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Sammendrag
Listeria  monocytogenes er en bakterie som har vid utbredelse og som kan gi sykdommen listeriose hos dyr, og enkelte ganger hos mennesker. Bakterien har vist seg å kunne bli etablert i og overleve i næringsmiddelbedrifter.  

Målet med dette prosjektet var å undersøke forekomst av L. monocytogenes på råvarer, ferdigvarer og i produksjonsmiljøet hos noen utvalgte tilvirkningsanlegg for lakseprodukter. En viktig del av prosjektaktiviteten var å lokalisere spesielle problemområder i bedriftene, og på bakgrunn av dette gi råd om spesielle hygienetiltak tilpasset den enkelte bedrift. Videre var det et siktemål å karakterisere isolerte stammer av L. monocytogenes nærmere ved bruk av molekylærbiologisk metodikk.  Slike undersøkelser vil kunne hjelpe til med sporing av smitteveier for bakterien, sammenligne stammer isolert fra ulike kilder i en og samme bedrift, sammenligne stammer mellom bedrifter og sammenligne stammer isolert fra sjømat og produksjonsmiljø med stammer isolert fra pasienter med listeriose. 
I prosjektperioden ble det innhentet og analysert til sammen 303 prøver. Disse var fordelt på 18 prøver av usløyd fisk (råvare), 52 prøver av produkter tatt i produksjonsprosessen,  27 prøver av ferdig produkt og 206 prøver fra miljøet. Alle prøver ble undersøkt kvalitativt (påvist/ikke påvist), mens produktprøver også ble undersøkt kvantitativt (antall/gram). Av 303 undersøkte prøver var 62 (20,5 %) positive for L. monocytogenes. Blant prøver av råvarer ble det påvist L. monocytogenes i 33,3 % av undersøkte prøver. Tilsvarende verdier for prøver tatt av produkter under prosessering var 23,1% , og blant ferdigprodukt var 7,4% positive for  L. monocytogenes. I til sammen 20,4 % av miljøprøvene kunne vi påvise bakterien. 
Fra bedrift A ble det 120 prøver undersøkt og 33,3 % av disse var positive for L. monocytogenes. Fra bedrift B ble 82 prøver analysert og bakterien ble påvist i 19,5 % av prøvene. Tilsvarende verdi for de 101 undersøkte prøvene fra bedrift C var 5,9 %.  
Til sammen 63 produktprøver ble undersøkt kvantitativt for L. monocytogenes. Av disse hadde 61 (97 %) et antall under kvantifiseringsgrensen på 10 celler/gram, mens 2 prøver (3 %) hadde 10 celler/gram. 

Alle 65 isolert stammer av L.monocytogenes ble typet ved MLVA (Multiple-locus Variable Number of Tandem Repeat Analysis), og det ble funnet 15 ulike MLVA typer. Bedrift A og B hadde syv ulike MLVA typer, mens bedrift C hadde to.  En MLVA type ble funnet både i bedrift A og B, ellers var det ingen overlapp i MLVA profiler mellom bedriftene. Ni av de 15 MLVA typene fra sjømat er også funnet blant L. monocytogenes isolert fra pasienter med listeriose. Dette viser imidlertid ikke at sjømat har vært årsak til listeriose. 
Aktiviteten som er beskrevet i denne rapporten er en videreføring av FHF prosjektet ”Næringsrettet forskning innen Listeria monocytogenes og Clostridium botulinum” som ble gjennomført i 2004 og 2005. Det er tidligere utarbeidet en egen rapport for dette prosjektet. Denne rapporten er tilgjengelig på nettsidene til Fiskeri- og havbruksnæringens forskningsfond (http://www.fiskerifond.no/files/projects/attach/232031listeria.pdf).  
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Innledning
L. monocytogenes har vid utbredelse, og er blant annet påvist i ferskvann, sjøvann, jord, plantemateriale, kloakkslam, samt avføring fra symptomfrie dyr og mennesker. 

