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@NTNU

Kunnskap for en bedre verden
Sammendrag

Forekomst av Listeria monocytogenes er en kjent utfordring i lakseindustrien. Bakterien kan
etablere seg i produksjonsmiljget, kontaminere produkter ved prosessering og utgjgre en potensiell
risiko for forbrukere, spesielt de som tilhgrer risikogrupper. | prosjektet «Kartlegging av Listeria
monocytogenes i sjgfasen ved produksjon av atlantisk laks (TraceListeria)» (FHF 901591) har vi
gjennom en systematisk fareanalyse, dialog med involverte aktgrer og befaring ved ulike anlegg i
verdikjeden for produksjon av atlantisk laks, kartlagt forekomst av L. monocytogenes og andre
Listeria-arter i hele verdikjeden. Denne rapporten presenterer resultater fra verdikjede fér og fra
sjofasen. Det ble tatt 339 miljg- og férprever fra produksjons- og distribusjonskjeden til tre norske
forprodusenter. Det ble pavist L. monocyotgenes i 8 % av prevene, og resultatene indikerer en
hayere forekomst av L. monocytogenes i miljgpraver enn i forpraver. Fra sjgfasen ble det tatt 875
prever av levende og dad fisk i merder hos tre oppdrettsanlegg i Midt-Norge, samt 147 praver i
forbindelse med brgnnbattransport av levende, slakteklar fisk fra anleggene (totalt 1022 prgver fra
sjofasen). Forekomsten av L. monocytogenes i levende og dad fisk i sjgfasen var sveert lav (1 %),
og bakterien ble pavist i kun ett av tre oppdrettsanlegg. Det ble ikke pavist L. monocytogenes i
milj@- og vannprgver fra bregnnbat der kun sporadisk pavisning av andre Listeria-arter ble observert.
Pravetaking fra for- og sjgfase viser at L. monocytogenes og andre Listeria-arter kan pavises i for
og produksjons- og lagringsmiljget til for (inkludert férflater), i sjgfasen pa overflaten av ded og
levende fisk i merdene samt i brgnnbater. Forekomsten er relativt lav og oppfelging med genetiske
analyser av de bevarte bakterieisolatene vil potensielt gi kunnskap om smitteveier for Listeria i
verdikjeden til atlantisk laks.

Abstract

The presence of Listeria monocytogenes is a recognized challenge in the salmon industry. The
bacterium can establish and prevail in the production environment, contaminate products during
processing and pose a potential risk to consumers, especially those belonging to risk groups. In
the project «Tracing Listeria monocytogenes along the value chain in production of Atlantic salmon
(TracelListeria)» financed by FHF — Norwegian Seafood Research Fund, we have through a
systematic hazard analysis, dialogue with stakeholders and inspections at different facilities in the
value chain for production of Atlantic salmon, mapped the occurrence of L. monocytogenes and
other Listeria species along the entire production chain. This report presents results from the feed
and sea phase value chains. A total of 339 environmental and feed samples were taken from the
production and distribution chain of three Norwegian feed producers. L. monocytogenes were
detected in 8% of the samples, and the results indicate a higher prevalence of L. monocytogenes
in environmental samples than in feed samples. From the sea phase, 875 samples from live and
dead fish were collected from sea cages at three fish farms in Central Norway, in addition to 147
samples in connection with well boat transport of live, ready-to-slaughter fish from the facilities (a
total of 1022 samples from the sea phase). The prevalence of L. monocytogenes in samples from
live and dead fish was low (1%), and the bacterium was detected in only one of three fish farms. L.
monocytogenes was not detected in environmental and water samples from well boats where only
sporadic detection of other Listeria species was observed. Sampling from the feed and sea phase
demonstrates that L. monocytogenes and other Listeria species can be detected in feed and in the
production or storage environment for feed (including feed fleets), on the surface of live and dead
fish in the sea cages, and in well boats. The prevalence at these stages is relatively low, and future
genetic characterization of the preserved bacterial isolates will potentially provide knowledge about
transmission routes for Listeria in the value chain of Atlantic salmon.



Forord

Denne rapporten er en leveranse i prosjektet «Kartlegging av Listeria monocytogenes i sjafasen
ved produksjon av atlantisk laks (TracelListeria)» (FHF 901591) finansiert av Fiskeri og
havbruksnezeringens forskningsfond (FHF). Rapporten er en delrapport knyttet til prosjektets
arbeidspakke 3 (kartlegging av L. monocytogenes i verdikjede fér) og 4 (kartlegging av L.
monocytogenes i sjgfasen). Prosjektets hovedmal er & ke kunnskapen om fér og oppdrett og dets
betydning for kontaminering av L. monocytogenes i verdikjede laks. Prosjektet er et samarbeid
mellom NTNU — Norges teknisk naturvitenskapelige universitet og Kabenhavns Universitet (KU)
og har et totalt budsjett pa NOK 4.465.000, -. Prosjektets varighet er fra 01.01.2020 — 31.03.2022.

