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Sammendrag

I denne studien har vi sett pd sammenhengen mellom makroskopisk score og en egenutviklet
histopatologiske scoringsmodell. Selv om den makroskopiske og histologiske scoren jevnt
over folger hverandre bra, har vi sett flere utfordringer med scoren vér. Noen av utfordringene
kan vere knyttet til representativitet ved proveuttaket, hvordan de ulike histopatologiske
forandringene vektlegges og opplesningen ved den makroskopiske vurderingen. Vi har ogsa
sett at den vektede scoren var ikke gir sa ulike resultater fra en mer kategorisert score.

Der er gjort analyser av utfellingene som produseres ved nefrokalsinose og det er funnet at det
ikke bare er morfologiske forskjeller mellom utfellingene men ogsa forskjeller med tanke pé
hva de bestar av. Det vi fant mest av er to ulike varianter av et av fosfatmineralene, kalt
Dahllitt. Men vi fant ogsd 3 andre typer materialer, hvorav to av dem kun ble funnet pa
regnbueorret.

Studien har tydelig vist at det er et forbedringspotensiale nar det kommer til diagnostisering,
bade den histopatologiske gullstandarden som brukes per dags dato, men ogsa til utvikling av
bedre, ikke-dedelige metoder for fremtiden. Vi har ogsa en vei 4 ga nar det kommer til
epidemiologisk kartlegging av sykdommen og utvikling av gode rad rundt forebygging til

oppdrettere.

Tittel: Forekomst av nefrokalsinose hos atlantisk laks (Salmo salar L) og regnbueorret
(Oncorhynchus mykiss); et klinisk studie

Forfatter: Hanne Marie Thomsen
Veiledere: ~ Qystein Evensen (Institutt for basalfag og akvamedisin), Alf Seljenes Dalum
(Pharmaq Analytiq)
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Definisjoner

22 RAS — Recirculating aquaculture systems — resirkuleringsanlegg

22 IRS — Infrared spektroskopi

Innledning

Nefrokalsinose er et kjent problem og sarlig knyttet til intensivt oppdrett av regnbuegrret
(Oncorhynchus mykiss), men man har ogsa sett sporadiske tilfeller hos atlantisk laks (Sa/mo
salar L). I forbindelse med blant annet transport, overfering til sjgvann eller andre
stressfaktorer kan dedeligheten knyttet til nefrokalsinose oke betydelig, men den er vanligvis
lav eller moderat. Dette avhenger av hvor langt fremskreden sykdommen er og fiskens
generelle helsetilstand. Den viktigste funksjonen til fiskens nyre er ioneregulering, dette fordi
utskillelse av nitrogen-metabolitter hovedsakelig skjer over gjellene. Man tror dermed at
fisken kan overleve lenge i ferskvann, selv med sterkt pakjente nyrer, men at det blir en for

stor fysiologisk utfordring for fisken nér den skal settes pa sjo.

Antallet tilfeller av nefrokalsinose gkte betydelig for noen & tilbake, og to risikofaktorer ble
pavist 4 ha innvirkning pa utviklingen av sykdommen. Den forste er basert pa
forsammensetning, og da heyt nivd av fosfor og selen sammen med for lite magnesium, har
det vist seg at fisken lettere utvikler nefrokalsinose (1, 2). Den andre faktoren er knyttet til

heye nivaer av CO; i vann (3).
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12003 og 2017 ble det publisert artikler fra studier der man har sett pA sammenhengen
mellom CO; i vannet og blant annet vekst, og utvikling av nefrokalsinose. I studien fra 2003
(Fivelstad et. al) fant de gkte nivier av Ca i nyrene ved flere tilfeller av nefrokalsinose. Man
tror at tilfellene av nefrokalsinose var en respons til gkte CO,-nivaer i vannet, pavist ca. 60
dager ut i forseket. Imidlertid ble det pavist nefrokalsinose i alle gruppene, ogsa
kontrollgruppen, og andre faktorer kan ha bidratt til utviklingen av sykdommen (4). I studien
fra 2017 (Fibelstad et. al) ble seks grupper fisk utsatt for ulike CO,-nivaer. I denne studien
fant de nefrokalsinose i de tre gruppene med hoyest CO,-niva. 34% av fisken i disse tre
gruppene utviklet sykdommen (5). Det er ogsa gjort andre studier av kortere varighet hvor
man ikke har funnet noen klar sammenheng mellom forheyede CO,-nivéer og utvikling av

nefrokalsinose.

Da forprodusenter og oppdrettere ble bevisst at nivé av fosfor og selen sammen med for lite
magnesium kan knyttes til okt forekomst av nefrokalsinose og korrigerte for dette, samt at
man fikk antar man fikk bedre kontroll med CO,-nivaet 1 ferskvann, sank forekomsten
betydelig (2). I lapet av det siste aret har det imidlertid blitt observert en reell gkning i antallet
tilfeller av nefrokalsinose hos bade regnbueerret og atlantisk laks, uten at man kjenner noe til
de bakenforliggende forhold. Nefrokalsinose sees bade i gjennomstremningsanlegg og RAS-
anlegg, og oppstar altsa i ferskvannsfasen. Det har vert lite fokus pd hva nefrokalsinose
faktisk egentlig er, hvorfor og hvordan det oppstér og ikke minst i hvilken grad det pavirker
helsetilstanden til fisken. Det er heller ikke forsket nok pé hvilke arsakssammenhenger som
ligger til grunn for sykdommen. Vi vet at dedelighetstallene kan vare store nér fisken flyttes

pa sjo, men hvor mye av det som skyldes nefrokalsinose er usikkert.
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Den ndvaerende definisjonen av nefrokalsinose baserer seg pa pavisning av kalk-lignende
materiale samtidig med skader pa nyrevevet. Utfellingene finner man i tubuli og samlerer og i
enkelte tilfeller ogsa i ureter og urinblere. Per dags dato er man ikke sikre pa hva utfellingene
faktisk bestar av. Tidligere gjennomferte kjemiske analyser av innholdet i utferselsgangene
hos regnbueerret har vist at det kan bestd av ceroid og mineraler (kalsium, magnesium, fosfor
og karbonat) (6). Det er imidlertid gjennomfert fa analyser av hva utfellingene i nyret bestéar
av.

Ved forekomst av nyrestein (urolith) hos landdyr og mennesker er det vanlig & diagnostisere
hvilken type stein pasienten har, og ut fra dette avgjeres bade behandling og forebygging.
Blant oppdrettere ute i felt i dag snakker man gjerne om en myk, kornete og hard form av
utfellingene man finner hos fisken. Man vet ikke enda om det betyr at det er ulike utfellinger

som bestar av ulikt materiale eller om det er samme materiale men at det manifesteres ulikt.

Makroskopisk ser man gjerne fortykkede, hvite utforselsganger, eventuelt ogsa lysere
omrader eller knuter i nyrevevet. Dersom sykdommen blir kronisk ser man svulne nyrer, og
det kan forekomme ascites og utspilt buk, i tillegg til hyperemi og bladninger i bukveggen.
Man antar at mekanismen bak lesjonene i nyret er opphopning av kalkholdig materiale i tubuli
og ved tilstrekkelig ansamling vil det til slutt fore til nekrose av epitelcellene i tubuli, ogsé
kalt dystrofisk forkalkning (7),(1). For & stille diagnosen nefrokalsinose er gullstandarden i
dag at det gjennomfores en histopatologisk vurdering. Diagnosen kan i kroniske tilfeller
og/eller ved forekomst av omfattende avleiringer, ogsa stilles makroskopisk. Det er imidlertid
klart at det trengs nye diagnostiske verktoy, slik at man kan stille en tidligere diagnose,
forhdpentligvis uten & matte avlive fisken. Histopatologi vil vaere viktig for & fa et bedre
innblikk i sykdomsutviklingen. I tillegg vil histologi bidra til sterre innsikt i utbredelsen av

nefrokalsinose i nyret, samt & undersgke om det finnes utfellinger i andre organer.
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I denne studien var et av formélene & undersgke sammenhengen mellom den makroskopiske
og histopatologiske scoringen. Betydningen av uttak av prever fra ulike steder i nyret har ogsa
blitt studert, samt hvordan dette pavirker den histologiske scoren. Malsettingen var & utvikle
en histopatologisk score som kan beskrive sykdomsutviklingen over tid, og hvor man med
histologisk scoring skal kunne plukke opp tidlige faser av sykdomsutviklingen, noe som igjen

vil vaere viktig for 4 avdekke og beskrive risikoperioder for utvikling av nefrokalsinose.

