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Sammendrag/anbefalinger:

Nzeringsmidddelhygieneforskriften palegger alle produsenter av spiseklar mat hvor Listeria monocytogenes
(listeria) er en fare & gjore listeria-analyser av produkter, produksjonsmilig og prosessutstyr. Det er pakrevd a
bruke referansemetoder for prgvetaking og analyser fra den internasjonale organisasjonen for standardisering
(ISO), eller alternative metoder som er validert opp mot referansemetodene. Ulempen med dagens
referansemetoder for listeria-pavisning er at det tar minimum to dager til man far svar, noe som reduserer
mulighetene for & gjere risikoreduserende tiltak, som tilbaketrekking fgr produkter nar markedet eller rengjaring
for & fierne listeria fra prosessutstyr. Bruk av hurtigmetoder som enten korter ned pa oppformeringstrinnet,
pavisningstrinnet eller begge deler vil derfor kunne gke mattryggheten. Denne rapporten gir en oversikt over
regelverk og referansemetoder, trinnene i en mikrobiologisk pavisningsmetode, samt prinsippene bak
eksisterende teknologier for listeria pavisning. Rapporten inneholder ogsa en oversikt over validerte og ikke-
validerte kommersielt tilgjengelige tester for listeria-pavisning.

English summary/recommendation:

All manufacturers of ready-to-eat foods where Listeria monocytogenes (listeria) is a hazard are required to perform
listeria analyses of products, production environments and process equipment. The regulations require the use
of reference methods from the International Organization of Standards (ISO) for sampling and analysis, or
alternative methods validated against the reference methods. The disadvantage of current reference methods for
listeria detection is that they are time consuming, taking a minimum of two days. This reduces the possibility for
implementing risk-reducing measures, such as withdrawal of products before they reach the market, or cleaning
to remove listeria from process equipment. The use of rapid methods that either shorten the enrichment step, the
detection step, or both, may therefore increase food safety. This report provides an overview of regulations and
reference methods, the steps of a microbiological detection method, and the principles behind existing listeria
detection technologies. The report also includes an overview of validated and non-validated testkits for listeria
detection.
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1 Sammendrag

Nezeringsmidddelhygieneforskriften palegger alle produsenter av spiseklar mat hvor Listeria
monocytogenes (listeria) er en fare a gjgre listeria-analyser av produkter, produksjonsmilijg og
prosessutstyr. Hensikten med dette er a sikre at mat ikke inneholder mer enn 100 listeria per gram ved
konsum. Det er palagt & bruke referansemetoder fra den internasjonale organisasjonen for standarder
(ISO), eventuelt metoder som er validert opp disse, for prgvetaking og analyse.

En stor ulempe med ISO-metodene for listeria-analyser er at det tar minimum to dager til man far svar.
Dersom bedrifter ikke kan gjgre analysen selv vil forsendelsestid komme i tillegg. Lang tid fra
prgvetaking til pravesvar reduserer mulighetene for a gjare risikoreduserende tiltak, som tilbaketrekking
far produkter nar markedet eller rengjgring for & fjerne listeria fra prosessutstyr. Bruk av hurtigmetoder
som enten korter ned pa oppformeringstrinnet (som skal gi nok listeria til at den er mulig & pavise),
pavisningstrinnet eller begge deler vil derfor kunne gke mattryggheten.

En viktig grunn til at analysene tar tid er et krav om at man skal dokumentere at det er mindre enn 1
L. monocytogenes i 25 gram matpragve. Siden pavisningsmetodene opererer med prgvevolumer i
mikroliterskala og vandig lgsning, ma man fortynne prgven og ha et oppformeringstrinn for & kunne sikre
at listeria er til stede i dette lille pravevolumet (alternativet ville veere & fortynne prgven og dele den opp
i ca 5000 analyser). Til dette finnes det spesielle dyrkingsmedier (for eksempel Fraser buljong) som
hemmer andre bakterier i prgven og samtidig inneholder det listeria behgver for & vokse. Neste
utfordring er at det ikke finnes metoder som klarer & pavise en enkelt listeria-celle direkte. Man ma derfor
for eksempel oppkopiere DNA eller RNA fra det lille pravevolumet man skal analysere fgr man paviser
listeria.

| dag finnes det validerte, kommersielle metoder hvor man kan fa svar p4 om en prgve ikke eller
presumptivt inneholder L. monocytogenes i Igpet av 20-28 timer. Disse metodene kombinerer ofte et
forkortet oppformeringstrinn med pavisning av molekyler som er spesifikke for listeria, som DNA-
sekvens eller spesielle proteiner. De raskeste og mest brukte metodene er basert pa real-time PCR.
Grunnen til at man ikke far et endelig svar etter 20-28 timer er at pavisningsmetoden bade slar positivt
ut for dade og levende listeria. For & f& endelig svar ma man ga et trinn videre med utplating pa selektive
skéler, oppdyrking og pavisning, s total analysetid far endelig positivt svar er 2-3 dggn. Mange av
metodene krever en man kjgper inn spesialinstrumenter i tillegg til testsett. En oversikt med 17 validerte
metoder p& markedet finnes i rapporten.

Det finnes ogsa en rekke ikke-validerte metoder pa marked de fleste med en analysetid pa minst 24
timer for & vite om prave ikke eller presumptivt inneholder L. monocytogenes. Den raskeste metoden
pa markedet er EnviroX-F fra PathogenDx som kan pavise listeria (presumptivt) i renholdspraver etter
6-8 timer. Metoden er basert pad massekopiering av DNA, hybridisering til DNA og maling av fluorescens.
Dessverre er protokollen er komplisert og omfattende, sa den krever mye arbeidsressurser og et trenet
laboratoriepersonell. Listeria assay kit fra Real Time analyzers, ogsa for renholdspraver, kan gi svar
(presumptivt) etter 9 timer, hvorav prgvepreparering og analysetiden tar 1 time. Metoden er basert pa &
separere listeria fra andre bakterier med immunomagnetiske kuler og maling av fluorescens. Utover
disse to testene finnes en rekke kommersielle testsett med og uten oppformeringstrinn og pavisning av
spesifikke DNA-sekvenser, RNA-sekvenser, enzymer eller overflateproteiner, men hvor analysetiden er
minst 24 timer. En oversikt over 12 kommersielle metoder er gitt i rapporten.

Et alternativ til & pavise Listeria monocytogenes er a velge en metode som paviser alle typer Listeria.
Den raskeste testen pa markedet, ANSR Listeria Right Now fra Neogen har en enkel prgvepreparering
og man far svar etter 1 time. Metoden egner seg kun for renholdspraver. For matpraver vil analysetiden
vaere minimum 24 timer.



2 Innledning

2.1 Bakgrunn og malsetning

Fiskeri- og Havbruksnaeringens Forskningsfond (FHF) gnsker at havbruksneeringen skal inneha bedre
kunnskap om nye lgsninger for forebygging og handtering av listeria. FHF har i den forbindelse finansiert
et mulighetsstudium for & avklare om det er faglig og teknisk mulig & utvikle en metode/metodikk som
paviser eventuell forekomst av listeria i lgpet av 20-30 minutter. Prosjektet «Utvikling av hurtigtest for
pavisning av Listeria — Et mulighetsstudium» skal kartlegge om det er teknologisk mulig & fa
pavisningstiden ned til 20-30 minutter og ansla hva det vil koste & utvikle en slik hurtigmetode.

| et hav av nye metoder og teknologier er det viktig for naeringen & fa en oversikt over fordeler og
ulemper, utfordringer og muligheter, samt retningslinjer for validering av nye metoder opp mot de
godkjente ISO-standardene. Denne rapporten er farste delrapport prosjektet og inneholder en oversikt
over eksisterende metoder og tilgjengelige kommersielle testsett! for pavisning av L. monocytogenes.
Rapporten inkluderer metoder som er validert i henhold til ISO 14160-2 [1] som godkjent alternativ til
ISO 11290-1 [2] — og som dermed er godkjent for bruk i europeisk matindustri, ikke-validerte metoder
for pavisning av L. monocytogenes, og en oversikt over tilgjengelige metoder og testsett for pavisning
av Listeria spp. (dvs. ‘arter i slekten Listeria’). Videre arbeid i prosjektet vil ta for seg nye lovende
teknologier for raskere pavisning av listeria, samt kostnadsoverslag for utvikling av en raskere metode.

2.2 Listeriai mat og matprosesseringsanlegg

Bakterieslekten Listeria bestar av flere arter der Listeria monocytogenes er den som forarsaker sykdom
hos mennesker. L. monocytogenes er en av de matpatogene bakteriene man bekymrer seg mest over
i norsk matindustri da den er vanlig forekommende i naturen og produksjonsmiljg. Nar noen blir syke av
listeria, er arsaken oftest at de har spist spiseklare matprodukter listeria har vokst opp til et hgyt antall.
Selv om listeria vanligvis gir asymptomatiske eller influensalignende symptomer, s& kan smitte ogsa gi
den alvorlige sykdommen listeriose, vanligvis hos hgyrisikogrupper. Symptomer hos ikke-gravide er
meningitt og sepsis, og i sjeldne tilfeller diaré. Gravide kan smitte sitt barn uten selv a bli syk og forarsake
infeksjon som kan fare til spontanabort, dgdfgdsel og sykdom hos det nyfadte barnet.

Kontaminering av matprodukter med L. monocytogenes skjer oftest gjennom krysskontaminering fra
matproduksjonsmiljget [3, 4]. Det er velkjent at overvakning av L. monocytogenes i mat primaert ikke
handteres med kontroll av sluttproduktene, men ved overvakning av ravarer og prosesseringsmiljg for
a finne kilder, reservoarer og krysskontamineringsveier [5, 6]. For & forebygge smitte til mat er det viktig
med gode verktgy og rutiner for prgvetaking, pavisning av bakterien og smittesporing. Nofima har
tidligere utarbeidet en veileder for forebygging, overvaking og fierning av listeria i laksenaeringen [7].
Denne er ment som et praktisk hjelpemiddel for & utave malrettet arbeid for gkt kontroll med listeria i
anlegg som produserer laks. Det er stadig strengere krav til kontroll med L. monocytogenes og flere
land og innkjgpere har ogsa nulltoleranse for L. monocytogenes pa konsumferdige produkter.

2.3 Regelverk og referansemetoder for listeria-overvaking

EUs forordning No 2073/2005 [8], gjennomfart i Naeringsmiddelhygieneforskriften [9] krever at bedrifter
som produserer spiseferdige produkter hvor L. monocytogenes kan vokse har en prgvetakingsplan for
produksjonsmiljg, prosessutstyr og produkter. Forordningen krever videre at godkjente analysemetoder
brukes. For produktpraver er det krav om at naeringsmidlene oppfyller ett av to mikrobiologiske kriterier:
Enten fravaer av L. monocytogenes i 25 g nar produktet forlater produsenten, eller mindre enn 100 L.
monocytogenes per gram i produktet ved holdbarhetstidens utlgp.

1 Et sett av reagenser og annet utstyr til en bestemt test kalles et ‘kit’ eller et ‘testsett’ Vogt. 2004. Tidsskr Nor Leegeforen. 124:973.



https://tidsskriftet.no/2004/04/sprakspalten/et-kit-et-testsett

2.3.1 Prgvetaking

For prgvetaking av produkt er det krav til & falge referansemetoden ISO 6887 [10, 11]. For prgvetaking
av produksjonsmiljg og prosessutstyr er det krav om at standardmetoden ISO 18593 [12] brukes som
referansemetode. Andre framgangsmater kan brukes dersom det kan dokumenteres overfor
vedkommende myndighet at de gir likeverdige resultat.

2.3.2  Pavisning

Pavisningsmetoden ISO 11290-1 [2] ma benyttes som referansemetode for a bevise fravaer av L.
monocytogenes i 25 g produktpragve eller i prgver fra produksjonsmiljg og prosessutstyr. Metoden
innebeerer en to-trinns selektiv oppformering av listeria som tar til sammen 48 timer, etterfulgt av en
dyrkningsbasert pavisning og eventuelt en endelig bekreftelse. Den dyrkingsbaserte pavisningen er en
oppdyrkning pa selektive agarskaler i opptil 48 timer etterfulgt morfologiske eller biokjemiske tester for
en bekreftelse pa at det er pavist listeria. Med denne metoden tar bekreftelse av fraveer av listeria fire
daggn. Pavisning av tilstedeveerelse av listeria tar mellom to og fire dagn (pavisning etter to dagn kan
oppnas dersom man sar ut pa agar ogsa etter 24 timer oppformering). Metoden kan pavise (eller
bekrefte mindre enn) 1 Listeria-celle per prgvemengde (deteksjonsgrense ‘level of detection’ 50%
[LODso%] er 0.5-1 cfu per 25 g).

