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| denne oppgaven er det sett pa betydningen av ulike faktorer i vannmiljget som utlgsende

arsaker til nefrokalsinose hos norsk oppdrettslaks (Salmo salar).

Nefrokalsinose er utfelling av kalkholdig materiale i nyret og en kjent lidelse hos flere fiskearter
I oppdrett, inkludert regnbuegrret (Oncorhynchus mykiss). Hos laks er nefrokalsinose et relativt
nytt fenomen, som ser ut til & gke i omfang. Kunnskapen om lidelsens patogenese og etiologi
er imidlertid varierende og til dels mangelfull for laksens vedkommende. Fisk som rammes og

overlever den farste tiden etter utsett i sjgen ser imidlertid ut til & klare seg godit.

Nefrokalsinose er farst og fremst et «ferskvannsproblem», men er ogsa observert hos
oppdrettslaks i sjgvannsfasen. Hgyt innhold av CO: i driftsvannet, som felge av fiskens
metabolisme (og biofilterets metabolisme i RAS-anlegg) har lenge vert ansett som en
hovedarsak til lidelsen, men tilfersel av mineraler via fiskeforet og bruk av buffere (spesielt i
RAS-anlegg) spiller trolig ogsa en viktig rolle i denne sammenheng. Karbondioksid er sveert
vannlgselig og danner karbonsyre (H2CO3) som i farste omgang gir sluttproduktene H* og
HCO3 nar det reagerer med vann, og deretter karbonat (CO32) nar vannets pH gker. Denne
reaksjonen bidrar til redusert pH i driftsvannet over tid og krever som regel tilsetning av buffer
for at pH skal veere stabil. @kt konsentrasjon av CO2 pavirker ogsa fiskens syre/base-balanse
og kan i kombinasjon med gkt innhold av HCO3™ og mineraler (spesielt Ca?*) i fiskens plasma
skape fysiologiske utfordringer for fiskens nyre, som i neste omgang kan legge til rette for
utvikling av nefrokalsinose. Dette skjer trolig ved at pH i urinen endres eller ved at lgseligheten
av utfellingsproduktene gar ned slik at utfelling skjer, eller som en faglge av begge forhold. Haye
niva av fosfor, selen og vitamin-C i fiskefor kan muligens ogsa ha betydning for utvikling av

nefrokalsinose hos laks.

Det er neppe noen tvil om at en hgy grad av nefrokalsinose vil pafare laksen en kronisk
stressbelasting, som i seg selv kan forsterke utviklingen av nefrokalsinose. @kt stress kan i neste
omgang fare til tertiere stressresponser (i henhold til GAS-konseptet), som i sin ytterste
konsekvens kan fare til sykdom og ded. Hay grad av nefrokalsinose ma derfor betraktes som

et velferdsproblem for fisken.
Ngkkelord: Nefrokalsinose, Multifaktoriell, Vannmiljg, RAS, CO..

AV






LT 1[0 o] T SR 1

2 21 | USRI 1
FOrmMAl MEU OPPUAVEN ......veveevieteecee ettt ettt ettt ee sttt s s st et e b ess s s s tetese s s steteresens 2
OPPYAVENS OPPDYGGING .. veerieiiieie ettt e e reeaeaneennes 3
1 T=T 0 S o o] [ | SO SPS 4
SMOILITISEIING ...ttt et e s estaesae e e e sbeenteeneenreas 4
GJEIIBNE .ttt 5
FISKENYIEL ...ttt e bbbt e e n e 6
OPPLaK AV KAISTUM.........iiiiiie e 9
Biol0giSke DUFFEISYSIEM ......cuiiiiiicieee e 11
SYIe/DASE-TEGUIBTING ... ettt bbbt 11
SrESS 0Qg StIESSIESPONSEN .....viieiiiesieeiee it et ettt ettt r e b e b b ne e 15
MAIING AV StrESS-PATAMELETE. .........coeveerriterereeeieiee e st er e e st sttt eee sttt ess s e eeesese e s aeas 16
Vannkjemi og laksens krav til vannmilj@...........ccooeeiiiiiiiiiiie e 17
ATKAIINITEL ...t n e 17
KArDON T VANN ..ot 19
KALIONEE T VAN ...ttt bbb 19
ANTONEE T VAN ...ttt bbbttt e bbbt 20

0] BT U3 [ PSRRI 20
TEMPETATUN T VAINN ..t bbbttt bbbttt 21
KarbONGIOKSIO T VANN ..ot 21
SammeNSEtNiNg AV FISKETOT ........cviiiieie e 24
Fiskens MetaboliSIMe ........cooiii 24
Mineraler 0g SPOrstoffer i fISKETOr ..........covveiiie e 25

ST L0 U o T=] o o S 27



NefrokalSin0Se (UFOIITIASIS) .......eivveiiiieiieeieeie et nneas 29

Antatte arsaker til NEfrOKAISINOSE .........ccveveieieicieicieicie e 32
Behandling 009 PrOgNOSE ........cciiiiiiieieie ittt bbb 34
FISKEVEITErd 1 OPPATELL ... bbbt 35
Intensiv SettefiSKpProduKSJoNn - RAS.........oo e 37
RAS anlegg - driftSTULINET .......coveie e 37
FISKEtELtNEL T RAS ... 38
Produksjon av Stor-SmoIt I RAS ..o 38
BIOTIHIIE I RAS ..ttt 39
VaNNKVATEL I RAS ...t 39
ATKAIINITEE T RAS ...t 39
DISKUSJOMN. ...ttt bbb btk bbbt et e et e bbbttt b e s 42
RETEIANSEIISTE ... bbbttt 52

Vil



Bakgrunn

Norsk oppdrettsnaring har i mange ar veert preget av sterk vekst. Det er spadd en femdobling i
verdi og en attedobling av mengde laks (Salmo salar) innen 2050 (Henriksen et al., 2012).
Fortsatt vekst i naeringen ser imidlertidig ut til & veere begrenset av miljg-utfordringer en ser i
sjofasen (Gullestad, 2011; Calabrese, 2017). Produksjon av settefisk skjer i lukkede,
landbaserte systemer, hovedsakelig anlegg basert pA RAS (Recirculation Aquaculture System),
der fisken holdes til den er smoltifisert og klar for utsett i sjgen. (Calabrese, 2017).
Smoltifisering er en naturlig fysiologisk prosess der fisken forbereder seg pa livet i sjgen
(Stefansson et al., 2008; Bjgrnsson et al., 2011; McCormick, 2012). Fisken settes sa ut som
post-smolt i merder i sjgen for videre vekst. Oppdrettslaksen mgter mange miljgmessige
utfordringer etter utsett i sjgen og den farste tiden etter utsett er ofte preget av forhgyet
dedelighet. Sjafasens utfordringer er en av naringens flaskehalser for videre vekst (Gullestad,
2011). | den senere tid er det imidlertid blitt mer vanlig & holde post-smolten i lukkede
brakkvannsanlegg pa land eller i sjgen for den settes i merd pa havet som sakalt stor-smolt med
vekt pd opp mot 1 kg. Dette er en strategi for & unngd mange av risikoene en har ved tidlig
sjoutsett (Calabrese, 2017).

For a imgtekomme de utfordringene naringen star over for i sjgfasen (bl.a. reamming og
luspaslag), la Neerings- og fiskeridepartementet ut et hgringsutkast den 11.12.2015, der de
gnsket & oppheve kravet om dispensasjon i forhold til utsett av settefisk starre en 250 gram.
Reglene ble endret 01.06.2016 slik at oppdrett av stor smolt opptil 1 kg kunne gjgres innenfor
de ordinare tillatelsene til landbasert oppdrett av laks (Regjeringen, 2021). Tanken bak
regelendringen er at fiskens opphold i landbaserte anlegg forlenges slik at en forkorter
oppholdet i sjgen hvor dgdeligheten er stagrst (Calabrese, 2017). De fleste anlegg for settefisk
som er under prosjektering i dag er for stor-smolt opptil 1 kg (Hagspiel et al., 2018).

Utvikling av nefrokalsinose er et kjent helsemessig problem hos oppdrettslaks, som i hovedsak
er knyttet til ferskvannsfasen og som kan fgre til gkt dedelighet etter utsett i sjgen.
Nefrokalsinose er en nyrelidelse som antas a veare sarlig knyttet til haye nivaer av CO3 i
karmiljget og muligens sammensetningen av foret som fisken spiser, noe som kan tyde pa at

lidelsen er multifaktoriell (Bjerknes et al., 1996; Vatsos & Angelidis, 2017; Fivelstad et al.,
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2018). Fisk som ikke far en diett som er optimal vil heller ikke yte optimalt, og lidelser som
nefrokalsinose vil kunne utgjere en reell utfordring for naeringens videre vekst (Ytrestayl et
al., 2015). God kvalitet pa inntaksvannet og kontroll pa pH i anlegget, samt fokus pa rett
forsammensetning, er sett pa som viktige tiltak for & begrense eller unnga utvikling av

nefrokalsinose hos oppdrettslaks.

Til na er det sarlig innen intensivt oppdrett av regnbuegrret (Oncorhynchus mykiss) en har sett
utfordringer med nefrokalsinose (Bjerknes et al., 1994). Men problemet gjelder ogsa for
produksjon av laks, der det har skjedd en gkning i antall anlegg som har fatt pavist
nefrokalsinose de senere ar. Ifglge Veterinzrinstituttet ble i det 2018 pavist nefrokalsinose i
147 anlegg med laksefisk, sammenlignet med 107 og 126 anlegg i henholdsvis 2016 og 2017.
Nefrokalsinose er p.t. ikke listefgrt i forskrift eller lov og er dermed ikke meldepliktig til

tilsynsmyndighetene. Dette gjer at lidelsen er vanskelig a kartlegge.

| og med at utviklingen av nefrokalsinose synes & vaere knyttet til redusert vannkvalitet i
ferskvannsfasen er det rimelig grunn til 4 anta at forlengelse av smoltperioden og gkt bruk av
lukkede anlegg, slik utviklingen ser ut til & ga, kan medfare gkte problemer med nefrokalsinose.
Dette gjelder i serlig grad for produksjon av settefisk i RAS-anlegg, der opptil 95% av
driftsvannet gjenbrukes (Martins et al., 2010). Gjenbruk av driftsvann medfarer bl.a. at nivaene

av avfallsstoffer fra fisken (i seerlig grad CO2 og NH3/NH4*) akkumuleres i karmiljget.

Pa tross av at nefrokalsinose er et kjent og relativt utbredt problem i norsk lakseoppdrett er det
fortsatt en del som er uklart nar det gjelder hvilke faktorer som utlgser nefrokalsinose og
hvordan samspillet mellom ulike faktorer pavirker utviklingen av nefrokalsinose. Den
velferdsmessige betydningen av nefrokalsinose hos oppdrettslaks synes ogsa a vere

underkommunisert.

Formal med oppgaven

Formalet med oppgaven er a belyse mulige faktorer, som kan utlgse nefrokalsinose hos norsk
oppdrettslaks. Videre tar oppgaven sikte pa a belyse hvordan nefrokalsinose kan pavirke
fiskevelferd i norsk lakseoppdrett.

Problemstillingen er tenkt lgst ved & ga gjennom vitenskapelig litteratur rundt nefrokalsinose

hos fisk, samt relevante rapporter fra neeringen og myndigheter.
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Oppgavens oppbygging

Oppgaven er delt opp i flere deler. Farste kapittel omhandler laksens biologi og fysiologi, dette
er en forutsetning for forstaelsen av lidelsens patogenese og mulige arsakssammenhenger.
Kapittel 2 vil beskrive laksens krav til miljg. Kapittel 4 beskriver patogenesen til
nefrokalsinose, samt at det beskriver lidelsen hos andre teleost fisk og vertebrater. Kapittel 5
beskriver velferd i oppdrett. Samt kort hvordan nefrokalsinose registres i velferdssammenheng.
Kapittel 3 og 6 vil gi kunnskapsgrunnlaget der alle miljgpavirkende faktorer og
oppdrettsstrategier beskrives. Etter teori kommer kapittel 7 der diskusjon av mulige arsaker og

arsakssammenhenger vurderes med tanke pa formalet med oppgaven.



Den atlantiske laksen er en iteropar anadrom fisk som tilhgrer familien Salmonidae. Vill laks
har en utbredelse i de nordlige delene av Atlanterhavet (Bruno et al., 2013). Kjgnnsmoden laks
som er i havet starter med a trekke opp i elver og vassdrag i lgpet av sommerhalvaret. Gytingen
skjer i lgpet av hgsten samme ar. Rogna (eggene) begraves i grus pa elvebunnen og klekker i
lgpet av senvinteren/varen (Keenleyside & Yamamoto, 1962). Etter klekking vil larvene skjule
seg i bunnsubstratet den farste tiden. Under denne tiden tar larvene ikke aktivt til seg naring,
men utnytter naeringen som ligger i plommesekken. Mens larvene ligger skjult i bunnsubstratet
utvikler tarmkanalen seg, slik at larvene ved neste fase er klar til a ta til seg fade. Denne fasen
kalles kalles plommesekk-stadiet. Nar yngelen i lgpet av varen er klar til aktivt & sgke og spise
mat, vil den utvikle en territoriell adferd. Denne adferden kjennetegner parr-stadiet, hvor laksen
har fatt parrmerker (fingermerker) pa siden (Keenleyside & Yamamoto, 1962). Det videre
forlgpet varierer med naringstilgang og temperaturforhold og medfarer at laksen kan forbli pa
parr-stadiet i flere ar. I lgpet av ettersommeren registrerer laksen at daglengden blir kortere og
starter prosessen med a klargjgre seg for om den skal vandre ut i sjgen den pafglgende varen.
Avgjarende for denne prosessen er sterrelsen til parren og hvilken erngringsmessig status
fisken har (Thorpe et al., 1998; Handeland et al., 2004).

Smoltifisering

Smoltifisering er prosessen der fisken gjennomgar tilpasning til et liv i det marine miljg.
Prosessen omfatter morfologiske, fysiologiske og atferdsmessige endringer som bl.a. gjer at
laksen endrer utseende fra en mark pigmentert parr som lever i elva til en sglvfarget smolt
tilpasset ett liv i havet (Stefansson et al., 2008). VVandring fra ferskvann til sjgvann skaper ogsa
utfordringer i forhold til laksens veeskebalanse. | ferskvann lever laksen i et hypo-osmotisk
miljg og ma ta opp ioner fra miljget, mens den i sjgvann er i et hyper-osmotisk miljg og ma
derfor skille ut ioner som trenger inn i fisken. Pa tross av forskjell i osmotisk trykk mellom
fersk- og sjgvann holder fisken en stabil indre osmolalitet pa rundt 300 mOsm kg2, uavhengig
av hvilket milje den oppholder seg (McCormick et al., 1989; Farrell, 2011). Dette er mulig fordi
laksen ogsa gjennomgar osmoregulatoriske forandringer, som del av smoltifiseringen, fer den

vandrer til sjgen.

Smoltifiserings-prosessen starter under naturlige forhold i elva pa hgsten ved at daglengden blir

kortere. Prosessen fortsetter gjennom vinteren, men det er farst nar daglengden gker i lgpet av
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varen at prosessen skyter fart. Endokrine akser mobiliseres og en ser gkning i plasmaverdier for
bl.a. veksthormon, tyroidea-hormoner og kortisol. Disse hormonene spiller en sentral rolle i
utviklingen av de morfologiske og atferdsmessige endringene som skjer hos smolten
(Baldisserotto et al., 2007; McCormick et al., 2007).

Far laksen vandrer ut far den en mer utpreget stramlinjet form og endrer adferd fra a vere
territoriell til & bli sosial og stimdannende. Nar laksen er klar for & vandre til sjgen lar den seg

drive nedover elven med strammen mot havet.