Videre onsket vi & avgjere om histologisk score kunne si noe om alvorlighetsgraden av
sykdom ved utsett i sjo. Vi tar sikte pa at denne scoren skal veare et verktey for & forutsi
betydningen av eventuelle senskader fra nefrokalsinose etter utsett i sjo. Et annet mal med
oppgaven var a undersgke hva utfellingene bestir av, noe som kan vare avgjerende i videre
behandling og spesielt forebygging av sykdommen. Det er mye man ikke vet om
nefrokalsinose hos oppdrettsfisk og vi hiper at denne oppgaven kan vaere med 4 bidra til &
fokusere pa nefrokalsinose som et gkende problem, og bidra til at vi far utvidet kunnskap om

flere faktorer som angér sykdommen.
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Materiale og metoder

Materiale

Det ble inkludert to anlegg, heretter omtalt som lokaliteter, i denne studien. P4 lokalitet 1 hvor
de produserer regnbueerret (Oncorhynchus mykiss), ble det giennomfort 4 uttak med omtrent
1 maneds mellomrom. P4 lokalitet 2 hvor det ble produsert laks (Sa/mo salar L), ble 3 uttak
gjennomfort, ogsa med omtrent 1 maneds mellomrom. P& hvert preveuttak ble det tatt ut 20
fisk som er vurdert bade makroskopisk og histologisk. Totalt antall fisk utgjer 80 pé lokalitet
1 og 60 pa lokalitet 2, til sammen 140 fisk. Dessverre ble det gjort selektert uttak for
sykdommen ved det siste uttaket pa lokalitet 2 (11.03.19). Dette ble gjort for & 4 nok
provemateriale til & analysere selve utfellingene. Lokalitetene ble valgt ut da de i senere tid

har hatt relativt hoy forekomst av nefrokalsinose.

Metoder

Det er blitt brukt en kombinasjon av makroskopisk og histologisk scoring for begge

lokaliteter. Scoringssystemene som ble benyttet til & analysere provene er som folger.

Makroskopisk scoring av nefrokalsinose

Makroskopisk vurdering og scoring ble gjort ute i felt. Disse ble gjennomfert av veteriner

Asgeir Ostvik etter scoringssystem utviklet av Akerbld. Scoringssystemet er som folger;

0 — Ingen synlig forkalkning

1 — Avgrensede omréder i urinledere

2 — Omfattende omrader av urinledere, evt. avgrensede knuter i nyrevevet

3 — Sterre, omfattende knuter i nyrevevet, nyrevevet sveller ut, dannelse av storre
“nyresteiner”
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Bilde 1 Bilde 2

Bilde 1 og 2 viser eksempel pa fisk scoret til 1 pd den makroskopiske skalaen. Piler viser

forkalkning i urinleder (Bilde 1) og urinblare (Bilde 2).

Bilde 3 Bilde 4

Bilde 3 og 4 viser eksempel pa fisk scoret til 2 pd den makroskopiske skalaen. Her er storre

deler av urinlederne og evt. urinbleren forkalket.

Bilde 5 Bilde 6

Bilde 5 og 6 viser eksempel pa fisk scoret til 3 pd den makroskopiske skalaen. Her er det store

forkalkninger i urinledere (Bilde 5), og knuter i nyrevevet (Bilde 6).

-10 -
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Histologisk scoring av nefrokalsinose

Fra hver fisk ble det tatt ut midtnyre (ryggfinne ble benyttet som siktepunkt for kraniale
tverrsnitt over nyre) og baknyre (bifurcatur av uretheres inn i urinblere ble benyttet som
kraniale tverrsnitt over baknyre). Nyreprever med bredde pa ca. 0.5 cm ble dissekert ut og
overfort til 10% fosfat-bufret formalin. Prevene ble oppbevart i kjeleskap i 24 timer for
forsendelse til laboratoriet (IDEXX, Wetherby, England), hvor prevematerialet ble
opparbeidet etter standard histologiske metoder (8).

Ferdige snitt ble scannet med digital snittscanner (Leica Aperio AT2, Leica Biosystems Inc.,
1700 Leider Lane Buffalo Grove, IL 60089 United States), og snittene ble avlest digitalt ved
hjelp av programvaren Objective View (Objective Pathology Services, 13629 Falbrook Trail

Georgetown, Halton Hills Ontario, Canada L75G 4S8).

Sammen med Pharmaq Analytiq ble et histopatologisk scoringssystem for nefrokalsinose
utviklet, og de to nyreprovene fra samtlige fisk ble undersekt og scoret uavhengig av
undertegnede og en histopatolog fra Pharmaq Analytiq.

Histologisk pévises i tidlig stadium dilaterte utferselsganger og urinledere. Lumen er ofte i
varierende grad fylt med avstett tubuliepitel, debris, merke basofile korn og granula av ulik
starrelse. Veggene i utforselsgangene skades til slutt og det kalkholdige materialet kommer da
ut i omkringliggende vev og skaper en akutt betennelse (interstitiell nefritt). Det forer igjen til
en granulomates betennelse (fremmed-legeme granulom) og ofte med bledninger i det
interstitielle vev. Muskeldegenerasjon, forkalkede foci, granulomdannelser og bladninger kan

ogsé sees i muskulatur inntil nyret (7).

-11 -
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Diagnosen nefrokalsinose stilles ut fra funn av utfellinger av blélig (basofilt), strukturlest
(amorft) materiale i tubuli og samleror. I nefrokalsinose-score vurderes forandringer ut fra
forekomst 1 snittflaten:

0 — ingen forandringer

1 — forandring i mindre enn 10% av aktuelle vevsstrukturer
2 — forandringer i mellom 10-50% av aktuelle vevsstrukturer
3 — forandringer i mer enn 50% av aktuelle vevsstrukturer

Videre vektes disse ut fra effekten de ulike forandringene antas 4 ha pd sykdomsutviklingen,

og tiden det vil ta a lege tilstanden. Totalt fire kategorier benyttes:

KATEGORI FORANDRING VEKTOR
Kategori 1 Utfellinger Forekomst fra 1-3 vektes
med faktor pa 1
Kategori 2 Degenerasjon og/eller Forekomst fra 1-3 vektes
nekroser av epitel i tubuli og med faktor pa 2
utfgrselsganger
Kategori 3 Forandringer i glomeruli Forekomst fra 1-3 vektes
med faktor pa 3
Kategori 4 Forandringer i immunologisk Forekomst fra 1-3 vektes
vev med faktor pa 4

Tabell 1

I denne scoren gjelder generelt at 1 til og med 10 betraktes som milde forandringer, score fra
11 til og med 20 betraktes som moderate forandringer, mens score fra og med 21 og oppover
betraktes som omfattende forandringer. Det gis en score i forste omgang fra 0-3 etter kategori
og deretter vektes scoren etter hvilken kategori den inngér i. Vektor-tallene er satt etter hvor

stor pavirkning vi antar de ulike kategoriene har pa utvikling/alvorlighetsgrad av sykdommen.

-12 -
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Analyser av utfellinger

Det har vist seg at utfellingene fisken fir ved nefrokalsinose ikke alltid har samme konsistens.
Tre ulike former for utfellinger har blitt beskrevet; en blet, en kornete og en hard form.
Utfellingene ble undersgkt mhp. sammensetning og om sammensetningen kunne relateres til
de ulike formene/konsistensene. Disse analysene ble gjennomfert ved AHUS av Morten Kére
Moe.

Utfellingene ble analysert ved bruk av infrared spektroskopi (IRS). IRS gir unike spektra av
ulike kjemiske forbindelser. Det fysiske grunnlaget for IRS er at molekyler ikke er statiske;
alle kjemiske bindinger vibrerer og mange bindinger roterer, i tillegg kommer det at bindinger
beveger seg inn og ut av det planet som er energetisk mest gunstig. Dessuten vil flere atomer

kunne vibrere asymmetrisk.

Det ble benyttet kontinuerlig IR lys i omradet 4000-400 cm . Fotoner med “riktig” energi vil
bli absorbert, resten slipper gjennom til detektoren, og signalet transformeres matematisk

(Fourier Transformasjon; FT) for avlesning i tolkbart spektrum.

Konkrementene fra nyre ble vasket raskt ved & dryppe dem i etanol, deretter aceton. De ble
analysert pA ATR-FTIR etter & ha terket i luft i 5 minutter. Attenuated total reflection (ATR)
ble benyttet for & analysere utfellingen. Infraredt lys reflekteres fra en interface (f. eks en
diamant) via total intern reflektans. En stdende belge av lys emitteres fra overflaten pa
diamanten, og de fotonene som ikke absorberes reflekteres tilbake inn i diamanten og gar
videre til detektoren. Preven er i optisk kontakt (tett kontakt) med krystallen (diamanten), som

oppnds ved a presse proven ned mot diamanten med en skrue.