Vi gnsker & takke Gunn Merethe Bjgrge Thomassen, Tore Brembu og John-Kristian Jameson for
utmerket teknisk stotte i prosjektet. Videre retter vi en stor takk til alle samarbeidspartnere ved
férfabrikkene, forbatene og oppdrettsanleggene for omfattende hjelp til praveinnsamling.
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Introduksjon

Den norske oppdrettsneeringen er verdensledende, og i 2019 utgjorde den norske produksjonen
av atlantisk laks (Salmo salar) omtrent 53 % av den globale produksjonen péa ca. 2,6 millioner tonn
(FAO, 2020). Til tross for et krevende ar preget av den globale pandemien eksporterte Norge i fjor
1,1 millioner tonn laks med en samlet verdi pa 70,1 milliarder, noe som er den nest hayeste
eksportverdien som er registrert, og volummessig er 2020 et rekordar (Norges Sjgmatrad, 2021).

Forekomst av Listeria monocytogenes er en kjent utfordring i lakseindustrien og denne bakterien
kan utgjere en risiko for forbrukeren, spesielt ved konsum av spiseklare produkter. Ra laks er en
populeer ingrediens i sushi, sashimi og sjgmatsalater, og fersk laks kan anses som et spiseklart
produkt (Skjerdal et al., 2014). Kaldrgkte lakseprodukter er ogsa mattrygghetsmessig utfordrende
med tanke pa forekomst av Listeria, noe som synliggjgres med flere bekreftede tilfeller av listeriose
med dgdelig utfall i Europa de siste arene (EFSA BIOHAZ Panel, 2018).

Listeriose er en matbaren zoonose som forarsakes av L. monocytogenes, og rammer primeert
personer med nedsatt immunforsvar, eldre, fostre og nyfadte, og kan gi hjernehinnebetennelse og
blodforgiftning (Lyngstad et al., 2019). Bakterien kan overfgres fra mor til foster under graviditet og
fare til abort og dedfadsel. Underliggende sykdom som kreft og diabetes predisponerer ogsa for
listeriose (FHI, 2010). Personer som tilhgrer en risikogruppe, kan utvikle alvorlig sykdom og
dadeligheten ligger vanligvis mellom 20-30 % hos pasienter i disse gruppene (Wang & Orsi, 2013).
Et gkende antall meldte tilfeller av listeriose (bade sporadiske tilfeller og utbrudd) i Europa er
registrert, spesielt hos personer over 75 ar og blant kvinner i aldersgruppen 25-44 ar (EFSA,
2018). Smitte skjer hovedsakelig ved inntak av kontaminert mat hvor bakterien kan oppformeres til
et hegyt antall under lagring. | 2017 ble det i EU/E@S-omradet rapportert 2500 tilfeller av listeriose.
Flest tilfeller per 100 000 innbyggere ble rapportert fra Island, Finland og Danmark (ECDC, 2020).

Kontamineringsveier for Listeria monocytogenes i verdikjeden for
produksjon av atlantisk laks

Kunnskap om forekomst, kontamineringspunkter og smitteveier for L. monocytogenes ved
produksjon av atlantisk laks er viktig for & kunne oppna @kt kontroll med Listeria, og krever en
systematisk kartlegging av hele verdikjeden. Bransjens utfordringer med Listeria har i all hovedsak
hatt fokus pa lokaler og utstyr i slakteri- og prosesseringsanlegg (Heir et al., 2015; Heir & Langsrud,
2013; Heir et al., 2018). Risikoen for kontaminering med L. moncytogenes er i vesentlig mindre
grad kartlagt i sjgfasen hos lokalitetene for oppdrett. Produsentene melder selv om sdakalte
«problemlokaliteter» der forekomsten av Listeria er hayere i slakterier eller ferdig prosesserte
produkter nar det slaktes fra disse lokalitetene, men denne sammenhengen er i liten grad
dokumentert.

Denne rapporten presenterer funn i prosjektet «Kartlegging av Listeria monocytogenes i sjgfasen
ved produksjon av atlantisk laks» (FHF 901591), og er av er avgrenset til arbeidspakkene for
produksjon og distribusjonsveier for for (AP 3) og produksjon av laks i sjganlegg inkludert
brgnnbattransport av levende fisk frem til primaerprosesseringsanlegg (slakteri) (AP 4).
Bakgrunnen for dette prosjektet er det tidligere finansierte FHF-prosjektet «Kartlegging av
forekomst av Listeria monocytogenes i sjg» (FHF 901492, Mowi ASA) som genererte behov for en
mer omfattende kartlegging av betydningen av laksefér, fisk i sjgfasen og brennbater som mulige
kontamineringsveier for L. monocytogenes inn i primaerprosesseringsanlegg. Nar stammer av
Listeria forst har etablert seg i produksjonsmiljget er den vanskelig a bli kvitt og derfor er det viktig
a ha kontroll pa smittekilder og forsgke a redusere innfagrsel av Listeria i produksjonen.