Kvantifiseringsmetoden 1ISO 11290-2 [13] ma benyttes som referansemetode om man skal vise at nivaet
i produkt er lavt nok til & ikke overstige 100 L. monocytogenes per gram i lgpet av holdbarhetstiden. |
ISO 11290-2 fortynnes praven direkte og dyrkes pa selektive agarskaler i 48 timer fgr avlesning uten
forutgdende oppformering. Presumptivt positivt resultat kan leses av tidligst etter 24 timer og
deteksjonsgrensen er pa 10-100 cfu per gram matvare.

2.3.3  Alternativer til ISO-metodene og validering

Artikkel 5 i forordningen (EU 2073/2005) anfgrer at alternative analysemetoder kan brukes dersom de
gir likeverdige resultater med referansemetoden. Dette ma valideres med protokollen i standarden ISO
16140-2 [1]. Videre anfgres det at ‘Opphavsrettslig beskyttede metoder’ —i praksis kommersielle testsett
hvor noen av ingrediensene er hemmelige — kan benyttes som alternative analysemetoder dersom de
er validert i samsvar med ISO 16140-2 og dette er sertifisert av et uavhengig sertifiseringsorgan. Andre
analysemetoder enn de som er validert og sertifisert kan brukes etter validering i samsvar med
internasjonalt anerkjente protokoller og at vedkommende myndighet har godkjent bruken av dem
(artikkel 5 i EU 2073/2005). Videre i denne rapporten vil det med «validerte metoder» menes
kommersielt tilgjengelige metoder eller testsett som er validert int. kravene fra myndighetene.

Den norsk-produserte testen Sensilist [14] er ikke en erstatning for pavisningsmetoden 1ISO 11290-1,
men for kvantifiseringsmetoden 1ISO 11290-2. Sensilist markedsfares som en hurtigmetode, men tar like
lang tid som referansemetoden. Fordelen er at den er mer sensitiv, og kan pavise ned til <1 cfu/g i
naeringsmidler og miljgprgver. Sensilist er under uttesting hos Campden BRI for validering i henhold til
ISO 16140-2.

Mange av de ikke-validerte pavisningsmetodene som er beskrevet i denne rapporten er validert av
AOAC International [15, 16] opp mot de amerikanske referansemetodene brukt av FDA [17] og USDA
[18]. AOAC bruker normalt ikke 1ISO 16140-2 og denne valideringen er dermed ikke gyldig i EU eller
Norge.



3 Tester for pavisning av listeria

En stor ulempe med referansemetodene fra ISO (og ogsa de fra FDA og USDA) er at det tar lang tid til
prgvesvar, noe som begrenser mulighetene for & unngd at kontaminerte produkter sendes ut pa
markedet eller & kunne sette inn tiltak for & unnga at nye partier blir kontaminert med listeria.

En hurtigmetode for kvalitativ mikrobiologisk kontroll kan defineres som en alternativ metode som
reduserer tiden fram til resultat [19].

| tillegg til selve analysetiden ma man i mange tilfeller ogsd beregne tid til frakt av prgver til
analyselaboratorium siden mange bedrifter ikke gnsker eller har mulighet til & oppformere listeria i egen
fabrikk. En analysemetode kan derfor i prinsippet benevnes som ‘hurtig’ dersom bedriften kan utfgre
testen selv og dermed spare tid pa transport og eventuell annen administrasjon, for eksempel om den
er enklere og mer brukervennlig enn referansemetoden. Det kan bemerkes at det er store variasjoner i
kostnader mellom forskjellige metoder, for eksempel nar det gjelder instrumenter, investerings-
kostnader, forbruksmateriell og personalkostnader. Dette ma selvfglgelig ogsa tas i betraktning nar man
sammenlikner nytteverdien av metodene.

3.1 Trinnene i en mikrobiologisk pavisningsmetode og validering

Pavisning av L. monocytogenes i produksjonsmilijg, ravarer eller produkt foregar i flere steg:
1) prgvetaking, for eksempel svabring av overflate eller uttak av kjgttprgve, 2) oppformering av listeria
i selektivt dyrkningsmedium for & fa et hgyt nok antall til & kunne pavise bakterien, og 3) selektiv
pavisning ved bruk av en metode basert pa oppdyrking pa selektive skaler, en immunologisk test eller
genetisk test.

Redusert analysetid kan oppnds ved a bruke en alternativ metode som har et raskere selektivt
oppformeringstrinn, en raskere analysemetode for selektiv pavisning eller begge deler. Imidlertid vil i
mange tilfeller mulighetene for bruk av en alternativ raskere metode i ett av trinnene pavirke kravet til
metoden som brukes i det andre trinnet, og man ma derfor ofte se begge i sammenheng. 1ISO 16140-2
kan brukes til & validere et alternativt oppformeringstrinn, et alternativt selektivt pavisningstrinn, eller en
alternativ metode for begge trinnene kombinert. Det er mulig & validere metoder enten for alle matvare-
og prevetyper, eller kun for et utvalg.

3.2 Validerte pavisningsmetoder for L. monocytogenes

En oversikt over kommersielt tilgjengelige hurtigmetoder for pavisning av L. monocytogenes validert i
henhold til ISO 14160-2 opp mot ISO 11290-1 er sammenfattet i Tabell 1. Metodene baserer seg pa
immunologiske eller molekylaerbiologiske prinsipper (se kapittel 4) og er raskere enn de
dyrkningsbaserte teknikkene i referansemetoden. Som det fremgar av tabellen, er det en overvekt av
metoder basert pa real-time PCR. Ofte inkluderer metodene i tillegg et raskere oppformeringstrinn. De
raskeste metodene kan bekrefte fraveer av L. monocytogenes eller gi en presumptiv2 pavisning av L.
monocytogenes i lgpet av 20-24 timer. Metoder basert pa real-time PCR er sapass vanlig i bruk, ogsa
av kommersielle analyse-laboratorier, at de kan betraktes som dagens standardmetode for pavisning
av L. monocytogenes.

Alle kommersielle tilgjengelige validerte hurtigmetoder krever at en presumptiv pavisning ma bekreftes
med identifikasjon ved oppdyrkning av enkeltkolonier pa selektive agarskaler (dette oppfyller kravet om
identifisering med morfologiske eller biokjemiske tester). Dette tar minimum 24 timer i tillegg til oppagitt
analysetid. Arsaken til dette er antagelig at ingen av hurtigmetodene kan bekrefte om bakterien som
pavises er levende eller dagd, noe som er ngdvendig for & fa et svar som er likeverdig med det som

2 Presumptiv betyr ‘trolig, sannsynlig eller det som man ma forutsette’.
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referansemetoden ISO 11290-1 gir. | denne sammenheng kan det nevnes at det finnes én metode,
‘Bruker MALDI Biotyper' metoden [20], basert pA MALDI-TOF massespektrometri identifisering av
kolonier, som er et validert alternativ for identifikasjon ved morfologiske eller biokjemiske tester.
bioMérieux har et system (VITEX 2) med tilsvarende bruksomrade, men denne er kun AOAC-validert.

Man vil altsd med dagens standardmetoder kunne bekrefte fraveer eller f& en presumptiv pavisning av
L. monocytogenes etter ca. 24 timer, mens den endelige bekreftelsen fgrst kommer etter to eller tre
dagn. | praksis vil man antageligvis uansett agere som om en prgve er positiv etter et innledende positivt
svar, for raskest mulig a kunne sette inn ngdvendige forebyggende tiltak og unnga & sende produkter
med listeria ut pd markedet.

3.3 lkke-validerte pavisningsmetoder for L. monocytogenes

Arsaken til at en test ikke er validert (eller ikke er under validering) i henhold til ISO 14160-2 vil i de
fleste tilfeller vaere at den ikke er like ngyaktig som referansemetoden 1ISO 11290-1, som kan pavise 1
Listeria-celle i 25 g eller 25 mL prgve uten & gi utslag pa andre bakterier enn L. monocytogenes. Metoder
med lav sensitivitet retter seg ofte mot analyse av overflateprgver og ikke matprgver. Noen tester er
validert etter andre standarder enn ISO fordi de ikke retter seg primaert mot det europeiske markedet.

| visse tilfeller og til visse formal kan en metode som ikke er 100% treffsikker vaere et nyttig supplement
til validerte metoder for & kunne sette inn ngdvendige forebyggende tiltak i tide og redusere risikoen
for & sende produkter med listeria ut pd markedet. Dette gjelder kanskje spesielt hvis metoden er
vesentlig raskere eller billigere enn de validerte metodene. Det er imidlertid viktig & vaere klar over
eventuelle begrensninger i metodene som blir benyttet og i tillegg gjennomfare en prgvetakings- og
analyseplan hvor godkjente metoder brukes, slik at kravene i Naeringsmiddelhygieneforskriften
oppfylles. Dette gjelder ogsa for bruk av en av de validerte metodene til andre matvarer eller formal enn
det de er validert for, eller bruk av en av de validerte metodene med et kortere selektivt dyrkningstrinn
enn det den validerte metoden angir.

Vanlige begrensninger for ikke-validerte metoder er lav sensitivitet (falske negative prgver fordi
metoden ikke kan pavise lave nivaer av listeria), selektivitet (falske positive prgver fordi metoden
rapporterer andre bakterier som L. monocytogenes eller falske negative pregver fordi ikke alle
undergrupper av L. monocytogenes blir fanget opp), og/eller robusthet (falske negative praver fordi
metoden ikke virker hvis noe i praven hemmer pavisning, for eksempel smuss, laksekjgtt eller salt).

En oversikt over kommersielle metoder for pavisning av L. monocytogenes pa markedet som ikke er
validerte i henhold til ISO 14160-2 er sammenfattet i Tabell 2. Kommersielle testsett basert pa real-time
PCR er ikke tatt med i denne oversikten. De fleste av metodene i oversikten (9 av 12) er validert av
AOAC. Minimum total analysetid varierer fra 6-8 timer til 50 timer, og bare to tester gir resultater pa
under 24 timer. Dersom et presumptivt positivt resultat skal bekreftes ved oppdyrkning av enkeltkolonier
pa selektive agarskaler m& man legge pa& minst ytterligere 24 timer. Flere av de ikke-validerte metodene
er antagelig utviklet for & veere mer brukervennlige alternativ til referanse- og standardmetodene, og
ikke ngdvendigvis for a gi hurtigere svar. Av de 12 metodene inkludert i Tabell 2 er seks beregnet kun
for praver fra overflater i produksjonsmiljget, og av disse er fem sdkalte svabertester («g-tips»-lignende
pinnesvaber; Figur 1A), hvorav to hvor pavisning skjer ved visuell avlesning av resultatet som
fargeforandring i oppdyrkningsmediet. To av metodene er sakalte lateral flow immunkromatografisk
analyse hvor resultatet leses av som en strek pa en test-strip eller testkassett (Figur 1B og 1C).

To metoder er raskere enn real-time PCR: svabertesten EnviroX-F fra PathogenDx og Listeria Assay
Kit fra Real Time Analyzers, som er basert pa immunologisk analyse. EnviroX-F er AOAC-validert, men
beregnet kun for miljgpraver. Metoden er uten oppformeringstrinn, og baserer seg pa oppsamling av
bakterier fra svaberen ved sentrifugering og pavisning ved PCR-amplifisering av spesifikke gener fra
DNA etterfulgt av hybridisering til microarrays [21]. Listeria Assay Kit er et uten AOAC-validering, og
inkluderer et 8-timers oppformeringstrinn [22].
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Figur 1: Eksempler pa test-typer med brukervennlig avlesning. A) Svabertest. B) Lateral flow
immunkromatografisk analyse med test-strip (Reveal 2.0 for Listeria fra Neogen). C) Lateral flow
immunkromatografisk analyse med testkassett (Veriflow Listeria monocytogenes fra Invisible Sentinel /
bioMérieux).

| tillegg til listeria testsett og instrumenter beregnet for bruk i matproduksjon og myndighetenes
overvaking finnes det metoder som kan pavise listeria i en prgve som primaert brukes i forskning. Dette
gjelder for blant annet forskjelige DNA sekvenseringsmetoder som for eksempel metagenom-
sekvensering med Oxford Nanopore teknologi [23]. Clear Safety Listeria fra Clear Labs er en
automatisert plattform for denne typer analyser markedsfart mot matindustri [24, 25].

