være at nefrokalsinose kan være relatert
til en økning i konsentrasjonen av ioner i driftsvannet. Det ble derfor gjennomført et forsøk
ved et settefiskanlegg, hvor utviklingen av nefrokalsinose ble fulgt parallelt med vannkvalitet
før og under tilsetting av sjøvann. En klar økning i andelen fisk med nefrokalsinose, kort tid
etter tilsetning av sjøvann i karene, støttet observasjonene i kartleggingsstudien som antydet
at sjøvann kan være en av faktorene som forårsaker nefrokalsinose. Settefiskanlegget tilsatte
sjøvann mens fisken fikk «vintersignal» (LD12:12) som betyr at fisken fortsatt oppfattet at det
var vinter og således ikke hadde begynt smoltifiseringsprosessen. Dette kan ha resultert i en
mismatch i smoltifiseringssignaler, noe som førte til osmoregulatorisk stress. Fisken hadde en
økning i kalsium- og magnesiumnivået i blodet etter og under tilsetning av sjøvann, som først
ble regulert ned når saliniteten stabiliserte seg. Hormoner som reduserer kalsiumopptak over
gjeller samtidig som de hemmer tarmens kalsiumopptak ble oppregulert hos fisk med nefrokalsi-
nose sammenlignet med kontroll. Dette kan ha vært relatert til dannelsen av kalsiumavleiringer
i nyrene, da lokal dysregulering av kalsiumhomeostase i nyrenes interstitium kan spille en nøk-
kelrolle i patogenesen av nefrokalsinose.
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English summary
Nephrocalcinosis has been known as a production-related disease in farmed salmon for more
than 20 years, and is described as an accumulation of deposits of mineral salts within kid-
ney tubules and collecting ducts. This project highlighted that, even though it is possible to
identify severe degrees of nephrocalcinosis macroscopically, histology should be used to assess
the disorder for a more precise evaluation. The use of X-ray was tested in a pilot study, and
offers interesting possibilities to evaluate the severity of nephrocalcinosis without having to
euthanize the fish. In a survey conducted in nurseries in Mid-Norway and their receiving sea
farms, all fish groups were diagnosed with nephrocalcinosis. While most of the fish had mild
forms of nephrocalcinosis, exhibiting at most, negligible tissue damage, some fish affected by
severe forms of nephrocalcinosis had an almost complete loss of kidney structure. The disorder
seemed reversible after transfer to sea in fish with mild forms, while fish with severe forms
did not survive the transfer. Regardless of the severity of nephrocalcinosis, mineral deposits
were mainly found in the form of amorphous cabonate apatite, a calcium-dominated mineral.
Accordingly, a majority of fish affected by nephrocalcinosis were diagnosed with hypercalcemia
(elevated levels of calcium in blood). Fish affected by moderate and severe forms of nephrocalci-
nosis also exhibited high levels of plasma magnesium, glucose, and aspartate aminotransferase,
which were most likely an indication of disturbed osmoregulation and increased stress levels.
A transcriptome study revealed that fish with severe nephrocalcinosis had a massive downre-
gulation of metabolism and energy production, an upregulation of signaling pathways involved
tissue repair and function maintenance as well as an upregulation of inflammatory responses.
These results clearly indicated that nephrocalcinsosis is a serious welfare challenge in Atlantic
salmon, which can have dramatic consequences on fish survival.
Differences in feed composition used in the different facilities was not correlated with the diffe-
rences in the proportion of fish with nephrocalcinosis. This suggested that nephrocalcinosis was
not directly related to the feed composition. The results neither showed a correlation between
CO2 concentrations in water and the development of nephrocalcinosis. However, they clearly
indicated that a higher proportion of fish with nephrocalcinosis was found in the hatcheries
that added seawater to their operational water. This suggested that nephrocalcinosis could
be related to the net increase of divalent ion concentration caused by adding seawater to the
operational water. A trial was therefore conducted at a nursery, where the development of neph-
rocalcinosis was monitored in parallel to water composition before and during the addition of
seawater. A clear increase in the proportion of fish with nephrocalcinosis shortly after the ad-
dition of seawater in the tanks, supported the observations in the survey which suggested that
seawater may be one of the factors causing nephrocalcinosis. The nursery added seawater while
the fish were still given «winter-signal», wich meant that the fish had not began smoltifica-
tion. This may have resulted in a mismatch of smoltification-signals, creating a osmoregulatory
stress. Accordingly, fish exhibited an increase in calcium and magnesium levels in blood after
addition of seawater, with subsequent decrease first after the salinity concentrations stabilized.
Hormones that reduce calcium uptake over gills while inhibiting intestinal calcium uptake were
upregulated in fish with nephrocalcinosis as compared to control. This may have been related to
the formation of calcium deposits in the kidneys, as local dysregulation of calcium homeostasis
in the renal interstitium may play a key role in the pathogenesis of nephrocalcinosis.
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1

HOVEDFUNN

• Per i dag diagnostiseres nefrokalsinose best ved hjelp av histologi. Røntgen vil mest sann-
synlig kunne brukes i nær framtid.

• Nefrokalsinose er en svært utbredt produksjonslidelse i Midt-Norge, med store variasjoner
i prevalens og alvorlighetsgrad mellom settefiskanlegg.

• Nefrokalsinose er en alvorlig velferdsutfordring hos oppdrettslaks, som kan ha dramatiske
konsekvenser for fiskens overlevelse.

• Mineralkomplekser hos laks med nefrokalsinose består hovedsakelig av amorf karbonata-
patitt (amCAP), et kalsiumdominert mineral.

• Milde forandringer i nyrene ser ut til å være reversible etter utsett i sjø, mens alvorlige
forandringer mest sannsynlig fører til økt dødelighet etter utsett.

• Fisk med nefrokalsinose har høye plasmanivåer i kalsium, magnesium, glukose og aspartat
aminotransferase, som er en indikasjon på forstyrret osmoregulering og økt stressnivå.

• Fisk med nefrokalsinose har massiv nedregulering av metabolisme og energiproduksjon,
oppregulering av vevsreparasjonsprosesser og oppregulering av inflammatoriske responser.

• Vannmiljøet til fisken ser ut til å ha stor betydning for nefrokalsinose, i motsetning til
fôrsammensetning.

• Bruk av sjøvann for tidlig i produksjon ser ut til å føre til osmoregulatorisk stress som
igjen kan gi nefrokalsinose.

• Vi fant ikke korrelasjon mellom utvikling av nefrokalsinose og CO2-konsentrasjon i drifts-
vannet. Dette indikerer at nefrokalsinose kan ikke relateres kun til forøket CO2-verdier.

• HSS er mest sannsynlig ikke knyttet til nefrokalsinose. Men, sykdommen er mest sannsyn-
lig også relatert til osmoregulatorisk stress. HSS ser også ut til å forstyrre genregulering
i gjellene.
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2

INTRODUKSJON

2.1 Bakgrunn
Nefrokalsinose er en velkjent problemstilling, og ble første gang beskrevet hos laks (Salmo sa-
lar) i 1999 (Fivelstad et al., 1999). Veterinærinstituttet beskrev tilstanden første gang i sin
fiskehelserapport fra 2006 (Olsen et al., 2006), og tilstanden er nevnt i alle utgitte rapporter
siden. Per dags dato er omfanget av utbredelsen av nefrokalsinose ikke kjent, men basert på
tilbakemeldinger fra næringen og fiskehelsepersonell kan det se ut til at omfanget har økt, til
tross for mangel på systematisk registrering. Tilstanden rapporteres ofte som et tilleggsfunn
ved sykdommen hemorragisk smoltsyndrom (HSS) (Hjeltnes et al., 2019), og det har derfor
blitt stilt spørsmålstegn ved om tilstandene er knyttet sammen. Nefrokalsinose er beskrevet
som utfelling av kalsium- og magnesiumsalter i urinlederen og/eller samlerør hos fisk (Bruno,
1996). Dødelighet knyttet til lidelsen er generelt lav i oppdrett, siden den ansees som reversibel
(Schlotfeldt, 1981; Fivelstad et al., 1999; 2002). Tilstanden byr like vel på velferdsutfordringer
for laksen, og det er sannsynlig at nedsatt nyrefunksjon svekker laksen og gjør den mer utsatt
for sykdom og stress. HSS derimot induserer dramatiske fysiologiske endringer, og kjennetegnes
ved anemi og omfattende blødninger i de fleste organer (Rodger & Richards, 1998; Nylund et
al., 2003). I likhet med nefrokalsinose har HSS forårsaket lav dødelighet i anleggene og det
er kanskje derfor det finnes svært lite vitenskapelig litteratur om sykdommen (Woo & Bruno,
2014).

Det er gjort få undersøkelser av hva mineralkompleksene består av. Så vidt vi vet finnes det
ikke publiserte studier hos laks, men i en masteroppgave fra 2019 på laks og regnbueørret
(Oncorhynchus mykiss) ble det funnet at mineralkompleksene bestod av amorf karbonatapatitt
(amCAP, Ca10(PO4)6CO3) og struvitt (MgNH4PO4 x 6H2O) (Thomson 2019). En undersøkelse
utført av Marin Helse AS på postsmolt laks i 2017/2018, fant også amCAP , med mulig spor av
whitlockitt (MgCa8(PO4)6) (Sæther, TEKSET 2019). Blant andre marine arter er det gjort en
studie på Cobia, (Rachycentron canadum), en abborfisk, der nyresteinene bestod av rent kal-
sium, oksalat og kalsiumfosfat (Klosterhoff et al., 2015). Nefrokalsinose hos regnbueørret har
blitt undersøkt i flere studier. Gillespie & Evans (1979) og Bjerknes et al. (1994) konkluderte
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at de bestod av kalsium, fosfor, karbonat og magnesium, mens Fikri et al. (2000) fant at de
inneholdte ammoniumurat (NH4C5H3N4O3) og kalsiumfosfat.

Det er mye som tyder på at nefrokalsinose er miljøbetinget. Det har blitt foreslått flere mulige
årsaker, bla. eksponering for høye CO2-verdier (Smart et al., 1979; Fivelstad 2013; Fivelstad
et. al, 1999; 2013; 2015b; 2018; Hosfeld et al., 2008; Good et al., 2010; Khan et al., 2018),
bruk av kalsiumkarbonat for å justere alkalitet og pH (Chen et al., 2001), magnesium-mangel
(Knox et al., 1981), selentoksisitet (Bruno, 1996; Hicks et al., 1984), eller høy tetthet og lav
vannflow (Damsgård et al., 2011). Det er også mulig at høye nivåer av fosfat er medvirkende
årsak (Lewisch et al., 2013). Andre foreslåtte årsaker, som ikke er vitenskapelig testet, er hard-
het, brått skifte i vannkjemi med stor tilgang på magnesium- og kalsiumioner (Bjerknes et al.,
1994), smoltifiseringsstatus og endringer i ernæring.

Så vidt vi vet har ingen studie undersøkt betydningen av fôr i utviklingen av nefrokalsinose i
laks. I motsetning har flere artikler rapportert at ernæring er den viktigste faktoren i utvikling
av nyrestein hos pattedyr, som hund og katt (Tion et al., 2015). Ubalanse i konsentrasjoner
i vitamin D, kalsium, fosfor eller aminosyrer i kosthold kan forårsake utvikling av nyrestein
(Shavit et al., 2015; Phillips et al., 1986; Gambaro & Trincheri, 2016), og nyrestein kan derfor
ofte behandles med fôrtilpasninger hos pattedyr (Davies, 2016). Hos regnbueørret er det rap-
portert at fôr med høyt innhold av fosfor og kalsium og/eller lav magnesiumkonsentrasjon kan
føre til forekomst av nefrokalsinose (Heinen et al., 1993; Knox et al, 1981). Hos fisk, særlig i
en aktiv vekstfase, er det behov for disse mineralene, som tilsettes i betydelige mengder i fôr.
Det har ikke tidligere vært dokumentert en sammenheng mellom variasjon i fôrsammensetning
hos/av ulike produsenter og batcher, og forekomsten av nefrokalsinose i settefiskfasen. Genetisk
predisposisjon og hvilke mekanismer som fører til nefrokalsinose har ikke vært dokumentert hos
laks. Hos pattedyr derimot ser man ofte en genetisk faktor ved utvikling av nyrestein som tyder
på en metabolsk defekt (Lulich et al., 1999; Sayer et al., 2004; Vezzoli et al., 2011).

2.2 Prosjektorganisering
Prosjektet ble gjennomført av Aqua Kompetanse (prosjektleder) i tett samarbeid med NTNU.
Tabell 2.1 oppgir prosjektgruppa i NEFROSMOLT som helhet, med deltagende organisasjoner,
prosjektdeltakere, referansegruppa og ansvarsområder.
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Tabell 2.1: Oversikt over prosjektgruppa i NEFROSMOLT, med deltagende organisasjoner og referansegruppa,
prosjektdeltagere fra hver organisasjon og deres ansvarsområder/roller i prosjektet.