L. monocytogenes kommer i en særstilling som problembakterie i sjømat. En rekke egenskaper gjør at bakterien representerer en spesiell utfordring i næringsmiddelindustrien. Bakterien vokser med og uten tilgang på oksygen, eksempelvis under vakuumering, og den har et vidt temperaturspekter. Bakterien er rapportert å vokse i temperaturområdet fra – 1,5 til + 45 °C, og den overlever frysing godt. Når det gjelder pH toleranse, er det beskrevet at bakterien kan vokse i området fra 4,2 til 9,6, men kan overleve i matvarer med pH verdier utover dette området. L. monocytogenes har også vist seg i stand til å vokse med opp til 13 - 16 % NaCl i mediet.
Sykdom forårsaket av L. monocytogenes kalles listeriose, og er særlig et problem hos sau. L. monocytogenes kan også gi sykdom hos mennesker. Den mest utsatte gruppen er svært unge, svekkede eldre, gravide og deres fostre, samt personer med nedsatt immunforsvar.  I perioden 1998 til 2007 har vi i Norge hatt til sammen 213 kjente tilfeller av listeriose hos mennesker. Av disse ble 202 innlagt på sykehus og 26 (12 %) døde. Under en prosent av tilfellene kunne spores tilbake til smitte i utlandet. På verdensbasis ser forekomsten av listeriose ut til å være økende, noe som kan skyldes bedre diagnostikk og at antall personer i risikogruppen øker.
En rekke matvarebårne listerioseutbrudd hos mennesker er rapportert internasjonalt. I Norge kjenner vi til tre utbrudd knyttet til matvarer.  I 1992 var det ett utbrudd i Trøndelag med seks syke, i 2005 ett utbrudd i Ålesund med tre syke, og et utbrudd med 26 tilfeller i 2007 med hovedutbredelse i Oslo. I de to første utbruddene var kjøttpålegg eller påleggskutter involvert, mens i det siste utbrudd var ost ansvarlig matvare. 

Et av målene med dette prosjektet var å undersøke forekomst av L. monocytogenes i produkter og tilvirkingsanlegg for oppdrettsfisk. Det var også et mål å lokalisere problemområder, og i samarbeid med industriaktørene diskutere hva som kunne gjøres for å minimere problemet. I inneværende prosjekt har vi også typet isolerte stammer for å se på fordeling i og mellom bedrifter, og også sammenligne stammer med stammer isolert fra pasienter. 
Materiale og metoder
Prøveinnsamling
Tre bedrifter, heretter kalt A, B  og C deltok i prosjektet. Bedriftene var ulike i størrelse, oppbygning og spekter av sluttprodukter. Bedrift B og C hadde egne merder, hvor de tok mot levende fisk og slaktet selv, mens bedrift A kjøpte ferdige fileter fra andre næringsaktører. Bedrift A røykte sine egne produkter, mens bedriftene B og C ikke solgte røykeprodukter.
Bedrift A og C ble besøkt to ganger, mens bedrift B hadde ett besøk. Alle bedriftsbesøk ble gjennomført i perioden mai til oktober 2007 (Tabell 1). 

Under alle bedriftsbesøk ble det tatt prøver av råvarer, prøver på ulikt stadium i produksjonen og av ferdigprodukt. I tillegg ble det tatt ut prøver av vann og fra produksjonsmiljøet.  
	Prøvepunkt
	 Prøverunde
	Prøvetidspunkt


	Antall undersøkte

prøver

	Bedrift A


	Besøk 1.
Besøk 4.
	05.05.2007

17.09.2007
	74

46

	Bedrift B


	Besøk 3.
	05.06.2007
	82

	Bedrift C


	Besøk 2.
Besøk 5.

	07.05.2007

25.10.2007
	47

54

	Totalt antall innhentede prøver


	303


Tabell 1. Prøvetidspunkt og fordeling av prøver fra bedriftene A, B og C ved til sammen fem bedriftsbesøk i perioden mai til oktober 2007. 