- 13-
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IR-laser

Nicolet iS10 (Thermo Scientific, Oslo) ble benyttet ssmmen med softwaren Omnic. For
tolkning av spektra er programmet OmnicSpecta satt opp med folgende referansespektra:
Amorfdahllitt, CO3Dahllitt, Ammoniumurat, Brushitt, kalsiumoksalat dihydrat,
kalsiumoksalat monohydrat, cystin, Dahllit, Dittmaritt, Na-urat, Newberyitt,
oktakalsiumfosfat pentahydrat, protein, struvitt, trikalsiumfosfat, urinsyre, urinsyre dihydrat,
whitlockitt, xanthin, magnesiumkarbonat og magnesiumfosfat. Identifisering av forbindelser i

nyrestein er gjort i omradet 2000-600 cm .

Statistiske metoder

Det ble foretatt en regresjonsanalysene hvor ‘histologisk score’ ble satt som avhengig variabel
og ‘makroskopisk score’ og ‘anlegg’ som prediktorer eller uavhengige variabler. Det som da
framkommer er i hvilken grad makroskopisk score gir noen indikasjon om histologisk score
og om anlegg har noen innvirkning pé dette, altsa om det er forskjeller mellom anleggene.
Siden lokalitet 1 produserer regnbueorret og lokalitet 2 atlantisk laks, er det ogsa mulig & se
pa forskjeller mellom artene. Vi har ogsa sammenlignet fornyre og baknyre etter anlegg. De
histopatologiske scoringene gir resultater pa en kontinuerlig skala og i tillegg har vi

transformert disse resultatene til 5 ulike ordinale score-niva.

- 14 -
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Vi har analysert makroscore og histologisk score/anlegg med ordinal regresjon. Fordelingen
av de vektede scorene er sa langt fra normalfordelt at vi har laget kategorier med steg pé 5
vektet score 1 eller 2, benevnt “cat”. Cat er satt som uavhengig variabel og med makroscore
og anlegg som forklaringsvariabler. Vi har ogsé provd a snu problemstillingen og beregnet

sannsynligheten for opptreden av makroforandringer basert pa histologisk score.

Resultater

Generelt om resultatene

Uttakene pa lokalitet 1 og 2 er henholdsvis gjort fra 23.01.19 til 10.04.19 og fra 16.01.19 til
11.03.19. Fra forste til siste uttak er det da gétt 2.5 maned for lokalitet 1 og i underkant av 2
maneder for lokalitet 2. Uttakene er altsa gjort ganske tett opp i hverandre og den
gjennomsnittlige vekten pé fisken endrer seg ikke betydelig.

Gjennomsnittsvekten pa forste uttak pa lokalitet 1 var 119 gram, og det stiger jevnt til det
ender pé 135,6 gram pa fjerde og siste uttak. P4 lokalitet 2 ble det ikke registrert vekt pa
fisken pé forste uttak, men fra uttak nr. 2 til uttak nr. 2 stiger gjennomsnittsvekten fra 99.7
gram til 106 gram. Alle uttakene er gjort fra samme kar pa begge lokaliteter slik at vi folger
den samme fisken med samme forutsetninger. Som nevnt er det altsa tatt prover av
regnbueorret pa lokalitet 1 og laks pa lokalitet 2.

Da dette er lokaliteter som i senere tid har hatt problemer med nefrokalsinose, og vi regnet
med & komme over flere fisk med sykdommen selv ved tilfeldig uttak, mener vi at det
allikevel var nok tid til & studere en eventuell sykdomsutvikling. Dersom det ikke skulle gi de

store resultatene sa fikk en fortsatt kartlagt utviklingen av sykdommen pé lokaliteter med

- 15 -
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utfordringer, og samtidig satt makroskopiske resultater opp mot histologiske. En annet enske
med uttakene var som nevnt & teste nytteverdien av den histopatologiske scoren utviklet
sammen med Pharmaq Analytiq. Dette for & vurdere om denne kan vare et godt hjelpemiddel

i den daglige diagnostikken og vurdering av nefrokalsinose pd anlegg.

Resultatene er presentert etter lokalitet og uttak. Makroskopisk score og histologisk score fra
samme uttak er satt opp ved siden av hverandre, dette for 4 lettere visualisere eventuell
korrelasjon mellom de to scoringssystemene. I histologisk score er det tatt med bade flat score
og vektet score, og her er alle tallene gjennomsnittstall fra uttaket, dette for & komprimere
mengden data. Etterfulgt av de rene dataene kommer en oppsummering av de histologiske
funnene fra hvert uttak pa hvert anlegg og en generell beskrivelse av funnene basert pa de

histopatologiske rapportene skrevet til hvert uttak.

Etterfulgt av en generell presentasjon av makroskopiske og histologiske resultater presenterer
jeg resultatene gjort av analysene pa Ahus. Her ble det oppdaget av utfellingene faktisk bestar
av ulikt materiale og jeg ser naermere pa dette.

Helt til slutt presentere jeg statistikken vi har gjennomfert hvor hovedvekten ligger pa

korrelasjon mellom makroskopisk og histologisk score.

Bilde 7
Eksempel pé en nyre med omfattende nefrokalsinose. Det sees hvite utfellinger bade i
samlerogr (vevsbit til venstre) og i hele nyrets tverrsnitt (vevssnitt til heyre). Pa spissen av

skalpell sees typisk materiale tatt ut for analyse ved hjelp av IRS.

- 16 -
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Lokalitet 1

Uttak 1

Det forste uttaket pa lokalitet 1 ble gjort den 23.01.2019. Det ble tatt ut prever av totalt 20

fisk. Fisken har en gjennomsnittsvekt pd 119 gram.

Makroskopisk Score Histologisk Score
Nyrescore Antall fisk Midtnyre
0 17 Flat Score Vektet Score
1 2 14 2.9
2 0
Baknyre
3 1
Flat Score Vektet Score
1.5 3

Uttak 2

Det andre uttaket pa lokalitet 1 ble gjort den 21.02.19. Det ble tatt ut prover av totalt 20 fisk.

Gjennomsnittsvekten pa fisken er nd 113.4 gram.

Makroskopisk Score
Nyrescore Antall fisk
0 15
1 1
2 3
3 1

Histologisk Score

Midtnyre

Flat Score

Vektet Score

1.45

2.1

Baknyre

Flat Score

Vektet Score

0.9

1.2
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Uttak 3

Det tredje uttaket pa lokalitet 1 ble gjort den 19.03.19. Det ble tatt ut prever av totalt 20 fisk.

Gjennomsnittsvekten var pa 115.8 gram.

Makroskopisk Score Histologisk Score
Nyrescore Antall fisk Midtnyre
0 17 Flat Score Vektet Score
1 3 2.2 4.45
2 0
3 0 Baknyre
Flat Score Vektet Score
1.95 4.1

Uttak 4

Det fjerde uttaket pa lokalitet 1 ble gjort den 10.04.19. Det ble tatt ut prover av totalt 20 fisk.

Gjennomsnittsvekten var pa 135.6 gram.

Makroskopisk Score Histologisk Score
Nyrescore Antall fisk Midtnyre
0 19 Flat Score Vektet Score
1 0 1.7 3.2
2 1
Baknyre

3 0

Flat Score Vektet Score

1.45 2.6
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Lokalitet 2

Uttak 1

Det forste uttaket pa lokalitet 2 ble gjort den 16.01.19. Det ble tatt ut prever av totalt 20 fisk.

Det ble ikke registrert gjennomsnittsvekt pa fisken pa dette uttaket av ukjente grunner.

Makroskopisk Score Histologisk Score
Nyrescore Antall fisk Midtnyre
0 16 Flat Score Vektet Score
1 3 2.15 4.75
2 0
Baknyre
3 1
Flat Score Vektet Score
1.6 3.35

Uttak 2

Det andre uttaket pa lokalitet 2 ble gjort den 11.02.19. Det ble tatt prever av totalt 20 fisk.

Gjennomsnittsvekten pa fisken var da 99.7 gram.