Gjellene

Gjellenes hovedfunksjoner er i hovedsak utveksling av respirasjonsgasser (O2 og CO»), aktiv
transport av monovalente ioner inn og ut av fisken (Cl-, Na* K*), pH-regulering av fiskens
indre miljg og utskillelse av nitrogenholdig avfall (NH4/NH3*) (Claiborne et al., 2002; Evans
et al., 2005).

Hos teleoster som laksen er gjellene dekket av operculum (gjellelokk) som beskytter gjellene.
Vannet tas inn gjennom munnen og passerer over gjellefilamentene, der gassutviklingen skjer
(Figur 1). Gjellefilamentene er lange projeksjoner som ligger lateralt for gjellebuen. Hvert
filament er forsynt med blod fra en afferent arterie som lgper langs filamentet. Blodet inne i
filamentet krysser filamentet i lameller der opptaket av oksygen skjer (Figur 1). Gjelleepitelet
bestar av flere celletyper, men primart pavement-celler (PVC) og mitokondrierike celler
(MRC). Disse utgjgr henholdsvis > 90% og < 10% av gjelleepitelets overflate. PVC utgjar
starstedelen av overflaten i gjellefilamentene, og er viktige i gassutvekslingen i sekundeer-
lamellene (Figur 1). PVC regnes som impermeable for ioner. MRC utgjer et mye mindre
omrade av epitelets overflate i gjellene, sammenlignet med PVC, men de regnes for & vere
essensielle nar det gjelder opptak/utskillelse av monovalente ioner i gjellene. MRC har hgy
tetthet av mitokondrier, og transportproteiner. Bade den apikale, og basolaterale
cellemembranen er polarisert. MRC kalles ofte for kloridceller hos teleoster (Evans et al.,
2005).

Gjellene spiller ogsa en viktig rolle i syre/base-reguleringen. Nar fiskens indre miljg forsures
som fglge av respiratorisk eller metabolsk acidose, vil overskuddet av H*-ioner skilles ut over

gjellene (Figur 5).
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Figur 1. Skjematisk framstilling av fiskegjellens anatomi med tanke pa opptak av oksygen. Et viktig poeng er at
opptaket av O, skjer som falge av motstramsutveksling mellom blod og vann, som sikrer optimalt opptak av O
(Kumar et al., 2018).

Fiskenyret
Nyret hos fisk er et sammensatt organ med mange funksjoner. Det er forst og fremst et

ekskretorisk organ som skiller ut metabolske avfallsstoffer gjennom filtrasjon av blodets plasma
i nefronet. Nyret er i tillegg involvert i reguleringen av veeskebalansen, reguleringen av
syre/base-balansen (Figur 2 og 6), og sekresjon av hormoner (Farrell, 2011). Vi deler nyren
histologisk og funksjonelt inn i tre deler; en blod-dannende del, en urinutskillende ekskretorisk
del og en hormonproduserende eksokrin del. Den ekskretoriske delen utgjer 2/3 av den bakre
nyren. Det er i ogsa i denne delen av nyret en observerer utfellinger ved nefrokalsinose (Figur
9,10 0g 11).

Nefronet er den funksjonelle delen i den urinutskillende delen av nyren og kan vare av sakalt
glomeruler type med Bowmans kapsel eller av en aglomerulaer type uten Bowmans kapsel
(Figur 2). Den glomeruleere typen er i prinsippet lik det vi ser hos hgyere vertebrater, hvor
urindannelse skjer i det glomerulere ngstet ved at blodet som lgper gjennom negstet filtreres
under et hydrostatisk trykk (blodtrykket). Urinen som dannes i Bowmans kapsel kalles ultra-
filtrat (eller for-urin) og har i prinsippet samme sammensetning som blodet, med unntak av

6



blodceller og lgste molekyler stgrre enn ca. 70kDa. Filtrasjon skjer effektivt med hensyn pa
starrelse og elektrisk ladning, der kationer er mer permeable en anioner (Breshears & Confer,
2017). Ultra-filtratet som dannes i Bowmans kapsel fares videre til nefronets tubulus, der
sammensetningen av urinen kan endres som fglge av reabsorbsjon av viktige molekyler og ioner
fra for-urinen i tubulus til det omkringliggende cellevevet og/eller som fglge av sekresjon av
molekyler i motsatt retning (Figur 2). Ved utlgpet av tubulus samles urinen i urinledere som
munner ut i urinbleren. Derfra sendes urinen fra urinblara via en kort kanal til gattet der den
forlater fisken. Bade reabsorbsjon og sekresjon av stoffer fra/til ultra-filtratet er omfattende,
selektiv og variable prosesser som skjer ved behov nar filtratet stremmer gjennom tubulus-
systemet. Glomuler filtrasjonsrate (GFR) er 7-10 ganger hgyere hos ferskvannsfisk
sammenlignet med saltvannsfisk, noe som reflekterer nyrens funksjoner i de to habitatene.
Glomerulus er ogsa starre hos ferskvannsfisk som et resultat av dette (Brown et al., 1978;
Baldisserotto et al., 2007). Fisken evner ogsa a justere GFR igjennom vaskulare endringer,
samt rekruttere individuelle nefroner etter behov (Baldisserotto et al., 2007). Hos regnbuegrret
er over 50% av nefronene rekruttert i ferskvannsfasen (Brown et al., 1980), mens antallet
rekrutterte nefroner er ca 5% hos saltvanns-tilvennet regnbuegrret. Gjennomsnittlig GFR er
dermed langt hgyere hos ferskvannstilpasset regnbuegrret enn hos saltvannstilpasset
regnbuegrret, noe som kan vaere med pa a illustrere at nyrene endres fra a veere filtrerende i
ferskvann til a veere sekrerende i saltvann (Baldisserotto et al., 2007). Fisk mangler imidlertid
Henley’s sloyfe og kan derfor ikke produsere hyperton urin, slik som hgyere vertebrater kan

gjare.

Hos teleoster vil hovedsaklig Na*, Cl-, Ca2+ og glukose reabsorberes fra tubulus (Farrell, 2011).
En finner starst reabsorbsjon hos ferskvannsfisk, pa grunn av deres behov for a holde igjen
salter (Farrell, 2011). Typiske ioner som skilles ut i saltvann er, Ca?*, Mg?*, NH4*, H*, K*, SO4*
og PO4?. Hos ferskvannsfisk vil sekresjonen gjenspeile hvilke ioner fisken far i seg gjennom
foret. Dersom fisken gis for tilsatt for eksempel Mg?* og SO4% sa vil disse skilles ut nar behovet
er dekket (Farrell, 2011).

Funksjonen til de proximale segmentene | og Il i tubulus er omdiskutert, men det er enighet om
at de har en sekretorisk funksjon i forhold til Mg?*, spesielt hos saltvannsarter. Sekresjon av
Mg?* skjer ved apikal eksocytose fra vesikler i celler i segmentene (Renfro, 1999).

Permeabiliteten for vann i det distale segmentet er hos ferskvannsfisk lav for & minske
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reabsorpsjon av vann og sikre dannelse av isoton urin (Baldisserotto et al., 2007). Dette er
forskjellig fra saltvannsfisk, der den distale delen av tubulus er permeabel for vann (Beyenbach,
2004) Det er antatt at bade filtrerende og ikke-filtrende nefroner deltar i vannutskillelse. Dette
fasiliteter transport av ioner ut av tubulus, noe som er serlig viktig i nefroner med lav GFR.
Hos ferskvannsfisk kan vannutskillelse i alle nefroner spille en viktig rolle i forhold til &
redusere vannoverskudd (Beyenbach, 2004). Det er antatt at prolaktin, cortisol og veksthormon
er viktig i reguleringen av vann- og ionebalansen (Manzon, 2002; Martinez et al., 2005; Breves
etal., 2011).
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Figur 2. Skjematisk framstilling av fiske-nefronets anatomi som starter med glomerulus (ikke oppgitt i figuren),
der filtreringen av blodplasma skjer, samt proximale (P:S) og distale (D.S.) segment og samlergr (C.T.) hos
saltvannsfisk (SW) og ferskvannsfisk (FW). Viktig er sekresjon av divalente ioner i SW og reabsorpsjonen av salter
hos FW (player, 2016).



De proximale segmentene deltar ogsa i absorpsjon av Na* og Cl-, samt glukose (Figur 2)
(Dantzler, 2003; Beyenbach, 2004). Absorpsjonen skjer basolateralt ved hjelp av Na*, K*-
ATPaser (Teranishi & Kaneko, 2010). Den primare oppgaven til den distale delen av nefronets
tubulus og samlergret hos bade ferskvanns- og saltvanns-arter, er reabsorpsjon av Na* og CI-
(Kato et al., 2011).

Opptak av kalsium

Fisk har stort behov for kalsium til produksjon av skjelett, skjell og vedlikehold av elektrolytt-
nivaet. Behovet for kalsium dekkes ved opptak i gjellene og tilfgrsel i dietten er som regel ikke
ngdvendig, unntatt i veldig blgtt vann (Roberts, 2012). Siden Ca?* er sveert viktig for mange
fysiologiske prosesser i organismen er det viktig at nivaet i ekstracellulzrvaesken holdes innfor
ganske snevre grenser (Sand et al., 2001). Fisk regulerer Ca?*-balansen ved opptak over
gjellene, opptak i tarm, reabsorpsjon i nyretubuli (ferskvann) og utvekslingsprosesser med
skjelett. Hos ferskvannsfisk utgjer opptaket av Ca?* over gjellene inntil 97% av det totale
opptaket (Farrell, 2011; Liao et al., 2007; Nilsson, 2016) . Dette skjer ved hjelp av Ca?*-ATPase.
Hos de fleste ferskvannsfisk, inkludert salmonider, klarer gjellene alene og ta opp tilstrekkelige
mengder ioner (Na*, Cl- og Ca?*) for & kompensere ione-tapet over skinn, gjeller og urin. Dette

er vist med forsgk der fisken ikke har fatt mat over lange perioder (Farrell, 2011).

Kalsiumsalter utgjer den viktigeste uorganiske delen av skjelettet hos teleoster og omtrent 95%
av organismens kalsium er lokalisert i beinvev. Dette gir vevene styrke, men representerer ogsa
forsynings- og lagringssted for kalsium (Graff et al., 2002). Hormonene som er involvert i
kalsium-metabolismen hos fisk er prolaktin og stanniocalsin, som skilles ut av stannius-legemer
i nyren (Ostrander, 2000).

Hos mennesket er vitaminet D3 relatert til opptak av kalsium i tarm, men det er motstridende
resultater om dette er tilfelle ogsa hos fisk (Graff et al., 2002). | forsgk med smolt av atlantisk
laks gitt farmakologiske doser av vitamin-Ds, ble det ikke registrert endringer eller forstyrrelser
i kalsium-homeostasen eller beindannelsen (Graff et al., 2002). Men prosessene rundt
smoltifisering og mekanismer som pavirker kalsium-homeostasen bgr undersgkes videre (Graff
etal., 2002).

Fisk i ferskvann har generelt et langt starre opptak av Ca?*, sammenlignet med fisk i saltvann,

noe som reflekterer miljeet de lever i. I en sammenlignende undersgkelse ble det vist at
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saltvannsfisk har 71% lavere opptak av Ca?* i tarmen, sammenlignet med ferskvannsfisk
(Schoenmakers et al., 1993). Dette korrelerte med en 28% lavere aktivitet av Ca>*-ATPase 0g
en 22% lavere aktivitet av Na*/Ca?*-utveksler hos saltvannsfisken (Schoenmakers et al., 1993).

Hos pattedyr eksisterer to generelle opptaksveier for Ca* i tarmkanalsystemet; paracellulare
og transcellulere veier. Forsgk viser at det samme gjelder hos fisk (Klinck & Wood, 2013). |
den apikale membranen vil kalsium-kanaler i epitelet (ECaC) frakte Ca?* inn i cytosol
(Shahsavarani et al., 2006). Utskillelse over basalmembranen skjer via Ca?*-ATPase (NCX) og
et plasmamembran protein (PMCA) (Baldisserotto et al., 2007; Farrell, 2011; Nilsson, 2016) .
Nivaet av kalsium intracellulaert holdes lavt i gjellenes ioneregulerende celler (< 1x10° M).
Dette gjar at opptak i gjellenes epitel Ca?* komplekser som det apikale ECaC -komplekset kan
skje selv om vannet har lav alkalinitet (Farrell, 2011). Det er antatt at PMCA i apikal-
membranen er en begrensende faktor i opptaksmekanismen til ioneregulerende celler i gjellene
(Farrell, 2011). Oppsummert vil fisken i ferskvannsfasen absorbere det meste av Ca%*over
gjellenes mitokondrierike-kloride celler. Ca?* vil entre cellens cytosol passivt via apikale
kalsium kanaler (ECaC), deretter gar den over i plasma via de basolaterale kalsium
transportgrene NCX og PMCA (Shahsavarani et al., 2006; Liao et al., 2007). Miljget ser ut til
a pavirke hvor effektivt Ca®* transporteres over kloride cellene, dette ved at blant annet ionse
sammensetningen i vannet pavirker transkripsjonsfaktorer for NCX og ECaC. Disse endringene
kan videre fremme eller hemme opptak av Ca?*. Det er sett at nivaer av Ca®* i vannet har
sammenheng med cellens mMRNA og protein-produksjon av strukturelle komponenter til disse
kanalene, noe som indikerer at miljget har betydning for opptak (Shahsavarani et al., 2006; Liao
et al., 2007).

Hormoner som regulerer opptak av Ca?* er kortisol, prolaktin og IGF-1 (Insulin-Like Growth
factor 1). Cortisol stimulerer dannelse av mitokondrierike kloridceller med tilhgrende pumpe-
enzymer. Kortisol stimulerer ogsa dannelse av Na*/K*-ATP-aser i tarmen. Prolaktin har en
generelt stimulerende effekt pa ione-opptakende celler i gjellene og reduserer permeabiliteten
for ioner og vann i tarmkanalsystemet, som ledd i tilpasningen til ferskvann (Farrell, 2011).

| RAS systemer sgker en og ha kalsium i ravannskilden, dette da det beskytter gjellene mot
lgste metaller i vannet. Kalsium-nivaet i norsk ravann er relativt lavt, slik at en buffer som

hensyntar dette vil gi gnsket effekt (Davidson et al., 2009).
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Stanniocalsin

Hos beinfisk reguleres homeostasen av kalsium og fosfater av hormonet stanniocalsin (STC).
Generelt vil en plasmagkning av Ca?* stimulere sekresjon av STC som virker pa malceller i
gjeller, tarm og nyre (Greenwood et al., 2009). STC skilles ut fra nyrenes Stannius-legemer
(SL). Dette er endokrine Kjertler i nyret som en bare finner hos beinfisk (Greenwood et al.,
2009). Forsgk har vist at dersom en fjerner SL vil hyperkalsemi inntreffe hurtig (Hanssen et al.,
1989). Virkningen til STC pa kalsium-homeostasen inkluderer hemming av kalsium-
transporten over gjellene (So & Fenwick, 1977; Lafeber et al., 1988), redusert opptak i tarm
(Sundell et al., 1992) samt en gkt reabsorbering av fosfat i nyrenes proximale tubuli (Lu et al.,
1994). Stanniocalcin-produserende celler er mer metabolsk aktive i saltvann, der de skiller ut
mer STC. Nivaet av plasma STC i saltvann, reflekterer det hgye nivaet av Ca* (10-100 hgyere
enn i ferskvann), og dermed behovet for a regulere Ca?*-balansen i dette miljget (Lu et al., 1994;
Wagpner et al., 1998; Greenwood et al., 2009).