Analyser
Kvalitative og kvantitative analyser
I dette prosjektet ble til sammen 303 prøver analysert med hensyn på L. monocytogenes . De kvalitative analysene, på produkt-, svaber-, tampong-prøver eller vann, ble utført med en VIDAS Listeria monocytogenes metode etter AFNOR Bio-12/11-03/04. Denne analysen ble akkreditert ved NIFES i januar 2005. Analysen går over flere trinn. Hver prøve ble først anriket i halv Fraser buljong ved 30 °C i 24 til 26 timer. 0,1 ml halv Fraser ble så overført til rør med 10 ml Fraser buljong og inkubert ved 37 °C i 24 til 26 timer. Deretter ble 0,5 ml prøve i Fraser buljongen overført til LMO2 strips som videre ble satt i Vidas instrumentet. Vidas instrument utførte så en automatisk enzymbundet fluorescens immunoassay. Basert på resultatet fra denne analysen, ble det fra de positive rørene med Fraser buljong tatt ut prøve til utstryk på kromogent Listeria medium (OCLA-skåler). Skålene ble inkubert aerobt ved 37 °C i 24 til 48 timer. Typiske kolonier ble rendyrket på blodagarskåler og konfirmert ved hjelp av tester som hemolyse, gram-reaksjon og biokjemisk karakterisering ved API- Listeria.
Den kvantitative analysen ble gjennomført ved å homogenisere 25 gram prøve med 225 ml bufret peptonvann, som så ble inkubert ved 20 °C i en time. Deretter  ble det platet ut i volumer på ut 0,1 og 1,0 ml på RAPID´L. mono agar (Food Diagnostics) som så ble inkubert ved 37°C i  24 timer før avlesing av typiske kolonier. Dette gir en nedre påvisningsgrense på 10 celler/gram.

Til to tampong ble det tilsatt 225 ml halv Fraser og til to svaberprøver ble det tilsatt 100 ml halv Fraser buljong. Etter dette ble prøven analysert som en produktprøve som beskrevet over. Til vannprøver ble det filtrert et volum på 500 ml gjennom et 0,45µm membranfilter, filteret ble så overført til et sterilt beger og tilsatt 20 ml halv Fraser buljong. Noen få vannprøver inneholdt for mye organisk materiale til at vi kunne sterilfiltrere prøvene og i disse prøveflaskene ble det i stedet plassert to tamponger, som siden ble analysert som for andre prøver.
MLVA Typing
Som et ledd i undersøkelsene ble isolerte stammer av L. monocytogenes nærmere typet ved hjelp av MLVA (Multiple-locus Variable Number of Tandem Repeat Analysis). MLVA typingen ble utført ved Nasjonalt folkehelseinstitutt i Oslo. Metoden er DNA-basert og kan blant annet brukes for nærmere karakterisering av næringsmiddelbårne bakterier. MLVA-typing bygger på variasjoner i repeterte områder i bakterienes arvestoff. Ved å analysere et utvalg slike områder får man et genetisk ”fingeravtrykk” eller MLVA-profil som kan brukes som ett spesifikt ID-nummer for bakterien eller kloner av denne. Dette ID nummeret kan brukes til å sammenligne isolater fra samme bedrift, mellom bedriftene og isolater av L. monocytogenes fra andre matvarer eller pasienter med listeriose. 
Resultater og diskusjon
I prosjektperioden ble det innhentet og analysert til sammen 303 prøver. Disse var fordelt på 18 prøver av usløyd fisk (råvare), 52 prøver av produkter tatt i produksjonsprosessen, 27 prøver av ferdig produkter og 206 prøver fra miljøet. Alle prøver ble undersøkt både kvalitativt (påvist/ikke påvist), og produktprøver ble også undersøkt kvantitativt (antall/gram). Av 303 undersøkte prøver var 62 (20,5 %) positive for L. monocytogenes. En av de positive prøvene hadde tre ulike L. monocytogenes kloner. Blant prøver av råvarer ble det påvist L. monocytogenes i 33,3 % av undersøkte prøver. Tilsvarende verdier for prøver tatt av produkter under prosessering var 23,1% , og blant ferdigprodukt var 7,4% positive for  L. monocytogenes.  I til sammen 20,4 % av miljøprøvene kunne vi påvise bakterien. 

Fra bedrift A ble det undersøkt 120 prøver, og 33,3 % av disse var positive for L. monocytogenes. Fra bedrift B ble 82 prøver analysert og bakterien ble påvist i 19,5 % av prøvene. Tilsvarende verdi for de 101 undersøkte prøvene fra bedrift C var 5,9 %.  

