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Sammendrag

| denne masteroppgaven er forekomsten av bakterien Listeria monocytogenes undersgkt i et
oppdrettsanlegg for atlantisk laks (Salmo salar). Endringer i forekomsten ble observert for &
undersgke tilstedevaerelse og mulige sesongvariasjoner. Samspillseffekten mellom mengden L.
monocytogenes og klima ble ogsa undersgkt.

L. monocytogenes finnes overalt i naturen og er bakterien som forarsaker den livstruende,
matbarne sykdommen listeriose. Eldre, gravide, immunkompromitterte og spedbarn er i
risikogruppen for & fa sykdommen, etter inntak av mat kontaminert med
L. monocytogenes. Matprodusentene har derfor systemer for sporbarhet og tilbakekalling av
produkter fra markedet hvis L. monocytogenes blir detektert. | oppdrettsnaringen er det mye
fokus pa kartlegging og overvakning av forekomsten av L. monocytogenes i matprodukter og
produksjonslokaler, men det er gjort lite studier pa forekomsten av L. monocytogenes i

oppdrettsanleggene, selv om dette er en potensiell kontamineringskilde.

| denne studien ble det tatt vannpraver fra ett oppdrettsanlegg i Hardangerfjorden fra oktober
2019 til mai 2020. Det ble tatt tre vannprgver ved hver prgvetakning og disse ble analysert
kvantitativt med real-time PCR og kvalitativt ved dyrkning (NMKL 136 Listeria
monocytogenes). Av vannprgvene analysert med real-time PCR var 33 av 39 av prgvene
positive for L. monocytogenes. Det var en Kkontinuerlig tilstedeveerelse av
L. monocytogenes i vannet i oppdrettsanlegget, hvor minst 1 av 3 prgver var positive ved hver
prevetakning. Prgveresultatene viste at det var en sesongvariasjon, med en gkning av
forekomsten av L. monocytogenes mellom slutten av januar til slutten av mars. Det ble ikke
pavist noen sammenheng mellom mengden L. monocytogenes i vannet og nedbgr eller
lufttemperatur. Det ble pavist en moderat korrelasjon (R=-0,42) mellom mengden
L. monocytogenes i vannet og sjgtemperatur. Denne korrelasjonen var statistisk signifikant
(p=0,0081), og viser en gkning i forekomst av L. monocytogenes i vannet ved lavere
sjgtemperatur. Prgvene analysert med NMKL 136 var alle negative. Deteksjonsgrensen er
hgyere for NMKL 136 enn for real-time PCR, og NMKL 136 paviser kun levende bakterier i
motsetning til real-time  PCR. Prgveresultatene  viser at  nivaet av
L. monocytogenes i vannet er lavt, men at det er en kontinuerlig tilstedeverelse av L.

monocytogenes som kan pavises ved hjelp av real-time PCR.
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1. Introduksjon

1.1 Bakgrunn

Sjemat er et av de mest eksporterte rastoffene i Norge. Den starste arten som eksporteres malt
i volum og verdi er atlantisk laks (Salmo salar) (Larsen, Pettersen, Aandahl & Bessesen, 2019).
Norge er den starste produsenten av laks i verden og norsk laks har blitt et viktig varemerke for
Norge (Larsen etal., 2019; Solheim & Roang, 2015). |1 2019 eksporterte Norge 1,1 million tonn
laks til en verdi av 72,5 milliarder kroner. Dette er en volumgkning pa 6 % og en verdigkning
pa 7 %, eller 4,8 milliarder kroner sammenlignet med i 2018 (Sgrli, Aandahl & Pettersen, 2020).
Laksen som blir eksportert er hovedsakelig ubearbeidet; 84 % blir eksportert som hel fisk, mens
16 % av rastoffet bearbeides for det blir eksportert (Larsen et al., 2019).

| dagens samfunn er det fokus pa helse, lettvinthet og miljg nar det kommer til valg av mat.
Laks blir betegnet som en fet fisk som er kjent for & ha et hgyt innhold av fler- og enumettede
fettsyrer, omega-3 og omega-6. Laks har ogsa et rikt innhold av proteiner, vitaminer og
mineraler (Mattilsynet, Helsedirektoratet & UiO, 2017). @kt helsefokus har gjort laks til en mer
attraktiv ravare pa grunn av naringsinnholdet. Det har ogsa vaert mer fokus pa at matvarer ikke
skal varmebehandles eller prosesseres for a beholde mest mulig av neeringsstoffene. Det
forventes en fremtidig vekst i oppdrettsnaringen pa grunn av et gkende globalt behov for &
sikre proteinrik mat for antatt befolkningsvekst fram mot ar 2030 (Bank, 2013; FAO, 2016).
Lakseindustrien star ovenfor kritiske utfordringer som kan begrense framtidig vekst. En av
disse er utfordringer knyttet til kontaminasjon med den humanpatogene bakterien Listeria
monocytogenes (L. monocytogenes), siden denne bakterien forelapig ikke er helt under kontroll
i naringsmiddelproduksjonen (Buchanan, Gorris, Hayman, Jackson & Whiting, 2017).
Virksomheter som produserer, importerer, omsetter eller serverer matvarene er pliktige til &

sikre mattryggheten til produktene (Mattilsynet, 2012).

Det har tidligere blitt gjort undersgkelser av smitteveier og smittekilder for L. monocytogenes i
produksjonskjeden for rgkt og sleyd laks (Heir & Langsrud, 2013). Opprinnelsen til bakteriell
kontaminering, vektorene og miljgfaktorene som kontrollerer spredning og etablering av
L. monocytogenes i matfiskanlegg og lakseslakterier er det ikke gjort tilstrekkelige

undersgkelser av.



1.2 Teknologiutvikling i Norge
Norge er et hgykostland og har dermed store Ignnskostnader. 1 2013 var timelgnnskostnadene
i industrien i Norge 55 % hgyere enn gjennomsnittet av handelspartnerne i EU (Digre et al.,
2014). Pa grunn av de gkende lgnnskostnader ma det stilles strengere krav til
markedsorientering, teknologiutvikling og utnyttelse av naturgitte fortrinn dersom
sjgmatindustrien skal vere lgnnsom, og den norske industriens konkurranseevne skal
opprettholdes. Norge har fortrinn som naerhet til rastoffet, store naturressurser som rent vann
og fornybar energi, sterk gkonomi, narhet til markeder som Europa og Russland, og hgyt
utdannet arbeidskraft. Dette ma utnyttes. For & fortsette a veere konkurransedyktig i industrien
ma kostnadene reduseres (Digre et al., 2014). Teknologiutvikling og effektivisering av norsk
produksjon er ngdvendig for & kunne mgte internasjonal konkurranse. For at sjgmatindustrien
skal veere lgnnsom i fremtiden med den forventede utviklingen, er det viktig a sette sgkelys pa
gkt automatisering, samt behov for mer innovasjon innenfor produkt, marked og strategi. Dette
vil kreve gkt etter- og videreutdanning av dagens arbeidskraft samt gkt og oppdatert

kompetanse blant nyansatte (Digre et al., 2014).
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Figur 1.2.1. En estimert tidslinje for oppdrettslaks, fra merdkant til EU-markedet. Den
konvensjonelle metoden er sammenlignet med Hav Line-metoden i et scenario med 1.000

tonn slgyd fisk. Figuren er rekonstruert fra Hav Line (Arnesen, 2018)

Carl-Erik Arnesen, CEO i Hav Line Gruppen AS, har brukt et scenario med 1.000 tonn fisk i et
eksempel for & sammenligne tidssparelsen ved bruk av Hav Line-metoden sammenlignet med
den konvensjonelle metoden (Figur 1.2.1). | den konvensjonelle metoden er estimert tid fra

fisken er pa merdkanten til den nar EU-markedet 83 timer, og ved bruk av Hav Line-metoden



er estimert tidsbruk 45 timer (Arnesen, 2018). Flere av stegene i den konvensjonelle metoden
er satt sammen ved bruk av Hav Lines slaktebat «Norwegian Gannet» (Figur 1.2.2).
Tidsbesparelsen gker ved & redusere ventetiden og antall steg, samt gjennom fearre operasjoner
og redusert transport. Dette vil i tillegg til tidsbesparelse gi biologiske-, miljg- og

kostnadsgevinster (Arnesen, 2018).

Figur 1.2.2. «Norwegian Gannet»: Flytende slakteri for oppdrettslaks.
Foto: Hav Line

Transporten av fisk pad veien reduseres pa grunn av den hgye kapasiteten til slaktebaten
(Arnesen, 2018). Ketil Solvik-Olsen, tidligere samferdselsminister i Norge, uttrykte i en
pressemelding i 2017 at regjeringen fokuserer pa a flytte transport av gods fra vei til sjg og bane
for & gke transportsikkerheten og redusere bade slitasje pa veinettet og miljgpavirkningen fra
transportsektoren (Stephansen & Midtbg, 2017). Carl-Erik Arnesen mener at «Norwegian
Gannet» tilfredsstiller de nasjonale politiske malene for a flytte transport av gods fra vei til sjg.
«Norwegian Gannet» har en teoretisk slaktekapasitet pa 160.000 tonn laks pr. ar og en slakte-
og transportkapasitet pa 100.000 fisk (Arnesen, 2018; Berge, 2018). En last kan erstatte opptil

50 trailere pa veien (Arnesen, 2018).

1.3 Listeria monocytogenes og listeriose
Listeria-arter er korte (0,5 — 2 um), smale, Gram-positive stavformede bakterier. Noen celler
kan vere kurvet. De forekommer alene eller i korte kjeder. Slekten er fakultative anaerobe
bakterier og er ikke spore-dannede. L. monocytogenes er katalase positiv, oksidase negativ og

fermenterer karbohydrater. Bakterien beveger seg ved hjelp av flageller over hele overflaten



(peritrich) under vekst pa 20 — 25 °C, og har en karakteristisk «tumlende» bevegelighet. Den
danner flageller og er bevegelig nar den dyrkes ved temperaturer under 30 °C, men danner ikke
flageller nar den dyrkes ved 37 °C. Den optimale veksttemperaturen er 30 — 37 °C (SMls, PHE
& NHS, 2016).

L. ivanovii

L. seeligeri

. L. rocourtiae
p—

—-—
—

—
—

L. welshimeri - - .
~ L. grayi
L. marthii
L. innocua
I Il
1]
1% L. monocytogenes

Figur 1.3.1. Fylogeni for de étte Listeria-
artene beskrevet far 2009. Etter dette har det
blitt beskrevet ni nye arter. Fylogenitreet viser
kun forholdet mellom artene, og er dermed
rotlgst. Tre av serogruppene av

L. monocytogenes er vist (Cossart, 2011).

| Listeria-slekten finnes det 17 arter, inkludert de 9 siste Listeria-artene som har blitt beskrevet
etter 2009 (Figur 1.3.1). Disse artene er Listeria monocytogenes, Listeria seeligeri, Listeria
ivanovii, Listeria welshimeri, Listeria marthii, Listeria innocua, Listeria grayi, Listeria
fleischmannii, Listeria  floridensis, Listeria  aquatica, Listeria  newyorkensis, Listeria
cornellensis, Listeria rocourtiae, Listeria weihenstephanensis, Listeria grandensis, Listeria
riparia, og Listeria booriae (Orsi & Wiedmann, 2016). Bade L. monocytogenes og L. ivanovii,
blir ansett som patogene, men kun L. monocytogenes skal vere patogen hos mennesker (Orsi
& Wiedmann, 2016).

I mikroskop kan L. monocytogenes se ut som streptokokker, siden de kan ha en rund form nar
de blir smurt utover. Bakterien hydrolyserer eskulin og er hemolytisk pa blodagar med en smal
sone av hemolyse rundt koloniene, som varierer med blod fra forskjellige arter. Bakterien

produserer syre fra rhamnose, men ikke fra xylose (NMKL, 2010). For a skille

L. monocytogenes fra andre Listeria-arter har hemolytisk aktivitet pa blodagar blitt brukt som
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en markar, men ytterlig biokjemisk karakterisering er ngdvendig for & skille de forskjellige
artene (SMis et al., 2016).