Biologiske buffersystem

Buffersystemer fungerer som kjemiske «dempere» for svingninger i pH. Et buffersystem kan
tilsettes en syre eller base uten at det skjer store endringer i pH. Biologiske buffersystem har
sterst kapasitet nar den sakalte pKa-verdien ligger rundt kroppsveeskens normale pH.
Bikorbonatsystemet er det viktigste buffersystemet nar det gjelder handtering av acidose som
skyldes metabolske prosesser (metabolsk acidose), mens sakalte Non Bicarbonate Buffer
Systems (NBBS, hovedsakelig svake organiske syrer) handterer acidose som skyldes gkt
innhold av CO i kroppsvaska (respiratorisk acidose) (Figur 3. 4 og 5). Fisk kan ogsa oppleve
alkalose (forhgyet pH i plasma), men acidoser er mest vanlig.

Syre/base-regulering

Buffring av syreoverskuddet i kroppsveska i forbindelse med acidoser er det farste trinnet i
prosessen med & re-etablere normal pH intracellulzert samt i plasma. Men fisken blir ikke kvitt
overskuddet av H*-ioner kun ved hjelp av buffere. Det neste trinnet i syre/base-reguleringen er
derfor a skille ut overskuddet av H*-ioner. Dette skjer hovedsakelig i gjellene, men ogsa i noen
grad i nyret (Figur 2 og 6). I gjellene er utskillelsen av H*-ioner knyttet til utskillelsen av COs.
Dette skjer i form av en ionebytteprosess vist i (Figur 5), der HCOs skilles ut i bytte med CI-
og H* skilles ut i bytte med Na* (Hyde & Perry, 1989; Evans et al., 2005). Karbonsyre-

anhydrase (KA) er et viktig enzym i denne sammenheng og sgrger for rask hydrering av CO>
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samt katalysering av karbonsyre til HCO3™ og H*. KA er ogsa delaktig i reabsorpsjon av HCO3"
og forsuring av urinen (Figur 6) (Heisler, 1984).

Siden gjellene ogsa er involvert i reguleringen av monovalente ioner (Na*, K* og ClI) hos bade
fersk og saltvannsfisk, er syre/base-reguleringen knyttet sammen med ione-reguleringen (Figur
5) (Gilmour & Perry, 2009). Dersom arsaken til forsuringen av blodet fjernes eller bortfaller vil

homeostasen normalt reetableres i lgpet av 2-7 degn (Gilmour & Perry, 2009).

1% CO

.
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Figur 3 Effekter av tilsetning av karbondioksid til vann pa pH og bikarbonat i plasma hos fisk (Evans, 1998)
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Figur 4. Figuren viser hvordan tilsetning av karbondioksid pavirker plasma pH i buffer-fasen (tid c til 0.1) og i
regulerings-fasen (tid 0.1 til 72). Vi ser ogsa av figuren at fallet i plasma pH i buffer-fasen fglger fallet i pH
kalkulert ut i fra innholdet av non bicarbonate buffer sytem (NBB). Isobarene (buete linjer) representerer forventet
konsentrasjon av bikarbonat ved ulike partialtrykk av CO; i plasma for en gitt plasma pH(Evans, 1998).

Nar vannet rundt fisken far en gkning i salinitet, som ved overgang fra ferskvann til sjg, vil
utskillelsen av HCOs til tarm gke og felles ut som CaCOz (Figur 12). Dette reduserer
osmolaliteten i tarmen og bidrar til absorbsjon av vann for & opprettholde osmoregulatorisk
homeostase (Grosell, 2011). Nar fisken sekrerer HCOs  til tarm dannes det H* i tarmepitel-
cellene, som fares til gjellene og skilles ut via klorideceller (Figur 1 og 5) (Cooper et al., 2010).
Ved overgang fra ferskvann til sjgvann faller pH i blodet, som farer til en kortvarig acidose
(Maxime et al., 1991; Yao et al., 2021). Metabolsk acidose stimulerer ogsa til sekresjon av

SO4* (Pelis et al., 2005).
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Figur 5. Regulering av syre/base-balansen i gjellenes kloridceller. Karbonisk anhydrase (CA) er viktig i prosessen
der kabondioksidet danner H+ og bikarbonat. Dette er en ionebytte-prosess der H* utveksles med Na* og HCOs’
utveksles med ClI-. Prosessen er viktig i forbindelse med acidoser og gkt plasma CO; (Gilmour & Perry, 2009).
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Figur 6. Skjematisk framstilling av opptak av bikarbonat koblet til opptak av Na* fra nefronets lumen til
interstitialvaeska hos fisk. Prosessen er mediert av enzymet karbonisk anhydrase (CA) (Gilmour & Perry, 2009)
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Stress og stressresponser

Stress-konseptet ble farst utledet av Hans Selye i 1936. Selye beskrev det kort som en generell
alarmreaksjon hos organismen, og hans ferste definisjon av stress var at det var en «uspesifikk
neuroendokrin respons i kroppen», samt at den neuroendokrine responsen til smertepafering
medfarte utskillelse av katekolaminer (Rochette & Vergely, 2017). Stress kan beskrives som
en forstyrrelse av homeostasen til organismen, som fglge av at organismen utsettes for en
biotisk eller abiotisk stressor. Stress aktiverer hypothalamus-hypofyse-interrenal-aksen (HPI),
og har til hensikt & gjenskape organismens homeostase (Derek & Alaru, 2011). Stressorer kan
veere bade fysiske og psykiske, som utfordrer organismens velvaere og homeostase. Dette
registreres av organismens sensoriske systemer og fortolkes i CNS far organismen eventuelt
responderer pa stressoren (Shores & Horvath, 2001). Stressorer innen oppdrett kan veere
aggresjon fra andre fisk (sosial stressor), predatorer, vaksinering, sykdommer, lakselus, raske
temperaturendringer i vannet, hypoksi, sub-optimal vannkvalitet osv. (Noble et al., 2018).

Vi deler stress i adaptivt stress og mal-adaptivt stress. Adaptivt stress er stress som er kortvarig
og tilpasset situasjonen. Stressresponser deles videre inn i primere, sekundzare og tertiere
responser. Primare responser er neuroendokrine responser som utlgses i lgpet av sekunder
(adrenalin/noradrenalin) eller minutter og timer (kortisol). Adrenalin/noradrenalin skilles ut
direkte fra kromafine celler i hodenyren, som er innervert av det autonome nervesystemet.
Kortisol falger deretter og skilles ut fra det interrenale cellevevet i hodenyren. Frigjeringen av
kortisol er regulert av HPI (Hypothalamus-Pituitary-Interenal)-aksen (Wendelaar, 2011).
Sekundaere responser som utlgses er en direkte konsekvens av de primare responsene.
Adrenalin og kortisol som skilles ut i primar-responsen er ansvarlig for mange fysiologiske
reaksjoner. De viktigste konsekvensene er gkt oksygen forbruk, redusert plasma glukose, frie
fettsyrer, produksjon av laktat, samt redusert glykogen-lagre i muskel og lever. Generelt gker
organismen sin metabolisme grunnet klargjaring til kamp eller flukt, og dette medfarer behov
for energi og oksygen (Derek & Alaru, 2011; Wendelaar, 2011). Primare og sekundaere
responser betraktes som adaptive for organismen, som betyr at det er en tilpassing organismen
gjer for & overkomme stressor-indusert stress. Den tertigere responsen beskriver hva som skjer
dersom organismen mislykkes i & gjenopprette homeostasen. Dersom stressor har kronisk

karakter, vil forhgyet stress (sekundare responser) vedvare. Et plasma innhold av adrenalin, og
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kortisol som ligger over de basale niva for organismen over tid vil fare til at organismen ikke
prioriterer vedlikehold, og anabolsk aktivitet i organsystemene. Over tid kan dette fare til
redusert appetitt og vekst, undertrykt immunforsvar, redusert evne til forplantning og i verste
fall ded (Derek & Alaru, 2011).

Maling av stress-parametere

Fiskevelferd er meget komplekst og en kan ikke benytte en indikator alene for & male om
fiskevelferd er ivaretatt. Informasjon en far fra maling av stressresponser, sammenholdt med
andre fysiologiske malinger som kunnskap om fiskens biologi, danner grunnlag for det kliniske
bildet av en stress-situasjon. | praktisk oppdrett er det utarbeidet gode verktgy for & vurdere
fiskens velferd. Dette omfatter bl.a. velferds-indikatorer som tolkes av kompetent personell. |
«velferdsindikatorer for oppdrettsfisk» er nefrokalsinose oppgitt & veaere en individbasert,
operativ velferds-indikator (Noble et al., 2018).
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God vannkvalitet i oppdrettsanlegg er avgjgrende for & ivareta fiskens velferd. Redusert
vannkvalitet kan medfare at fisken blir mindre robust og sykdomsutsatt (Gullestad, 2011). Det
er kjent at Salmonider er sarlig sensitiv for sub-optimal vannkvalitet (Martins et al., 2011; Mota
et al., 2014; Aslam et al., 2019). Forskning viser ogsa at vannmiljget i norske settefiskanlegg
ofte er sub-optimale, noe som er antatt og bidra til utvikling av nefrokalsinose (Jensen et al.,
2019; Grefsrud, 2012).

Alkalinitet

Alkalinitet i en vaeske er vaskens bufferevne og henviser til total konsentrasjon av baser som
kan ngytralisere H*-ioner (Furtado et al., 2011). Bikarbonat (HCOs) og karbonat (CO3?) er i
all hovedsak basene som star for total alkalinitet. Dette uttrykkes oftest som ekvivalenter til
kalsiumkarbonat (mg CaCOs I'). Alkaliteten i havet gker naturlig nar bergarter som Kalsitt, og
dolomitt forvitrer. Disse binder CO2 og i reaksjonen felles CO2 ut som karbonater. Mineraler
som Ca?* brukes i oppdrett til a binde opp last CO2 i form av bikarbonat (HCOs’) og karbonat
(COs?) anioner (Tabell 2). Mineraler som kalsiumkarbonat tilfares og reagerer med vann og
COz. Sluttproduktet er Ca?* og 2HCOs':

CaCOsz + COz + H,0 — Ca?* + 2HCOz

Ved gkende alkalinitet og dannelse av karbonater vil vannet ta opp mer CO>, grunnet forskjell
i partialtrykk (Renforth & Henderson, 2017). Hey alkalinitet i inntaksvann til oppdrett kommer
oftest av mye tilfort karbonat fra kalkstein (Moran, 2010). | Norge er 88% av inntaksvannet
hentet fra overflaten i innsjger og har lav alkalinitet med sesongmessige svingninger. Kvaliteten
pa inntaksvannet er viktig med tanke pa videre vannbehandling (Kristensen et al 2009). |
intensivt oppdrett pavirkes pH hovedsakelig av CO; fra fiskens metabolisme, og lgser seg i

vannet etter fglgende ligning (Furtado et al., 2011):
CO; + H,0O « HCO3 > HT + HCO3 <> H* + CO3?*

Hay fisketetthet farer til gkt respirasjon og gkte nivaer av CO», som gir fall i pH (Ellis et al.,
2002; Martins et al., 2012). Forsuring fra metabolsk aktivitet, og det faktum at norsk

inntaksvann ofte har redusert pH, kompenseres ved a tilsette baser som gker pH. Buffere
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inneholder ofte kationer som Ca?*, magnesium Mg?* og natrium Na* som vist i (Tabell 2)
(Kristensen et al., 2009).

Tilsetning av alkalinitet er vanlig i RAS, og er ansett som fremmende i produksjonen av fisk
(Queiroz et al., 2004). I lukkede systemer som RAS ma en ta hensyn til bade fiskens, og
biofilterets krav til vannmiljg. Biofilter forbruker alkalinitet og krever minimumsverdier som
ligger over 45 mg It CaCOs (Biesterfield et al., 2003). Det er biofilterets nitrifiserende bakterier
som forbruker alkaliteten. For hvert gram ammoniakk-nitrogen (TAN) som oksideres til nitrat
(NO3) forbrukes cirka 4.18 gram oksygen og 7.07 gram alkalinitet (Ebeling et al., 2006). Ved
a holde adekvat alkalinitet i vannmiljget reduseres risikoen for at pH varierer utenfor fiskens
toleransegrense (Furtado et al., 2014). Anbefalt alkalinitet i RAS-anlegg ligger mellom 100 og
200 mg It CaCOs for at biofilteret skal ha stabil vannkvalitet (Lekang, 2007), mens andre
opererer med alkalinitet mellom 100 og 500 mg I* CaCOs innenfor for oppdrett generelt
(Ostrander, 2000).

Det finnes mange ulike forbindelser en kan tilsette driftsvannet for a gke alkaliniteten. Forsgk
viser at kalsiumhydroksid (Ca(OH)2) er mer kostnadseffektivt, sammenlignet med
natriumkarbonat (Na2CO3) og natriumbikarbonat (NaHCO3), og sikrer en bedre vannkjemi som
ivaretar bade fisk og biofilterets bakterier (Queiroz et al., 2004). Andre kjemiske forbindelser
som brukes til & gke alkaliteten er natriumhydroksid (NaOH), natriumkarbonat (NaCOs),
kalsiumkarbonat (CaCOs), kalk (Ca0O), dolomitt (CaMg(CO3).), magnesiumkarbonat (MgCOs)
og magnesiumhydroksid (MgOH) (Ostrander, 2000). Forsgk med forskjellige nivaer av CaCOs3
i RAS-anlegg for laksesmolt viser at lav alkalinitet (10 mg I'* CaCOs) gir en signifikant gkning
i TAN-konsentrasjon, sammenlignet med nivaer pa henholdsvis 70 og 200 mg I'* CaCOs3
(Summerfelt et al., 2015). Det er ogsa vist at vann i RAS-anlegg med hgy alkalinitet (0,6-4 mM
alkalinitet) og CO; opptil 24 mg I* kan gi gkt forekomst av nefrokalsinose (Fivelstad, 2013).

Vannets hardhet og alkalinitet blandes noen ganger da det er de samme enheter som benyttes,
men vannets hardhet er summen av alle metallioner i vannet. Disse ionene er dominert av
divalente kationer (Ca%*. Mg?*. Mn?*. Fe?*. Na* og K*), og siden Ca?* og Mg?* er involvert har
hardt vann ofte hgy alkalinitet (Lekang, 2007).
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Vannets hardhet defineres av summen til kalsium og magnesium ioner uttrykt som mg I*
CaCOa. Dersom kationene kalsium og magnesium er knyttet til bikarbonat og eller karbonater
sier en at hardheten er karbonat-hardhet som styres av alkaliteten.

Total hardhet defineres av kalsium, magnesium og natrium. Men karbonater binder bare til noe
og alt annet bundet kalles ikke karbonat-hardhet, men kan vere anioner som SO4 og Cl-. For &

fa hardhet ned ma en fjerne magnesium og kalsium ved utfelling:
Ca®* + CO3> — CaCOgz() 0g Mg?* + 20H" — Mg (OH)x).

For at kalsiumkarbonat skal utfelles ma pH vare over 10.3 (bikarbonat/karbonat overgang), for

magnesiumhydroksid ma pH vare over 11 for utfelling.