Kontaminering med L. monocytogenes kan komme fra flere kilder, da bade friske mennesker, dyr
og miljg kan veere et reservoar for bakterien (Linke et al., 2014). Det er vist at L. monocytogenes
kan introduseres til slakteri- og prosessanlegg fra sjgvann, brgnnbattansport og via ramaterialet
eller giennom prosessering ved krysskontaminasjon fra miljg, utstyr eller personell (Haldorsen,
2019; Mgretrg et al., 2016). Pa grunn av naturlig forekomst av Listeria i sjgvann vil introduksjon av
bakterien i produksjonsmiljget veere nsermest uunngéelig, og for & unngd kontaminering av
sluttproduktet kreves hygienisk produksjon (Jordan et al., 2018). Det er likevel antatt at levende
fisk i merder og sjgvann utgjer en mindre kontamineringsfare for L. monocytogenes inn i
prosesseringsanlegg og at L. monocytogenes i betydelig stgrre grad forekommer pa ded fisk og
pa utstyr som er i kontakt med ded fisk i merden (Haldorsen, 2019; Zaremba, 2018). En mulig
forklaring kan veere at ded fisk som blir liggende i dadfisk-haven kan fungere som et reservoar for
smitte til levende fisk, men denne sammenhengen er ikke dokumentert. Hyppig fijerning av dadfisk
er foreslatt som et mulig tiltak for & redusere risikoen for overfering av L. monocytogenes fra ded
fisk i sjgfasen. Veerforhold, slik som perioder med intensivt regn, er pekt pd som en mulig
medvirkende faktor for gkt pavisning av L. monocytogenes i produksjonsanlegg for fisk (Miettinen
& Wirtanen, 2006). Bekker, elver og avrenning fra omkringliggende omrader (f.eks. beiteomrader)
er potensielle kilder til kontaminering av miljget i sjgfasen.

Betydningen av laksefér som en mulig smittekilde til L. monocytogenes har i liten grad blitt kartlagt,
men funn i det tidligere omtalte kartleggingsstudiet indikerer at ogsa laksefor kan veere en mulig
kilde til Listeria i matfiskproduksjon (Haldorsen, 2019). Da féret gjennomgar en kraftig
varmebehandling er det lite trolig at foret er kontaminert med Listeria etter ekstrudering. Det er
behov for mer kunnskap om hvilke(n) del(er) av forproduksjon, distribusjon og lagring pa forflate
som kan utgjare en kilde til L. monocytogenes i slakterier og prosesseringsanlegg for laks.

Listeria i spiseklare sjgmatprodukter

Spiseklar mat, inkludert ra laks, er spesielt utfordrende med hensyn til L. monocytogenes da slike
produkter skal spises uten videre bakteriereduserende behandling. Krysskontaminering fra
produksjonsmiljg er ansett som den vanligste kilden til Listeria i spiseklare produkter (Jordan et al.,
2018). Bakterien har evne til a8 overleve og vokse ved lave temperaturer, i ferske og prosesserte
lakseprodukter og i produksjonsmiljget. Pavisning av L. monocytogenes i fersk laks utgjer ikke bare
en risiko for forbrukeren, men er ogsa knyttet til omfattende tilbaketrekninger og potensielt store
gkonomiske tap for produsenter (Heir et al., 2021). Ra fisk og spiseklare maltider er rangert pa
toppen av listen over rapporterte matrelaterte utbrudd eller tilbaketrekninger i Europa (Soon et al.,
2020), og pavisning av L. monocytogenes er den viktigste arsaken til tilbaketrekninger av produkter
pa markedet (Luth et al., 2019).

Studier av norske spiseklare sjgmatprodukter viser at kontaminasjonsnivaet av L. monocytogenes
generelt er sveert lavt, men det er sannsynligvis store variasjoner. | undersgkelser av kjglelagret,
butikkjept sushi med tre dagers holdbarhet ble det ikke pavist L. monocytogenes (Hoel et al., 2017;
Hoel et al., 2015; Lunestad & Skjerdal, 2008). En sterre studie av kaldrgkt laks pa det europeiske
markedet viste en forekomst av L. monocytogenes i 10 % av produktene i butikk (EFSA, 2013).
Forekomst i ra laks er i mindre grad kartlagt, men det er likevel antatt at ra laks er en potensiell
kilde til L. monocytogenes (Heir et al., 2021). Mattilsynet gjennomfarer i 2021 en tilsynskampanje
i norske lakseslakteri for & undersgke tiltak og rutiner for & hindre at fisk blir kontaminert med
Listeria. Mattilsynet peker pa at det er sveert viktig at produsentene har effektive tiltak mot Listeria
da laks i stor grad blir spist uten videre varmebehandling og blir brukt i andre spiseklare produkter
som sushi, sashimi, rgkt- og gravet fisk (Mattilsynet, 2021).

