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Sammendrag/anbefalinger:

Atlantisk laks ble etter féring i 18 uker med 4 ulike dietter (A: Lav EPA/DHA kontroll, B: medium EPA, C: hgy EPA, D: hgy
DHA) smittet med PRV (HSMB-virus) eller SAV3 (PD-virus). Fisken var ca 180 g ved smitte. HSMB-smittet fisk fikk
kontrollfér og hgy EPA etter smitte, mens PD-smittet fisk bare fikk kontrollfor.

Det var redusert HSMB-patologi i hjertet (myokard) i fisk foret med hgyt EPA-innhold etter smitte, og forskjellen var
signifikant (P<0,05) 6 uker etter smitte. Microarray analyser viste en massiv nedregulering avimmungener i hjertet pa
dette tidspunktet. Dette betyr at tidligere observasjoner av forskjellig dgdelighet mellom fér under HSMB-utbrudd i felt
trolig kan knyttes til ulikt niva av EPA. Parallelt med de patologiske endringene i hjertet var det en utvikling av
mikrovesikulzer steatose i lever. Denne sa ut til 3 veaere knyttet til for og ikke til smitte.

Det var ingen effekt av for gitt fgr smitte. Dette kan delvis forklares med hgyt forinntak etter smitte, slik at forskjeller i
fettsyresammensetning i vev ble uttynnet. Prosjektet gir dermed ikke klare svar pa om medium EPA-innhold eller hgyt
DHA innhold kunne gitt lignende effekter som det en fikk med hgy EPA etter smitte. Ogsa fisken i PD-smitteforsgket
hadde forinntak pa linje med usmittet fisk, slik at effektene av foring fgr smitte ble fortynnet. Det var likevel interessante
trender, sarlig knyttet til mulig forbedret evne til recovery fra sykdom, som bgr fglges opp med nye studier.

English summary/recommendation:

Atlantic salmon (ca 180 g) were challenged with PRV (HSMI virus) or SAV3 (PD virus) after feeding 18 weeks on four
different diets (A: Low EPA/DHA control, B: medium EPA, C: high EPA, D: high DHA). The fish challenged with PRV was
given control feed and high EPA feed after challenge, whereas those challenged with SAV3 only received control feed.
There was reduced HSMI pathology in the heart (myocardium) of fish fed high EPA diet, and the difference was
significant (P<0.05) at 6 weeks post challenge (wpc). This was supported by microarray analyses showing massive down-
regulation of immun genes in the heart. In parallel to the pathological changes in the heart, there was a development of
microvesicular steatosis in liver, apparently associated to diet and not to infection.

There were no effects of pre-challenge feeding in this study, partly explained with high feed intake after challenge,
diluting initial differences in tissue fatty acid composition. Also, the fish in the PD challenge trial had feed intake similar
to uninfected fish, so the effects of feeding before challenge were diluted. Despite of this, there were interesting trends,
particularly related to improved recovery from disease, which should be followed up.
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1 Sammendrag

Atlantisk laks ble etter foring i 18 uker med 4 ulike dietter (A: Lav EPA/DHA kontroll, B: medium EPA,
C: hgy EPA, D: hgy DHA) utsatt for smitte med PRV (HSMB-virus) eller SAV3 (PD-virus). Fisken var ca
180 g ved smitte. Fisken som fikk HSMB-smitte ble gitt kontrollfér og hgy EPA i duplikate grupper etter
smitte, mens PD-smittet fisk bare fikk kontrollfor i to kar. Effekten av smitte ble evaluert ved malinger
av virusmengde, histopatologi og uttrykk av gener knyttet til fiskens immunforsvar.

Det var en tendens til mindre patologiske endringer i hjertet (myokard) i fisk foret med hgyt EPA
innhold etter HSMB-smitte enn i fisk som fikk kontrollfor, og forskjellen var signifikant (P<0,05) ved 6
uker etter smitte. Dette ble forklart av microarray analyser som viste en massiv nedregulering av
immungener i hjertet. Dette betyr at tidligere observasjoner av forskjellig dgdelighet mellom fér under
HSMB-utbrudd i felt med stor sannsynlighet kan knyttes til ulikt niva av EPA.

Parallelt med de patologiske endringene i hjertet var det en utvikling av mikrovesikulaer steatose i
lever. Denne sa ut til 3 vaere mer knyttet til for enn til smitte, siden bade usmittet og smittet fisk pa
kontrollfor hadde hgyere histopatologiscore enn smittet fisk foret med forhgyet EPA-niva. Det er kjent
at fettakkumulering i lever virker proinflammatorisk, og den rollen leversteatose spiller i patogenesen
av HSMB fortjener videre studier.

Det var ingen effekt av for gitt for smitte, og dette ble forklart ved analyser som viste at
fettsyresammensetning i ulike vev relativt raskt bar preg av féring etter smitte. Prosjektet gir dermed
ikke svar pa om medium EPA-innhold eller hgyt DHA innhold kunne gitt lignende effekter som det en
fikk med.

Ogsa fisken i PD-smitteforsgket sa ut til, noe overraskende, a ha forinntak pa linje med usmittet fisk,
slik at effektene av foring fgr smitte trolig hble kraftig fortynnet. Til tross for dette ble det sett
interessante trender, saerlig knyttet til mulig forbedret evne til recovery fra sykdom, som bgr fglges
opp med nye studier.



2 Innledning

2.1 Bakgrunn

Hjerte-og skjelettmuskelbetennelse (HSMB) er en av de vanligste infeksjonssykdommene hos laks i
Norge og ble i 2014 pavist i 181 lokaliteter (Fiskehelserapporten 2014;
http://www.vetinst.no/Publikasjoner/Fiskehelserapporten/Fiskehelserapporten-2014). HSMB har
veert kjent i mer enn ti ar i Norge (Kongtorp et al., 2004), men fgrst i 2010 ble piscine reovirus (PRV)
identifisert i prgver fra HSMB syk fisk (Palacios et al., 2010), og det er vist at dette viruset forarsaker
sykdommen. Utbrudd av HSMB kommer ofte ca et halvar etter utsett i sj¢ og dg@deligheten varierer,
men kan komme opp i ca. 20 %. Naer 100 % av fisken kan vaere smittet under et utbrudd. HSMB
kjennetegnes spesielt ved alvorlig betennelse i hjertet og de

rgde skjelettmuskulaturen. Vevsforandringene i hjertet kan ligne pa det en ser i fisk som har CMS
(Cardiomyopathy syndrome) og PD (Pancreas disease), to andre viktige, tapsbringende
virussykdommer i norsk oppdrett.

| et foringsforsgk med kommersielle for til laks i sjp som Nofima utfgrte for Lergy i 2011-2012, og hvor
fisken tilfeldigvis ble utsatt for et naturlig utbrudd av HSMB, var det en markant effekt av foret pa
dgdeligheten. Den ene forgruppe (tre merder) hadde ingen dgdelighet, mens dgdeligheten i de andre
9 merdene (tre forgrupper) var fra 10 til 50 %. Forgruppen som ikke hadde dgdelighet hadde heller
ikke endring i forinntak i perioden, mens alle de andre gruppene hadde en tydelig dropp. Det var altsa
helt apenbart at det ene foret beskyttet laksen mot HSMB, noe som er szerlig interessant siden dette
var vanlige kommersielle vekstfor uten tilsats avimmunstimulanter eller lignende. Senere analyser av
forene ga en sterk indikasjon pa at forskjellen i overlevelse hadde sammenheng med forets innhold av
langkjedede, flerumettede n-3 fettsyrer (n-3 PUFA), spesielt EPA (eicosapentaenoic acid; 20:5 n-3).
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Figur 1 Akkumulert dgdelighet i forbindelse med HSMB-utbrudd i 12 forsgksmerder ved Nofimas
forskningsstasjon pd Avergy (nd: Marine Harvest) (Hatlen et al., upublisert).

Dgdsarsaken hos fisk som dgr av HSMB ser ut til 3 vaere sirkulasjonssvikt pa grunn av de store
inflammatoriske vevsforandringene i hjertet. Det er kjent fra bade pattedyr og fisk at n-3 PUFA kan
virke anti-inflammatorisk, og det er i denne forbindelse interessant a8 merke seg at dette saerlig gjelder
EPA, som var den fettsyren som skilte seg mest ut i vart forsgk. Den anti-inflammatoriske effekten av
EPA kan ha ulike mekanistiske forklaringer, som redusert produksjon av proinflammatoriske
eicosanoider fra arachidonsyre (ARA; 20:4 n-6), gkt produksjon av EPA-deriverte eicosanoider og effekt
pa cellekjerne-reseptorer (e.g. PPAR) (f.eks. Calder 2010, Gillies et al., 2012). Foruten effekter pa
inflammasjonsstatus kan det ogsa veere reseptor-medierte effekter pa fiskens energimetabolisme
(Kjeer et al., 2008) som bidrar til 3 gke fiskens toleranse mot sykdom. EPA omdannes i laks delvis til
DPA (docosapentaenoic acid; 22:5 n-3), som ogsa har anti-inflammatoriske effekter og
docosahexeanoic acid DHA, som har en viktig strukturell funksjon i cellemembranenes fosfolipider.

Kontrollerte forsgk utfgrt av Martinez-Rubio og medforfattere i 2012 gav indikasjoner pa at EPA nivaet
i for kan ha en forebyggende effekt mot utvikling av HSMB i laks. Laks féret med forhgyet EPA niva
viste bade redusert virusmengde i hjertet og mindre histopatologiske forandringer etter
eksperimentell smitte med HSMB. | forsgket til Martinez kunne imidlertid ikke forskerne skille en
eventuell EPA-effekt fra effekter av f.eks totalt fettinnhold i féret og ratio mellom EPA og arakidonsyre
(ARA; 20:4 n-6). Vare tidligere resultater tydet imidlertid pa at det er viktig fgrst og fremst a rette fokus
pa EPA, eventuelt sum EPA og DHA.

Resultatene ovenfor er sveert lovende for mulighetene til & redusere de voldsomme tapene
oppdrettsnaeringen hvert ar lider pa grunn av virussykdommer. Samtidig er de alarmerende i forhold
til den erstatningen av fiskeolje med vegetabilske oljer, som har funnet sted i de senere ar, med mindre
oljebruken kan styres slik at fisken far nok EPA og DHA i de periodene de trengs mest. Det er fortsatt
behov for kunnskap for a optimalisere bruken av disse fettsyrene med hensyn pa motstand mot virus,
noe som potensielt vil kunne spare naeringen for enorme gkonomiske tap (Torstensen et al., 2013). De



til dels sammenfallende kliniske sykdomsbildene for ulike virussykdommer som HSMB, PD og CMS, kan
gi hap om at styring av fettsyreprofil i for kan virke forebyggende for flere av disse tapsbringende
sykdommene, ikke bare HSMB. Dette prosjektet ble giennomfgrt for 3 undersgke hvorvidt féring med
ekstra mengder EPA eller DHA pavirker fiskens evne til 8 motsta virusangrep, uten endring i férets
protein:energi ratio.

Prosjektorganisering

Prosjektet er et samarbeid mellom Nofima og NMBU, hvor Nofima har prosjektleder. Styringsgruppen
for prosjektet bestar av Tor Eirik Homme, Grieg Seafood og Harald Sveier, Lergy Seafood Group.
Merete Bjgrgan Schrgder har fulgt opp prosjektet fra FHFs side.

Nofima har hatt ansvar for oppforing av fisk fgr smitte, mens selve smitteforsgkene har veert utfgrt av
Veso, Vikan. NMBU har statt for alle histopatologiske undersgkelser, mens gvrige analyser har veert
utfgrt av Nofima.



3 Problemstilling og formal

3.1 Effektmal

Hovedmalet var a danne grunnlag for en effektiv forebygging av HSMB, gjennom bruk av riktig for til
rett tid. HSMB er en sykdom som ofte opptrer pa definerte tidspunkter, og tanken var at forebygging
kunne skje ved rettet foring over en relativt kort periode. F.eks. ved at 0+ smolt, som gjerne far
sykdommen fgrste var i sjg, kunne vokse 4-500 g med spesialfor som koster inntil 60 gre ekstra med
dagens fiskeoljepriser. Dette ville ha potensiale til & hindre utbrudd og spare oppdretterne for store
belgp.

Dersom prinsippet virker pa andre virussykdommer enn HSMB, slik som PD, kan potensialet for
innsparinger veere enda hgyere. Det ble derfor besluttet a undersgke effekt pa PD i tillegg til HSMB.

| tillegg til en gkonomisk gevinst ville redusert antall utbrudd av virussykdommer ha store positive
effekter pa fiskevelferd og virke positivt for naeringens omdgmme.

3.2 Resultatmal

Hovedmalsetningen med prosjektet var a etterprgve hvorvidt EPA nivaet i for har betydning for laksens
motstandskraft mot virussykdommene HSMB og PD.

Prosjektet hadde fglgende delmal:

1. Undersgke om en eventuell helseeffekt er knyttet til nivaet av EPA i foret alene, eller om det er

summen av EPA og DHA som er avgjgrende.

2. Fastsette omtrentlig nedre kritiske nivaer av EPA i for forbundet med gkt motstandsdyktighet mot
virussykdom.

3. @ke kunnskapen om virkningsmekanismer for eventuell effekt av EPA pa fiskens motstandskraft mot
HSMB og PD virus.



4 Prosjektgjennomfgring (Materiale og metoder)

4.1 Valg av forspksmetode

Fiskeforsgkene besto av 18 ukers foring fgr smitte, transport og akklimatisering til smittelaboratoriet
(til sammen ca 2 uker), fulgt av smitteforsgk med PRV (HSMB-virus) som varte 12 uker og med SAV3
(PD-virus) som varte 8 uker (se Figur 2). Oppféring av fisken med ulike oljeblandinger i féret fgr smitte
ble gjort for & etablere forskjeller i fettsyresammensetning i vev, som var antatt 3 ha effekt pa
sykdomsmotstand.

Uke 0-18: Foring (S.gra) Uke 18-30: Smitte (Vikan)

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

Diett 1 (3 kar)

HSMB diett 1 (2 kar)

Diett 2 (3 kar)

Usmittet (1 kar)

Diett 3 (3 kar)

PD (2 kar)

Transport og akklimatisering

Figur 2 Oversikts-skisse av fiskeforsgkene.

4.2 For

Forspksforene ble produsert ved Nofimas forteknologisenter i Bergen. Fire dietter med ulik
fettsyresammensetning ble produsert ved a coate et felles ekstrudert tgrrfér med ulike oljeblandinger
(Tabell 1). @kende EPA eller DHA nivaer i féret ble oppnadd ved a erstatte sildeolje med konsentrater
av EPA eller DHA i form av triacylglyseroler (Incromega EPA 500TG-LQ and Incromega DHA 500TG-LQ,
Croda Europe Ltd, Staffordshire, UK). Forene ble produsert som 3 og 4 mm pellets. Fisken ble gitt 3
mm pellets fram til overfgring til smittelaboratoriet, deretter 4 mm pellets under akklimatisering og
etter smitte. Kjemisk sammensetning av forsgksférene er gitt i Tabell 2 og 3.



Tabell 1 Férformulering, %.

Diet A Diet B Diet C Diet D

Lav EPA/DHA Medium EPA Hoy EPA Hgy DHA

3mm 4 mm 3mm 4 mm 3mm 4mm 3 mm 4 mm

Fiskemel? 34,78 27,63 34,78 27,63 34,78 27,63 34,78 27,63
Soyaproteinkonsentrat, SPC2 15,00 17,00 15,00 17,00 15,00 17,00 15,00 17,00
Hvete3 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00
Solsikkemel* 7,00 9,00 7,00 9,00 7,00 9,00 7,00 9,00
Hvetegluten® 5,00 5,50 5,00 5,50 5,00 5,50 5,00 5,50
Erteproteinkonsentrat® 5,00 6,00 5,00 6,00 5,00 6,00 5,00 6,00
Fiskeolje (sild)” 3,36 3,77 2,02 2,21 0,34 0,37 0,17 0,18
Rapsolje® 7,39 8,10 7,39 8,10 7,39 8,10 7,39 8,10
EPA konsentrat® 0,67 0,64 2,02 2,21 3,70 4,05 0,67 0,74
DHA konsentrat 10 0 0 0 0 0 0 3,19 3,50
Kyllingolje!! 3,36 3,68 3,36 3,68 3,36 3,68 3,36 3,68
Palmeolje!? 2,02 2,21 2,02 2,21 2,02 2,21 2,02 2,21
Betafin!3 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Vitamin mix14 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
Mineral mix4 0,52 0,52 0,52 0,52 0,52 0,52 0,52 0,52
Monosodiumphosphate?> (24% P) 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Carophyll Pink (10% astaxanthin)?6 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Metionin?? 0,30 0,35 0,30 0,35 0,30 0,35 0,30 0,35
Yttriumoksid'8 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05

}(LTQ Fish meal, Welcon AS, Malgy. 2Levert av Biomar AS, Karmgy (ukjent opphav). 3Norgesmegllene AS, Bergen.
“Linas Agro, Litauen. °Tereos-Syral, Frankrike. 8AM Nutrition, Stavanger. ’Norsildmel, Karmsund. 3Vilomix
Norway AS, Hgnefoss. ° Incromega EPA 500TG-LQ, Croda Europe Ltd, Staffordshire, UK. *Incromega DHA
500TG-LQ, Croda Europe Ltd, Staffordshire, UK. 1GePro, Tyskland. ?Agrotech, Fredrikstad. *Danisco Animal
Nutrition. ““Target levels as in Mundheim et al. (2004). *Vilomix Norway AS, Hgnefoss. ®DSM, Frankrike.
YVilomix Norway AS, Hpnefoss. ®VWR International, Radnor, PA, USA.