3.4 Pavisning av bakterier fra slekten Listeria

Slekten Listeria, hvor arten L. monocytogenes inngar, har gkt fra seks arter i 2009 til i dag & inneholde
totalt 28 arter [26], hvorav de to siste ble identifisert i 2022 [27, 28]. L. monocytogenes tilhgrer
undergruppen Listeria sensu stricto (“in a strict sense”) sammen med fglgende ni andre arter: Listeria
innocua, L. ivanovii, L. seeligeri, L. welshimeri, L. marthii, L. cossartiae, L. immobilis, L. farberi, og
L. swaminathanii. De resterende 18 Listeria-artene (Listeria sensu lato; “in a broad sense”) er sépass
forskjellige fra de artene som tilhgrer Listeria sensu stricto at de i prinsippet burde veert taksonomisk re-
klassifisert som noe annet enn ‘Listeria’ [29]. Dette inkluderer L. grayi, som var en av de opprinnelige
seks kjente Listeria-artene.

Det er kun L. monocytogenes som vanligvis er assosiert med human listeriose. Listeria ivanovii kan gi
sykdom hos dyr, spesielt drgvtyggere, men det er ekstremt sjeldent at den er sykdomsfremkallende hos
mennesker. Regelverket for naeringsmidler spesifiserer mikrobiologiske kriterier kun for
L. monocytogenes. Likevel kan det i visse tilfeller vaere interessant & vite om det finnes andre arter til
stede i en prgve som ikke inneholder L. monocytogenes, siden en nisje som tillater vekst av andre
Listeria -arter ogsa har potensial for & vaere en nisje for vekst av L. monocytogenes [30]. Det har derfor
iblant veert anbefalt at overvakings- og kontrollprogram for listeria in naeringsmiddelindustrien ogsa
analyserer for andre Listeria -arter [31]. Noen testsett kan selektivt pavise Listeria sensu stricto parallelt
med péavisning av L. monocytogenes, for eksempel foodproof Listeria plus Listeria monocytogenes
Detection LyoKit fra Hygiena. En test som ikke skiller mellom L. monocytogenes og andre Listeria-arter
kan ogsa potensielt veere et nyttig supplement til L. monocytogenes-spesifikke metoder, kanskje
spesielt dersom testen er vesentlig raskere eller enklere enn metoder som kun paviser
L. monocytogenes.

En oversikt over tilgjengelige kommersielle metoder for pavisning av Listeria spp. (dvs. ‘arter i slekten
Listeria’) er sammenfattet i Tabell 3. De forskjellige testsettene skiller mellom de forskjellige Listeria -



typene i varierende grad, og en test brukt til dette formalet bar ideelt sett pavise bare Listeria-arter som
inngar i gruppen Listeria sensu stricto [26, 29]. Metoder som gir positivt svar for L. grayi paviser antagelig
bade Listeria sensu stricto og sensu latu. De fleste av metodene (10 av 12) er validert av AOAC, hvorav
to ogsa er validert i henhold til ISO 14160-2 som et alternativ til ISO 11290-1 (for pavisning av Listeria
spp., ikke L. monocytogenes). Seks er beregnet kun for prgvetaking av overflater i produksjonsmiljget.
Fire tester er lateral flow immunkromatografiske analyser, to er ELISA-metoder hvor resultatet males
som fargeforandring i en mikrotiterplateleser, og en test (Listeria SwabCheck fra GSV Filter Technology)
har pavisning ved visuell avlesning av resultatet som fargeforandring i oppdyrkningsmediet. Til forskijell
fra metoder for pavisning av L. monocytogenes er tre av testene for pavisning av Listeria spp. basert pa
bakteriofager®? — to pé infeksjon med spesifikke bakteriofager og en test basert pa binding av
rekombinante bakteriofag-proteiner. Testene basert pa bakteriofag-infeksjon har den fordelen at de kun
vil kunne pavise levende celler.

Minimum total analysetid for metodene i Tabell 3 varierer fra 1 time til 48 timer, og bare to tester gir
resultater pa under 24 timer: svabertesten ANSR Listeria Right Now fra Neogen [32, 33] og Sample6
DETECTI/L Test fra IEH [34]. Begge disse er AOAC-validert kun for bruk pa miljgpraver fra overflater i
matindustrien. ANSR Listeria Right Now skal gi prgvesvar pa under 1 time. Metoden er uten
oppformeringstrinn, og svaberen settes direkte ned i lyseringsbuffer fgr pavisning basert pa isotermisk
amplifisering av ribosomalt RNA. Sample6 DETECT/L Test gir prgvesvar pa 6 timer og er en av testene
basert pa infeksjon med spesifikke bakteriofager.

4 Prinsipper bak eksisterende teknologier for selektiv pavisning

4.1 Dyrknings-baserte metoder

Listeria-bakterier er vanligvis til stede i lavt antall i prgver fra mat og miljg, som inneholder (til forskjell
fra kliniske prgver) vanligvis et betydelig starre antall andre mikroorganismer, noe som kompliserer
isolering og pavisning av listeria. Hensikten med bruk av selektive dyrkningsmedier eller
oppformeringsmedier, er a gke bade mengden og den relative andelen av listeria i en prave slik at
pavisning er mulig. Oppformering i selektive dyrkningsmedier kan ogsa regnes som en del av selve
pavisningsmetoden.

Listeria fra produksjonsmiljg kan vaere stresset eller svekket, for eksempel pa grunn av uttarking, hayt
osmotisk trykk eller tilstedeveerelse av rester av desinfeksjonsmidler, og dermed trenge noe
restitusjonstid far de igjen kan begynne a dele seg [35]. Slike skadede celler kan likevel utgjare en risiko
for mattrygghet, siden de kan overleve og begynne a vokse pa et senere tidspunkt. Derfor er det viktig
at en pavisningsmetode for L. monocytogenes tar hensyn til dette og sarger for at ikke slike skadede
celler dar fgr pavisning, for & unngd falske negative test-resultater. Svabertester eller andre
proveenheter beregnet for prgvetaking i miljg inneholder derfor ofte transportmedium eller

ngytraliseringsmedium som for eksempel Dey/Engley (D/E) broth, Letheen broth eller HiCap broth.

Av eksisterende kommersielt tilgjengelige testsett for pavisning av listeria (Tabell 1-3) er det kun tre
metoder, Sample6 DETECT/L Test, EnviroX-F og ANSR Listeria Right Now som er uten
oppformeringstrinn. Sample6 DETECT/L Test inneholder imidlertid et 4 timers ‘recovery’ eller
restitusjonstrinn, hvor bakteriene inkuberes i ‘Detection buffer’. Alle tre testsettene er beregnet kun for
analyse av miljgprgver. Mange validerte testsett har kortere oppformeringstrinn for miljgpraver enn for
pregver fra mat (ned i 18 timer).

Selektiv oppformering av listeria er vanligvis ikke basert p& & hemme konkurrerende mikroflora ved
ugunstig neeringstilgang eller veksttemperatur. Isteden tilsettes antimikrobielle forbindelser som pavirker

% Bakteriofag (bakteriespisere) er virus som angriper og formerer seg i prokaryote celler som bakterier, arker og blagrennalger.



listeria-vekst i minst mulig grad samtidig som de i stagrst mulig grad hemmer konkurrerende mikroflora.
En kompliserende faktor med denne fremgangsmaten er at slike antimikrobielle forbindelser ofte har
vist seg & ha negativ pavirkning pa overlevelse av listeria-celler som er stresset eller skadet. Derfor
brukes ofte en to-trinns oppformeringsprotokoll, som i referansemetoden 1SO 11290-1, hvor
konsentrasjonen av antimikrobielle tilsetningsstoffer er halvert i mediet som brukes i det farste trinnet
(Half Fraser broth) sammenlignet med i trinn to ([Full] Fraser broth), eller i referansemetoden fra FDA,
hvor antimikrobielle forbindelser tilsettes fgrst etter 10 min.

Nalidixinsyre er det mest vanlig brukte selektive middelet for listeria-isolering, og finnes blant annet i
Fraser broth. Det er et antibiotikum i klassen quinoloner og har tydelig effekt mot gram-negative bakterier
som Enterobacter spp. og E. coli. Pseudomonas spp. er derimot vanligvis resistente. Det andre selektive
middelet i Fraser Broth er acriflavin. Dette hemmer effektivt gram-positiv bakgrunnsflora, men kan ogsa
pavirke vekst av L. monocytogenes [36]. Det er kjent at tilstedeveaerelse av andre Listeria sensu stricto
kan komplisere deteksjon av L. monocytogenes i prgver, da disse kan utkonkurrere L. monocytogenes
under selektiv oppformering [37]. Acriflavin forlenger lag-fasen og gker generasjonstiden for
L. monocytogenes, mens vekst ikke pavirkes for Listeria innocua, og vil dermed til en viss grad selektere
for L. innocua p& bekostning av L. monocytogenes [38]. Fraser broth tilsettes ogsé 3 g/L litiumklorid
for & gi hgy saltkonsentrasjon, noe som tolereres av listeria men ikke av enterokokker og visse gram-
negative bakterier [39]. Buffered Listeria enrichment broth (BLEB), som er det selektive
oppformeringsmediet som brukes i FDA’s referansemetode [17] inneholder i tillegg det selektive
middelet cycloheximide. Cycloheximide hemmer proteinsyntesen hos eukaryote celler, og dermed vekst
av mugg. Seleksjonsmediet L-PALCAM Broth inneholder de selektive antimikrobielle forbindelsene
ceftazidime og polymyxin B.

Det finnes flere dyrkningsbaserte metoder for pavisning av L. monocytogenes som er validert henhold
til ISO 14160-2 som et alternativ til ISO 11290-1, og som benytter alternative dyrkningsmedier med
opphavsrettslig beskyttet sammensetning. Det er mulig at disse kan gi bedre restitusjon, raskere
oppformering og/eller bedre seleksjon enn dyrkningsmedier med publiserte (offentlig tilgjengelige)
oppskrifter. To eksempler er One Broth One Plate for Listeria monocytogenes (OBOP-LMO) metoden
fra Neogen [40] med seleksjonsmediet LESS Plus medium, og Listeria Precis metoden fra OXOID /
Thermo Fisher Scientific [41] med seleksjonsmediet Oxoid ONE broth Listeria. Begge disse metodene
er ca 24 timer raskere enn referansemetoden ISO 11290-1, da de har kun ett oppformeringstrinn pa 22-
28 timer fgr pavisning med plating pa selektive agarskaler. Et annet kommersielt tilgjengelig
seleksjonsmedium er det AOAC-validerte mediet PDX-LIB fra Paradigm Diagnostics [42]. Pa lignende
mate inkluderer flere kommersielle testsett bruk av seleksjonsmedier med patenterte eller hemmelige
tilsetninger, for eksempel RapidChek Listeria NextDayMedia fra Romer Labs / DSM [43], Atlas Listeria
Detection Assay fra Roka Bioscience [44] En metode, N-Light L. monocytogenes fra NEMIS
Technologies, gker spesifisiteten ved 4 tilsette en blanding av bakteriofager som infiserer og dreper
konkurrerende bakterier i oppformeringsmediet [45].

Immunomagnetisk separering (IMS) er en annen anrikingsmetode for Listeria eller L. monocytogenes.
Ved IMS benyttes magnetiske kuler dekket med spesifikke antistoffer som fester seqg til listeria slik at
bakterien kan skilles ut med en magnet. Eksempler p& metoder som benytter dette prinsippet er real-
time PCR metoden Assurance GDS Listeria monocytogenes Tq fra Merck. Thermo Fisher har ogsa et
automatisk system, Pathatrix Auto Instrument [46], som oppkonsentrerer bakterier ved hjelp av IMS far
nedstrams analyser (for eksempel PCR, immunoassay eller dyrkning). IMS har ogsa blitt brukt fgr
metagenom-sekvensering for a redusere antall sekvenser fra bakgrunnsflora [47].
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4.2 Biokjemiske metoder

Det finnes flere metoder for pavisning av L. monocytogenes som baserer seg pa biokjemiske prinsipper,
og da seerlig pavisning av spesifikk enzymaktivitet. Disse metodene er ofte optiske, det vil si at de
baserer seg pa dyrkningsmedium (enten pa agarskaler eller i flytende kultur) som inneholder kromogene
substrater som gir fargeomslag nar bakteriene vokser. Dette gjelder ogsa for referansemetoden 1SO
11290-1, hvor pavisning av listeria er basert pa utplating av praven pa selektive kromogene agarskaler
tilsatt substrater som gir Listeria spp. eller L. monocytogenes karakteristisk morfologi og farge. For
eksempel vokser L. monocytogenes og L. ivanovii typisk opp som bla-granne kolonier med en lys
halo/oppklaring rundt hver koloni ved plating paA ALOA (‘Agar Listeria according to Ottaviani and Agosti’)
eller AL-agar [48]. Blafargen kommer av at enzymet B-D-glucosidase bryter ned det kromogene
substratet X-glucosid, og oppklaringssonen rundt hver koloni er et resultat av at enzymet fosfolipase C
(PI-PLC; phosphatidylinositol-specific phospholipase C) bryter ned fosfatidylinositol tilsatt agaren. Av
bakteriene som kan vokse i oppformeringsmediet er det bare L. monocytogenes og L. ivanovii som
produserer fosfolipase C, mens alle Listeria-arter i tillegg til andre bakterier som for eksempel
Enterococcus og noen Bacillus-arter produserer 3-glucosidase.