Selv om bade prevalens og nivaet av L. monocytogenes i nyprosessert laks generelt er lavt, er
fersk laks et utmerket vekstmedium for denne bakterien (Skjerdal et al., 2014). For & unnga a
overskride gjeldende grenseverdier for spiseklare produkter pa < 100 CFU/g L. monocytogenes
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ved produktets utlgpsdato (EU forordning 2073/2005) er det helt negdvendig & holde
kontamineringen i rastoffet pa et lavt niva. Tilgjengelige vekstmodeller for L. monocytogenes i laks
viser at det ikke bgr vaere mer enn 0,5-10 CFU/g L. monocytogenes ved prosesseringstidspunkt,
men dette estimatet forutsetter at den ferdigpakkede lasken ikke utsettes for svingninger i
lagringstemperatur, det vil si at kjglekjeden ma holdes konstant pa < 4°C helt frem til konsum
(Skjerdal et al., 2014). | 2018 og 2019 var det flere alvorlige listerioseutbrudd i Europa som kan
knyttes til rakte, gravede eller marinerte fiskeprodukter tilvirket med norsk rastoff. Produktene ble
sporet tilbake til foredlingsanlegg i Polen og Estland, men kontaminering av rastoffet i Norge kunne
ikke utelukkes (ECDC og EFSA, 2019; EFSA og ECDC, 2018).

Materialer og metoder

Forsoksdesign og prevetakingspunkter

Ved prosjektets oppstart ble det utfart en innledende fareanalyse for a peke pa kritiske punkt i
verdikjeden der smitte av L. monocytogenes fra miljg til fisk og videre til ferdig prosessert produkt
kan oppsta (Hannisdal et al., 2020). Grunnlaget for fareanalysen var et felles arbeidsmate med
inviterte aktgrer som representerte hele verdikjeden (férprodusenter, brgnnbatrederi og
lakseprodusent), litteraturstudier, samt befaringer i flere ledd i verdikjeden: oppdrettsanlegg,
brennbat og slakteri. Prosjektets omfang ble avgrenset til verdikjeden for produksjon av laks
gjennom distribusjonsveier for for, produksjon av laks i sjganlegg, brgnnbattransport av slakteklar
fisk, og i primaerprosesseringsanlegg til ferdig slgyd fisk pakket i emballasje for transport og eksport
eller til ferdig emballert pre-rigor prosessert filet (Figur 1). Denne rapporten omhandler kartlegging
av Listeria i verdikjeden for for (AP 3) og i sjefasen (AP 4) og beskrivelse av pravetaking i
primaerprosesseringsanlegg og fra ferdige produkter er ikke omtalt her.

Verdikjede for (AP 3) Y Verdikjede sjg (AP4)  }[  Verdikjede fabrikk (AP 5)

A . . e vl I wall \ .|| Pakking av hel fisk/
Forfabrikk H Forbat H Forflate H Sjpfase/merd H Brgnnbat ‘ Slakteri filetavdeling

: 339 prgver 1022 prover 366 prover

Figur 1: Hovedprosesser i verdikjeden for produksjon av atlantisk laks som ligger til grunn for valg av
pravetakingspunkter. Prosesser og aktiviteter markert i gratt omtales ikke i denne rapporten.

Tre produksjonsanlegg for laks i Midt-Norge ble valgt ut pa bakgrunn av ulik beliggenhet langs
kysten. De tre anleggene representerer antatt ulik eksponering for menneskelig aktivitet i og rundt
sjgen, samt veer- og stremforhold (uten at dette ble undersgkt nsermere). De tre anleggenes
plassering er om vist i Figur 2 inne i en fjord (antatt minst eksponert), i Trondheimsleia (middels
eksponert) og ved ytre del av kysten (mest eksponert). En detaljert provetakingsplan ble i
prosjektets startfase (AP 2) utarbeidet pa bakgrunn av kunnskap fra fareanalysen, dialog med
aktgrene i verdikjeden og befaringer ved anleggene (Hannisdal et al., 2020; Lerfall et al., 2020). |
perioden august 2020 til juni 2021 ble det tatt ut prever fra tre ulike produksjonsanlegg for for, fem
ulike forbater, tre ulike produksjonsanlegg for laks (tre merder fra hvert anlegg) og fire brgnnbater.