Tabell 2 Kjemisk sammensetning av 3 mm fér (brukt til féring far smitte).

Diet A Diet B Diet C Diet D
Kontroll Medium EPA High EPA High DHA

Totalt tgrrstoff, % 92,1 92,1 92,3 92,4
Raprotein (Nx6,25), % 43,3 44,1 43,7 43,9
Total fett (Folch), % 25,0 24,7 24,5 25,2
Aske, % 7,5 7,5 7,5 7,5
Bruttoenergi, kl/g 22,1 22,1 22,3 22,3
Fritt Astaxanthin, mg/kg 42 42 42 42
Fettsyrer, % av ekstrahert fett

C14:0 2,2 1,8 1,3 1,2
C16:0 13,7 13,3 12,5 12,3
C16:1 n-7 2,1 1,9 1,7 1,6
C16:2 n-4 0,1 0,1 0,1 <0,1
C16:3 n-4 0,1 0,1 0,3 <0,1
C18:0 2,2 2,2 2,1 2,4
C18:1 (n-9)+(n-7)+(n-5) 32,9 32,9 32,3 32,4
C18:2 n-6 14,5 14,8 14,7 14,5
C18:3n-3 3,5 3,5 3,5 34
C18:3 n-6 <0,1 <0,1 0,1 <0,1
C18:4 n-3 0,7 0,9 1,2 0,5
C20:0 0,2 0,2 0,2 0,2
C20:1 (n-9)+(n-7) 3,8 3,1 2,2 2,2
C20:2 n-6 0,1 0,1 0,1 0,1
C20:3 n-3 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
C20:3 n-6 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
C20:4 n-3 0,1 0,1 0,1 0,1
C20:4 n-6 0,1 0,2 0,4 0,4
C20:5 n-3 3,3 6,0 9,4 3,9
C21:5n-3 0,1 0,1 0,2 0,1
C22:0 0,1 0,1 0,1 0,1
C22:1 (n-11)+(n-9)+(n-7) 5,3 4,0 2,2 2,4
C22:4 n-6 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
C22:5n-3 0,3 0,2 0,3 0,4
C22:6 n-3 3,6 4,1 4,6 9,5
C24:1n-9 0,2 0,1 0,1 0,2
Sum mettede fettsyrer 18,4 17,6 16,2 16,2
Sum monoene fettsyrer 44,3 42,0 38,5 38,8
Sum PUFA fettsyrer totalt 26,5 30,2 35,0 32,9
Sum PUFA (n-3) fettsyrer 11,6 14,9 19,3 17,9
Sum PUFA (n-6) fettsyrer 14,7 15,1 15,3 15,0
Sum fettsyrer totalt 89,2 89,8 89,7 87,9




Tabell 3 Kjemisk sammensetning av 4 mm for (Diett A og C gitt etter til fisk smittet med HSMB. Diett A gitt

til fisk smittet med PD.
Diet A Diet B Diet C Diet D
Kontroll Medium EPA High EPA High DHA

Totalt tgrrstoff, % 91,7 91,7 91,8 92
Réprotein Kjeldahl (N*6,25), % 41,6 41,5 41,4 42,2
Total fett Folch, % 24,8 25,5 25 24,9
Aske, % 6,9 6,8 6,9 6,8
Bruttoenergi, kl/g 22,2 22,2 22,3 22,6
Fritt Astaxanthin, mg/kg 42 42 41 43
Fettsyrer, g/100g ekstrahert fett
C14:0 2 1,6 1,1 1
C16:0 13,4 12,9 12 12
C16:1n-7 1,9 1,7 1,4 1,3
C16:2 n-4 0,1 0,1 0,1 <0,1
C16:3 n-4 <0,1 0,1 0,2 <0,1
C18:0 2,2 2,2 2,1 2,4
C18:1 (n-9)+(n-7)+(n-5) 33,2 33 32,1 32,6
C18:2n-6 15 15 14,9 14,9
C18:3n-3 3,6 3,5 34 3,3
C18:3n-6 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
C18:4n-3 0,6 0,8 1 0,3
C20:0 0,2 0,2 0,2 0,2
C20:1 (n-9)+(n-7) 3,6 2,8 1,8 1,8
C20:2 n-6 0,1 0,1 0,1 0,1
C20:3n-3 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
C20:3n-6 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
C20:4 n-3 0,1 0,2 0,2 0,1
C20:4 n-6 0,1 0,2 0,3 0,3
C20:5 n-3 2,8 53 8,5 33
C21:5n-3 0,1 0,1 0,2 0,1
C22:0 0,1 0,1 0,1 0,1
C22:1 (n-11)+(n-9)+(n-7) 51 3,8 1,8 1,9
C22:4n-6 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
C22:5n-3 0,2 0,2 0,3 0,4
C22:6 n-3 3 3,3 3,8 8,7
C24:1n-9 0,2 0,2 0,1 0,2
Sum mettede fettsyrer 17,9 17 15,5 15,7
Sum monoene fettsyrer 44 41,5 37,2 37,8
Sum PUFA fettsyrer totalt 25,7 28,9 33 31,5
Sum PUFA (n-3) fettsyrer 10,4 13,4 17,4 16,2
Sum PUFA (n-6) fettsyrer 15,2 15,3 15,3 15,3
Sum fettsyrer totalt 87,6 87,4 85,7 85
% av for
EPA 0,6944 1,3515 2,125 0,8217
DHA 0,744 0,8415 0,95 2,1663
% av FA
EPA 3,196347 6,064073 9,91832 3,882353
DHA 3,424658 3,775744 4,434072 10,23529




4.3 Foringsforsgk (fgr smitte)

Forsgket ble utfgrt ved Nofima, Sunndalsgra. Triplikate grupper av individmerkede (PIT-tags, Trovan,
UK) smolt av atlantisk laks (60,2+1,0 g, N=12 kar, 120 fisk pr kar) av Bolaks /SalmoBreed stamme, ble
féret med de fire forspksférene i 18 uker fra overgang til sjpvann. Karene (2 m?,ca 1,2 m? vannvolum)
ble tilsatt sjpvann med naturlig temperatur. Fgr forsgket hadde fisken vaert féret i ferskvann med et
kommersielt for (Skretting Protec, 2 mm pellets, Skretting AS, Stavanger). | forsgket ble triplikate kar
foret med de fire ulike diettene ved hjelp av belteautomater innstilt pa 48 maltider a 6 sekunder daglig.
Forspill ble samlet fra avigpet pa metallrister, veid daglig og lagret ved -20 °C for tgrrstoffmaling.
Utféret mengde for ble justert hver andre dag med sikte pa 20 % overféring. Férinntaket i hvert kar
ble bestemt utfra mengde forspill, terrstoffinnhold i for og forspill og analysert prosentandel
«recovery» av tgrrstoff fra hvert for (Helland et al., 1996). Karene ble inspisert daglig for dgdfisk og
eventuelle dgdfisk ble tatt ut, identifisert med pit-tag, veid og deretter destruert.Vanntemperatur ble
malt daglig og varierte mellom 6.1 og 8.5 °C, med et gjennomsnitt pa 6.8 °C.

Fisken ble individuelt veid og lengdemalt etter to dagers fasting ved start og slutt pa forsgket. Tre
samleprgver av 10 fisk ved start og 10 fisk pr kar ved slutten ble tatt ut til helkroppsanalyse. Fisken ble
avlivet med en overdose av metacaine (tricaine methanesulphonate, MS 222, Argent Chemical
Laboratories, Redmont,WA, USA), og umiddelbart fryst og lagret ved < -20 °C til de ble homogenisert
og analysert. @vrige vevsprgver ble tatt av 20 fisk ved starten av forspket og fem pr kar ved slutten.
Fisken ble avlivet med en overdose av metacaine, veid og lengdemalt. En blodprgve ble tatt fra
halevenen ved hjelp av heparintilsatte vakumrgr (Vacuette Li-heparin 4 ml) og umiddelbart overfgrt til
Eppendorf-rgr og sentrifugert (8 000 rpm, 10 000 x g). Plasma ble samlet og umiddelbart frosset i
flytende nitrogen og blodceller ble tatt ut fra bunnfallet og frosset pa i flytende nitrogen. Hjerte og
lever ble dissekert ut og veid og deretter delt i prgver for genekspresjonsstudier og kjemiske analyser,
som alle ble frosset pa flytende nitrogen.

4.4 Smitteforsgk

Smitteforsgkene ble gjort ved Veso pa Vikan, jfr deres smittemodeller for HSMB og PD, og er bekrevet
i detalj i rapport fra Veso (Appendix 1). Stikksmitte ble benyttet for 8 oppna lik virusdose og infeksjon
i forsgksfisken.

Ti fisk fra hvert av de 12 karene i foringsforsgket (dvs 30 fisk fra hver forgruppe) ble allokert til hver av
7 ulike grupper som ble transportert separat til VESO, Vikan for smittetest. Her ble de 7 gruppene satt
i hvert sitt kar for akklimatisering i en uke f@r injeksjonssmitte med PRV (HSMB-virus) i fire kar og SAV3
(PD-virus) i to kar. | tillegg ble fisken i ett kar injisert med negativt kontrollmedium (0,85 % PBS).

4.4.1 PRV-smitte (HSMB)

Fisken i fire kar ble injisert intraperitonealt (i.p) med 0,2 ml PRV (VESO Vikan J.nr. 2262) fortynnet 1:7
i 0,85 % PBS Det ble brukt 4 smittekar, hvert med like mange fisk fra hver diettgruppe fra
foringsforsgket pa Sunndalsgra. To kar ble gitt diett A (Lav EPA/DHA) og to ble gitt diett C (Hgy EPA).
Smitteforsgket varte 12 uker og prgver ble tatt ut pa 4 ulike tidspunkt; etter 3, 6, 10 og 12 uker. P3
hvert tidspunkt ble det tatt ut 6 fisk fra hver pre-diett fra hvert kar, til sammen 24 fisk pr kar. Effekt av
smitte ble malt ved hjelp av histologi (HSMB-diagnostikk, histologiscore utviklet for hjerte- og lever,
NVH) og kvantifisering av virus i vev (qPCR assay, Nofima) som beskrevet nedenfor. Prgvene ble ellers
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analysert for fettsyresammensetning, plasma-eicosanoider og genekspresjon, som beskrevet
nedenfor.

4.4.2 SAV2-smitte (PD)

Fisken i to kar ble i.p. injisert med 0,2 ml ufortynnet SAV3 virus smittemateriale (VESO, Vikan J.nr.
2306). Hvert av de to smittekarene innholdt fisk fra alle foringsgruppene ved Sunndalsgra, men det ble
kun foret med en diett etter smitte (Diett A: Lav EPA kontroll) for a spare kostnad og fordi fisken var
forventet @ ha minimalt férinntak etter smitte. Usmittet kontroll var samme kar som i HSMB-
smitteforsgket (se ovenfor). Vevsprgver ble tatt ved 4, 6, 8 og 10 uker etter smitte. Pa hvert tidspunkt
ble det tatt ut 6 fisk fra hver pre-diett fra hvert kar, til sammen 24 fisk pr kar. Effekt av smitte ble malt
hjelp av histologi (PD diagnostikk, histologiscore utviklet for hjerte og pankreas, NVH) og kvantifisering
av virus i vev (qPCR assay, Nofima) som beskrevet nedenfor.

4.5 Analyser

4.5.1 Kjemiske analyser i for og fisk

Foret ble analysert for tgrrstoff (t@rketap ved 103 °C til stabil vekt; ISO 6496: 1999), aske (forbrenning
ved 550 °C, ISO 5984: 2002), raprotein (Nx6.25, forbrenning etter Dumas prinsippet, 1ISO 16634-1),
bruttoenergi (bombekalorimetri; 1ISO 9831:1998) og rafett (Folch et al., 1957, etter syrehydrolyse).

Astaxanthin i for ble analysert ved normal fase isokratisk HPLC koblet til en diode array detektor, etter
en prosedyre basert pa Schierle et al. (2008).

Fett ble ekstrahert fra helkropp, lever, plasma, hjerte og erytrocytter som en Folch ekstraksjon (Folch
et al., 1957). Deretter ble fettsyrene i ekstraktet trans-forestret til fettsyre metyl estere (FAME) etter
en metode beskrevet av Mason og Waller (1964). Fettsyresammensetning ble bestemt ved bruk av
Hewlett Packard 6890 gass kromatograf (GC) utstyrt med en ID-BPx70 kolonne (SGE, Melbourne,
Australia; 60 m x 0.25 mm i.d., 0.25 um film) med helium som baeregass. Temperaturprogram; 50°C i
1.2min, 50°C til 170°C med 4°C/min, til 200°C med 0.5°C/min, og til 300°C med 10°C/min. FAME ble
detektert ved hjelp av en flammeionisasjons-detektor (FID) og fettsyresammensetning verifisert ved
hjelp av standard 68D (Nu-Check Prep Inc).

For separering av ulike lipidklasser, ble Folch-ekstraktet (tilsatt BHT (0.7 mg/l) dampet inn under
nitrogengass og re-opplgst i kloroform. Fri fettsyrer (FFA), fosfolipider(PL), triacylglyseroler (TAG) ble
separert ved hjelp av tynnskiktskromatografi (TLC) med mobilfase: petroleumeter:dietyl
eter:eddiksyre (113:20:2 v/v/v). De ulike lipidklassene ble visualisert ved a dyppe platen i en kobber-
Igsning. Flekkene som korresponderte til henholdsvis FFA, PL og TAG ble identifisert ved
sammenligning med kjente standarder ved hjelp av en Bioscan AR-2000 imaging scanner (Bioscan Inc.,
Washington, DC, USA).

De ulike lipidklassene ble sa skrapt ut, ekstrahert og FAME produsert og fettsyrer i lipidklasser bestemt
i henhold til metoden beskrevet over.
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4.5.2 Patologi

PD score (pancreas) ble bestemt som beskrevet av Karlsen et al (2012) og HSMB score (hjerte) som
beskrevet av Finstad et al. (2012).

Leverpatologi ble scoret som beskrevet av Martinez-Rubio et al (2014). Steatose (fettavleiring) ble
kategorisert i trad med termer innen patologien som makro- og mikrovesikulzer steatose (Mic S og Mac
S). I tillegg ble fisken scoret for betennelse rundt sma galleganger og/eller sma karstrukturer i lever.

Alle score for histopatologi ble gitt pa en skala fra 0 til 3.

4.5.3 Virustall

Syntese av cDNA ble utfgrt pa 0.2 ug DNAse-behandlet total RNA (Turbo DNA-freeTM, Ambion, Austin,
TX, USA) ved hjelp av TagMan® Gold Reverse Transcription kit (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA) i 25 pl reaksjoner med en mix av polyT og random hexamer priming i henhold til leverandgrens
protokoll. Oligonucleotid primere for salmonid alpha virus

(GenBank: NC003930, 5'-ACAGTGAAATTCGACAAGAAATGC-3" and 5'-TGGGAGTCGCTGGTGAAAGT-3’)
og piscine reovirus gen M3

(GenBank: KR337478, 5’-TCAGTGCGGGGAACTCTAGTGGCA-3’, 5’'-GACGACCTTGAACGCACGAGCGTG-3')
ble brukt til 3 bestemme forekomsten av virustranskript i vevsprgvene. PCR amplicon st@rrelse og
spesifisitet ble bekreftet ble bekreftet med smeltepunktsanalyse (Tm calling; LightCycler 480, Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany). QPCR ble utfgrt med 2x SYBR® Green Master Mix (Roche
Diagnostics) i et optimalisert 12 ul reaksjonsvolum, med 5 pl 1:10 fortynnet cDNA, og
primerkonsentrasjon pa 0.42 uM. PCR reaksjonene ble kjgrt i duplikat i 96-brgnns optiske plater pa en
Light Cycler 480 (Roche Diagnostics) under fglgende betingelser: 95 °Ci 5 min (pre-inkubasjon), 95 °C
i 5 sekunder, 60 °C i 15 sekunder, 72 °C i 15 sekunder (amplifisering, 45 sykler) og 65 °C i 1 min
(smeltepunktskurve). CT (Cycle threshold) verdier ble beregnet med calculated ved AACt metoden ved
hjelp av software pakken LightCycler. Duplikate malinger som avvek med mer enn 0.5 CT verdier ble
fiernet og reanalysert. Gjennomsnittlig CT-verdi ble brukt som estimat pa virustall.