L. monocytogenes er bakterien som forarsaker den livstruende, matbarne sykdommen listeriose
(Gray & Killinger, 1966; Jorgensen et al., 2017). | USA er L. monocytogenes den tredje starste
arsaken til matbaren ded pa grunn av mikrober (Orsi & Wiedmann, 2016; Scallan et al.,
2011). Bakterien finnes nesten overalt i naturen; i jord, slam, vegetasjon, elver, tjern og i tarmen
hos mange dyrearter. Den kan derfor ogsa bli funnet i ferske matprodukter av dyr eller planter
(Jay, Loessner & Golden, 2005). Spiseklare matvarer som rakfisk, gravet fisk og rekt fisk uten
varmebehandling kan inneholde den patogene bakterien (Mattilsynet, 2012; Schlech, 2000).
Hovedruten til infeksjon er kontaminert mat eller vann (Jgrgensen et al., 2017). For friske
personer er ikke bakterien farlig, siden det ma svart mange bakterier til for & gjare friske
personer syke. Personer i risikogrupper kan derimot bli alvorlig syke (Buchanan et al., 2017;
Jay et al., 2005). Personer i risikogruppene er for eksempel gravide, spedbarn, eldre og personer
med nedsatt immunforsvar (Jay et al., 2005; Mattilsynet, 2012). L. monocytogenes forekommer
jevnlig, og de fleste mennesker vil vaere smittet en eller annen gang i lgpet av livet. Det er
estimert at cirka 1-5 % av befolkningen er berere av L. monocytogenes til enhver tid (VKM et
al., 2018). Listeriose er en alvorlig invasiv infeksjon med hgy dgdelighet (25-30 %) og
sykehusinnleggelse (>92 %) (Buchanan et al., 2017). Nyfadte kan ogsa bli fadt med listeriose.
Symptomer pa listeriose hos mennesker kan veere feber, spontanabort, hjernehinnebetennelse
eller blodforgiftning (Jay et al., 2005). Hos dyr kan symptomene vere nervesykdom eller

spontanabort (Jgrgensen et al., 2017).

Det er derfor viktig at matprodusenter, spesielt de som produserer spiseklare matprodukter, har
ordentlige rutiner for & forebygge forekomsten av L. monocytogenes i sine produkter.
Forekomsten av L. monocytogenes i matprodukter og produksjonslokalene ma ngye overvakes,
og matprodusentene ma ha systemer for sporbarhet og tilbakekalling av produkter fra markedet
hvis L. monocytogenes blir detektert (Faucher & Charette, 2015; Jargensen et al., 2017). Sveits
introduserte i 1999 en kvantitativ grense pa 100 L. monocytogenes cfu/g (Jemmi, Pak & Salman,
2002), og etter det har ogsa EU, Norge, Canada, Australia og New Zealand satt en gvre grense
pa 100 cfu/g innenfor holdbarhetstiden for en rekke naringsmidler, inkludert spiseklare
produkter der L. monocytogenes kan vokse, som f. eks rgkt laks (Levdal, 2015). USA har
derimot nulltoleranse for L. monocytogenes, noe som farer til mange tilbakekallinger av

spiseklare produkter fra markedet pa grunn av potensiell listeriose-fare (Goetz, 2013).



Kontaminering av L. monocytogenes i kommersielle matvarer kan fere til forbrukerklager,

tilbakekallinger og generelt darlig PR, og bidrar i stor grad til skonomiske tap for matindustrien.

1.4 Listeria monocytogenes i oppdrettsnaringen
L. monocytogenes isoleres ofte fra slakterier som foredler oppdrettslaks i Norge (Lunestad,
Truong & Lindstedt, 2013; Levdal, Giske, Bjgrlykhaug, Eri & Mork, 2017) og i utlandet
(Dordevic et al., 2016; Rotariu, Thomas, Goodburn, Hutchison & Strachan, 2014). Kontroll av
L. monocytogenes er en stor utfordring for produsenter av laks, og enkelte produkter av laks og
grret utgjer en potensiell helserisiko. Dette har fart til gkt fokus pa dokumentasjon og kontroll

av L. monocytogenes i egen produksjon (Heir & Langsrud, 2013).

1.4.1 Listeria monocytogenes i sjgvann og slakteri

Det har tidligere blitt gjort studier pa smitteveier og smittekilder for L. monocytogenes i
produksjonskjeden for laks. Heir & Langsrud (2013) utfgrte typing av L. monocytogenes
isolater. Resultatene viser at hvert anlegg har persistente stammer, sakalte «husstammer».
Prgvene hvor L. monocytogenes hadde hgyest forekomst i studien var i miljepraver (sluk og
gulv) etterfulgt av utstyrsprgver (transportband og vakuumutstyr) (Heir & Langsrud, 2013).
Hverken i studien av Heir og Langsrud, eller i studien utfgrt av Miettienen & Wirtanen (2006)
ble det pavist L. monocytogenes fra rund laks/grret, noe som indikerer at fisken blir smittet
under prosesseringen i disse slakteriene.

Hansen, Vogel & Gram (2006) undersgkte prevalensen og overlevelsesevnen til
L. monocytogenes i miljger utenfor slakteri og foredlingsanlegg, altsa i sitt naturlige miljg, ved
hjelp av Random Amplification of Polymorphic DNA (RAPD). Denne studien viste at
L. monocytogenes hadde en darlig overlevelsesevne i sjgvann. I tillegg viste undersgkelsen at
L. monocytogenes overlevde lengre ved 5 °C enn ved 20 °C i sitt naturlige miljg. Typingen av
L. monocytogenes fra prosessanleggene var homogene, men de dominerende subtypene av
L. monocytogenes ble kun funnet sporadisk i miljget utenfor prosessanlegget. Isolatene fra
prgvene tatt utenfor prosessanleggene hadde ogsa et starre mangfold av subtyper av
L. monocytogenes. Det er derfor usikkert om L. monocytogenes fra oppdrettsanleggene har noen

sammenheng med L. monocytogenes i produkt (Hansen et al., 2006).

En studie utfert av Miettinen & Wirtanen (2006) kan derimot indikere at det er en sammenheng
mellom L. monocytogenes i oppdrettsanleggene og i produkt, fordi de samme pulsotypene ble
funnet i isolater fra produktet, prosesseringslokalene og rafisk. | denne studien var

avrenningsvann fra bekker og elver hovedkontaminasjonkilden for L. monocytogenes i vannet
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i oppdrettsanlegget. Etter at vannet var fritt for L. monocytogenes, tok det flere maneder for
fisken var Listeria-fri. Slamprgver fra havbunnen under oppdrettsanleggene var de prevene som

lengst opprettholdte L. monocytogenes kontaminasjonen.

Mellom oktober 2015 og mai 2018 var det et multinasjonalt utbrudd av listeriose. Isolater fra
12 listeriosetilfeller ble identifisert ved hjelp av hel-genom sekvensering (whole genome
sequencing; WGS). Det er kun en liten del av EU/EEA landene som rutinemessig bruker denne
avanserte metoden for a karakterisere L. monocytogenes isolater. Dette gjer det vanskelig a
bestemme omfanget av utbruddet. Listerioseutbruddet ble knyttet til konsum av laks eksportert
fra Norge som ble kald-rgkt i Polen. P& grunn av manglende WGS data fra oppdrettsanlegg,
prosesseringsanlegg og produkt var det ikke mulig & avdekke hvor kontaminasjonen av
L. monocytogenes kom fra (EFSA & ECDC, 2018b). Ved hjelp av WGS bestemmes
organismenes totale arvemateriale (DNA). Sammenlignet med andre tradisjonelle metoder som
PFGE og MLVA, gir WGS-analyser mer sensitive, spesifikke og presise resultater, som viser
slektskapet mellom to isolater (Jackson et al., 2016). WGS har revolusjonert hvordan
folkehelse- og forvaltnings-sektoren — bade nasjonalt og internasjonalt — gjennomfarer sporing,
sykdomsoppklaring og rutinemessig overvakning av patogene bakterier i matkjeden (Allard et
al., 2019; EFSA, 2018). I tillegg til a koble bakterieisolater fra pasienter til smittekilden, kan
teknologien brukes til en effektiv kartlegging av smittekilder og -veier i matkjeder og for
bedrifter innen matforedling (Balamurugan, Leen, Wiedmann & Orsi, 2019; Fagerlund et al.,
2016).

| en rekke Listeria-utbrudd har persistens av L. monocytogenes i prosesseringsanlegg blitt antatt
a vare hovedarsaken (Ferreira, Wiedmann, Teixeira & Stasiewicz, 2014). Dette er ikke godt
dokumentert i forskningslitteraturen og kan veere utdatert. En alternativ hypotese er at
etablering av persistente L. monocytogenes-stammer ikke lenger er hovedproblemet, men at
L. monocytogenes kontinuerlig blir introdusert inn i slakteriene i varierende grad gjennom daret,
avhengig av veer og forskjellige miljgfaktorer. Denne hypotesen er begrunnet av data samlet av
industrien selv igjennom interne rutinekontroller, som viser at L. monocytogenes jevnlig er
tilstede i miljget utenfor slakteriene (Haldorsen, 2019; Seroylas, 2019). Grunnen til dette kan
veere at produksjon av laks i seg selv bidrar til kontaminering av naerliggende miljg, eller at
matfiskanleggene i seg selv ikke bidrar til spredning, men lider av kontaminering utenfra, fra
for eksempel avrenning fra land. Begge hypotesene understreker viktigheten av rastoffet som
en kilde til L. monocytogenes spredning inn i produksjon og prosessering (Eklund et al., 1995;
Hansen et al., 2006; Miettinen & Wirtanen, 2006).



| tillegg til kontaminering fra naerliggende miljg, kan for veere en mulig kilde til Listeria-
kontaminering. Dette skjer imidlertid veldig sjeldent. Under produksjon av for behandles foret
med hgy temperatur. Selv om L. monocytogenes taler noe mer varme enn de fleste andre ikke-
sporedannede matbarne bakterier, kan man forutsette at varmebehandlingen i fiskeférprosessen
vil drepe L. monocytogenes (Doyle, Mazzotta, Wang, Wiseman & Scott, 2001). Man kan
imidlertid ikke utelukke rekontaminering av foret ved et senere trinn i prosessen. Dette kan
blant annet forekomme mens foret er i siloene, eller for eksempel kommer i kontakt med
sjesprayt eller fugler; men for at dette skal skje ma det veere brudd pa rutiner og regler. EUs
Zoonose-rapporter for 2014-2017 viser at det ble gjennomfart sveert fa kartlegginger av L.
monocytogenes-forekomst i for. Av 28 forprever som ble undersgkt i et av medlemslandene i
2017, var kun 1 prgve positiv (EFSA & ECDC, 2018a).

Haldorsen (2019) undersgkte forekomsten av L. monocytogenes pa ulike prgvepunkter i fire
sjganlegg. Forekomsten var prosentvis stgrst pa dgdfisk og dedfisk-utstyr i merd (45 %),
etterfulgt av prgver fra brgnnbat (18 %), foringsanlegg (18 %), for i forsilo (15 %) og
overflatepraver av laks i sjg (5 %). Resultatene i denne studien kan tyde pa at fisk kan bli smittet
med L. monocytogenes i sjg, og at dadfisk i merd er en smitterisiko, muligens pa grunn av
forrester, samt at bregnnbater kan fungere som vektorer for L. monocytogenes. | en studie
gjennomfart av Seroylas, ble det anslatt at 20 % av brgnnbatene som leverte laks til ett spesifikt
slakteri stod for 80 % av smitten inn i dette slakteriet, og at det samme gjaldt for lokalitetene
som leverte laks til slakteriet. Zaremba (2018) undersgkte tilstedeveerelsen av L. monocytogenes
fra vann og overflaten av fisk fra fem oppdrettsanlegg og tilhgrende bregnnbater i tidsrommet
september 2017 til januar 2018. Det ble ikke pavist L. monocytogenes i noen av de 126 prgvene
som ble tatt (Zaremba, 2018). Data fra et slakteri har imidlertid vist at pavisning av
L. monocytogenes i en utblgdningstank er starst om hgsten (40,6 %) og varen (37,5 %)
(Seroylas, 2019). Vearet ser ut til & spille en stor rolle nar det gjelder forekomsten av
L. monocytogenes i matfiskanlegg (Miettinen & Wirtanen, 2006; Seroylas, 2019).

Rervik (1995) undersgkte tilstedeveerelsen av L. monocytogenes og Listeria-arter i et
prosesseringsanlegg for laks som bestod av et raykeri og et slakteri. Av totalt 475 prgver var
16 % av pragvene positive for L. monocytogenes, mens andre Listeria-arter ble funnet i 22 % av
prevene. Slakteriet var sporadisk kontaminert, men L. monocytogenes ble ikke funnet i noen av
de 50 pragvene av slaktet fisk. Undersgkelsen viste, ved hjelp av elektroforetisk typing (ET), at
isolatene av L. monocytogenes i raykeriet skilte seg ut fra isolatene fra sjgvann, slakteri, og fisk

(for slakting). Dette tyder pa at det er «husstammer» av L. monocytogenes som har etablert seg
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i raykeriet. Kilden til Listeria-kontaminasjonen ble ikke funnet, men siden det ble pavist andre
stammer i isolatene fra rafisk enn i lokalene og sluttprodukt, og at frekvensen av pavisning var
lavere, antas det at rafisk ikke var kilden til Listeria-kontaminasjonen. Rervik (1997) tok ogsa
praver av rgkt laks og avlgp. | denne undersgkelsen ble det pavist L. monocytogenes i 33 % av
prevene av rgkt laks, og i 63 % av avlgpsprevene fra rgykeriet. Det ble utfgrt multivariable
analyser av data av hygiene, personell, produksjonslokaler og bakteriologi. Resultatene viste at
jobbrotasjonen var den starste risikofaktoren for & pavise L. monocytogenes i rakt laks.