Firma Involvering Navn Ansvar/rolle

Aqua Kompetanse Ansvarlig organisasjon
(prosjektgruppe) Lauris Boissonnot Prosjektleder

Christine Klykken Leder AP1, AP2 og AP4
Silje Stensby-Skjærvik Deltager
Liss Lunde Deltager

NTNU Deltagende organisa-
sjon (prosjektgruppe) Rolf Erik Olsen Leder AP3

Cermaq Referansegruppe Bendik Fyhn Terjesen Medlem
Åkerblå (tidligere
Marin Helse) Referansegruppe Per Anton Sæther Medlem

Salmar Referansegruppe Ingrid Moan (2019-2020) Medlem
Marianne Halse (2020)
Ragnhild Aukan (2021-
2022)

2.3 Målsetting
NEFROSMOLT-prosjektet hadde som hovedmål å kartlegge nefrokalsinose hos laksesmolt
med fokus om å identifisere risikofaktorer og aktuelle tiltak.

Prosjektet hadde tre delmål:
Delmål 1: Kartlegge forekomsten og alvorlighetsgraden av nefrokalsinose og HSS hos opp-
drettslaks i Midt-Norge.
Delmål 2: Identifisere sannsynlige årsaker eller faktorer som spiller inn ved utvikling av nef-
rokalsinose og eventuelt HSS.
Delmål 3: Teste ut tiltak i anlegg med høy prevalens av nefrokalsinose med påfølgende evalu-
ering.

2.4 Næringsnytte
Vi valgte å innlede prosjektet med en kartlegging i Midt-Norge, da det manglet systematisk
dokumentasjon på hvor utbredt nefrokalsinose er. For å kunne sette inn tiltak for å redusere
innslag av nefrokalsinose er man avhengig av å ha forståelse om virkningsmekanismene og
risikofaktorene for tilstanden. Derfor kartla vi også vannkvalitet og fôrsammensetning i de
samme anleggene.
Det ble gjennomført tett oppfølging av et anlegg med stort innslag av nefrokalsinose. I dette
anlegget ble det avdekket en tidskorrelasjon mellom økt andel nefrokalsinose og økt salinitet.
Videre undersøkelser viste at fisken var utsatt for osmoregulatorisk stress. Osmoregulatorisk
stress ser ut til å være nøkkelfaktor for utvikling av nefrokalsinose, det betyr at ved å ha en
gjennomgang av drift, med fokus på varierende vannmiljø, kan anlegg avdekke tidspunkt i
produksjon som er sårbar for utvikling av nefrokalsinose. Det betyr at ulike anlegg vil kunne
gjøre ulike tilpasninger i eget anlegg for å redusere osmoregulatorisk stress i fiskegruppen og
således motvirke utvikling av nefrokalsinose. Det er svært sannsynlig at HSS også er knyttet til
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samme ubalanse i osmoregulatoring, og vi forventer derfor en positiv effekt på HSS dersom man
kan redusere varighet og frekvens av osmoregulatorisk stress hos fiskegrupper i settefiskanlegg.
Vi har i prosjektet utviklet en ny, ikke-letal metode for å diagnostisere nefrokalsinose. Røntgen-
teknologi viste seg å være godt egnet for nettopp å vurdere nefrokalsinose. Dette åpner for
mulighet til å studere nefrokalsinose videre, uten å avlive fisken. Metoden vil bli et viktig
supplement til næringen i arbeidet med fiskehelse og velferd.
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3

KARTLEGGING AV NEFROKALSINOSE

3.1 Introduksjon
Dokumentasjon av historisk forekomsten av nefrokalsinose i norske settefiskanlegg er begrenset.
Det er heller ikke gjennomført mange studier for å kartlegge årsaksforhold, samt alvorlighetsgrad
av sykdommen. For å bidra til økt kunnskap på nettopp disse områdene ble det gjennomført et
forsøksoppsett for enhetlig vurdering av nefrokalsinose hos smolt like før og etter sjøsetting. I
forbindelse med feltforsøket ble det utarbeidet en scoringstabell for enhetlig visuell og histologisk
vurdering av nefrokalsinose. Det ble videre foretatt analyser av hvilke mineraler forandringene
bestod av, samt potensielle endringer i blodparametere og genuttrykk hos affisert laks.

3.2 Materiale og metoder

3.2.1 Biologi
Det ble undersøkt 360 friske laks fra 12 ulike fiskegrupper fra 11 settefiskanlegg i Midt-Norge
fra oktober 2019 til august 2020 (30 fisk per uttak). Av 11 anlegg, hadde 3 RAS-teknologi,
mens de øvrige var tradisjonelle gjennomstrømningsanlegg. Alle uttak ble foretatt så nært
opp mot sjø-utsett som mulig, slik at fiskegruppene i størst mulig grad var smoltifisert på
prøvetakingstidspunkt. Det ble undersøkt 360 friske fisk fra de samme gruppene 1 måned etter
utsett i sjø. Laksen ble avlivet med en overdose bedøvelsesmiddel like etter uttak.

Vurdering av nefrokalsinose

Nefrokalsinose ble vurdert visuelt og scoret fra 0 til 4, der 0 indikerer ingen synlige utfellinger,
mens ved grad 1 (mild) er samlerørene synlige (Fig. 3.1). Grad 2 (mild) og 3 (moderat) ble gitt
ved noe og vesentlige mengder utfellinger. Grad 4 (alvorlig) ble gitt til individ med omfattende
mengder utfellinger, samt tap av normal nyrestruktur.
For å bekrefte visuelle funn ble prøver av midt-nyre fra alle individer analysert av Pharmaq
Analytiq AS etter standard histologiske metoder (Fig. 3.2). Diagnosen nefrokalsinose ble stilt

13



FHF-prosjekt 901587: NEFROSMOLT Sluttrapport

(a) Grad 1. (b) Grad 2.

(c) Grad 3. (d) Grad 4.

Figur 3.1: Visuell vurdering av ulike grader av nefrokalsinose (Fotokreditt: Aqua Kompetanse AS).

basert på funn av avleiringer i tubuli og samlerør (kategori 1). Videre ble det også vurdert skader
i epitel (kategori 2), forandringer i glomeruli (kategori 3) og forandringer i hematopoetisk vev
(kategori 4). Hvert individ ble gitt en samlet skår, basert på hva slags type skade som ble funnet
i nyrene, der skade i kategori 3 og 4 ble vektet høyere enn skade i kategori 2 og 1. Den samlede
skåren ga en av følgende graderinger: mild (skår 1-10), moderat (skår 11-20) og alvorlig (skår
>20).

(a) Normalt nyre. (b) Nyre med alvorlig grad av nefrokalsinose
indikert av store mengder utfellinger(sort pil)
og betennelse (rød pil).

Figur 3.2: Histologisk vurdering av fisk uten og med nefrokalsinose (Fotokreditt: Anne Katrine Reed, Pharmaq
Analytiq AS).
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Vurdering av HSS

HSS ble diagnostisert visuelt, og bekreftet ved histologianalyser gjennomført av Pharmaq Ana-
lytiq AS. Den visuelle diagnosen ble stilt på bakgrunn av punktblødninger i muskulatur og/eller
indre organ (Fig. 5.6), mens histologisk ble blødninger i tubuli og utførselsganger benyttet som
en verifisering av sykdommen (Fig. 3.3b).

(a) Punktblødninger i organ (Fotokreditt:
Aqua Kompetanse AS).

(b) Nyre med HSS, blødninger vist med gule piler
(Fotokreditt: Anne Katrine Reed, Pharmaq Analy-
tiq AS).

Figur 3.3: Vurdering av HSS visuelt og histologisk.

Analyse av mineralsammensetning

Det ble tatt ut prøver av mineralkomplekser som ble lagt på eppendorfrør og frosset frem til
analyse (-20◦C). Prøvene ble vasket i EtOH og videre sentrifugert og vasket med aceton for å
fjerne lipider og vann fra prøvene. Mineralkompleksene ble undersøkte med optisk krystallografi
og Fourier transform infrarød spektroskopi (FTIR) og/eller ATR (attenuated total reflection).
Prøvene fra de første 4 anleggene ble analysert ved Minnesota Urolith Center, mens prøver
fra de øvrige 8 anleggene ble sendt til Prof. Morten K. Moe ved Akershus universitetssykehus
(AHUS) for analyse. Totalt ga 69/80 undersøkte prøver resultater.

Blodprøver

Vacuutainer-rør (Becton-Dickinson, Rutherford, NJ, USA) med litiumheparin som antikoagu-
lant ble brukt for å samle blod fra kaudalvenen, umiddelbart etter avlivning. Etter grundig
vending ble prøvene sentrifugert ved 13500 rpm i 5 min (VWR Mikrostar 12, 12 x 1,5/2,0 ml)
og plasmaet ble overført til Eppendorf-rør og holdt frosset (minimum -20 °C) frem til analyse.
Følgende parametere ble målt ved laboratoriet til Aqua Kompetanse ved bruk av en automa-
tisert tørrkjemianalysator (CatalystOne, IDEXX Laboratories, Westbrook, ME): alkalin fos-
fatase (ALKP), alaninaminotransferase (ALT), aspartataminotransferase (AST) ), kreatinin
(CREA), kalsium (Ca), natrium (Na), kalium (K), klorid (Cl), magnesium (Mg), uorganisk
fosfat (PHOS), glukose (GLU), laktat (LAC) og urea. Natrium-til-kalium-forholdet (Na/K) ble
også utledet. Hver av analysene benyttet egne kit utviklet for den automatiserte analysatoren
(CatalystOne, IDEXX Laboratories, Westbrook, ME).
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Plasmaprøvene viste av og til målinger for uorganisk fosfat som oversteg deteksjonsområdet til
instrumentet og sporadisk for andre parametere: i disse tilfellene ble en fysiologisk saltløsning
(0,9% NaCl) brukt for å fortynne prøvene (1:4).

RNA-sekvensering

Fra de 360 individene som ble prøvetatt i kartleggingen, ble 16 individer valgt ut i henhold til
kriteriene om enten å være friske (Ctrl, N=8) eller ha alvorlig grad av nefrokalsinose (NC, N=8,
Fig.3.4). Vev fra nyrene ble isolert og umiddelbart overført til rør som inneholdt RNAlater
©(Life technologies, Oslo, Norge) og lagret ved 4 °C i 24 timer før lagring ved -20 °C frem
til analyse. RNA-sekvensering av prøvene ble gjennomført ved Genomics Core Facility ved
Norges teknisk-naturvitenskapelige universitet (NTNU). Bioinformatikk ble utført av Prof. Paul
Whatmore ved eResearch Department ved Queensland University of Technology i Australia.
For detaljert metodebeskrivelse se Løvmo et al. (2021) og Klykken et al. (2022c).

Figur 3.4: Alvorlig nefrokalsinose hos atlantisk laks - store mengder utfellinger i nyrene, med hovent vev og
tap av normal struktur. (Fotokreditt: Aqua Kompetanse AS).

Patogen-screening

For å undersøke om mineralkomplekser funnet i studien kunne skyldes infeksjoner ble nyreprøver
fra 13 fisk med ulike typer mineralkomplekser sendt til Pharmaq Analytiq AS for patogen-
screening. Prøvene ble analysert med real-time PCR (RT-PCR), en metode som kombinerer
revers transkripsjon av RNA til DNA og amplifisering av spesifikke DNA markører ved hjelp av
PCR. Det ble screenet for relevante patogener hos laks: Aeromonas salmonicida, Renibacterium
salmoninarum, Flavobacterium psycrophilum, Pasteurella sp., Vibrio anguillarum (sterotype O1
og O2A), Yersinia ruckeri og infeksiøs pankreas nekrose virus (IPN).
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3.2.2 Statistiske analyser
Hovedandelen av statistiske analyser ble utført med R open source-programvare (R Core Team,
2019). Signifikansnivå var satt til p < 0,05. Normaldistribusjon av data ble testet med Shapiro-
Wilk’s test. Ved normaldistribusjon av data ble det benyttet enveis ANOVA for å undersøke
signifikante forskjeller i datasettet. Student-test var utført for parvis sammenlikning av grup-
pene. Der data ikke var normalfordelt, ble Kruskal-Wallis test eller Wilcoxon rank sum test
benyttet som et ikke-parametrisk alternativ til enveis ANOVA for å undersøke signifikante for-
skjeller i datasettet. Dersom Kruskal-Wallis var signifikant ble post-hoc parvis Mann-Whitney
Wilcoxon test utført for å undersøke variasjoner mellom grupper.

Wald test ble benyttet for å teste signifikans av ekspresjon i RNA sekvenseringen mellom grup-
pene og genererte en p-verdi for hvert gen. False discovery rate (FDR) av p-verdi ble estimert
med Benjamini og Hochberg metoden (Benjamini Hochberg, 1995).