Makroskopisk Score
Nyrescore Antall fisk
0 16
1 1
2 3
3 0

Histologisk Score

Midtnyre

Flat Score

Vektet Score

0.85

1.3

Baknyre

Flat Score

Vektet Score

0.85

1.3
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Uttak 3

Det tredje uttaket pa lokalitet 2 ble gjort den 11.03.2019. Det ble tatt prover av totalt 20 fisk.
Gjennomsnittsvekten pa fisken var da steget til 106 gram. Det m4 nevnes at pa dette uttaket
ble det selektert for syk fisk. Dette ble gjort uten at vi ble informert om det forhand. Det er
gjort i aller beste hensikt for & fa nok materiale til analyse av nyreforkalkningene, men

pavirker naturlig analysen og statistikken av resultatene.

Makroskopisk Score Histologisk Score
Nyrescore Antall fisk Midtnyre
0 11 Flat Score Vektet Score
1 1 4.1 9.2
2 4.5
Baknyre
3 3.5
Flat Score Vektet Score
4.2 9.5

Beskrivelse av histologiske funn

Pé begge lokaliteter har vi jevnt over fatt ganske lav score bade makroskopisk og histologisk.
Vi har allikevel fétt et brukbart spekter av histologiske forandringer som beskriver utviklingen
av nefrokalsinose. I dette avsnittet kommer en oppsummering av histologiske funn fra hver
lokalitet og hvert uttak. Etterfulgt kommer et representativt antall histologiske bilder fra
begge lokaliteter som beskriver bdde milde, moderate og omfattende forandringer, og som

beskriver hvordan vi bruker histologi til & diagnostisere nefrokalsinose.
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Lokalitet 1

Ved det forste uttaket pd lokalitet 1 var gjennomsnittlig histologisk score for uttaket 2.9 for
midtnyre og 3.0 for baknyre. For midtnyre var 11 av nyret uten anmerkninger, 8 nyrer hadde
totalt sett midle forandringer og en nyre hadde omfattende forandringer. Tilsvarende for
baknyre var 11 nyrer uten anmerkninger, 7 nyrer hadde milde forandringer, en nyre moderate
forandringer, og en nyre omfattende forandringer forenelig med nefrokalsinose. Det ser ut

som om utviklingen av nefrokalsinose er i en tidlig fase.

Det andre uttaket fra lokalitet 1 hadde funn av forandringer forenelig med nefrokalsinose hos
17 av 20 individer. Gjennomsnittlig score for uttaket var 2.1 for midtnyre og 1.2 for baknyre.
For midtnyre var 3 av 20 individer uten anmerkning, mens 16 hadde midle forandringer
forenelig med sykdommen og 1 fisk hadde moderate forandringer. Tilsvarende for baknyre
var 10 nyrer uten anmerkning, 9 hadde midle forandringer og 1 fisk hadde moderate

forandringer. Det ser ikke ut til at tilstanden har utviklet seg siden forrige uttak.

Ved det tredje uttaket var det funn forenelige med nefrokalsinose hos 16 av 20 individer.
Gjennomsnittlig score for uttaket var 4.5 for midtnyre og 4.1 for baknyre. For midtnyre var
fire av nyret uten anmerkninger, 15 midtnyrer hadde totalt sett milde forandringer og en
midtnyre hadde moderate forandringer. Tilsvarende for baknyre var 7 nyrer uten
anmerkninger, 10 baknyrer hadde midle forandringer og to baknyrer hadde moderate
forandringer. Et gjennomgdaende funn var at det var liten forekomst av utfellinger, men i de
tilfellene hvor man fant nefrokalsinose-utfellinger var det betydelige vevsreaksjoner i
tilstatende vev. Det kan ikke utelukkes at dette kan settes i sammenheng med kjemisk
sammensetning av utfellinger. Det var ingen ekning i forekomst av nefrokalsinose i forhold til

de to foregdende uttakene. Det var forekomst av alle de fire kategoriene bade for midtnyre og
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baknyre. Dette indikerer at utviklingen er pa vei inn i en kronisk fase for fisk med

sykdommen.

Det fjerde og siste uttaket fra lokalitet 1 hadde funn forenelig med nefrokalsinose hos 14 av
20 individer. Gjennomsnittlig nefrokalsinose-score for uttaket var 3.2 for midtnyre og 2.6 for
baknyre. For midtnyre var 6 av nyrene uten anmerkninger, 13 midtnyrer hadde totalt sett
milde forandringer og en hadde moderate forandringer. Tilsvarende for baknyre var 7 nyrer
uten anmerkninger, 12 baknyrer hadde milde forandringer og en baknyre hadde moderate
forandringer. Nyrer med moderate forandringer stammer fra samme fisk og dette var den
eneste fisken med anmerkninger pa makroskopisk score (score 2). I motsetning til de andre
uttakene hvor forholdet mellom score pa midtnyre og baknyre har vert jevn fant man her noe
hayere forekomst av forandringer i midtnyre sammenlignet med baknyre. Dette antas a
skyldes tilfeldig variasjon og det var ingen systematikk i forskjellene pa individ-niva. Et
gjennomgéende funn var at det var liten forekomst av utfellinger, men i de tilfellene hvor
nefrokalsinose-utfellinger foreld var det betydelige vevsreaksjoner i tilstatende vev. Dette
tilsvarer det som ble observert i forrige uttak. Det var ingen ekning i forekomst av
nefrokalsinose i forhold til de tre foregaende uttakene, og totalt sett vurderes forekomsten som
lav. Det var noe forekomst av score kategori 4, men hovedsakelig ble fisken scoret i kategori

1 og 2. Dette indikerer at en andel av forandringene var av kronisk karakter.

Lokalitet 2

Ved et forste uttaket pa lokalitet 2 var det funn av forandringer forenelig med nefrokalsinose
hos 12 av 20 individer. Gjennomsnittlig nefrokalsinose-score for uttaket var 4.8 for midtnyre
og 3.6 for baknyre. For midtnyre var 8 av nyrene uten anmerkninger, 9 nyrer hadde totalt sett

milde forandringer, en nyre hadde moderate forandringer og to nyrer hadde omfattende
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forandringer. Tilsvarende for baknyre var 12 nyrer uten anmerkninger 6 nyrer hadde milde
forandringer og 2 nyrer hadde omfattende forandringer forenelig med nefrokalsinose. Det var
noe hoyere forekomst av forandringer i midtnyre i forhold til baknyre. Det ser ut som om
utviklingen av nefrokalsinose er forbi tidlig fase hos rammede individer. Det var relativt lik

forekomst av de ulike kategoriene for bade midtnyre og baknyre.

Det andre uttaket pé lokalitet 2 hadde funn forenelig med nefrokalsinose hos 9 av 20
individer. Gjennomsnittlig score for uttaket var 1.3 for bdde midtnyre og baknyre. For
midtnyre var 11 nyrer uten anmerkning mens 9 nyrer hadde totalt sett milde forandringer.
Tilsvarende for baknyre var 13 nyrer uten anmerkning, mens 7 nyrer hadde milde
forandringer. Til sammenligning var forekomsten av nefrokalsinose mindre i1 dette uttaket enn
i forste uttak. Det var relativt lik forekomst mellom midtnyre og baknyre. Det var i hovedsak
forekomst av kategori 1 og 2 i bdde midtnyre og baknyre. Dette indikerer at utviklingen av

nefrokalsinose i gruppen er i tidlig fase hos individer med nefrokalsinose.

Ved det tredje og siste uttaket pa lokalitet 2 var det funn forenelig med nefrokalsinose hos 16
av 20 individer. Gjennomsnittlig score for uttaket var 9.2 for midtnyre og 9.5 for baknyre. For
midtnyre var 7 av nyrene uten anmerkninger, 5 nyrer hadde totalt sett midle forandringer, 3
nyrer hadde moderate forandringer og 5 nyrer hadde omfattende forandringer. Tilsvarende for
baknyre var 6 nyrer uten anmerkninger, 6 hadde milde forandringer, 4 nyrer hadde moderate
forandringer og fire hadde omfattende forandringer forenelig med nefrokalsinose. Det var
relativt lik forekomst av forandringer mellom midtnyre og baknyre. Det var relativt lik
forekomst av de fire ulike kategoriene bade for midtnyre og baknyre. Dette indikerer at
utviklingen er i en kronisk fase. Det bemerkes at det var svert stor spredning i forekomst av

nefrokalsinose i1 det undersgkte materialet, alt fra ingen forekomst til omfattende skader.
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Okning i forekomst av nefrokalsinose i forhold til de to foregéende uttakene var markant. I
ettertid fikk vi vite at de hadde gjort et selektert uttak ved dette uttaket. De hadde altsd
selektert for typiske nefrokalsinose-fisk som nevnt tidligere, og dette er da naturligvis arsaken

til den markante gkningen i tilfeller.