Karbon i vann

Videler ioner inn i lettlgselige og tungtlaselige molekyler. Alkaliske salter og ammonium-ioner
er generelt lettlgselige. Karbonater COs? er tungtlgselige i basiske miljg, men tilsettes H* til
lagsningen (pH reduseres) vil det dannes bikarbonat HCOg', slik at karbonater binder opp H* i
sure miljg. Dermed gir karbonater vannet gode bufferegenskaper. Sjgvannet inneholder mer
karbonater og har dermed bedre bufferegenskaper sammenlignet med ferskvann (Figur 7 og 8).
Som vist av ligning under danner atmosfaerisk CO; en naturlig buffer nar det oppnar likevekt i

vannet. Lgseligheten defineres av Henrys gasslov:
CO2(g) <> CO23q) + H20 <> H2CO3 > H* + HCO3 - H* + CO3

Ved lav pH er nesten alt karbon tilstede som karbonsyre. Ved pH 6,35 (pKa for karbonsyre) vil
karbonet foreligge som 50% karbonsyre og 50% bikarbonat. Ved pH 8-9 er all karbonsyre
dissosiert og alt karbon vil veere i bikarbonat-form. Nar pH narmer seg 10.33, som er pKa for
andre reaksjon, vil karbonet foreligge som henholdsvis 50/50% bikarbonat og karbonat. Dette
skjer fordi bikarbonatet dissosierer. Ved pH over 12 vil alt veere karbonat (Figur 7 og 8).
Alkalinitet er summen av (HCO3?) + 2(CO3%) + (OH") minus (H*). I naturlig vann vil de starste

karbonatformene og fritt H* samt OH" veere starste donorer.

Kationer i vann
De vanligste kationer i naturlig vann er Ca?*, Mg?*, Na*, og K*. Utover dette finnes

sporforekomster av Cd?*, Ph?*, Hg?*, Cr8*. Sma mengder av de sistnevnte er helseskadelig for
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mennesker og kan ogsa ha toksisk effekt for vannlevende organismer. Oksygenfattig vann kan
inneholde betydelige mengder Fe?* og Mn?*. | forurenset overflatevann kan NH4* finnes. Der
NH.* finnes i grunnvann er det ofte pa grunn av at mikrobielle forbindelser har redusert NOz-
til NH4*. (Fiksdal, 1982). Kalsium og magnesium er to kationer som binder til fettsyrene i sape,
dette gir utfelling og redusert vaskeeffekt. Dagens vaskemidler inneholder sulfonater som ikke
danner ulgselige produkter med disse kationene. Et hgyt kalsiuminnhold kan ved oppvarming
av vannet danne «kjelestein» (CaCQOs). Dette er en prosess som skjer pa grunn av at lgseligheten

av CO2 blir mindre. Likevekten forskyves mot hgyre og utfelling skjer (Fiksdal, 1982):
Ca?* + 2HCO3 <> CaCO3 + COgyg) + H20.

I naturlige vannmasser har innholdet av Ca?* og Mg?* naer sammenheng med geologiske forhold
i nedbagrsfeltet. Innholdet av disse definerer vannets hardhet.

Anioner i vann

Innholdet av anioner i ferskvann stammer fra reaksjoner med jordsmonn og berggrunn, men
kan ogsa skyldes forurensning. Viktigste anioner i ferskvann er Cl-, SO4%, NO3s” og HCOs" . i
tillegg finnes mindre mengder NOz", F, H2PO4~ og HPO?4. Klorid og sulfatinnhold kan variere
avhengig av kontakt med marine avleiringer og avstand til kyst (Fiksdal, 1982). Hayt innhold
av klorider kan gi korrosjon. Hgye konsentrasjoner av nitrationer NO3™ kan oppstad ved
oksidasjon av reduserte forbindelser som NH4" og NO2". Hgyt innhold av NOs" i overflatevann
kan skyldes tilsig av avrenning fra jordbruk. Dersom NOs-holdig vann tilfgres et reduserende
miljg, kan NOs" reduseres til NO2". Dette molekylet danner nitrosohemoglobin ved reaksjon
med hemoglobin, som reduserer hemoglobinets transportkapasitet for oksygen (Fiksdal, 1982).
NO2 foreligger vanligvis i lave konsentrasjoner og da ofte som mellomprodukt i
oksidasjonsprosessen av NH4* til NOs', eller i reduksjonen av NOs til No. Hgyt innhold av
fosfat indikerer forurensning/avrenning fra gjadsel eller avligpsvann (Fiksdal, 1982). Innholdet
av HCOs og CO3* er viktige, siden disse ionene vanligvis utgjer vannets bufferkapasitet
(Tabell 2) og (Figur 7 og 8).

pH i vann

forskjellige arter reagerer ulikt pa ulik pH i vann, varmtvannsarter er mer tolerante for lav pH
en for eksempel salmonider (Heath, 1995). | oppdrett av laksefisk, spesielt i RAS-anlegg, er det

meget viktig og ikke ha for hgy pH i produksjonsvannet, dette da hgy pH gker toksisiteten til
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ammoniakk (NHzs). Lav pH i RAS-anlegg kan fare til gkt dannelse av giftig ammoniakk (NHs)
fra ammonium (NH4*) og kan ogsa gi lekkasje av elektrolytter fra gjellene, og dermed
osmoregulatoriske problemer (Lekang, 2007; Fjellneim & Hess, 2017). Lgseligheten av
metallioner gker nar pH gar ned og vil kunne gi toksiske effekter og respirasjonsproblemer hos
fisken (Lekang, 2007). Optimal pH for atlantisk laks er antatt & veere 6,5-6,7 (Noble et al.,
2018), mens pH 6,2-7 anbefales i RAS-anlegg for a oppna god fiskevelferd og god effekt av
biofiltre (Villaverde et al., 1997) | RAS-anlegg er det i hovedsak ravannet, CO; fra fiskens
metabolisme, og CO; fra biofilterets heterotrofe bakterier som senker pH. Ved a benytte buffere
kan pH og alkalinitet justeres (Lekang, 2007; Fjellneim & Hess, 2017).

Temperatur i vann

Temperatur er en viktig miljgfaktor for laksefisk. Optimal temperatur er den temperaturen
fisken trenger for & oppna best vekst. Temperatur-optimum varierer med livsstadier. | havet
ligger optimal temperatur for laks pa rundt 14°C (Handeland et al., 2008), med en gvre grense
rundt 17 °C, (Hevrgy et al., 2011; Noble et al., 2018). En viktig faktor i forbindelse med
temperatur er lgseligheten til oksygen. Jo hgyere temperatur, desto mindre oksygen. Dette

gjelder gasser generelt (Noble et al., 2018).

Karbondioksid i vann

Det er partielltrykket til atmosferisk CO. og metabolsk aktivitet hos fisken i vannet som
hovedsakelig er ansvarlig for nivaet av gassen i naturlige vannkilder. Noe av gassen hydreres
til karbonsyre (H2COs) i kontakt med vannet, mens resterende befinner seg i en likevekt mellom
CO: i gassform og karbonater. Likevekten til gassens konsentrasjon i vannet falger Henry
Boyles gasslov. Nar karbonsyren avgir protoner i vannet vil det dannes H*-ioner, bikarbonat og
karbonat (Figur 7 og 8) (Renforth & Henderson, 2017). CO: er langt mer lgselig i vann enn
bade N2 og O.. Dette innebarer at sma endringer i atmosfaerisk CO2 gir relativt store endringer
i opplgst CO, (Fiksdal, 1982). Fisk som lever i hyperkapniske forhold vil far redusert plasma
pH, gkt plasmabikarbonat og redusert Cl-og Na* som vist av (Figur 3 og 4) (Fivelstad et al.,
2003; Hosfeld et al., 2008).

Oppdrettsfisken skiller ut 10 ganger mer CO2 enn NH3s (Sanni & Forsberg, 1996) og farer ofte

til forhgyede niva av CO. i oppdrettsanlegg, spesielt i RAS-anlegg. Heye niva av CO2 kan

redusere forutnyttelse og vekst (Fivelstad, 2013). | forsgk med laksesmolt (Fivelstad, 2013) i
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ferskvann med lav alkalinitet fant en at veksten ble redusert nar konsentrasjonen av CO; 1a
rundt 17-19 mg |1, mens det i ferskvann med hgy alkalinitet bare hadde mindre effekter pa
vekst ved konsentrasjoner opp til 24 mg I%. | praktisk oppdrett er det satt en gvre grense pa 15

mg |1 CO, som anses som trygt i forhold til fiskens vekst og velferd (Noble et al., 2018).

Ved hgye niva av CO; kan de skadelige effektene av CO- holdes i sjakk ved & gke vannets
bufferkapasitet (alkalinitet 1). Kjemien bak dette kommer til syne fra ligningen under avsnittet
karbon i vann. Pa den maten skapes et miljg der det meste av CO- eksisterer som karbonat og
bikarbonat (Figur 7 og 8). Akutte fall i pH kan imidlertid skyve likevekten mot venstre (Figur
7 og 8) slik at CO; frigjares. Dette kan i neste omgang fare til at fiskens aerobe kapasitet og

evne til & handtere stress reduseres (Khan et al., 2018).

pK1 pK2

08 1.0

0.6

Relative concentration (%)

02

0.0

pH

Figur 7 Bjerrumdiagram som viser sammenhengen mellom pH og uorganisk karbondioksid CO2- karbonat CO32-
og bikarbonat HCO3- i sjgvann. | laksens pH optimum 6.5-6.7, vil det meste foreligge som HCO3- i sjgvann,
grunnet bufferegenskaper i sjgvannet (Biovitenskap, 2020).
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Figur 8 Bjerrumdiagram som viser sammenhengen mellom pH og uorganisk karbondioksid CO2- karbonat CO32-
og bikarbonat HCO3- i ferskvann. | laksens pH optimum 6.5-6.7, vil mye av det uorganiske karbonet foreligge
som fritt CO2 samt som HCO3-, grunnet manglende bufferegenskaper i naturlig ferskvann (Biovitenskap, 2020).
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| naturlig tilstand har laksen en diett, tilpasset livsstadier, tilgang og behov. | oppdrett er det
viktig & opprettholde laksens naeringsbehov for a sikre en kostnadseffektiv produksjon med et
minimalt tap av neringsstoffer som ikke tas opp i fisken (Hartviksen et al., 2014). Fiskefor

inneholder fett, protein, og karbohydrater i tillegg til vitaminer og mineraler.

Sett i et barekraftperspektiv er det ikke gnskelig a fore oppdrettsfisk med for basert pa annen
fisk som foringredienser. Oppdrettsneaeringen stimuleres derfor til a finne alternative kilder til
fiskemel (Tran & Lebailly, 2017). Trenden innen oppdrett, bade nasjonalt og globalt er at
sammensetningen i fiskeforet endrer seg. Andelen fiskemel og fiskeolje i foret gar ned pa grunn
av stadig gkende vegetabilske substitutter til formel. Laksen er en art som krever hgy andel
proteiner og lav andel karbohydrater, som er et betydelig innslag i vegetabilske kilder. | et
barekraftperspektiv er det utfordrende a produsere laks av hgy kvalitet uten & bruke rastoffer

fra marine fiskebestander som ingredienser i for (Clay et al., 2000; Tacon & Metian, 2008).

Fiskens metabolisme

Fiskens metabolisme kan deles i to hoveddeler; anabolisme som utgjer de biokjemiske
prosessene som bygger opp enkle forbindelser til organiske molekyler og anabolisme som
omfatter energikrevende prosesser i organismen. Katabolisme er det motsatte av anabolisme,

og frigjer energi i organismen.

Nar proteiner forbrennes skiller fisken ut nitrogenholdige metabolitter (TAN). Proteiner
fordgyes i magen, og absorberes i tarmen som aminosyrer og peptider. Under nedbryting av
proteiner er endeproduktene uorganiske nitrogenholdige forbindelser som NH3/NH4* og urea,
samt COz og vann (Fjellheim & Hess, 2017). | sjgvann skilles nitrogenet hovedsakelig ut som
NHz over gjellene, og i ferskvann som ammonium. Proteiner som er ufordgyelig for laksen
skilles ut som organisk nitrogen via avferingen. Laksefor inneholder 30-40% protein hvorav
10-15% er ufordayelig. Fettandelen i foret kan enten lagres direkte eller innga i energikrevende
prosesser, som for eksempel svemmeaktivitet. Forbrenning av fett gir CO2> og vann som
endeprodukter. Laksefisk er karnivore fisk og kan ikke utnytter karbohydrater i sarlig grad.
Karbohydrater i laksefor benyttes som bindemiddel, og skilles i stor grad ut som ufordgyd
materiale. Det som omsettes av karbohydrater har CO2, og vann som endeprodukter (Waagbg
et al., 2001; Lekang, 2007). En overgang til vegetabilske alternativer kan skape utfordringer
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ved at fordgyelsen i fisken endres, som i sin tur kan medfare darligere opptak av bade naering
og sporstoffer. Dette kan kompenseres ved for eksempel 4 tilsette starre mengder sporstoffer
og mineraler, noe som kan fare til overdosering og toksiske effekter (Albrektsen et al., 2009;
Thiry et al.,2012; Prabhu et al., 2020). Vegetabilske innslag i féret har dermed gitt nye
anbefalinger til innhold av mineraler og vitaminer, og i laksefor anbefales na gkt andel vitamin-
C (Kyst.no, 2018; Hemre & Hamre, 2020).

Vannkvaliteten i RAS-anlegg pavirkes i szrlig grad av fiskens metabolske avfallsprodukter, og
starre grad av vegetabilske ingredienser i lakseforet kan gke andelen ufordgyd materiale som
skilles ut i driftsvannet (Lekang, 2007). For basert pa en hgy grad av vegetabilske rastoffer vil

derfor kunne pavirke rensekapasiteten (biofiltre), og dermed vannkvaliteten i RAS-anlegg.

Mineraler og sporstoffer i fiskefor

Mineraler og sporelementer er ofte grunnstoffer eller enkle kjemiske forbindelser av
grunnstoffer. Det er rundt 90 slike forbindelser som tilferes fisken via foret i sterre eller mindre
grad. Slike forbindelser har betydning for bade helse og vekst hos fisken. Mangel pa fosfor gir
darlig vekst, forutnyttelse og beinmineralisering. Mangel pa selen gir gkt muskel-degenerering
og gkt dedelighet. Mangel pa magnesium kan gi darlig vekst, anoreksi og katarakt (Waaghg et
al., 2001). Biotilgjengelighet er en viktig faktor med tanke pa opptak av sporstoffer og
mineraler. Tilgjengeligheten er farst og fremst avhengig av at foret fordgyes og absorberes i
tarmkanal-systemet, slik at mineraler og sporstoffer kan frigjgres. FOor som passerer
tarmkanalen ufordeyd vil derfor generelt sett redusere den relative tilgjengeligheten ved at
sporstoffer og mineraler falger med den ufordeyde andelen av foret. Den faktiske
tilgjengeligheten kan ogsa veere avhengig av mineralets/sporstoffets kjemiske form og mengde

og tilstedeveerelse av komponenter som kan hemme opptaket (Waaghg et al., 2001).

En ser at en ubalanse i mineral-forholdet, har gitt nefrokalsinose hos Langsnutet sjghest
(Hippocampus reidi) (Lewisch et al., 2013). Andre har pekt pa direkte arsaker som hgye nivaer
av fosfor og selen som arsak til nefrokalsinose hos regnbuegrret (Hicks et al., 1984). Lavt niva
av magnesium (Bruno et al., 1996; Chen et al., 2003 ), og et generelt lavt innhold av mineraler

i foret (Poppe et al., 1999) er satt i sammenheng med nefrokalsinose hos fisk.

Fosfor (P) inngar i likhet med kalsium i fiskens beinstruktur, cellemembraner, og er en viktig
bestanddel i DNA/RNA i alle cellevev. Opptaket av fosfor henger ngye sammen med
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kalsiumreguleringen, men i motsetning til kalsium som hovedsakelig tas opp via vannet sa tas
fosfor opp via dietten som HPO4?* (Waaghg et al., 2001). Andelen i foret som absorberes ligger
mellom 20 og 60% (Riche & Brown, 1996). For & gke opptaket av fosfor kan foret tilsettes
mixturer med bl.a. monokalsiumfosfat, som tas opp lettere i tarmen (Albrektsen et al., 2009).
Fosfor som sirkulerer i blodbanen filtreres i nyret, og overskuddsfosfor skilles ut i urinen.
Mangel pa fosfor farer til at fosfor frigjares fra fisken skjelett (Lekang, 2007). Hos rotter vil
fosfor fare til hyperplasi i tubuli (gkning i antall celler) og dermed gkt starrelse pa nyrene. Dette
gir dyret redusert nyrefunksjon som settes i sammenheng med nefrokalsinose (Ritskes et al.,
1989).