Det ble utført en Multiblock PLS (partial least squares) analyse på alle miljødataene fra kart-
leggingen relatert til andel nefrokalsinose i hvert anlegg. I PLS-regresjon forsøker man å finne
sammenhenger mellom forklaringsvariabler og en responsvariabel, ved at man antar at de er
generert av en felles underliggende faktor. I multiblock PLS (MB-PLS) fordeler man forkla-
ringsvariablene i undergrupper basert på forkunnskaper (Bras et al., 2005). Variablene ble
gruppert enten under vannkvalitet eller under fôrsammensetning. Analysen ble gjennomført
med Unscrambler X 11.0 (Camo Software).

3.3 Resultater og diskusjon

3.3.1 Vurdering av nefrokalsinose
En sammenlikning av visuell gradering og histologisk skåring viste at alvorlige former for nef-
rokalsinose, med store forandringer i nyrene, kan sees med det blotte øye (Fig. 3.5). Fisk uten
nefrokalsinose var også relativt enkelt å se ved visuell inspeksjon, mens fisk med synlige sam-
lerør (Grad 1) som oftes ikke ble diagnostisert med nefrokalsinose på histologi. Visuell grad 2
og 3 sammenfalt svært dårlig med histologiske funn, og ga i liten grad svar på hvor alvorlige
forandringene var i nyrene. Dette tyder på at man visuelt kun kan si om fisken ikke har noen
tegn til nefrokalsinose eller om de har tegn på alvorlig forandringer. Diagnose av nefrokalsinose
bør stilles histologisk for alle mellomliggende grader.

3.3.2 Utbredelse av nefrokalsinose hos oppdrettslaks i Midt-Norge
Utbredelse av nefrokalsinose i settefiskfasen

Det ble påvist nefrokalsinose i alle anlegg som ble undersøkt, men det var store variasjoner
mellom anleggene (Fig. 3.6). Halvparten av anleggene hadde en stor andel fisk med nefrokal-
sinose (> 50%), mens de øvrige anleggene hadde lite nefrokalsinose (< 20%). De forskjellige
anleggene hadde ulik fordeling av alvorlighetsgrad, og de fleste anleggene hadde fisk med milde
forandringer i nyrene.
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Figur 3.5: Visuell skåring av nefrokalsinose sammenliknet med histopatologisk vurdering. Størrelse på sirkel
angir prosent vurdering som er likt ved visuell og histopatologisk vurdering.

Gjennomsnittlig ble de funnet at nesten 40% av laksesmolt i undersøkelsen fikk påvist nefro-
kalsinose mot slutten av produksjonssyklusen i settefiskanlegget.
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Figur 3.6: Andel fisk (%) uten og med nefrokalsinose fordelt på alvorlighetsgrad i ulike settefiskanlegg. Anleg-
gene med RAS-teknologi er angitt med stjerne, de øvrige er gjennomstrømningsanlegg. Anleggene 3, 4, 6, 7, 8
og 11 skilte seg fra de øvrige med mer alvorlig nefrokalsinose (p < 0,01, se Tab. V1).

Spørsmålet om ulike produksjonsformer øker risiko for nefrokalsinose har ofte blitt stilt av næ-
ringen. Basert på funnene i kartleggingen ser det ikke ut til at dette er tilfellet (Fig. 3.6). Det
ble påvist nefrokalsinose hos 44% av laksesmolt i RAS-anleggene, hovedsakelig milde former.
I gjennomstrømningsanleggene ble det funnet lavere andel fisk med nefrokalsinose (33%), men
til gjengjeld mer alvorlige grader.

Resultatene fra studien tyder på at større fisk (> 200 g) var mer utsatt for nefrokalsinose (Fig.
3.7). 90% av fisk som veide over 400 g hadde moderate eller alvorlige grader av nefrokalsinose.
Det kan derfor se ut til at stor størrelse gir høyere risiko for å utvikle alvorlig nefrokalsinose.
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Antall døgngrader fra klekking til utsett i sjø ble oppgitt av majoriteten av anleggene. Basert
på dataene var det ingen sammenheng mellom andel nefrokalsinose og tid i anlegget.

Figur 3.7: Nefrokalsinose-score vurdert histopatologisk mot fiskens vekt (g). Hvert punkt representerer 1
individ. Linjen angir linear regresjon med standard avvik (p < 0,0001, R2 = 0,43).

Utbredelse av nefrokalsinose etter utsett i sjø

Resultatene fra studien bekrefter tilbakemeldinger fra oppdrettere om at det observeres lite el-
ler milde grader av nefrokalsinose etter sjøutsett. Generelt var andelen fisk med nefrokalsinose
redusert etter utsett i sjø (23% mot 36% i settefiskanlegget, Fig. 3.8). Av de 12 fiskegruppene
som fikk påvist nefrokalsinose i settefiskfasen var det 4 som ikke fikk påvist nefrokalsinose etter
utsett i sjø. Det var også en reduksjon i fisk med milde og moderate grader av nefrokalsinose
(10% mot 30% i settefiskfasen). Derimot ble det funnet like stor andel med alvorlige grader i
sjø som i settefiskanleggene. Disse resultatene tyder på at små forandringer i nyrene trolig er
reversible mens alvorlige skader på nyret ikke vil heles. For å underbygge påstanden om at små
forandringene er reversible bør død fisk like etter utsett obduseres og nefrokalsinose vurderes.

Det ble funnet forøket dødelighet etter 1 mnd i sjø (>1,5% ihht mattilsynets retningslinjer) i 3
anlegg i undersøkelsen (Fig. 3.9). Av disse 3 anleggene oppga fiskehelserapportene nefrokalsinose
som dødelighetsårsak kun ved 1 anlegg (anlegg 4). Dette var anlegget som mottok størst andel
fisk med alvorlig nefrokalsinose fra settefiskanlegget. Funnene støtter antagelsen om at svært
alvorlige forandringer i nyrene gir utfordringer ved overgang til sjøfasen, og kan resultere i økt
dødelighet på sjø.

3.3.3 Morfologiske og fysiologiske endringer
Nyreforandringer

Alle individer diagnostiserte med nefrokalsinose hadde utfellinger av mineraler i nyrene. De
fleste (87%) hadde også skader på vev (kategori 2) i nyrene, mens omlag 30% også hadde for-
andringer som påvirker nyrenes evne til filtrering (kategori 3). 34% hadde i tillegg forandringer
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Figur 3.8: Andel fisk (%) uten og med nefrokalsinose fordelt på alvorlighetsgrad i ulike mottaksanlegg (sjøan-
legg). Anlegg 4 skilte seg tydelig fra de andre anlegge med høyere alvorlighetsgrad av nefrokalsinose (p < 0,001,
se Tab. V2).

Figur 3.9: Akkumulert dødelighet (%) etter 1 måned i sjø for de 12 mottaksanleggene.

i det bloddannende vevet i nyrene (kategori 4) (Fig. 3.10). Anlegg 9 skilte seg ut der fisken med
nefrokalsinose kun hadde utfellinger i nyrene (kategori 1). I andre enden av skalene var anlegg
4 der alle fiskene med nefrokalsinose hadde både skader i tubuli og samlerør, samt endringer i
filtrasjonsevne og i det bloddannende vevet.
Resultatene kan bety at utfelling av mineraler i nyrene raskt fører til skade på omkringliggende
vev. Slik vevsskade i nyrene påvirker sannsynligvis nyrefunksjonen og medfører derfor nedsatt
velferd hos fisken.

Mineralsammensetning

Amorf karbonatapatitt (amCAP) ble funnet i 98,6% av mineralkompleksene (Tab. 3.1). De
fleste mineralkompleksene bestod kun av amCAP (60,9%), men enkelte mineralkomplekser be-
stod av både amCAP og andre mineralkompleks (newberyitt: 8,7%, wihtlockitt: 7,2%, brushitt:
7,2%, struvitt: 4,3%, brushitt og whitlockitt: 2,9%, struvitt og whitlockitt: 2,9%, struvitt og
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Figur 3.10: Andel fisk med nefrokalsinose (%) fordelt på skadekategori. En fisk kan ha flere skadekategorier,
men representeres av den mest alvorlige kategorien registrert på histopatologi. Kategori 1: Utfellinger i nyrene;
Kategori 2: Vevsskade; Kategori 3: Forandringer i filtreringsevne; Kategori 4: Forandringer i bloddannende vev.
Anleggene 4 og 5 skilte seg fra de øvrige med mer alvorlig skadekategorier (p < 0,001, se Tab. V3).

newberyitt: 1,4%).

Tabell 3.1: Mineralkomplekser funnet i fisken med nefrokalsinose (n = 69).

Navn Formel Andel prøver
Amorf karbonatapatitt (amCAP) Ca10(PO4)6CO3 98,6%
Whitlockitt MgCa8(PO4)6 14,5%
Newberyitt MgHPO4 x 3H2O 11,6%
Brushitt CaHPO4 x H2O 10,1%
Struvitt MgNH4PO4 x 6H2O 8,7%
Karbonatapatitt (CAP) Ca10(PO4)6CO3 2,9%

Amorf karbonapatitt er en nyrestein som tyder på en rask utfelling. Hos mennesker ser man
sjelden steiner med >30% amCAP, og da har pasientene i tillegg nesten uten unntak struvitt,
som indikerer bakteriell infeksjon (pers. komm. Prof. M.K. Moe). Dannelsen av karbonatapatitt
(CAP) begynner ved pH ≥ 6, 8, med økende evne til å aggregere med økende pH (Olszynski et
al., 2015). pH i urinen ble ikke målt i denne studien, men Roy og Lall (2004) fastslo at normale
verdier for pH i urin hos atlantisk laks er rundt 7,5. Tatt i betraktning at amCAP og CAP har
lignende kjemiske egenskaper, kan den normalt høye pH i urin hos laks gjøre den disponert for
kalsiumfosfatutfelling. Dette ble ikke undersøkt i vårt prosjekt og bør studeres nærmere.

Blodkjemi hos fisk med nefrokalsinose

Smolt med nefrokalsinose hadde høyere nivå av flere enzymer og enkelte ioner, samt metabolitter
som glukose og laktat sammenliknet med friske fisk (Fig.3.11). Fisk med alvorlig nefrokalsinose
hadde også signifikant lavere nivåer av natrium og klorid sammenliknet med frisk fisk.
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Basert på våre data, kan det se ut til at nefrokalsinose hos laks kan relateres til hyperkalsemi
ettersom det ble observert hos 37% av laks med nefrokalsinose, og gjennomsnittlige plasmakon-
sentrasjoner av Ca2+ var signifikant høyere hos laks med nefrokalsinose sammenlignet med frisk
fisk. I tillegg økte andelen fisk med hyperkalsemi med økende alvorlighetsgrad av nefrokalsinose.
Det er ikke mulig å fastslå om den observerte hyperkalsemien er en årsak til utvikling av
nefrokalsinose eller en konsekvens av nefrokalsinose basert på våre data, og dette bør derfor
undersøkes nærmere.
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Figur 3.11: Plasmakjemiparametere hos atlantisk laks med ulik alvorlighetsgrad av nefrokalsinose (mild, mo-
derat og alvorlig) sammenliknet med frisk fisk. Signifikante forskjeller er angitt med */**/***/****. Målte
parametere: Alkalin fosfatase (ALKP, U/L), Aspartat aminotransferase (AST, U/L), Kalsium (Ca, mmol/L),
Klorid (Cl, mmol/L), Kreatinin (CREA, µmol/L), Glukose (GLU, mmol/L), Kalium (K, mmol/L), Laktat
(LAC, mmol/L), Magnesium (Mg, mmol/L), Natrium (Na, mmol/L), Na/K-ratio og Uorganisk fosfat (PHOS,
mmol/L).

Blodkjemiresultatene viser at nefrokalsinose er et velferdsproblem. Forhøyede nivåer av AST,
som ble observert hos fisk med mild nefrokalsinose, indikerer vevsskade (Peres et al., 2015), mens
forhøyet plasmakalsium og fosfat peker på en forstyrret regulering av ionebalansen i kroppen
(Vielma&Lall, 1998). Forhøyede plasmaglukose- og laktatnivåer er knyttet til sekundære stress-
responser hos laks (Iversen & Eliassen, 2009).

Fisk som hadde moderate og alvorlige former for nefrokalsinose hadde fire ganger så høye
konsentrasjoner av magnesium i plasma sammenlignet med frisk fisk. Den affiserte fisken ble
diagnostisert med alvorlige forandringer i nyrene, også beskrevet som patologiske forandringer
i glomeruli og interstitielt vev med omfattende epitelskade i tubuli. Det primære stedet for
magnesiumutskillelse i fisk er nyrene (Bijvelds et al., 1998) og forhøyet konsentrasjon av plas-
mamagnesium har tidligere blitt knyttet til nyreskade (Nieves et al., 2007). Fisk med alvorlige
former for nefrokalsinose viste også forhøyede plasmanivåer av AST, noe som igjen indikerer

22



FHF-prosjekt 901587: NEFROSMOLT Sluttrapport

vevsskade, samt betydelig lavere konsentrasjoner av kalium, natrium og klorid, som anses som
tegn på redusert osmoregulatorisk kapasitet (Carey& McCormic, 1998).