Histologiske bilder

Forst vil jeg presentere noen typiske bilder for de ulike kategoriene vi scorer nefrokalsinose
etter. Bilde 7 er typisk kategori 1 med utfellinger. Bilde 8 viser bade kategori 1 og 2 med
utfellinger og nedbrutt tubuli med fibrose. Bilde 9 viser kategori 3 med fortykket glomeruli.

Bilde 10 representerer kategori 4, her ser man omfattende granulomates betennelse.
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Bilde 8 — Midtnyre

Blélige, strukturlese utfellinger
1 tubuli typisk for
nefrokalsinose. Merk at tubuli-
epitelet er nedbrutt og det er
moderat grad av fibrose rundt
utfellingen.

Bilde 9 — Midtnyre

Piler peker mot rester av tubuli
hvor det sees blalig, strukturles
utfelling i lumen og hvor tubuli-
epitelet er fullstendig nedbrutt.
Det sees moderat fibrose som
avgrenser utfelling fra
omliggende interstitielt nyrevev.
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TR, e e

e eds . 2465 Piler peker mot glomeruli hvor
Qi”f.' R jﬂ e " ; kapselen (Bowman’s kapsel) er
R TN e % ‘ fortykket pa grunn av fibrose.
Merk ogsé at preurin-rommet er

tydelig dilatert, trolig pa grunn
av stagnasjon av urin, forarsaket
av utfellinger lenger ut i
systemet.

Bilde 11 — Baknyre
Omfattende granulomates
betennelse (ovre del av bildet)
og fibrose (nedre del av bilde)
1 snittflaten.

Blant uttakene gjort pa begge lokalitetene ble det funnet alt fra milde til omfattende

forandringer, og de neste seks bildene representerer de ulike omfangene.

Bilde 12 Bilde 13

Milde forandringer i midtnyre. Blalige, Milde forandringer baknyre. Blalige
strukturlgse utfellinger i tubuli typisk strukturlgse utfellinger i tubuli. Merk at
for nefrokalsinose. Merk at tubuli- tubuli-epitelet er nedbrutt og det er mild
epitelet er nedbrutt og det er moderat grad av fibrose rundt utfellingen.

grad av fibrose rundt utfellingen.
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Bilde 14 — Mitdnyre

Moderate forandringer i tubuli med
nekrose av epitel, mer uttalt fibrose og
storre ansamlinger av blalige
strukturlese utfellinger i tubuli.

Bilde 15 — Baknyre

Moderate forandringer i tubuli med
nekrose av epitel, mer uttalt fibrose og
storre ansamlinger av blalige strukturlese
utfellinger i tubuli.

Bilde 16 — Baknyre

Omfattende granulomates betennelse
som omslutter samlerer med store
mengder utfellinger.

Bilde 17 — Baknyre

Det sees omfattende fibrose i
nyreinterstitiet som omgir nedbrutte
tubuli. Pil peker mot et nedbrutt tubuli
som inneholder utfellinger sammen med
nekrotisk vev.
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Bilde 18 — Midtnyre

Utfellinger i et kraftig dilatert samleror
(pil). Lengden pé strek: 0.63mm. Slike
utfellinger vil pa sikt gi tilstopping av
samlergr og opphopning av urin, og det
sees dilatasjon av tubuli i vevet rundt
samleror.

Analyser av utfellinger
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Bilde 19 — Baknyre

Omfattende forekomst av nedbrutte
tubuli, og det sees betennelse og nekrose
1 omliggende interstitielt vev.

Som nevnt blir utfellingene ute i felt kategorisert i tre former; blat, kornete og hard, noe som

ga grunnlag for & mistenke at alle utfellingene ikke bestar av de samme materialene.

Analysene ble gjennomfert ved AHUS hvor det jobbes mye med karakterisering av nyrestein

hos menneske. Metodene som er anvendt her er de samme som anvendes pa mennesker.

Disse analysene viste at det er en spredning i type materiale disse utfellingene bestar av. Det

er mest av et fosfatmineral, kalt Dahllitt. Det er to ulike forbindelser som begge gér under

dette navnet. Materialet kalt amCAP (Amorphous carbonate apatite), var det som det ble

funnet mest av, etterfulgt av CAP (carbonate apatite). Det neste pa listen er ogsa ett

fosfatmineral, kalt struvitt (magnesium ammonium phosphate — MAP). Til sist fant vi, kun pa

lokalitet 1 (regnbueerret), ogsa Brushitt og Whitlockitt. Nar man finner Dahllitt hos menneske
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indikerer det ofte at det er en infeksjon tilstede. Brushitt og Whitlockitt fant man kun pa
lokalitet 1, hvor det oppdrettes regnbueerret. Da kan man stille seg sparsmal om dette er type

steiner som kun regnbueerret kan utvikle, og at laks ikke utvikler disse typene.

Dette antyder at det er en tilsynelatende forskjell mellom de ulike formene bade morfologisk
og kjemisk. Hos kjeledyr er identifisering av type urinstein avgjerende for forebygging og
behandling. Det er et behov for sterre undersekelser rundt typer steiner, forekomsten av disse
og hvordan de bidrar til utvikling av nefrokalsinose videre i prosessen for & ordentlig

kartlegge sykdommen og for & kunne komme med gode, velbegrunnede rad til oppdrettere.

Lokalitet 1
Prove F9 18% 9% 53% 20 % Poor spectrum
Prgve F9 16 % 16 % 56 % 12 % Poor spectrum

Lokalitet 2

36 % Lipid tissue

Totalt Loki 26%  325% 104% 545% 136% 155%
Totalt Lok 2 137%  378% 160% 225%
Bilde 20

Bildet viser en oversikt over prosentandel av de ulike materialene i de ulike prevene fra begge
lokaliteter. Det viser ogsé hvor mye nyrevev utgjorde av preven. I to av pravene var spektra

darlig og to hadde veldige hayt karbon-innhold. I en preve fant man mye fettvev.
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Nyrevev
Ca-oxalate

Nwberyitt

MAP
amCAP

CAP

Whitlockitt

Brushitt

anlegg

==

1) ! ! 1)

0%

50% 100% 150% 200% 250% 300% 350% 400%

Summert forekomst av materialer fra begge

BTotalt Lok 2
B Totalt Lokl

Statistikk

Fig. 1

Her ser vi en
oversikt over
funnene pa
de to ulike
lokalitetene.

Hovedfokuset statistisk i denne oppgaven var a se pa korrelasjonen mellom makroskopisk

score og histologisk score. Dette for & kunne si noe om verdien av en vektet histologisk score

1 praksis. Onsket med den histologiske scoren er & kunne se sma endringer tidlig slik at man

kan sette inn tiltak sd snart man ser en utvikling.

Det forste vi gjorde var & lage en enkel fordeling av resultatene fra den makroskopiske

scoringen. Figur nr. 2 viser den totale makroskopiske fordelingen fra begge anleggene mens

figur nr. 3 viser total makroscore fordelt etter anlegg.
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Fig. 2

Her ser vi en fordeling
av den totale
makroskopiske
scoringen fra begge
anleggene med en
overbarende vekt pa
score 0 (78.3%).

Fig. 3

Her ser vi total
makroskopisk score
(nyre) fordelt pa de to
lokalitetene.

Vi ser ut fra disse tabellene at hovedvekten av fisken gis score 0. De andre scorene ligger

forholdsvis jevnt fordelt, spesielt for lokalitet 2. Disse figurene viser den makroskopiske

scoringen for alle uttakene samlet, og viser at prosent affisert fisk generelt er lavt.
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Fig. 4
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Etterfulgt av makroskopisk score sé vi pa den totale vektede histologiske scoren for begge

anleggene samlet. Her er midtnyre presentert i figur 4 og baknyre presentert i figur 5.

Hovedvekten av fisken har score 0, og ellers er det lave score med et lavt antall fisk med

score over 20. Makroskopisk og histologisk scoring har lignende fordeling.
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Fig. 6

Lokalitet 1 Lokalitet 2
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Fig. 7

Lokalitet 1 Lokalitet 2

40
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1L

20
1
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Vektet score baknyre
Graphs by Lokaliteter

Vi har ogsa sett pa vektet score av midtnyre og baknyre for de to lokalitetene separat (Figur 6
og 7). Her kan man se at det er flere hoyere scoringer pa lokalitet 2 enn lokalitet 1. Dessverre

er det sannsynlig at dette kommer av at det selektive uttaket som ble gjort ved det siste uttaket

pa lokalitet 2.
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-> tabulation of ma by site Tabell 2
anl
ma | Lokalitet 2 Lokalitet 1 Total Dette er en enkel

0 27 67 94 .

i : 7 11 tabelloversikt over den

2 4 4 8

3 5 2 7 makroskopiske scoren for de
Total 40 80 120

to lokalitetene.