Et annet substrat for B-glucosidase er esculin. Hydrolyse av esculin gir esculetin og glukose, og binding
av esculetin til jern(lll) ioner gir et markebrunt eller svart kompleks, noe som utnyttes som diagnostisk
prinsipp i PALCAM Agar [49]. Ogsa oppformeringsmedier som for eksempel Fraser broth og PDX-LIB
fra Paradigm Diagnostics [42] inneholder esculin og jern(lll) ioner, og man kan dermed bruke
fargeforandring direkte i bakteriekulturen som indikasjon pa tilstedeveerelse av Listeria spp.

RAPID’L.mono er en annen type selektive kromogene agarskaler, som i tillegg til pavise fosfolipase C-
aktivitet etter samme prinsipp som for ALOA, ogsa kan skille mellom L. monocytogenes og L. ivanovii
[50]. Denne differensieringen baserer seg pa at L. ivanovii kan fermentere xylose, og dermed gir en
gul halo/oppklaring rundt hver koloni, mens L. monocytogenes ikke har denne egenskapen.

Metoder basert pa ett oppformeringstrinn i Half Fraser medium etterfulgt av pavisning ved plating pa
selektive kromogene agarer som for eksempel AL-agar og RAPID’L.mono er validert henhold til ISO
14160-2 som et alternativ til ISO 11290-1 [48, 50]. Begge disse metodene er ca 24 timer raskere enn
referansemetoden ISO 11290-1, da de har kun ett oppformeringstrinn fgr pavisning med utplating pa
selektive agarskaler. | tillegg kan man ved bruk av disse metodene avlese agarskalene etter 24 timer
(mot 48 timer for ISO 11290-1) for & avkrefte at det er listeria i prgvene. Presumptive positive svar ma
imidlertid, som for ISO 11290-1, bekreftes ved bruk av en sekundaer metode med et annet
pavisningsprinsipp; andre morfologiske eller biokjemiske tester eller for eksempel real-time PCR.

Pavisning av enzymaktivitet fra B-glucosidase og fosfolipase C brukes ogsd som pavisningsmetode i
flere kommersielt tilgjengelig testsett, hvor substratene tilsettes direkte i dyrkningsmediene som brukes
til oppformering (Tabell 2 og 3). Tre svabertester med AOAC-validering for prgvetaking i miljg er basert
pa pavisning av fosfolipase C: N-Light L. monocytogenes fra NEMIS Technologies [45], InSite L. mono
Glo fra Hygiena [51] og SwabSURE ListeriaP fra Technical Service Consultants [52]. De to sistnevnte
kan ikke skille mellom L. monocytogenes og L. ivanovii, mens oppformeringsmediet i N-Light
L. monocytogenes inneholder bakteriofager som infisererer og dreper bakgrunnsflora [45], noe som
antagelig er arsaken til at denne testen er oppgitt & veere spesifikk for L. monocytogenes. To
svabertester for Listeria spp. beregnet for prgvetaking i miljg er basert pa tilsetning av esculin i
oppdyrkningsmediet og pavisning av L. monocytogenes ved synlig fargeforandring: InSite L. mono Glo
(som samtidig paviser L. monocytogenes ved pavisning av fosfolipase C aktivitet) og Listeria
SwabCheck fra GSV Filter Technology [53]. Produsenten av SwabCheck pastar at tilsetninger og
antibiotika i dyrkningsmediet hemmer alle andre arter enn Listeria, slik at metoden totalt sett er spesifikk
for denne slekten selv om det ikke gjelder for hydrolyse av esculin, men i og med at metoden ikke er
validert er denne pastanden vanskelig a etterga.
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4.3 Nukleinsyre (DNA/RNA) baserte metoder

4.3.1 Konvensjonell PCR (end-point PCR)

Polymerase chain reaction (PCR) er en laboratorieteknikk for rask oppformering eller kopiering av
spesifikke DNA omrader (for eksempel gener) til millioner og milliarder av kopier som kan studeres
videre. Kopieringen skjer ved bruk av spesifikke primere (syntetiske oligonukleotider som binder til mal-
DNA) og enzymet DNA polymerase. Kopieringen av DNA er syklisk i tre steg og foregar i en termosykler
(en PCR-maskin); 1) dobbelt-trddet DNA utsettes for hay temperatur (95°C) for & f& enkelt-tradet DNA,
2) to primere binder til DNA, typisk ved ca 50-60°C, og 3) DNA syntetiseres ved hjelp av DNA
polymerase ved 72°C. | konvensjonell PCR males mengden kopiert DNA (dette kalles ‘PCR produktet’)
etter endt antall sykluser (derav ‘end-point’). Tradisjonelt blir ofte PCR produktet visualisert pa en
agarosegel og man kan derfra male mengden (kvantifisere) PCR produkt pa ulike mater. Dette er
derimot manuelt og tidkrevende og ikke mye brukt for pavisning av listeria. Det finnes derimot
automatiserte metoder for pavisning av L. monocytogenes som baserer seg pa konvensjonell PCR, for
eksempel BAX System PCR Assay for Listeria monocytogenes 24E fra Hygiena [54], hvor deteksjonen
foregar i PCR maskinen i form av en smeltepunktskurve-analyse etter at PCR syklusene er gjennomfart.

4.3.2 Real-time PCR

Som nevnt i Kapittel 3.2 er metoder basert pa real-time PCR sdpass vanlig i bruk at de kan betraktes
som dagens standardmetode for pavisning av L. monocytogenes. | motsetning til for konvensjonell PCR,
hvor mengden produkt males til slutt etter at oppformering av DNA/RNA er gjennomfgrt med et gitt antall
oppformeringsrunder, s& maler real-time PCR mengden oppformert produkt underveis (real-time). Det
finnes ni validerte real-time PCR testsett pd markedet (Tabell 1), der alle baserer seg pa en
oppformering av listeria og et lyseringstrinn som lgser opp cellveggen og gjgr DNA tilgjengelig i forkant
av selve PCR-analysen. Alle testsettene baserer seg pa bruk av spesifikke fluorescerende prober for &
male hvor mye PCR produkt som blir generert (for eksempel TagMan, MGB, scorpions, eller FRET
prober). Mengden PCR produkt som dannes er proporsjonal med mengden listeria-celler i pravene.

Real-time PCR har i tillegg til hgy spesifisitet ogsa hgy sensitivitet. Selv om selve metoden er veldig
sensitiv, og i teorien kan pavise en enkelt kopi av mal-DNA, sa m& man huske pa at analysen foregar i
et lite volum, ofte 50 uL. Det vil si at den ene kopien av mal-DNA ma finnes i de 50 puL som analyseres
for & kunne bli pavist. | tillegg sa vil kan prevematriksen (maten som testes, oppformeringsmediet, osv)
inneholde komponenter som kan hemme aktiviteten til DNA polymerasen [55]. Det er ogsa vist at den
hgye saltkonsentrasjonen i Fraser broth kan hemme lyseringstrinnet [56]. Alle de validerte real-time
PCR testsettene har derfor en internkontroll, som ma gi utslag for at en analyse skal veere godkjent.
Dersom et negativt resultat skyldes hemming av reaksjonen pa grunn av hemmekomponenter i
prgvematriksen s& vil oppformeringen av den interne kontrollen ogsa hemmes.

Real-time PCR er en rask prosess som tar ca. 90 minutter etter oppformering og lysering av celler, og
det finnes brukervennlige kommersielle testsett, selv om prgveopparbeidelsen krever trent
laboratoriepersonell. PCR skiller i prinsippet ikke mellom levende og dade bakterier, noe som ogsa er
grunnen til at det er viktig med en oppformering i forkant av analysen, samt arsaken til at man ma
verifisere levende listeria ved utplating pa agarskaler dersom listeria pavises ved real-time PCR. For
testsettene  BACGene Listeria monocytogenes fra Eurofins GeneScan [57] og iQ-Check L.
monocytogenes Il fra Bio-Rad [58] finnes det imidlertid et valgfritt tilleggstrinn som fjerner ekstracelluleert
DNA fra prgvene for cellelysering, og som anbefales for analyse av prgver hvor det er forventet en hgy
andel dgde celler i praven.

4.3.3 Isotermisk amplifisering

Isotermisk amplifisering er oppkopiering av DNA under konstant temperatur. Fordelen sammenliknet
med real-time PCR er at man ikke trenger et kostbart instrument for & kjgre temperatursykluser. Et

4 Gener er oppskrifter for egenskaper hos levende organismer, og er kodet for pa et avgrenset omréde av DNA-traden i hver celle.
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eksempel pa isotermisk amplifisering av DNA er loop-mediert isotermisk amplifikasjon (LAMP) [59].
LAMP er et rimelig alternativ for & pavise patogene bakterier [60], som kan amplifisere et lite antall DNA
kopier til en million kopier innen en time. DNA kopieres opp med hgy spesifisitet, effektivitet og hurtighet
ved hjelp av enzymet Bst DNA polymerase og spesifikke primere, hvor et sett med fire (eller seks) ulike
primere binder til seks (eller atte) ulike omrader p& malgenet [59]. Et eksempel pa mal-DNA i en LAMP
reaksjon for pavisning av L. monocytogenes er invasjonsgenet iap, som oppkopieres i Loopamp Listeria
monocytogenes Detection Kit fra Eiken Chemical [61]. DNA-produktet kan visualiseres for eksempel
ved maling av turbiditet, agarosegelelektroforese, eller fluorescerende eller kjemiluminescerende
prober. Av kommersielle metoder pa markedet som bruker isotermisk amplifikasjon for pavisning av
L. monocytogenes finnes det to validerte testsett: ANSR for L. monocytogenes fra Neogen [62] og 3M
Molecular Detection Assay 2 — L. monocytogenes fra 3M Health Care [63].

Fordelene med LAMP er hgy sensitivitet, brukervennlighet og raskt resultat. Systemet kan pavise 102 til
10* bakterier per mL i oppformeringskulturen innen 75 minutter. LAMP kan ogsa benyttes for pavisning
av RNA (ribonukleinsyre), sakalt revers-transkripsjon (rt) LAMP. Dette prinsippet benyttes i metoden
ANSR Listeria Right Now fra Neogen [32, 33], som paviser ribosomalt RNA (rRNA). rRNA finnes i et
langt hayere antall i en bakterie-celle enn et tradisjonelt mal-DNA; ca. 1000 til 10 000 kopier per celle i
motsetning til 1 kopi per celle for hvert gen pa DNA. Fordelen med & bruke rRNA som mal for en
molekyleer test er hgyere sensitivitet, som resultat av at man har mye mer at det man skal male (1000
til 10000 ganger mer sammenlignet med DNA). Ulempen er at rRNA ikke kan brukes til & skille de ulike
listeria-artene fra hverandre, og dermed er ikke testen spesifikk for L. monocytogenes, men paviser
isteden alle Listeria spp.

4.3.4  Hybridisering

DNA-hybridisering er basert pa paring mellom enkelttrddete nukleinsyrer med komplementaer sekvens.
Det finnes to validerte testsett basert pa dette prinsippet for pavisning av L. monocytogenes: LUMIprobe
24 Listeria monocytogenes fra Europrobe [64] og RiboFlow Listeria Twin Detection Kit fra SY-LAB [65].
LUMIprobe er basert pA DNA/RNA hybridisering ved hjelp av en solid-fase DNA-probe og paviser rRNA
fra lyserte celler etter oppformering i 22 timer. Deteksjonen skjer via maling av luminescens i et eget
instrument. RiboFlow paviser ogsa rRNA men pavisning skjer ved hjelp av et lateral flow assay og visuell
deteksjon av en rgdfarget stripe i en testkassett (se Figur 1C).