Referanseinterval for blodkjemiparametere hos atlantisk laks

Det foreligger i dag svært lite data på normalverdier for blodkjemi hos laks. Vi valgte derfor å
utarbeide forslag til intervaller basert på de friske fiskene i vårt datamateriale. Referanseinter-
vallet for normalverdier av plasmakjemiparametere ble konstruert ved å inkludere all fisk uten
nefrokalsinose (n = 234) og ekskludere fisk med HSS (Haemorragisk smoltsyndrom, n = 5), for
å sikre at kun frisk fisk ble inkludert i datasettet (n = 229). Metoden benyttet for å konstruere
referanseintervallet er beskrevet i Friedrich et al. (2012).

Tabell 3.2: Normale intervaller for utvalgte plasma kjemi parametere fra 229 friske laks.

Parameter Normal intervall
ALKP(U/L) 66 - 667
ALT (U/L) 10 - 38
AST (U/L) 22 - 729
Kreatinin (U/L) 9 - 80
Kalsium (mmol/L) 2.1 - 3.4
Magnesium (mmol/L) 0.7 - 1.5
Uorg. fosfat (mmol/L) 2.4 - 8.1
Natrium (mmol/L) 149 - 169
Kalium (mmol/L) 1.5 - 4.9
Na/K 30 - 103
Klorid(mmol/L) 113 - 137
Osmolalitet (mmol/kg) 305 - 343
Glukose (mmol/L) 3.7 - 8.7
Laktat (mmol/L) 2.1 - 10.1
Blod urea nitrogen (mmol/L) 0.6 - 1.7

Våre resultater var av samme størrelsesorden som tidligere rapporterte verdier for blodkjemi hos
laks, men de normale intervallene etablert i denne studien var bredere enn referanseverdier tidli-
gere rapportert av Sandnes (1988) for 10-20 voksne atlantisk laks fra en enkelt havbruk i Norge
(Sandnes, 1988). En forklaring kan være at våre data inkluderte et større antall prøver samt
flere anlegg. Matsche et al. (2014) fant statistiske forskjeller i plasmakjemiparametere hos at-
lantisk stør (Acipenser oxyrinchus oxyrinchus) fra forskjellige produksjonsforhold. Variasjonene
i vannkjemi og fôr mellom settefiskanleggene i vår studie kan derfor ha påvirket plasmakjemien.
Det bredere intervallet av plasmaparametrene kan alternativt knyttes til prøvetakingstidspunk-
tet som falt sammen med slutten av parr-smolt-transformasjonen (3905 ± 537 daggrader fra
rogn til prøvetakingspunkt). Parr-smolt-transformasjon er en kompleks prosess som resulterer i
en endret fysiologi hos laksen (Folmar & Dickhoff, 1980), og vil neppe være 100% synkronisert
i en populasjon, noe som forårsaker ulik fysiologi blant de prøvetatte fiskene. Vi mener derfor
at referanseintervallene vi foreslår er relevante for atlantisk laks som gjennomgår smoltifisering
(60 - 210 g) i settefiskanlegg med miljøforhold i henhold til norsk regelverk.
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3.3.4 Generegulering
Totalt 10 133 gener var enten oppregulert eller nedregulert hos fisk med alvorlig nefrokalsinose
(NC) sammenlignet med frisk fisk (Ctrl).
En stor andel av de nedregulerte genene var knyttet til metabolisme og energiproduksjon
(Fig.3.12). Dette kan bety at alvorlig nefrokalsinose fører til en funksjonsfeil i nyrene med
redusert kapasitet for vedlikehold og reparasjon. Dette er ikke usannsynlig med tanke på at al-
vorlig nefrokalsinose innebærer omfattende vevsskader inkluderte endringer i glomeruli og det
bloddannende vevet. Disse omfattende vevsskadene er også trolig årsaken til at det var en bety-
delig andel av de oppregulerte genene som var knyttet til reparasjons- og rekrutteringsprosesser,
i et forsøk på å opprettholde vevsstruktur og funksjon.
Det ble observert betydelig granulomatøs betennelse med dannelse av kjempeceller i NC-
gruppen, en naturlig respons på celleskade og vedvarende irritanter. På genregulerings-nivå
var dette tydelig gjennom oppregulering av inflammatoriske reparasjonsprosesser, med økt ut-
trykk av immuncellemarkører. Det var i all hovedsak det uspesifikke immunsystemet som var
involvert.

Figur 3.12: Speilet søylediagram av antall oppregulerte (gul) og nedregulerte (blå) gener i hver signifikant
KEGG-pathway hos fisk med nefrokalsinose sammenliknet med fisk uten nefrokalsinose. X-aksen er antall opp-
regulerte og nedregulerte gener.

3.3.5 Sykdomsstatus
For å vurdere sykdomsstatus i kartleggingsperioden ble fiskehelserapportene fra de ulike sette-
fiskanleggene gjort tilgjengelig. Rapportene viste at fisken var frisk uten kjent sykdom. Nefro-
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kalsinose var diagnostisert hos enkelte av anleggene.

Hos pattedyr kan nyreforkalkninger skyldes bakterielle infeksjoner. For å undersøke om dette
kan være tilfelle hos fisk ble nyreprøver fra 13 fisk med ulike typer mineralkomplekser analy-
sert med qPCR for de mest vanlige patogenene funnet hos laks (Aeromonas salmonicida, Re-
nibacterium salmoninarum, Flavobacterium psycrophilum, Pasteurella sp., Vibrio anguillarum
(sterotype O1 og O2A) og Yersinia ruckeri). Prøvene var negative for alle undersøkte bakterier.
Dette, sammen med hvilke type nyresteinskomplekser vi fant hos fisken indikerer at nefrokalsi-
nose hos laks ikke skyldes tilstedeværelse av disse patogenene i nyrene.

I screeninganalysen ble også IPN undersøkt. Analysen ga positivt resultat i 7 av de 13 under-
søkte fiskene (Ct = 32,9 ± 1,1). Det ble påvist lave viruskonsentrasjoner, og det ble ikke gjort
kliniske funn som indikerte IPN. Sykdommen har forårsaket store tap i norske settefiskanlegg
i flere tiår, men det har vært en klar nedgang i forekomst av tilfeller de siste årene. Den avgjø-
rende årsaken til dette er en kombinasjon av innføringen av rogn som er selektert for resistens
mot viruset (QTL-IPN) og vaksinering. Fisken undersøkt i denne studien var vaksinert flere
måneder før prøveuttaket. Det er derfor lite sannsynlig at påvist IPN var knyttet til vaksinering.

3.3.6 Sammenheng mellom nefrokalsinose og HSS
Det har tidligere blitt foreslått en kobling mellom HSS og nefrokalsinose, da tilstandene ofte
rapporteres sammen. I denne kartleggingen ble det kun funnet 8 individ med HSS, av disse
hadde 1 fisk både HSS og nefrokalsinose. Derimot ble det funnet over 100 fisk med nefrokal-
sinose som ikke hadde HSS. Anleggene rapporterte om noe dødelighet pga. HSS, men disse
ble altså ikke fanget opp av NEFROSMOLT -prosjektet. Dette kan komme av at fisk med HSS
raskt blir svekket og syk, og dermed ikke ble tatt ut blant de tilfeldig friske individene som ble
prøvetatt i prosjektet. Basert på de få individene med HSS, men til gjengjeld mange individene
med nefrokalsinose, kan det konkluderes at laks kan få nefrokalsinose uten å ha tegn til HSS
først.
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4

SANNSYNLIGE ÅRSAKER TIL
NEFROKALSINOSE

4.1 Introduksjon
Tidligere studier har foreslått at nefrokalsinose hos oppdrettslaks er en produksjonslidelse som
er knyttet til eksterne faktorer, og særlig vannkvalitet. Det er imidlertid uenigheter om hvilke
miljøparametere som forårsaker tilstanden. Parameterne som har blitt foreslått er forhøyede
nivå av CO2 (f.eks. Fivelstad et. al, 2018; Hosfeld et al., 2008; Good et al., 2010; Khan et al.,
2018), bruk av kalsiumkarbonat som buffer (Chen et al., 2001) og kombinasjonen av høy fosfat
og høy pH i vannet (Lewisch et al., 2013). For høy tetthet og lav vannflow har også blitt påpekt
som årsaker til nefrokalsinose (Damsgård et al., 2011).
Det finnes ikke ennå studier som har undersøkt betydningen av fôr i utviklingen av nefrokalsi-
nose hos oppdrettslaks, selv om det hos regnbueørret er rapportert at fôr med høyt innhold av
fosfor og kalsium og/eller lav magnesiumkonsentrasjon kan føre til nefrokalsinose (Heinen et
al., 1993; Knox et al, 1981). I vår studie gjennomførte vi derfor en multivariat statistisk analyse
av en rekke vannkvalitet- og fôrparametere relatert til nefrokalsinose-prevalens.

4.2 Materiale og metoder

4.2.1 Biologi
Forekomst og alvorlighetsgrad av nefrokalsinose ble vurdert som beskrevet i kap.3.2.1. Resul-
tatene som ble beskrevet i kap. 3.3.3 ble benyttet for å undersøke i hvilken grad nefrokalsinose
var knyttet til ulike vannkvaliteter og fôrsammensetninger.

4.2.2 Miljøbetingelser
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Vannkvalitet

På hvert besøk hos settefiskanleggene ble det tatt vannprøver i triplikater, fra det samme karet
som det ble tatt ut fisk. Det ble foretatt målinger i triplikater av CO2, O2 og pH på stedet
med egnede målere (Oxyguard CO2/Hache multimeter). Vannprøvene ble videre analysert med
spektrofotometri på stedet eller på Aqua Kompetanse sin lab etter transport i kjølebag. Analy-
sene ble gjennomført med et bærbart spektrofotometer (PHotoFlex). Følgende parametere ble
målt ved alle anlegg: pH, temperatur, gasser, alkalitet, konduktivitet/salinitet, salter og metal-
ler. Deteksjonsgrensene til de ulike parameterne er listet opp i Tab. 4.1. Når det var nødvendig
ble prøvene fortynnet slik at konsentrasjoner i de ulike parametere lå innenfor instrumentets
måleområde.

Parameter Min. deteksjonsgrense Maks. deteksjonsgrense
CO2 0,0 50,0
O2 0,1 20,0
Ca 5,0 160,0
K 4,0 9900,0
Mg 5,0 75,0
Na 2,0 9900,0
PO4 0,02 1,6
SO4 2,0 70,0
Al 0,002 0,25
Cu 0,04 5,0
Fe 0,05 1,5

Tabell 4.1: Deteksjonsgrenser (mg L1) til ulike parametere målet i vannet ved kartleggingen i settefiskanlegg.

Fôrsammentsetning

Fôrprøver ble samlet på hvert settefiskanlegg og frosset (-20◦C) inntil videre analyser. Analysene
ble gjennomført av Sintef Norlab AS og Eurofins Food & Feed Testing Norway AS. Konsen-
trasjoner av kalsium, fosfat, natrium, klorid, jern og magnesium ble analysert ved induktivt
koblet plasma massespektrometri (ICP-MS). Konsentrasjoner av totalprotein, totalfett, aske og
karbohydrater ble analysert ved NMKL 6, NMKL173 og laboratorienes egne interne metoder.

Tilleggsanalyser ble gjennomført på de samme prøvene av Eurofins Food & Feed Testing Norway
AS med gass kromatografi (GC) eller ione kromatografi med UV deteksjon (IC-UV) for å
estimere innhold av ulike amino- og fettsyrer.

4.2.3 Statistiske analyser
Hovedandelen av statistiske analyser ble utført med R open source-programvare (R Core Team,
2019). Signifikansnivå var satt til p < 0,05. Normaldistribusjon av data ble testet med Shapiro-
Wilk’s test. Ved normaldistribusjon av data ble det benyttet enveis ANOVA for å undersøke sig-
nifikante forskjeller i datasettet. Student-test var utført for parvis sammenlikning av gruppene.
Der data ikke var normalfordelt, ble Kruskal-Wallis test benyttet som et ikke-parametrisk al-
ternativ til enveis ANOVA for å undersøke signifikante forskjeller i datasettet. Dersom Kruskal-
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Wallis var signifikant ble post-hoc parvis Mann-Whitney Wilcoxon test utført for å undersøke
variasjoner mellom grupper.

Det ble utført en Multiblock PLS (partial least squares) analyse på alle miljødataene fra kart-
leggingen relatert til andel nefrokalsinose i hvert anlegg. I PLS-regresjon forsøker man å finne
sammenhenger mellom forklaringsvariabler og en responsvariabel, ved at man antar at de er
generert av en felles underliggende faktor. I multiblock PLS (MB-PLS) fordeler man forkla-
ringsvariablene i undergrupper basert på forkunnskaper (Bras et al., 2005). Variablene ble
gruppert enten under vannkvalitet eller under fôrsammensetning. Analysen ble gjennomført
med Unscrambler X 11.0 (Camo Software).