() Anlegg O-A (fjord)

Anlegg O-B (eksponert)

) Anlegg O-C (Trondheimsleia)

Figur 2: Beliggenhet for de tre produksjonsanleggene
for laks i prosjektet. Fra hver av disse lokalitetene ble
det provetatt laks fra 3 merder.

Det ble i prosjektperioden analysert 339
prover fra verdikjede for (Tabell 1).
Forprovene i fabrikk ble tatt rett etter
produksjon (F-A og F-B) og ved lasting il
forbat (F-A, F-B og F-C), i férbat og pa topp
og bunn av forflatens silo. | tillegg ble det
gjennomfart prgvetaking av foringsslanger
ved alle sjganleggene.

Det ble i prosjektet analysert 1022 prgver fra
sjofase (Tabell 2). De fleste pravene som
ble tatt i sjogfasen var fra overflaten av
levende fisk (459 preover) og ved
rutinemessig oppsamling av ded fisk (416
prover) der én prgve representerer ett
individ. Det ble tatt totalt 147 praver i

forbindelse med transport av levende, slakteklar fisk til primaerprosesseringsanlegg.

Tabell 1: Oversikt over pravepunkt og preveomfang fra produksjon, distribusjon og lagring av for, samt praver fra fér
tatt i perioden august 2020 til juni 2021.

Antall
Produsent Prove Prgvepunkt proveuttak Antall prever Lokasjon
F-A Miljo Blidetrakt 6 18 Forfabrikk
Transportband 6 18 Forfabrikk
Transportband 6 18 Forbat
Svamp gjennom féringsslange 1 3 Forflate O-C
For Ferdigvaresikt 6 24 Forfabrikk
Shuten 6 24 Forfabrikk
Topp av silo 2 10 Forflate O-C
Bunn av silo 2 10 Forflate O-C
F-B Miljo Transportband 6 18 Forfabrikk
Transportband 6 18 Forbat
Svamp gjennom féringsslange 1 3 Forflate O-C
Svamp gjennom féringsslange 1 7 Forflate O-B
Svamp gjennom foringsslange 1 3 Forflate O-A
For Foérstrgm lastetut 6* 30 Foérfabrikk
Forflate silo -topp 4 19 Forflate O-B
Forflate silo -bunn 2 10 Forflate O-B
Forflate silo -topp 1 5 Forflate O-A
Forflate silo -bunn 1 5 Forflate O-A
Forflate silo -topp 5 5 Forflate O-C
Frflate silo -bunn 5 5 Forflate O-C
F-C Miljo Landsilo 4 11 Forfabrikk
Lastetut 4 9 Forfabrikk
Forsekk 3 5 Forfabrikk
Batsilo 1 3 Forbat
Lossetut 4 8 Forbat
For Forstrgm lastetut 3 15 Forfabrikk
Foorflate silo -topp 4 20 Forflate O-A
Forflate silo-bunn 4 15 Forflate O-A
Totalt antall prgver fra fér, férfabrikker og forflater 339




Tabell 2: Oversikt over prgvepunkt og pregveomfang fra sjganlegg i perioden august 2020 til juni 2021.

Antall
Anlegg Prove Provepunkt proveuttak Antall prgver
O-A Miljo Kulerekke merd 2 10
Fisk Levende fisk 6 180
Dgd fisk 6 180
Brennbat 1 Slange, lasting av fisk 2 4
Organisk materiale i tank 2 13
Vann i tank 2 4
Lusefilter 2 2
Slangekobling til fabrikk 2 4
Brgnnbat 2 Slange, lasting av fisk 1 3
Organisk materiale i tank 1 5
Vann i tank 1 2
Lusefilter 1 1
Brennbat 3 Slange, lasting av fisk 1 3
Organisk materiale i tank 1 5
Vann i tank 1 2
Lusefilter 1 1
O-B Fisk Levende fisk 6 159
Dad fisk 5 116
Brennbat 1 Slange, lasting av fisk 2 2
Organisk materiale i tank 2 20
Vann i tank 2 4
Lusefilter 2 2
Slangekobling til fabrikk 2 6
Brennbat 4 Slange, lasting av fisk 1 3
Organisk materiale i tank 1 5
Vann i tank 1 2
Lusefilter 1 1
o-C Fisk Levende fisk 4 120
Dad fisk 4 120
Brennbat 1 Slange, lasting av fisk 2 2
Organisk materiale i tank 2 10
Vann i tank 2 12
Brennbat 3  Slange, lasting av fisk 1 1
Organisk materiale i tank 1 5
Vann i tank 1 10
Slangekobling til fabrikk 1 3
Totalt antall prgver fra sjgfasen og brgnnbat 1022