4.5.4 Plasma eicosanoider

Eicosanoider ble malt i samleprgver av plasma tatt ut 3, 6, og 9 uker etter smitte. Samleprgvene ble
laget ved a sla sammen like mengder plasma fra hver av de 6 fiskene i hvert smittekar som hadde fatt
samme prediett. Eicosanoidene Prostaglandin E2 (PGE2) og leucotriene B4 (LTB4) ble analysert i
plasma ved hjelp av to assay kits (KGEO04B Prostaglandin E2 Parameter Assay Kit og KGEOO6B LTB4
Parameter Assay Kit) fra R&D systems (Minneapolis, MN, USA).

4.5.5 RNA isolering fra laks

Prgver av hjerte og lever ble lagret ved -80 °C for RNA ekstraksjon. En bit pa ca 10 mg ble skjeert ut fra
hver frosne prgbve og overfgrt direkte til 1 ml avkjglt TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) i 2 ml tubes
med skrutopp (Precellys®24, Bertin Technologies, Orléans, France). To kjeramiske kuler (diameter: 2
mm) ble tilsatt til hvert rgr og vevet homogenisert i en Precellys®24 homogenisator i to runder pa 20
sekunder med 5000 rpm med en pause pa 5 sekunder mellom rundene. RNA ble ekstrahert fra det
homogeniserte vevet ved hjelp av PureLink RNA Mini kits i henhold til protokollen for TRIzol-
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homogeniserte prgver (Invitrogen). Konsentrasjonen av ekstrahert total RNA ble malt med et
NanoDrop 1000 Spectrometer (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).

4.5.6 Microarray analyser

Genekspresjonsanalyser ble utfgrt med Nofimas Atlantic salmon 15 k DNA oligonucleotide microarray
SIQ6 og bioinformatikkpakken STARS (Krasnov et al. 2011a). | PD-forsgket ble det analysert hjerter fra
to preféringsgrupper (A — Lav EPA og C— Hgy EPA) og tre tidspunkter (uke 0, 6 og 10 etter smitte), fire
replikate fisk per diett og tidspunkt — totalt 24 microarrays. En blanding av like mengder av alle prgver
fra uke 0 ble brukt som en felles referanse. Analysene i HSMB-forsgket inkluderte grupper som hadde
fatt Hgy EPA og Lav EPA etter smitte. Hjerte og lever ble analysert ved 6 uker etter smitte i seks
replikater og i tillegg ble lever (atte replikater) studert ved uke 10 (ved hg@yeste niva av steatose). RNA
fra uinfisert fisk, tatt ut ved uke 6, ble brukt som referanse, totalt antall microarrays var 32. Microarrays
ble levert av Agilent Technologies (Santa Clara, CA, USA) og om ikke annet er angitt var reagenser og
utstyr fra samme leverandgr. RNA amplifisering og merking ble gjennomfgrt med et Two-Colour Quick
Amp Labelling Kit. Et Gene Expression Hybridization kit ble brukt til fragmentering av merket RNA. Det
ble brukt 200ng RNA | hver reaksjon. Etter hybridisering i en ovn over natten (17 hours, 65 °C, rotation
speed 10 rpm), ble arrays vasket med Gene Expression Wash Buffers 1 og 2 og scannet med en GenePix
4100A (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). GenePix Pro 6.0 ble brukt til kvalitetsvurdering og
kvantifisering, og STARS til pafglgende dataanalyse. Lowess normalisering av log2-eksresjonsratioer
(ER) ble utfgrt. Gener som passerte kvalitetskontrollen i mer enn halvparten av prgvene ble inkludert
i videre dataanalyser. Uttrykk av gener ble regnet som forskjellig nar p < 0.05 (t-test) og forskjellen i
uttrykk var >1.5-fold.

4.5.7 Analyse av COX 1 og COX 2 genuttrykk

Total RNA ble ekstrahert ved bruk av Trizol og Purelink Pro 96 Purification Kit (Ambion, Carlsbad, USA)
i henhold til produsentens protokoll. RNA ble behandlet med RNase-free DNase | for & fjerne
kontaminerende DNA. cDNA syntese ble laget fra 300 ng total RNA i et volum pa 20 uL med SuperScript
VILO cDNA synthesis kit (Invitrogen, Carlsbad, USA). Reaksjonen ble kjgrt 10 minutter ved 25 °C, 42 °C
i 60 minutter, og 85 °C i 5 minutter. PCR reaksjonen ble kjgrt med 4 ulL cDNA (1:10 fortynnet), 1 uL
primer miks (0.5 uM av hver primer) og 5 uL SYBR green master miks under fglgende betingelser: 95
°C i 5 sekunder, 45 sykluser med 95 °C i 15 sekunder/60 °C i 15 sekunder/ 72 °C i 15 sekunder.
Genuttrykk av fglgende gener ble malt:

Cox1 (NM_001140374, 5'-GAGGCCAGACAGGCTTTGAT-3’, 5'- GGCTGGAGGGACATTGAAGG-3’),

Cox2 (AY848944, 5’-CCCCCGACTTACAATGCTGA-3’, 5'-GCGGTTCCCATAGGTGTAGG-3'),

rpol2 (CA049789, 5’-TAACGCCTGCCTCTTCACGTTGA-3’, 5’-ATGAGGGACCTTGTAGCCAGCAA-3’),

eif3 (DW542195 (5'-CAGGATGTTGTTGCTGGATGGG-3’, 5'-ACCCAACTGGGCAGGTCAAGA-3’). rpol2 og
eif3 ble evaluert som referansegener, og rpol2 ble vurdert til 8 veere mest stabil. Smeltepunktsanalyse
ble kjgrt for a8 bekrefte amplifisering av kun et fragment. Relativt genuttrykk ble beregnet ved AACt
metoden med rpol2 som referansegen.

4.6 Formler

Spesifikk vekstrate (% d1); SGR = In (W2/W1) x (to-t1)? x 100,
hvor W og W; er fiskevekt (g) ved tidspunktene (dag) t1 og ta,
Vekstfaktor (Thermal growth coefficient); TGC = (W>3 - W13) x (T x d)™* x 1000
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hvor (T x d) dggngradsummen for perioden.

Férinntak (g x kar) ble beregnet utfra utféret mengde og oppsamlet forspill, justert for tgrrstoff (TS)
og recovery (gjenfangst):

Forinntak = ((Utforet x TSssr) — (FOrspill x TSspii / Recovery %))/TS¢or
Forfaktor (Feed conversion ratio); FCR = foérinntak, g / tilvekst, g

Hvor tilvekst er (sluttbiomasse) + (biomasse av dgde fisk) - (startbiomasse)

4.7 Statistiske beregninger

Eventuelle foreffekter pa variabler malt fgr smitte ble analysert ved hjelp av enveis variansanalyse
(ANOVA). Eventuelle féreffekter pa variabler malt etter smitte ble testet med en toveis variansanalyse
(ANOVA). Signifikant forskjellige forgrupper ble rangert ved hjelp av Tukey HSD test. Alle statistiske
bergeninger ble gjort ved hjelp av programpakken SYSTAT ® 11 (SYSTAT Software Inc., Richmond, CA,
USA). Forskjeller ble ansett som signifikant nar P<0.05.
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5 Resultater og konklusjon

5.1 Foring fgr smitte

Fisken i foringsforsgket pa Sunndalsgra vokste fra en gjennomsnittlig startvekt pa 60 g til 173 g etter
18 ukers foring (Figur 3 Tabell 4). Til videre utprgving i smitteforsgk pa Vikan ble det bare selektert fisk
med normal tilvekst, slik at snittvekten pa denne var noe hgyere (186 g). Forgruppene hadde TGC fra
1,85 til 2,01 (1,99-2,14 for fiske til smitte). Det var ingen signifikante forskjeller mellom gruppene i
tilvekst eller kroppsvekt.

Fettsyresammensetningen i erytrocytter (PL og TAG), hjerte (PL og TAG), plasma og helkropp ved
avslutning av forsgket pa Sunndalsgra er gitt i Tabell 5.2 - 5.6. Sammensetningen reflekterte som
forventet i stor grad sammensetningen av foret, slik at materialet burde vaere egnet til & male
eventuelle effekter av fettsyresammensetningen i vev pa sykdomsmotstand.

Fosfolipidfraksjonene (PL) skilte seg fra triacylglyserolfraksjonene (TAG) ved at gkende EPA i for ga en
tendens til redusert DHA i PL. | TAG derimot, ble mgnsteret i for mer ngyaktig gjenspeilet, og det
samme var tilfelle i plasma og i helkropp, hvor det meste av fettet er TAG.

250 -
200
150
o0 W Startvekt
e
] m Sluttvekt
S uttve
100 m Sluttvekt fisk til smitte
50
0

Kontroll Medium EPA Hoy EPA Hgy DHA

Figur 3 Start- og sluttvekter av laksen gitt de fire forsgksférene i 18 uker for smitte (gj.snitt + std.avv., n=3
kar pr diett).
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Tabell 4

Vekt, tilvekst og organindeks i fisk gitt ulike dietter fgr smitte.

Diet
Control Medium EPA High EPA High DHA ANOVA

Startvekt g 605 =+ 04 604 £ 1,2 59,7 = 1.2 60,3 * 0,5 ns
Sluttvekt, g 180,5 + 149 1732 + 7,3 1728 + 16,4 167,4 * 10,6 ns
Tilvekst, % av startvekt 1984 + 22,8 187,1 + 17,4 1839 + 21,7 177,7 + 17,3 ns
SGR 087 + 006 08 + 005 084 + 006 081 + 0,05 ns
TGC 201 + 017 192 + 012 193 + 0,17 1,8 + 0,13 ns
FCR 08 + 005 08 + 003 08 + 003 08 + 0,01 ns
Leverindeks, % 1,19 + 0,14 1,14 * 0,16 1,13 £ 0,04 1,11 £+ 0,08 ns
Hjerteindeks, % 0,079 + 0,008 0,078 + 0,001 0,079 + 0,004 0,077 + 0,001 ns
Fisk til smitteforsgk:

Sluttvekt, g 192,7 +* 8,6 1875 =+ 1,1 182,8 + 10,3 180,7 * 8,8 ns
Tilvekst, % av startvekt  220,6 + 14,1 211,7 + 3,9 2071 + 16,0 200,7 * 16,7 ns
SGR 092 + 004 08 <+ 001 08 =+ 004 08 =+ 0,04 ns
TGC 2,14 + 0,0 207 + 003 204 + 011 199 + 0,11 ns
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Tabell 5 Fettsyresammensetning i fosfolipider | erytrocytter fra laks féret med de fire forsgksférene i 18 uker
far smitte (gj.snitt + std.avvik, N=3 kar per diett).

Diet
Control Medium EPA High EPA High DHA ANOVA!

Sum FA, mg/g 8,2 + 1,6 9,9 + 25 8,1 + 08 8,4 + 1,5 ns
% of fatty acids

C16:0 20,6 + 09 20,2 + 04 20,5 * 0,2 20,2 + 0,2 ns
C18:0 4,0 + 0,3 4,4 + 0,7 4,3 * 0,3 4,0 * 0,2 ns
Sum Saturated? 25,8 + 1,0 25,6 + 05 25,7 + 0,3 259 0,3 ns
C18:1n-9 6,3 + 04 6,2 + 03 6,2 * 0,3 6,0 + 0,1 ns
Sum monoenes3 11,5 + 0,72 11,0 + 0,62 104 + 0,4 96 + 0,1b *k
C18:2n-6 3,3 + 0,32 2,9 + 0,2 2,6 + 0,1k 2,7 + 0,0b **
C 20:4 n-6 (ARA) 1,8 + 0,2 1,9 + 04 1,8 * 0,0 1,9 * 0,1 ns
Sum N-6 PUFA* 8,4 + 1,1 8,2 + 06 6,8 + 03 68 + 0,7 *

C18:3n-3 0,4 + 0,0 0,4 + 00 0,4 + 0,0 04 + 00 ns
C 20:5n-3 (EPA) 7,7 + 0,7¢ 9,4 + 0,9 11,5 + 0,22 5,9 + 0,44 Hkx
C22:5n-3 (DPA) 1,9 + 0,2¢ 2,4 + 0,1 2,9 + 0,12 1,1 + 0,14 Hkx
C22:6 n-3 (DHA) 42,9 + 1,7 41,3 + 1,5b 40,9 + 0,7° 484 + 0,32 *Ex
Sum EPA/DHA 50,6 + 1,00 50,7 + 0,8 52,4 + 0,5% 543 + 0,72 *k
Sum N-3 PUFA> 53,1 + 0,9° 53,6 * 0,6° 55,8 + 0,52 56,0 + 0,8 *k

Ins (not significant) P>0.05, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001
2Includes C14:0, C 15:0, C 17:0, C 20:0, C 22:0, C 24:0
3ncludes C 16:1 n-9, C 16:1 n-7, C 17:1 n-7, C 18:1 n-11, C 18:1 n-7, C 20:1 n-11, C 20:1 n-9, C 20:1 n-7, C 22:1 n-7, C 22:1 n-
9,C24:1n-9

4ncludes C 18:3 n-6, C 20:2 n-6, C 20:3 n-6

SIncludes C 20:4 n-3, C 20:3 n-3
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Tabell 6 Fettsyresammensetning i triacylglyseroler i erytrocytter fra laks foret med de fire forsgksférene i 18
uker fa@r smitte (gj.snitt + std.avvik, N=3 kar per diett).

Diet
Control Medium EPA High EPA High DHA ANOVA!

Sum FA, mg/g 0,4 + 0,1 0,5 + 0,2 0,5 * 0,2 0,5 + 0,1 ns
% of fatty acids

C16:0 10,5 £ 0,6 10,7 £ 0,7 10,1 + 0,8 9,7 + 1,1 ns
C18:0 4,2 + 0,4 4,0 + 0,2 4,3 * 0,5 4,2 + 0,4 ns
Sum Saturated? 17,6 % 1,4 179 + 0,7 17,4 + 2,6 17,2 + 0,6 ns
C18:1n-9 31,8 * 2,3 31,2 £ 1,7 304 ¢ 0,3 31,5 + 0,8 ns
Sum monoenes3 479 + 0,8 46,2 + 1,23 42,7 + 1,6° 45,1 + 1,6% **
C18:2n-6 9,1 + 1,2 9,9 + 0,5 9,7 * 0,4 9,9 + 0,1 ns
C 20:4 n-6 (ARA) 0,7 + 0,1 0,6 + 0,2 0,7 + 0,0 0,5 + 0,2 ns
Sum N-6 PUFA?* 15,0 £ 1,2 14,4 + 0,3 13,3 ¢ 0,7 14,2 t 0,6 ns
C18:3n-3 1,8 + 0,3 2,1 + 0,1 2,1 * 0,0 2,0 + 0,0 ns
C 20:5 n-3 (EPA) 3,1 + 0,2¢ 4,7 + 0,2° 7,7 + 0,9 3,8 + 0,3bc *kx
C22:5n-3 (DPA) 0,8 + 0,1¢ 1,5 + 0,4% 1,9 + 0,32 1,1 + 0,1bc ok
C22:6 n-3 (DHA) 9,4 + 1,5° 9,5 + 0,7° 10,5 + 0,5° 14,2 + 0,92 **
Sum EPA/DHA 125 + 1,7 142 + 08 182 + 142 181 + 1,22 *x
Sum N-3 PUFA3 16,5 + 1,6 19,1 + 1,3 23,2 = 2,12 22,5 + 1,9 ok

Ins (not significant) P>0.05, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001
2Includes C14:0, C 15:0, C17:0, C 20:0, C 22:0, C 24:0
3Includes C16:1 n-9, C16:1 n-7,C17:1 n-7,C18:1 n-11, C18:1 n-7,C 20:1 n-11, C20:1 n-9, C 20:1 n-7, C22:1 n-7,C 22:1 n-
9,C24:1n-9

4ncludes C 18:3 n-6, C 20:2 n-6, C 20:3 n-6

SIncludes C20:4 n-3, C20:3 n-3
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Tabell 7

smitte (gj.snitt * std.avvik, N=3 kar per diett).

Fettsyresammensetning i fosfolipider i hjerte fra laks féret med de fire forsgksférene i 18 uker fgr

Diet
Control Medium EPA High EPA High DHA ANOVA!