4.3 Resultater og diskusjon
Data fra vannkvalitet og fôrsammensetning, samt resultater fra histologi, ble så lagt inn i en
datamatrise som ble behandlet statistisk med en multiblock PLS analyse, for å se hvilke pa-
rametere som hadde høyest bidrag til nefrokalsinose. Vannkvalitet viste seg å være den mest
betydelige faktoren knyttet til nefrokalsinose. Anleggene som hadde en stor andel fisk med
nefrokalsinose hadde til felles at de hadde høyere konsentrasjoner av sulfat i vannet (Fig.4.1).
Konsentrasjonen av sulfat kan forklares med tilsetning av sjøvann (se kapitel 4.3.1).

Akvatiske arter som laks skiller seg vesentlig fra terrestriske pattedyr når det gjelder ekspone-
ring for miljøet. I motsetning til pattedyr som først og fremst eksponeres for miljøet gjennom
mat og drikke (noe hud), er laksen hovedsakelig eksponert for miljøet gjennom gjellene (noe
hud, og i mindre grad opptak i tarm i ferskvann). Dette gjør at suboptimale vannforhold kan
få stor betydning for fysiologien til fisken.

Damsgård et al. (2011) foreslo at høy tetthet og lav flow kunne være betydelig for utvikling av
nefrokalsinose. Resultatene av NEFROSMOLT -prosjektet viste ingen korrelasjon mellom disse
2 parameterne og utvikling av nefrokalsinose hos fisken (p > 0,005, R2 < 0,3).

4.3.1 Effekt av vannkvalitet på utvikling av nefrokalsinose
I alle settefiskanleggene som ble kartlagt i denne studien var temperatur, pH og konsentrasjo-
ner av gasser, ioner og metaller innenfor grenseverdier som er anbefalt av Noble et al. (2018)
(Fig.V1 - V4). Det var en tydelig forskjell i vannkvalitet mellom anleggene i undersøkelsen
(Fig. 4.2). De 3 RAS-anleggene (3, 11 og 12) hadde mer lik vannkvalitet, og skilte seg fra
gjennomstrømningsanleggene på verdier for N-forbindelser, fosfat og temperatur. Gjennom-
strømningsanleggene hadde relativt lik vannkvalitet, med typisk ionefattig vann, med unntak
av anleggene som buffret med sjøvann eller salt. Det var stor forskjell i salinitet i anleggene som
tilsatte sjøvann/salt (Tab. 4.2) og dette førte til forskjeller i ioner som er typiske i sjøvann (Cl,
Na, SO4, Mg, Ca, K, Fig. V3).

En høyere andel fisk med nefrokalsinose ble funnet i settefiskanleggene som tilsatte sjøvann
(anleggene 3, 4, 6, 7 og 11). I tilegg økte både andel fisk med nefrokalsinose og alvorlighetsgrad
av nefrokalsinose med økende salinitet (Fig. 4.3). I anlegg som ikke benyttet sjøvann ble det
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Figur 4.1: Correlation-loading plot som viser forholdet mellom miljøvariablene og responsvariabelen (nefro-
kalsinose). Modellen var utledet fra 85 variabler, og med dimensjonsreduksjon ga 12 variabler best modell og
validering for datasettet. Variabler for fôrsammensetning var aske (Ash), klorid (Cl_feed), natrium (Na_feed),
kalium (K_feed), tyrosin og serin. Variabler for vannkvalitet var sulfat (SO4), natrium (Na), magnesium (Mg),
forhold kalsium/fosfat (Ca_P) og forhold magnesium/kalsium (Mg_Ca). De første to PLS komponentene be-
skriver 61% og 77% av variasjonen mellom variablene.

Figur 4.2: Principal component analyse (PCA) av vannkvaliteten i settefiskanleggene fra kartlegginsundersø-
kelsen (Groups angir anlegg 1-12).

generelt funnet lite nefrokalsinose, og kun milde grader.

Anleggene som benyttet sjøvannstilsetning i produksjonen hadde ulike strategier når det gjaldt
både oppstart, konsentrasjon, og om tilsetningen økte underveis. I anlegg 4, der fisken hadde
mest alvorlig nefrokalsinose var salinitet på 2.7-2.9 ppt inntil 3 måneder før prøveuttak. Salini-
teten ble økt til 8-10 ppt 1 måned før prøveuttak og videre til 12-15 ppt 2 uker før prøveuttak.
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Anlegg Salinitet (ppt) Type tilsetting
3 1,5 Sjøvann
4 17 Sjøvann
6 0,5 Sjøvann
7 3 Sjøvann
11 1 Salt

Tabell 4.2: Salinitet i settefiskanleggene som tilsatt sjøvann eller salt. Tabellen viser kun verdier som ble målet
under kartleggingen (mot sjø-utsett).

(a) Andel fisk med nefrokalsinose (%) fordelt på sali-
nitet i ulike settefiskanlegg. Hvert punkt representerer
1 anlegg. Linjen viser linear regresjon med standard
avvik (p < 0,05, R2 = 0,45).

(b) Nefrokalsinose-score vurdert histopatologiske for-
delt på salinitet i ulike settefiskanlegg. Hvert punkt
representerer 1 fisk. Linjen viser linear regresjon med
standard avvik (p < 0,0001, R2 = 0,80).

Figur 4.3: Nefrokalsinose fordelt på salinitet i ulike settefiskanlegg.

Ved prøveuttak hadde fisken oppholdt seg i driftsvann på 17 ppt kun i noen dager.

Parr tåler salinitet på 0-10 ppt, men dør ved 31 ppt (Duston 1994) mens smolt tåler saliniteter
i området 12-36 ppt (Attramadal 2020). I kartleggingsundersøkelsen tok vi et prøveuttak tett
opp mot utsett i sjø, og alle prøver tydet på at fisken var smoltifisert og dermed tålte sjøvanns-
konsentrasjonene som ble benyttet. Men, sjøvannstilsetningen begynte tidligere i produksjon,
allerede før smoltifisering. Dette kan ha medført at fisken ble utsatt for osmoregulatorisk stress
som påvirket ionbalanse i fisken og videre trolig førte til ansamling av mineralkomplekser i
nyrene. Resultatene støttes av funn i kap. 5 (Uttesting av tiltak i anlegg).

Det er faglig uenighet om høye CO2-verdier i vannet kan forårsake nefrokalsinose (f.eks. Fivel-
stad et al, 2015b; 2018; Hosfeld et al., 2008; Khan et al., 2018 mot Good et al., 2018; Mota
et al., 2019). Resultatene av NEFROSMOLT -prosjektet viste ingen korrelasjon mellom CO2
konsentrasjoner i vann og utvikling av nefrokalsinose hos fisken (Fig. 4.4).
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(a) Andel fisk med nefrokalsinose (%) fordelt på CO2
konsentrasjoner i ulike settefiskanlegg. Hvert punkt
representerer 1 anlegg. Linjen viser linear regresjon
med standard avvik (p > 0,05, R2 = 0.19).

(b) Nefrokalsinose-score vurdert histopatologiske for-
delt på CO2 konsentrasjoner i ulike settefiskanlegg.
Hvert punkt representerer 1 fisk. Linjen viser linear
regresjon med standard avvik (p > 0,05, R2 = 0,01).

Figur 4.4: Nefrokalsinose fordelt på CO2 konsentrasjoner i ulike settefiskanlegg.

4.3.2 Effekt av fôrsammensetning på utvikling av nefrokalsinose
De 12 ulike fiskegruppene hadde blitt fôret med fôr fra ulike produsenter. Fisken fra anlegg 1,
3, 9 og 11 hadde fått saltfôr, og hadde signifikant høyere nivå av natrium og klorid i prøvene
sammenliknet med de øvrige anleggene (Tab. 4.3). Videre var det forskjeller i flere parametere
mellom anleggene (Tab. 4.3), men samlet sett var det fôrene i anlegg 3 og 4 som skilte seg mest
fra de øvrige fôrene og også fra hverandre (Fig. 4.5). Videre undersøkelser fant få forskjeller i
aminosyrer mellom de ulike fôrene, untatt for hydroxyprolin i anleggene 3, 6 og 10 (Fig. V7).
Fettsyreprofilen til fôrene var ulike, i hovedsak var det anlegg 3 og 4 som her skilte seg fra de
andre fôrene og fra hverandre (se Fig. V8 for mer detaljer).

Forskjeller i fôr som var brukt i de ulike anleggene samsvarte ikke med forskjellene i andel fisk
med nefrokalsinose (Fig. 4.5). Av anleggene som hadde størst andel fisk med nefrokalsinose var
det kun anlegg 3 og 4 som benyttet fôr som skilte seg fra de øvrige og fra hverandre. Dette
tyder på at utvikling av nefrokalsinose hos fisk ikke var direkte relatert til fôrsammensetningen.
Det er likevel en mulighet for at suboptimal fôrsammensetning kan forverre tilstanden i enkelte
tilfeller, men prosjektet kan ikke konkludere med dette. Videre undersøkelser bør gjennomføres
for å besvare spørsmålet.
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Anlegg 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Parameter
Aske(%) 14a 9,4b 14a 7,2b 7,8b 9,7b 8,2b 9,3b 15a 8,8b 13a 9,6b

Fett (%) 23,7ab 22,3ab 28,6a 21,7ab 22,3ab 22,9 21,7ab 19,9b 18,7b 21,3b 21b 21,1b

Fosfor (mg/g) 15 13 15 16 14 16 14 12 12 16 15 16
Fe (mg/kg) 240a 130b 310a 310a 260a 260a 170ab 200a 160ab 170ab 190a 260a

K (mg/g) 11 13 8,8 10 11 11 11 12 11 11 9,8 12
Ca (mg/g) 14a 16ab 16ab 12ab 11ac 17b 13a 17b 20b 18b 16ab 15ab

Karbo. (%) 14 15 13 11 14 17 14 15 15 14 16 16
Cl (mg/g) 51a 9,7b 37a 7,8b 5,5c 14b 8,8b 14b 51a 8,5b 25c 7,2b

Mg (mg/g) 2,3ab 2,7ab 2,0ab 2,3ab 2,4ab 2,6ab 2,4ab 3,0a 2,8ab 2,4ab 2,1b 2,4ab

Na (mg/g) 35a 6,9b 27a 5,7b 5,4b 7,6b 6,6b 6,4b 30a 59c 31a 8,8b

Protein (%) 44 50 41 48 47 48 47 50 46 46 43 45
Tørrstoff (%) 95 95 95 91 94 93 92 94 93 92 93 94
Vanninnh.(%) 5,4a 5,1a 5,4a 9,3b 5,5a 7,1ab 7,7ab 6,3a 6,6a 8,1a 6,9a 6,1a

Vit. D3 (IU/g) 6,54 7,68 12 8,36 5,93 6,93 5,32 5,2 5,45 6,16 7,25 6,12

Tabell 4.3: Oversikt over innhold i fôr fra 12 ulike settefiskgrupper (Aske, Fett, Fosfor, Jern (Fe), Kalium (K),
Kalsium (Ca), Karbohydrater (Karbo), Klorid (Cl), Magnesium (Mg), Natrium (Na), Vanninnhold (Vanninn-
hold.), Vitamin D3 (Vit. D3). Data på samme rad som ikke deler bokstavangivelse er signifikant forskjellige (p
< 0,01).

Figur 4.5: Principal component analyse (PCA) av fôrkomponenter i settefiskfôr fra kartlegginsundersøkelsen
(Hvert punkt representerer fôr fra anlegg 1-12).
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5

UTTESTING AV TILTAK I ANLEGG

5.1 Introduksjon
I gjennomstrømningsanlegg med tradisjonell lysstyring, er det vanlig å gi fisken et «vintersig-
nal» (12 timer lys og 12 timer mørke), som skal simulere kortere daglengde, før man gir lys
gjennom hele døgnet. Denne endringen i daglenge imiterer vårperiode, og stimulerer smoltifi-
sering, som gjør fisken klar for å vandre ut i sjøen (Duston Saunders, 1990; Thrush et al., 1999).

Bruk av sjøvann i produksjon har vært økende i oppdrettsnæringen og bakgrunnen for bruk
av sjøvann i produksjon kan knyttes til at man har sett at utvikling av HSS stopper opp eller
bremses ved overføring til sjø (Sommerset et al., 2022). Sjøvannsinnblanding er også benyttet
for å holde fisken i «smoltvinduet», for å unngå desmoltifisering (Mortensen et al., 1998). Det er
likevel stor variasjon i hvordan sjøvann benyttes i produksjonen, både med hensyn til tidspunkt
for sjøvannstilsetning og konsentrasjoner benyttet. Vi vet per i dag for lite i dag om effektene av
å introdusere brakkvann til fisken i ulike utviklingsstadier. Det rapporteres også at den positive
effekten på utvikling av HSS oppnås i mindre grad enn tidligere, uten at vi vet hvorfor.