-> tabulation of wvsl by site -> tabulation of vs2 by site

Vektet
score andi
anl (baknyre) Lokalitet 2 Lekalitet 1 Total
Lokalitet 2 Lokalitet 1 Total
0 18 34 52
0 15 24 39 1 4 14 18
1 4 15 19 3 3 16 19
3 3 24 27 4 2 1 3
a 3 1 4 ? ‘1’ i ;
i 1 2 3 ; 1 6 7
7 0 9 ? 8 1 0 1
8 1 0 1 10 1 2 3
10 2 1 3 11 0 1 1
11 3 [} 3 12 0 1 1
13 0 1 1 13 ] 2 2
16 0 1 1 14 1 0 1
17 0 1 1 19 1 0 1
19 1 0 1 20 1 ° 1
22 3 0 3 :: ; g ;
23 1 0 1 ;g X ° 1
25 2 0 2 27 1 0 1
29 1 o 1 29 1 0 1
30 0 1 1 30 0 1 1
Total 40 80 120 Total 40 80 120
Tabell 3 Tabell 4

Disse to tabellene gir en oversikt over den vektede histologiske scoringen for begge
lokalitetene. I tabell 3 ser vi scoringen for midtnyre og i tabell 4 for baknyre. Disse tallene
analyserte vi med ordinal regresjon. Fordelingen av vs1 og vs2 er sa langt fra normalfordelt at
vi endte opp med & lage kategorier med «steg» pa 5 (vsl eller vs2 score, benevnt ‘cat’). Cat er
satt som uavhengig variabel og med makroscore og anlegg som forklaringsvariabler og da

framkommer folgende:
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1 . ologit catavg ma site

Iteration 0: log likelihood = -118.49593
Iteration 1: log likelihood = -106.3361
Iteration 2: log likelihood = -99.031862
Iteration 3: log likelihood = -96.214695
Iteration 4: log likelihood = -96.178566
Iteration 5: log likelihood = -96.178526
Iteration 6: log likelihood = -96.178526

Ordered logistic regression Number of obs = 120

LR chi2(2) = 44.63

Prob > chi2 = 0.0000

Log likelihood = -96.178526 Pseudo R2 = 0.1883

catavg Coef. std. Err. P>|z| [95% Conf. Interval)

ma 1.516428 .2624395 5.78 0.000 1.002056 2.0308

site -.4666917 .4559591 -1.02 0.306 -1.360355 .4269718

Denne figuren gir en oversikt over hvordan vi har utfert den logistiske regresjonen. Her far vi

altsé en statistisk forskjell med effekt av makroskopisk score, men ingen av ‘site’ (anlegg).

Fig. 12

frequency

60
1

40
1

20
1

Lokalitet 2

Kategoriserte histoscore for begge anlegg
61

Figur 12 viser hvordan
fordelingen av den histologiske
scoren blir etter at vi har satt den
vektede scoren inn i kategorier.

Kategoriene er som folger;

<=5-20
6-10> 1
10-15 > 2
15-20 > 3
20-252> 4
Lokalitet 1 >252>5
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Fig. 13
Predictive Margins with 95% Cls
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Figur 13 er basert pa en prediksjon gitt av regresjonsanalysen vist ovenfor. Det er vist en
prediksjon for sannsynlig ‘histoscore’ med makroskopisk score som prediktor, inndelt i 3
kategorier makroscore, ma=1 til ma=3. Figuren kan tolkes slik at det er hoy sannsynlighet for
at en makroscore pd 0 (ma=0), gir en histocat pa 0, mens ma=1 og 2 ikke gir noen klare
indikasjoner om hvordan histologien ser ut. En hay makroscore (ma=3) gir hayest
sannsynlighet for hey histoscore, men siden vi har sé fa fisk med hey score blir
konfidensintervallet veldig heyt og predikasjonen dérlig.

Dette viser at ingen synlige makroforandringer gir indikasjoner om at fisken ikke er syk, men

alt annet er veldig usikkert.
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Fig. 15
Predictive Margins with 95% Cls
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Figur 14 og 15 viser henholdsvis sannsynligheten for histologi score I kategori 0 (Catavg=0)

og kategori 5 (catavg=5).
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Figur 16, 17, 18 og 19 gir en oversikt over makroskopisk og histologisk score, hvor den
histologiske scoren er representert med kategorier i stedet for vektet score. Vi ser her at

fordelingen ikke blir s ulike den vektede histologiske scoren.

Fig. 20

Adjusted Predictions with 95% Cls

Probability
5
|

T
0 5 10 15 20 25 30
Vektet score (midtnyre)

—@—— Qutcome=0 —@—— Qutcome=1
—@—— Qutcome=2 Outcome=3

Dersom vi snur om pa problemstillingen og beregner sannsynligheten for opptreden av
makroforandringer basert pad histologisk score, far vi resultater som vist i figur 20 (basert pa
vektet score for midtnyre). Dersom vi sammenligner dette med grafene fra figur 13 ser vi at vi
far ganske like resultater ogsa ved snudd problemstilling, og igjen slik at hey histologisk

score gir hey prediksjon for hey makroskopisk score, og omvendt.
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B

Makroscore

En scatterplot for histologisk score basert pdA makroskopisk score er vist I figur 21, for

henholdsvis makro/midtnyre og makro/baknyre. Figuren viser hvordan histologisk score

fordeler seg for de ulike kateogoriene av makroskopisk score. Baknyre og midtnyre referer til

de histologiske vurderingene.

Fig. 22
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Scatterplot for vektet score i bak- og midtnyre avlest histopatologisk. Det er godt samsvar hva

angdr forandringer/score for de to omrédene, med noe sterre avvik ved lave score.
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Diskusjon

Makroskopisk vs. Histologisk vurdering

Et av malene med denne oppgaven var a fa et innblikk i forekomst av nefrokalsinose pa to
anlegg som i tidligere produksjoner hadde fatt pavist sykdommen. I tillegg var det en
malsetting & gjore en pilotstudie hvor vi s& pd sammenhengen mellom makroskopisk score og
den histologiske score/kategorisering som har blitt utviklet. Dette har vi gjort ved a avgjore i
hvilken grad den samstemmer med den makroskopiske scoren.

Det som klart framkommer er at hoy makroskopisk score ogsa gir hoy sannsynlighet for at det
foreligger histopatologiske forandringer (og omvendt). P4 samme maéte gir fraver av
makroskopiske forandringer en god indikasjon for at det ikke er histopatologiske forandringer
i nyret. Ut over dette er det noe darlig ssmmenheng mellom lave makroskopiske score (1 og
2) og histopatologiske forandringer (Figur 13 og 21). Som det framkommer av Figur 21, er
det flere individer med makroskopisk score 2 hvor det ikke er blitt pavist forandringer i midt-
eller baknyre ved histopatologisk undersekelse. Et sparsmal blir om uttaket av prover fra
individer med lav makroskopisk score (1 og 2) var representativt, dvs. tatt fra et omrade med
tydelige makroskopiske forandringer. Det omradet som inngar i et vevssnitt er nedvendigvis
avgrenset og gitt at forandringene er fokale vil metoden anvendt for uttak vare av betydning
for resultatet av den histopatologiske vurderingen. Siden flere individer som hadde
makroskopisk score 1 og 2 ogsé hadde hoy histologisk score, kan det tyde pa at utvelgelsen av
omradet for prevetaking kan vere av betydning, altsd at forekomsten av nefrokalsinose i tidlig
stadium av sykdommen ikke er jevnt fordelt i vevet. P& den annen side kan det ogsa vare en
mulighet for at den makroskopiske vurderingen har for lav opplesning, og at fokale, men
utbredte (multifokale) forandringer ikke gir makroskopisk, paviselige (synlige) forandringer.

Her skal det ogsa legges til at forandringer i interstitiet i form av
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betennelsesforandringer/granulomer gir hoy vekt i den metoden som er utviklet og det kan
veaere at denne typen endringer ikke er synlige med det blotte sye. Av den grunn kan det vere

mangel pa samsvar mellom makroforandringer og histopatologiske forandringer.

