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Sammendrag/anbefalinger:

Dagens referansemetode for pavisning av Listeria monocytogenes tar minimum to dager fgr man far et endelig
svar. Dette reduserer mulighetene for & gjgre risikoreduserende tiltak. Prosjektet har kartlagt dagens
kommersielle metoder og gitt en oversikt over nye teknologier og metoder for & vurdere om det er teknologisk
mulig & f& pavisningstiden ned til 20-30 minutter. Dagens raskeste validerte metode (real-time PCR) tar 20 timer
hvorav 90% av tiden er oppformeringstrinnet og 10% er pavisningstrinnet. Dersom teknologiske barrierer
overkommes og markedet etterspgr det, kan det i framtiden veere mulig & komme ned pa en analysetid pa 8-10
timer. Dette vil bety at en stor andel laks- og grretbedrifter kan varsle renholdere fgr neste renhold og holde
tilbake produkter fgr de nar markedet. Det kan vaere mulig & utvikle metodikk med kortere tid for analysesvar, i
beste fall ned mot 30 minutter, men den vil veere mindre sensitiv enn regelverket krever. Denne typen tester vil
likevel kunne veere et nyttig tillegg til ISO-validerte metoder. Nye metoder bgr i tillegg til hurtighet fokusere pa &
skille mellom levende og dgde bakterier, samt gi mer enn bare et positivt eller negativt svar, dvs. genotyping.

English summary/recommendation:

The current reference method for detecting Listeria monocytogenes takes a minimum of two days before
providing a final result. This reduces the opportunities for implementing risk-reducing measures. The project has
assessed current commercial methods and provided an overview of new technologies and approaches to
evaluate whether it is technologically feasible to reduce detection time to 20-30 minutes. The fastest validated
method today (real-time PCR) takes 20 hours, with 90% of the time spent on amplification and 10% on
detection. If technological barriers are overcome and there is market demand, it may be possible in the future to
achieve an analysis time of 8-10 hours. This would allow a significant number of salmon and trout companies to
notify cleaners before the next cleaning cycle and hold back products before they reach the market. It might be
feasible to develop a methodology with shorter turnaround time, potentially as low as 30 minutes, although it
would be less sensitive than regulatory requirements. Nevertheless, such tests could be a useful addition to
ISO-validated methods. New approaches should also focus on distinguishing between live and dead bacteria
and providing more than just a positive or negative result, i.e., genotyping.
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1 Sammendrag

Norsk sammendrag:

Naeringsmidddelhygieneforskriften palegger alle produsenter av spiseklar mat hvor Listeria
monocytogenes (listeria) er en fare a gjgre listeria-analyser av produkter, produksjonsmilijg og
prosessutstyr. Det er pakrevd a bruke referansemetoden for pavisning av listeria fra den internasjonale
organisasjonen for standardisering (ISO 11290-1), eller en alternativ metode som er ISO-validert som
like god som referansemetoden. Ulempen med dagens referansemetode er at det tar minimum to dager
til man far et endelig svar. Dette reduserer mulighetene for & gjgre risikoreduserende tiltak, som for
eksempel tilbaketrekking far produkter nar markedet, eller rengjgring for & fjerne listeria fra
prosessutstyr. Prosjektet har hatt som mal & kartlegge dagens kommersielle metoder og fa en oversikt
over nye teknologier og metoder for & vurdere om det er teknologisk mulig & f& pavisningstiden ned til
20-30 minutter.

Resultatene fra prosjektet er i hovedsak publisert i tre rapporter i rapportserien «Metoder for pavisning
av Listeria i mat og produksjonsmiljg»; Delrapport 1: Hurtigmetoder pa markedet, Delrapport 2: Nye
metoder og teknologier og Delrapport 3: Genotypingsmetoder. | utarbeidelsen av rapportene har det
blitt gjennomfart en markedsundersgkelse, intervjuet et utvalg analyseleverandgrer, gjennomfart en
spgrreundersgkelse for bransjen og gjort en omfattende litteraturundersgkelse for a kartlegge nye
metoder og teknologier, samt oppsummert ulike genotypingsmetoder og gjort en digital analyse av
helgenomsekvenser for & vurdere bioMériueux sin Gene-UP Typer.

Hovedleveransen i prosjektet har veert & gi en oversikt over dagens og fremtidige hurtigmetoder og
prinsippene bak. Raskeste validerte metode (real- time PCR) tar 20 timer hvorav 90% av tiden er
oppformeringstrinnet og 10% er pavisningstrinnet. Dersom teknologiske barrierer overkommes og
markedet etterspgr det, kan det i framtiden vaere mulig & komme ned pa en analysetid pa 8-10 timer.
Dette vil bety at en stor andel laks- og grretbedrifter kan varsle renholdere fgr neste renhold og holde
tilbake produkter far de nar markedet.