I kartleggingsundersøkelsen vår (Klykken et al., 2022; se kap. 4) ble tilsetning av sjøvann i
produksjon avdekket som en risikofaktor for utvikling av nefrokalsinose. Det ble foreslått at
tilsetting av sjøvann for tidlig i produksjon, altså allerede før smoltifisering, kunne ha ført til
osmoregulatorisk stress hos fisken. Dette kunne igjen ha resultert i utfellinger av mineraler i
nyrene. For å teste hypotesen ble et tiltaksforsøk gjennomført hos et av anleggene fra kartleg-
gingsundersøkelsen.

5.2 Materiale og metoder

5.2.1 Forsøksoppsett
Det var opprinnelig planlagt å vurdere tiltak i 2 ulike settefiskanlegg. Dessverre ble det kun 1
anlegg som ble med videre i denne oppfølgingen. Anlegget benyttet gradvis sjøvannstilsetning
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frem mot utsett i sjø, og tiltaket som ble foreslått var å differensiere på sjøvannstilsetningen
mellom to ulike kar i produksjonen, der et kar skulle holdes under 2 ppt frem til utsett og
det andre karet kunne driftes som normalt (gradvis økning mot 5 ppt frem mot utsett). Dess-
verre ble ikke oppsettet fulgt med bakgrunn i redusert tilgang på ferskvann. Ingen av karene
ble holdt under 2 ppt, men i stedet ble det gradvis økt salinitet frem mot utsett. Derfor repre-
senterer de to karene i undersøkelsen ikke to ulike oppsett, men fungerer i stedet som replikater.

5.2.2 Biologi
Det ble tatt ut månedlige prøver fra november 2020 til april 2021, totalt 330 individ. Ved
hvert prøvetakingspunkt ble 30 fisk fra to forskjellige kar tatt ut. Fisken ble ikke sultet før
prøvetaking og de ble avlivet med en overdose Benzoak VET (200–400 mg/l) etterfulgt av et
kraftig slag mot hodet. En generell helsevurdering og fysiske observasjoner inkludert diagnostikk
av hemorragisk smoltsyndrom (HSS) og en evaluering av morfologiske endringer relatert til
parr-smolt-transformasjon (smoltifisering; sølvfarge, mørkere finnekant, parr-merker) ble utført
ved hver prøvetaking. Nefrokalsinose ble vurdert hos alle undersøkte individ, som beskrevet i
kap. 3.2.1, mens HSS ble vurdert som beskrevet i kap. 3.2.1. Det ble tatt ut blodprøver, etter
metoden beskrevet i kap. 3.2.1. Følgende parametere ble målt: aspartataminotransferase (AST),
kalsium (Ca), natrium (Na), kalium (K), klorid (Cl) og magnesium (Mg).
Vev fra nyrene ble isolert og umiddelbart overført til rør som inneholdt RNAlater ©(Life tech-
nologies, Oslo, Norge) og lagret ved 4 °C i 24 timer før lagring ved -20 °C frem til analyse
(N=330). Et utvalg av fisk med (N=51) og uten nefrokalsinose (N=75) fra de ulike prøvetakings-
tidspunktene ble analysert med qPCR. 4 gener knyttet til kalsium-homeostase og kalsifisering
av bløtvev ble undersøkt. Normalisert genuttrykk ble beregnet ved hjelp av metoden for relativ
uttrykksforhold beskrevet av Pfaffle (2001).

Fra de 330 individene som ble prøvetatt, ble 16 fisk fra ett kar valgt i henhold til kriteriene om
enten å være friske (Ctrl, N=8) eller ha mild grad av nefrokalsinose (NC, N=8) for analyse av
genregulering med RNA sekvensering. For detaljert metodebeskrivelse se kap. 3.2.1.

Det ble tatt ut prøver av 2. gjellebue for måling av gjelle ATPase-ekspresjon. Analysene ble ut-
ført av Pharmaq Analytiq AS. Produktet deres «Smoltvision» ble benyttet, og målte uttrykket
av tre forskjellige genmarkører; Na+,K+-ATPase (NKA) α1a isoform (FW NKA), Na+,K+-
ATPase (NKA) α1b isoform (SW NKA) og en kofaktor.

5.2.3 Vannkvalitet
Vannkvaliteten ble rutinemessig overvåket av anlegget og holdt innenfor anbefalte områder for
atlantisk laks (Noble et al., 2018). I tillegg ble triplikatprøver fra hvert kar samlet inn må-
nedlig i 0.5 L plastflasker og umiddelbart lagret i isbokser og holdt ved 4 °C frem til analyse.
Fotometeret WTW Photoflex Turb Set (WTW, Weilheim, Tyskland) ble brukt til å måle kalsi-
um, magnesium, fosfat og jern. Alkalinitet ble indirekte målt med et pH-meter og Orion Total
Alkalinity testsett (Orion Research, Inc.).
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5.2.4 Statistiske analyser
Alle statistiske analyser ble utført med R open source-programvare (R Core Team, 2019). Sig-
nifikansnivå var satt til p < 0.05. Normaldistribusjon av data ble testet med Shapiro-Wilk’s
test. Ved normaldistribusjon av data ble det benyttet enveis ANOVA for å undersøke signi-
fikante forskjeller i datasettet. Student-test ble utført for parvis sammenlikning av gruppene.
Der data ikke var normalfordelt, ble Kruskal-Wallis test eller Wilcoxon rank sum test benyttet
som et ikke-parametrisk alternativ til enveis ANOVA for å undersøke signifikante forskjeller i
datasettet. Dersom Kruskal-Wallis var signifikant ble post-hoc parvis Mann-Whitney Wilcox-
on test utført for å undersøke variasjoner mellom grupper. P-verdier ble justert ved hjelp av
Bonferroni-korreksjon.

Wald test ble benyttet for å teste signifikans av ekspresjon i RNA sekvenseringen mellom
gruppene og genererte en p-verdi for hvert gen. False discovery rate (FDR) av p-verdi ble
estimert med Benjamini og Hochberg metoden (Benjamini Hochberg, 1995).

5.3 Resultater og diskusjon

5.3.1 Nefrokalsinose og sjøvann
Det ble observert en signifikant økning i andel fisk med nefrokalsinose fra januar til februar (40%
økning) i begge undersøkte kar (Fig.5.1). I samme periode økte salinitet i begge kar (Fig.5.2) og
følgelig konsentrasjon av magnesium og kalsium i karvannet (Tab.5.1). Øvrige vannkvalitetspa-
rametere endret seg ikke, men temperaturen gikk ned fra november til desember og lysstyring
ble endret fra 12:12 til 24:0 i februar.

Figur 5.1: Andel fisk (%) uten og med nefrokalsinose fordelt på alvorlighetsgrad i to ulike kar (A og B) fordelt
på dato.

Dataene kan tyde på at det var en tidskorrelasjon mellom økning i salinitet og økning i andel
nefrokalsinose, siden det ikke var andre endringer i de registrete miljøparameterne i samme
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Figur 5.2: Målt salinitet i kar A (sort linje) and B (striplet linje) fra november 2020 til april 2021.

Tabell 5.1: Miljøparametere for kar A og B fra november 2020 til april 2021. Temperatur (Temp., °C), oksy-
genmetning (O2, %), Lys:Mørke (L:D), CO2 (mg/L), Salinitet (Sal, ppt), alkalitet (Alk, ppm CaCO3), Kalsium
(Ca, mg/L), Magnesium (Mg, mg/L) og Fosfat (PO4), mg/L).

Nov Des Jan Feb Mar Apr
Temp. 6.0 ± 0.5 4.3 ± 0.5 3.4 ± 0.1 3.3 ± 0.1 3.2 ± 0.1 3.0 ± 0.2
O2 85% 85% 85% 85% 85% 85%
L:D 12:12 12:12 12:12 24:0 24:0 24:0

Kar A
CO2 5.0 NA 4.0 4.0 2.0 NA
Sal 0 ± 0 1.6 ± 0.8 3.5 ± 1.1 5.0 ± 0.1 4.8 ± 0.2 4.9 ± 0.1
Alk 0.0 ± 0.0 11.2 ± 3.4 16.0 ± 1.3 15.7 ± 0.4 15.3 ± 0.5 14.6 ± 0.6
Ca 12.0 ± 3.5 27.0 ± 4.4 56.0 ± 2.0 64.0 ± 3.0 69.3 ± 0.6 70.1 ± 0.6
Mg < 5.0 59.7 ± 16.3 193.7 ± 50.6 254.7 ± 2.1 161.0 ± 15.7 189.7 ± 11.2
PO4 0.05 ± 0.04 0.1 ± 0.02 0.07 ± 0.01 0.04 ± 0.01 0.03 ± 0.01 0.04 ± 0.01

Kar B
CO2 5.0 NA 5.0 6.0 4.0 NA
Sal 0 ± 0 0.7 ± 0.3 2.3 ± 1.4 3.7 ± 0.0 2.9 ± 0.1 3.1 ± 0.0
Alk 2.2 ± 0.7 6.7 ± 1.6 12.9 ± 0.5 13.4 ± 1.4 10.0 ± 1.2 9.6 ± 0.8
Ca < 10 15.0 ± 2.7 50.7 ± 6.7 67.7 ± 13.6 45.7 ± 2.1 44.3 ± 1.5
Mg < 5 48.4 ± 0.6 135.0 ± 4.6 226.7 ± 29.4 89.7 ± 4.7 91.7 ± 16.2
PO4 0.04 ± 0.02 0.2 ± 0.04 0.09 ± 0.01 0.09 ± 0.02 0.04 ± 0.01 0.06 ± 0.01
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periode. Salinitetsøkningen ble startet mens fisken fikk «vintersignal» (12:12 lys:mørke), på
dette tidspunktet var genuttrykk for NKA α-1a isoformen høyere enn for NKA α-1b isoformen
(Fig.5.3), som angir at fisken ikke er klar for sjøutsett. Basert på våre resultater ser det der-
for ut til at sjøvannstoleranse i gjellene ikke var oppnådd før brakkvann ble introdusert til fisken.

Figur 5.3: Forandringer i Na+,K+-ATPase α-1a og α-1b isoform mRNA ekspresjonsnivå i gjelle hos laks med
og uten nefrokalsinose under smoltifisering.

Effekten av økte mengder divalente ioner i karvannet var tydelig i blodkjemi hos fisken (Fig.5.4).
Både fisk med og uten nefrokalsinose fikk en signifikant økning i konsentrasjonen av kalsium
og magnesium i blodet i desember og januar sammenliknet med månedene før og etter. Denne
økningen er sammenliknbar med det man ser etter en 24-timers sjøvannstest (Nieves-Puigdoller
et al., 2007) og nedjustering til normalnivåer er vanligvis oppnådd innen 2 uker (Urke et al.,
2014). Nivåene av kalsium og magnesium i plasma var forøket både i desember og januar, og
nedregulering var først oppnådd i februar. Nedreguleringen av kalsium og magnesium i februar
kan tyde på at nyrene hadde oppnådd sjøvannstilpasning på dette tidspunktet og var i stand
til å skille ut divalente ioner. Prøvene i februar ble tatt ut 2,5 uke etter at lysstyringen ble
endret til 24:0. På samme prøvetakingstidspunkt var også NKA-uttrykket i gjellene endret, slik
at gjellene på dette tidspunktet var tilpasset sjøvann (Fig.5.3).

I perioden november til januar sank temperaturen fra 6 °C til 3.4 °C. Lave temperaturer er vist
å redusere metabolisme (Brett, 1971; Claireaux Lagardere, 1999), og Bakke et al. (1991) fant
at post-smolt strever med å opprettholde osmoregulering ved skiftende saliniteter og at dette er
mest krevende ved lave og høye temperaturer. Det var ingen forskjell i blodkjemi hos fisk med og
uten nefrokalsinose, med unntak av kaliumkonsentrasjonen i januar (Fig.5.4), som kan tyde på
at fisk med nefrokalsinose har større utfordringer med osmoregulering (Cardeilhac et al., 1979).
Begge disse momentene kan ha hatt innvirkning på utviklingen av nefrokalsinose i de to karene.