Sum FA, mg/g 32,6 + 12,7 32,9 + 74 37,1 + 4,6 30,8 + 9,0 ns
% of FA

C16:0 20,6 1,6 196 + 0,5 195 + 14 19,7 + 0,7 ns
Cc18:0 4,1 + 0,2 45 + 03 4,7 + 0,5 4,3 + 0,1 ns
Sum Saturated? 25,9 + 1,6 25,3 + 0,3 25,6 + 0,7 26,3 + 0,6 ns
C18:1n-9 7,4 + 0,7 6,9 + 00 6,8 + 0,2 6,7 + 0,0 ns
Sum Monoenes3 12,8 + 0,8 13,4 + 15 12,2 + 01 11,5 + 0,2 ns
C18:2n-6 3,4 + 0,0? 3,1 + 0,1b 2,8 + 0,2b 2,8 + 0,1b *AK
C20:4n-6 2,1 + 0,1b 2,1 + 0,2b 2,1 + 0,1 2,5 + 0,0° *k
Sum n-6 PUFA* 9,4 + 2,2 8,4 + 19 9,4 + 04 10,1 £+ 25 ns
C18:3n-3 0,8 + 0,0 0,8 + 00 0,8 + 0,1 0,7 + 0,1 ns
C20:5n-3 7,5 + 0,8 9,3 + 0,9 11,1 + 0,7° 6,1 + 0,6¢ Hkx
C22:5n-3 1,4 + 0,00 1,7 + 0,1b 1,9 + 0,1° 1,0 + 0,1° *AK
C22:6n-3 40,0 + 1,42 37,9 + 2,1b 36,6 + 0,6° 42,1 + 1,8 *
Sum EPA/DHA 47,6 t 0,9 472 + 23 47,8 + 0,2 48,2 + 24 ns
Sum n-3 PUFA> 50,0 0,9 49,8 + 25 50,7 + 0,2 50,1 + 2,6 ns

Ins (not significant) P>0.05, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001
2Includes C14:0, C 15:0, C 17:0, C 20:0, C 22:0, C 24:0

3Includes C 14:1 n-5,C15:1,C16:1n-9,C16:1n-7,C17:1 n-7,C18:1 n-11, C18:1 n-7, C20:1 n-11, C 20:1 n-9, C20:1 n-7,C
22:1n-11,C22:1n-9,C24:1 n-9
4Includes C 18:3 n-6, C 20:2 n-6, C 20:3 n-6

SIncludes C 16:2 n-3, C 18:4 n-3, C 20:4 n-3, C 20:3 n-3
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Tabell 8

far smitte (gj.snitt + std.avvik, N=3 kar per diett).

Fettsyresammensetning i triacylglyseroler i hjerte fra laks féret med de fire forsgksférene i 18 uker

Diet
Control Medium EPA High EPA High DHA ANOVA!

Sum detekterte 10,3 4,3 14,2 + 8,4 12,1 + 2,7 9,9 + 3,4 ns
% of FA

C16:0 12,5 0,4 12,5 0,4 119 ¢ 0,5 11,8 0,6 ns
Cc18:0 3,1 + 01 3,0 + 02 3,1 + 0,1 3,2 + 0,1 ns
Sum Saturated? 19,0 0,6 18,8 + 0,5 17,9 0,8 18,6 + 0,9 ns
C18:1n-9 30,4 + 1,3 30,5 t 2,0 30,4 t 1,1 29,4 % 0,9 ns
Sum Monoenes3 48,7 + 1,0 46,8 + 1,2 444 + 0,1 43,3 + 1,6 **
C18:2n-6 11,9 ¢ 0,4 12,4 0,6 12,6 0,6 12,5 0,3 ns
C20:4n-6 0,4 + 02 0,4 + 01 0,5 + 0,0 0,6 + 0,1 ns
Sum n-6 PUFA* 14,2 0,5 14,6 0,5 148 + 0,6 14,7 0,3 ns
C18:3n-3 2,8 + 0,2 2,9 + 0,2 2,9 + 0,1 2,9 + 0,0 ns
C20:5n-3 2,5 + 01 3,9 + 0,0 6,0 + 0,2 2,8 + 0,2 Hkx
C22:5n-3 0,9 + 0,0 1,2 + 0,0 1,7 + 0,1 1,0 + 0,0 *AK
C22:6n-3 8,9 + 1,6 8,3 + 0,7 9,0 + 0,5 139 ¢ 0,6 Hkx
Sum EPA/DHA 11,4 1,7 12,1 + 0,7 150 0,4 16,7 0,7 Hkx
Sum n-3 PUFA> 16,1 1,7 17,5 1,0 20,4 t 0,2 21,5 % 0,7 *Ex

Ins (not significant) P>0.05, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

2Includes C14:0, C 15:0, C 17:0, C 20:0, C 22:0, C 24:0
3Includes C 14:1 n-5,C 15:1,C16:1n-9,C16:1n-7,C17:1 n-7,C18:1 n-11, C18:1 n-7,C20:1 n-11, C20:1 n-9,C20:1 n-7,C
22:1n-11,C22:1n-9,C24:1n-9
4Includes C 18:3 n-6, C 20:2 n-6, C 20:3 n-6
SIncludes C 16:2 n-3, C 18:4 n-3, C 20:4 n-3, C 20:3 n-3
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Tabell 9

(gj.snitt + std.avvik, N=3 kar per diett).

Fettsyresammensetning i plasma fra laks féret med de fire forsgksférene i 18 uker fgr smitte

Diet
Control Medium EPA High EPA High DHA ANOVA!

Sum detekterte 6,6 + 1,4 6,9 + 1,0 5,7 + 1,3 6,2 + 0,2 ns
% of FA

c16:0 18,2 0,2 18,1 0,4 17,6 0,3 17,7 0,4 ns
C18:0 3,3 * 0,2 3,2 * 0,2 3,3 + 0,1 3,1 + 0,0 ns
Sum Saturated? 23,3 ¢ 0,4 22,8 t 0,6 22,1 + 0,3 234 t 0,3 ns
C18:1n-9 139 ¢ 0,3 13,3 £ 0,3 13,3 £ 0,6 129 0,1 ns
C20:1n-9 2,9 * 0,4 2,6 * 0,3 2,1 * 0,1 2,2 + 0,2 ns
Sum Monoenes3 233 + 0,72 22,1 + 0,5% 20,7 + 09 20,2 0,40 **
C18:2n-6 53 t+ 0,10 47 + 0.2b 44 + 0,1b 46 + 011b ok
C20:4n-6 2,2 + 0,2 2,3 + 0,2 2,4 + 0,0 2,6 + 0,0 ns
Sum n-6 PUFA4 11,6 + 0,22 10,2 + 0,2° 9,4 * 0,1¢ 9,8 + 0,1bc *okx
C20:5n-3 8,2 * 0,6¢ 11,2 + 0,5° 13,8 t 0,12 7,1 + 0,4¢ *okx
C22:5n-3 1,5 + 0,0¢ 1,9 + 0,0t 2,4 * 0,12 1,1 + 0,14 *kx
C22:6n-3 294 + 0,8 29,2 + 0,7 28,4 + 0,7° 36,1 £ 0,52 *okx
Sum EPA/DHA 377 + 03 404 + 08 422 + 0,7° 432 + 0,3 ok
Sum n-3 PUFAS 403 + 0,3° 433 + 0,8 45,6 t 0,62 45,3 ¢ 0,32 *okx

Ins (not significant) P>0.05, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

2Includes C 14:0, C 15:0, C 17:0, C 20:0, C 22:0, C 24:0
3Includes C 16:1 n-7, C 16:1 n-5, C17:1 n-7, C 18:1 n-11, C 18:1 n-7, C 20:1 n-11, C 20:1 n-7, C 22:1 n-7, C 22:1 n-11, C 22:1 n-

9,C24:1n-9

4Includes C 16:2 n-6, C 18:3 n-6, C 20:2 n-6, C 20:3 n-6, C 22:4 n-6
5Includes C 18:3 n-3, C 20:4 n-3, C 18:4 n-3, C 20:3 n-3
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Tabell 10  Totalt fettinnhold og fettsyresammensetning i helkropp av laks féret med de fire forsgksférene i 18
uker far smitte (gj.snitt + std.avvik, N=3 kar per diett).

Diet
Start Control Medium EPA High EPA High DHA ANOVA!

Crude fat (Folch) % 11,1 + 0,2 131 + 02 131 + 01 130 + 05 128 + 04 ns
Sum FA 94 + 4 108 + 4 108 + 2 110 £+ 2 105 + 3 ns
% of FA

C16:0 12,7 + 0,1 12,8 + 0,22 12,5 + 0,22 122 + 0,1» 12,2 + 0,1° *
Cc18:0 29 = 0,0 3T + 01 30 £+ 00 30 * 01 31 * 00 *
Sum Saturated? 206 + 0,1 193 + 0,32 18,7 = 0,1®» 18,0 + 0,2 185 + 0,1t ok
C18:1n-9 244 + 0,1 32,3 + 0,3® 31,7 + 022° 31,2 + 0,1 312 + 0,1° *k
C20:1n-9 52 + 0,0 47 + 00 42 + 00> 34 + 014 36 + 0,0° rxE
Sum Monoenes3 46,2 = 0,2 50,0 + 0,4° 48,1 + 0,1° 454 + 0,4 453 + 0,2¢ ok
C18:2n-6 80 + 0,0 124 + 00 125 +* 01 12,7 + 0,2 12,7 + 0,1 ns
C20:4n-6 06 * 00 04 + 00 05 + 00> 06 + 00 06 * 0,0° rxE
Sum n-6 PUFA* 10,1 =+ 0,0 150 + 00 151 * 01 150 * 04 151 +* 01 ns
C18:3n-3 25 + 00 28 + 00 29 + 00> 30 + 00 30 % 0,0° ok
€20:5n-3 37 + 01 24 + 004 38 + 01° 59 + 02° 29 + 01° ok
C22:5n-3 1,5 + 00 09 + 00 12 + 000 1,7 * 0,1° 10 + 0,0¢ ok
C22:6n-3 12,7 + 0,1 74 + 014 81 + 0,1 88 =+ 0,1» 124 + 0,1° ok
Sum EPA/DHA 16,3 + 0,1 99 + 0,1¢ 11,9 + 0,2® 148 * 0,220 152 + 0,22 rEk
Sum n-3 PUFAS 21,3 + 0,2 14,4 + 0,2 169 + 02> 20,3 + 0,3 20,1 + 0Q,2° ok

Ins (not significant) P>0.05, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

2Includes C 14:0, C 15:0, C 17:0, C 20:0, C 22:0, C 24:0

3Includes C 14:1 n-5, C 16:1 n-5, C16:1 n-7, C17:1 n-7, C 18:1 n-11, C 18:1 n-7, C 20:1 n-11, C 20:1 n-7, C 22:1 n-7, C 22:1 n-9,
22:1n-11,C24:1n-9

4Includes C 16:2 n-6, C 18:3 n-6, C 20:2 n-6, C 20:3 n-6, C 22:4 n-6

5Includes C 16:2 n-3, C 20:4 n-3, C 18:4 n-3, C 20:3 n-3
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Tabell 11  Totalt fettinnhold og fettsyresammensetning i lever fra laks féret med de fire forsgksférene i 18
uker far smitte (gj.snitt + std.avvik, N=3 kar per diett).

Diet
Control Medium EPA High EPA High DHA ANOVA!

Crude lipids, % (Folch) 48 + 0,0 45 + 0,1° 53 * 0,32 52 + 0,22 *
Sum FA, mg/g 30,5 + 1,1 28,7 + 1,8 28,9 + 0,4 33,1 3,9 ns
% of total FA

c16:0 150 + 0,1 156 + 0,4 154 + 0,7 150 + 0,5 ns
C18:0 53 0,2 50 ¢ 0,4 55 * 0,2 55 ¢ 0,4 ns
Sum Saturates? 22,3 % 0,2 22,4 % 0,5 22,6 0,7 23,1 + 0,6 ns
C18:1n-9 20,8 + 0,52 17,8 ¢ 1,1b 17,5 + 1,00 19,3 + 1,5% *
C20:1n-9 2,6 % 0,3 23 0,3 19 £ 0,4 3,1 ¢ 1,7 ns
Sum Monoenes3 27,7 % 0,4 23,4 £ 1,1 229 + 1,4 269 £ 5,9 ns
C18:2n-6 6,1 + 0,2 59 ¢ 0,2 56 + 0,2 58 0,6 ns
C20:4n-6 3,2 0,6 3,4 0,5 3,4 % 0,2 3,5 ¢ 0,4 ns
Sum n-6 PUFA* 13,0 0,5 12,5 ¢ 0,4 11,6 + 0,3 12,0 £ 1,2 ns
C18:3n-3 08 ¢ 0,1 09 ¢ 0,1 09 ¢ 0,1 09 ¢ 0,1 ns
C20:5n-3 53 ¢ 0,3¢ 74 0,2b 90 + 0,62 41 + 044 *AK
C22:5n-3 12 ¢ 0,1¢ 16 + 0,1b 2,2 0,12 09 + 0,1 Hkx
C22:6n-3 27,6 % 0,7 29,7 + 1,1 29,0 +£ 0,7 29,8 3,9 ns
Sum EPA/DHA 32,8 t 0,4 37,1 + 1,0 38,0 £ 1,3 33,8 4,3 ns
Sum n-3 PUFA> 352 + 0,1b 399 + 0,8 41,4 + 1,32 36,3 + 4,12 *

Ins (not significant) P>0.05, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

2Includes C 12:0, C 14:0, C 15:0, C 17:0, C 20:0, C 22:0, C 24:0

3Includes C14:1 n-5,C16:1 n-9,C16:1n-7,C17:1n-7,C18:1 n-7,C20:1 n-11, C20:1 n-7, C 22:1 n-7, C22:1 n-11, C22:1 n-9,
C24:1n-9

4Includes C 16:2 n-6, C 18:3 n-6, C 20:2 n-6, C 20:3 n-6, C 22:4 n-6

SIncludes C 16:2 n-3, C 18:4 n-3, C 20:4 n-3, C 20:3 n-3
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5.2 HSMB-smitte

5.2.1 Vekst og endringer i fettsyreprofil etter smitte

Det ble i smitteforsgket bare gjort veiing av fisk som ble tatt til prgver. Det foreligger derfor ikke sikre
veksttall, men prgvefisken gkte i vekt fra ca 170 til ca 300 g i Igpet av smitteforsgket (F 5.5), noe som
betyr at den hadde et ikke ubetydelig férinntak i Igpet av smitteforsgket. Fisken i de smittede gruppene
vokst minst like godt som usmittet fisk.

350
300 /
250 D
w0 200 —@— Lav EPA
£ ®
o —@— Hgy EPA
> 150
Usmittet
100 ® Start
50
0
0 2 4 6 8 10 12 14

Uker etter smitte

Figur 4 Vekt av pravefisk tatt ut pd ulike tidspunkter etter PRV-smitte og i usmittet kontroll.

Fettsyresammensetning i PRV-smitte fisk ble malt 3, 6 og 10 uker etter smitte i erytrocytter, lever
fosfolipider og lever triacylglyseroler (prioritering av behandlingsgrupper, vev og prgvetidspunkt ble
gjort etter vurdering av virustall og patologi). | tillegg ble det gjort analyser av hjerte 6 uker etter smitte.
Som f@lge av férinntak etter smitte endret sammensetningen seg i den smittede fisken (Tabell 12-15).
Bade i erytrocytter og lever bar innholdet av EPA og DHA ved 3 uker etter smitte tydelig preg av foring
f@r smitte. Etter 6 uker var dette i ferd med a endres, ved at det var klarest effekt av foring etter smitte,
men fortsatt ble det pavist noen effekter av foring fgr smitte. Etter 9 uker var det ikke lenger
signifikante effekter av foring f@r smitte, mens fettsyresammensetningen bade i lever og erytrocytter
klart gjenspeilte férene som var gitt etter smitte. | hjerte tatt ut etter 6 uker var det effekt av foring
bade fgr og etter smitte (Tabell 15).
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Tabell 12 Fettsyresammensetning 3, 6 og 9 uker etter smitte (WPC) i erytrocytter fra laks gitt fér med ulik
fettsyresammensetning f@r og etter smitte (gj.snitt + std.avvik, N=2).