Det kan vaere mulig & utvikle metodikk med kortere tid far analysesvar, i beste fall ned mot 30 minutter,
men den vil veere mindre sensitiv enn regelverket krever. Denne typen tester vil likevel kunne veere et
nyttig tillegg til ISO-validerte metoder. Nye metoder bar i tillegg til hurtighet fokusere pa & skille mellom
levende og dgde bakterier, samt gi mer enn bare et positivt eller negativt svar, dvs. genotyping. Dagens
typingsmetoder (MLST, CC, GENE-UP Typer) er for grovmaskede til & avdekke sannsynlige
smittekilder, smittespredning og egenskaper til listeria, men kan gi raskere svar og enklere
databearbeiding. De egner seg derfor som et utgangspunkt for valg av isolater il
helgenomsekvensering, & kunne avkrefte en smittekilde/smittevei, vurdere risiko og gir tidlige

indikasjoner pa etablering og eliminering av husstammer.

Det kan konkluderes med at med dagens regelverk, teknologi og fysiske lover er det ikke veere mulig &
utvikle en hurtigmetode som tar 20-30 minutter. Det er derimot realistisk at man gjennom forskning og
utvikling kan etablere en metode som forkorter dagens raskeste analysetid pa 20 timer ned til 8-10 timer.
Setter man lavere krav til sensitivitet enn det regelverket krever, kan man komme ned imot 30 minutter.



English summary

All manufacturers of ready-to-eat food where Listeria monocytogenes (listeria) poses a risk are required
to conduct listeria analyses of products, production environments, and process equipment. It is
mandatory to use the reference method for detecting listeria from the International Organization for
Standardization (ISO 11290-1), or an alternative method that is ISO-validated and equally effective as
the reference method. The drawback of the current reference method is that it takes a minimum of two
days to obtain a final result. This reduces the opportunities for risk-reducing actions, such as product
recall before reaching the market or cleaning to remove listeria from process equipment.

The project aimed to assess existing commercial methods and explore new technologies and
approaches to determine if it is technologically feasible to reduce detection time to 20-30 minutes. The
project’s results are primarily published in three reports in the series ‘Methods for Detecting Listeria in
Food and Production Environments’: Sub-report 1: Rapid methods on the market, Sub-report 2: New
methods and technologies, and Sub-report 3: Genotyping. The reports were developed through market
research, interviews with selected analytical vendors, industry surveys, and extensive literature reviews
to identify new methods and technologies. Additionally, various genotyping methods were summarized,
and a digital analysis of whole-genome sequences was conducted to evaluate bioMérieux’'s Gene-UP
Typer.

The main deliverable of the project was to provide an overview of current and future rapid methods and
their underlying principles. The fastest validated method (real-time PCR) takes 20 hours, with 90% of
the time spent on amplification and 10% on detection. Given current regulations and technology,
developing a method that takes 20-30 minutes is not feasible. However, if technological barriers are
overcome and the market demands it, achieving an analysis time of 8-10 hours may be possible in the
future. This would allow a significant number of salmon and trout producers to notify cleaners before the
next cleaning cycle and withhold products before they reach the market.

There is still room for the development of faster methods, potentially down to 30 minutes, although these
would be less sensitive than required by regulations. Such tests could still complement ISO-validated
methods. New methods should also focus on distinguishing between live and dead bacteria and provide
more than just a positive or negative result (i.e., genotyping). Current typing methods (MLST, CC,
GENE-UP Typer) are too coarse to identify likely sources of contamination, transmission routes, and
listeria properties but can offer quicker responses and simpler data processing. They serve as a starting
point for selecting isolates for whole-genome sequencing, confirming sources of infection, assessing
risk, and providing early indications of establishment and elimination of strains.

It can be concluded that with today’s regulations, technology, and physical laws, it is not possible to
develop a quick method that takes 20-30 minutes. However, it is realistic that through research and
development, a method can be established that shortens the current fastest analysis time from 20 hours
down to 8-10 hours. If one sets lower sensitivity requirements than what the regulations demand, it's
possible to achieve results in as little as 30 minutes.



2 Innledning

2.1 Bakgrunn og malsetning

Fiskeri- og Havbruksnaeringens Forskningsfond (FHF) gnsker at havbruksnaeringen 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.

EUs forordning No 2073/2005 [1], gjennomfgrt i Neeringsmiddelhygieneforskriften [2] 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 fraveer av L. monocytogenes i 25 g nar produktet forlater produsenten, eller mindre enn 100 L.
monocytogenes per gram i produktet ved holdbarhetstidens utlgp.

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
pragvetaking til pravesvar reduserer mulighetene for & gjare risikoreduserende tiltak, som tilbaketrekking
far produkter nar markedet eller rengjaring for & fierne 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.

| 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.

Prosjektet (FHF 901822) «Utvikling av hurtigtest for pavisning av listeria i havbruksneeringen: Et
mulighetsstudium» har hatt som mal & kartlegge dagens kommersielle metoder og f& en oversikt over
nye teknologier og metoder for & vurdere om det er teknologisk mulig & f& pavisningstiden ned til 20-30
minutter.

| prosjektet er det utarbeidet tre rapporter som skal hjelpe nzeringen med a f& oversikt over kommersielle
metoder p& markedet (Delrapport 1 [3]), nye metoder og teknologier (Delrapport 2 [4]), samt en oversikt
over ulike metoder for genotyping (Delrapport 3 [5]).