I løpet av disse prøvetakingene opplevde fisken å stå med hyperkalsemi over lenger tid. Dette
kan enten skyldes at anlegget gradvis tilsatte mer sjøvann, som førte til at fisken stadig måtte
forsøke å justere opptak og utskillelse. Når saliniteten i driftsvannet ble holdt stabilt, kom
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Figur 5.4: Blodkjemiparametere hos laks med og uten nefrokalsinose. Aspartat aminotransferase (AST), Kal-
sium (Ca), Klorid (Cl), Kalium (K), Magnesium (Mg), Natrium (Na).

konsentrasjonen i plasma ned på samme nivå som før eksponering for brakkvann. En annen
mulig årsak kan være at fisken ble eksponert for økte mengder ioner før den var smoltifisert,
og dermed ikke var i stand til å håndtere den økte tilgangen, men at homeostase ble oppnådd
i februar når kontinuerlig lys ble startet og at fisken dermed smoltifiserte. Det er også mulig at
fisken smoltifiserte pga. eksponeringen for brakkvann.
Fisk med nefrokalsinose (NC) viste 282 oppregulerte gener og 150 nedregulerte gener sam-
menlignet med kontrollgruppen (Crtl). «ECM-reseptor interaction» var den eneste signifikant
KEGG-pathway, med 18 gener betydelig oppregulert i NC-gruppen. Blant de oppregulerte gene-
ne var flere kollagener, lamininer, trombospondiner og integriner alle knyttet til opprettholdelse
av vevsstruktur og funksjon. Det er derfor sannsynlig at mild nefrokalsinose medfører vesentlige
endringer i vevsstrukturen som må motvirkes for å opprettholde nyrefunksjon.

Videre viste RNA-sekvenseringen at NC gruppen hadde betydelig nedregulering av gener re-
latert til kalsiumsignalisering og homeostase, samt oppregulering av Matrix GLA-protein, en
forkalknings-hemmer i februar. qPCR-resultatene viste videre at kalsitonin (CT) hadde høyere
genuttrykk i NC-gruppen i januar, mens stanniokalsin (STC), kalmodulin (CAM) og matrix
GLA-protein (MGP, p < 0,05) hadde høyere genuttrykk i desember i NC gruppen sammenlig-
net med Ctrl (fig.5.5, ekstreme uteliggere i CT og STC ikke vist).

Både CT og STC er hormoner som opprettholder interne kalsiumnivå i kroppen, ved å hhv.
stimulerer osteoblastaktivitet for å danne bein og skjell (Dominguez et al, 2019) og nedregu-
lere kalsiumopptak over gjeller (Wagner et al., 1998; Wagner, 1993; Guerreiro et al., 2002),
samt hemme opptak av kalsium i tarm (Sundell et al., 1994). Kalmodulin spiller og en rolle
i kalsiumhomeostase gjennom å beskytte mot kalsiumtoksisitet ved å holde den intracellulære
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kalsiumkonsentrasjonen lav (Wongdee & Charoenphandhu, 2013). Kalmodulin er et av de mest
tallrike og velkarakteriserte Ca2+-sensorproteinene i vertebrater (Ikura et al., 2006) og Flik et
al. (1984) demonstrerte at kalmodulin regulere permeabiliteten til fiskens hud for vann og ioner.

Figur 5.5: Box-plot som viser log2 qPCR-ekspresjonsratio for kalsium-signalrelaterte gener. qPCR-
ekspresjonsforhold er normalisert til det geometriske gjennomsnittet av uttrykksforhold til ef1. Bokser markerer
interkvartilområdet, linjen som deler boksene angir medianen, værhår strekker seg til 1,5× interkvartilområde,
punkter utenfor værhårområdet vises som uteliggere, asterisker markerer signifikante forskjeller mellom grup-
pene (p < 0,05). Forkortelser: kalmodulin (CAM); kalsitonin (CT); matrix GLA protein (MGP); stanniokalsin
(STC).

Det ble ikke observert forskjeller i blodkjemi mellom NC-gruppen og Ctrl. Likevel var det en
forskjell i hvordan kalsium signalrelaterte gener ble uttrykt. Det er mulig at økt genuttrykk for
CT, STC og CAM kan knyttes til økte mengder kalsium i nyrene, og ikke direkte til kalsium i
plasma. Den hypokalsemiske effekten av disse genene kan ha blitt motvirket av at CT i tarm og
nyre forhindrer frigjøring av kalsiumioner og kalsiumutskillelse (Guerreiro et al., 2002). Denne
endringen i genregulering kan være relevant for dannelsen av kalsiumutfellinger i nyrene. Sha-
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vit et al. (2015) foreslo at lokal dysregulering av kalsiumhomeostase i nyrenes interstitium kan
ha en nøkkelrolle i patogenesen av nefrokalsinose hos mennesker. Det kan være at dette også
gjelder for fisk.

Den nøyaktige molekylære virkningsmekanismen til MGP er ikke kjent, men de samlede resul-
tatene fra studier på MGP indikerer at den virker som en fysiologisk hemmer av mineralisering
(Conceicao et al,2008). Roberto et al. (2009) fant MGP uttrykt i nyrene hos piggvar og foreslo
at dette kan knyttes til behovet for å forhindre passiv akkumulering av kalsium i vevet hos fisk.
Genuttrykket for MGP var signifikant økt i NC-gruppen i desember. Det er mulig at denne
responsen ikke var tilstrekkelig for å forhindre mineralisering.

5.3.2 HSS
Totalt 25 fisk ble diagnostisert med Hemorragisk smoltsyndrom (HSS). Individene viste alle
karakteristiske tegn på HSS (Fig.5.6). HSS er en sykdom med ukjent etiologi som er rapportert
hos pre-smolt i Norge og Skottland (Bruno et al., 2013). Rodger & Richards (1998) var ikke
i stand til å overføre HSS mellom fisk, noe som peker på en ikke-smittsom etiologi. Sykdom-
men er preget av bleke gjeller, gul lever, blødning ved finnebasene, lav hematokrit, multippel
blødning i organer og endotelvev, og nyrepatologi (Bruno et al., 2013). Alle de typiske kliniske
tegnene på HSS ble observert i vår studie, inkludert hemodilusjon (Fig.5.6b). Plasmanivåene
av klorid, natrium og kalsium i fisk med HSS var signifikant lavere sammenlignet med frisk fisk
og plasmakaliumkonsentrasjonene var signifikant høyere, noe som indikerer at den syke fisken
led av forstyrret osmoregulatorisk funksjon (Weichert et al.,2021).

(a)

(b)

Figur 5.6: HSS hos atlantisk laks - a) generaliserte viscerale petekkier og ekkymoser som involverer mage-
tarmkanalen, svømmeblære og peritoneum, visceralt fettvev, hjerte og somatisk muskulatur, med ascites. b)
Hemodilusjon - venstre; Li-hep rør med blod fra fisk rammet av HSS, høyre; Li-hep rør med blod fra frisk fisk.
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Parameter Frisk HSS
AST (U/L) 584.4 ± 833.0 543.9 ± 484.8
Ca (mmol/L) 2.5 ± 0.3 1.5 ± 0.6*
Mg (mmol/L) 0.8 ± 0.1 1.1 ± 0.7
Na (mmol/L) 164.4 ± 6.6 137.0 ± 15.2*
K (mmol/L) 2.6 ± 0.5 3.3 ± 0.7*
Cl (mmol/L) 125.9 ± 6.0 99.8 ± 14.6*

Tabell 5.2: Blodkjemiparametere hos laks med og uten HSS. Aspartat aminotransferase (AST), Kalsium (Ca),
Klorid (Cl), Kalium (K), Magnesium (Mg), Natrium (Na). Signifikante forskjeller er vist med * (p < 0.05).

Vi observerte også et større relativt uttrykk for Na+,K+-ATPase α-1a isoform sammenlignet
med den friske fisken, i samme størrelsesområde som prøvetakingen foretatt i november (parr)
og lavere relativ uttrykk for Na+,K+-ATPase α-1b isoform sammenlignet med de friske individe-
ne ved begge prøvetakingspunktene, noe som ytterligere støtter at HSS er en osmoregulatorisk
sykdom i samsvar med funnene gjort av Krasnov et al., (2020). Endringen i genuttrykksmønstre
for fisk med HSS kan være en respons på tap av ioner til miljøet forårsaket av flere blødninger
i fisken.

Figur 5.7: Forandringer i Na+,K+-ATPase α-1a og α-1b isoform mRNA ekspresjonsnivå i gjelle hos laks med
og uten HSS under smoltifisering.
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6

BRUK AV RØNTGEN FOR VURDERING AV
NEFROKALSINOSE

6.1 Introduksjon
Histopatologi er det eneste verktøyet næringen har tilgjengelig i dag for presis påvisning av
nefrokalsinose med gradering av forandringer helt ned på milde tilfeller (Klykken et al., 2022a),
og metoden er både tidkrevende, teknisk krevende og kostbar. Både makroskopisk vurdering
og histologi krever avlivning av fisken.

Røntgendeteksjon har tidligere vært brukt for å vurdere ryggvirvel-deformiteter hos laks (bl.a.
Drabikova et al, 2021; Holm et al., 2020; Smedley et al., 2018), men felles for disse studiene er
bruken av stasjonære apparater som medførte liten grad av fleksibilitet. Bruken av røntgen som
metode innen havbruksnæringen har derfor i stor grad vært begrenset til forskning. Det har de
siste arene vært en rask utvikling av forbedrede røntgendetektorer og tilhørende bildebehand-
lingsapplikasjoner (Ou et al., 2021) inkludert bærbare systemer som har et stort potensiale for
bruk i helseundersøkelser på kar- og merdkant i havbruksnæringen.

Nefrokalsinose hos atlantisk laks er hovedsakelig identifisert som amCAP (amorf karbonatapa-
titt, Ca10(PO4)6CO3) (Klykken et al., 2022a; kap. 3.3.3), som er godt egnet for røntgendeteksjon
(Smith et al, 1966). Forskning på nefrokalsinose har blitt sterkt hemmet av mangelen på ikke-
invasive, ikke-dødelige metoder for å vurdere tilstedeværelsen og alvorlighetsgraden av denne
tilstanden, og til nå har det ikke vært mulig å vurdere sykdomsprogresjon på individnivå over
tid. Det er avgjørende å kunne påvise tidlige tilfeller av nefrokalsinose da dette vil gjøre oss
istand til a vurdere risikofaktorer som framprovoserer sykdomskomplekset. Videre vil det være
av stor nytte å følge sykdomsutviklingen på individnivå over tid. Med et slik verktøy vil det la
seg gjøre a undersøke effekt av ulike tiltak for å forebygge og reversere sykdomsutviklingen.
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6.2 Materiale og metoder
Totalt ble det tatt prøver av 80 oppdrettslaks fra to fiskegrupper i to ulike RAS-anlegg (resir-
kulerende akvakultursystem) i Midt-Norge i april 2022. Ingen fisk ble utsatt for eksperimentell
manipulasjon, og prøvematerialet representerer derfor fisk under konvensjonelle oppdrettsfor-
hold. Totalt 40 fisk fra hvert anlegg ble tilfeldig tatt ut blant visuelt friske individer (normal
svømmeatferd, fravær av ytre skader/lesjoner, ingen tegn til avmagring) innen 2 uker før over-
føring til sjø. Fisken ble ikke sultet før prøvetaking, og de ble avlivet med en overdose Benzoak
VET (200–400 mg/L) og et slag mot hodet. Bortsett fra nefrokalsinose, ble det ikke observert
helseproblemer ved den generelle helsevurderingen av de to gruppene. Størrelsesmålinger av
individuell fisk inkluderte vekt i g (± 1 g), lengde i cm (± 0,5 cm), kroppstykkelse i cm (± 0,1
cm), og kondisjonsfaktor: CF = 100W/L3.

Røntgenbildene ble tatt ved å legge fisken med høyre side ned. Gjennomsnittlig vekt for fiskene
var 198 g, med en variasjon fra 109 - 299 g. Det ble benyttet et standard bærbart røntgen-
apparat (Econet meX+40; kalibrering: kV: 40, mAs: 5) med en digital plate som målte 25 x
32 cm, og deretter digitalisert ved hjelp av en VIVX-V2532P og VXvue. Avstanden mellom
lukkeråpningen på røntgenenheten og fisken var ca. 80 cm.

Etter røntgen ble fisken fotografert utvendig, for deretter å åpnes for bilde av nyrevev med
makroskopisk vurdering av nefrokalsinose i henhold til Klykken et al. (2022). For å bekrefte
visuelle funn ble prøver av midt-nyre fra alle individer analysert av Pharmaq Analytiq AS etter
standard histologiske metoder (kap. 3.2.1).

Alvorlighetsgraden av nefrokalsinose ble estimert på røntgenbilder i DICOM-format i QXLink
Portable Viewer (Vieworks, Republikken KOREA) ved å vurdere fem forskjellige kategorier som
gitt i Tab. 6.1 og Fig. 6.1. Disse kategoriene ble valgt og skåret ved å bruke nefrokalsinosevurde-
ring på histologi fra 17 tilfeldig utvalgte fisk. For å vurdere den totale nefrokalsinose-skåren ble
det utført en samlet vurdering av skårene på de 5 kategoriene. Den totale nefrokalsinose-skåren
ble kategorisert som ingen, mild, moderat og alvorlig.

For å validere det foreløpige skåringssystemet basert på radiografi, ble 63 fisk diagnostisert kun
på røntgenbilder og deretter kontrollert ved å sammenligne resultatene med den histologiske
vurderingen. Validiteten til den foreløpige modellen ble vurdert som i hvilken grad skår basert
på røntgen var korrelert med resultatene fra histologi, basert på antakelsen om at histologisk
skåring var tilstrekkelig objektiv. Korrelasjonen ble sjekket med Spearman rank order test.