Postdiet Control High EPA P (ANOVA)1
Prediet Control Medium EPA  High EPA High DHA Control Medium EPA High EPA High DHA Pre Post Int
3 wpc

Sum FA, mg/g 9,7 + 9,5 +0,6 10,6 £0,8 90+1,2 9,6 +0,9 92 +0,5 94 +0,2 11,6 £2,5 ns ns ns
% of FA

C16:0 20,6 £0,2 20,6 £0,2 20,7 £ 14 20,7 £0,3 20,7 £ 04 21,3 +04 21,5 +0,2 22,4 +£03 ns * ns
C18:0 720,22 74 £0,0 7504 72 %07 76 +05 75+01 79 +£0,0 76+18 ns ns ns
Sum Saturate’ 287 +0,7 289 +02 295 +1,2 291 +05 296 +#1,2 300 £02 308 £+04 320 +26 ns * ns
C18:1n-9 50 0,2 49 +0,0 93 +5,8 45 +0,1 53+04 4,7 0,4 4,7 £0,1 72 +2,7 ns ns ns
Sum Monoenes’ 10,0 +0,2 99 +1,0 16,1 +9,9 79 06 93 +1.2 86 +03 79 +0,1 12,0 +4,9 ns ns ns
C18:2n-6 2302 23402 2,1+00 21+01 23 +00 2,2+02 2,2+0,0 36+22 ns ns ns
C 20:4 n-6 (ARA) 3003 30+0,1 23106 36 +1,0 3,1+00 2,8 +0,0 29+0,1 2,6 £0,0 ns ns ns
Sum n-6 PUFA* 68 0,6 64 +02 53 +£07 6,6 0,7 68 +0,1 6,0 0,0 59 0,2 69 +20 ns ns ns
C18:3n-3 03 0,0 0,3 +0,0 03 +0,0 0,3 +0,0 03 +0,0 0,3 +0,0 03 +0,0 04 +0,1 ns ns ns
C 20:5n-3 (EPA) 6,5 +0,0 8,0+0,1 79 +15 52+01 71+04 81+03 98 +0,3 51+09 *** ns ns
C22:5n-3 (DPA) 1,6 £0,0 2,0+0,1 21+04 1,0 £0,0 1,7 £0,1 21+01 2,5+0,0 1,0 £0,1 *** ns ns
C22:6 n-3 (DHA) 44,7 £+ 1,4 43,5 £0,2 36,8 £ 6,6 47,6 +0,4 43,5 +0,9 43,5 +0,1 416 0,3 41,4 +8,7 ns ns ns
Sum EPA/DHA 51,2 +14 51,6 +0,3 44,7 + 8,0 529 +04 50,6 + 0,6 51,7 £0,2 51,3 +0,0 46,5 +9,6 ns ns ns
Sum n-3 PUFA® 535 +1,5 542 +04 474 +84 546 +0.2 530 +05 544 +02 551 +08 480 +9,7 ns ns ns
6 wpc

Sum FA, mg/g 109 +£1,6 10,5 £ 04 10,7 £1,3 115+16 11,0 £0,2 11,8 £0,6 10,5 +£0,1 93 %32 ns ns ns
% of FA

C16:0 21,6 +0,2 21,8 +0,1 21,4 +03 21,2 +0,1 21,2 0,2 21,6 £0,0 21,1 +04 21,6 £ 0,0 ns ns ns
C 18:0 52+0,1 55 %06 6322 6,1+09 69 +1,0 62 +0,7 64 +19 70+09 ns ns ns
Sum Saturates”’ 279 +0,2 28,4 0,5 289 1,7 28,7 £0.8 29,1 +09 28,7 £0,7 28514 299 09 ns ns ns
C18:1n-9 7004 72 £0,6 7,0+0,7 7,007 61+04 6,6 +1,2 59 +0,7 58 +0,2 ns * ns
Sum Monoenes* 11,8 £0,8 11,5 +04 11,1 £1,0 109 £1,1 98 +0,8 103 £1,7 9,3 +0,7 9,0 £05 ns ** ns
C18:2n-6 35+06 3,2+0,2 33+07 34+07 29+03 29+04 2,6 £05 2,7+0,1 ns ns ns
C 20:4 n-6 (ARA) 21+0,.2 2,0+03 20+05 24+01 29 +06 25+02 24 0,7 29+05 ns * ns
Sum n-6 PUFA* 7611 6,8 +0,1 6,8 0,6 74 +12 68 +0,1 6,6 0,2 6,0 £ 0,0 6,6 +0,5 ns ns ns
C18:3n-3 04 0,1 0,5 +0,0 05+0,1 04 +0,1 04 +0,1 04 +0,1 04 0,1 0,4 +0,0 ns ns ns
C20:5n-3 (EPA) 7307 8103 9,300 6,6 £0,7 80+0,1 10,5 £0,8 10,6 £ 2,0 9,6 £0,0 ¥ % ns
C22:5n-3 (DPA) 1,7 £0,0 19 £0,1 2,200 1,3 +0,2 20+01 24102 2603 21+03 ¥ OKEX ng
C22:6 n-3 (DHA) 41,7 £2,2 41,2 £0,0 39,9 £0,0 42,7 £1,7 42,0 £0,2 397 +£19 41,1 +18 40,9 £ 0,4 ns ns ns
Sum EPA/DHA 49,0 +1,5 493 0,3 49,3 +0,0 493 +1,0 50,0 £ 0,1 502 +1,1 51,6 +0,1 50,6 +04 ns ** ns
Sum n-3 PUFA® 51,4 +14 519 £0,4 52,1 0,1 51,2 £0,7 526 £0,1 533 +09 55,1 +04 533 06 ns *** ns
9wpc

Sum FA, mg/g 123+21 12,0 £0,8 12,6 £1,0 126 £1,6 128 £16 119+1,0 116 £ 0,4 11,1 +04 ns ns ns
% of FA

C16:0 21505 20,6 £0,3 209 0,3 21,303 203 0,2 21,4 £0,0 20,6 £ 0,5 21,1 £0,7 ns ns ns
C18:0 5912 53 %00 5302 51+06 6,5 +0,2 68 +05 66 +1,2 64 +0,7 ns * ns
Sum Saturates”’ 29,2 £2,5 27,1 +0,3 27,5 £ 05 27,8 +0,3 27,9 £0,2 29,4 +0,2 28,1 £0,7 28,7 +0,0 ns ns ns
C18:1n-9 78 £05 8,4 0,0 81+09 7804 77 +04 10,1 £3,5 69 +0,1 7001 ns ns ns
Sum Monoenes* 13,8 £0,8 14,1 £0,1 13,6 £0,8 13,4 £0,6 124 £0,8 151 +4,4 11,3 +01 11,2 +04 ns ns ns
C18:2n-6 39+08 44 +0,1 4,1+0,4 4,2 +0,3 33+00 29 +0,0 3,0+0,0 3,1+00 ns *** ng
C 20:4 n-6 (ARA) 2,709 2,1+0,0 21+01 20+03 2,7+03 25106 2,7 05 28+04 ns ns ns
Sum n-6 PUFA* 9104 8,8 £0,0 8306 82+0,3 71+03 6,5+09 6,7 £0,5 7004 ns *** ns
C18:3n-3 05+0,1 0,6 £0,0 05+0,1 0,6 £0,0 05 £0,0 04 +0,0 05 +0,0 0,5 +0,0 ns * ns
C 20:5 n-3 (EPA) 8,0 +1,7 9,2 +£0,2 8,8 +0,6 8,4 +£0,2 11,4 +0,5 98 +0,6 11,7 £1,3 11,5 +0,1 ns *** ng
C22:5n-3 (DPA) 19 £0,2 2,2£0,0 2201 1,9 £0,0 27+04 22104 290,22 27+01 ns  ** ns
C22:6 n-3 (DHA) 357 1,0 365 0,4 37122 383 +038 36213 348 +35 37,1 £06 366 04 ns ns ns
Sum EPA/DHA 43,7 £2,7 45,7 £0,2 459 £ 1,5 46,7 £ 0,6 47,7 £1,8 44,5 +3,0 48,8 + 0,6 48,2 £0,5 ns ns ns
Sum n-3 PUFA® 47,2 £3,9 48,8 +0,1 49,0 +15 49,4 +0,5 51,2 £2,1 47,5 +3,5 52,5 £0,7 51,6 £ 0,6 ns ns ns

Ins (not significant) P>0.05, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

2Includes C14:0, C15:0, C17:0, C20:0, C22:0, C24:0

3Includes C 16:1 n-9, C 16:1 n-7, C 16:1 n-5, C 18:1 n-11, C 18:1 n-7, C 20:1 n-11, C 20:1 n-9, C 20:1 n-7, C 22:1 n-7, C22:1 n-11, C22:1n-9, C
24:1n-9

4Includes C 18:3 n-6, C 20:2 n-6, C 20:3 n-6, C 22:4 n-6

SIncludesC 20:4 n-3, C 20:3 n-3
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Tabell 13 Fettsyresammensetning 3, 6 og 9 uker etter smitte (WPC) i fosfolipider i lever fra laks gitt for med
ulik fettsyresammensetning far og etter smitte (gj.snitt * std.avvik, N=2).

Postdiet Control High EPA P (ANOVA)"
Prediet Control Medium EPA High EPA High DHA Control Medium EPA High EPA High DHA Pre Post Int
3 wpc

SumFAinPL, mg/g 37,5 £ 6,0 32,6 £0,5 36,6 + 4,3 38,5+23 49,4 +11,2 508 £ 8,38 46,3 £ 2,5 36,5 +5,9 ns * ns
% of FA

C 16:0 21,9+ 15 209 £ 0,8 198 + 04 20,8 £ 0,5 20,6 £0,1 196 £ 1,4 20,0 + 1,9 14,7 £ 8,0

C18:0 4,1 +0,0 43 +0,2 5000 4,7 £ 0,6 4,5 +0,2 4,7 £0,7 49 +0,7 4909 ns ns ns
Sum Saturates”’ 272 +1,1 264 +06 258 £+04 26,7 £+0,1 261 +0,0 254 %09 256 +0,8 20,9 +89 ns ns ns
C18:1n-9 11,6 £ 1,0 11,3 +03 10,9 £ 0,1 11,1 £ 0,1 11,8 £ 0,8 12,2 £2,2 11,5 £ 0,0 10,5 £ 0,8 ns ns ns
Sum Monoenes® 176 #+15 166 #1,1 163 #02 156 +0,2 169 #09 17,5 #3,0 16,2 + 0,1 14,5 + 1,5 ns ns ns
C18:22n-6 51+03 50+0,7 52+0,1 4,8 +0,2 48 +04 46 +0,2 47 +0,2 47 +0,0 ns ns ns
C20:4n-6 27+01 28+03 3404 34106 32+01 29 +09 3210 3707 ns ns ns
Sum n-6 PUFA* 98 +0,3 93 +£0,9 99 +1,2 94 +0,9 94 +0,2 80 +1,2 88 +1,3 89 +0,6 ns ns ns
C18:3n-3 06 +0,0 06 +0,1 07+0,1 0,7 +0,0 0,6 +0,2 0,8 +0,0 07+01 0,7 £0,2 ns ns ns
C20:5n-3 6,5+0,1 78 0,3 8,4 0,6 5601 81+10 7,6 £0,2 95+0,0 6,0+0,3 ¥k % ns
C22:5n-3 21+0,1 231%0,2 23102 1,2 £0,1 2,7+0,1 23+01 2704 1,2+04 *** ns ns
C22:6n-3 341 +16 354 +£1,2 34,5 +0,5 39,3 +1,0 34,2 £0,2 340+01 339+04 40,8 £ 0,1 *** ns ns
Sum EPA/DHA 40,6 + 1,7 432 +15 430+ 1,0 449 + 1,2 423 +13 416 £ 03 434 + 0,4 46,8 + 0,2 *** ns ns
Sum n-3 PUFA® 43,6 *+ 1,6 46,4 *+ 1,6 46,3 + 1,3 47,0 + 1,1 458 + 1,4 44,8 + 0,2 47,0 £ 09 489 + 0,8 * ns ns
6 wpc

SumFAiInPL, mg/g 348 +35 41,8 £1,1 41,2 £55 401 £ 14 58,6 +369 77,7 +584 1033 +25 1068 +1,2 ns ** ns
% of FA

C16:0 209 +1,1 20,7 £ 1,6 20,8 +£0,1 20,3 +£0,0 20,9 £ 0,6 20,5 £0,5 20,3 +0,5 19,9 £1,0 ns ns ns
C18:0 4,5 + 05 43 0,6 41+0,1 43 +04 43 +0,2 4,0 £0,0 40+0,3 50+1,2 ns ns ns
Sum Saturates® 26,8 +1,2 26,1 +1,1 26,0 + 0,2 26,1 +0,3 25,5 +0,7 258 + 0,6 254 +0,8 259 + 2,7 ns ns ns
C18:1n-9 12,5 £ 0,0 12,1 £ 0,0 12,4 £ 05 11,8 £ 0,2 123+0,1 11,4 £0,2 11,3 £0,2 124 £+ 04 ook A
Sum Monoenes’ 18,2 + 1,0 173 +#05 17,9+ 03 17,5+ 0,2 17,4 #0,1 16,0 + 0,7 15,6 + 0,0 16,7 # 0,3 R N
C18:2n-6 58 +0,9 56 +0,2 58 +0,2 580,38 54 +0,2 49 0,1 50+0,1 53+0,2 ns * ns
C20:4n-6 32+1.2 2,7 +0,7 2,7+0,.2 28+0,2 34+09 27+0,1 28+0,3 2,9 £0,0 ns ns ns
Sum n-6 PUFA* 119+ 0,1 10,2 + 1,3 10,6 + 0,7 10,8 + 09 10,0 + 1,0 84 +0,2 84 +0,2 9,1+0,2 *ORERE g
C18:3n-3 05 +0,2 07+0,1 0,7 +0,0 0,7 0,0 0,7 +0,1 0,8 +0,0 09+01 0,7 +0,0 ns * ns
C20:5n-3 6,6 £0,2 73%01 7,7 £0,7 6,0+0,1 94 +0,2 9804 104 + 1,0 10,5+ 0,5 ns *** ng
C22:5n-3 21+03 2,2+£0,0 2303 1,5+0,0 26+0,1 26+0,1 28+04 2,8+0,3 ns *** ns
C22:6n-3 31,6 + 1,5 34,1 +0,2 33,0+ 0,0 353 +1,22 32,6 £0,8 34,0 £ 1,1 34,6 +0,8 323 +1,2 ns ns *
Sum EPA/DHA 381 +1,7 41,4 + 0,3 40,7 + 0,7 41,2 £ 1,2 42011 438 +0,7 449 + 0,2 42,7 + 1,7 R 1 H]
Sum n-3 PUFA® 410+18 445304 44010 437212 456+09 475206 489306 464 121 * oRRx g
9wpc

SumFAiInPL, mg/g 49,1 +94 412 +0,7 39,7 2,2 38,0 +0,8 444 +24 391 +34 39,0 +£3,1 45,0 + 0,2 ns ns ns
% of FA

C16:0 20,2 £ 0,7 20,1 £ 0,6 19,9 £1,2 208 + 1,1 189 + 0,1 18,5 £ 0,6 18,3 £ 0,7 17,8 £0,1 ns ** ns
C18:0 4,4 +0,1 43 +0,1 46 +0,6 44 +10 48 +0,2 53+0,2 54+08 5603 ns * ns
Sum Saturates’ 26,1 +0,8 25,8 +0,3 25,8 +0,5 26,8 + 0,0 24,8 +0,1 24,8 + 0,4 24,7 +0,1 243 + 04 ns *** ns
C18:1n-9 11,9 +0,1 12,5 +0,5 12,2 +0,1 11,9 +0,1 12,2 +0,1 123 +0,1 11,8 £ 0,6 11,8 £ 0,7 ns ns ns
Sum Monoenes> 17,8 £+ 0,2 18,2 £+ 0,6 179 £+ 0,3 179 £+ 0,3 16,7 £ 0,1 17,1 £ 0,2 16,7 + 0,7 16,7 + 0,7 ns *** ns
C18:2n-6 6,7 £0,2 6,4 +0,5 6,3+0,2 6,5+0,1 5201 52 +0,0 52 +0,0 5,0+0,0 ns *** ng
C20:4n-6 3,1+05 33+06 3,405 28+0,7 3,7+0,2 3,7+04 3906 40+0,1 ns * ns
Sum n-6 PUFA* 12,7 £ 0,4 12,5 +£0,3 13,1 + 0,3 12,4 £ 0,5 10,1 + 0,2 10,1 £ 0,5 10,1 + 1,0 10,2 £ 0,2 ns *** ns
C18:3n-3 0,7+0,1 0,6 £0,0 0,6 £0,0 0,6 £0,0 0,7+0,0 0,7+0,1 0,7 0,2 0,7+0,0 ns * ns
C20:5n-3 76 +04 8303 75 0,0 74 +£04 110 +0,1 106 £ 1,0 10,8 £ 0,6 10,5 £ 0,0 ns *** ng
C22:5n-3 2,2+0,0 25+03 22+0,1 21+01 3001 29 +0,0 3,2+0,2 29+0,1 ns *** ns
C22:6n-3 31,0+ 1,5 30,4 +0,8 30,7 £+ 0,9 30,9 +0,3 31,8 £0,3 32,0 £1,1 32,0 £0,2 32,0£0,3 ns * ns
Sum EPA/DHA 386 +1,1 38,6 £ 0,5 38,2 +£0,9 383 +0,7 42,8 + 0,2 42,6 £ 0,0 42,8 +0,8 42,5 +0,2 ns *** ns
Sum n-3 PUFA® 41,7 #10 420+03 413 +£09 414 £ 0,6 468 £ 0,1 464 £ 0,1 47,0 +1,2 46,4 + 0,2 ns *** ns

ns (not significant) P>0.05, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

2Includes C14:0, C15:0, C17:0, C20:0, C22:0, C24:0

3Includes C 16:1 n-9, C 16:1 n-7, C 16:1 n-5, C 18:1 n-11, C 18:1 n-7, C 20:1 n-11, C 20:1 n-9, C 20:1 n-7, C 22:1 n-7, C22:1 n-11, C22:1n-9, C
24:1n-9