En detaljert oversikt over prøvefordeling og resultater for den enkelte bedriften er gitt i tabellene 2., 3., 4. og 5. I Figur 1. er det gitt en oversikt over prosentvis fordeling av positive prøver fordelt på prøvekategoriene råvarer, prøver tatt under prosessering, ferdigprodukter og miljøprøver i den enkelte bedriften. Figur 2. viser prosentandelen prøver som var positive i ulike kategorier av miljøprøver i bedriftene.     
Til sammen 63 produktprøver ble undersøkt kvantitativt for L. monocytogenes. Av disse hadde 61 (97 %) et antall under kvantifiseringsgrensen på 10 celler/gram, mens 2 prøver (3 %) hadde 10 celler/gram. 

Alle 65 isolert stammer av L.monocytogenes ble typet ved MLVA (Multiple-locus Variable Number of Tandem Repeat Analysis), og det ble funnet 15 ulike MLVA typer. Av disse var typene 07-07-09-10-06, 05-08-14-10-06 og 06-10-04-16-06 de vanligste.  

Bedrift A og B hadde hver ulike MLVA typer, mens bedrift C hadde to.  En MLVA type (08-08-16-19-06) ble funnet både i bedrift A og B. I bedrift A kunne denne MLVA typen påvises i en filetprøve. Fra bedrift B kunne denne MLVA typen påvises i en prøve fra sluk og en prøve fra arbeidshanske. Utenom dette var det ingen overlapp i MLVA profiler mellom bedriftene. Generelt sett var det stor heterogenitet blant MLVA profilene for isolatene av L. monocytogenes innad i og mellom bedriftene. Tabell 6. gir en detaljert oversikt over de ulike MLVA profilene og hvor de er isolert i de ulike bedriftene.
Ni av de 15 MLVA typene fra sjømat er også funnet blant L. monocytogenes isolert fra pasienter med listeriose. Det må presiseres at dette ikke viser at sjømat har vært årsak til listeriose. Delvis fordi prøveantallet er for lite til å vise en sammenheng, dels fordi disse MLVA typene er funnet i mange andre matvarer (kjøtt og meierivarer) og fordi det ikke er vist noen direkte epidemiologisk kopling mellom L. monocytogenes isolert fra sjømat og fra pasienter. 
[image: image2.emf]
Figur 1. Oversikt over prosentvis fordeling av positive prøver fordelt på prøvekategoriene råvarer, prøver tatt under prosessering, ferdigprodukter og miljøprøver i den enkelte bedriften.      
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Figur 2. Prosentandelen prøver som var positive i ulike kategorier av miljøprøver i bedriftene.     
	Bedrift A
	Type prøve
	Prøve-runde
	Antall under-søkte prøver
	Antall 
L. m. positive prøver
	Prevalens
(%)

	Råvarer
	Samleprøver av ti fisk,svaber
Prøver av usløyd fisk
Subtotal
	1

4

1

4
	1

1

3

3

8
	1

0

3

1

5
	62,5

	I produksjon

	Samleprøver av ti fisk , svaber ved:

     Hodekappelinje
     Fileteringslinje
     Beinfjerningslinje     

     Saltelinje
     Røyke linje
     Slicelinje
Prøve av fisk ved trimmelinje     

Subtotal
	1

4

1

4

1

4

1

4

1

4

1

4

1
	1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

3

15
	1

1

1

1

1

1

0

0

0

0

0

0

3

9
	75

	Ferdigvarer
	Gravlaks
Filleterteprodukt
Kaldrøkt laks
Slicet laks
Subtotal
	1

4

1

4

1

4
	3

3

3

3

3

3

18
	1

1

0

0

0

0

2
	11,1

	Miljø- prøver
	Avløpsrenner
Gulv
Maskiner 

Utstyr
Transportbånd
Personell
Vann/is
Annet (dører, kontollpanel)

Subtotal
	1

4

1

4

1

4

1

4

1

4

1

4

1

4

1
	3

3

2

2

10

6

13

7

8

3

7

5

3

1

6

79
	2

1

2

0

2

0

5

3

0

0

5

3

0

1

0

24
	30,4

	
	Total


	
	120
	40
	33,3


Tabell 2.  Undersøkte prøver og forekomst av L. monocytogenes i bedrift A.