Provetaking og proveopparbeidelse

Alle prgvene i prosjektet ble tatt ut av personell ved de ulike forfabrikkene, forbatene, sjganleggene
og brgnnbatene etter opplaering via Teams-mgter og distribusjon av skriftlige prosedyrer med
beskrivende bilder. Prgver fra fisk og miljg (formiljg og merder) ble tatt ut ved bruk av hansker og
steril pravetakingsklut fuktet med 10 mL bufret peptonvann (Labolytic) for kvalitativ pavisning av
Listeria. Forpragver ble samlet i aseptiske poser for kvalitativ pavisning av Listeria i 25 gram.
Svamper ble samplet opp med hav etter utlgp fra féringsslanger ble lagt i aseptiske plastposer.
Vannprgver fra brgnnbat ble oppsamlet i aseptiske plastkanner (5 L) og senere filtrert gjennom 0,2
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ML cellulosefilter. Prgvematerialet ble sendt fra de respektive anleggene med over-natt
ekspresspakker og handtert ved laboratoriet umiddelbart etter ankomst. Oppformering av
prevemateriale ble utfgrt ved & homogenisere prgvematerialet i en Stomacher-mikser (IUL
Masticator) i 1:10 forhold med 24 Listeria Enrichment Broth (LEB) (Oxoid) tilsatt 10 mi/L 24 LEB
Selective Supplement (Oxoid) i 60 sekunder. Homogeniserte prgver ble tilsatt 24 LEB Buffer
Supplment (Oxoid) (henholdsvis 4,4 eller 10 mL for klut/vann/svamp- og férprever) og inkubert ved
37°Ci 24 + 2 timer.

Kvalitativ pavisning av Listeria spp. og L. monocytogenes

Fra den preanrikede prgven ble det utfgrt en kvalitativ real-time PCR analyse for Listeria arter.
Ekstraksjon av DNA og PCR pavisning av Listeria spp. ble utfgrt med SureTect Listeria species
PCR Assay (Thermo Fisher Scientific) i et QuantStudio 5 Real-Time PCR instrument (Applied
Biosystems) med RapidFinder Analysis Software v. 1.3, i henhold til produsentens prosedyrer.
DNA fra prgver som ble tolket som Listeria spp. positiv ble re-analysert for & spesifikt pavise L.
monocyotgenes med SureTect Listeria monocytogenes PCR Assay (Thermo Fisher Scientific).

Mikrobiologisk verifisering av PCR-positive praver

Ved positiv PCR for Listeria spp. ogl/eller L. monocytogenes ble 10 pyL fra den primeere
oppformeringsvaesken strgket ut pa Brilliance Listeria Agar (BLA) (Oxoid) og inkubert ved 37°C i
24 + 2 timer. 3-5 presumptive Listeria spp. eller L. monocytogenes kolonier ble plukket fra hver
positiv prave, rendyrket og kryopreservert ved -80°C for videre analyser.

Bakterieisolater for genetisk karakterisering

Fra prgvepunktene i verdikjede fér (AP 3) er det rendyrket og bevart 165 bakterieisolater,
henholdsvis 100 isolater presumtivt identifisert som L. monocytogenes og 65 som andre Listeria-
arter. Fra dgd og levende fisk i sjgfasen er det rendyrket og bevart 61 bakterieisolater, henholdsvis
50 presumptive L. monocytogenes og 11 andre Listeria-arter. Prgvetakning i forbindelse med
brgnnbattransport resulterte i 12 Listeria-isolater. Arbeidspakke 3 og 4 bidrar dermed med totalt
238 bakterieisolater til videre genetisk karakterisering i arbeidspakke 6.

Resultater og diskusjon

Forekomst av Listeria i verdikjede for

Det ble tatt praver av for (n=197) og produksjonsmiljg (n=142) igjennom verdikjede for fra tre
norske forprodusenter (F-A, F-B og F-C), via férbater til férflatene hos de involverte
produksjonsanleggene av laks (O-A, O-B og O-C). Det ble pavist Listeria-arter i 18 % av prevene,
og totalt var 8 % av prevene fra denne verdikjeden positiv for L. monocytogenes (Tabell 3).

Forekomst av L. monocytogenes varierte mellom de tre forfabrikkene. Hos produsent F-A ble ikke
L. monocytogenes pavist i fér, kun i miljgprever. Ogsa hos produsent F-B var pavisningsfrekvensen
for L. monocytogenes lavere i for (3 %) enn i miljgpraver (8 %). FOr og miljgprgver fra produsent
F-C hadde vesentlig hayere forekomst av L. monocytogenes, henholdsvis 13 % og 25 %. Spesielt
var det prgver fra lastetut som viste hgy frekvens av L. monocytogenes. | férpragver fra de ulike
férflatene varierte forekomsten av L. monocytogenes fra ikke pavist til 10 %, mens prgvetakingen
fra féringsslangene viste en variasjon fra ikke pavist til 33 %.