Tilgjengeligheten av fosfor i tarmen avhenger av form og lgselighet for fosfor-forbindelsen.
Primeaere uorganiske salter av fosfor som natriumfosfat har hgy biotilgjengelighet hos laksen,
mens fosfor bundet til kalsium (kalsiumfosfat) har lav tilgjengelighet (Nordrum et al 1997;
Albrektsen et al., 2009). Kjemisk form er avgjgrende for biotilgjengeligheten av fosfor, og
kalsiumfosfat-salter gir ofte best opptak (Sugiura et al., 2000; Waagbg et al., 2001; Albrektsen
et al., 2009).

Selen (Se) er et grunnstoff og essensielt sporstoff. Det inngar i mange biologiske prosesser hos
fisk og andre vertebrater. Selen virker som en antioksidant mot frie radikaler og inngar bl.a. i
immun- og betennelses-reaksjoner. Det er imidlertid et sporstoff med snevre toleransegrenser i
forhold til behov og toksisitet. Toksiske niva reduserer forinntak og vekst. Det kan ogsa pafere
fisken oksidativt stress og forstyrrelser i fettsyresynteser (Berntssen et al., 2017). En regner Se
i uorganisk form for & ha hgyere toksisitet, enn den organiske formen (Thiry et al., 2012).
Dietten er den viktigste kilden for Se-tilfarsel, men den kan ogsa tas opp over gjellene (Waagbg
et al., 2001). Normal tilsetning til for varierer mellom 0.15 og 1.85 mg per kg for. Fiskemel
inneholder naturlig rundt 1 mg Se kg%, men andelen fiskemel som benyttes i fiskefor har sunket
betydelig de siste ar. Dette medfarer at tilsetning av Se til fiskefor er utfordrende & kontrollere.
Et annet viktig poeng er at biotilgjengeligheten varierer i forhold til formen pa Se-forbindelsen
som tilsettes plantebasert for (Prabhu et al., 2020). Behovet for Se hos laksefisk er oppgitt &
ligge mellom 0.15 og 0.38 mg per kg for (Hodson & Hilton, 1983) og 0.6-0.9 mg kg* hos post-
smolt (Prabhu et al., 2019). Selen er nefro-toksisk og kan gi betennelse i interstitium og
degenerering av tubulier, som i neste omgang kan fare til redusert evne for tubuliene til a skille

ut ioner og utvikling av nefrokalsinose (Hicks et al., 1984).
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Magnesium (Mg?*) er ogsa et viktig mineral som inngdr som kofaktor i minst 300
enzymsystemer og som deponeres i beinstrukturen hos fisk. Magnesium er ogsa ngdvendig for
overfgring av impulser mellom nerver og muskler. Magnesium inngar i «second messenger»-
systemer i cellulere signalveier. Opptak av magnesium skjer i tarmen og/eller fra vannmiljget,
og overskudd skilles ut via nyret. | sjgvann er det hgye nivaer av magnesium som farer til gkt
utskillelse over nyrenes tubuli (Figur 2). I ferskvann kan fisken oppleve mangel pa mineralet,
siden ferskvann ofte inneholder relativt lite magnesium. Kommersielt for inneholder rundt 1000
mg magnesium per kg for. Det foreligger imidlertid lite dokumentasjon om biotilgjengeligheten

til magnesium (Waagbg et al., 2001).

Saltfor/Superfor

| de senere ar er det blitt mer og mer vanlig a bruke sakalt salt-for i produksjonen av settefisk
for & trigge osmo-/ioneregulatoriske systemer som laksen er helt avhengig av i sjgvannsfasen
for & opprettholde ione- og vaskebalanse. Tanken er at saltene (spesielt Ca?*) vil stimulere
kalsium-sensitive reseptorer (CaSR) i tarmen, som i sin tur skal trigge de ione-
/osmoregulatoriske mekanismene laksen er avhengig av etter utsett. Disse reseptorene er
falsomme for Ca?*, Mg?*, Na*, H*, og Cl-ioner, som tilsettes foret (Tabell 1). Dermed slipper
oppdretteren & benytte fotoperiodebehandling (kortdags-eksponering) for a stimulere til gkt
hyperosmoregulatorisk kapasitet. Dette gjer at oppdretteren oppnar en raskere vekst pa smolten
enn han ellers ville fatt med bruk av kortdagsbehandling i en periode for & simulere «vinter»
under fotoperiodebehandlingen. Utfordringer med lys/mgarke signaler er blant annet at fisken
reduserer forinntaket med opptil 30% (Stefansson et al., 2008). Fortlgpende foring med saltfor
vil ogsa gi oppdretteren et starre «vindu» der fisken kan leveres til kunde (Gravdal, 2017).
Saltfor trekkes imidlertid fram av Pharmag Analytiq som en av arsakene til gkt utbredelse av

nefrokalsinose hos settefisk (Dalum, 2019).

Innholdet av kalsium i vanlig oppdrettsfor ligger mellom 8000-30000 mg kg, basert pa
mengde Ca?* i askeinnhold til fiskemelet som benyttes. I ferskvann er innholdet omtrent 15 mg
It mens det for saltvann ligger rundt 400 mg IX. Laksens minimumsbehov for kalsium er i
litteraturen mangelfullt beskrevet, men for regnbuegrret ligger det pa rundt 300-2400 mg kg
for (Waagbg et al., 2001). Saltfér inneholder mellom 20000 og 26000 mg per kg for. Dermed
utgjer Ca?* mellom 60 og 70 % av det totale mineralinnholdet i saltfor (Lyngay, 2019; FAO,
2021). Forsgk har ogsa vist at diett tilsatt Ca?* og kadmium hemmer mRNA syntesen av Ca?*
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proteiner som ECaC og NCX hos regnbuegrret (Galvez et al., 2007). Funksjonen av disse

kanalene er beskrevet under opptak av kalsium

Tabell 1 Eksempel p& mineralsammensetning i saltfor (FAO, 2021)

Mineral®

Element concentration?
(mg/kg of feed)

5

Amount of supplement
(9/100 kg of feed)

MgS0,4.7H20 (9.9% Mg)?

NaCl (45.6% Na)?

28

MnS0O,4.H50 (32.5% Mn) 30 9.23
FeSO, .7H50 (20.1% Fe) 60 29.85
ZnSo, 7H,0 (22.7% Zn) 75 33.03
CuS0, .5H,0 (25.5% Cu) 5 1.96
Na;SeO4 (45.6% Se) 1 0.22
CoCl5.6H50 (24.8% Co) 1.5 0.61
Ca(l03) H,0 (65.1% I) 2 0.33
Carrier€p 924.77
Total 1000




Nefrokalsinose (Urolitiasis)

Nefrokalsinose er en kronisk betennelses-lidelse som skyldes utfelling av kalkholdige
forbindelser i nefroner og samlergr, plassering og utseende vist pa (Figur 2. 9 og 10). Hos
salmonidene skjer utfellingene i nefronets distale tubuli (se Figur 2) og samlergr. Utfellingene
er sammensatt av kalsium og andre mineraler som hydroxyyapatite (Klosterhoff et al., 2015).
Avleiringene er ofte visuelt synlig som hvite, langsgaende striper (Figur 9 og 10). Nyret kan
ogsa svulme opp og bli knudrete. Forandringene kan bli svart uttalte, og nyrets funksjoner kan
bli kraftig redusert (Poppe et al., 1999). Diagnosen stilles ved at tidlige forandringer kan
avdekkes mikroskopisk (histopatologisk), og viser seg som utfellinger av kalkholdig materiale
(Figur 11) (Dalum, 2019). Slike utfellinger er vanlig i tarm, som en del av en naturlig kalsium-
sekresjon i sjgvann (Figur 12). Utfellingen medfarer dilatasjon og eventuelt ruptur av tubuli,
med pafglgende fibrosedannelse, betennelsesreaksjon og eventuelt granulomdannelser i

omkringliggende vev (Bruno et al., 2013). Hos oppdrettslaks opptrer nefrokalsinose som regel

i ferskvannsfasen og det rapporteres om at post-smolt/stor-smolt er serlig utsatt (Gjessing,
2020; Grefsrud, 2021)

Figur 9 bildet viser moderat utfelling i nyretubuli definert som nefrokalsinose. Dette er mest uttalt i bakre del av
nyren som star for utskillelse av urin (Nielsen, 2021)
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Figur 10 Bildet viser uttalt nefrokalsinose i midtre og bakre del av nyren hos smolt. Tubuli og samlergr er affiserte
(Nielsen, 2021).

Det eksisterer begrenset dokumentasjon pa hva utfellingene hos fisk bestar av, men mineraler
som kalsium og magnesium nevnes som viktige komponenter (Bruno, 1996). Forsgk gjort med
arten Cobia (Rachycentron canadum), viste at den kjemiske sammensetningen av utfellingene
bestod av rent kalsium (65%), oksalat (15%), kalsiumfosfat (16%) og u-spesifikke salter (4%)
(Klosterhoff et al., 2015). Kaliumkarbonat og oksalat (C.04%) trenger hgy pH for utfelling og
det er vist at karbonat-dannelse i tarmen hos teleoster skjer ved pH 8-9 (Figur 12) (Whittamore,
2020). Oksalat er et metabolsk avfallsprodukt som dannes i nyrene. Hgy andel oksalat i urinen
(hyperoksaluri) kan gi oksalat-overmetning, og dersom pH i tubuli er hgy vil dette predisponere
for utfelling. Hyperoksaluri kan komme fra dietter med mye oksalat eller dens forlgpere, men

ogsa defekter i oksalat-metabolismen (Asplin, 2002; Whittamore, 2020).
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Nefrokalsinose — laks, 80 g

Figur 11 Viser histopatologisk snitt av nyren. Lyse felt er tubuliene. Pilene indikerer utfellingene og skader pa
tubuli epitelceller (Olsen, 2021)

Hos pattedyr inkludert mennesket, er det vist at nyrestein ofte bestar av kalsiumoksalat (CaOx)
og kalsiumfosfat (CaP) (Sand et al., 2001; Han et al., 2019). Nefrokalsinose er relatert til gkning
av kalsium og/eller oksalat i urinveiene. Steinene felles ut som fglge av lav pH i urinen, hgy
andel urinsyre, lav GFR, lav konsentrasjon av citrat i urinen, lav serum bikarbonat eller hgy
kalsium-konsentrasjon i urinen (Evenepoel et al., 2015). Det er vist at kalsium inngar i 85 %
av tilfellene. 1 de tilfeller der kalsium ikke er involvert, er hgy urinsyrekonsentrasjon og
aminosyren cystein involvert. Det er ogsa sett at infeksjoner leder til nyrestein. Infeksjonene er
kalt Struvit-steiner, eller magnesium-ammonium-fosfat-steiner. Disse felles ut pa grunn av
urease-splittende bakterier, (Proteus mirablis, Klebsiella Pneumonia, Psaudomonas og
Staphylococcus epidermidis). Sistnevnte arsak utgjer 10-15 % av nyrestein-tilfellene i
humanmedisin (Schulsinger, 2015). Hos mennesket skiller en mellom intratubuler type og
interstitiell type (Vervaet et al., 2009).

Urinens pH (normalt pH 6) spiller en viktig rolle for dannelse av nyrestein hos mennesket.

Stoffene som inngar i nyrestein hos pattedyr er CaOx og CaP. CaOx krystalliserer ved lavere
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til ngytral pH i urinen, mens CaP krystalliserer ved litt hgyere pH (Khan et al., 2008). Urinsyre
har en pKa-verdi pa 5,7, og kan dermed felles ut av nyrens relativt basiske miljg (Borup, 2014).
Sagt pa en annen mate vil dannelse av nyrestein skje, nar konsentrasjonen av nyresteinens
komponenter, overgar lgseligheten for komponentene. Det oppstar en supermettet lgsning og

mindre vaeskemengde samt endringer i pH kan fare til umiddelbar utfelling.

Antatte arsaker til nefrokalsinose

Hos laks er nefrokalsinose etter hvert blitt et kjent fenomen (Fivelstad et al., 1999; Fivelstad et
al., 2003; Fivelstad et al., 2018; Gjessing et al., 2018; Jensen et al., 2019; Gjessing,2020).
Nefrokalsinose er ogsa godt kjent blant andre arter, som det ogsa drives oppdrett pa. Nile tilapia
(Oreochromis niloticus) (Chen et al., 2003). Havabbor (Dicentrarchus labrax) (Arciuli et al.,
2015), og torsk (Gadus morhua) (Damsgard et al., 2011) er alle arter der en har observert

nefrokalsinose.

Det antas at et hgyt innhold av bikarbonat i urinen, sammen med hey pH i urinen, vil
predisponere for nefrokalsinose (Smart et al., 1979). | tarmen hos marine teleoster er miljget
heyt pa alkalinitet, gjerne med en pH pa rundt 8.4-9 (Figur 12) (Whittamore, 2020). Her foregar
det ogsa en sekresjon av HCO?® som legger til rette for dannelse av karbonatene til Ca?* og Mg?*
(Figur 12) (Whittamore, 2020), og derved ekskresjon av disse mineralene. Dette bidrar til &
opprettholde ione-balansen i fiskens intra- og ekstracelluleervaeske (Wilson et al., 2002). Dette
bidrar ogsa til a redusere plasma CO-, siden karbonisk anhydrase spalter CO- til HCOs  og H*
og kan derfor veere en del av syre/base-reguleringen hos fisk i saltvann (Figur 12) (Wilson &
Grosell, 2003).

| saltvann skilles det meste av divalente ioner ut via nyren (Figur 2), samtidig som GFR er lav
(Evans, 1993). Dette gjegr at konsentrasjonen av divalente kationer kan bli hgy i tubuli. Ved
haye konsentrasjoner av HCOz', som filtreres ut i urinen, kan Ca2+ reagere med HCO3™ og

danne utfellinger av kalsium-karbonater i nyret (Wilson & Grosell, 2003).

Det er antydet at et hgyt niva av CO; i settefisk oppdrett, kan veere en arsak til utvikling av
nefrokalsinose hos atlantisk laks (Fivelstad et al.,2003; Fivelstad et al 2013; Good et al., 2018).
| lukkede oppdrettssystemer som RAS er det ofte hgye verdier av CO; der en ser utfellinger av
kalsium-forbindelser i nyret hos fisken (Fivelstad et al., 2018). Dette skjer pa tross av at laksen

har hgy urinfering i ferskvann, i motsetning til i saltvann. Dette kan veere med & bidra til at
32



forbindelser som ellers ville bli deponert i nyretubuli, for eksempel oksalat-forbindelser, blir
skylt ut med urinen. Dette problemet har neppe saltvannsfisk siden utskillelsen av oksalat skjer
via tarm sammen med kalsium-karbonat. Fisken drikker saltvann og ionene falger svelg og
tarmkanal (Figur 12) (Whittamore, 2020). Mekanismen hos marine telesoster der de feller ut
divalente kationer som karbonater i tarmen er lite beskrevet, men (Figur 12) viser hvordan
karbonatet byttes mot ClI- og binder seg til Ca?* for sa & konjugere seg til CaOx (Whittamore,
2020).