	Bedrift B
	Type prøve
	Prøve-runde
	Antall under-søkte prøver
	Antall 

L. m. positive prøver
	Prevalens (%)

	Råvarer

	 Samleprøver av ti fisk, svaber
 Prøver av usløyd fisk
Subtotal
	3
	1

3

4
	0

0

0
	0 

	I
produksjon

	Samleprøver av ti fisk, svaber ved:

   Hodekappelinje
    Filetlinje
    Beinfjerningslinje
    Trimmelinje
    Oppbevaring i kar
    Pakkelinje
Prøver av fisk ved:

   Hodekappelinje
   Sløyelinje
 Subtotal 
	3


	1

1

1

1

2

1

3

3

13
	0

0

0

0

0

0

0

2

2
	15,4

	Ferdig-
Varer
	 Filetprodukt
Subtotal
	3
	3

3
	0

0
	0

	Miljø- prøver
	Avløpsrenner
Gulv
Maskiner 

Utstyr
Transportbånd
Personell
Vann/is
Dører
                        Subtotal
	3
	6

3

8

7

15

8

3

12

62
	2

3

0

4

3

0

0

2

14
	22,6

	
	Total


	
	82
	16
	19,5 


Tabell 3.  Undersøkte prøver og forekomst av L. monocytogenes i bedrift B.

	Bedrift C
	Type prøve
	Prøve-runde

	Antall under-søkte prøver
	Antall 

L. m. positive Prøver
	Prevalens(%)

	Råvarer

	Samleprøver av ti fisk, svaber
Prøver av usløyd fisk
Subtotal
	2

5

5
	1

2

3

6
	0

1

0

1
	16,7 

	I
produksjon

	Samleprøver av ti fisk, svabere ved:

    Hodekappelinje
    Filletering

    Beinfjerning
    Sortering
    Pakking

Prøver av fisk ved:

    Hodekappelinje
    Avskinning 
    Sorteringslinje
    Trimmelinje
Subtotal
	2

5

2

5

2

5

5

2

5

2

5

2

5

5
	1

1

1

1

1

1

1

1

1

3

3

3

3

3

24
	0

1

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

1
	4,2 

	Ferdigvarer
	Filletprodukt
Subtotal
	2

5


	3

3

6
	0

0

0
	0 

	Miljø- prøver
	Avløpsrenner
Gulv
Maskiner 

Utstyr
Transportbånd
Personell
Vann/is
Annet (dører, såpedispensere)

Subtotal
	2

5

2

5

2

5

2

5

2

5

2

5

2

5

2
	3

4

3

2

4

3

5

11

5

6

3

5

7

1

3

65
	0

2

0

0

0

1

0

0

0

1

0

0

0

0

0

4
	6,2 

	
	Total


	
	101
	6
	5,9 


Tabell 4.  Undersøkte prøver og forekomst av L. monocytogenes i bedrift C.
	Bedrift
	Råvarer

	Under prosessering 
	Ferdige produkt
	Miljøprøver
	Totalt

	
	Antall undersøkte prøver
	Antall 

L. m. positive 
	Antall undersøkte prøver
	Antall 

L. m. positive 
	Antall undersøkte prøver
	Antall 

L. m. positive 
	Antall undersøkte prøver
	Antall 

L. m. positive 
	Antall undersøkte prøver
	Antall 

L. m. positive 

	A


	8
	5 (62,5%)
	15
	9 
(75,0%)
	18
	2 
(11,1%)
	79
	24 (30,4%)
	120
	40 (33,3%)

	B


	4
	0 
(0%)
	13
	2 
(15,4%)
	3
	0 
(0%)
	62
	14 (22,6%)
	82
	16 (19,5%)

	C


	6
	1 (16,7%)
	24
	1 
(4,2%)
	6
	0 
(0%)
	65
	4 (6,2%)
	101
	6 
(5,9%)

	Totalt

	18
	6 (33,3%)
	52
	12
(23,1%)
	27
	2 
(7,4%)
	206
	42 (20,4%)
	303
	62 (20,5%)


Tabell 5. Oversikt over antallet undersøkte prøver, antall positive prøver og prøvekategori i bedriftene A, B og C.