4.3.5 Nukleinsyre-basert lateral flow immunkromatografisk analyse (NALFIA)

Tradisjonelle lateral flow assays (LFA) er ofte basert pa immunologisk pavisning, sékalt lateral flow
immunkromatografisk analyse (LFIA) (se kapittel 4.4.2 og Figur 1B og C). Disse metodene krever ofte
en oppformering p& minimum 24 timer for & kunne pavise en gitt bakterie. For & gke sensitiviteten og
spesifisiteten, og dermed ogsa analysetiden, s& kan LFIA kombineres med andre teknologier eller
metoder, for eksempel pavisning av nukleinsyrer i en sakalt NALFIA (‘nucleic acid’ LFIA).

Prinsippet bak NALFIA er deteksjon av amplifisert DNA ved hjelp av primere merket med smé molekyler,
som igjen kan binde til et spesifikt antistoff eller andre molekyler (for eksempel biotin eller digoxigenin;
sakalte ‘tags’). Disse er igjen konjugert til nanopartikler av kolloidalt gull, som gir signal i testen i form
av en rgdfarget linje. Dersom andre molekyler (for eksempel biotin eller digoxigenin) benyttes i testen
istedenfor antistoff, blir riktig betegnelse NALFA og ikke NALFIA.

NALFIA kombinerer altsa lateral flow teknologi og immunoassay-prinsippet for pavisning av nukleinsyrer
i form av PCR-produkt (PCR-NALFIA) eller genetiske amplikoner fremkalt for eksempel ved loop-
mediert isotermisk amplifikasjon (sdkalt LAMP-NALFIA) [66]. Et eksempel pa et testsett for pavisning
av L. monocytogenes som bruker PCR-NALFIA er Veriflow Listeria monocytogenes (LM) fra Invisible
Sentinel / bioMérieux [67].
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4.3.6  Sekvensering

DNA-sekvensering er ulike metoder som brukes for & kunne lese av rekkefalgen p& bokstavene
(nukleotidene) i arvestoffet DNA. Nar man snakker om sekvensering sd snakker man ofte om ulike
generasjoner av sekvenseringsteknologi, der andre- og tredje generasjons sekvenseringsteknologi
(NGS — next generation sequencing) har gjort at man relativt enkelt kan kartlegge hele arvestoffet til en
bakterie ved hjelp av sakalt helgenomsekvensering. Helgenomsekvensering brukes ofte til & studere
slektskap hos en bakterieart og til sporing og utbruddsavklaring, og for & gjegre det trenger man en
renkultur, dvs. at man farst mad ha identifisert en enkelt koloni av bakterien pa& agarskal.
Helgenomsekvensering er altsa ikke en metode for & analysere innholdet i sammensatte praver, men
kan brukes til identifisering og typing av isolater under artsniva, for eksempel for L. monocytogenes.

Det finnes ulike sekvenseringsplatformer pa markedet for NGS, med ulike fordeler og ulemper. De to
storste aktgrene er lllumina og Oxford Nanopore Technologies (ONT). lllumina krever en hgy
investeringskostnad og selve sekvensering tar typisk rundt et dggn, men kan ta kortere eller lengre tid
avhengig av testsett/program og sekvenseringslengde. Fordelen med Illumina-sekvensering er hay
sekvenskvalitet og et hgyt sekvensutbytte. En ulempe er at de individuelle sekvensene har begrenset
lengde, noe som gjgr at nedstramsanalysene krever relativt stor datakraft. ONT derimot har lgsninger
som krever lav investering, er portabel (man kan sekvensere «overalt») og gir sekvenser i sanntid (real-
time). Ulempen er at den har noe lavere sekvenskvalitet og et lavere sekvensutbytte, dog med mulighet
for & lese lange DNA omrader.

Alle teknologiske plattformer for NGS kan benyttes til sdkalt metagenomsekvensering, der man
sekvenserer alt DNA i en prave. Metagenomsekvensering kan brukes til & pavise listeria i en prave.
Som med de fleste teknikkene nevn i denne rapporten vil ogsa sekvensering kreve en viss andel listeria
i en pragve for & fungere optimalt. Dette kan lgses med en oppformering i forkant, eventuelt en delvis
(kortere) oppformering. Dersom man benytter en hel eller delvis oppformering sa snakker man ikke
lengre om metagenomikk, men om quasimetagenomikk [47]. Selv om sekvensering i seg selv ikke er
en kommersiell hurtigmetode for pavisning av listeria s& finnes det flere aktarer pa markedet (for
eksempel Eurofins Genomics) som tilbyr sekvenseringstjenester og dataanalyse. Slike analyser tar
imidlertid av forskjellige arsaker i praksis noen uker a gjennomfgre. Det finnes imidlertid en automatisert
sekvenseringsplattform pa markedet, markedsfgrt mot matindustri: Clear Safety fra Clear Labs [24].
Metoden innebaerer automatisk prgveopparbeidelse etter oppformering, sekvensering med GridlON
systemet fra Oxford Nanopore og skybasert dataanalyse. Med Clear Safety Listeria metoden, som er
AOAC-validert [25], vil man kunne pavise L. monocytogenes med >99.9% ngyaktighet innen 36 timer,
og i tillegg kunne bruke resultatene til overvakning og kartlegging av funn i bedriftens lokaler.

Det finnes i tillegg et norsk selskap, Salico AS [68], som markedsfarer et «Laboratory-on-a-Chip» (LoC)
microfluidic system (FORDETECT technology) for onsite DNA-sekvenseringsanalyser, men s vidt vi
kjenner til sa er ikke denne teknologien brukt til & pavise listeria.
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4.4 Immunologiske metoder

Et immunoassay er definert som en bioanalytisk metode som baserer seg pa interaksjon mellom
antistoff (Ab) og antigen (Ag) (analytt) [69]. Antistoffer er spesifikke, som betyr at de gjenkjenner ett
bestemt antigen. For metoder for pavisning av listeria i form av hele celler, ma antigenet veere et protein
som finnes pa overflaten av cellene for at antistoffene skal kunne fa tilgang til og binde til antigenet. Hvis
derimot proteinet eller antigenet er intracelluleert, ma cellene ferst lyseres for at et immunoassay skal
kunne fungere. Spesifisiteten og sensitiviteten til immunologiske metoder avhenger av bruken av
monoklonale og polyklonale antistoffer, og deteksjonsgrensen (limit of detection; LOD) pavirkes av flere
faktorer som provetype, bakgrunnsbakterier, viskositet, veksthemmere, stressbetingelser og
oppformeringsmedium [70].

4.4.1 Enzymlinket immunosorbent assay (ELISA)

Enzymlinket immunosorbent assay (ELISA) er en klassisk immunologisk metode, som baserer seg pa
spesifikk binding mellom antigen og antistoff. ELISA utfares som regel i 96-brgnners mikrotiterplater.
Det finnes fire ulike ELISA teknikker: sandwich-ELISA, direkte-ELISA, indirekte-ELISA og inhibisjons-
ELISA, der den farste er mest vanlig [71]. Sandwich-ELISA benytter seg av to forskjellige antistoffer:
«capture antistoff» og deteksjons-antistoff. Capture-antistoffet er bundet til den faste overflaten i testen,
for eksempel til brannene i en mikrotiterplate, og nar praven med antigenet tilsettes brgnnen sa bindes
antigenet til dette antistoffet. Etter vasking for & fierne ubundet antigen sa tilsettes deteksjons-antistoffet,
som reagerer med et antigen slik at det dannes en sandwich. Deteksjons-antistoffet er som regel
konjugert til et enzym som muliggjer pavisning og avlesning av test-resultatet. Dette gjgres ved tilsetting
av et kromogent substrat som forandrer farge som resultat av enzymaktivitet. Fargeintensiteten er
proporsjonal med konsentrasjonen av enzym of dermed antigen til stede i pragven.

Med ELISA kan man kjgre et stort antall prgver samtidig, men metoden har ofte et komplisert oppsett
og involverer mange trinn. ELISA er derfor ofte automatisert for & unnga brukerfeil og for & redusere
tidsbruken, med den ulempen at analysen ma kjgres pa et laboratorium og ikke er baerbar. Den stgrste
ulempen med ELISA er imidlertid at den er lite sensitiv sammenlignet med for eksempel mange
nukleinsyre-baserte metoder. Det kreves et minimum av 105108 bakterier/ml for & gi et positivt svar og
dermed kunne skille mellom positive og negative prgver [72]. Siden mengden listeria ofte er sveert lav i
matprgver og i miljgpraver er det ngdvendig med en oppformering av listeria i forkant av analysen.

4.4.2 Lateral flow immunkromatografisk analyse (LFIA)

Lateral flow immunkromatografisk analyse (LFIA) har veert nevnt tidligere i denne rapporten i forbindelse
med metoder der teknologien brukes i kombinasjon med nukleinsyre-baserte metoder (kapittel 4.3.5). |
‘klassisk’ LFIA brukes imidlertid metoden til & pavise proteiner og ikke DNA eller RNA. Til forskjell fra
ELISA er LFIA en ett-trinns metode som er enklere a bruke, tar kortere tid og er beerbart. Resultatet fra
en LFIA test kan leses av med det blotte gye som fargestreker pa en nitrocellulose-membran, enten i
form av en test-strimmel eller en testkassett (se Figur 1B og 1C). Som for ELISA er den starste ulempen
med LFIA at metoden krever et minimum av 105-10° bakterier for pavisning.

Kommersielt tilgjengelige LFIA tester for pavisning av listeria benytter seg som regel av antistoff
konjugert til nanopartikler av kolloidalt gull, og da vises resultatet som en ragdfarget rad linje i testen.
Dette gjelder for eksempel metoden RapidChek Listeria monocytogenes fra Romer Labs / DSM [43].
Det gar ogsa an a bruke antistoff konjugert til latex-kuler istedenfor gull, og da kan fargen pa streken
variere avhengig av fargen pa latex-kulene som er brukt. Denne teknikken er brukt i Oxoid Listeria Rapid
Test fra Thermo Fisher [73], hvor resultatet vises som en bla stripe.

Veriflow Listeria monocytogenes (LM) fra Invisible Sentinel / bioMérieux [67], som er en LFIA test av
typen PCR-NALFIA (se kapittel 4.3.5), bruker egentlig vertikal flow istedenfor lateral flow i
testkassettene, men for alle praktiske hensyn sa dreier det seg om samme teknologi og samme prinsipp.
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443  Enzym-linket fluorescent assay (ELFA)

Enzym-linket fluorescent assay (ELFA) er en mer moderne teknologi som er ca 100 ganger mer sensitiv
enn ELISA, men krever fortsatt en del bakterier og kombineres derfor med oppformering i forkant av
analysen. Et eksempel pa en kommersiell metodeplatform for ELFA testsett er bioMérieux sitt VIDAS
system [74]. Pavisningsreaksjonen skjer der i et lukket system i to faser: en immunologisk reaksjon og
en enzymatisk reaksjon. Metoden er fullautomatisk etter oppformering til avliesning. Oppformeringstiden
varierer fra 26-48 timer avhengig om man benytter bioMérieux sitt Listeria monocytogenes Xpress
(LMX) medium eller ikke. Selve analysen krever egne instrumenter og tar ca 80 minutter. VIDAS-
instrumentet kan ogsa benyttes til metoder som er basert pa binding til rekombinante bakteriofag-
proteiner istedenfor antistoff, for eksempel VIDAS UP Listeria (LPT) [75, 76].

4.5 Biosensorer (signal-baserte metoder)

En biosensor defineres ofte som et analytisk instrument eller en enhet som konverterer en biologisk
respons til et elektrisk signal. En biosensor bestar av to hovedkomponenter: en bioreseptor som
gjenkjenner det man vil pavise, og en transduser som omformer pavisningen til et malbart signal. En
biosensor er med andre ord en integrert reseptor-transduser enhet. Bioreseptoren kan veere mange
ulike ting, for eksempel antistoff, celle, enzym, nukleinsyre, aminosyrer, antimikrobielle peptider,
bakteriofag, vev eller en organelle. Transduseren kan veaere enten elektrokjemisk (amperometri,
potentiometri og voltametri), optisk (luminiscence, fluoresence eller synlig farge) eller piezoelektrisk
(elektrisk spenning som oppstar nar visse typer krystaller deformeres). Biosensorer kan klassifiseres ut
fra transduser-type (Figur 2).