Flere studier viser at det er en kontinuerlig tilstedeveerelse av L. monocytogenes i sjgvannet i
oppdrettsanlegg. Nar et oppdrettsanlegg er kontaminert med L. monocytogenes, vil bakterien
gradvis forsvinne dersom tilfgrselen av ny kontaminering stoppes (Miettinen & Wirtanen,
2006). Det er flere mulige kilder til kontamineringen; avrenningsvann fra bekker og elver, for,
dadfisk, dadfisk-utstyr og sedimenter pa havbunnen. Noen studier viser at det er en gkning av
L. monocytogenes i vannet etter en periode med kraftig nedbgr (Miettinen & Wirtanen, 2006)
og at det kan vere en sesongvariasjon (Seroylas, 2019). Prevalensen av L. monocytogenes i
fersk fisk er rapportert & variere betydelig; fra 0 til 50 % (Ben Embarek, 1994). Andre studier
har funnet at prevalensen i ra fisk er lav; fra 0-1 % til 10 % (Gram, 2001). Prgver fra rund
laks/arret viser at fisken generelt sett har lav forekomst av L. monocytogenes (Heir & Langsrud,
2013; Miettinen & Wirtanen, 2006).



1.4.2 Bearbeidede produkter
Varmebehandling er en av de mest vanlige metodene brukt for & oppna sikre fiskeprodukter
med en forlenget holdbarhet. I tillegg til varmebehandling er mer moderne og ukjente metoder
opplistet i Tabell 1.4.2.1.

Tabell 1.4.2.1. Oversikt over metoder brukt for & hemme mikrobiologiskvekst pa

lakseprodukter, og dermed forlenge holdbarheten.

Metode

Beskrivelse

Referanse(r)

Modifisert atmosfaerepakking
(MAP)

I MAP blir luften i pakken
erstattet av en gassblanding
med gunstigere
gasskomposisjon. |
fiskeprodukter er CO2 den
viktigste gassen, pa grunn av
de bakteriostatiske og
fungistatiske egenskapene.
Gassen hemmer vekst av
mange bakterier inkludert L.
monocytogenes. Dermed
hemmes flere bakterier nar

CO»-konsentrasjonen gker.

A review of modified
atmosphere packaging of
fish and fishery products —
significance of microbial
growth, activities and
safety (Sivertsvik, Jeksrud
& Rosnes, 2002)

Effect of modified
atmosphere packaging on
the growth of spoilage
microorganisms and
Listeria monocytogenes on
fresh cheese (Brown,
Forauer & D'Amico,
2018).

Rayking

Rayking av laks er en
konserveringsmetode som
samtidig setter en rgkt smak
pa fisken. Man skiller
mellom kaldrgkt og varmrakt
laks. Kaldrgyking skjer
vanligvis pa 19-22 °C og
varmrgyking ved rundt 70-80
°C. Kaldrgyking kan hemme

veksten av L. monocytogenes

Listeria monocytogenes in
the smoked salmon
industry (Rarvik, 2000)

10




I produktet. Varmrgyking
kan eliminere L.
monocytogenes fra
produktet. L. monocytogenes
vokser raskt i rekt laks ved
oppbevaring. Derfor er det
viktig & unnga
rekontaminering etter

rayking.

Lett varmebehandling

Tradisjonell
varmebehandling av laks kan
forarsake en kvalitetsendring
I lipid- og proteinfraksjonene
I produktet. Derfor utvikles
det metoder for en raskere
varmebehandling, hvor
varmemengden begrenses
ved a redusere temperaturen
eller fokusere pa
varmebehandling av
potensielle infiserte omradet.
Dielektrisk oppvarming,
Shaka-teknologi og
overflatepasteurisering er
eksempler pa teknologier
som mgter denne

tilnsermingen.

Recent Advances in
Minimal Heat Processing
of Fish: Effects on
Microbiological Activity
and Safety (Rosnes, Skara
& Skipnes, 2011)

Haytrykksprosessering (HP)

HP gar ut pa a utsette
produkter for hayt trykk for &
gke holdbarheten. HP er
vanligere for
landbruksprodukter enn for

sjgmat. Brukes ofte sammen

Haytrykksprosessering av
sjgmat (Rode & Hovda,
2012)
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med MAP eller
vakuumpakning av
produkter, men kan ogsa gke
holdbarheten alene. Studier
indikerer at trykk < 450 MPa
har liten inaktiveringseffekt
pa L. monocytogenes.

Bakteriosiner

Bakteriosiner er
antibakterielle proteiner
produsert av bakterier som
dreper eller hemmer vekst av
andre bakterier. Flere
melkesyrebakterier
produserer forskjellige typer
bakteriosiner. Nisin er det
mest brukte bakteriosinet
brukt som

konserveringsmiddel i mat.

I tillegg undersgkes det
hvilke muligheter det er for &
bruke beskyttende kulturer
som for eksempel
melkesyrebakterier pa
neeringsmiddelet eller i
produktpakningen for &
hemme vekst av bakterier

som L. monocytogenes.

Bacteriocins: safe, natural
antimicrobials for food
preservation (Cleveland,
Montville, Nes &
Chikindas, 2001)

Listeria i sjgmat
(Bredholdt & Eie, 2002).

Eteriske oljer (planteoljer)

Behandling med eteriske
oljer er ikke noe som blir
brukt pr. dags dato, men

studier viser at noen oljer

kan ha en

Antimicrobial resistance
of essential oils against
Staphylococcus aureus, E.

coli and Listeria
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antibakterielleffekt. | forsgk | monocytogenes (Kleiberg
utfart av Kleiberg et al. etal., 2016).

(2016) viste det seg at
spesielt timian-, klgver- og
tetreolje hemmer vekst av L.
monocytogenes, Escherichia
coli og Staphylococcus
aureus. Det negative med
denne behandlingen er at det
setter en bismak pa
produktet.

1.5 Mal med oppgaven
Malet med oppgaven var a observere mengden L. monocytogenes i et oppdrettsanlegg med laks
over tid. Det ble tatt vannprgver av sjgvannet i merden fra oktober 2019 til mai 2020.
Oppdrettsanlegget er lokalisert i et fjordmiljg. Vannprgvene ble analysert kvantitativt med
gPCR og kvalitativt med Fraser-metoden (NMKL, 2010). Korrelasjonen mellom mengden
L. monocytogenes i vannet og gjennomsnittstemperatur de siste 7 dagnene far prevetakning ble
beregnet. | tillegg ble korrelasjonen mellom mengden L. monocytogenes i vannet og total
nedbgr de siste 7 dggnene for provetakning beregnet, samt Kkorrelasjon med
sjsvannstemperaturen. Hvorvidt mengden L. monocytogenes varierte med sesong ble ogsa

observert.

e Hvor mye L. monocytogenes er det i oppdrettsanlegget?
e Er det sesongvariasjon?
e Er det sammenheng med var?

- Lufttemperatur

- Nedbgar

- Sjetemperatur

Som et sammenligningsgrunnlag var planen a ta praver fra lokalitet 2 parallelt med lokalitet 1,
for & se om det var store forskjeller mellom oppdrettsanleggene, men her ble fisken slaktet tidlig
I prgvetakningen og den ble dermed avsluttet. Det ble tatt praver av fisken fra denne lokaliteten
som ble slaktet dag 4, 10, 14, 18, 21 etter slakt og i tillegg til kaldrgkt laks.
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1.6 Prinsipp for metoder

1.6.1 Kultivering ved bruk av Fraser-metoden
NMKL 136 L. monocytogenes (Fraser-metoden) ble brukt for pavisning og kvantifisering av
L. monocytogenes (NMKL, 2010). Fraser-metoden brukes til a detektere L. monocytogenes i
naeringsmidler og for og for kvantifisering i neringsmidler. I pavisningsdelen blir det brukt to-
trinns oppformering. | primeeroppformeringen brukes en oppformeringsbuljong med redusert
selektivitet (Half-Fraser buljong). Om primaroppformeringen skifter farge fra gul til svart er
testen prelimingert positiv. Den primare oppformeringskulturen blir deretter oppformert videre
i den sekundaere oppformeringsbuljongen (Fraser buljong). Skifter sekundaroppformeringen
farge fra gul til svart er testen prelimingert positiv. Den sekundsere oppformeringskulturen
strykes ut pa Brilliance Listeria agar, som er en selektiv, kromatisk agar. Turkise kolonier
indikerer tilstedeveerelse av Listeria-arter, og hemolyse rundt de turkise koloniene indikerer
tilstedeveerelse av L. monocytogenes. Ved turkise kolonier med hemolyse benyttes biokjemisk

karakterisering.

Ved bruk av Fraser-metoden pavises kun levende bakterier. | tillegg kan L. monocytogenes bli
utkonkurrert av andre bakterier, noe som kan gi falske negative resultater. Fraser-metoden har
en hgyere deteksjonsgrense sammenlignet med real-time PCR. Fordelen med & bruke Fraser-

metoden er at det er mulig & dyrke opp bakterien til senere eksaminering.

1.6.2 Real-time PCR

| denne oppgaven ble real-time PCR brukt til pavisning og kvantifisering av L. monocytogenes

i sentrifugerte vannpraver.

Metoden har lavere deteksjonsgrense enn Fraser-metoden. | tillegg er bade dede og levende
bakterier med i beregningen. Hvis det er dgde bakterier til stede i praven er det ikke lenge siden
disse var levende. L. monocytogenes som lever fritt i sjgvann desimeres med 6 Log i lgpet av
ca. 3 uker (Hansen et al., 2006).

Polymerase-kjedereaksjon, PCR, er en metode for a amplifisere spesifikke sekvenser av et
DNA- eller cDNA-templat. Sekvensen blir amplifisert ved bruk av sekvensspesifikke
oligonukleotider, en varmestabil DNA-polymerase og varmesykluser (Invitrogen, 2008). Ved
bruk av PCR kan én kopi av et DNA-fragment amplifiseres til opptil flere millioner kopier, som
gjer det mulig & kvantifisere det aktuelle DNA-fragmentet (Arya et al., 2005; Kubista et al.,
2006). | tradisjonell PCR blir deteksjon og kvantifikasjon av amplifiserte sekvenser utfart etter

den siste PCR-syklusen er fullfgrt og involverer post-PCR analyser som gel-elektroforese og
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bildeanalyser (Invitrogen, 2008). I real-time PCR blir PCR-produktene kontinuerlig malt i hver
syklus. Ved & overvake reaksjonen under den eksponentielle amplifikasjonsfasen kan
startmengde av malorganismen beregnes med stor presisjon (Invitrogen, 2008).

| teorien skal PCR amplifisere DNA eksponentielt og doble antall DNA-molekyler til stede i
hver syklus. Teoretisk sett kan antall sykluser og mengden PCR sluttprodukt bli brukt til &
kalkulere startmengden av det genetiske materialet (sammenlignet med en kjent standard), men
flere faktorer kompliserer beregningen av konsentrasjonen. PCR er ikke ngdvendigvis
eksponentiell i begynnelsen av hver syklus, og etter hvert flater reaksjonen ut. Derfor bgr
mengden DNA bli malt nar reaksjonen fortsatt er i den eksponentielle amplifikasjonsfasen.
Real-time PCR ble utviklet for a unnga problemene i tradisjonell PCR. Mengden DNA blir malt
etter hver syklus via fluorescerende fargestoff som gker mengden fluorescenssignal
proporsjonalt til antall molekyler av PCR-produkt som blir generert i den eksponentielle fasen

i reaksjonen (Invitrogen, 2008).

Forandringen i fluorescensen under reaksjonen er malt av et instrument som kombinerer
varmesykluser og skanning. Ved a plotte fluorescens mot antall sykluser genererer real-time
PCR-instrumentet et amplifikasjonsplott som viser akkumulasjon av produkt over hele PCR

reaksjonen (Invitrogen, 2008).