46



FHF-prosjekt 901587: NEFROSMOLT Sluttrapport

Tabell 6.1: Kategorier for røntgendiagnostikk av nefrokalsinose

Parameter Score Vurdering

Tetthet på utfelling 0 Ikke detekterbar (Fig.6.1-0)
1 Tetthet lik spongiøst ben eller mindre (Fig.6.1-1)

2 Tetthet mellom spongiøst ben og endeplater på en
ryggvirvel (Fig.6.1-2)

3 Tetthet lik endeplater på en ryggvirvel (Fig.6.1-3)

Arealutbredelse av utfelling 0 Ikke detektert
1 Utfellinger kun i samlerør

2 Utfellinger i halve området mellom ryggsøyle og
svømmeblære

3 Utfellinger i 75 % av området mellom ryggsøyle og
svømmeblære

4 Utfellinger i hele nyrenes område

Lengdeutbredelse av utfelling 0 Ikke detektert
1 < 25 % av total lengde
2 25 - 50 % av total lengde
3 50 - 75 % av total lengde
4 > 75 % av total lengde

Utfelling i blære 0 Ikke detektert
1 Detektert

Avvikende kontur
ventrale avgrensning

0 Ingen avvik
1 Avvikende kontur

Figur 6.1: Tetthet vurdering av utfellinger sammenliknet med tett av bløtvev(#) og ryggvirvel strukturer:
spongiosa(*) og endplater(¤)
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6.3 Resultater og diskusjon
Fordelingen og tettheten av utfellingene ble tydelig observert på røntgenbildene (Fig.6.2), som
gir lovende muligheter for utvikling av en ikke-invasiv vurdering av nefrokalsinose hos opp-
drettslaks.

Figur 6.2: Røntgenbilde av fisk med ulike grader av nefrokalsinose, utfellinger markert med gul sirkel: A)
ingen, B) mild: mindre utfellinger langs større deler av nyrenes lengde, liten fordeling i det vertikale planet,
moderat tetthet på utfellingene, C) moderat: utfellinger i større del av nyrene og langs en større del av lengden
på nyrene, moderat tetthet og D) alvorlig: større ansamlinger av mineraler langs hele nyrenes lengde, med
større tettheter og fordeling i vevet. Utfellinger i blære med høy tetthet (B) var ikke avgjørende for endringer i
nyrevevet observert på histologi, og påvirker i liten grad vurderingen av alvorlighetgrad på histologi.

De aller fleste fiskene (92.1 %) ble diagnostisert med nefrokalsinose både på histologi og røntgen.
De 7.9 % som ikke ble kategorisert med nefrokalsinose på røntgenbilder ble alle diagnostisert
som milde forandringer på histologi (Fig.6.4:B1-4). Milde endringer på histologi refererer van-
ligvis til sparsomme mengder utfellinger i samlekanaler og tubuli, med kun mindre endringer i
epitelet til de tubulære strukturene. Det er derfor sannsynlig at tettheten eller mengden av ut-
fellinger var for liten til å kunne oppdages ved radiografi. Det ble observert bakgrunns-artefakter
på røntgenbildet av enkelte fisker som kan ha påvirket den radiografiske vurderingen av nefro-
kalsinose.

3 fisk ble diagnostisert med nefrokalsinose på røntgen, men ikke påvist med histologisk vurde-
ring. En av begrensningene i histopatologi er at det histologiske snittet representerer et todi-
mensjonalt tynt snitt (ca. 3 mikrometer) av et relativt stort organ, og det kan være utfellinger
i et plan som ikke er inkludert i snittet. Det er derfor mulig at det ble oppdaget utfellinger ved
røntgen som ikke var mulig å identifisere ved histologi. Dette bør undersøkes nærmere da det
ikke er mulig å konkludere basert på vår studie.

Det var en korrelasjon på 0.53 mellom den totale histologiskåren og røntgenvurderingen, noe
som indikerer en moderat sammenheng (Yadav, 2018). Fisk diagnostisert som frisk på histologi
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Figur 6.3: Røntgenvurdering av nefrokalsinose sammenliknet med vurdering på histologi. Sirkelstørrelse indi-
kerer prosentsamsvar mellom metodene.

ble vurdert som frisk eller med mild nefrokalsinose på røntgen (Fig.6.3). Tvert imot ble fisk
diagnostisert med alvorlig nefrokalsinose på histologi vurdert med moderat eller alvorlig nefro-
kalsinose på røntgen.

Histologiskåren er en semikvantitativ skåringsmodell basert på endringer i nyrene i henhold til
kjente prinsipper for patologi. Patologiske forandringer er delt inn i 4 underkategorier (tilstede-
værelse av utfellinger, epiteldegenerasjon og/eller nekrose, patologiske endringer i glomeruli og
patologiske endringer i interstitielt vev). Hver kategori er vektet etter effekten de forskjellige
patologiske endringene antas å ha på utviklingen av tilstanden og tiden det vil ta å helbrede
(Klykken et al., 2022a). Røntgen kan kun påvise den første kategorien i den histopatologis-
ke skåringsmodellen, dvs. tilstedeværelsen av utfellinger, og vi forventet derfor noe variasjon
mellom røntgenvurderingen og den histologiske skåren. Begge metodene er semikvantitative og
kan påvirkes av observatøren, skåringen av nefrokalsinose bør derfor forbedres ytterligere ved
å implementere maskinlæring for begge metodene.
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Figur 6.4: Eksempel på makroskopisk presentasjon (1), røntgenbilde (2 (hel fisk) and 3 (nyreregion)) and
histologi(4 (hele nyre fra anteriør til posteriør del; regioner med forandringer assosiert med nefrokalsinose er
vist med sort ellipse), fra normal fisk (A) og fisk med ulike grader av nefrokalsinose fra mild (B), moderat (C)
til alvorlig (D) vurdert med røntgen og histologi.
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KONKLUSJONER OG VEIEN VIDERE

I prosjektet har vi fått bekreftet at nefrokalsinose er en utbredt produksjonslidelse med alvor-
lige konsekvenser for velferd og overlevelse hos oppdrettslaks. Nefrokalsinose er beskrevet som
en utfelling av mineralutfellinger i nyretubuli og urinlederen og/eller samlerør. Denne studien
har derfor fokusert på å identifisere mineralene i nyrene. Næringsaktører rapporterer derimot
at fisk med nefrokalsinose ofte har forkalkninger i blant annet øye, pseudobrankie, hjerteklaff
og tarmvegg. Den mulige sammenhengen mellom forkalkning i ulike vev kan ha ytterligere kon-
sekvenser for fiskens helse og velferd og bør studeres i videre forskning.

Denne studien fant at suboptimal vannkvalitet er er den mest sannsynlig risikofaktor for nef-
rokalsinose. Vi foreslår at tilsetting av sjøvann for tidlig i produksjon utsetter fisken for osmo-
regulatorisk stress, som igjen fører til utfelling av mineraler i nyrene. Resultatene våre viste at
hyperkalsemi er tett relatert til nefrokalsinose. Kortvarig hyperkalsemi er naturlig i anadrom
fisk når de vandrer fra ferskvann til sjøvann. Laksen kompenserer raskt for den økte tilgangen til
kalsiumioner ved å redusere opptak over gjeller og øke utskillelse over nyrene (osmoregulering),
og homeostase er vanligvis oppnådd i løpet av 2 uker. I settefiskanlegg, fant vi indikasjon på
at fisken som er utsatt for nefrokalsinose har hyperkalsemi over lenger tid. En mulig årsak kan
være at fisken er eksponert for økte konsentrasjoner av ioner for tidlig i produksjonen, det vil
si før den er smoltifisert, og ikke i stand til å håndtere den økte tilgangen. Den gradvis økning
av salinitet, som enkelte anlegg gjennomfører kan også være en risikofaktor, siden den fører til
at fisken stadig må justere opptak og utskillelse av ioner.

Studien fokuserte ikke på genetisk predisposisjon for nefrokalsinose. Det ble derimot funnet
fisk med nefrokalsinose i alle settefiskanleggene i kartleggingsundersøkelsen. I tillegg rappor-
teres det av næringsaktører at nefrokalsinose kan oppstå allerede i fisk på 5 g. Det kan tyde
på at oppdrettslaks er predisponert for tilstanden, men at suboptimal vannkvalitet øker preva-
lens og alvorlighetsgrad i fiskegruppa. Vi anbefaler å gjennomføre rutinemessig oppfølging av
nefrokalsinose i settefiskfasen, for å kunne avdekke kritiske faser i produksjonen. Røntgen vil
kunne benyttes for oppfølging av fisken uten å måtte avlive den. Videre anbefaler vi å nøye
vurdere timing på sjøvannstilsetning dersom det skal benyttes, og sørge for at dette samsvarer
med andre smoltifiserings-signaler som gis i produksjonen i eget anlegg.
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Tabell V1: Statistisk forskjell i alvorlighetsgrad av nefrokalsinose mellom fisk fra ulike settefiskanlegg (anleg-
gene 1 til 12). p < 0,001: ‘***’; p < 0,01: ‘**’; p < 0,05: ‘*’; p > 0,05: ‘.’

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
2 .
3 *** ***
4 *** *** ***
5 . . *** ***
6 *** *** . *** ***
7 *** *** . *** *** .
8 ** *** * *** ** ***
9 . . *** *** . *** *** ***
10 . . *** *** . *** *** * .
11 *** *** . *** *** . . . *** ***
12 . . *** *** . *** *** ** . . ***
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Tabell V2: Statistisk forskjell i alvorlighetsgrad av nefrokalsinose mellom fisk fra ulike matfiskanlegg (anleggene
1 til 12). p < 0,001: ‘***’; p < 0,01: ‘**’; p < 0,05: ‘*’; p > 0,05: ‘.’

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

Tabell V3: Statistisk forskjell i skadekategorier mellom fisk med nefrokalsinoe fra ulike settefiskanlegg (anleg-
gene 1 til 12). p < 0,001: ‘***’; p < 0,01: ‘**’; p < 0,05: ‘*’; p > 0,05: ‘.’

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
2 .
3 *** ***
4 *** *** ***
5 . . *** ***
6 *** *** . *** ***
7 *** *** . *** *** .
8 ** *** . *** ** * ***
9 . . *** *** . *** *** ***
10 . . *** *** . *** *** * .
11 *** *** . *** *** . . . *** ***
12 . . *** *** . *** *** ** . . ***
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Figur V1: CO2 og O2 konsentrasjoner og O2 metning i vann i de ulike settefiskanleggene.

Figur V2: Temperatur og pH i vann i de ulike settefiskanleggene.
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Figur V3: Konsentrasjoner av ioner (kalsium, kalium, magnesium, natrium, fosfat og sulfat) i vann i de ulike
settefiskanleggene.
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Figur V4: Konsentrasjoner av metaller (aluminium, kobber og jern) i vann i de ulike settefiskanleggene (mg/L).
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Figur V5: Konsentrasjoner av ulike ioner (mg/kg) i fôret brukt i settefiskanlegg (anlegg 1 til 12).
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Figur V6: Innhold av ulike parametere i fôret brukt i settefiskanlegg (anlegg 1 til 12). Tørrstoff, protein og
vanninnhold (g/100g), fett (%) og vitamin D3 (IU/L)
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Figur V7: Innhold av aminosyrer (g/100g) i fôret brukt i settefiskanlegg (anlegg 1 til 12).
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Figur V8: Innhold av fettsyrer (g/100g) i fôret brukt i settefiskanlegg (anlegg 1 til 12).

71


	Hovedfunn
	Introduksjon
	Bakgrunn
	Prosjektorganisering
	Målsetting
	Næringsnytte

	Kartlegging av nefrokalsinose
	Introduksjon
	Materiale og metoder
	Biologi
	Statistiske analyser

	Resultater og diskusjon
	Vurdering av nefrokalsinose
	Utbredelse av nefrokalsinose hos oppdrettslaks i Midt-Norge
	Morfologiske og fysiologiske endringer
	Generegulering
	Sykdomsstatus
	Sammenheng mellom nefrokalsinose og HSS


	Sannsynlige årsaker til nefrokalsinose
	Introduksjon
	Materiale og metoder
	Biologi
	Miljøbetingelser
	Statistiske analyser

	Resultater og diskusjon
	Effekt av vannkvalitet på utvikling av nefrokalsinose
	Effekt av fôrsammensetning på utvikling av nefrokalsinose 


	Uttesting av tiltak i anlegg
	Introduksjon
	Materiale og metoder
	Forsøksoppsett
	Biologi
	Vannkvalitet
	Statistiske analyser

	Resultater og diskusjon
	Nefrokalsinose og sjøvann
	HSS


	Bruk av røntgen for vurdering av nefrokalsinose
	Introduksjon
	Materiale og metoder
	Resultater og diskusjon

	Konklusjoner og veien videre
	Leveranser
	Referanser
	Vedlegg