Det finnes to kommersielt tilgjengelige metoder for pavisning av listeria, som begge er AOAC-validerte
for bruk for miljgpraver i etterkant av selektiv oppformering: Xpress LM fra Crystal Diagnostics Corporate
[77], som er basert pa liquid crystal teknologi, og Listeria CANARY Zephyr fra Smiths Detection [78, 79],
hvor genredigerte immunceller med spesifikke antistoffer mot Listeria spp. pa overflaten aktiverer
bioluminescerende proteiner ved binding til bakteriecellene. Sistnevnte har en deteksjonsgrense pa 50
bakterier og pavisningstrinnet gjennomfares pa 5 minutter, etter oppformering.

Analyte * Biosensor —> Output system
Biological recognition Transducer
element
= Enzymes

Electrochemical

Y
k4

Nucleic acids

> Antibodies
Optical
> Whole cells
= Phages > Piezoeletric

Figur 2. Skjematisk oppsett av en biosensor med oversikt over de mest vanlige biomolekylene brukt
som gjenkjenningselement (bioreseptor) og de ulike transduser elementene. Figuren er fra Cossettino
et al., 2022 [80].

15



5 Diskusjon
5.1 Faktorer relatert til prover og prgvetaking

Prinsippet bak 1SO 11290-1 metoden for pavisning av L. monocytogenes er selektiv oppformering i
flytende kultur etterfulgt av dyrking pa selektive agarskaler. Alle alternative metoder for pavisning av
listeria i nseringsmidler benytter ogsa et trinn for selektiv oppformering. Dette er fordi prgvevolumet som
skal testes, kombinert med sensitiviteten som er ngdvendig for validering i henhold til ISO 14160-2 som
godkjent alternativ til referansemetoden ISO 11290-1, dvs. pavisning av 1 celle L. monocytogenes i 25
g produktprgve, ikke er kompatibelt med direkte deteksjon i de prgvevolumer som brukes i molekyleere
eller immunologiske testsett, hvor reaksjonsvolumet typisk er pa rundt 50 uL. Ved prgvepreparering er
det dessuten vanlig a tilsette et visst volum vaeske og deretter homogenisere praven slik at hele praven
blir tilgjengelig for testing. 1 ISO 11290-1 fortynnes pregven 10 ganger ved A tilsette 225 mL flytende
oppformeringsmedium til 25 g pregve. Tilstrekkelig oppskalering av analysevolumene for & omfatte hele
dette volumet vil ikke veere realistisk hverken praktisk sett eller ut fra et kostnadsperspektiv. Fortynning
av prgven har ogsa den funksjonen at det kan fortynne ned komponenter av prgven som hemmer
pavisningsmetodikken. For eksempel kan fett, proteiner, salt eller andre komponenter i mat hemme
PCR-reaksjoner eller forstyrre deteksjon basert p& antistoff. Oppdyrking i forkant av selektiv pavisning
vil ogsa gke andelen prevemateriale fra levende celler relativt til dade celler, og dermed redusere falske
positive test-resultater forarsaket dade listeria.

Det finnes en rekke hurtigmetoder som kun markedsfgres for miljgpraver (prgver av overflater i
produksjonsmiljg), og av disse var det tre som ikke inkluderte et oppformeringstrinn. Nar det gjelder
miljgpraver vil selve prgvetakingsmetoden og prgvetakingsarealet ha stor betydning for om man klarer
a fa med seg L. monocytogenes fra miljg eller utstyr til praven. Det er stor forskjell pa & skrubbe et areal
pa 30x30 cm med en klut og a bruke ’'g-tips‘-lignende pravetakingsutstyr. | noen tilfeller der man
forventer lave tall vil det derfor veere fornuftig & ta en sampleprgve framfor en enkeltprgve, eventuelt
vurdere & bruke en lavere fortynning av preven. Prgveoppkonsentrering ved sentrifugering ved hgy
hastighet er mulig til en viss grad for miljgpraver, spesielt hvis det er lite smuss/materiale i pravene,

men man risikerer a miste bakterieceller i prosessen, og det gker igjen risikoen for hemming av
pavisningsmetodikken forarsaket av tilstedevaerelse av hemmende komponenter i praven.

5.2 Hvor raskt er det mulig & oppformere L. monocytogenes?

Bakterier deler seg ved celledeling, og i vekst under optimale betingelser, for eksempel ved dyrking i
naeringsbuljongen Brain Heart Infusion ved 37°C uten tilstedeveerelse av konkurrerende bakterier, kan
L. monocytogenes klare & dele seg en gang hvert 45-60 minutt [81]. Andre bakteriearter har kortere
generasjonstid, for eksempel Escherichia coli, som kan dele seg en gang hvert 20. minutt.

Bakterieceller bruker litt tid pa & tilpasse seg nye vekstbetingelser, og det tar dermed litt tid far de
kommer inn i eksponentiell (eller ‘log’) vekstfase. Denne tilpasningsfasen kalles ‘lag-fasen’ og varer
vanligvis et par timer, men kan ta lenger tid hvis cellene er stresset eller skadet, noe som ofte vil veere
tilfellet for bakterieceller fra for eksempel miljgpraver. Etter at cellene har vokst en tid vil naeringsstoffene
bli brukt opp. Bakteriene deler seg da saktere og kommer over i stasjoneger vekstfase, hvor det er en
tilneermet likevekt mellom celledgd og celledeling (Figur 3A). Maksimal bakterietetthet mot slutten av
eksponentiell fase er vanligvis omkring 10° bakterieceller per mL ved dyrkning i naeringsrikt
vekstmedium. Hvis kulturen er en blanding av flere bakterie-arter gjelder dette totalt for alle bakterier i
prgven. Konkurranse om neeringsstoffer og andre konkurranseforhold mellom bakteriene vil pavirke
veksten til de forskjellige bakterieartene i ulik grad.

| teorien (men altsé ikke i praksis) kan man ga fra 1 Listeria-celle i et volum pa 250 ml (dvs. 25 g eller
25 mL pragve + 225 mL vekstmedium, som brukt i ISO 11290-1) til 1 Listeria-celle per mL pa 4 timer, og
til 1 Listeria-celle per pL pd 8.5 timer (Figur 3B). Ved dyrkning pa& agarskaler med rikt medium far man
vanligvis synlige listeria kolonier (som utgar fra en enkelt celle) etter 18-24 timer ved 37°C.

16



JNo

A “RBAcTERTAL G Rowr B Maksimal teoretisk veksthastighet ved optimale
wRVE vekstforhold ndr startkonsentrasjonen er 1 celle i 250 mL

1.0E+10

4 S atiencll 1.0E+09
T —  1.0E+08
-g Log Teath E yoe07
é Comsttn & 108406
\ I 1.0E+05
C%' & 10e+04
T 10403

* £ 108402
5 The 1.0E+01
1.0E+00

Time. 0123456 7 89 101112131415 16 17 18 19
Antall timer

Figur 3: Bakterievekst. A) En bakteriell vekstkurve (figur fra [82]). B) Listeriavekst ved 45 minutters
generasjonstid.

5.3 Valg av teknologi

Som beskrevet i dette arbeidet finnes det mange ulike teknologiske prinsipper bak kommersielle
hurtigmetoder for listeria. Mange metoder benytter ogsa ulike kombinasjoner av de teknologiske
prinsippene beskrevet over. Valg av metode ma tas pa bakgrunn av behov og hvilke analysefasiliteter
man har til radighet. Det kan veere flere grunner til man ikke kan eller gnsker a kjgre listeria-analyser i
egen bedrift. Kostnader, intern kompetanse og personale til radighet kan vaere noen grunner, men ogsa
mangel pa egnede lokaler for analyse da det ikke er gnskelig & oppformere listeria i lokaler som ikke er
avgrenset fra produksjonslokaler. Det finnes dog systemer som er helt eller delvis lukkede slik at risikoen
for kontaminering er begrenset. Fordelene av a kjgre analyser i egen bedrift er nok farst og fremst
tidsbesparing, men ogsa at man har full kontroll pa hele analysen. Dersom man sender prgver til et
eksternt analyselaboratorium sa er real-time PCR ofte den metoden som benyttes.

Det er et krav at bedrifter som produserer spiseferdige produkter hvor L. monocytogenes kan vokse,
har prgvetakingsplan for produksjonsmiljg, prosessutstyr og produkter, samt at godkjente
analysemetoder brukes. Ulempen med disse metodene er at de tar minimum 20 timer for et negativt
svar (og et presumtivt positivt svar). Sensitive, selektive og robuste ikke-validerte hurtigmetoder vil
derimot kunne veere et nyttig supplement i den daglige driften og med pa & styrke internkontrollen.
Dagens hurtigmetoder tar likevel relativt lang tid da de fleste baserer seg pa en oppformering i forkant
av analysen. Det er et behov og gnske fra neeringen at man utvikler raskere og sikre metoder. Det
publiseres stadig nye artikler pa metoder som virker lovende, men tiden vil vise om de fungerer under
reelle betingelser og om de kommersialiseres slik at de kan benyttes av industrien.

5.4 Konklusjon

Denne rapporten er farste rapport i prosjektet «Utvikling av hurtigtest for pavisning av Listeria — Et
mulighetsstudium» der malet er & kartlegge om det er teknologisk mulig & f& pavisningstiden ned til 20-
30 minutter, samt ansla hva det vil koste & utvikle en slik hurtigmetode. Rapporten omtaler kun dagens
standardmetoder og kommersielle pavisningsmetoder. De raskeste ISO 16140-2 validerte metodene for
pavisning av L. monocytogenes tar ca. 20 timer (to real-time PCR kit), og som beskrevet tidligere s& ma
eventuelle positive resultat verifiseres vha. dyrkning pa agarskal, noe som tar ytterligere ca. 24 timer.
Det finnes likevel kommersielle testkits som er betydelig raskere, ned mot 6-8 timer, men disse mangler
ekstern validering og er ogsa kun beregnet pd miljgprever. | tillegg finnes det en kommersiell test for
Listeria spp. som kun tar 1 time (kun validert pa miljgpragver). Disse testene kan likevel vaere et nyttig
supplement til godkjente analysemetoder. Dagens kommersielle ISO-validerte metoder er ikke i
naerheten av a veere sa hurtige som FHF og sjgmatnaeringen gnsker, og videre arbeid i prosjektet
vil avdekke om man med nye lovende teknologier vil kunne oppna en raskere pavisning av listeria, og
eventuelle kostnader knyttet til dette. Denne rapporten vil danne grunnlag for evaluering av disse nye
teknologiene.
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Tabell 1: Validerte kommersielle testsett for pavisning av L. monocytogenes?

Testsett (Produsent) Pavisnings-prinsipp og eventuell Oppformering: antall ~ Vanskelighetsgrad og tidsbruk Min. Ngdvendig

totaltid®?  instrument®

samtidig pavisning av andre Listeria trinn + medium?®
spp.

Immunologiske metoder

VIDAS Enzym-linked fluorescent assay (ELFA) Oppformering i Listeria  Enkel pavisningprotokoll: Kulturen 28t VIDAS [83]
L. monocytogenes som bruker spesifikke antistoff. Enzymatisk monocytogenes Xpress varmebehandles fgr automatisert instrument*

Xpress (LMX) pavisning ved maling av fluorescens. (LMX) broth med analyse i instrument (80 min)

(bioMérieux) Finnes ogsa i en versjon hvor bade supplement i 26 t.

L. monocytogenes og Listeria spp. pavises i
samme assay.

TRANSIA Plate Sandwich ELISA med antistoffer spesifikke  To-trinns oppformeringi Manuell analyseprotokoll som tar ca 3-4 47 t Mikrotiter- [84]
L. monocytogenes for proteinet P60. Enzymatisk pavisning 20 ti Half Fraser og 24t timer og inkluderer varmebehandling, plateleser

(BioControl Systems/ ~ Som males som fargeforandring. i Fraser broth. binding, vask og avlesning (450 nm)3
MilliporeSigma)

Solus Sandwich ELISA. Enzymatisk pavisning To-trinns oppformering  Kan brukes bade med en manuell 51t Mikrotiter- [85]
L. monocytogenes som males som fargeforandring. med 20 t i Half Fraser protokoll og en automatisert plateleser

ELISA 0g 24ti PAC analyseplattform (Dynex DS2). Tar ca 3- (450 nm)8
(PerkinElmer) supplemented Solus 4t

Palcam broth.