PCR-amplifikasjonen bestar av fire faser (Figur 1.6.2.1). Den farste fasen er lagfasen. Her
foreligger en eksponentiell amplifikasjon, men det fluorescerende signalet har ikke krysset den
optiske deteksjonsgrensen til PCR-instrumentet (Arya et al.,, 2005; Schefe, Lehmann,
Buschmann, Unger & Funke-Kaiser, 2006). PCR-instrumentet klarer ikke fange opp
lysmengden fra nar fluorescenssignalet er lavt, men etter 15-20 sykluser blir signalet sterkt nok.
| den andre fasen, eksponentiell fase, er den eksponentielle amplifikasjonen av PCR-produkter
over den optiske deteksjonsgrensen. | den neste fasen, linezrfase, gir den eksponentielle
amplifikasjonen en dobling i PCR-produkter i hver syklus (Schefe et al., 2006). | denne fasen
er forholdet mellom de nydannede PCR-produktene og mengden utgangstemplat kvantitativt.
Etter en stund vil PCR-reaksjonen over tid avta eksponentielt og ga i en nedgangsfase, siden
primerne blir oppbrukt. Denne fasen vil resultere i platafasen, hvor ingen flere PCR-produkter
dannes (Arya et al., 2005; Schefe et al., 2006). Ved endepunktkvantifisering, hvor mengden
PCR-produkt males til slutt i amplifikasjonen, vil ikke resultatene veere helt presise. Ved real-
time PCR vil derimot mengden PCR-produkt som akkumuleres per syklus males kontinuerlig

(Arya et al., 2005; Schefe et al., 2006). Dette gjares ved at real-time PCR-instrumentet maler
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dannet fluorescerende signal kontinuerlig under PCR-prosedyren, som direkte er proporsjonal
med mengden PCR-produkt dannet (Invitrogen, 2008; Kubista et al., 2006).

Plateau Phase

10

Linear Phase

Normalized Fluorescence

Exponential Phase

Baseline

# Cycles
Figur 1.6.2.1. PCR amplifikasjonsstadier. | den eksponentielle fasen er den eksponentielle
amplifikasjonen over den optiske deteksjonsgrenen. | linegrfasen er det en fordobling av
mal-genet og denne fasen gir mest ngyaktig kvantifikasjon. Det er i denne fasen real-time
PCR malingene blir tatt. | platafasen minsker reaksjonskomponentene og gjar at
amplifikasjonen flater ut. PCR-produktene vil ikke lengre bli fordoblet. Det er i dette
stadiet PCR (endepunkt) malinger blir tatt (Biocompare, 2017).

Det finnes flere typer real-time fluorescens PCR kjemier, men de mest utbredte er 5’ nuklease
assayer som TagMan® assay og SYBR® Green fargebasert assay (Invitrogen, 2008). | denne
oppgaven er det brukt TagMan. Dette er et probebasert system bestaende av to primere og en
probe. | likhet med andre real-time PCR prinsipper brukes dobbeltradet DNA. | TagMan
kjemi er det to standard malspesifikke primere, i tillegg til én sekvensspesifikk oligo som
kalles probe. Proben er bundet til to molekyler. Pa 5’ enden av proben er det festet et
fluorescerende molekyl som kalles en reporter. Den kalles en reporter fordi den reporterer
fluorescenssignaler nar det dannes PCR-produkt. P& 3” enden er det bundet et molekyl som
kalles en quencher. Quencheren slukker fluorescenssignalet nar bade reporteren og

quencheren er festet til proben (Figur 1.6.2.2).
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PCR prosessen foregar i tre hovedtrinn:

1. Denaturering (~95 °C): Ved hgy temperatur denatureres DNA-et.
Hydrogenbindingene mellom nukleotidene i spiralen brytes, og danner singeltradet
DNA.

2. Primerbinding (~60 °C): Temperaturen senkes slik at den er lav nok til at primerne
0g DNA-proben binder seg. Dette er vist gverst i Figur 1.6.2.2.

3. Polymerisering: Temperaturen gkes igjen. Taq polymerase finner primerne og starter
ekstensjonsfasen ved a lage en ny, komplementar DNA-trad. Nar Tagq treffer proben,
blir reporteren revet lgs fra proben og quencheren, og reporteren sender ut et

permanent fluorescerende signal. Dette er vist nederst i Figur 1.6.2.2.

Trinnene gjentas 30-50 ganger

. Dobbel-metket probe
Forward primer /

5
5 3

—

Reverse primer

Figur 1.6.2.2. TagMan proben er avhengige av to primere i tillegg til en probe merket
med bade en reporter og en quencher. Figuren gverst viser en probe merket med bade en
reporter og en quencher. Quencheren hemmer fluorescenssignalet nar begge er festet il
proben. Nar forward primeren treffer 5’enden til proben, leses reporter molekylet fra
proben og fluorescenssignalet blir ikke lenger hemmet av quencheren, men sendes
permanent ut. Derfor vil fluorescenssignalet veere proporsjonalt med dannet PCR produkt.
Figuren er rekonstruert fra Invitrogen (2008).
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2. Material og metoder

2.1 Material
Det ble tatt prever fra to lokaliteter. Lokalitet 1 var lokalisert i et fiordomrade neer bebyggelse.
Lokalitet 2 var lokalisert ut i havet uten bebyggelse i umiddelbar nerhet. Ved de to lokalitetene

ble det tatt vannprgver av sjgvannet i oppdrettsanleggene.

Ved lokalitet 1 ble en autoklavert glassflaske festet pa en vannprgvetaker (Water sampling
probe sub 15, Labolytic AS). Glassflasken ble senket under vann med apen ventil (Figur 2.1.1)
og etter at flasken var fylt opp av vann ble ventilen lukket (Figur 2.1.2) og flasken heiset opp
(Figur 2.1.3). Vannet ble deretter overfart til en autoklavert polypropylenflaske (215-5684,
VWR). Oversikt over prevene tatt ved lokalitet 1 er oppsummert i Tabell 2.1.1.

S
E—,%

B 7

. PRI A
Figur 2.1.1. Figur 2.1.2 Vannhenter med Figur 2.1.3. Vannhenter heises opp
Vannhenter med lukket ventil. etter prevetakning.

apen ventil.

1 < NS L
T TN 1%

3\

Ved lokalitet 2 ble vannprgvene tatt ved at en autoklavert plastflaske ble senket under vann til
flasken ble fylt opp. Deretter ble korken pa flaska skrudd pa imens flasken var under vann. En
oversikt over vannprgvene ved lokalitet 2 er oppsummert i Tabell 2.1.2. 1 tillegg til vannpravene

ble det ogsa tatt praver av fisken etter slakt (Tabell 2.1.3).
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Tabell 2.1.1. Oversikt over prgver tatt ved lokalitet 1. Ved denne lokaliteten ble det tatt

vannprgver fra merdene med laks. oversikten viser hvilke metoder som er brukt til a analysere

pravene.
Dato Type prove Metode
17.10.2019 | 3 prover a 500 ml SVs | Real-time PCR
06.11.2019 | 3 prgver a 500 ml SVs | Real-time PCR
20.11.2019 | 3 prgver a500 ml SVs | Real-time PCR
20.11.2019 | 3 prgver a500 ml SVs | Fraser
12.12.2019 | 3 prgver a 500 ml SVs | Real-time PCR
12.12.2019 | 3 prover a 500 ml SVs | Fraser
07.01.2020 | 3 prever a500 ml SVs | Real-time PCR
07.01.2019 | 3 prgver a 500 ml SVs | Fraser
07.01.2020 | 3 pregver a 100 ml SVf | Fraser
22.01.2020 | 3 prgver a500 ml SVs | Real-time PCR
22.01.2020 | 3 prgver a 500 ml SVs | Fraser
22.01.2020 | 3 prover a 100 ml SVf | Fraser
10.02.2020 | 3 prever a 500 ml SVs | Real-time PCR
10.02.2020 | 3 prgver a 500 ml SVs | Fraser
10.02.2020 | 3 prgver a 100 ml SVf | Fraser
24.02.2020 | 3 prgver a 500 ml SVs | Real-time PCR
24.02.2020 | 3 prgver a 500 ml SVs | Fraser
24.02.2020 | 3 prgver a 100 ml SVf | Fraser
20.03.2020 | 3 prever a500 ml SVs | Real-time PCR
20.03.2020 | 3 prgver a 500 ml SVs | Fraser
20.03.2020 | 3 prgver a 100 ml SVf | Fraser
01.04.2020 | 3 prgver a 500 ml SVs | Real-time PCR
01.04.2020 | 3 prgver a 500 ml SVs | Fraser
01.04.2020 | 3 prgver a 100 ml SVf | Fraser
15.04.2020 | 3 prgver a 500 ml SVs | Real-time PCR
15.04.2020 | 3 prgver a 500 ml SVs | Fraser
27.04.2020 | 3 prgver a 500 ml SVs | Real-time PCR
27.04.2020 | 3 prgver a 500 ml SVs | Fraser
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11.05.2020 | 3 prgver a 500 ml SVs | Real-time PCR
11.05.2020 | 3 prover a 500 ml SVs | Fraser

SVs = Sentrifugert sjgvann fra merd (beskrevet i avsnitt 2.2), SVf = Filtrert sjgvann fra merd (beskrevet i avsnitt
2.2).

Tabell 2.1.2. Oversikt over vannprgver tatt ved lokalitet 2.

Dato Prove Metode Kommentar

29.07.2019 | 1 prgve a 500 ml SVs Real-time PCR | Tilsendt prove
17.10.2019 | 2 prgver a 500 ml SVs Real-time PCR | Merd med fisk
06.11.2019 | 3 prgver a 500 ml SVs Real-time PCR | Merd uten fisk

SVs = Sentrifugert sjgvann fra merd

Tabell 2.1.3. Oversikt over prgver som har tilknytning til lokalitet 2. Prgvene i tabellen er
bade slaktet fisk og rakt fisk fra lokalitet 2.

Dato Prove Metode | Kommentar
29.10.2019 | 2 prgveral0gFP x3 | Fraser | Dag 4 etter slakt
04.11.2019 | 2prgveral0gFP x3 | Fraser | Dag 10 etter slakt
08.11.2019 | 2 pregveral0gFP x3 | Fraser | Dag 14 etter slakt
12.11.2019 | 2 prgveral0gFP x3 | Fraser | Dag 18 etter slakt
15.11.2019 | 2prgveral0gFP x3 | Fraser | Dag 21 etter slakt
15.11.2019 | 7 prever a 10 g RFP Fraser | Nedkjelt pa is
15.11.2019 | 6 praver a 10 g RFP Fraser | Superkjglt

FP = Fiskeprgve med laks med skinn, RFP = Fiskeprgve av kaldrgkt laks uten skinn

2.2 Sentrifugering av vannprgver

Vannprgvene ble sentrifugert for & konsentrere prevene som illustrert i Figur 2.2.1.
Vannprgvene pa 500 ml ble fordelt pa to 250 ml sentrifugebgtter (Figur 2.2.2) (Nalgene,
Thermo Scientific). Sentrifugebgttene ble veid pa en analytisk vekt far sentrifugering for a
balansere sentrifugen. Sentrifugebgttene ble deretter sentrifugert ved 15.303 x g i 15 minutter.
Mesteparten av supernatanten ble fjernet og pelleten ble resuspendert i resterende vaske. Det
ble overfert 15 ml fra to av 250 ml sentrifugeflaskene til et 40 ml sentrifugergr (Nalgene,
Thermo Scientific). Sentrifugeraret ble sentrifugert pa 20.388 x g i 10 minutter. Supernatanten
ble fjernet og pelleten ble oppbevart i fryseren ved -80 °C.
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Vannpreve

25?/” “ 250 ml

Sentrifugeres:
o 15.303 x g i 15 min.
15ml /15 mi Supernatant fjernes
til det er 15 ml igjen i
hver flaske.
30 Sentrifugeres:
ml 20.388 x g i 10 min.
e
— Supernatant fjernes.
Pellet oppbevares i
fryseren ved -80 °C
—9

Figur 2.2.1. Oversikt over sentrifugeringen av vannprgvene. Vannprgver pa 500 ml ble
fordelt pa to sentrifugebgtter & 250 ml og ble sentrifugert pa 15.303 x g i 15 min.
Supernatanten ble fjernet til det var 15 ml veeske igjen i hver flaske. Pelleten ble

resuspendert og vaesken fra begge battene ble overfart til et 40 ml sentrifugerer. Raret ble
sentrifugert pa 20.388 x g i 10 minutter. Til slutt ble supernatanten fjernet og pelleten ble

oppbevart i fryseren ved -80 °C
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Figur 2.2.2. Sentrifugebatter,

malekolbe og 500 ml vannprgve.
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Et utvalg av vannprgvene (Tabell 2.1.1) ble filtrert for & konsentrere praven pa filteret, og for a
sammenligne resultatet med de sentrifugerte vannprgvene. Det ble filtrert 100 ml av
vannprgven med et 0,45 um filter (BM047045W, Membrane Solutions) og vakuumpumpe (VP

80, VP 133, VWR). Oppsettet er vist i Figur 2.2.3.