Resultatene fra verdikjede for indikerer hgyere forekomst av L. monocytogenes i miljgprgver enn i
férpraver, mens det ikke ble funnet noen sammenheng mellom péavisningsfrekvens i forfabrikk og
pa forflate. Tallmaterialet er begrenset og ber tolkes med varsomhet. Det ble gjennomfart en
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begrenset prgvetaking av foringsslangene, og funnene kan tyde pa at dette er et punkt som burde
veert undersgkt ytterligere. For & f& kunnskap om stammene fra produksjonsmiljget kan gjenfinnes
ute pa foérflatene, og om disse stammene introduseres til og fglger gjennom verdikjede sjo og kan
utgjgre en potensiell fare for sluttforbrukeren mé analysene utfert i dette prosjektet kompletteres
av genetiske analyser av stammene. Dersom det er sannsynlig at det finnes en link mellom
stammer pavist i slaktemiljg/sluttprodukt er det meget relevant & undersgke kontamineringskilder
til férproduksjonsmiljget og hvordan disse stammene eventuelt overfgres til foret og videre i
verdikjeden for atlantisk laks. | en tilsvarende studie fra 2018/19 ble det pavist L. monocytogenes i
praver som ble tatt i silo pa férflate (15 %) og i praver tatt i fordelingssystem for for (férspreder) (18
%) (Haldorsen, 2019). Vare funn stetter at det skjer en betydelig kontaminering av foret i
distribusjonskjeden etter produksjon. Lakseféret gjennomgar en kraftig varmebehandling og har
lav grad av kontaminering i punktene rett etter produksjon.

Tabell 3: Forekomst (antall positive praver og % andel positive praver) av Listeria spp. (L.spp) og Listeria
monocytogenes (L. m.) i milig- og forprgver.

Antall Antall Positive Antall
prove- Antall positive L.spp. positive Positive
Produsent Progvetype takinger prover L. spp. (%) L.m. L .m(%)
F-A Miljgpraver 6 54 0 0 2 4
Forpraver fabrikk 48 0 0 0 0
Forpraver fra forflate O-C 2 20 4 20 2 10
Svamp forslange forflate O-C 1 3 1 33 1 33
F-B Miljgpraver 6 36 9 25 3 8
Forpraver fabrikk 30 5 17 1 3
Forprever fra forflate O-B 4 29 2 7 2 7
Forprgver fra forflate O-C 1 10 1 10 0 0
Forpraver forflate O-A 1 10 0 0 0 0
Svamp forslange forflate O-C 1 3 0 0 0 0
Svamp férslange forflate O-B 1 7 1 14 1 14
Svamp forslange forflate O-A 1 3 1 33 0 0
F-C Miljgpraver 36 15 42 9 25
Forprgver fabrikk 4 15 5 33 2 13
Forprgver forflate O-A 35 17 49 3 9
Totalt 339 61 18 26 8

Forekomst av Listeria i verdikjede sjo

Det ble tatt prgver av levende (n=459) og ded (n= 416) fisk i sjgfasen hos tre ulike oppdrettsanlegg
i Midt-Norge (O-A, O-B, O-C) samt prgver fra fire ulike brgnnbéater i forbindelse med tsmming av
merder fra anleggene (n=147). Av de totalt 875 pravene som ble tatt av levende og ded fisk ble
det pavist Listeria-arter i 7 % av prgvene, mens andelen paviste L. monocytogenes utgjorde kun 1
% av preovene (Tabell 4).

Forekomsten av Listeria spp. i dod og levende fisk var hgyere i anlegg O-C (14 %) sammenlignet
med anlegg O-A (4 %) og anlegg O-B (ikke pavist). L. monocytogenes ble kun pavist i ett av
anleggene (0-C), i 5 % av provetatt fisk. Det var ingen signifikant forskjell i pavisningsrate for
Listeria spp. i dad og levende fisk, alle anleggene sett under ett (X? (2, N = 49) = 2,62, p = 0,269).
Prgvene ble tatt over en periode pa nesten ett ar, men det er ikke mulig a fastsla om det foreligger
sesongvariasjoner i forekomst av L. monocytogenes eller andre Listeria-arter. | anlegg O-C ble L.
monocytogenes pavist ved 3 av 4 prgveuttak fra dette anlegget (hgst, sen hgst, og tidlig vinter).



Tabell 4: Forekomst (antall positive praver og % andel positive praver) av Listeria spp. og Listeria monocytogenes (L.
m.) i praver fra overflaten av levende fisk og fra overflate og gjeller hos dad fisk i tre ulike oppdrettsanlegg for atlantisk
laks.