Hybridisering av RNA

LUMIprobe 24 Hybridisering av rRNA til DNA prober festet Oppformering i Rich Relativt enkel manuell protokoll (4 trinn). 24t Lumino-meter®  [64]
L. monocytogenes pa fast overflate, i mikrorar eller medium (RM) i 22 timer. Kan ogsa automatiseres.
(Europrobe) mikrotiterplater. Pavisning ved en sekundaer

DNA-probe konjugert til et enzym og
kjemiluminescens.

RiboFlow Listeria Twin Lateral flow assay basert pa hybridisering To-trinns oppformering,  Relativt enkel prgve-preparering 45t nei [65]
Detection Kit av to forskjellige rRNA molekyler til en begge med ONE Broth-  (lyseringstrinn) far applisering pa LFA
(SY-LAB) nitrocellulose-membran i en testkassett — Listeria + selective testkassett. Avlesning etter 15 min.

ett fra L. monocytogenes og ett som er likt ~ supplement, begge trinn

for alle Listeria spp. Pavisning ved visuell i22t.

observasjon av en eller to rgdfargede

striper.
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L. monocytogenes 2
(LMO 2) (bioMérieux)

hybridization prober (to forskjellige
oligonukleotid-prober som hybridiserer til
samme PCR-produkt)

LPT broth.

19

(lyseringstrinn med GENE-UP Lysis Kit)
far reaksjonen kjgres i PCR-instrument.

Thermocycler*

ANSR for Isotermisk nicking enzym Oppformering i 24 ti Enkel prove-preparering (lyseringstrinn) 25t ANSR reader* [62]
L. monocytogenes amplifiseringsreaksjon (NEAR) med LESS Plus broth. far analyse i ANSR-instrument, som tar
(Neogen) pavisning av amplifisert DNA ved hjelp av 10 min.

fluorescerende molecular beacon prober.
3M Molecular Loop-mediated isothermal amplification To-trinns oppformering  Enkel pr@gve-preparering 42t 3M Molecular [63]
Detection Assay 2 — (LAMP), pavisning med bioluminescens med 20 t i Half Fraser (varmebehandling) far analyse i Detection
L. monocytogenes og 20 ti Fraser broth. deteksjons-instrument. Analysen tar 75 Instrument*
(3M Health Care) min.

End-point PCR
BAX System PCR PCR og pavisning med end-point Oppformering i 24 ti Relativt enkel prgve-preparering 29t  BAX System [54]
Assay for smeltekurveanalyse og pavisning med et 24 LEB Complete broth  (lyseringstrinn) far reaksjonen kjgres i Q7 eller X5
L. monocytogenes fargestoff som fluorescerer ved binding til + supplement. PCR instrument. Software gir enkle
24E (Hygiena) dobbelt-trddet DNA. ja/nei svar.
Real-time PCR — Deteksjon av fluorescens i real-time PCR instrument

Listeria Velox Real-time PCR med prober av ukjent type.  Oppformering i 18 ti Relativt enkel prgve-preparering 20t Real-time PCR  [86]
(DNA Diagnostic) Testen paviser bade L. monocytogenes og  Listeria Velox Broth. (lyseringstrinn) far reaksjonen kjares i instrument®

Listeria spp. i samme assay. PCR-instrument.
BACGene Real-time PCR med prober av ukjent type.  Oppformering i 18 ti Relativt enkel prgve-preparering 20t Agilent AriaMx  [57]
L. monocytogenes Det finnes ogsa en version av testen som Actero Listeria (lyseringstrinn) far reaksjonen kjares i og Bio-Rad
(Eurofins) kan pavise bade L. monocytogenes og Enrichment Media PCR-instrument. Valgfritt trinn for & CFX96 Touch

Listeria spp. i samme assay. (ALEM). fijerne fritt DNA fra prgvene (inkl. dade

celler) far lysering (PREraser BACGene
Kit).

foodproof Real-time PCR med TagMan prober. Det Oppformering i 20 t i Relativt enkel prgve-preparering 22t Real-time PCR  [87]
L. monocytogenes finnes ogsa en versjon av testen som kan Actero Listeria (lyseringstrinn med foodproof StarPrep instrument$
Detection LyoKit pavise bade L. monocytogenes og Listeria Enrichment Media Two Kit) far reaksjonen kjgres i PCR-
(Hygiena) spp. i samme assay. (ALEM). instrument.
SureTect Real-time PCR basert pa Solaris gPCR Oppformering i 20 ti Relativt enkel prgve-preparering 22t Thermo [88]
L. monocytogenes teknologi med Minor Groove Binder (MGB) 24 LEB Listeria + (lyseringstrinn) fgr reaksjonen kjares i Scientific
PCR Assay (Thermo prober. supplement. PCR-instrument. PikoReal m.fl.
Fisher Scientific)
GENE-UP Real-time PCR med Dual FRET Oppformering i 20 t i Relativt enkel prgve-preparering 241 GENE-UP [89]



iQ-Check
L. monocytogenes Il

(Bio-Rad)

BAX System Real-
Time PCR Assay
L. monocytogenes

(Hygiena)

MicroSEQ

L. monocytogenes
(Thermo Fisher
Scientific)

Assurance GDS

L. monocytogenes Tq

(MlilliporeSigma /
Merck)

Real-time PCR med prober av ukjent type.

Protokollene

Real-time PCR med Scorpions prober.

Real-time PCR med TagMan prober.

Oppkonsentrering av L. monocytogenes
med immunomagnetisk separering (IMS)

etter hvert oppformeringstrinn, etterfulgt av

pavisning ved real-time PCR med MGB
Eclipse probe.

Oppformering i 22 t
Listeria Special Broth
(LSB).

Oppformering i 24 ti
24 LEB Complete broth
+ supplement.

Oppformering i 24 ti
Half Fraser.

To-trinns oppformering,

begge med Half Fraser

etterfulgt av IMS; farste
trinn 22 t og siste trinn 4
t.

Relativt enkel prgve-preparering
(lyseringstrinn) far reaksjonen kjgres i
PCR-instrument. Valgfritt trinn for &
fierne fritt DNA fra prgvene (inkl. dade
celler) far lysering (iQ-Check Free DNA
Removal Solution).

Relativt enkel pr@ve-preparering
(lyseringstrinn) far reaksjonen kjares i
PCR-instrument.

Relativt enkel prgve-preparering
(lyseringstrinn med et PrepSEQ Kit) far
reaksjonen kjares i PCR-instrument

IMS utfgres med et Assurance GDS
PickPen verktay. Deretter enkel
pregvepreparering (varmebehandling)
far reaksjonen kjgres i PCR-instrument.

241t

26t

26t

281t

o/ Nofima

Bio-Rad
CFX96 Touch,
CFX96 Touch
Deep well og
CFX OPUS
Deepwell

BAX System
Q7*

Applied
Biosystems
7500 Fast
System

Assurance
GDS Rotor-
Gene*

[58]

[90]

[91]

[92]

aValidert mot ISO 11290-1 ved bruk av ISO 16140-2 med gyldig validering (AFNOR, MicroVal eller NorVal) per 30.06.2023. Metoder hvor pavisnings-trinnet innebaerer oppdyrking
av enkeltkolonier p& selektive agarskaler er ikke inkludert i tabellen.

b Der metoden er validert med alternative oppformeringsprotokoller/vekstmedier er det angitt tid og medium for den protokollen som er validert for ra fisk, og deretter den som tar

kortest tid. Minimum totaltid er ikke medregnet tiden det tar & bekrefte positive praver (ma gjgres for alle metodene og tar ca 24 timer i tillegg).

¢ De fleste metoder, bortsett fra der instrument er merket med $§, er validert for bruk sammen med et eller flere spesifikt angitte instrument (oftest fra samme produsent som for
assayet). Der instrumenter er merket med * kan metoden vanskelig gjennomfgres uten det spesifikke angitte instrumentet.
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Tabell 2: Kommersielle testsett uten 1ISO 16140-2 validering for pavisning av L. monocytogenes?

Min.
totaltid

Pavisnings-prinsipp og eventuell samtidig Bruksomréader, AOAC-validering, og
oppformering

Testsett
(Produsent)

Vanskelighetsgrad og
tidsbruk

Ngdvendig
instrument

pavisning av andre Listeria spp.

Biokjemiske metoder (basert pa pavisning av enzymaktivitet)

(aggregert kolloidalt gull/antistoff-konjugat).

etter 10 min.

N-Light L. Pavisning av enzymet fosfolipase C med AOAC-validert svabertest, kun beregnet  Tilsett tablett med substrat til 241t NEMIS [45,
monocytogenes kjemiluminescens. Alle listeria bortsett fra L.  for bruk for miljgpraver/overflater. oppformeringskulturen og les lumino- 93]
(NEMIS monocytogenes fiernes vha bakteriofageri ~ Oppformering i rar med 2 mL ‘NEMIS av svar etter 10 min. meter
Technologies) oppformeringsmediet. Enrichment Broth L. mono’ i 24 t.
InSite L. mono Pavisning av enzymet fosfolipase C fra AOAC-validert svabertest, kun beregnet  Direkte visuell avlesing av 24-48 t° UV lampe [51]
Glo L. monocytogenes og L. ivanovii med visuell for bruk for miljgpraver/overflater. fluoroscens / fargeforandring i
(Hygiena) observasjon av fluorescens under UV-lys. Oppformering i ca 5 mL vekstmedium oppdyrkingsmediet.

Pavisning av enzymet B-glukosidase fra inkludert i selve svaberenheten.

Listeria spp. ved visuell fargeforandring fra

gul til svart (hydrolyse av esculin).
SwabSURE Pavisning av enzymet fosfolipase C fra AOAC-validert svabertest, kun beregnet  Direkte visuell avlesing av 24-48 t° nei [52]
ListeriaP L. monocytogenes og L. ivanovii ved visuell  for bruk for miljgpraver/overflater. fargeforandring i
(Technical Ser- fargeforandring fra gul til bla. Oppformering i rar med ca 5 mL oppdyrkingsmediet.

Immunologiske metoder (ogsa i kombinasjon med PCR)

Listeria Assay Kit Immunoassay med immunomagnetiske Ekstern validering er ikke foretatt. Pravepreparering og 9t Fluorimeter  [22]
(Real Time kuler og antistoff-bundet fluorescerende Svabertest kun beregnet for bruk for analysetid 1 t.
Analyzers) reporter miljgprever/overflater. Oppformering 8 t.
Veriflow Listeria PCR-amplifisering av spesifikke DNA- AOAC-validert for 25 g av ulike meieri, Ganske enkel prgve- 26t PCR [67,
monocytogenes target(s) med bruk av merkede primere og kjatt- og grennsaks-produkter og preparering: varme- maskin 94]
(LM) pavisning av merket PCR-produkt i et lateral ~ miljgpraver, etter min. 24 t oppformeringi  behandling etterfulgt av en
(Invisible flow immunokromatografisk analyse (PCR- ‘Invisible Sentinel Listeria Enrichment 1,5t PCR reaksjon og
Sentinel, del av NALFIA). Pavisning ved visuell observasjon  Broth’ (ISLB). deretter pavisning (3 min).
bioMérieux) av rgdfarget stripe (aggregert kolloidalt

gull/protein-konjugat).
RapidChek Pavisning ved hjelp av antistoff mot AOAC-validert for 25 g av ulike meieri- og  Enkel pavisningsprotokoll: 45+ nei [43]
Listeria L. monocytogenes-celler og bruk av lateral kjgttprodukter og kokte reker, og for Test-strip’en settes direkte
monocytogenes  flow immunkromatografisk analyse (LFIA) miljgpraver (rustfritt stal og plast), etter ned i oppformeringskulturen
(Romer Labs; del  (nitrocellulose test-strip). Pavisning ved minimum 44 t oppformering i RapidChek  uten forutgdende
av DSM) visuell observasjon av rgdfarget stripe Listeria NextDayMedia (med Supplement). prgvepreparering. Avlesning
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Isotermisk amplifikasjon av DNA / RNA