;

Figur 2.2.3. Filtrering av vannprave.
Oppsett for filtrering. Buichner flaske
med filter i korken. Koblet til en

vakuumpumpe med en silikonslange.
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2.3DNA-ekstraksjon i sjgvann

Det ble gjort DNA-ekstraksjon av vannprgvene far de ble analysert med real-time PCR. Dette

ble gjort for & isolere og rense DNA-et i prgvene, og fjerne kontaminasjon og enzym-hemmere.

Pelleten (Fra sentrifugert vannprgve fra avsnitt 2.2) ble tatt ut av fryser og tint ved
romtemperatur. Pelleten ble resuspendert i 180 ul lysis buffer (TE-buffer, 20 mg/ml lysozym
(L6876-1G, Sigma-Aldrich)). Prgven ble inkubert pa 37 °C i 30 minutter. 25 pl proteinase K
(Qiagen) og 200 ul Buffer AL (Qiagen) ble tilsatt og preven ble blandet godt med vortex-
blander. Praven ble inkubert pa 56 °C i 30 minutter. 200 pl 96-100 % etanol ble tilsatt og preven
ble blandet med vortex-blander. Prgven ble overfgrt til DNeasy mini spinn kolonne (Qiagen)
og plassert i et 2 ml oppsamlingsrar (Qiagen). Praven ble sentrifugert ved 6.000 x g i 1 minultt.
Gjennomlgpet og oppsamlingsraret (Qiagen) ble kastet. Mini spinn kolonnen ble plassert i et
nytt 2 ml oppsamlingsrer. 500 mL Buffer AW1 ble tilsatt og preven ble sentrifugert ved 17.000
X g i 4 minutter. Vaskebufferen og oppsamlingsraret (Qiagen) ble kastet. Mini spinn kolonnen
ble plassert i et 1,5 ml Eppendorfrgr og 100 pl Buffer AE ble tilsatt direkte pa membranen.
Prgven ble inkubert ved romtemperatur i 1 minutt, og sentrifugert ved 6.000 x g i 1 minutt for
a eluere ut DNA. DNA konsentrasjon og kvalitet ble sjekket med et nanofotometer (Implen) og

notert. Prgven ble fryst ved -20 °C.

2.4 Deteksjon av Listeria monocytogenes

2.4.1 Kultivering av vannprgver

Pelleten (Fra sentrifugert vannpreve fra avsnitt 2.2) ble tatt ut av fryser og tint ved
romtemperatur. Pellet ble resuspendert i 1 ml autoklavert Milli Q renset vann og overfart til et
15 ml Falconrer med 9 ml primer oppformeringsbuljong (Half-Fraser). Primar
oppformeringskultur ble inkubert ved 30 °C i 24 timer. Etter inkubering ble 100 pl av primaer
oppformeringskultur overfgrt til 9,9 ml av sekunder oppformeringsbuljong (Fraser buljong).
Sekunder oppformeringskultur ble inkubert ved 37 °C i 48 timer. Etter inkubering ble 10 pl av
sekundzr oppformeringskultur strgket ut pa Brilliance Listeria agar og inkubert ved 37 °C i 24-
48 timer.

Filter fra filtret vannpragve (avsnitt 2.2) ble overfart til et 15 ml falconrgr med 10 ml primaer

oppformeringsbuljong (Half-Fraser). Videre ble Fraser-metoden fulgt som beskrevet over.

2.4.2 Kultivering av fiskepraver

Fra omrade vist i Figur 2.4.2.1 ble det skjeert ut en prgve pa ca. 10 g fisk med skinn. Prgven
ble plassert i en homogeniseringspose med filter. Homogeniseringsposen ble tilsatt ca. 90 g
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(1:10 forhold) primeer oppformeringsbuljong (Half-Fraser buljong) Primaroppformeringen ble

homogenisert i en homogeniseringsmaskin (Smasher, BioMérieux SA, France), og 10 ml ble

overfort til et 15 ml Falconrgr. Videre ble Fraser-metoden fulgt som beskrevet i avsnitt 2.4.1.

For rgkt fisk ble det utfert pa samme mate som beskrevet ovenfor, men disse pravene ble tatt

uten skinn.

Figur 2.4.2.1. Prgvetakning av
laks. Det ble skjeert ut 10 g fisk

med skinn fra omrade vist i
figuren. Denne pragven ble

analysert kvalitativt ved bruk av

2.4.3 Real-time PCR av sentrifugerte vannprgver

Fraser-metoden.

Ved utfgrelse av real-time PCR ble L. monocytogenes, genesig Standard kit (Primerdesign)

benyttet. L. monocytogenes primer/probe mix ble resuspendert i 165 pl RNase/DNase fritt vann.

L. monocytogenes positive kontroll templat ble resuspendert i 500 ul template preparation

buffer. Reaksjonsblandingen ble forberedt I henhold til Tabell 2.4.3.1.

Tabell 2.4.3.1. Reaksjonsblanding.

Komponent Volum
PrecisionPLUS 2X qPCR Master Mix | 10 pl
L. monocytogenes primer/probe mix 1l
RNase/DNase free water 4l
Totalt volum pr. prove 15 pl
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Det ble pipettert 90 ul template preparation buffer i fem Eppendorfrgr merket 2-6. 10 pl positive
kontroll templat ble pipettert i rar 2. Raret ble blandet med en vortex-blander. Det ble pipettert
10 pl fra rer 2 over til rgr 3, og reret ble blandet med en vortex-blander. Dette ble gjentatt til

fortynningsserien var fullfert i henhold til Tabell 2.4.3.2.

Tabell 2.4.3.2. Standardkurve. Oversikt over Eppendorfrgr og antall kopier av L.

monocytogenes pr. pl., hvor antall kopier tilsvarer antall bakterier.

Standardkurve Antall kopier
Rar 1 Positiv kontroll (Primerdesign™) | 2 x 10° pr. pl
Rar 2 2 x10%pr. ul
Rar 3 2 x 10% pr. ul
Rar 4 2 x 10? pr. ul
Rar 5 20 pr. ul

Rar 6 2 pr. ul

En brgnnplate med 96 brgnner ble fylt med paralleller av hver prgve. Hver brgnn ble fylt med
15 pl reaksjonsblanding. Brgnnene til de negative kontrollene ble fylt med 5 pl RNase/DNase
fritt vann. Brgnnene til pravene ble fylt med 5 pl av isolert DNA (fra avsnitt 2.3) fra hver prave.
Brognnene for den positive standard kurven ble fylt med 5 pl av fortynningene fra
fortynningsserien (rer 6-2 fra Tabell 2.4.3.2), startet med lavest og deretter gkende
konsentrasjon. Det ble laget paralleller for negativ kontroll, positiv standardkurve og prevene.
Real-time PCR instrumentet ble satt opp etter amplifikasjonsforholdene vist i Tabell 2.4.3.3.

Tabell 2.4.3.3. Oppsett for amplifikasjonsforhold under real-time PCR ved bruk av Precision
PLUS 2X gPCR Master Mix (Primerdesign)

Antall sykluser | Steg Tid Temperatur (°C)
1 Aktivering avenzym | 2min |95°C
50 Denaturering 10s 95 °C

Samling av data* 60 s 60 °C

* Fluorogenisk data blir samlet i lgpet av dette steget igjennom FAM kanalen.
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2.5 Korrelasjonstester
Real-time PCR resultatene ble satt inn i tabeller og beregninger ble utfgrt i Microsoft Excel
(Microsoft Inc., USA). Veerdata fra de siste syv dagene fagr prgvetaking ble hentet fra YR
historikk  (https://www.yr.no/nb) fra naermeste verstasjon til prgvetakningspunkt.

Sjgtemperatur ble hentet fra https://www.barentswatch.no/fiskehelse/ for lokalitet 1. Her ble

det brukt sjgtemperaturmalingen fra den uken vannprgven er tatt.

Korrelasjon mellom L. monocytogenes (bakterier per liter) og nedbgr (mm, totalt de siste syv
dagene fer prgvetaking), gjennomsnittstemperatur (siste syv dager) og sjetemperatur (malt
den uken) ble testet. Pearsons korrelasjonskoeffisient, R (eq. 1), ble beregnet ved hjelp av
statistikkprogrammet «R», i tillegg til signifikans. Signifikansnivaet ble satt til p < 0,05.
Korrelasjonstestene ble utfart med hjelp fra Hakon B. Johannessen (student, Universitetet i
Stavanger).

__IE-DO-P
VIG-0720 - )

(eq.-1)

Hvor x og y er to vektorer med lengden n (antall prgver/data), R er Pearsons
korrelasjonskoeffisient og X og y korresponderer henholdsvis til gjennomsnittet av x og y-

verdiene.

Pearsons korrelasjonskoeffisient ligger mellom -1 og 1, hvor en hgyere absoluttverdi viser et
sterkere forhold mellom variablene. En absoluttverdi pa 1 indikerer et perfekt linezrt forhold,

mens en korrelasjon near 0 indikerer ikke-linezrt forhold mellom variablene.
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3. Resultater

3.1 Kvantifisering av Listeria monocytogenes i vannprgver fra lokalitet 1

Ved lokalitet 1 ble det tatt vannprever fra tre merder i samme oppdrettsanlegg. Dette

oppdrettsanlegget ligger i et fjordmilje. Alle prevene ble kvantifisert ved hjelp av real-time

PCR. Resultatene fra real-time PCR for vannprgvene tatt ved lokalitet 1 er vist i Tabell 3.1.1.

Tabell 3.1.1. Oversikt over resultatene og positive vannprgver tatt ved lokalitet 1. Dato for

prgvetakning, prever fra tre merder og resultater fra real-time PCR.

Dato Prove 1 Prove 2 Prove 3 Positive
(L. monocytogenes/l) | (L. monocytogenes/l) | (L. monocytogenes/l) | prever
17.10.2019 |0 <100 0 1/3
06.11.2019 | 2185 <100 <100 3/3
20.11.2019 | 0O 0 <100 1/3
12.12.2019 | <100 <100 109 3/3
07.01.2020 | 107 <100 147 3/3
22.01.2020 | 2209 2455 4406 3/3
10.02.2020 | 1327 3494 3214 3/3
24.02.2020 | 4727 793 2837 3/3
20.03.2020 | 4546 0 0 1/3
01.04.2020 | 238 202 <100 3/3
15.04.2020 | 230 512 160 3/3
27.04.2020 | <100 474 250 3/3
11.05.2020 | 249 219 358 3/3
Positive 11/13 11/13 11/13 33/39
prover
totalt

Basert pa resultatene fra real-time PCR er det satt opp et diagram hvor antall bakterier per liter

og nedbgr er plottet mot datoene prgvene ble tatt (Figur 3.1.1).
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Figur 3.1.1. Antall bakterier per liter plottet mot prevene tatt fra merd 1, 2 og 3 mot datoer
for prgvetakning. Total nedbgr fra de siste syv degnene (mm) er ogsa plottet mot de samme
datoene (sekundeerakse). Plottet inkluderer gjennomsnittsverdi av prevemalingene med

standardavvik. Det er ogsa satt inn en linje mellom gjennomsnittsverdiene av prgvemalingene.

3.2 Pavisning av Listeria monocytogenes i vannprgver fra lokalitet 1
Alle sentrifugerte vannprgver fra Tabell 2.1.1 som ble analysert ved hjelp av Fraser-metoden
var negative for L. monocytogenes og andre Listeria-arter. Det samme gjelder de filtrerte
prgvene. Pa Brilliance-skalene var det noe vekst, men koloniene var ikke turkise og er dermed

ikke Listeria-arter.
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3.3 Kvantifisering av Listeria monocytogenes i vannprgver fra lokalitet 2

En oversikt over resultatene fra real-time PCR fra vannprgvene tatt i lokalitet 2 er vist i Tabell

3.3.1.

Tabell 3.3.1. Vannprgver fra lokalitet 2 analysert med real-time PCR. Oversikt over datoer

for pravetakning, beregnet antall bakterier per liter.

Dato Antall bakterier per liter
17.10.2019 0
17.10.2019 0
06.11.2019 95
06.11.2019 24
06.11.2019 81

3.4 Pavisning av Listeria monocytogenes i fiskepraver fra lokalitet 2

Alle fiskepravene som ble tatt av slaktet fisk fra lokalitet 2 som ble analysert ved hjelp av

Fraser-metoden var negative for L. monocytogenes og andre Listeria-arter. Det samme gjelder

de raykte fiskeprevene.
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3.5Korrelasjon mellom Listeria monocytogenes og veerforhold

3.5.1 Listeria monocytogenes og gjennomsnittstemperatur

Resultatene fra Pearson korrelasjonstest utfgrt i statistikkprogrammet «R» viser at R=-0,13 og
p= 0,43 (Figur 3.5.1.1).