Blood
Intestine ouT

IN

Ca2*-rich

seawater ] - CaCO;+CaOx Ca2++Ox2-

Figur 12 Viser méate kalsium og oksalat skilles ut i saltvann. Bikarbonat transporteres inn i lumen fra blod i bytte
med CI- Dette skjer i kanal proteinet Sic26a. i tarmen binder bikarbonatet til kalsium og danner kalsiumkarbonat
som konjugeres med oksalat og skilles ut over gatt (Whittamore, 2020)

Hos mennesket betraktes nefrokalsinose som en multifaktoriell lidelse, der metabolisme,
genetikk og livstil er viktige utlgsende faktorer. De kan lgse ut alene eller i kombinasjon. Det
er i litteraturen ogsa nevnt at utlgsende arsaker kan vere kosthold, hgyt inntak av kalsium,
tilskudd av oksalat og vitamin-C (metaboliseres til oksalat), lavt niva av citrat (hemmer
krystallisering av forbindelser), dehydrering, diett, medisiner, lite kroppsbevegelse og
anatomiske faktorer (Schulsinger, 2015; Han et al., 2019).

Arsaker hos fisk er muligens like sammensatte som hos pattedyr. | forsgk med Nile tilapia
(Oreochromis niloticus) der det var hgy fisketetthet (110 kg m3). Ble det etter 4 maneders drift,
funnet uttalt nefrokalsinose hos fisken i anlegget. Alkaliteten ble grunnet manglende pH
kontroll justert underveis. Forst ble alkalinitet justert med en buffer av natrium-karbonat
(NaHCO3) som deretter ble byttet med kalsium-karbonat (CaCOs). Begge buffere forte til

nefrokalsinose hos fisken (Wooster et al., 2001).
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Behandling og prognose

En har i dag ikke noe klart definert behandlingsregime for nefrokalsinose hos laks. Dersom
tilstanden er mild til moderat, og arsaken fjernes, vil fisken muligens klare a leve med redusert
nyrefunksjon. Laks som ikke har padratt seg irreversible skader med nefrokalsinose ser ut til &
komme seg etter utsett i sjgen. Fisk har imidlertid evne til a reparere skader i nyrene, sakalt neo
nefrogent potensiale (Watanabe et al., 2009; Davidson, 2014), som kan bidra til gkt overlevelse
etter en nefrokalsinose-belastning (Klinck & Wood, 2013).

Hos pattedyr er det mulig a reversere/fjerne lidelsen ved a gke veskeinntaket (Sand et al.,
2001). Andre viktige funn fra humanmedisin er pavisning av spesifikke reseptorer pa
celleoverflaten i nyretubuli som mineralkrystaller kan binde seg til. Oppregulering av disse
reseptorene kan fremme binding i startfasen av nefrokalsinose-utviklingen (Verkolen et
al.,2000; Yasui et al., 2002; Verhulst et al., 2003), men affiniteten til reseptorene kan hemmes

av nefrokalsin, citrat og glukosaminglykaner (Sayer & Sommons, 2002).
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Fiskevelferd | oppdrett

Oppdrett av laks og andre fiskearter i Norge er strengt regulert, i blant annet. Dyrevelferdsloven
og Akvakulturloven, som legger Kklare fgringer i forhold til hva en kan/skal gjere, og ikke

kan/skal gjgre, med tanke pa omgang med oppdrettsfisk. | Dyrevelferdsloven heter det bl.a.:

824-a «dyr skal beskyttes mot skade, sykdom, parasitter og andre farer. Syke og skadde
dyr skal gis forsvarlig behandling og avlives om ngdvendig» (Lov om dyrevelferd)

Krav til fiskevelferd finner en ogsa i Akvakulturdriftsforskriften § 6. Slakteriforskriften § 11
og Transportforskriften § 12 (Lovdata). En viktig intensjon bak lovene er at oppdrettsfisk skal
ha det bra og pa linje med det som gjelder for hold og produksjon av dyr i landbruket. God
fiskevelferd er en forutsetning for at fisken skal takle sykdommer og stressorer (Segner et al.,
2012). Fiskevelferd kan defineres pa flere mater, men som regel gir godt dyrehold ogsa god
fiskevelferd. God fiskevelferd gir i sin tur som regel ogsa god gkonomi (Noble et al., 2018).

Myndighetenes krav til godt dyrehold i fiskeoppdrett skaper derfor en vinn-vinn situasjon for

oppdretteren.
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Figur 13 Viser forekomsten av ulike indikatorer pa individ niva. Nefrokalsinose er hyppig brukt (64%) som
rapportert indikator som males i oppdrett. Samlet er dette de vanligst kriteriene for & male fiskevelferd hos laksen.
Lidelsen er ikke smittsom dermed er 64 % et relativt hgyt tall som kan si noe om miljget fisken lever i (Jensen et
al., 2019)
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| lukkede systemer som RAS er utfordringene til fiskevelferd knyttet til biologisk-sikkerhet,
vanntilfarsel, miljgsvingninger og rutiner (Noble et al., 2018). Nefrokalsinose hgrer inn under
miljebaserte velferdsindikatorer og pavirker enkeltindivider og ikke populasjoner, siden dette
ikke er en smittsom lidelse. Men en ser ofte at en stgrre andel av en fiskegruppe er affisert nar

nefrokalsinose ferst inntreffer i et anlegg (Noble et al., 2018).
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Lukkede anlegg tas i bruk i stadig sterre grad for & produsere laksesmolt i Norge. Dette er en
anleggstype som domineres av RAS-konseptet og som sa langt har vert en suksess i norsk
settefiskproduksjon og i Europa for gvrig (Bergheim et al., 2009). Denne driftsformen gir god
vekst pa fisken, lavt forforbruk, lav dedelighet forarsaket av typiske bakterie- og virus-
sykdommer samt mulighet for jevn levering av smolt gjennom hele aret (Nilsen et al., 2020).

RAS anlegg - driftsrutiner

Drift av RAS-anlegg krever en langt dypere og bredere biologisk, kjemisk og teknologisk
kompetanse, sammenlignet med drift av tradisjonelle gjennomstremningsanlegg. Dette skyldes
forst fremst, at produksjonen i RAS-anlegg er basert pa gjenbruk av produksjonsvannet (ofte
rundt 95%). Dette stiller store krav til mekanisk og biologisk rensing av avlgpsvannet, for det
sendes ut i anlegget pa nytt. Renseprosessene er imidlertid ikke 100% effektive og en
konsekvens av dette er opphopning av avfallsstoffer i driftsvannet. Dette gjelder farst og fremst
CO: (fra fisk og biofiltre), og nitrogenholdige avfallsstoffer fra fiskens metabolisme. Ogsa
andre stoffer som enten skilles ut av fisken eller som lekker fra foret, kan akkumuleres og
forurense vannet, dersom de ikke de blir fjernet. @kt innhold av CO> vil endre driftsvannets pH
og krever vanligvis tilsetning av buffer for at driftsvannet skal holde stabil pH (Fjellheim &
Hess, 2017).

Vannmiljget i settefiskanleggene er ofte sub-optimale sett i fra fiskens stasted. Ifelge
risikovurderinger av norsk fiskeoppdrett oppgir nesten 30% av anleggene at de har hatt en eller
flere episoder med darlig vannkvalitet, og nesten 20% oppgir at de har hatt vedvarende sub-
optimal vannkvalitet. Samme rapport ettersper data og statistikk pa vannmiljg, og konsekvenser
av dette. Nefrokalsinose er ifglge rapporten et gkende problem det mangler god statistikk pa.
Nefrokalsinose vurderes til & ha et moderat omfang, samt at det ikke er en unormal tilstand
settefisk-fasen. Det vurderes ogsd som positivt at overlevelse etter sjgutsett er relativ hagy
(Gjessing et al., 2018). Av fiskehelserapporten (2018) framkommer det at nefrokalsinose har
en gkende trend i RAS.
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Fisketetthet i RAS

Tetthet av fisk er en viktig parameter som pavirker lgnnsomheten i RAS-anlegg. |
utgangspunktet gnsker en holde hgyest mulig turnover, med lavest mulig kostnader (Nilsen et
al., 2020). Maksimal tetthet bestemmes ofte ut ifra de begrensinger som vannutskiftingen setter.
Hensyn som ma ivaretas i denne sammenheng er bl.a. kravet til god vannkvalitet, tilgjengelighet
av for og naturlige sosiale interaksjoner hos fisken (Ellis et al., 2002). For hay fisketetthet virker
negativt pa fiskevelferden (Turnbull et al., 2005; Macintyre et al., 2008). Maks tetthet er antydet
a ligge rundt 80-100 kg fisk per m® (Thorarensen & Farrel, 2011; Sveen et al., 2018), mens
optimal fisketetthet er antydet a ligge rundt 75 kg per m? (Calabrese, 2017).

Fisketettheten er koblet opp mot det spesifikke vannforbruket (SWC)) og hay fisketetthet med
lavt SWC er vist og ha negative effekter pa fiskens helse og velferd. Minimum SWC som kreves
for & fjerne CO; og andre metabolitter pd en tilfredsstillende mate varierer noe ifglge
litteraturen, men er antydet a ligge rundt 0.06-0.12 | kgt min-! (Forsberg, 1995), 0.07-0.2 | kg
I min-? (Nilsen et al., 2017) og 0.3 | kgt min't (Calabrese, 2017). Det er ikke funnet litteratur
som omtaler anbefalt fisketetthet, annet enn at en ivaretar god vannkjemi ved a ha fisketettheten

lav og vannutskifting hay.

Produksjon av stor-smolt i RAS

Produksjon av sakalt stor-smolt mellom 100 og 1000 g er en gkende trend i norsk
settefiskproduksjon. Hensikten er a korte ned tiden fisken er i sjg, og dermed redusere risikoen
for sykdommer og parasitter som lakselus. Storsmolt-produksjon er mer arealkrevende enn
normal smolt-produksjon og ogsa mer kompetanse-krevende (Holan & Kolarevic, 2015). Slik
produksjon har foregatt i 5-10 ar her i landet og det har veert en klar dreining mot bruk av RAS-
systemer for produksjon av stor smolt (Bjgrndal et al., 2018). Storsmolt-produksjonen har sine
utfordringer og nefrokalsinose er et problem som ofte er nevnt. Det er seerlig vannutskifting og
kontroll pA CO2 som produsentene sliter med i storsmolt-produksjonen. En ser ogsa at det er
rett etter utsett i sjgen at dedeligheten er hgyest. Det er ogsa sett sammenheng mellom
hemoragisk smoltsyndrom HSS og nefrokalsinose i denne produksjons-formen. Fiskeri og
Havbruksnaringens Forskningsfond (FHF) har derfor bevilget midler til et pagaende prosjekt
«Stonehunt», der nefrokalsinose og HSS skal kartlegges. Tema som skal kartlegges i tillegg til
HSS er storsmoltens fysiologi, vannmiljg og produksjonsfaktorer (Gjessing et al., 2018;
Gjessing, 2020) .
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Biofiltre i RAS
Biofilterets funksjon er & fjerne ammoniakk/ammonium (TAN; Total Ammonia Nitrogen) fra

fiskens metabolisme. Ammoniakk finnes i ionisert form som NH4*, og i uionisert form som
NHs. Uionisert ammoniakk diffunderer lettere over cellemembraner og er sveert giftig for
fisken. Hvilken form det foreligger mest av er avhengig av pH. Hgy pH (>8.2) skyver
likevekten mot NHs (Furtado et al., 2014).

Fjerning av ammoniakk skjer ved hjelp av bakterier i biofiltre som konverterer TAN til nitritt
(NO2) og videre til nitrat (NO3") ved hjelp av oksiderende bakterier (Martins et al., 2010).
Rester av nitrat og nitritt kan videre konverteres til nitrogengass (N2) av nitrifiserende bakterier
(Colt, 2006). Dette gjer at en far en god kontroll pa anleggets indre omsetning av nitrogenholdig
avfall og hva en slipper ut til det ytre miljg (Ytrestayl et al., 2015).

Vannkvalitet i RAS

Inntaksvannet i RAS-anlegg kan veere fra ulike kilder som elv, innsjger, grunnvann og sjgen.
Rundt 70% bruker vann hentet fra overflaten i innsjg som den primare vannkilden, og 29% at
elv er den primaere kilden (Jensen et al., 2019) Uavhengig av vannkilde ma vannet behandles
for det sendes ut i anlegget. Oksygenering, desinfisering, lufting, pH-justering, fjerning av
suspendert materiale og oppvarming eller nedkjgling er vanlige behandlingsrutiner for
inntaksvann. Behandlingen foregar i en renseslgyfe far vannet kommer i kontakt med fisken.
Behandlingen av bade inntaksvann og driftsvann skjer kontinuerlig for & opprettholde optimal
vannkvalitet (Bjerknes, 2007; Lekang, 2007; Fjellheim, 2009).

Alkalinitet i RAS
Alkalitet er et mal pa vannets buffer kapasitet og ber ikke ligge under 45 mg I'* (malt i CaCQOs)
i RAS-anlegg (Biesterfeld et al., 2003) Anbefalt alkalinitet over minimums-niva i RAS-anlegg
er mellom 100 og 200 mg It CaCOs for at biofilteret skal ha stabil vannkvalitet (Lekang, 2007),
mens andre opererer med alkalinitet mellom 100 og 500 mg I* innenfor oppdrett generelt
(Ostrander, 2000).

Norsk inntaksvann har lav alkalinitet, og lav alkalinitet farer normalt til hgyere nivaer av TAN,
sammenlignet med hgyere alkaliteter. Andre utfordringer ved for lav alkalinitet er at en relativt
liten mengde syre kan gi store endringer i pH. | RAS er dette veldig negativt og kan fa store

konsekvenser med tanke pa giftigheten til TAN-metabolitter. Med tanke pa nefrokalsinose er
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det usikkert hva alkaliteten gjgr med patogenesen. Det er mulig at mengde, type, og hvilken
form alkaliteten foreligger i kan ha innvirkning pa nefrokalsinose. | RAS er det gnskelig med
stabil alkalinitet av hensyn til bade biofilter og fisk (Fjellheim, 2009).

Leselighet/

Kjemisk hastighet for
Navn formel leselighet
Lut NaOH hey/rask
Natriurm- o
arbonat Na,CO, hey/rask
N.atﬂ.um'_ NaHCO, hay/rask
bikarbonat
Kalsium- moderat/
karbonat (a0, moderat
Brent kalk Ca hay/moderat
Hydrat kalk Ca(OH), hay/moderat
Sj@vann hay/rask

Tabell 2. Tabellen viser de vanligste buffere som benyttes for & ke alkaliniteten i settefiskanlegg. Grunnet at
sjsvann ogsa brukes som buffer er den medtatt. Videre viser den at lgseligheten varierer. Der basen er natrium er
Igseligheten hgy og rask sammenlignet med buffere der basen er basert pa kalsium. Sjgvann har ogsa hgy og rask
lzselighet (Fjellheim, 2009).

Fjerning av CO2i RAS

Akkumulering av CO2 i RAS er som nevnt et uttalt problem som skaper utfordringer i slike
anlegg. Haye CO2-niva i vannet reduserer pH, dersom bufferevnen er lav (Figur 7 og 8) og kan
fare til redusert oksygenopptak og forstyrrelser i syre/base-reguleringen hos fisken (Figur4. 5
og 6), samt sekundaere skader pga. forsuring av vannet. Hgyt innhold av CO; settes ogsa, som

tidligere nevnt, i sammenheng med nefrokalsinose.