4Includes C 18:3 n-6, C 20:3 n-6

*IncludesC 20:4 n-3, C 20:3 n-3
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Tabell 14  Fettsyresammensetning 3, 6 og 9 uker etter smitte (WPC) i triacylglyseroler i lever fra laks gitt for
med ulik fettsyresammensetning far og etter smitte (gj.snitt + std.avvik, N=2).
Postdiet Control High EPA P (ANOVA)!
Prediet Control Medium EPA  High EPA High DHA Control Medium EPA High EPA High DHA Pre Post Int
3 wpc
SumFAInTAG, mg/g 39+05 52+08 38%18 2408 36+10  47+24 29+05 4,7 £ 0,4 ns ns ns
% of FA
C16:0 93+08 11,9+10 8907 10416 107+11 10,0 +02 82 0,7 90+038 * ns ns
C18:0 40+07 50%00 33%04 51+09 48+13  33+02 37401 32+02 ns ns *
Sum Saturates?2 163 +03 202 +16 146 +04 190 +14 182 +20 159 +06 140 +08 138 +1,1 x ok wx
C18:1n-9 408+18 344+29 33636 344+43 375411 344+25 373%35 354+01 ns ns ns
Sum Monoenes3 570 25 51,7 +17 477 +36 487 +438 531 +04 50,7 +30 517 +37 496 02 ns ns ns
C18:2n-6 11,9 £ 0,0 105 +1,2 11,5 +0,8 11,0+ 0,1 104 +2,0 11,8 + 0,4 11,8 + 0,1 124 £+ 0,4 ns ns ns
C 20:4 n-6 (ARA) 03+00 04%01 07%01 06+00 0500 05%01 06+ 0,0 0,6 0,0 ** ns s
Sum n-6 PUFA4 159 +02 137 +18 156 £0,7 146 +06 150 +04 159 +08 160 +04 164 + 00 ns ns ns
C18:3n-3 19400 20%02  23%00 21+02 18407 2202 2,2 £ 04 2,4 +03 ns ns ns
€ 20:5n-3 (EPA) 22+08 3803 76+07 3306 29+04 4804 6309 45+01  *** ns ns
€ 22:5 n-3 (DPA) 08+02 13%04 19%02 11+03 1403  15%03 1,6 0,2 1,2 02 * ns ns
€ 22:6 n-3 (DHA) 33+10 49+14 80+29  89+21 46+01 59+18 55+1,1 99£05 ** ns s
Sum EPA/DHA 56+18 87+17 156+36 123+27 75+04 106+23 119%20 144 %06 ** ns s
Sum n-3 PUFA5 90 +22 128 + 2,1 204 + 38 16,2 + 3,4 11,3 + 1,0 151 *+ 2,8 16,3 + 2,7 186 * 1,1 ** ns ns
6 wpc
SumFAInTAG, mg/g 75+50 80%23  20%03 3111 33+£08  48+34 30£08 41+3,1 ns ns ns
% of FA
C16:0 93+02 85+06 77+11 8012 96+12 11306 9613 860,38 ns * ns
C18:0 4,7 +15 3,701 44 +0,1 43 +0,1 46 £1,3 40 +0,3 3203 3500 ns ns ns
Sum Saturates?2 159 #17 140#06 145%12 145+08 167 +29 174406 149+26 14409 ns ns ns
C18:1n-9 400+27 401+13 37211 396+31 390+15 337%21 343+34 383+06 ns * ns
Sum Monoenes3 571+31 559%00 550%25 57,2462 550+24 528%23 483%40 520%12 ns * ns
C18:2n-6 10,4 £ 0,3 13,7+ 04 11,5 £ 0,2 11,8 £ 0,3 12,1 £20 105+14 12,7 £ 0,7 142 £ 0,4 ns ns **
C 20:4 n-6 (ARA) 09+07 03%+00 04%01 03+00 02+02 01%02 05 +0,2 0,5+ 0,0 ns ns ns
Sum n-6 PUFA4 154 07 173#09 151%03 155202 154 +1,1 128+10 159+14 17406 ns ns **
c18:3n-3 15400 23%01 19%02  18+03 20£05  2,0+04 25+0,1 2,6 £0,0 ns * ns
€ 20:5n-3 (EPA) 1,9+03 3401 45+07 2008 3005 4111 71402 45 +03  *H* kxx g
€ 22:5 n-3 (DPA) 08+01 10%00 12+01 08+04 09+01 1203 1902 11+01 * % ns
€ 22:6 n-3 (DHA) 54+28 36+01 54%02 57+38 40+01  49t14 77 £27 61+1,1 ns ns ns
Sum EPA/DHA 73+24 70%+00 99+08  7,7t46 7006 90%25 148+26 106+08 ns ns ns
Sum n-3 PUFA5 103423 109+00 139#03 109 £50 107+01 129+33 200%29 150#09 * % s
9wpc
SumFAINTAG, mg/g 17+01  30%06 29+00 31072 26+13  36%08 26+10 31+18 ns ns ns
% of FA
C16:0 89+11 79+12 79+11  88+37 6301  56%05 75+12 123+28 ns ns ns
c18:0 54+17  46+00 61+01 6635 40+03 3900 43+08 58+ 1,1 ns ns ns
Sum Saturates?2 172423 150#11 166+13 181+78 126 +08 11,8+09 143 +03 21,7 #25 ns ns ns
C18:1n-9 402 +15 425+17 43900 414+438 439+04 421+23 381%48 320%57 ns ns ns
Sum Monoenes3 567+23 588%17 607%01 57,1%69 584 %07 563%13 515%46  496%02 ns * ns
C18:2n-6 11,6 £+07 11,4+11 11,0+07 125+23 133+00 141+06 126+06 9421 ns ns *
C 20:4 n-6 (ARA) 0402 05%+00 04+00 04+01 05+01 05%00 06 +0,1 04 +02 ns ns ns
Sum n-6 PUFA4 153404 153%09 149+09 164 +24 175405 184+10 165+11 127 #31 ns ns ns
C18:3n-3 16+01 15%01  13%00 17+03 18401 2201 2,0+03 15+03 ns * ns
€ 20:5n-3 (EPA) 21+04 19+02 14+00 13%01 3702 4501 58+ 1,9 49 +0,7 ns *** ns
C 22:5n-3 (DPA) 08+0,1 0803 06 +0,1 04 +0,2 09 +0,2 1,2 £0,2 1,6 £0,7 1,3+0,2 ns ** ns
€ 22:6 n-3 (DHA) 37+03  26%09  21+02 23+12 26+05 35+10 51+3,1 43 + 04 ns ns ns
Sum EPA/DHA 58+07 45+11  35%02  35%13 63+07 80%11 10950 92 £ 0,4 ns ** ns
Sum n-3 PUFA5 9,0 +0,6 75+15 6,1 +0,2 6,6 +1,2 9,8 +0,8 12,1 +1,3 15,2 + 6,2 12,7 + 0,0 ns ** ns

ns (not significant) P>0.05, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001
2Includes C15:0, C17:0, C20:0, C21:0
3Includes C 14:1 n-5, C 16:1 n-9, C 16:1 n-7,C 16:1 n-5,C17:1 n-7, C 18:1 n-11, C 18:1 n-7, C 20:1 n-11, C 20:1 n-9, C 20:1 n-7, C 22:1 n-7, C

22:1n-11,C22:1n-9,C24:1n-9

4Includes C 18:3 n-6,C 20:2 n-6 C 20:3 n-6, C 22:4 n-6
*Includes C 18:4 n-3, C 20:4 n-3, C 20:3 n-3
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Tabell 15  Fettsyresammensetning 6 uker etter smitte (WPC) i hjerte fra laks gitt for med ulik fettsyresammensetning for og etter smitte (gj.snitt + std.avvik, N=2).

Postdiet Control High EPA P (ANOVA)!
Prediet Control Medium EPA High EPA High DHA Control Medium EPA High EPA High DHA Pre Post Int
Fett % (Folch) 3,63 + 048 423 + 093 341 + 141 4,14 = 0,95 553 + 048 368 + 133 409 + 1,71 4,66 + 0,66 ns ns ns
Sum FA, mg/g 22,8 7,7 22,9 2,1 240 1,7 22,3 0,8 23,9 2,1 20,7 1,0 18,2 6,9 18,3 0,7 ns ns ns
Prosentvis fordeling

c16:0 159+ 18 152+ 06 156+ 09 154 + 0,8 148 + 0,1 16,1 £ 11 153 + 06 162 = 0,3 ns ns ns
C18:0 49 + 03 46 t 03 48 + 01 48 + 00 46 + 01 49 + 04 48 + 02 50 = 01 ns ns ns
Sum saturates? 22,5+ 1,5 21,3+ 07 220+ 1,4 214 *+ 1,0 21,0 + 05 222+ 14 21,3+ 04 223+ 00 ns ns ns
C18:1n-9 155+ 3,1 153 t 0,2 16,3 + 06 148 =+ 0,1 178 + 0,7 148 + 0,7 153 + 12 145+ 0,1 ns ns ns
Sum Monoenes? 23,8 + 52 235+ 09 244+ 05 220+ 01 27,0 + 09 226 + 16 229+ 10 210+ 03 ns ns ns
C18:2n-6 80 + 13 88 + 0,6 84 + 0,7 83 = 0,2 92 + 01 7,8 + 09 85 + 09 72 = 05 ns ns ns
C20:4n-6 19 + 04 1,8 + 0,0 1,7 + 00 21 £ 01 1,8 + 0,2 19 + 01 1,8 + 0,0 2,1 + 00 ns ns ns
Sum n-6 PUFA* 120 + 1,2 122+ 06 116 + 08 121 + 0,1 12,7 + 01 109+ 09 116 + 06 104 + 05 ns ns ns
C18:3n-3 1,7 + 0,3 20 + 0,2 19 + 01 19 + 01 2,1 + 0,0 19 + 0,2 20 £+ 0,3 1,7 + 01 ns ns ns
C20:5n-3 56 + 13 6,7 + 0,2 76 £ 01 54 t 0,6 6,0 + 0,3 88 + 1,0 91 + 1,2 86 + 0,6 *k *k ns
C22:5n-3 1,8 + 0,1 21 + 0,1 22 + 01 1,8 + 0,2 19 + 0,0 22 + 0,0 25 + 0,2 20 £+ 0,1 *E * ns
C22:6n-3 286 + 42 290+ 08 268+ 09 31,7 + 14 260+ 18 284+ 00 273+ 16 306 = 0,0 * ns ns
SUM EPA+DHA 342 + 56 357+ 06 344+ 08 371+ 09 320+ 21 373+ 1,1 365+ 04 392+ 06 ns ns ns
Sum n-3 PUFA® 382 + 53 402+ 02 391+ 05 41,3 + 12 365+ 21 420+ 09 416+ 07 435+ 06 * ns __ns

Ins (not significant) P>0.05, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, 2IncludesC 14:0, C 15:0, C17:0, C 20:0, C 22:0
3Includes C 15:1, C 16:1 n-9, C16:1 n-7,C17:1 n-7, C 18:1 n-11, C 18:1 n-7, C 20:1 n-11, C 20:1 n-9, C 20:1 n-7, C 22:1 n-7, C 22:1 n-11
4ncludes C 16:2 n-6, C 18:3 n-6, C 20:2 n-6, C 20:3 n-6, C 22:4 n-6, >Includes C 16:2 n-3, C 20:3 n-
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5.2.2 Virustall

Virustall i PRV-smittet fisk ble malt i prgver av erytrocytter og hjerte. | erytrocytter var virustallet pa
det hgyeste (lavest CT-verdi) etter 3 uker, og avtok deretter giennom hele forsgket (Figur 5). Det var
ingen effekter av féring fgr smitte pa virustall. Foring etter smitte ga heller ingen konsistent trend, men

det var signifikant hgyere virustall i fisk gitt hgy EPA for etter 6 uker (P=0.02). Hva dette kan skyldes er
ikke klart

20 , , 20
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Figur 5 Virustall (CT-verdi) i erytrocytter (RBC, figur til venstre) og hjerte (figur til hgyre) fra fisk gitt for med
lavt og hgyt EPA-innhold etter smitte med PRV-virus.

Virustallene i hjerte holdt seg stabile fra 3 til 6 uker etter smitte og avtok deretter markert (Figur 5).
Det var ingen effekt av for verken fgr eller etter smitte.

5.2.3 Patologi

Det ble funnet forandringer som er typiske for HSMB i PRV-smittet fisk, men disse var moderate.
Forandringene i hjertet var seerlig lokalisert til ventrikkelen. Forandringene i hjertet gkte fram til 10
uker og stagnerte eller falt deretter fram til 12 uker etter smitte (Tabell 16, Figur 6). Endringene i
epikard var mer beskjedne enn i ventrikkelen og for sma til at det kan forventes a se forskjeller mellom
for. | ventrikkelen var det en tendens til hgyere score i fisk foret med Lav EPA enn Hgy EPA ved 6 og 10
uker etter smitte. Nar endringene i ventrikkel og atrium ble lagt sammen til en score for myokard, var
forskjellen mellom diettene signifikant ved 6 uker (P=0,02). Forandringene i hjerte var sma i usmittet
fisk giennom hele forsgket (Figur 6).

Lever ble scoret for tre kategorier av forandringer: macrovesikulaer steatose, mikrovesikulzer steatose
og inflammasjoner rundt sma galleganger og/eller sma karstrukturer. Det var ingen fisk med score >0
for macrovesikulaer steatose. Score for microvesikulzer steatose og inflammasjoner er gitt i Tabell 16.
Gjennomsnittlig score for microvesikulaer steatose gkte fram til 10 uker og avtok deretter (Figur 7),
tilsynelatende sammenfallende med utviklingen i hjerteforandringer (Figur 6). Det var en tendens til
mindre leverforandringer i fisk foret med hgy EPA enni gruppene féret med lav EPA diett, og forskjellen
var signifikant ved 6 uker (P=0.02). | motsetning til i hjerte sa endringene i lever ut til 3 veere knyttet til
for mer enn til smitte: den usmittede gruppen, som ble gitt kontrollféret med lavt EPA-innhold hadde
omtrent samme utvikling som den smittede fisken gitt samme for (Figur 7).

29



Tabell 16  Patologi-score i ulike vev i fisk smittet med PRV.

Medium

Pre diet Low EPA EPA High EPA High DHA ANOVA P-verdier

Low High Low High Low High Low High Pre Post
Post diet EPA EPA EPA EPA EPA EPA EPA EPA diet diet Int
Uke 3
Atrium 0,06 0,13 0,00 0,00 0,00 0,17 0,08 0,00 0,40 0,38 0,24
Ventrikkel 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 Ingen variasjon
Myocard (sum V+A) 0,06 0,13 0,00 0,00 0,00 0,17 0,08 0,00 0,40 0,38 0,24
Epicard 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,04 0,00 0,00 0,44 0,35 0,44
Sum hjertepatologi 0,06 0,13 0,00 0,00 0,00 0,21 0,08 0,00 0,33 0,28 0,16
Microsteatose 0,35 0,00 0,13 0,17 0,29 0,33 0,00 0,15 0,73 0,85 0,67
Lever inflammasjoner 0,21 0,00 0,00 0,08 0,21 0,21 0,17 0,08 0,05 0,17 0,08
Sum leverpatologi 0,56 0,00 0,13 0,25 0,50 0,54 0,17 0,23 0,47 0,64 0,47
Uke 6
Atrium 0,25 0,23 0,38 0,08 0,29 0,00 0,08 0,04 0,48 0,11 0,55
Ventrikkel 0,08 0,13 0,19 0,04 0,23 0,00 0,35 0,13 0,49 0,07 0,50
Myocard (sum V+A) 0,33 0,36 0,57 0,13 0,52 0,00 0,43 0,17 0,92 0,02 0,34
Epicard 0,17 0,00 0,21 0,21 0,06 0,25 0,13 0,23 0,84 0,76 0,64
Sum hjertepatologi 0,50 0,36 0,78 0,33 0,58 0,25 0,56 0,40 0,91 0,11 0,87
Microsteatose 0,63 0,29 0,60 0,25 0,54 0,38 1,04 0,42 0,37 0,02 0,13
Lever inflammasjoner 0,21 0,00 0,04 0,04 0,06 0,04 0,08 0,13 0,82 0,46 0,50
Sum leverpatologi 0,83 0,29 0,64 0,29 0,60 0,42 1,13 0,54 0,42 0,03 0,81
Uke 10
Atrium 0,50 0,17 0,13 0,25 0,63 0,46 0,21 0,17 0,38 0,52 0,76
Ventrikkel 0,67 0,76 0,92 0,59 0,76 0,29 0,54 0,40 0,23 0,08 0,33
Myocard (sum V+A) 1,17 0,93 1,04 0,84 1,38 0,75 0,75 0,57 0,56 0,19 0,87
Epicard 0,04 0,13 0,13 0,00 0,04 0,00 0,04 0,08 0,35 0,67 0,05
Sum hjertepatologi 1,21 1,05 1,17 0,84 1,43 0,75 0,79 0,65 0,58 0,18 0,81
Microsteatose 1,33 1,08 1,00 0,71 1,46 0,79 1,25 0,46 0,76 0,13 0,88
Lever inflammasjoner 0,08 0,21 0,04 0,21 0,21 0,04 0,25 0,08 0,96 0,88 0,22
Sum leverpatologi 1,42 1,29 1,04 0,92 1,67 0,83 1,50 0,54 0,80 0,14 0,68
Uke 12
Atrium 0,25 0,04 0,29 0,46 0,67 0,29 0,25 0,42 0,25 0,58 0,27
Ventrikkel 0,73 0,40 0,25 0,53 0,33 0,50 0,54 0,43 0,69 1,00 0,29
Myocard (sum V+A) 0,98 0,44 0,54 0,98 1,00 0,79 0,79 0,85 0,85 0,69 0,22
Epicard 0,00 0,04 0,04 0,04 0,13 0,04 0,08 0,00 0,70 0,43 0,58
Sum hjertepatologi 0,98 0,48 0,58 1,03 1,13 0,83 0,88 0,85 0,71 0,55 0,23
Microsteatose 1,04 0,21 0,79 0,46 0,96 0,71 0,50 0,67 0,76 0,12 0,33
Lever inflammasjoner 0,17 0,21 0,08 0,13 0,00 0,04 0,17 0,21 0,18 0,47 1,00
Sum leverpatologi 1,21 0,42 0,88 0,58 0,96 0,75 0,67 0,88 0,97 0,19 0,38
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Figur 6 Samlet patologiscore i myocardium (ventrikkel+atrium) i fisk gitt for med lavt og hgyt innhold av
EPA etter injeksjonssmitte med PRV. Statistiske beregninger er gitt i Tabell 16.
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Figur 7 Microvesikulzr steatose i fisk gitt for med lavt og hgyt innhold av EPA etter injeksjonssmitte med
PRV. Statistiske beregninger er gitt i Tabell 16.
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5.2.4 Microarray resultater