	Nr. 
	MLVA- 

Profil
	Isolater
	Andel for MLVA profiler 
	Kilde

	
	
	A
	B
	C
	
	

	1
	05-08-14-10-06
	11

(27,5%)
	
	
	11 

(16,9%)
	Fisk og miljø

	2
	06-00-14-10-06


	
	
	1

(16.7%)
	1 

(1,5%)
	Miljø

	3
	06-08-04-19-06
	
	3

(15,8%)
	
	3 

(4,6%)
	Miljø

	4
	06-08-14-18-06


	
	1

(5,3%)
	
	1 

(1,5%)
	Miljø

	5
	06-08-15-10-06
	7

(17,5%)
	
	
	7 

(10,8%)
	Fisk og miljø

	6
	06-08-16-10-06


	2

(5,0%)
	
	
	2 

(3,1%)
	Fisk og miljø

	7
	06-09-04-10-06
	
	
	5

(83,3%)
	5 

(7,7%)
	Fisk og miljø

	8
	06-09-26-16-06


	1

(2,5%)
	
	
	1 

(1,5%)
	Miljø

	9
	06-10-04-16-06


	
	10

(52,6%)
	
	10 

(15,4%)
	Fisk og miljø

	10
	06-10-16-21-06


	
	1

(5,3%)
	
	1 

(1,5%)
	Miljø

	11
	06-11-15-18-06


	
	1

(5,3%)
	
	1 

(1,5%)
	Miljø

	12
	07-07-09-10-06


	15

(37,5%)
	
	
	15 

(23,1%)
	Fisk og miljø

	13
	07-10-15-18-06
	3

(7,5%)
	
	
	3 

(4,6%)
	Fisk og miljø

	14
	08-08-16-19-06


	1

(2,5%)
	2

(10,5%)
	
	3 

(4,6%)
	Fisk og miljø

	15
	09-04-18-06-09


	
	1

(5,3%)
	
	1 

(1,5%)
	Miljø

	Totalt
	40
	19
	06
	65
	


Tabell 6. Oversikt over fordeling av MLVA profilene mellom bedriftene A, B og C, og hvor de er påvist innad i hver bedrift.

Konklusjon
Målet med dette prosjektet var å undersøke forekomst av L. monocytogenes på råvarer, ferdigvarer og i produksjonsmiljøet hos noen utvalgte tilvirkningsanlegg for lakseprodukter. Ett overraskende funn i dette prosjektet var at forekomsten av L. monocytogenes så ut til å avta ved økende grad av prosessering. Under prosjektarbeidet viste det seg også at noen områder i bedriftene var oftere kontaminert enn andre. Særlig peker sluker og gulv seg ut, men det var også påfallende at mennesker kan spre L. monocytogenes fra ett kontaminert område til ett annet. Særlig har hansker og forklær vist seg å kunne bidra til spredning. 

I dette prosjektet har vi karakterisert isolerte stammer av L. monocytogenes ved hjelp av MLVA typing. De 65 isolatene fordelte seg på 15 ulike MLVA typer. To av bedriftene hadde syv ulike typer, mens en bedrift hadde to. En MLVA type ble funnet i to bedrifter, ellers var det ikke noe overlapp mellom bedriftene.  Ni av de 15 MLVA typene fra sjømat er også funnet blant L. monocytogenes isolert fra pasienter med listeriose. På bakgrunn av informasjonen som er kommet fram i dette prosjektet kan det ikke konkluderes med at sjømat har vært årsak til listeriose.  Noen av MLVA typene som er funnet hos pasienter med listeriose ser ut til å ha vid utbredelse og er tidligere også funnet i kjøttvarer og meieriprodukter.  Videre er prøveantallet er for lite til å vise en slik sammenheng. Det er heller ikke tidligere vist noen direkte epidemiologisk kopling mellom L. monocytogenes isolert fra sjømat og fra pasienter med listeriose i Norge. 
Samarbeidet med de involverte bedriftene har vært meget konstruktivt og gjennom prosjektaktiviteten er det blitt skaffet til veie viktig ny kunnskap L. monocytogenes i sjømat. 
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