Loopamp Listeria LAMP (isotermisk amplifikasjon) av DNA Ekstern validering foreligger ikke. Enkel prgve-preparering 26t Loopamp [61]
monocytogenes (genet iap). Pavisning skjer ved maling av Oppformering i 24 t i Half Fraser, UVM (rensetrinn) etterfulgt av et 1 t Realtime
Detection Kit turbiditeten som fglger av at et biprodukt av  eller EB medium. kombinert reaksjons- og Turbidi-
(Eiken Chemical) amplifiseringen (pyrofosfat-ioner) presipiterer pavisnings-trinn. meter
som magnesium pyrofosfat.
Atlas Listeria Transkripsjon-mediert isotermisk AOAC-validert for ulike kjgtt- og Automatisert plattform for 27t Atlas [95]
monocytogenes amplifikasjon (TMA) av (ett) mRNA. Mal- meieriprodukter og cantaloupe-melon analyse etter Systeme¢
LmG2 Detection  mRNA trekkes farst ut fra cellelysat med en (enten 25 eller 125 g) og for miljgpraver oppformeringstrinn og
Assay probe bundet til magnetiske kuler, og til slutt  (rustfritt stal). Oppformering i PALCAM lysering av celler.
(Roka pavises amplifisert RNA med en broth med 0.02 g/L nalidixinsyre i min. 24 t
Bioscience) kiemiluminescerende probe. eller 44 t avhengig av pravetype.
Hybridisering av DNA / RNA
EnviroX-F To-trinns PCR-amplifisering av spesifikke AOAC-validert svabertest, kun beregnet ~ Komplisert og omfattende 6-8t PCR [21]
(PathogenDXx) DNA-targets og bruk av primere merket med  for bruk for miljgprever/overflater. Uten protokoll med mange maskin og
fluorescerende probe, etterfulgt av pavisning oppformeringstrinn. Celler fra svaberen  manuelle trinn; krever trenet SensoSpot
ved hybridisering til DNA microarray. Paviser suspenderes i en buffer, og samles derfra  laboratorie-personell. mikroarray-
ogsé andre Listeria spp. og Salmonella. opp ved sentrifugering. avleser®
HybriScan D Pavisning av L. monocytogenes rRNA ved Ekstern validering foreligger ikke. To-trinns Manuell analyseprotokoll som 50t Mikrotiter- [96]
Listeria sandwich hybridisering i mikrotiterplater. oppformering med 24 ti Half Fraser og 24 tar ca 2-3 timer og inkluderer plateleser
monocytogenes Enzymatisk pavisning hvor amplifisert DNA ti Fraser broth. binding, vask og avlesning i (450 nm
(ScanBec, del av males som fargeforandring. Kan muligens mikrotiterplater. filter)
Millipore / Merck) ~ Kryss-reagere med andre listeria-arter.
DNA sekvensering
Clear Safety Automatisert plattform for DNA amplifisering ~ AOAC-validert for miljgpraver Automatisert analyseplattform 36t Clear [24,
Listeria og DNA sekvensering med Oxford (svaberprgver for 100 cm?) og 125 g med 10-12 timer analysetid, Safety 25]
(Clear Labs) Nanopore MinlON teknologi. Kan identifisere  praver av «hot dogs» (pglser), etter inkludert ca 1 time manuell System®
alle listeria-arter og dessuten gi subtype- henholdsvis 22 og 26 timers oppformering  prgvehandtering.
informasjon for L. monocytogenes. i ‘Clear Listeria Medium’ (CLM).
Biosensor
Xpress LM Anriking av L. monocytogenes med AOAC-validert metode som kun er Skal na finnes en auto- 29t Xpress [77]
(Crystal immunomagnetisk separering (IMS) etterfulgt beregnet for bruk for miljgpraver/ matisert analyseplattform System
Diagnostics av pdvisning av komplekser av antistoff- overflater. Oppformering i min. 28 t (AutoXpress). Alternativt kan Reader®
Corporate) konjugerte mikrokuler og bakterieceller med  ‘FoodChek Actero Listeria Enrichment IMS utfgres med manuell

liquid crystal-basert biosensor.

Media’.

protokoll.

a Metoder basert pa real-time PCR er ikke inkludert i tabellen.

¢ Metoden kan vanskelig gjennomfgres uten det spesifikke angitte instrumentet.

b Presumptivt positiv pavisning kan avleses tidligst etter 24 timer og negativt svar kan ferst tolkes etter 48 timer.
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Tabell 3: Kommersielle testsett for Listeria spp.2

Bruksomrader, validering, og
oppformering

Vanskelighetsgrad og Min.
tidsbruk totaltid

Ngdvendig
instrument

Pavisnings-prinsipp og samtidig pavisning
av andre Listeria spp.

Testsett

(Produsent)

Biokjemiske metoder (basert pa pavisning av enzymaktivitet)

Listeria Pavisning av enzymet B-glukosidase fra Ekstern validering foreligger ikke. Direkte visuell avlesing av 24-48t nei [53]
SwabCheck Listeria spp. ved visuell fargeforandring fra gul ~ Svabertest kun beregnet for bruk for fargeforandring i
(GSV Filter til svart (hydrolyse av esculin). Reaksjonen kan miljgprgver/overflater. Oppformering i  oppdyrkingsmediet.
Technology) kryss-reagere ogs& med andre bakterier som ca 5 mL vekstmedium inkludert i selve
for eksempel Enterococcus og noen Bacillus svaberenheten.
arter.
Bakteriofag-baserte metoder
Sample6 Pavisning av ved infeksjon med rekombinante ~ AOAC-validert metode som kun er Inkubasjon med bakteriofag- 6t Lumino- [34]
DETECTI/L Test bakteriofager spesifikke mot Listeria spp. beregnet for bruk for miljgpraver/ Igsning (Detection Solution) i meter
(IEH) Enzymatisk deteksjon av reporter-proteinet overflater. Uten oppformeringstrinn, 2 t etterfulgt av enkel
luciferase som produseres nar bakteriofagene  men har isteden et 4 timers ‘recovery’ prgvepreparering
replikerer i Listeria-cellene ved trinn hvor svaberprgve inkuberes i (sentrifugering) og et 1 min
kjemiluminescens. ‘Detection Buffer’. pavisnings-trinn.
VIDAS UP Listeria  Enzym-linked fluorescent assay (ELFA) som AFNOR- og AOAC-validert metode for ~ Automatisert plattform for 23t VIDAS [75,
(LPT) (bioMérieux) bruker rekombinante bakteriofag-proteiner til &  ulike matvarer, inkludert sjgmat. analyse (program tar 1 t) etter instrument 76]
binde Listeria spp. celler. Enzymatisk pavisning Oppformering i LPT broth i 22 t for oppformering og
ved maling av fluorescens. miljgpraver og 26 t for produktprgver.  varmebehandling av prgve.
PhageDX Listeria  Pavisning av ved infeksjon med rekombinante ~ AOAC-validert metode som kun er Inkubasjon med PhageDx 25t Lumino- [34,
Assay bakteriofager spesifikke mot Listeria spp. beregnet for bruk for miljgpraver/ Listeria Recombinant Phage i meter 97]
(LabCorp) En;ymatisk deteksjon av repgrter-pro_teinet overflater._Oppformgring i 20 mL 4 t etterfulgt av enkel _
Mulia utadtt luciferase som produseres nar bakteriofagene  buffered Listeria enrichment broth prevepreparering (lysering)
g utga : oo T ! SRR h
produkt. rgpllkerer i Listeria-cellene ved (BLEB) i 20 t. 0g et 1 min pavisnings-trinn.
kjemiluminescens.
Immunologiske metoder
Solus One Listeria  Enzymlinked immunosorbent assay (ELISA) AOAC-validert metode som kun er Manuell analyseprotokoll som 25t Mikrotiter- [98]
(PerkinElmer) utfert i mikrotiterplater. Enzymatisk pavisning beregnet for bruk for miljgpraver/ tar ca 2-3 timer og inkluderer plateleser
som males som fargeforandring. overflater. Oppformering i SOLO+ binding, vask og avlesning i (450 nm
medium i 22 t. mikrotiterplater. filter)
BACSpec Listeria  Enzymlinked immunosorbent assay (ELISA) AFNOR- og AOAC-validert metode for Manuell analyseprotokoll som 46t Mikrotiter- [99,
(Eurofins utfgrt i mikrotiterplater. Enzymatisk pavisning ulike matvarer, inkludert sjgmat. To- tar ca 2-3 timer og inkluderer plateleser 100]
GeneScan) som males som fargeforandring. Antistoffene trinns oppformering med 22 t i Half binding, vask og avlesning i (450 nm
binder flagelle-proteiner. Fraser og 22 ti Eurofins Listeria mikrotiterplater. filter)

Enrichment Broth (ELEB).
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RapidChek Listeria Lateralt flow immunkromatografisk analyse AOAC-validert for ulike meieri- og Enkel pavisningsprotokoll: 24t nei [101]
NextDay Food and (LFIA) (nitrocellulose test-strip), som for kjgttprodukter, og for miljgpraver (ulike Kulturen varmebehandles far
Environmental RapidChek Listeria monocytogenes i Tabell 2 overflater). Oppformering i RapidChek test-strip settes direkte ned i
Test System men med andre antistoffer. Listeria NextDayMedia i 24 t for praven. Avlesning etter 10
(Romer miljgpraver. min.
Labs/DSM)
Reveal 2.0 Listeria Lateralt flow immunkromatografisk analyse AOAC-validert for ulike matvarer Enkel pavisningsprotokoll: 271 nei [102]
Test System (LFIA) (nitrocellulose test-strip). Pavisning ved  inkludert rakelaks og for miljgpragver. Kulturen varmebehandles far
(Neogen) visuell observasjon av rgdfarget stripe Oppformering i LESS broth i 27 t. test-strip settes direkte ned i

(aggregert kolloidalt gull/antistoff-konjugat). praven. Avlesn. Etter 10 min.
Oxoid Listeria Lateralt flow immunkromatografisk analyse Gyldig ekstern validering foreligger Enkel pavisningsprotokoll: 42 t nei [73]
Rapid Test (LFIA) (inkorporert i testkassett). Pavisning ved ikke. To-trinns oppformering med 21ti Kulturen varmebehandles far
(Thermo Fisher) visuell observasjon av blafarget stripe (bla Half Fraser etterfulgt av 21 ti Fraser den appliseres i testkassett.

latex konjugert med antistoff). Antistoffene broth. Avlesning etter 20 min.

binder flagelle-proteiner.
VIP Gold for Lateralt flow immunkromatografisk analyse AOAC-validert for ulike matvarer, Enkel pavisningsprotokoll: 48t nei [103]
Listeria (LFIA) (inkorporert i testkassett). Pavisning ved inkludert sjgmat. To-trinns Kulturen varmebehandles far
(BioControl visuell observasjon av rgdfarget stripe oppformering i 26 t i Modified Fraser den appliseres i testkassett.
Systems / (aggregert kolloidalt gull/antistoff-konjugat). Broth with lithiumklorid etterfulgt at 22t  Avlesning etter 10 min.
MilliporeSigmay) I BLEB.

Isotermisk amplifikasjon av DNA / RNA

ANSR Listeria Amplifisering av 23S rRNA ved hjelp av AOAC-validert svabertest, kun Enkel pravepreparering 1t ANSR [32,
Right Now isotermisk nicking enzym amplifiserings- beregnet for bruk for miljgpraver (rene (lyseringstrinn) etterfulgt av et reader 33]
(Neogen) reaksjon (NEAR) teknologi, og pavisning av overflater). Uten oppformeringstrinn. 18 min kombinert reaksjons-

amplifisert DNA ved hjelp av fluorescerende Svaberen settes direkte ned i og pavisnings-trinn.

molecular beacon prober. lyseringsbuffer. Deteksjonsgrense pa

2-3 CFU per svaber.
Biosensor

Listeria CANARY Biosensor bestaende av genredigerte B-celler AOAC-validert metode som kun er Enkel pravepreparering 24t Zephyr [78,
Zephyr (immunceller) som uttrykker spesifikke beregnet for bruk for miljgpreaver/ (sentrifugering) etterfulgt av Biological 79]
(Smiths Detection) antistoff mot Listeria pa overflaten. Ved overflater. Oppformering (antagelig) i et 1 min pavisnings-trinn. Identifier

binding til bakterieceller overfgres et signal i 24 timer. Deteksjonsgrense pa 1 CFU (lumino-

cellene i form av gkt kalsium-konsentrasjon, per prgve. Sensitivitet pa ca 50 CFU i meter)

som igjen aktiverer et kalsium-sensitivt
luminescerende protein. Signalet males som
luminescens.

analysevolumet etter oppformering.

a Metoder basert pa real-time PCR er ikke inkludert i tabellen. Det samme gjelder testsett der det finnes en tilsvarende metode (fra samme produsent) spesifikk for L. monocytogenes
(i Tabell 1 eller 2), bortsett fra der Listeria spp. assayet tar (vesentlig) kortere tid.
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