| HSMB-forsgket var det en kraftig effekt av bade smitte og for pa genuttrykk. Ved 6 wpc var det 1350
gener som responderte pa smitte og 762 gener viste forskjell mellom fér (féring med Hgy vs Lav EPA
etter smitte). Det var en massiv immunsuppresjon i hjerte av laks gitt for med hgyt EPA-innhold.
Nedsatt ekspresjon ble vist for alle grupper av immungener (Figur 8A), spesielt VRG — gener for
uspesifikk antiviral immunitet (2-fold, 98 gener) og immunoglobuliner — Ig (3.3-fold, 35 gener).
Eksempler pa gener med ulike roller knyttet til immunitet er gitt i Figur 8B.
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B Annotation Gene ILOW EPA High EPA
Antigen presentation H-2class Il HC antigen gamma chain 1.01
Antigen presentation Beta-2 microglobulin 1.61
Antigen presentation MHC class | antigen 1.06
B cells Ig kappa chain V-Ill region 1.64
B cells Ig heavy chain 2.22
B cells Ig light chain 2.36
B cells Tyrosine-protein kinase BTK 1.26
Chemokine CC chemokine with stalk CK2 1.09
Chemokine receptor  C-Cchemokine receptor type 3 1.50
Effector Lysozyme C Il precursor 1.27
IFN-virus response Barrier-to-autointegration factor 1.26
IFN-virus response Interferon-induced protein 44 1.88
IFN-virus response Gig2-2
IFN-virus response Viperin 2.42
Lectin Nattectin C-type lectin 1.43
Lymphocyte CD45 1.17
Lymphocyte Plastin-2 141
Lymphocyte Leukocyte surface antigen CD53 1.44
Lymphocyte CD80-like protein 1.40
Tcell T cell receptor alpha chain 1.24
Tcell T-cell antigen receptor 1.75
T cell T-cell surface glycoprotein CD4 1.41
Tcell CD8 beta 0.95
Tcell CD3gammadelta-A 1.33
Tcell CD28 T-cell-specific surface glycoprotein 1.41

Figure 8

Genuttrykk i hjerte ved 6 wpc. A: forskjeller mellom fér innen funksjonelle grupper avimmungener

(gjiennomsnitt av fold-gkning relativt til usmittede kontroller). B: Eksempler pd forskjellig uttrykte

immungener.

| leveren var endringene i genekspresjon (246 forskjellig uttrykte gener), som skyldtes smitte, betydelig
mindre enn i hjerte. Immunresponsen i lever var forholdsvis svak, med 40 forskjellig uttrykte gener
(16,2 %), hvorav 23 gener var nedregulert. | hjerte var antall forskjellig uttrykte immungener 330, og
bare 11 var nedregulert. Noen avimmungenene som responderte pa sykdom i leveren, for eksempel
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ni oppregulerte VRG (virus-responsive gener) (Krasnov et al., 2011b) kan ha vaert uttrykt i blodceller,
siden det er vist at blodceller tar opp PRV og utvikler sterke antivirale responser (Dahle et al., 2015).
Resultatene indikerer at lever ikke har en viktig, direkte rolle i immunbeskyttelsen mot HSMB. Det er
verdt @ notere seg at halvparten (122) av de genene som endret uttrykk med smitte, ogsa endret
uttrykk i lever med steatoses ved uke 9, da PRV-mengden i fisken var lav.

Aktivering av cellesyklus spiller trolig en viktig rolle i reparasjon og recovery av leveren. Sterk
oppregulering ble ogsa observert for hemoglobiner og to markgrer for rgde blodceller (Figure 5.).
Resultatene indikerer enten gkt blodsirkulasjon eller stimulering av erythropoesen. Oppregulering av
mafb (2,9-fold) og smad (,9-fold), som regulerer differensiering av erytrocytter i laks (Krasnov et al.,
2013) taler for den siste forklaringen.

Gene 6 wpc 9 wpc Feed |Gene 6 wpc 9 wpc
Cell cycle Steroid metabolism, proteases

Cell division control protein 2 homolog -2.39 2.76 -4.50 |lsopentenyl-diphosphate delta-isomerase 1 -1.44 -4.21
Cell division cycle protein 20 homolog -2.32 1.71 -3.16 |Squalene synthetase -1.29 -3.74
Cell division cycle protein 23 homolog -1.33 217 -2.98 |Diphosphomevalonate decarboxylase -1.21 -3.03
Cell division protein kinase 2 -1.38 1.43 -1.95 |Farnesyl pyrophosphate synthetase -1.17 -2.44
Centromere protein H -1.12 1.84 -1.79 |Sterol regulatory element-binding protein 2 -1.20 -1.81
Centromere protein M 1.18 2.35 1.09 |Cytochrome P450 24A1 1.04 -1.80
Centromere protein N -1.08 1.91 -1.14 |Chymotrypsin B 3.61 1.00
Centrosomal protein of 27 kDa -1.15 1.81 -1.48 |Elastase-1 2.68 -1.13
Chromosome-associated kinesin KIF4A -1.67 1.64 -2.44 |Trypsin-1 2.42 -1.16
Chromosome-associated kinesin KIF4A -1.40 2.60 229 |Trypsin-3 2.30 1.24
Condensin complex subunit 3 -1.39 2.20 -Tryspin 2.30 -1.16
Cyclin-A2 -1.21 2.43 -1.88 |Trypsin-2 2.26 -1.22
Cyclin-dependent kinase inhibitor 3 -1.33 2.09 -1.74 |Carboxypeptidase B precursor 2.25 -1.03
Cyclin-dependent kinases regulatory subunit1  1.00 1.78 -1.89 |Erythrocytes

G2/mitotic-specific cyclin-B1 -2.41 2.76 -3.17 |Erythroid membrane-associated protein 1.23 1.74
G2/mitotic-specific cyclin-B3 -1.96 2.16 -2.48 |Carbonicanhydrase, CAH 1.23 2.38
Histone H1 1.37 1.88 1.25 |Hemoglobin subunit alpha-4 -1.06 3.78
Histone H3-like centromeric protein A -2.00 2.41 =231 |Hemoglobin subunit alpha-4 -1.13 3.61
Inner centromere protein B -1.41 234 -4.52 |Hemoglobin subunit alpha 1.38 2.99
Kinesin-like protein KIF22 - Ident 95 -1.03 2.62 -1.25 |Hemoglobin subunit alpha 1.18 2.94
Mitotic checkpoint serine-protein kinase BUB1  -1.01 1.85 -1.45 |Alpha-globin IV 1.17 2.67
Mitotic spindle assembly checkpoint MAD2A -1.94 1.86 -2.36 |Hemoglobin subunit alpha -1.04 2.75
Nucleolar and spindle-associated protein 1 -1.10 231 -1.26 |Hemoglobin subunit alpha -1.22 2.74
Regulator of cytokinesis 1 -1.30 2.29 -2.47 |Hemoglobin subunit beta 1.02 2.65
Spindle and kinetochore-associated protein 1 | -1.96 1.60 -2.19 |Hemoglobin subunit alpha 1.20 2.65
Targeting protein for Xklp2 -1.91 1.90 -1.98 |Hemoglobin subunit beta 1.05 2.58

Feed

1.83
1.26
111
1.29
1.14
177
139
1.76
1.44
1.06
117
1.42
211

-1.10
-1.28
-1.69
-1.66
-1.41
-1.11

1.00
-1.19
-1.30
-1.10
-1.17
-1.06

Figure 9 Endringer i uttrykk av funksjonelt relaterte gener i lever. 6 wpc (modent stadium av HSMB) og 9
wpc (steatose) — data er foldgkning | forhold til usmittet kontroll; Feed — ratio mellom genuttrykk i
gruppene med hgy og lav EPA i féret. Signifikante verdier er indikert med fete typer understreket og
i kursiv.
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Tabell 17 Funkjsonelle grupper av gener pavirket av steatose. Data er gjennomsnittlig foldgkning | forhold til
usmittet kontroll og antall gener.

Group Mean fold Number of genes
Erythrocytes 2.6 19
Cell cycle 1.8 32
Apoptosis -1.6 6
Transcription -2.1 10
Protein folding and modification -1.9 18
Reticulum -1.6 9
Metabolism Sugar -1.4 10
Metabolism Iron heme -1.4 8
Metabolism Amine -1.4 4
Metabolism Mitochondria -1.5 19
Metabolism Nucleotide -1.5 5
Metabolism Amino acid -15 11
Protein biosynthesis -1.7 16
Metabolism RNA -1.9 21
Differentiation -1.6 22
Lectins -1.9 6
Glycans -2.0 7

EPA hadde minimal effect pa laksens repons pa HSMB i lever: bare 13 gener (3.5 %) var pavirket av
bade for og smitte, og fem av disse var involvert i cellesyklus (Figure 9). Overlapp med steatose var
mye st@rre, med 66 gener. Bortsett fra cellesyklus (18 nedregulerte gener), RNA prosessering (12
oppregulerte gener) og metabolisme av heme og jern (seks nedregulerte gener), var det ingen andre
fremtredende funksjonelle grupper med samtidig endring i genuttrykk. Et antall individuelle gener
pavirket av EPA fortjener likevel oppmerksomhet (Figur 10). Som forventet var uttrykk av gener
involvert i biosyntesen av PUFA (delta-6 fatty acyl desaturase and elongation of very long chain fatty
acids protein 6) nedregulert, og det same var gener i prostaglandin-syntese og retinoid-metabolisme.
Derimot var tre gener involvert i biosyntese og transport av steroider (hydroxysteroid dehydrogenase,
FK506-binding protein 5 og apolipoprotein A Il) oppregulert.

Oppregulering ble ogsa vist for ornithine decarboxylase 1, et ngkkelenzym i polyamin-metabolismen,
mens to enzymer i nukleotidmetabolismen ble nedregulert. Redusert uttrykk ble observert for to
markgrer for stress: ROS scavenger glutathione peroxidase og matrix metalloproteinase collagenase 3.
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Gene w6 w9 Feed
Delta-6 fatty acyl desaturase 1.34 178 @ -2.02
Elongation of very long chain fatty acids protein 6  -1.61 154 | -3.27
Lipoprotein lipase -1.09 1.23 -2.91
Lipocalin-type prostaglandin D synthase -1.46 1.18 | -2.88
Prostaglandine D synthase -1.56 115 | -3.90
Retinoid-binding protein 7 -1.85 1.15 | -3.73
Hydroxysteroid dehydrogenase 1.03 1.23 2.39
FK506-binding protein 5 1.50 1.02 3.22
Apolipoprotein A ll -1.33 | =230  3.00
Phosphatidylserine decarboxylase proenzyme -1.60 | -2.44 2.47
Ornithine decarboxylase 1 1.01 -2.52 2.56
Thymidylate synthase -1.84 1.25 | -3.40
Ribonucleoside-diphosphate reductase -1.60 117 | -2.78
Collagenase 3 1.46 137 = -3.66
Glutathione peroxidase type 2 -1.14 152 | -2.98
Glutaredoxin 2 1.22 | -1.90 207
IGF binding protein 1 -1.11 | =230 2.79
Transcription factor CP2-like protein 1 1.37 -1.51 | 323

Figure 10  Eksempler pd gener pavirket av forsammensetning. Data er ekspresjonsratio for hgy vs lav EPA-
gruppene. Signifikante verdier er indikert med fete typer, understreket og i kursiv.

5.2.5 Uttrykk av Cox-1 og Cox-2 i lever

Genuttrykk av to forskjellige cyklooksygenaser (COX-1 og COX-2) ble analysert i lever. COX-1 er kjent
for a veere til stede i de fleste vev. COX-2 er i hovedsak til stede pa inflammasjonssteder. Bade COX-1
og COX-2 omdanner arakidonsyre til prostaglandiner, noe som resulterer i gkt betennelsesrisiko.
Uttrykk (fold-gkning) av COX-1 og COX-2 (Cyclooxygenase 1 og 2) ved 3, 6 og 9 uker etter smitte er
gitt i Figur 11. Uttrykket av Cox1 og Cox2 var noe hgyere etter 6 uker enn etter 3 og 9 uker. Det var
ingen signifikante effekt av féring, verken fgr eller etter smitte, pa uttrykk av de to genene.
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Figur 11 Uttrykk av a) cyclooxygenase 1 (Cox1) og b) cyclooxygenase 2 (Cox2) 3, 6 og 9 uker etter smitte med
PRV i grupper gitt fér med lavt og hgyt innhold av EPA etter smitte.
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5.2.6 Sirkulerende eicosanoider

Plasma eicosanoidene, prostaglandiner som er produkter av COX enzymene og leukotriener, ble malt
3, 6 og 10 uker etter smitte er gitt i Figur 12. Det var ingen effekt av foring fgr smitte, sa data fra ulike
foringsgrupper fgr smitte er slatt sammen. Det var en signifikant foreffekt pa konsentrasjon av PGE2
etter 10 uker ved at smittet fisk som hadde fatt lav EPA diett hadde noe hgyere niv3, ellers ingen klare
og konsistente effekter verken av smitte eller for.
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WEEK WEEK

Figur 12 Eicosanoider i plasma 3, 6 og 10 uker etter smitte i usmittet fisk og PRV-smittet fisk gitt fér med lavt
og hgyt EPA-innhold: a) prostaglandin E2, b) leucotriene B4. (det er fjernet to uteliggere for PGE2
og tre uteliggere for LTB4).

5.3 PD-smitte

5.3.1 Vektutvikling

Vekten pa provefisken i PD-smitteforsgket gkte fra ca 170 til ca 270 g i Igpet av forsgket, og veksten sa
ut til @ veere omtrent som i usmittet kontrollgruppe (Figur 13). Dette tyder pa mild sykdomsutvikling,
som bekreftet av histopatologien (se nedenfor)
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Figur 13 Vekt av pravefisk tatt ut pd ulike tidspunkter etter SAV3-smitte, sammenlignet med usmittet
kontroll.

5.3.2 Virustall

Mengden SAV i hjerte var hgyest 4 uker etter smitte og pa dette tidspunktet var infeksjonsnivaet lavest
(hgyest CT-verdi) i fisken som hadde fatt kontrollféret med lavt EPA- og DHA-innhold fgr smitte (Tabell
5.13). Ved 6 uker etter smitte hadde virusmengden sunket i alle grupper bortsett de som hadde fatt
Hgy EPA-dietten, som da hadde signifikant hgyere mengder (P<0.05), og 8 uker etter smitte var
forskjellen borte. Pa slutten av forsgket (10 wpc) var virusmengden litt lavere i gruppene som hadde
fatt de to diettene med hgyt niva av henholdsvis EPA og DHA (Diett C og D), men ikke signifikant.