R=-013,p=043 .

4000

3000+

2000+

Bakt/L

1000 4

2 4 6 8
Gj snitt Temp
Figur 3.5.1.1. Pearsons korrelasjonstest plottet i statistikkprogrammet «R».
Her er antall L. monocytogenes per liter plottet mot
gjennomsnittstemperaturen de siste syv dagene far prevetakning. Plottet
viser at R =-0,13 og p = 0,43.
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3.5.2 Listeria monocytogenes og nedbgr

Resultatene fra Pearson korrelasjonstest utfart i statistikkprogrammet «R» viser at R= 0,18 og

p= 0,28 (Figur 3.5.2.1). Figur 3.5.2.2 viser veerhistorikk hentet fra http://www.yr.no/nb fra

malestasjonen nermest lokaliteten.

4000 1

3000

Bakt/L

2000 1

1000 1

R=018,p=0.28

Figur 3.5.2.1. Pearsons korrelasjonstest plottet i statistikkprogrammet «R». Her

er antall L. monocytogenes per liter plottet mot totalnedbgr (mm) de siste syv

100
Nedber (mm)

dagene far prgvetakning. Plottet viser at R = 0,18 og p = 0,28.

Maned

September 2019

Oktober 2019
November 2019
Desember 2019
Januar 2020
Februar 2020
Mars 2020
April 2020

Mai 2020

Temperatur gj.snitt
11,0°
6,5°
3.2°
4,0°
4,5°
3,3°
4.2°
6,9°

8.9°

Normal

7.1°
3.1°
09°
0,2°
-0,4°
1.7°

52°

Awik
0,5°
0.6°
0,1°
3.1°
4,7°
3.7°
2,5°
1,7°

1,3°

Nedber totalt mm

2331
1216

14,0
389,7
263,0
2818
199,8
136,2

63,3

Normal mm

157,0
181,0
163,0
169,0
144,0

94,0
110,0

51,0

50,0

Figur 3.5.2.2. Utklipp fra yr-historikk (http://www.yr.no/nb). Figuren viser en oversikt over

veerhistorikk malestasjon naermest lokalitet 1.
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3.5.3 Listeria monocytogenes og sjgtemperatur
Resultatene fra Pearson korrelasjonstest utfgrt i statistikkprogrammet «R» viser at R=-0,42 og
p=0,0081 (Figur 3.5.3.1). Det ble ogsa gjort en korrelasjonstest med log-verdiene av antall L.
monocytogenes per liter. Her ble resultatene hvor antall bakterier per liter var O gjort om til 1
for & gjere det mulig & utfare testen. Resultatene for den korrelasjonstesten viste at R=-0,47 og
p=0,002. Det ble ogsa laget et diagram i Excel hvor L. monocytogenes (bakterier per liter) ble

plottet mot sjgtemperaturen (°C).

L ]
R=%042, p=00081
4000 -
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Figur 3.5.2.1. Pearsons korrelasjonstest plottet i statistikkprogrammet «R».
Her er antall L. monocytogenes per liter plottet mot sjgtemperatur (°C) malt

uken ved provetakning. Plottet viser at R = -0,42 og p = 0,0081.
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4. Diskusjon

4.1 Metodeevaluering
Flaskene vannprgvene ble tatt med ble senket under vannoverflaten under prgvetaking. Dette
ble ikke gjort pa en fast dybde, og forekomsten av L. monocytogenes kan muligens variere etter
hvilken dybde prgven er tatt pa, men alle pravene er tatt av overflatevann pa maksimum én
meters dybde. Ved hver av prevetakingene ble det tatt praver fra tre forskjellige merder. Likevel
har alle blitt beregnet som samme pravepunkt, pa grunn av at merdene ligger rett ved siden av
hverandre og har samme vanntilfgrsel og gjennomstrgmning mellom nettene. Selv om de er
oppdelt i merd 1, 2 og 3 har gjennomsnittsresultatene til de tre prevepunktene blitt brukt i

beregning av sesongvariasjon.

For & konsentrere vannprgvene ble pravene sentrifugert. Ved sentrifugering av vannpraver er
det en mulighet for at ikke alt biologisk materiale blir vaerende i pelleten, og dermed forsvinner
med supernatanten. | tillegg var ikke pelleten synlig for gyet. Det er derfor mulig at resultatene
er underestimerte og dermed ikke helt kvantitative. Teoretisk sett skal sentrifugeringen av
sentrifugebattene (250 ml) pa 15.303 x g i 15 minutter, og sentrifugerarene (40 ml) pa 20.388
X g i 10 minutter veere tilstrekkelig for & konsentrere pravene.

Real-time PCR har lavere deteksjonsgrense enn Fraser-metoden. Forootan et al. (2017)
undersgkte kvantifiseringen i real-time PCR, og fant en nedre kvantifiseringsgrense pa tre
molekyler per reaksjon under perfekte forhold. Presisjonen for kvantifiseringen blir lavere jo
nermere man kommer deteksjonsgrensen. Under real-time PCR i denne studien er det laveste
punktet pa i standardkurven 2 bakterier/ul, det vil si 10 bakterier per reaksjon. Dette punktet i
standardkurven ble alltid pavist. | tillegg ble den negative kontrollen alltid negativ. Dette er
ikke en selvfglge nar man gjer 50 sykluser, og viser at resultatene fra real-time PCR er

palitelige.

Resultatene i denne undersgkelsen statter ogsa opp med at Fraser-metoden har en hgyere
deteksjonsgrense enn real-time PCR. Selv om 85 % av vannprgvene som ble tatt ved lokalitet
1 var positive, var ingen av prgvene analysert med Fraser-metoden positive. | tillegg detekteres
bade levende og dede bakterier i real-time PCR, mens i Fraser-metoden er det kun mulig &
pavise levende bakterier. L. monocytogenes har ogsa lav overlevelsesevne i sjgvann (desimeres
med 6 log i lgpet av 3 uker ved 20 °C), slik at mange av bakteriene kan ha dgdd under transport
med lite nzering til stede i vannet. Dette kan ogsa vere en av arsakene til at det ikke er noen

positive utslag pa prevene analysert med Fraser-metoden. | studien utfert av Zaremba (2018)
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ble deteksjonsgrensen for to stammer av L. monocytogenes isolert fra lakseslakteri, S12 og
MBS5, bestemt. Deteksjonsgrensen i autoklavert Milli-Q var 10-1000 cfu/l og i autoklavert,
filtrert sjgvann var den 2-20 cfu/l. Begge disse testene ble utfert pa autoklavert vann, og L.
monocytogenes har dermed ikke konkurranse fra andre bakterier. Andre bakterier kan
utkonkurrere L. monocytogenes (Heir & Langsrud, 2014) og dermed pavirke deteksjonsgrensen
i sjgvann. I denne studien ble det observert vekst av lyse kolonier a Brilliance Listeria Agar
skalene. Brilliance Listeria Agar skalene skal i utgangspunktet veere selektive for Listeria-arter,
det vil si at andre bakterier ikke skal vokse, eller vokser svert darlig, pa skalene. Samtidig er
skalene kromatiske og kolonier av Listeria-arter skal fa en turkis farge. Ingen av koloniene var

turkise, og prgvene er derfor negative for L. monocytogenes.

Det ble undersgkt om filtrering av vannprgvene forbedret pavisningsevnen av L.
monocytogenes i vannprgvene. Dette er en metode som har vist seg 4 ha gode resultater i
tidligere studier (Besse et al., 2004; Eri, 2016; Zaremba, 2018). | denne studien hadde ikke
filtrering av prgvene noen effekt og ga det samme resultat som de sentrifugerte prgvene.

4.2 Kvantifisering og pavisning av L. monocytogenes
Resultatene fra real-time PCR viser at 33/39 (85 %) av vannprgvene tatt ved lokalitet 1 var
positive (Tabell 3.1.2). Ved hver prgvetakingsdato var minst 1 av 3 prgver som var positive.
Dette viser at det er en kontinuerlig tilstedeverelse av L. monocytogenes i sjgvannet i
oppdrettsanlegget i den perioden pragvene ble tatt. Estimeringen av antall bakterier per liter viser
at mengden L. monocytogenes i vannet ligger pa et lavt niva (<4 Log/l). | Figur 3.1.1 observeres
en gkning i konsentrasjonen i prgvene tatt mellom 22.01.2020-20.03.2020. Disse pravene ligger
> 1000 bakterier per liter. Dette viser at det i denne studien er en sesongvariasjon. Resultatene
fra pravene analysert med Fraser-metoden var alle negative. Prgveresultatene stgtter opp de

lave resultatene fra real-time PCR.

Mulige kontamineringskilder til L. monocytogenes i oppdrettsanleggene, er det ikke gjort noen
direkte undersgkelser pa i denne studien. Tidligere studier viser at det kan komme fra
avrenningsvann fra bekker og elver, for, dedfisk, dedfiskutstyr og sedimenter fra havbunnen.
Denne lokaliteten var lokalisert i et fjordsystem hvor vann fra sngsmelting fra fjellet renner via
fosser ut i sjgvannet, i tillegg til bekker. Dette avrenningsvannet kan ta med seg L.
monocytogenes fra jord og vegetasjon. Siden dette vannet har lav temperatur, er det stor

sannsynlighet for at L. monocytogenes overlever over lengre tid. Samtidig bestar fosser og
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bekker av ferskvann, og ikke sjgvann, noe som igjen gjer at L. monocytogenes har lavere
overlevelsesevne (Hansen et al., 2006), men det tar ikke lang tid fer vannet kommer ut i sjgen.
Studien utfert av Haldorsen (2019) viste at fisk kan bli kontaminert av L. monocytogenes i
oppdrettsanlegg, men ogsa at dedfisk i oppdrettsanlegget akkumulerer bakterien og kan bidra
til & kontaminere levende fisk. Bakterien ble kun pavist hos 5 % av levende fisk i merden, mens
hos dadfisk ble det pavist hos 45 %. Forekomsten av L. monocytogenes i vannet var lav, men
det ble pavist L. monocytogenes i 18 % av forprgvene. Derfor ble forrester sett pa som en
potensiell kontamineringskilde for L. monocytogenes (Haldorsen, 2019). For i seg selv er i
utgangspunktet fritt for L. monocytogenes, sa i dette tilfellet ma foret ha blitt rekontaminert etter
det har ankommet oppdrettsanlegget. Dette kan for eksempel ha skjedd i siloene eller ved
kontakt med sjgsprayt eller fugler. For at dette skal skje ma det ha vert brudd pa rutiner og
regler. For & minske smittefaren fra dedfisk og dadfisk-utstyr er det viktig at dadfisk fjernes fra
merden sa snart som mulig for & unnga & smitte levende fisker og spre L. monocytogenes i
sjgvannet. | tillegg ma dadfisk-utstyr rengjeres og desinfiseres ngye mellom hver gang det
brukes. Nar det kommer til foret i siloene, er det viktig at siloene ogsa blir rengjort med jevne

mellomrom, i tilfellet féret har veert utsatt for rekontaminering.

Under hele pravetakningsperioden i denne studien ble det pavist L. monocytogenes i
oppdrettsanlegget, med en sesongvariasjon. Siden det alltid var L. monocytogenes til stede i
oppdrettsanlegget er det stor sannsynlighet for at L. monocytogenes fglger laksen inn i
slakteriet. Sesongvariasjonene kan ha blitt pavirket av forskjellige faktorer. Tidligere studier
viser at det er lav forekomst av L. monocytogenes pa rund laks (Heir & Langsrud, 2013;
Miettinen & Wirtanen, 2006), men likevel kan L. monocytogenes felge fisken inn til slakterier
med brgnnbater som vektor. Brgnnbatene tar opp vann fra oppdrettsanlegget nar de
transporterer fisken til slakteriet, og siden det er en kontinuerlig tilstedevaerelse av
L. monocytogenes i vannet er det stor sannsynlighet for at disse bakteriene overfares til
slakteriet. Det er omstridt om L. monocytogenes fra oppdrettsanlegg har noen sammenheng med
L. monocytogenes i produkt. En studie utfert av Miettinen og Wirtanen (2006) kan indikere at
det har en sammenheng, siden de samme pulsotypene ble funnet i rafisk, prosesseringslokalene
og produkt, men en annen studie utfert av Hansen, Vogel og Gram (2006) kan tyde pa at det
ikke har noen sammenheng, siden de dominerende subtypene av L. monocytogenes i
prosessanleggene kun ble funnet sporadisk i miljget utenfor prosessanlegget. Det ser ut som at
brgnnbater er en viktig vektor, og de tar med seg L. monocytogenes inn i slakteriene. Dette viser

studien utfart av Seroylas (2019), hvor det ble anslatt at 20 % av brgnnbatene som leverte laks
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til ett spesifikt slakteri stod for 80 % av kontamineringen i dette slakteriet. | samme studien
utfert av Haldorsen (2019) viste det seg at 0,14 % av prevene tatt av en ren brgnnbat var positive
for L. monocytogenes, men 18 % av prgvene tatt etter at fisken var kommet om bord og baten
13 til kai ved slakteriet var positive. Dette kan vise at fisken og/eller sjgvann fra merden har tatt
med seg L. monocytogenes til brgnnbaten. | utgangspunktet skulle det ikke ha blitt pavist
L. monocytogenes i en ren brgnnbat, selv om det ikke var mange positive prever i studien av
Haldorsen (2019). Dette tyder pa at hygienen og rengjgringen av brgnnbatene ikke er utfgrt
grundig nok, og eker i seg selv faren for spredningen av L. monocytogenes inn til slakteriet. En
mulighet for & minske kontamineringsrisikoen er bruk av slaktebater, som for eksempel
«Norwegian Gannet», i stedet for brgnnbater og slakterier. Slik unngas bruk av brgnnbater, og
fisken blir slaktet om bord i baten. Fisken transporteres samtidig som den blir slaktet, noe som
gjer at tidsbesparelsen gker og fisken vil vere ferskere nar den nar markedet. Ved a redusere
antall steg og tid vil ogsa holdbarheten forlenges, og det er lettere & fa kontroll over

kontaminering og kontamineringskilder ved farre steg.