Vi har i tillegg til & sammenligne makroskopisk score med histologisk score ogsa
sammenlignet histologisk scoring av midt- og baknyre (Figur 22). Hensikten var 4 avgjere
hva som er det beste provetakingsomradet i nyret, og om det er stor variasjon av
nefrokalsinose-forandringer ulike steder i nyren. Nar vi ser pa statistikken kan man muligens
si at det ser ut som om midtnyre har en noe hegyere score jevnt over enn baknyre, men de har
pa alle uttakene ligget veldig tett opp til hverandre, og man hadde nok ikke funnet noen
statistisk forskjell mellom dem. Det kan synes som at det ikke er nedvendig a ta prover fra

begge steder og man kan holde seg til f. eks midtnyre.

Analyser av utfellingene

I folge kvantemekanikken kan en kjemisk binding kun befinne seg i helt bestemte
energitilstander. Nar en binding gar fra en vibrasjonell energitilstand til en annen (og hayere)
kreves det en spesiell energimengde for at det skal kunne skje. Dersom det sendes fotoner mot
molekylet med for lav energi, skjer det ingenting med bindingen. Har fotonene for hay energi
skjer det heller ingenting. Det er bare ndr fotoner med en energimengde neyaktig lik
vibrasjonsenergien til bindingen at bindingen blir vibrasjonelt eksitert.

Energien til et foton er gitt ved E=hv (Plancks konstant x fotonets frekvens). Vibrasjons- og
rotasjonsenergien til en binding vil vere pavirket av naboatomene til atomene som utgjer
bindingen, og disse smé forskjellene gjor at hvert eneste molekyl vil ha sitt helt unike IR
spektrum. IR lys som sendes inn mot en preve som har energi noyaktig lik energien til en

binding vil bli absorbert.
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I tillegg til & gjennomfere en pilotstudie av det histologiske scoringssystemet ble det ogsa
gjort et forsek pa a analysere innholdet 1 utfellingene som oppstér ved nefrokalsinose. Dette
for & undersgke om disse alltid bestod av likt materiale eller om vi faktisk kunne finne
forskjeller ut over de morfologiske. Undersgkelsene viste at det faktisk er et ganske bredt
spekter av materialer utfellingene bestér av. Det er ogsé noen utfellinger som vi kun har
funnet pa regnbueerret. Det vil vare interessant 4 ga enda mer i dybden av analysen av disse
utfellingene og kartlegge fordelingen mellom arter og stadier av sykdommen. Hvorvidt det
kan vere en prediktiv verdi i & gjennomfere disse analysene, gjenstar a se. Det er kjent
prosedyre hos smadyr (hund/katt) at man analyserer steiner for & best kunne avgjore
behandling og videre forebygging. Funnene fra oppgaven indikerer at dette er et interessant
fagfelt som ber utredes videre som en del av diagnostikken rundt nefrokalsinose. Ved uttak
ble ikke konsistensen av utfellingene vurdert (myk, kornete eller hard), og i videre studier ber

konsistensen av utfellinger vurderes opp mot kjemisk sammensetning.

Veien videre diagnostisk?

Per dags dato er gullstandarden for & stille diagnosen nefrokalsinose basert pa histopatologi.
Selv om dette er en god metode s er den tidkrevende og man kommer ikke utenom & maétte
avlive fisken for 4 stille diagnosen. I lopet av dette studiet har vi diskutert flere ulike
fremtidige metoder for diagnosestilling av nefrokalsinose. Her kan blodprevetaking vare
aktuelt og mélsettingen ma vare & sammenholde endringer i definerte parametere som kan gi
indikasjoner om stadium prognose og risiko for eksempel ved sjosetting. Spersmélet er om

man klarer & se endringer tidlig nok til at man kan ta ut sykdommen tidlig og dermed ogsa
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forebygge og/eller behandle i tide. Vi har heller ingen markerer for PCR per dags dato, og

dette er noe man sa absolutt burde se pa videre.

Hva trenger vi & kunne mer om?

Nefrokalsinose er en kompleks sykdom med mange faktorer som kan spille inn og det er
muligens flere underkategorier av selve sykdommen. Det har ogsa kommet fram at vi har
forholdsvis lite kunnskap om denne sykdommen. En av faktorene som har vert mye
omdiskutert om har en effekt pa nefrokalsinose er nivaet av CO,. Hvilke effekter CO, har pé
utviklingen av nefrokalsinose er fortsatt noe usikkert, og det er enda mer usikkert er hvilken
effekt svingninger i CO; har & si.

En annen noe ukjent faktor er foring. Da nefrokalsinose hadde sitt forrige utbrudd” oppdaget
man en ubalanse mellom fosfor, selen og magnesium i foret. Da man rettet opp i dette gikk
tilfellene av nefrokalsinose betraktelig ned. Dette til tross er det fortsatt mulighet for at ulike
forkomponenter og forsammensetninger kan vere med og bidra til utvikling av sykdommen,
ikke minst i samvirke med miljefaktorer. Det er kanskje ikke hovedarsaken, men dersom
nefrokalsinose er s& sammensatt som man far inntrykk av s burde man absolutt gjere
ytterlige undersokelser for & avgjere hvilken betydning for/forkomponenter har for opptreden
av sykdommen. Den brétt innsettende og epizootiske utbredelsen av tilstanden indikerer at det
foreligger en fellesnevner for tilstanden slik vi ser utbredelse av den i dag. Det har i enkelte
fagmiljeer blitt diskutert at den hoye forekomsten av plantebaserte forkilder i forhold til
marint fosfor kan spille inn, men det er ikke gjort systematiske studier for & kartlegge dette.
Vi er allerede rimelig sikre pa at vannkvalitet og foring er faktorer som pévirker sykdom, men

det er trolig flere andre faktorer som vi forelopig ikke vet noe om.
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Mattilsynet setter krav til at vannkvalitet skal males, loggferes og rapporteres etter fastsatte
retningslinjer (9). Likevel er disse kravene framsatt av tilsynsmyndighetene a betrakte som et
minstemal, og man kan ogsa diskutere om kravene som stilles i dag er tilpasset den stadig
okende bruken av RAS; med okt gjenbruksgrad av vann gkes kravet til kontroll med
vannkvalitet. Et annet viktig poeng er at fisk ofte kan tilpasse seg suboptimale vannkvaliteter
sa lenge forholdene holdes konstant. Aller mest skadelig for fisken er varierende vannkvalitet
(10).

I dag foreligger det svert pd muligheter for kontinuerlig maling av vannkvalitet, og de fleste
settefiskanlegg opererer med maling av vannkvalitet en gang om dagen i henhold til fastsatte
retningslinjer. Dersom man likevel velger 4 male ulike vannparametere kontinuerlig vil ma i
de fleste anlegg se en del betydelige variasjon i vannkvalitet gjennom et degn, og det
gjiennomgéende monsteret er at for eksempel CO, og pH henholdsvis stiger og synker nér
fisken fores, for sé a falle tilbake til nivdene som for foring nér biofilter og CO; luftere klarer

a motvirke ubalansen (Bilde 21).

Disse svingningene i vannkvalitet vil vedvare gjennom produksjonssyklusen, og i mange
tilfeller tilta med okende biomasse i anlegget. Det hele kulminerer rett for utsett av fisk hvor
mest omfattende svingninger i vannkvalitet skal kombineres med at fisken skal gjennomgé
adapsjon til sjefase (smoltifisering). Vannkvalitet er fra tidligere ansett som en risikofaktor
for utviklingen av nefrokalsinose, og vi mener at ogsa svingninger i vannkvalitet ber
undersegkes som en mulig risikofaktor for denne tilstanden. Felles for de fleste
forskningsprosjekter som har vurdert effekt av CO; pa utvikling av nefrokalsinose er at de har

blitt gjennomfort i relativt stabile omgivelser med lav fisketetthet.
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Grafer som viser svingninger i vannparameterne CO, (A) og pH (B) over en periode pa seks
degn. Det er viktig & understreke at lignende svingninger ogsé sees for andre vannparametre,
og CO; og pH er kun ment som relevante, illustrative eksemper. Grafen er hentet fra Blue

Unit etter tillatese fra David Owen.

Begrensninger og generaliserbarhet

Denne studien har helt klart flere tydelige begrensninger. For det forste er studien gjort over et
relativt kort tidsrom. Det hadde ogsa vert interessant a folge fisken etter sjosett for & se hvor
godt de takler overgangen til sjgfase, men pd grunn av tidsmessige begrensninger ble ikke

dette gjennomfoert. Det hadde ogsé veart interessant a inkludere enda flere fisk, og enda flere
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lokaliteter slik at man i sterre grad kunne ha sammenlignet forskjeller mellom regnbueerret
og laks, samt fiskens prestasjon i sjo ved ulike alvorlighetsgrader av sykdommen.