Fjerning av CO; i RAS skjer ved at vannet luftes. Prinsippet gar ut pa & gke vannets overflate
slik at gassen kan diffundere passivt ut av vannfasen. Det er forskjellen i gassens partialtrykk i

vannet, og gassens partialtrykk i atmosfeerelufta som driver gassen ut av vannfasen. Denne
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forskjellen kan gkes ved a skape et svakt undertrykk i rommet gassen luftes ut til (Lekang,
2007; Moran, 2010).

| rapporten «Velferd i settefiskproduksjon har 40 % av respondentene N=55 oppgitt at de
benytter seg av CO2 lufter pa hele anlegget. 38 % pa deler av anlegget og 22 % svarte at de ikke
brukte lufter. Lufterne skal holde CO, under anbefalt niva (15 mg/L) noe som er viktig nar det
tilsettes rent oksygen til vannet (Jensen et al., 2019). Ved lufting er det ogsa viktig a ta hensyn
til hvilken form karbonet har, noe som avhenger av temperatur, salinitet og pH (Figur 7 og 8)
(Moran, 2010).

lonisk sammensetning pavirker hvor lett CO; lar seg lufte ut. | saltvann vil en stgrre andel av
det uorganiske karbonet hele tiden ioniseres til CO.. Dette gjgr det vanskelig a lufte ut gassen i
saltvann (Moran, 2010).
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Nefrokalsinose er en betennelsesaktig lidelse som skyldes avsetninger av kalkholdig materiale
i fiskens nyre (Figur 9, 10 og 11). Lidelsen er dokumentert og beskrevet hos en rekke fiskearter,
inkludert atlantisk laks, og synes i all hovedsak & opptre i intensiv produksjon av fisk i
fangenskap. Ifalge Mattilsynet er dette et gkende problem i norsk lakseoppdrett, spesielt i
forhold til produksjon av settefisk i ferskvannsfasen (Gjessing et al., 2018; Jensen et al., 2019).
Nefrokalsinose er imidlertid ikke en meldepliktig lidelse og det er derfor noe usikkert hvor stort
dette problemet er i norsk lakseoppdrett (Grefsrud, 2021; Mattilsynet, 2015).

Den gkte utbredelsen av nefrokalsinose de senere ar har skjedd i en periode der produksjonen
av settefisk har blitt stadig mer intensiv, med bruk av hgye vanntemperaturer (relativt sett), gkt
vekst og kortere produksjonssyklus, og ikke minst som fglge av implementering av RAS. Det
er derfor neerliggende a tro at gkningen i nefrokalsinose i norsk lakseoppdrett de seneste ar
henger sammen med denne utviklingen, og at problemet i stor grad kan tilskrives sub-optimale
miljgforhold for fisken som fglge av den intensive produksjonen. Dette gjelder spesielt i
forbindelse med bruk av RAS og sjgvannstilsetning som kan legge til rette for utvikling av
nefrokalsinose (Grefsrud, 2021) pa grunn av akkumulering av komponenter som inngar i

utfellinger i nyret hos laksen.

Selv om nefrokalsinose som lidelse er godt beskrevet for laksefisk, mangler det fortsatt mye
kunnskap rundt arsaker og virkningsmekanismer som ligger bak. For bedre & kunne legge til
rette for et forebyggende vannmiljg og eventuell behandling, ma en ha bedre kjennskap til den
eksakte patofysiologien og mekanismene som forarsaker nefrokalsinose. Videre er det viktig
med inngdende kunnskap om utfellingenes kjemiske sammensetning, siden dette kan pavirke
tiltak rettet mot forebygging og behandling. Dagens metoder for diagnose av nefrokalsinose bar
ogsa gjeres raskere og non-invasive (Poppe et al., 1999; Thomsen, 2019). Det eksisterer mye
kunnskap om nefrokalsinose hos pattedyr, men overfgrbarheten fra pattedyr til beinfisk er noe
usikker, all den tid fiskenyret har en litt annerledes anatomi og fysiologi sammenlignet med
pattedyr (Resende et al., 2010).

Nefrokalsinose er definert som en multifaktoriell lidelse, der etiologi og patogenese ikke er
fullstendig kartlagt. Litteraturen antyder at utfellinger kan utlgses av en rekke ulike faktorer

som sykdom, infeksjon, genetikk, metabolske prosesser, forgiftning, miljgmessige faktorer,
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férsammensetning, parasitter og vannkjemi (Lewisch et al., 2013). Bildet er derfor ganske
komplekst. For a forsta hvorfor og hvordan nefrokalsinose oppstar ma en ta utgangspunkt i de
kjemiske og fysiologiske prosessene som ligger bak. Utfellingene foregar i nyrets nefroner og
samlergr (Figur 2), og skjer som en fglge av at det skapes forhold under dannelsen av urin som
gjer at lgseligheten for utfellingskomponenter synker slik at utfelling skjer. Dette kan i
hovedsak skje enten ved at konsentrasjonen av en eller flere av bestanddelene som inngar i
utfellingene gker under dannelsen av urin, eller ved at pH i nefronets tubulus endres slik at
lgseligheten synker. Hos mennesket ser en at bade lav og hgy pH kan gi utfelling, avhengig av
den kjemiske sammensetningen til utfellingene (Han et al., 2019). Hos regnbuegrret som
utsettes for respiratorisk acidose (forhgyet pCO: i plasma) ser en gkt utskillelse av HCOz3™ i
urinen som framkommer i (Figur 3 og 4) (Evans, 1998; Pery & Gilmore, 2006). Det er videre
vist at gkt utskillelse av HCOz™ i urinen farer til gkt pH, noe som i sin tur legger til rette for
utfelling (Schulsinger, 2015; Fivelstad et al., 2018; Whittamore, 2020). Det kan derfor virke
som mengden bikarbonat i urinen har betydning for utfellinger som farer til nefrokalsinose,
mens pH bestemmer hva som felles ut (Smart, 1979). Ultrafiltratets pH spiller derfor en viktig
rolle for utfelling av kalkmateriale i fiskenyret (S. R. Khan et al., 2008; Lewisch et al., 2013).

I humanmedisin er det sett at defekter i syre/base-reguleringen spiller en viktig rolle for
patogenesen til nefrokalsinose (Evenepoel et al., 2015). Det er ogsa observert at metabolsk
acidose reduserer konsentrasjon av citrat som skilles ut i nyretubuli. Citrat fungerer som en
naturlig hemmer av kalsiumfosfat-utfelling og redusert citrat-konsentrasjon settes derfor i
sammenheng med utvikling av nefrokalsinose hos mennesket (Lau, 1989) Det finnes ikke
tilsvarende data hos fisk, men det er ikke utenkelig at citrat kan gi en tilsvarende beskyttelse
mot nefrokalsinose ogsa hos fisk.

Det er sparsomt med dokumentasjon med tanke pa hvilke forbindelser som inngar i
nefrokalsinose hos atlantisk laks, men utfelling av kalsium, oksalat og andre mineraler som
hydroxyyapatite i nyrenes distale tubuli og samlergr er beskrevet (Bruno et al., 2013;
Klosterhoff et al., 2015; Whittamore, 2020). Hos andre arter ser en at sammensetningen varierer
og at ioner som kalsium, fosfat og magnesium gar igjen (Elliot et al., 1959; Smart et al., 1979;
Lewisch et al., 2013; Klosterhoff et al., 2015). Forsgk gjort med arten cobia (Rachycentron
canadum) viste at den kjemiske sammensetningen av utfellingene bestod av rent kalsium
(65%), oksalat (15%), kalsiumfosfat (16%) og uspesifikke salter (4%) (Klosterhoff et al., 2015).
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Oksalat er et metabolsk avfallsprodukt som felles ut i nyret, dersom store mengder av saltet
skilles ut i urinen (hyperoksaluri). Hay andel oksalat i urinen farer til overmetning av kalsium-
oksalat som kan gi utfelling. Dette er en vanlig arsak til nyrestein hos pattedyr, dersom
laseligheten for kalsium-oksalat-salter er lav (Asplin, 2002; Whittamore, 2020). Hyperoksaluri
kan komme fra dietter med mye oksalat eller dens forlgpere, men kan ogsa skyldes defekter i
oksalat-metabolismen (Asplin, 2002; Whittamore, 2020).

En viktig fysiologisk faktor som har betydning for utfelling i nyret er den glomerulaere
filtrasjonsraten (GFR). Dersom GFR synker kan dette utlgse utfelling (Sand et al., 2001; Han
et al., 2019). Fisk i sjgvann er derfor i prinsippet mer utsatt for nefrokalsinose enn fisk i
ferskvann. Forklaringen er at GFR hos fisk i saltvann er 7-10 ganger lavere en GFR hos fisk i
ferskvann, slik at gjennomskyllingen av nyrets tubuli og samlergr, relativt sett, er lav. Nyret
hos fisk i sjgvann er i tillegg & betrakte som et sekretorisk nyre der det skjer en kontinuerlig
utskillelse av divalente ioner, spesielt Ca?* og Mg?*, som bidrar til et hgyt innhold av ioner i
urinen (Figur 2) (Brown et al., 1980; Baldisserotto et al., 2007). Nyret hos ferskvannsfisk er
derimot & betrakte som en filtrasjonsnyre med hgy urinfaring og generelt lave konsentrasjoner
av ioner (Figur 2). En kunne derfor forvente at nefrokalsinose ville vaert mer utbredt hos laks i

sjgvann sammenlignet med laks i settefiskfasen.

Forklaringen pa hvorfor bildet er omvendt, er trolig fordi vannmiljget i settefiskfasen ofte er
sub-optimalt. Settefiskfasen preges av utfordrende forhold med vannkjemi, og forbindelser som
kan utlgse nefrokalsinose. Mens laksen i sjgvannsfasen holdes i et mer naturlig vannmiljg som
er tilneermet optimalt, og langt mindre utfordrende for laksen i denne fasen. Selv om utbredelsen
av nefrokalsinose er starre i ferskvann (settefiskfasen), synes dgdeligheten a vere lav (Klinck
& Wood, 2013). Dette kan ha sammenheng med rekruttering av flere nefroner og hagy
GFR/urinfering i ferskvann, som samlet sett gjer at belastningen blir mindre (stor grad av
utvasking) (Farrell, 2011). Nefrokalsinose kan imidlertid ogsa forekomme hos laks i

sjgvannsfasen og er observert i forbindelse med bruk av luseskjart (Grefsrud, 2021).

Den fysiologiske endringen fra filtrasjon i ferskvann til sekresjon i sjgvann utgjer en fysiologisk
prosess som er svert energikrevende ((Calabrese, 2017; Damsgaard et al., 2020), og dersom
laksen har fatt utfellinger i nyretubuli i ferskvannsfasen kan overgangen til sjg bli belastende

for nyret. Dersom nyretubuli er delvis eller helt blokkert med utfelt materiale (Figur 9 og 10)
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vil fisken ogsa slite med sekresjon av Mg?* og Ca®* (Figur 2), somii sin tur kan fare til ytterligere
utfelling og problemer med regulering av ionebalansen (Farrell, 2011; Kryvi & Poppe, 2016).
Det er ogsa mulig at en rask overgang fra ferskvann til sjgvann kan utgjare en tilleggsbelastning,
dersom fisken ikke er fullstendig smoltifisert (Maxime et al., 1991; Yao et al., 2021). En slik
situasjon kan gi laksen osmotiske utfordringer og redusert evne til & restituere seg, dersom
nefrokalsinose er under utvikling. Raske overfaringer ser ogsa ut til a pafere fisken en starre
totalbelastning da syre/base regulering og osmotisk reguleringen er sammenknyttet (Figur 4. 5
og 6) (Maxime et al., 1991; Evans, 1993; Evans 1998; Evans et al., 2005; Yukihiro et al 2008;
Yao et al., 2021). En ser imidlertid at fisk som ikke har padratt seg irreversible skader pa grunn
av nefrokalsinose kan komme seg etter utsett i sjgen (Klinck & Wood, 2013). Det skal ogsa
nevnes at beinfisk, til forskjell fra pattedyr, har evne til & renegere gdelagte nefroner de nevo i
forbindelse med bade kroniske og akutte skader. Responsen kalles neo-nefrogen, og er serlig
tilstede etter akutt skade i mesonfriske nyrer (Watanabe et al., 2009; Davidson, 2014). Dette er
muligens mekanismen en ser hos fisk med nefrokalsinose som er i stand til a re-etablere
nyrefunksjonene etter utsett i sjgen (Noble et al., 2018). Fra et fiskevelferds-perspektiv vil
gradvis overgang til gkende saliniteter uansett veare a foretrekke, slik en ser i fiskens liv i det
fri (Calabrese, 2017; Damsgaard et al., 2020).

Forskjellen i GFR hos fisk i sjgvann versus ferskvann er et viktig moment som en bgr ta hensyn
til ved produksjon av stor-smolt i RAS basert pa sjgvann. Produksjon av sakalt stor-smolt er et
relativt nytt konsept i norsk lakseoppdrett og en ser flere utfordringer knyttet til slik produksjon
(Frisk et al., 2020) der nefrokalsinose er et av problemene som rapporteres hyppigst i denne
sammenheng (Figur 13) (Gjessing et al., 2018; Dalum, 2019; Gjessing, 2020).Avhengig av
salinitet (hvor mye sjgvann som blandes inn) og lengde pa perioden laksen skal holdes i RAS,
er det grunn til & anta en mer eller mindre redusert toleranse i forhold til utvikling av
nefrokalsinose pga. suboptimale miljgforhold. Sjgvannet vil utgjere en tilleggsbelastning med
tanke pa evnen til a kvitte seg med spesielt Ca?*, men ogsa i forhold til andre forbindelser som
akkumuleres i slike system. Dette kan vaere en av arsakene til gkt hyppighet av nefrokalsinose
I sjgvannsbasert RAS. Fisk som produseres i sjgvannsbasert RAS bgr derfor falges ngye opp

med tanke pa utvikling av nefrokalsinose.

CO; er uten tvil en meget viktig faktor, spesielt i RAS-anlegg, som kan pavirke fisken pa ulike

mater, avhengig av konsentrasjonen av CO; i produksjonsvannet. Mattilsynet har derfor satt en
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grense pa 15 mg I last CO2 som ikke bar overstiges (Mattilsynet, 2014). Grenseverdien er farst
og fremst relevant for settefiskanlegg, der problemet med akkumulering av CO: er starst. Det
er derfor overraskende at en ganske hgy andel settefisk-produsenter oppgir at de ikke har
adekvat fjerning av COz i sine anlegg (Jensen et al., 2019). Dette kan ha sammenheng med at
fierning av CO> er en stor kostnadsdriver i settefiskoppdrett, samt at utstyret som kreves for a

fijerne CO2 legger beslag pa viktige arealer (Colt et al., 2012; Noble et al., 2012).

@kt konsentrasjon av CO> i produksjonsvannet vil i ferste omgang pavirke oksygentransport
(Noble & Summerfelt, 1996) og syre/base-balansen (Gilmour & Perry, 2009; Aslam et al.,
2019; Damsgaard et al., 2020), og ved konsentrasjoner over rundt 15 mg I'* vil ogsa forinntak
og vekst avta (Good et al., 2018). Hgye konsentrasjoner av CO- er ogsa en faktor som kan
predisponere for nefrokalsinose (Smart et al., 1979; Saether et al., 2016; Fivelstad et al., 2018;
Noble et al., 2018; Jensen et al., 2019). Det er rapportert at laksesmolt som eksponeres for CO»-
verdier ned mot 7 mg 11 i ferskvannsfasen kan utvikle nefrokalsinose (Fivelstad et al., 1999)
og vedvarende eksponering til CO; er vist a fare til nefrokalsinose (Fivelstad et al., 1999a; Khan
et al., 2018). Men ogsa hyppige episoder med store variasjoner i CO2 virker a vare skadelig
med tanke pa nefrokalsinose (Fjellheim et al., 2017). God vannbehandling er derfor viktig med
tanke pa overmetning av CO,. Tilfgrsel av alkalinitet, sjgvann og darlig avlufting kan fare til at
mengden og formen uorganisk karbon forblir hgy i produksjonsvannet (Figur 7 og 8) (Lekang,
2007; Fjellneim et al., 2017).