Det kan spekuleres i om det er en sammenheng mellom tilstedeverelsen av L. monocytogenes
i oppdrettsanlegg og slakterier. Det er umulig & unnga at L. monocytogenes blir med videre til
slakteriet nar det kontinuerlig er til stede i oppdrettsanlegget, derfor er det viktig at
oppdrettsnaringen er klar over denne smitterisikoen. L. monocytogenes blir kontinuerlig
introdusert inn i slakteriene, i starre grad ved gkt tilstedeveerelse i oppdrettsanleggene. Siden
det er forskjellige gkosystemer i oppdrettsanlegget og slakteriet, er det noen genotyper som
egner seg bedre til & etablere seg i slakteriene. L. monocytogenes akkumulerer i nisjer og danner
biofilmer pa steder det er vanskelig @ komme til, for eksempel i slgyemaskiner og mellom fliser.
Derfor kan det vaere vanskelig a fjerne kontamineringen selv ved godt renhold. Det er mulig &
ta en hel genom sekvensering av isolatene fra oppdrettsanleggene, brgnnbatene, slakteriene og

produkt for a undersgke nermere hvilke genotyper som finnes i de forskjellige miljgene.

Ved lokalitet 2 ble det kun tatt fem vannprgver; to med fisk i merden og tre etter fisken var
fjernet. Disse prgvene er ikke nok til a si noe om nivaet av L. monocytogenes i vannet. | tillegg
ble det tatt to parallelle praver av slgyd laks dag 4, 10, 14, 18 og 21 etter slakt. Alle disse ble
testet med Fraser-metoden og alle prgvene var negative for L. monocytogenes. Disse resultatene
forteller lite om mattryggheten med hensyn til andre bakterier, men viser at laksen ikke er
kontaminert med L. monocytogenes. Ved denne lokaliteten ble det tatt to vannpragver ved farste

prgvetaking (17.10.2019) som var far fisken ble hentet og slaktet om bord «Norwegian
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Gannet». Prgvene ble analysert med real-time PCR og viste begge 0 bakterier per liter (Tabell
3.3.1).

Det ble ogsa tatt 13 pragver av kaldrgykt laks. Av disse var syv av prgvene nedkjglt pa is, og
seks superkjoelt. Disse prgvene ble testet med Fraser-metoden, alle var negative for
L. monocytogenes. Dette viser at laksen ikke var kontaminert, og at den ikke har blitt
rekontaminert med L. monocytogenes etter den ble kaldrgykt. Siden alle prgvene var negative,
er det ikke mulig a si hvilken metode for nedkjeling som er best med hensyn til Listeria-

kontaminering.

4.3 Korrelasjon mellom Listeria monocytogenes og veerforhold
Denne studien baserer seg kun pa én sesong og én lokalitet. Klima- og miljefaktorer, som veer
og vind varierer fra ar til ar, og fra sted til sted. Derfor er ikke resultatene fra denne studien

universelt overfgrbare i tid og sted.

4.3.1 Listeria monocytogenes og temperatur
Resultatene fra Pearson korrelasjonstest viser at det ikke er korrelasjon mellom antall
L. monocytogenes per liter og gjennomsnittstemperaturen de siste syv dagene far prgvetaking.
Temperatur er ofte autokorrelert med nedbgr. Ved mye nedbgr er det ofte mildt ver, og
omvendt. Viser til diskusjon om L. monocytogenes og nedbgr (4.3.2) pa grunn av samspill

mellom temperatur og nedber.

4.3.2 Listeria monocytogenes og nedbgr
Resultatene fra Pearson korrelasjonstest viser at det er liten korrelasjon mellom antall
L. monocytogenes per liter og totalnedbgar de siste syv dagene far prgvetaking. Siden p > 0,05
er den for hgy til at korrelasjonen er statistisk signifikant. Denne studien viser derfor at det
ikke er noen korrelasjon mellom de to faktorene. Tidligere studier har vist at det er en
sammenheng mellom forekomst av L. monocytogenes og nedbgr, og at mengden
L. monocytogenes i oppdrettsanleggene har gkt etter en periode med kraftig nedbgr (Miettinen
& Wirtanen, 2006). | denne studien ble totalnedbgren fra de siste syv dagene far prgvetakning
brukt til & gjgre beregninger av korrelasjon. Her er det usikkert om syv dager er tilstrekkelig,
eller om perioden skulle ha vert utvidet. | Figur 3.1.1 observeres en gkning av mengde
L. monocytogenes i vannet etter perioden med mest nedbgr. Selv om det ikke er noen
korrelasjon mellom L. monocytogenes (bakterier per liter) og totalnedbegr (mm siste 7 d fer
prgvetakning) i denne studien, ser det ut som at kraftig nedbgr kan gi en gkning i forekomsten

av L. monocytogenes i sjgvannet i ettertid. Hvis perioden for beregning av totalnedbgr hadde
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veert lengre kunne resultatene sett annenledes ut, men i denne studien ble det valgt a bruke syv

dager.

Her kan det ogsa veere andre faktorer som spiller inn, i tillegg til nedbgr. Det kan spekuleres i
om at det er en gkning av L. monocytogenes i vannet ved gkt nedber, men at det i tillegg ma
veere lav nok temperatur i sjgvannet til at bakterien overlever. Ved kraftig nedbgr vil
ferskvannet komme i elver og bekker ned til sjgen og legge seg i et lag oppa sjgvannet. Sjgvann
har en hgyere tetthet enn ferskvann pa grunn av hgyere saltkonsentrasjon. | et slikt fjordmiljg
vil det vaere mye ferskvann, og tidevannet vil komme nedenfra. Strammen vil fortsatt kun ga
én vei selv om vannet stiger og synker pa grunn av tidevannet. Denne lokaliteten ligger i en
forsmalning av fjorden hvor det er mye gjennomstrgmning. Derfor er dette punktet et godt
pravepunkt som kan representere fjordsystemet. Fjordsystemet vil bestd av mye ferskvann, og
L. monocytogenes har ikke hgy overlevelsesevne i ferskvann sammenlignet med saltvann
(Hansen et al., 2006). En del av forsgkets tanke var at mengden L. monocytogenes i vannet kom
til & gke i mars/april da mgkkingen startet, husdyrene gar ute og folk drar pa hyttene, men
resultatene viser at forekomsten ikke blir pavirket av dette i denne studien. Prgvene viser
generelt sett en god vannkvalitet. Mengden Escherichia coli i de samme vannprgvene ble ogsa
kvantifisert, og her var kun 3/39 prgver positive hvor den hgyeste prgven var pa 41 bakterier
per liter (Bardsen, 2020). Oppdrettsanlegget har en god gjennomstrgmming av sjgvann, og selv
om det er lokalisert i et fjordmiljg viste pravene at de ikke hadde noen store problemer med
avrenning fra landbruk. Dette kan variere fra ar til ar, for eksempel med nedbgr og temperatur.

| denne studien er det undersgkt for kun én lokalitet.

| Figur 3.5.2.2 observeres at desember til mars/april har vert noen regntunge maneder
sammenlignet med det som er normalt. Det har vart en nedbgrsmengde pa over 1000 mm i
denne perioden. Samtidig kan man se at mengden L. monocytogenes i vannet gker mellom
januar og mars. Dette kan ha en sammenheng, men i denne studien er det ikke gjort systematiske

uttak i forhold til veerforhold, og det ble ikke funnet noen signifikans i denne studien.

4.3.3 Listeria monocytogenes og sjgtemperatur
Resultatene fra Pearson korrelasjonstest utfgrt i statistikkprogrammet «R» viser at R=-0,42 og
p=0,0081 (Figur 3.5.3.1). Dette viser at det kan vaere en moderat, negativ korrelasjon mellom
antall L. monocytogenes per liter og sjgtemperaturen den uken preven ble tatt. Siden p<0,05 er
korrelasjonen statistisk signifikant, og man kan med 95 % sikkerhet si at korrelasjonen mellom

L. monocytogenes-nivaet i vannet og sjgtemperaturen er forskijellig fra 0.
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Korrelasjonstesten viser at mengden L. monocytogenes i vannet vil minske med gkende
sjetemperatur. |1 undersgkelsen utfgrt av Hansen, Vogel og Gram (2006) fant de ut at
L. monocytogenes hadde hgyere overlevelsesevne i naturlig sjgvann ved 5 °C enn ved 20 °C.
Dette stemmer overens med resultatene i denne studien. Figur 3.5.2.1 viser at prevene tatt ved
sjsvannstemperaturer mellom 5,2-6,6 °C har et hgyere niva L. monocytogenes enn prgvene tatt

ved hgyere sjgvannstemperaturer.

| denne studien er det ikke utfart mange malinger ved hgyere sjgtemperaturer. De fleste av
prevene er tatt ved lavere temperaturer, men korrelasjonstesten viser tydelig at det er en
korrelasjon mellom sjgtemperatur og mengden L. monocytogenes i vannet. Her skulle det ha
blitt gjort videre studier hvor man far med flere praver fra hgyere sjgvannstemperaturer. | tillegg
hadde det veert interessant a finne ut i hvilket temperaturintervall det er starst forekomst av
L. monocytogenes i vannet. Denne studien viser at det er hgyest forekomst ved 5,2-6,6 °C, men
her skulle det ha blitt gjort flere malinger pa lavere og hgyere temperaturer for a samle mer
informasjon. Det ser ut som at sjgtemperaturen er en viktig faktor nar det kommer til
sesongvariasjonen i denne studien. Siden tradisjonelle oppdrettsanlegg er apne merder i sjgen,
er det ikke mulig a regulere sjgtemperaturen. De siste arene har det blitt utviklet alternativer til
tradisjonelle oppdrettsanlegg som; landbaserte-, havbaserte- og lukkede-oppdrettsanlegg. Her,
spesielt i landbaserte- og lukkede-oppdrettsanlegg, hadde det veert interessant & studere

mikrobiologien i vannet under mer kontrollerte forhold.

| tillegg til hayere overlevelsesevne ved lave temperaturer, kan forekomsten av
L. monocytogenes ogsa bli pavirket av totalantallet bakterier (kimtall) i vannet. Hvis det er en
hgy mengde av andre bakterier i vannet, kan disse konkurrere med L. monocytogenes om
neeringsstoffene i vannet, og L. monocytogenes kan da tape denne konkurransen. Det kan derfor
veere en lavere mengde L. monocytogenes i vannet nar kimtallet er hgyere. Dette kan vise
hvorfor det vokste andre bakterier pa Brilliance Listeria Agar platene selv om ikke

L. monocytogenes ble pavist.

Det ble ogsa tatt en Pearsons korrelasjonstest i statistikkprogrammet «R» med log (bakterier
per |) og sjgtemperaturen. Her ble 0-verdiene endret til 1 for & gjere det mulig a ta log av
verdiene. Denne testen viste at R=-0,47 og p=0,002. Her er p-verdien enda lavere, noe som

statter opp at resultatene er statistisk signifikante.
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5. Konklusjon

| denne studien ble mengden L. monocytogenes i et oppdrettsanlegg malt fra oktober 2019 til
mai 2020. Oppdrettsanlegget (lokalitet 1) var lokalisert i et fjordmiljg, i en forsmalning av
fjorden med god gjennomstrgmning av sjgvann. Dette er et punkt som kan representere hele
fjordmiljoet. Prgvene viste at det var en god vannkvalitet i oppdrettsanlegget. Ved hver
prevetakning var det prgver som var positive for L. monocytogenes. Derfor konkluderes det
med at det var en kontinuerlig tilstedeveerelse av L. monocytogenes i oppdrettsanlegget. Pragvene
var generelt sett pa et lavt niva, med en gkning mellom januar og mars. Det var derfor
sesongvariasjon i denne perioden. Det ble ogsd undersgkt om tilstedeveerelsen av
L. monocytogenes i vannet hadde en samspillseffekt med klima. Mengden L. monocytogenes i
oppdrettsanlegget hadde ingen signifikant korrelasjon med lufttemperatur eller nedber i denne
studien, og derfor ble det ikke funnet noen sammenheng mellom faktorene i denne studien. Det
ble funnet en moderat korrelasjon mellom mengden L. monocytogenes i vannet og
sjgtemperatur, hvor forekomsten av L. monocytogenes var hgyere ved lavere sjgtemperatur. Det
konkluderes med at det var sammenheng mellom forekomsten av L. monocytogenes i
oppdrettsanlegget og sjgtemperatur. Resultatene indikerer at sjgvann fra matfiskanlegg er en
starre kilde enn tidligere antatt til L. monocytogenes kontaminering via brgnnbat og inn i

slakteri, og at hypotesene om persistente stammer i slakteri kanskje ma revurderes.
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7. Vedlegg

A. Kjemikaler og medier

Oppskrifter pa medier og informasjon om kjemikalier, kit, materialer og utstyr brukt til &

utfgre analysene i oppgaven.