Det begrensede antall praver gjor ogsa de statistiske analysene usikre. I tillegg var det foretatt
en seleksjon ved det siste uttaket pa lokalitet 2, dvs. en direkte seleksjonsfeil (selektert uttak).
Hadde disse tallene faktisk vert reelle ville det vist en veldig spennende utvikling.

Det vil ogsa alltid vere en viss klassifikasjonsfeil/tolkningsfeil i slike deskriptive studier der
ulike personer gjerne ville scoret noe ulikt, men hvor mye vekt man skal legge pa denne typen
feil er vanskelig a si noe om. Det er tydelig at det er mange faktorer som spiller inn pa
utviklingen av denne sykdommen og selv om det kanskje ikke er sé aktuelt i denne studien sé
vil bade konfundering og interaksjon vaere viktige faktorer a vere bevisst pa i videre

forskning.

Det er vanskelig a si noe konkret om gyldigheten utenfor studiepopulasjonen. Populasjonen
utgjeres av en liten gruppe fisk studert innenfor et avgrenset tidsrom. Hvor god kontroll de
ulike anleggene har med vannkvalitet, hvilken opprinnelig vannkilde som brukes, hva man
forer med og ellers andre driftsfaktorer som kan péavirke sykdommen er trolig noksé
varierende. Det hadde veert interessant & kjore en storre studie med flere anlegg, bade med og
uten kjente problemer med nefrokalsinose for & se enda nermere pa utviklingen av
sykdommen. Man kunne ogsé gjort undersgkelser pa vannkvalitet og andre faktorer som
pavirker sykdommen, og fulgt fisken til sjo for & underseoke forskjeller i dodelig etter sjosett-
Samtidig kunne man kartlagt hvor stort omfang nefrokalsinose har i landet i et epidemiologisk

studie.
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Konklusjon

Den histopatologiske scoringen vér viser en grad av samsvar med den makroskopiske
scoringen, men vi har oppdaget enkelte utfordringer rundt den histologiske scoren, muligens
ogsé med representativitet ved proveuttaket, og dette gjelder spesielt for de tilfeller hvor
forandringene er fokale. Blant annet ser vi at den vektede scoren ikke presenterer seg sé ulikt
til den kategoriserte scoren. Da kan man stille seg spersméal om det & vekte scoringen faktisk
utgjor en forskjell eller ikke.

Malet med scoringsmodellen var jo at den skulle vare en hjelp til & detektere forandringer i
utvikling av sykdommen tidlig slik at man kunne sette inn tiltak. Det begrenser seg hvor mye
vi kan si om hvor scoren fungerer basert pa det forholdvis lille forsgket vi har gjort, som ogsa
har gatt over ganske kort tid. Det har heller ikke vart helt de store endringene og det er ikke
godt & si om den vektede scoren kan vaere med & predikere endring tidligere enn den
kategoriserte scoren dersom det er storre utviklingsendringer i gjeere. Men man kan sperre seg

om det skulle vaert gjort endringer pa selve score, kanskje man f. eks skulle vektet annerledes.

Jeg tror at de ulike typene utfellinger kan si oss mye om nefrokalsinose. Dersom man kan
finne ut om ulike typer utfellinger er knyttet til ulike produksjonsfaktorer kan man gi mye

bedre rad til oppdrettere om héndtering og forebygging av sykdommen.

Videre i arbeidet med nefrokalsinose tror jeg det er viktig & fa utviklet en bedre, ikke-dedelige
metode for & stille diagnosen tidlig. Jeg tror ogsa det er viktig & fi ordentlig kartlagt bade
omfanget av nefrokalsinose og hvilke faktorer som er med & bidra til utvikling av
sykdommen. Dersom vi skal kunne gi gode, velbegrunnede rad til oppdrettere ma vi ha god
kontroll pa hva som pévirker utviklingen av nefrokalsinose, samt hvordan vi kan forebygge

og/eller behandle det. Vi trenger mer forskning, enkelt og greit.
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Summary

In this study we have looked at the comparison between macroscopic score and our own
histopathologic score-model. Even though the macroscopic and histologic score follow each
other quite well, we have seen several challenges with our score-model. Some of the
challenges could be linked to representativeness in our sampling of fish, how the different
histopathologic changes are weighted and the resolution in the macroscopic evaluation. We
have also seen that our weighted score does not give too different results from a more
categorized score.

There has been done an analysis of the calculus that are produced in the fish kidney during
nephrocalcinosis, and found that it is not just morphologic differences between the calculi, but
also differences concerning their content. We found most of two different variants of one of
the phosphate minerals, called Dahlitt. We also found three other types of material, whereas
tow of them where only found in rainbow trout.

This study has clearly shown that there is room for improvement when it comes to diagnosing
nephrocalcinosis, both the histopathologic golden standard that we use to this date, but also
development of better, non-lethal methods for the future. We also have a way to go when it
comes to the epidemiologic mapping of the disease, and development of good advice

concerning prevention to fish-breeders.
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Vedlegg

Utskrift av databasen

Her legges ved skjemaer for makro-score, samt skjema for histopatologisk score for samtlige

uttak pé begge lokaliteter.
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Prosjekt nyreforkalkning,

SalMar settefisk AS + Pharmag Analytiq AS

Forekomst av nefrokalsinose

Hanne Marie Thomsen
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Forekomst av nefrokalsinose
Hanne Marie Thomsen

] A | B C D E F G | H I J |
1 | Prosjekt nyreforcalkning,  SalVar settefisk AS  +  Pharmac Araytig AS
2 |Anlezg Setran Car nr: I 58 I Ozto: 10.04.19
3
Fisk Soeioerg Melanin | Melanin | Nyre
4 |nr. |Vekt Lergde skir k. organer | dukvegs |skde Ar- meren.
S 1 122 22,5 2 3 1 [ [
6 2 174 23,5 2 3 Q Q Q
7 3 a8 20,5 15 3 Q Q Q
8 4 164 24 2 3 [ Q Q
9 5 122 22 15 3 0 Q Q
10 & 174 245 2 3 [ [ g
11 7 154 23,5 2,5 3 1 Q Q
12 5 114 215 15 3 Q Q Q
13 9 130 23 2 2.3 Q Q Q
14 10 150 23 2 2.3 Q Q Q
15 11 108 22 1.5 3 [ Q [
16 12 164 24 15 2,3 g Q Q
17 13 100 ) 1 3 g [ 0
18 14 182 24 2,5 3 1 Q 2
19 15 b 20,5 2 3 Q Q Q
20 16 134 21,5 1.5 3 1 Q Q
21 17 144 22,5 15 2 1 Q Q
22 18 116 21,5 3 1.3 [ [ [
forsnevring
23 19 154 23,5 2 3 0 4] 0 | swommebiere
24 X 100 20,5 2 3 Q Q Q
25 1356 22,4 1,88
26 1,2065
27
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Prosjekt nyreforkalkning, ~SalMar settefisk AS + Pharmaqg Analytiq AS

Anlegg: Setran Kar nr: 58|Dato: 21.02.2019
Fisk Speilberg Melanin |Melanin [Nyre-
nr. |Vekt Lengde |[skar Lok. |organer |bukvegg [skar Anmerkn.
1 120 21 1 3 0 0 0|tydelig urinleder
2 104 20,5 2 3 0 0 0
3 156 23 1,5 3 1 0 2
4 146 24 1,5 3 0 1 0|tydelig urinleder
5 174 24 3 3 0 1 2
6 110 21 2 3 0 0 0|tydelig urinleder
7 130 22 1 3 0 0 0|tydelig urinleder
8 100 19,5 0 0 0|tydelig urinleder
9 100 20 1,5 3 0 0 2
10 166 23,5 1,5 3 0 0 0
11 98 20,5 2 3 0 0 0|tydelig urinleder
12 112 21,5 0 0 0
13 102 19 2 3 0 0 1|[skoliose, uttalt
14 106 20,5 2 3 0 0 3
15 84 19 2 3 0 0 0|tydelig urinleder
16 116 21,5 2 3 1 1 0
17 66 17,5 1,5 3 0 0 0
18 92 19,5 2,5 3 0 0 0
19 96 20,5 1,5 3 0 0 O|tydelig urinleder
20 90 20 1 3 0 0 0
113,4 20,9 1,75 0,1 0,15 0,5
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