Antall (%)
Antall Listeria Antall (%)

Anlegg Beliggenhet Provepunkt prever spp- L.m.
Levende fisk 180 10 (6) 0
O-A Fjord Dgd fisk 180 4(2) 0
Totalt anlegg O-A 360 14 (4) 0
Levende fisk 159 0 0
O-B Eksponert Dad fisk 116 0 0
Totalt anlegg O-B 275 0(0) 0

Levende fisk 120 17 (14) 4 (3)

o-C Trondheimsleia Dad fisk 120 17 (14) 7(6)

Totalt anlegg O-C 240 34 (14) 11(5)

Totalt (alle anlegg) 875 63 (7) 11 (1)

| forbindelse med temming av merder og transport av fisk til slakteri ble det tatt svaberprgver av
kulerekke i to merder fra ett av anleggene (O-A), men det ble ikke funnet Listeria i disse. Milj@- og
vannprgver fra totalt fire brgnnbater som var involvert i transport av levende, slakteklar fisk fra de
tre anleggene viste at forekomsten av Listeria ogsa er lav i denne delen av verdikjeden. Pa grunn
av et lavt antall positive praver behandles resultatene fra batene samlet. Det ble pavist Listeria
arter i totalt 3 % av provene tatt fra brannbater (Tabell 5) og ingen L. monocytogenes ble pavist i
pravepunkter fra de fire batene.

Tabell 5: Forekomst (antall positive praver og % antall positive praver) av Listeria spp. i praver tatt i forbindelse med
temming av merder ved oppdrettsanlegg O-A, O-B og O-C og brgnnbattransport til slakteri.

Antall (%)

Prgvepunkt Antall prgver Listeria spp.
Kulerekke merd 10 0
Slange, lasting av fisk 18 0
Organisk materiale i tank 63 3(5)
Vann i tank 34 2 (6)
Lusefilter 7 0
Slangekobling brgnnbat/fabrikk 15 0
Totalt 147 5(@3)

Pavisning av Listeria i forbindelse med brgnnbattransport knyttes til to bater, hvorav majoriteten
(80 %) av de positive prgvene i dette prosjektet kom fra én bat. Dette kan indikere at brennbat kan
fungere som et reservoar og potensielt kontamineringspunkt for Listeria dersom bakteriestammer
etablerer seg i batens miljg. Tiltak som risikobasert prgvetaking, overvakning, og rengjgring vil
veere viktig for & hindre etablering eller oppkonsentrering av L. monocytogenes i brgnnbater, noe
som igjen kan medfgre gkt risiko for overfaring av bakterien til primaerprosesseringsanlegget.

| et tilsvarende Norsk kartleggingsstudie av L. monocytogenes i verdikjeden til laks ble det
konkludert med at brennbattransport kan ha en betydning for spredning av Listeria fra sjgfase og
inn i slakteri- og prosesseringslokaler for laks (Haldorsen, 2019). Selv om denne hypotesen ikke
kunne bekreftes i det naveerende prosjektet, kan det ikke utelukkes at brgnnbatene utgjer en
potensiell smittekilde for Listeria inn til slakteri. Pavisningsfrekvensen for Listeria pa levende og
dad fisk var ogsa markant lavere i det naveerende prosjektet, noe som kan ha betydning for funnene
i brgnnbat.



Konklusjon

Resultatene presentert i denne rapporten viser at L. monocytogenes og andre Listeria arter kan
pavises i for og produksjonsmiljg til for, i sjgfasen pa overflaten av ded og levende fisk i merdene
samt i brgnnbater (brennbattank og vann). Forekomsten er relativt lav, og genetisk karakterisering
av utvalgte stammer, spesielt helgenomsekvensering, vil kunne gi kunnskap om smitteveier for
Listeria i verdikjeden til atlantisk laks. Data om forekomst, smittekilder og smitteveier gir grunnlag
for a kunne sette inn malrettede tiltak for a redusere kontaminering med Listeria i slakte- og
produksjonsprosessen.

Videre arbeid

Totalt 238 bakterieisolater identifisert som L. monocytogenes og som andre Listeria-arter (fra fér
og sjofase) skal genetisk karakteriseres i arbeidspakke 6. En ny sekvenseringsmetode basert pa
Oxford Nanopore (ON)-teknologi (Krych et al., 2019) for screening av isolater pa stammeniva skal
benyttes for alle isolatene i prosjektet og dette utferes av Kebenhavn Universitet (KU). Metoden
har tidligere vist at den kan differensiere mellom ulike miljgstammer innen arten L. monocytogenes
(Thomassen et al., 2021). Utvalgte isolater fra denne screeningen vil bli helgenomsekvensert med
samme teknologi (ON) ved KU for en mer sikker identifisering av stammer som muliggjgr sporing
av L. monocytogenes i verdikjeden.
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