Tabell A-1. Oversikt over medier og kjemikaler

1. 005MEDTA, pH 8,0

Na,EDTAxH:0 186,12 g/l (CAS 6381-92-6, Sigma)

NaOH — pH justert til 8,0

2. 1M Tris-HCI, pH 8,0

Tris base 121,1 g/l (CAS 77-86-1, Sigma)

konsentrert HCI — pH justert til 8,0

3. TE-buffer

1 M Tris-HCI, pH 8,0 (punkt 2 i Tabell A-1) 10 ml/l 10 mM

0,5 M EDTA, pH 8,0 (punkt 1 i Tabell A-1) 2 ml/l >1 mM

4. Half Fraser

Fraser Listeria Selective Enrichment Broth (base) 55 g/l (katalog nr. 110398, Merck)

FRASER Listeria Ammonium iron (111) citrate 2 ampuller/l (CAS 1185-57-5, Sigma-
Aldrich)

Fraser Listeria Selective supplement 2 ampuller/l (katalog nr. 100093, Sigma-Aldrich)

5. Full Fraser

Fraser Listeria Selective Enrichment Broth (base) 55 g/l (katalog nr. 110398, Merck)

FRASER Listeria Ammonium iron (111) citrate 2 ampuller/l (CAS 1185-57-5, Sigma-
Aldrich)

Fraser Listeria Selective supplement 4 ampuller/l (katalog nr. 100093, Sigma-Aldrich)

Tabell A-2. Oversikt over kit og kjemikalier

Lysozym (L6876-1G, Sigma-Aldrich)

Brilliance Listeria Agar, ferdiglagde agarplater (PO1102, Oxoid)

wWInN e

Kit: Listeria monocytogenes genesig® Standard Kit (Primerdesign Ltd.)

L. monocytogenes primer/probe mix

- RNase/DNase fritt vann

- Template preparation buffer

- Positive Control Template

4. Precision™ PLUS 2X qPCR Master Mix with ROX (katalog nr. Precision-R,
Primerdesign Ltd.)

5. Kit: DNeasy Blood & Tissue (katalog nr. 69504, Qiagen)




Proteinase K

Buffer AL

Buffer AW1

Buffer AE

Tabell A-3. Laboratorieutstyr

DNeasy Blood & Tissue kit (katalog nr. 69504, Qiagen)

DNeasy Mini Spinn kolonne in 2 ml Collection tubes

2 ml oppsamlingsrar

1,5 ml Eppendorfrar

w

MicroAmp Fast Optical 96-Well Reaction Plate with Barcode, 0,1 ml (Applied

Biosystems)

Nanofotometer (Implen)

Sentrifuge: Zentrifugen, Rotina 420R (Hettich)

S A

Sentrifuge: Heraeus Multifuge X3 FR Centrifuge (Thermo Scientific)
Sentrifuge: Avanti J-26XP (Beckman Coulter)
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B. Veerdata fra lokalitet 1

Veerdata hentet fra de siste syv dagene far prgvetakning. Data er hentet fra neermeste

veerstasjon til pravetakningspunktet fra YR historikk (https://www.yr.no/nb).

Tabell B-1-1. Veardatahistorikk fra veerstasjon i nerheten av lokalitet 1. Veerdata fra de siste
syv dagene for prgvetakning den 17.10.2019

Dato | Min.temp (°C) | Maks. temp | Gj.snitt temp | Nedbgar
(°C) (°C) (mm)

11.10 |57 9,1 7,3 15
12.10 | 6,7 9,8 8,1 34
13.10 |65 8,8 7,0 11
1410 |45 10,3 6,8 4,6
15.10 | 6,7 11,0 8,2 0
16.10 |74 10,1 8,6 0,3
17.10 |56 10,5 8,4 0

Tabell B-1-2. Verdatahistorikk fra verstasjon i nerheten av lokalitet 1. VVeerdata fra de siste
syv dagene far prgvetakning den 06.11.2019

Dato | Min.temp (°C) | Maks. temp | Gj.snitt temp | Nedbgar
(C) C) (mm)

31.10 |21 6,2 4,4 2,6
01.11 |29 5,6 3,6 2,0
02.11 109 7,7 3,8 0
03.11 |23 6,8 54 0
0411 |34 6,5 4,6 0
05.11 |09 6,0 2,5 0
06.11 |-04 4,3 2,5 0

Tabell B-1-3. Veardatahistorikk fra verstasjon i nerheten av lokalitet 1. VVeerdata fra de siste
syv dagene far prgvetakning den 20.11.2019

Dato | Min.temp (°C) | Maks. temp | Gj.snitt temp | Nedbgar
C) (C) (mm)

1411 0,3 4,7 2,5 0
1511 |01 4,7 16 0
16.11 [ 1,3 6,3 3,3 0
1711 |16 7,1 3,2 0,6
18.11 |12 3,7 2,6 0
19.11 0,3 2,2 12 8,6
20.11 |-19 1,7 -0,1 0
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Tabell B-1-4. Vardatahistorikk fra veerstasjon i nerheten av lokalitet 1. Vaerdata fra de siste
syv dagene far prgvetakning den 12.12.2019

Dato | Min.temp (°C) | Maks. temp | Gj.snitt temp | Nedbgr
(°C) (°C) (mm)
06.12 |47 8,5 5,4 57,8
07.12 |30 55 4,0 5,0
08.12 | 0,0 7,8 2,5 7,3
09.12 |24 6,0 34 40,4
1012 | -0,3 5,6 3,0 0,8
11.12 |39 74 59 51,9
1212 |29 6,8 52 14,2

Tabell B-1-5. Verdatahistorikk fra verstasjon i nerheten av lokalitet 1. VVeerdata fra de siste
syv dagene far prgvetakning den 07.01.2020

Dato | Min.temp (°C) | Maks. temp | Gj.snitt temp | Nedbgar
(°C) C) (mm)
01.01 |36 8,9 6,2 0,0
02.01 |44 10,6 8,3 0,0
03.01 |20 10,7 4,6 31,4
04.01 0,2 4,5 3,2 8,2
0501 |01 3,8 11 0,3
06.01 |10 3,8 3,3 8,9
07.01 |24 8,2 5,0 2,7

Tabell B-1-6. Veardatahistorikk fra veerstasjon i nerheten av lokalitet 1. Veerdata fra de siste
syv dagene far prgvetakning den 22.01.2020

Dato | Min.temp (°C) | Maks. temp | Gj.snitt temp | Nedbgar
(°C) (°C) (mm)
16.01 |37 9,4 7,3 16,6
17.01 |46 8,6 6,2 3,5
18.01 |38 5,4 44 6,1
19.01 |29 6,7 4,2 6,5
2001 |14 6,7 5,8 2,1
21.01 | 6,0 12,0 7,5 27,6
2201 |11 6,8 4,0 53
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Tabell B-1-7. Veardatahistorikk fra veerstasjon i nerheten av lokalitet 1. Veerdata fra de siste
syv dagene far prgvetakning den 10.02.2020

Dato | Min.temp (°C) | Maks. temp | Gj.snitt temp | Nedbgr
(°C) (°C) (mm)
04.02 | -2,0 2,2 -0.7 9,5
05.02 |-2,8 9,5 4,1 0,1
06.02 |41 9,3 6,3 34
07.02 |12 51 2,9 0,2
08.02 |05 9,1 54 0,0
09.02 |44 8,0 5,6 3,7
10.02 |18 7,3 39 324

Tabell B-1-8. Verdatahistorikk fra verstasjon i nerheten av lokalitet 1. VVeerdata fra de siste
syv dagene far prgvetakning den 24.02.2020

Dato Min. temp (°C) | Maks. temp | Gj.snitt temp | Nedber
(C) (C) (mm)
18.02 | 3,1 8,7 51 26,0
19.02 | 1,3 5,6 2,7 9,8
20.02 | 0,8 7,6 4,1 1,1
21.02 | 0,9 9,3 57 16,4
22.02 |29 10,1 5,5 29,1
23.02 |25 7,3 4,3 17,1
2402 |11 5,2 2,5 0,2

Tabell B-1-9. Veardatahistorikk fra veerstasjon i nerheten av lokalitet 1. Veerdata fra de siste
syv dagene far prgvetakning den 20.03.2020

Dato | Min.temp (°C) | Maks. temp | Gj.snitt temp | Nedbgar
(°C) (°C) (mm)

14.03 | -2,7 31 0,3 0,0
15.03 |1,0 8,6 4,9 17,3
16.03 |31 8,9 4,9 10,4
17.03 |25 8,8 6,4 8,9
18.03 | 2,3 7,9 4,5 27,1
19.03 |12 71 3,7 21,2
20.03 |-04 7,0 2,9 0,6
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Tabell B-1-10. Veardatahistorikk fra veerstasjon i naerheten av lokalitet 1. Veerdata fra de siste
syv dagene far prgvetakning den 01.04.2020

Dato | Min.temp (°C) | Maks. temp | Gj.snitt temp | Nedbgr
(°C) (°C) (mm)
26.03 |51 6,7 57 22,1
27.03 |48 9,4 6,2 2,6
28.03 |24 7,7 4,1 0,3
29.03 |-15 35 1,7 0,1
30.03 |24 8,8 53 0,6
31.03 |16 6,5 4,0 0,0
01.04 |46 9,4 59 1,0

Tabell B-1-11. Veerdatahistorikk fra veerstasjon i naerheten av lokalitet 1. Veerdata fra de siste
syv dagene far prgvetakning den 15.04.2020

Dato | Min.temp (°C) | Maks. temp | Gj.snitt temp | Nedbgar
(°C) (°C) (mm)
09.04 |47 7,5 53 3,5
10.04 |32 9,1 52 0,0
11.04 |28 55 4,6 0,0
12.04 |42 9,7 6,2 18,4
13.04 [ 2,0 7,0 3,8 6,7
1404 |24 6,4 4,4 0,1
15.04 |48 11,6 8,2 18,1

Tabell B-1-12. Vardatahistorikk fra veerstasjon i naerheten av lokalitet 1. Vaerdata fra de siste
syv dagene far prgvetakning den 27.04.2020

Dato | Min.temp (°C) | Maks. temp | Gj.snitt temp | Nedbgar
(°C) (°C) (mm)
21.04 149 18,4 10,4 0,0
22.04 |46 18,3 10,4 0,0
23.04 149 17,1 10,2 0,0
24.04 |58 14,8 9,2 0,0
25.04 |31 14,4 8,3 0,0
26.04 |42 12,8 8,5 0,1
27.04 |51 9,3 6,7 59
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Tabell B-1-13. Veardatahistorikk fra veerstasjon i naerheten av lokalitet 1. Verdata fra de siste
syv dagene far prgvetakning den 11.05.2020

Dato | Min.temp (°C) | Maks. temp | Gj.snitt temp | Nedbgr
(°C) (°C) (mm)
05.05 |15 11,9 6,8 0,0
06.05 |51 11,7 8,4 0,0
07.05 |36 12,8 8,6 0,8
08.05 |66 10,7 7,8 0,1
09.05 |50 10,8 7,6 2,0
10.05 [24 9,7 50 0,8
11.05 | 2,2 9,0 5,6 11
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