5.3.3 Patologi

PD-smitten var vellykket, men smittepresset sa ut til a vaere lavt: forandringene i hjertemuskulaturen
var generelt moderate/lave, men litt mer uttalt i pankreas (Figur 14a). Forandringene var mest uttalt
(i pankreas) ved 4 uker. Det var stor individuell variasjon i score innen gruppe, noe som ikke er uvanlig
ved PD smitte. Dette og generelt lav score gjgr det vanskelig & trekke sikre konklusjoner, men en
interessant trend @ merke seg er at hgy EPA ser ut til a gi hgye nivaer av virus og patologi tidlig i
smitteforlgpet, mens det er minst patologi i denne gruppen i recovery-fasen mot slutten av
smitteforsgket (Figur 14b, Tabell 18).
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Figur 14 Histopatologiscore pa ulike tidspunkter etter smitte a) pankreas og hjerte i gjennomsnitt fra all fisk
smittet med SAV3 og b) pankreas pa ulike tidspunkter etter smitte i fisk féret med ulike dietter far
smitte med SAV3.

Tabell 18  Patologiscore i pancreas og hjerte, samt virustall (CT-verdi) i hjerte fra fisk foret med ulike for og
deretter smittet med SAV3 (Hjertescore er sum av score 1-3 for atrium, ventrikkel og epikardium,
slik at maximalscore er 9) (gjennomsnitttstd.avvik, N=2).

Diet
Prefeed Lav EPA/DHA Medium EPA Hgy EPA Hgy DHA ANOVA
4 uker etter smitte
Pancreas-score 0,88 + 0,90 059 + 0,13 1,51 + 0,77 1,32 + 0,33 ns
Hjerte-score 0,00 + 0,00 0,04 + 0,06 0,07 £+ 0,09 0,27 £ 0,26 ns
CTsavs i hjerte 354 ¢ 2,8 336 £ 0,9 339 £ 1,8 329 ¢ 0,7 ns
6 uker etter smitte
Pan 0,30 + 042 050 + 047 1,00 + 0,35 08 + 0,35 ns
Hjerte 0,00 + 0,00 0,18 + 0,09 0,25 + 0,24 0,13 * 0,18 ns
CTsavs i hjerte 382 t 1,7 37,0 ¢ 0,9 334 ¢ 0,5 359 ¢ 0,6 *
8 uker etter smitte
Pan 083 + 1,18 038 + 041 054 + 0,18 0,73 * 0,04 ns
Hjerte 0,14 + 0,08 0,13 + 0,18 0,00 + 0,00 048 + 0,09 *
CTsavs i hjerte 369 + 4,2 369 + 08 357 + 0,6 36,1 ¢+ 1,1 ns
10 uker etter smitte
Pan 0,78 + 0,27 0,78 + 0,04 033 + 0,12 097 + 0,12 ns
Hjerte 046 + 0,18 0,29 + 0,06 0,15 + 0,21 0,30 * 0,12 ns
CTsavs i hjerte 38,0 ¢ 2,5 38,2 t 1,7 40,6 t 2,1 40,4 + 34 ns

ns (not significant) P>0.05, *P<0.05
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5.3.4 Microarray resultater

| SAV-forsgket ble det funnet forskjell i uttrykk av 764 gener ved 6 wpc (uker etter smitte) og 677 gener
ved 10 wpc. Effektene var likevel sma i forhold til i HSMB-forsgket, noe som matte forventes, siden det
her er pre-dietter som sammenlignes og fisken har spist samme for etter smitte. Immunresponsene
var typisk for virussykdommer og omfattet inflammasjon, aktivering av antiviral immunitet og adaptiv
immunrespons (data ikke vist). Forskjeller mellom diettgruppene (féring fgr smitte med Lav EPA
kontroll vs Hgy EPA) ble funnet i 73, 93 and 53 genes ved henholdsvis 0, 6 og 10 wpc. En viktig
observasjon var et samsvar mellom endringer pa grunn av smitte og forskjeller mellom férene, saerlig
ved 6 wpc (Figur 14) gener aktivert ved infeksjon viste noe hgyere uttrykk i laks foret med hgy EPA
diett. Dette ble observert for flere virus responsive gener (VRG) som induseres i laks av alle kjente virus
(Krasnov et al., 2011b) (kan vaere knyttet til hgyere virusmengde pa dette tidspunktet). Flere
immunregulatorer hadde gkt hgyere uttrykk i Hgy EPA gruppene allerede fgr smitte. Lignende
observasjoner ble gjort for gener med ukjent rolle i PD; gener som koder for transkripsjonsfaktorer og
proteiner involvert i DNA replikasjon, metabolisme av ioner, celle adhesjon og differensiering.
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Genes

Feed 0 wpc Feed 6 wpcFeed 10 wp

PD 6 wpc PD 10 wpc

Immunity

Viperin

Unknown

Ubiquitin-like protein-1

Fish virus induced TRIM-3

52 kDa Ro protein-1

Gigl-2

Transport-associated protein
C1R/C1S subunit of complement

G protein-coupled receptor 12
Cytokine-inducible SH2-containing
Annexin A2-A

Plastin-2

Cell structures and processes

Tumor protein p53 binding protein_2
Chromatin assembly factor 1A
Structural maintenance of chromosomes
Chromosome transmission fidelity 8
DNA replication complex GINS PSF3
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5.4 Diskusjon
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Eksempler pd forskjellig uttrykte gener | PD-forsgket, microassay resultater. De tre fgrste kolonnene
(Feed) gir ratio mellom diet C (hgy EPA) og A (lav EPA) gitt fgr smitte. De to siste kolonnene (PD) gir
ratio mellom smittet fisk og usmittede kontrollfisk. Signifiante endringer i genuttrykk er markert

Prosjektet har vist at foring med en diett med hgyt innhold av EPA etter PRV-smitte gir en kraftig
nedregulering av immungener i hjerte. Dette ma forventes a kunne ha en beskyttende effekt mot
sykdommen, siden dgdsarsaken hos fisk som dgr av HSMB ser ut til & veere sirkulasjonssvikt pa grunn
av de store inflammatoriske vevsforandringene i hjertet. Resultatene bidrar derfor til a8 forklare
observasjonene vi gjorde pa Avergy hvor et kommersielt fér med forhgyet EPA-innhold reduserte
dgdeligheten fra 10-50 % til 0 % i forbindelse med et HSMB-utbrudd (Hatlen et al., upubliserte
resultater). Mens man ikke har kunnet utelukke at forene den gang hadde andre avgjgrende ulikheter




enn innholdet av EPA, styrker vare data fra dette forsgket hypotesen om at EPA-innholdet i for har en
avgjerende effekt pa patogenesen. Det er kjent at selv hgye niva av PRV kan vaere til stede i vev uten
at fisken tar skade av det. Tilsynelatende er det slik at viruset blir patogent under spesifikke cellulaere
miljgbetingelser. Resultatene fra dette og tidligere studier tyder sterkt pa at fettsyresammensetning i
vevet, avhengig av for, spiller en avgjgrende rolle. Sammensetning i alle undersgkte vev fgr og etter
smitte bar klart preg av de ulike forene fisken hadde fatt. Dette stemmer med all litteratur, som viser
at fiskens fettsyresammensetning reflekterer férets (se f.eks review av Torstensen et al., 2013).

Selv om den antiinflammatoriske effekten av EPA i laks har veert vist tidligere (Martinez-Rubio et al.,
2012), sa var endringene stgrre og trenden klarere i dette studiet. | tillegg varierte vi, i den grad det er
mulig, kun innholdet av EPA i forene som ble gitt etter smitte, mens Martinez-Rubio et al (2012)
samtidig gjorde andre endringer.

Trolig som et resultat av den kraftige immunsuppresjonen i hjerte 6 uker etter smitte, var det en
signifikant lavere patologiscore i myokard i fisk som hadde fatt hgy EPA-diett enn i fisk gitt
kontrolldiett, og dette bidrar til 3 bekrefte forklaringen ovenfor. Det var likevel generelt moderate
patologiske forandringer i alle grupper, og forskjellen i hjertepatologi mellom de to férene var
forholdsvis sma.

Arsakene til at histopatologi alene ikke ga et mer klart bilde i dette forsgket kan vaere flere. Det kan
vaere at forskjellene hadde blitt tydeligere dersom fisken hadde fatt de samme férene bade fgr og etter
smitte, slik at forskjellene i fettsyresammensetning fiskevevet hadde blitt enna stgrre. Det kan ogsa
vaere forbedringspotensiale i smittemodellen for a ta ut foreffekter (smittepress, varighet, temperatur,
etc). Bade den moderate graden av vevsforandringer og den tilsynelatende uaffiserte apetitten til
fisken smittegruppene i dette forsgket tyder pa at fisken ikke var spesielt syk i noen av gruppene og at
potensialet for forbedring derfor kan ha vaert begrenset.

Trolig er det flere faktorer, muligens knyttet bade til fisken og miljget, som ma veere tilstede for at fisk
som er infisert med PRV skal utvikle HSMB. | dette forsgket var det en utvikling av férindusert lever-
steatose samtidig med utvikling av hjertepatologi. Forskjellen mellom diettene i hjertepatologi
sammenfalt ogsa i tid med forskjell i leverpatologi. Dette sammenfallet er interessant, siden
fettakkumulering i lever i pattedyr erer kjent for a virke proinflammatorisk (Brown & Kleiner, 2015).
Det er vist i ulike forsgk at reduksjon av marint fett i for til laks, og gkning av mengde planteolje, gir
gkt fettinnhold i lever og i mange tilfeller fettlever (se Torstensen et al., 2013). Dette kan veaere delvis
knyttet til andre komponenter, som fytosteroler eller mettet fett, men EPA og DHA i foret kan ogsa
redusere fettavleiring i lever (Ruyter et al., 2006).

En mulig forklaring pa ulik patologiutvikling i ulike forsgk kan derfor muligens vaere knyttet til hvorvidt
fisken akkumulerer fett i lever og utvikler ulike grader av steatose, eller fettlever. Hvorvidt fisk utvikler
fettlever nar den gis for med redusert innhold av marint fett er trolig ogsa avhengig av faktorer som
fiskevekt, veksthastighet (férinntak) og totalt fettinnhold i foret. Her kan det ligge viktige forskjeller
mellom sykdomstilfeller i felt og de fleste modellsmitteforsgk. Fisken i vart forsgk var ca 180 g da den
gikk inn i smitteforsgket og det er vanlig a kjgre slike smitteforsgk pa postsmolt kort tid etter overfgring
til sjgvann. Fisken i det nevnte forsgket pa Avergy var derimot rundt 0,5 kg da sykdommen brgt ut,
noe som trolig er mer representativt for en typisk situasjon i felt. Var erfaring fra forsgk er at sma fisk
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sjelden utvikler fettlever. Heller ikke i dette forsgket kunne gkt fett i lever pavises ved kjemiske analyse,
men sma endringer kunne ses ved histopatologi.

Det var forventet at foring fgr smitte skulle veere avgjgrende for fettsyresammensetning i vev, mens
foring etter smitte skulle veere mer avgjgrende for sirkulerende nivaer av EPA. Men forandring i
fettsyresammensetning i vev var allerede tydelig ved 6 uker etter smitte i HSMB-forsgket, hvor fisken
fikk to ulike for. Dette gj@r at en ikke kan si noe sikkert om effekter av féring med hgyt innhold av DHA,
som bare ble gitt fgr smitte. Det er heller ikke mulig a si om féret med medium innhold av EPA hadde
veert tilstrekkelig til a gi effekter pa genekspresjon og patologi. Trolig er dette avhengig av lengden pa
foringsperioden.

Fisken i PD-smitteforsgket ble bare féret ulike for fgr smitte, mens fisken i begge karene fikk samme
diett (lav EPA) etter smitte. Dette var basert pa tidligere erfaring som tilsa at fisken ville bli naer
anorektisk etter smitte. Basert pa prgvevekter ser det imidlertid ut som fisken i dette PD-forsgket
hadde forinntak etter smitte pa linje med usmittet fisk. Basert pa fettsyreanalyser av fisk fra HSMB-
forspket, som viste at fiskevevet raskt endret fettsyreprofil til a reflektere postdiett, sa er det grunn til
a tro at forskjellene i vevsprofil var kraftig fortynnet da vi gjorde vare histopatologiske og biokjemiske
undersgkelser av fisken 4-10 uker etter smitte. Til tross for dette ble det sett noen interessante
trender, seerlig knyttet til mulig forbedret evne til recovery fra sykdom, som gir hap om lignende
effekter som de en ser med HSMB, dersom fisken gis kontinuerlig foring med gkt EPA.

5.5 Konklusjon

Prosjektet har vist at forskjellene vi tidligere har sett i dgdelighet mellom for i felt med stor
sannsynlighet kan knyttes til ulikt niva av EPA, og at hovedeffekten av EPA er en massiv
immunsuppresjon i hjertet. Dette reduserer trolig utviklingen av inflammatoriske vevsskader i hjertet,
som ellers kan veere dgdelig for fisken.

Fisken i smitteforsgkene spiste sapass mye etter smitte at dette fortynnet effekten av féring fgr smitte
pa fettsyresammensetning av vev. Forsgket ga derfor ikke klare svar pa hvor mye EPA som ma tilsettes
for a fa effekt pa HSMB, eller om DHA ville gitt samme effekt som EPA. Pa den andre siden var
fettsyresammensetningen i hjertet ved 6 uker etter smitte, da effekten av foring etter smitte pa
patologiscore var klarest, fortsatt noe preget av foring f@r smitte. Det kan ikke utelukkes at deler av
effekten skyldes sammensetning av sirkulerende fettsyrer som fisken tar opp fra foret, mer enn
vevssammensetning.

Det bgr gjgres mer arbeid for a finne ut hvordan marine fettsyrer kan utnyttes mest mulig optimalt for
a hindre sykdom pa en ressurseffektiv mate. Det at vi fikk sdpass gode effekter av a starte foring med
hgy EPA fgrst i det fisken ble smittet, gir godt hap for utvikling av en tilpasset strategi som er
gjennomfgrbar selv med dagens begrensede tilgang pa marine oljer.

Immunsuppresjonen i hjerte er trolig knyttet til endret fettsyresammensetning i hjertevevet. EPA ga
ogsa redusert grad av microvesikulaer steatose i lever, som sammenfalt med forbedring i
hjertepatologi. Fettakkumulering i lever er kjent a virke proinflammatorisk og betydningen av dette i
patogenesen av HSMB bgr studeres naeermere.
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Det var tendenser til effekt av ulike for fgr smitte i PD-smittet fisk som kan tyde pa at dersom fisken
hadde fortsatt a fa de ulike forene (seerlig hgy EPA) ogsa etter smitte, sa hadde dette kunnet gi lignende
effekter som det en sa i den HSMB-smittede fisken. Dette ma imidlertid utforskes naermere.
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6 Leveranser

Det foreligger referat fra tre styringsgruppemgter (27/1-14, 11/2-14, 20/10-14). Det er avholdt ett
mete uten referat (13/1-15). Alle styringsgruppemgter er avholdt per telefon/Skype.

Prosjektet har blitt Ispende presentert pa ulike nasjonale mgter:

e FHF Dialogmegte: Endret fettsyresammensetning av for til laks og mulige konsekvenser for
fiskehelse, 15. mai 2014, Park Inn Hotell, Gardermoen.

e FHFs fiskesamling 27.-28. oktober 2014, Rica Hell hotell, Vaernes

e FHF Dialogmegte: Endret fettsyresammensetning av for til laks og mulige konsekvenser for
fiskehelse, 21. januar 2015, Park Inn Hotell, Gardermoen

e  Frisk Fisk-Konferansen 2015, 3.-4. mars 2015 Radisson Blu Hotel, Tromsg.

e FHFs fiskehelsesamling 1.-2. september 2015, Clarion Hotel Bergen Airport, Flesland (To
separate presentasjoner basert pa prosjektet)

e FHF Dialogmegte: Endret fettsyresammensetning av for til laks og mulige konsekvenser for
fiskehelse, 25.november 2015, Clarion Hotel Bergen Airport, Flesland

Det har veert ett presseoppslag om prosjektet: «Rett feitt er viktig for overleving av HSMB»,
Intrafish.no, 4. september 2015; http://www.intrafish.no/norsk/nyheter/article1419014.ece

Deler av arbeidet vil bli presentert pa Konferansen Havbruk 2016, Bodg, april 2016.

Det er planlagt en vitenskapelig artikkel med vekt pa effekt av EPA pa HSMB.
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7 Kvalitetssikring

Det vitenskapelige arbeidet er gjennomfgrt av kvalifisert personell i henhold til vitenskapelige
standarder som sikrer mulighet til publisering av resultatene i tidsskrift med referee-ordning.

Smitteforsgket ble utfgrt ved VESO Vikan i henhold til Good Laboratory Practice (GLP; EO Council
Directive 2004/10/EC) og «Good Manufacturing Practice» (GMP; Directive 2003/94/EC og 91/412/EC).
Forsgket var godkjent av Forsgksdyrutvalget (godkjenning nr 6422).

Rapporten har veert kvalitetssikret etter interne rutiner i Nofima, som omfatter faglig kvalitetssikring
av forsteforfatter og minst en medforfatter eller annen kollega, godkjenning av forskningssjef og
kvalitetssikring av layout i forhold til gjeldende maler.
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