CO: har lenge vert framholdt som en hovedarsak til utvikling av nefrokalsinose hos laks i
oppdrett (Smart et al., 1979). Dette er kanskje arsaken til at mange studier i nyere tid har veert
rettet mot CO> eksponering. Felles for flere forsgk er at fisken farst har veert holdt i ferskvann
eller brakkvann med forhgyet COo, for utsett i full styrke sjgvann (Fivelstad et al., 2003).
Nefrokalsinose ble pavist i 3 forsgk (Fivelstad et al., 2003) der det ble pavist avleiringer i
nyretubuli etter eksponering til CO.-verdier mellom 2 og 30 mg I, mens det i ett forsgk kun
ble observert etseskader pa dermis ved de hgyeste konsentrasjonene (26-40 mg IY) av CO-
(Mota et al., 2019). Avleiringene var serlig uttalt ved eksponeringer over 15 mg I CO,. Et
viktig funn i forsgkene der nefrokalsinose ble pavist var at avleiringene var mest uttalt rett etter
sj@-utsett og noen uker etter. Deretter avtok graden av nefrokalsinose og fisken som overlevde
virket upavirket. Det er ogsa interessant a registrere at det i et av forsgkene (Good et al., 2018)

ikke ble pavist noen effekt av CO2 (20 mg IY), noe som viser en varierende respons til CO»-.
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Dette er ogsa en indikasjon pa at det ma vaere en eller flere andre faktorer som samvirker med
CO,, med tanke pa utvikling av nefrokalsinose. Resultatene fra forsgkene gir imidlertid ikke
noe grunnlag for & konkludere hvilke faktorer dette kan vere.

Et annet viktig poeng i denne sammenheng er at hgye niva av CO; vil normalt forarsake
respiratorisk acidose og aktivering av mekanismer for a hindre fall i plasma pH (Figur 3 og 4).
Regulering av syre/base status er som nevnt en 2-trinns prosess som innebarer 1) aktivering av
buffersystem og dernest sekresjon av H* over gjeller og nyre for a re-etablere homeostase (Figur
4 og 5). Dersom fisken greier & motvirke fallet i plasma pH (pa grunn av acidosen), vil dette
resultere i hgye plasma-niva av bikarbonat (Figur 4). Dette kan i sin tur gke pH i urinen ved at
bikarbonat som filtreres ut i nyretubuli binder opp H* (Figur 2 og 4) (Evans, 1998; Perry &
Gilmour, 2006) , som i neste omgang kan lede til utfelling i nyretubuli (Schulsinger, 2015;
Fivelstad et al., 2018). En kan derfor ikke utelukke forhgyet CO2 som en utlgsende arsak med

tanke pa utfellinger i nyretubuli.

Ved siden av CO- er trolig divalente kationer som Mg?* og Ca?* viktige faktorer som kan utlgse
nefrokalsinose hos fisk. Kalsium er kanskje mest interessant i denne sammenheng fordi dette
kationet virker & veere en faktor som akkumuleres i spesielt RAS-anlegg. Det er flere arsaker til
dette. Kalsium inngar i flere ulike buffere som benyttes for & regulere pH i RAS.
Konsentrasjonen av Ca?* vil derfor gke jevnt med tilfarselen av buffer og vil ikke forsvinne ut
av anlegget med mindre det skjer en utfelling. Noe av kalsiumet vil naturlig nok assimileres av
fisken og benyttes som byggesteiner i skjelett og kroppsvev, men det er all grunn til & tro at det
likevel vil bli et overskudd av Ca?* i produksjonsvannet over tid. Dersom det er mye kalsium

tilgjengelig i driftsvannet vil ogsa opptaket av Ca?* vare hayt.

En annen kilde til Ca?* (og Mg?*) er sjgvann som blandes inn for ulike formal. Dette vil kunne
bidra til overskudd og akkumulering av spesielt Ca?*, dersom det i tillegg benyttes buffere som
inneholder Ca?*. En tredje viktig kilde som kan gke Ca?*-belastningen i denne sammenheng er
bruken av sakalt «saltfor», eller «Supersmolt-for», som er tilsatt kalsium og magnesium i ulike
former (Tabell 1). Hensikten er & stimulere sakalte Ca?*-sensitive reseptorer (CaSR) i laksens
tarmkanalsystem, som i neste omgang skal trigge utviklingen av det osmo-/ioneregulatoriske
apparatet som laksen er avhengig av etter utsett i sjgen. Dette er etter hvert blitt en noksa vanlig

strategi som mange settefiskprodusenter benytter seg av for a unngd bruk av fotoperiode-
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behandling og/eller sjgvann for a gke fiskens hyper-osmoregulatoriske evne. Hvor mye kalsium
0g magnesium som tilsettes er imidlertid litt uklart, siden det finnes lite tilgjengelig
dokumentasjon pa eksakt innhold av ingredienser i fortypene som produsentene tilbyr. Ifalge
(Waagbg et al., 2001) varierer tilsetningen av kalsium i fra 8 000 til 30 000 mg kg for, basert
pa analyser av Ca?* i askeinnhold. Andelen Ca?* som tilsettes utgjer rundt 60-70% av den totale
sammensetningen av mineraler i saltfor (Lyngey, 2019; FAO, 2021). | ferskvann er innholdet
omtrent 15 mg I mens det for saltvann ligger rundt 400 mg I"%. Laksens minimumsbehov for
kalsium er lite dokumentert, men for regnbuegrret ligger det rundt 300-2400 mg kg (Waaghg
et al., 2001). Saltfor trekkes forgvrig fram av Pharmaqg Analytiq, ifglge (Dalum, 2019), som en
av arsakene til gkt forekomst av nefrokalsinose hos settefisk.

Bruken av Ca®*-tilsatt for i settefiskproduksjonen har en annen side ved seg som ogsa er
interessant i denne sammenheng. | ferskvann skjer det et netto opptak av Ca?*, hovedsakelig
over gjellene, og en netto reabsorbsjon i nyret. | sjgvann, derimot, skjer transporten av Ca?* i
motsatt retning, med en netto utskillelse over nyret og tarm. Denne reverseringen av Ca?*-
transporten er i prinsippet lik det en ser for transporten av Na* og Cl- under smoltifisering, noe
som krever inngripende fysiologiske endringer hos laksen. Det er derfor narliggende a tenke at
mekanismene bak reverseringen av Ca?*-transporten ogsa kan vaere knyttet til smoltifiseringen,
selv om dette er lite dokumentert. I sa fall vil det ligge fysiologiske reguleringsmekanismer bak
som tar tid & gjennomfare (smoltifiseringen tar flere uker) for reverseringen er gjennomfart.
Det er ogsa uklart i hvor stor grad reverseringen av Ca?*-transporten faktisk skjer ved bruk av
saltfor. En kan derfor ikke utelukke at laksen, for en periode i alle fall etter oppstart med salt-
for, vil oppleve en betydelig Ca?*-belastning som kan utlgse nefrokalsinose, siden
mekanismene som skal sgrge for ekskresjon av Ca®* tar tid a fa pa plass.

Alkaliteten i vannmiljget som laksen produseres i er trolig en viktig faktor med tanke pa
utvikling av nefrokalsinose. Norske settefiskprodusenter bruker ferskvann fra naturlig
forekommende kilder som har en naturlig lav konsentrasjon av Ca?*. Tilsetning av buffere for
a oke alkalinitet og regulere/stabilisere pH i oppdrettsmiljget er derfor viktig. (Figur 7 og 8)
viser hvordan pH kan skifte formen det uorganiske karbonet foreligger i, svingninger i pH er
noe tilfort alkalitet begrenser (Lekang, 2007). God kontroll pa vannmiljget er essensielt for a
oppna god fiskevelferd og redusere risiko for utbrudd av sykdommer (Gullestad, 2011). Dette
er spesielt viktig i lukkede system som RAS der bade pH og alkaliniteten i vannmiljget vil endre
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seg etter hvert som fisken vokser (Grefsrud, 2021), men ogsa fordi biofiltre forbruker
alkalinintet (Khan et al., 2018). Lavere grense for alkalinitet er antatt a ligge rundt 45 mg I
malt i CaCOs, mens de faktiske nivaene i slike settefiskanlegg normalt ligger mellom 100 og
500 mg It CaCOs (Ostrander, 2000). Siden biofiltere forbruker alkalinitet, vil hgyere mengde
TAN kreve stgrre behov for alkalinitet (Ostrander, 2000; Summerfelt et al., 2015). Det finnes
lite dokumentasjon som peker pa en klar sammenheng mellom alkalinitet og nefrokalsinose,
men i forsgk der det har veert benyttet hgy alkalinitet har en ogsa sett gkt forekomst av
nefrokalsinose (Wooster et al., 2001; Fivelstad, 2013).

Type buffer (kjemisk sammensetning) som benyttes for a regulere pH/alkalinitet er trolig ogsa
viktig med tanke pa utvikling av nefrokalsinose (Tabell 2). Studier viser at lav mengde Ca?* i
vannet vil kunne fremme transkripsjon av protein-komplekser (ECaC) som inngar i kalsium-
reguleringen hos fisken. Hos zebrafisk (Danio rerio) kan lave nivaer av Ca? i vannet fremme
transkripsjonen av (ECaC), noe som igjen vil gke opptaket av ionet. Det er ogsa sett at opptaket
muligens foregar i bade de mitokondrierike kloridecellene og pavement cellene. Det er ukjent
om dette gjelder hos laksen og ber undersgkes nermere (Shahsavarini & Perry, 2006; Liao et
al., 2007). Hos regnbuegrret er det sett at for tilsatt Ca?* gir redusert transkripsjon av protein-
komplekser som regulerer inntaket til Ca** (ECaC og NCX) (Galvez et al., 2007).Siden Ca?*
gar igjen som en faktor som inngar i nefrokalsinose-utfellinger, vil buffere som inneholder
kalsium fare til gkt niva av fritt Ca2* i driftsvannet (Wooster et al., 2001) og derved bidra til en
starre belastning for fisken, som nevnt tidligere. | forsgk med Nile Tilapia (Oreochromis
niloticus) fant en at bruk av CaCOg resulterte i langt lavere blodverdier av bikarbonat og hgy
grad av nefrokalsinose sammenlignet med NaHCO3 som gav langt hayere verdier av bikarbonat
og kun moderate avleiringer i nyretubuli (Wooster et al., 2001). Men det er ogsa sett at
produksjonsvann som inneholder mye bikarbonat kan gi nefrokalsinose (Fivelstad et al., 1999).
Loseligheten til buffere som benyttes kan ogsa tenkes a spille inn i utviklingen av
nefrokalsinose (Wooster et al., 2001; Fjellheim ett al., 2017; Van de Vis et al., 2020). Det
typiske er at buffere basert pa divalente kationer som Ca?* lgses tregere, sammenlignet med
buffere basert pa Na* (Tabell 2).

Forets sammensetning kan ogsa ha betydning for utvikling av nefrokalsinose hos fisk. Haye
nivaer av fosfor og selen, samt lave mengder magnesium har vist seg a predisponere for

nefrokalsinose (Hicks et al., 1984; Bruno et al., 2013). Hos pattedyr ser en ogsa at forholdet
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mellom kalsium og fosfor kan predisponere for nyrestein (Cockell et al., 2002). | fiskefor vil
kalsium og fosfat ofte veere bundet kjemisk som kalsiumfosfat-salt, som gir god
biotilgjengelighet (Albrektsen et al., 2009). Overskudd av fosfor skilles ut via nyret (Lekang,
2007) og hos rotter kan fosfor fare til hyperplasi i nyretubuli, som reduserer nyrefunksjonen og
gker sannsynligheten for nefrokalsinose (Ritskes et al., 1989). Det er ikke funnet litteratur om

samme patogenese hos fisk, men det kan tenkes at den er tilsvarende.

Selen er ett grunnstoff som inngar i mange av fiskens biologiske prosesser. Selen har ett smalt
terapeutisk omrade og kan veere meget toksisk (Thiry et al., 2012; Berntssen et al., 2017). Dette
kan i neste omgang fare til betennelse i nyrevevets interstitium og derved redusere evnen til a

skille ut ioner som sa felles ut slik at nefrokalsinose oppstar (Hicks et al., 1984).

Magnesium er hovedsakelig bundet til benstrukturen sammen med kalsium. Det er et mineral
som inngar som kofaktor i minst 300 enzymsystemer (Waagbg et al., 2001). Det er sett at lave
nivaer kan predisponere for nefrokalsinose hos rotter. For lite magnesium kan fare til skader i
glomerulus og brush border til proximale tubuli, som samlet sett vil fere til redusert
nyrefunksjon og gkt risiko for nefrokalsinose (Kikuchi et al., 1998). Samme patogenese kan

tenkes & opptre hos fisk, men det er ikke funnet litteratur pa dette.

Vitamin-C er en antioksidant som tilsettes fiskefor for & unnga at fettsyrer i foret skal oksidere.
| den senere tid er det ogsa kommet anbefalinger om hgyere niva av vitamin-C i foret (Kyst.no,
2018; Hemre & Hamre, 2020). | humanmedisin er det kjent at overskudd av vitamin-C
metaboliseres til oksalat og gkt oksalsyre som skilles ut i urinen og som kan innga i utfellinger
nyrene (Schulsinger, 2015; Han et al., 2019). Hvorvidt dette ogsa kan skje hos fisk er ikke kjent
og bar derfor undersgkes.

Det er neppe noen tvil om at uttalt grad av nefrokalsinose vil kunne fare til en stressbelastning
hos fisken, selv om sammenhengen mellom nefrokalsinose og stress er lite undersgkt hos fisk.
Utfellinger i nyret vil kunne fare til en generell belastning pa nyrefunksjonen og fiskens
homeostase. Dersom fisken ikke greier & opprettholde homeostasen, vil dette med stor
sannsynlighet utlgse tertizere, maladaptive responser i henhold til GAS-konseptet. Vi snakker
da om en kronisk stressbelastning som i sin ytterste konsekvens kan fare til sykdom og dgd.
Men bakenforliggende arsaker til nefrokalsinose kan ogsa fare til stressbelastninger, far en ser

tegn til utvikling av nefrokalsinose. Forhgyet partialtrykk av CO: i driftsvannet vil normalt
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utlgse en stressrespons (Espmark et al., 2019). Hyperkapni (forhgyet CO2) kan ogsa redusere
N*/K*-ATPase-aktiviteten i gjellene som igjen kan fare til at fisken far osmo-/ioneregulatoriske
problemer, og som belaster nyrene ytterligere (Fivelstad et al.,2003; Hosfeld et al., 2008). En
initiell stressbelastning kan dermed forsterke graden av utfelling i nyret hos fisken. | forsgk
med humane cellelinjer er det for gvrig ogsa vist at stress kan utlgse dannelse av krystall-
bindende reseptorer i nyre-tubulienes overflate-epitel som gir gkt adhesjon til
utfellingsproduktene, og som derved kan forsterke nefrokalsinosen (Vervaet et al., 2009).

Nefrokalsinose betraktes som en miljgbasert velferdsindikator og regnes for a veere et symptom
pa sub-optimal vannkvalitet. Begrepet «miljgbasert» indikerer at det er fiskens omgivelser som
er grunnlaget for lidelsen. I styringsverktayet «velferdsindikatorer for oppdrettslaks» har fisk
med nefrokalsinose nedsatt fiskevelferd (Noble et al., 2018). I undersgkelse av norske settefisk-
anlegg ble nefrokalsinose brukt som indikator i 64 % av tilfellene (se Figur 13), noe som tyder
pa at tilstanden er vanlig nar en vurderer settefiskens velferd ute pa anleggene. Hvor hgy andel
som er registrert av kompetente fiskehelsebiologer er ikke kjent, men det er mulig at en viss

andel registreres av rgktere pa anleggene (Jensen et al., 2019).
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