2.2 Prosjektets omfang

Prosjektet er gjennomfart i perioden 2023-2024 med Nofima som ansvarlig forskningsinstitusjon.
Prosjektet har Dblitt gjennomfgrt med finansiering av Fiskeri- og havbruksnaeringens
forskningsfinansiering (FHF; totalramme pa 1 999 000 NOK) og i god kontakt med neeringen. Denne
sluttrapporten beskriver i hovedsak resultater fra tre rapporter levert i prosjektet.

2.3 Prosjektorganisering

Prosjektgruppen har bestatt av Birgitte Moen (prosjektleder), Solveig Langsrud og Annette Fagerlund
ved Nofima. Styringsgruppen har bestatt av Elisabeth Hassel Kjgnvik (Lergy) og Randi Haldorsen
(Mowi). Lars R. Lovund har veert observatgar og fulgt opp prosjektet fra FHF.
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3 Problemstilling og formal

Naeringsmidddelhygieneforskriften palegger alle produsenter av spiseklar mat hvor Listeria
monocytogenes (listeria) er en fare & gjgre listeria-analyser av produkter, produksjonsmilijg og
prosessutstyr. Det er pakrevd a bruke referansemetoden for pavisning av listeria fra den internasjonale
organisasjonen for standardisering (ISO 11290-1), eller en alternativ metode som er ISO-validert som
like god som referansemetoden. For produktprgver er det krav om at naeringsmidlene oppfyller ett av to
mikrobiologiske kriterier: Enten fraveer av L. monocytogenes i 25 g nar produktet forlater produsenten,

eller mindre enn 100 L. monocytogenes per gram i produktet ved holdbarhetstidens utlgp.

Ulempen med dagens referansemetode er at det tar minimum to dager til man far et endelig svar. Dette
reduserer mulighetene for a gjare risikoreduserende tiltak, som for eksempel tilbaketrekking far
produkter nar markedet, eller rengjaring for & fierne listeria fra prosessutstyr.

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 matprgve. Siden pavisningsmetodene opererer med prgvevolumer i
mikroliterskala og vandig Igsning, ma& man fortynne pr@ven og ha et oppformeringstrinn for & kunne sikre
at listeria er til stede i dette lille prgvevolumet. Til dette finnes det spesielle dyrkingsmedier (for eksempel
Fraser buljong) som hemmer andre bakterier i praven 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 kopiere opp DNA eller RNA fra det lille pravevolumet man skal analysere
far man paviser listeria.

Hurtigmetoder som enten korter ned pa oppformeringstrinnet, pavisningstrinnet, eller begge deler, vil
derfor kunne gke mattryggheten. | prosjektet har Nofima kartlagt hvilke metoder som finnes p& markedet
(Delrapport 1), kartlagt naeringens behov, og vurdert mulighetene for & utvikle en raskere teknologi for
a pavise listeria (Delrapport 2). | tillegg til raskere og mer presise metoder eller tester for pavisning av
listeria er det gkende interesse for metoder som kan gi mer informasjon i tillegg til et positivt eller negativt
resultat. Noen bedrifter har begynt & bruke helgenomsekvensering, men dette er fremdeles tidkrevende
og ofte ogsa for komplisert og kostbart for mange matproduksjonsbedrifter. Vi har derfor ogsa sett pa
ulike typer for genotyping og gjort en digital analyse av et datasett bestdende av norske listeria-isolater
med bioMérieux’s GENE-UP Typer (Delrapport 3).

4 Prosjektgjennomfagring

Resultatene fra prosjektet er i hovedsak publisert i tre rapporter som beskrevet over. Det er i tillegg
utarbeidet en prosjektnettide pa Nofima.no (Utvikling av hurtigtest for pavisning av listeria i
havbruksnaeringen: Et mulighetsstudium | Nofima), utarbeidet et faktaark og en populeervitenskapelig
artikkel, samt holdt innlegg i ulike fagforum. Formidlingen har veert rettet mot ulike malgrupper inkludert
laksenaeringen og andre aktgrer i mat og sjgmatnaeringen samt akademia. Resultatene fra hele
prosjektet er oppsummert i denne sluttrapporten.

| utarbeidelsen av de tre rapportene sa har Nofima:

e Gjennomfart en markedsundersgkelse for & kartlegge dagens metoder samt intervjuet et utvalg
analyseleverandgrer.

e Gjennomfgrt en spgrreundersgkelse for bransjen og gjort en omfattende litteraturundersgkelse
for & kartlegge nye metoder og teknologier.

e Oppsummert ulike genotypingsmetoder og gjort en digital analyse av helgenomsekvenser for 8
vurdere bioMériueux sin Gene-UP Typer.

Prosjektgruppen har hatt jevnlige mgter og kontakt med referansegruppen og observatgr fra FHF og
justert noen malsetninger underveis basert pa resultater og for & bedre imgtekomme industriens behov
for kunnskap.


https://nofima.no/prosjekt/utvikling-av-hurtigtest-for-pavisning-av-listeria-i-havbruksnaeringen-et-mulighetsstudium/
https://nofima.no/prosjekt/utvikling-av-hurtigtest-for-pavisning-av-listeria-i-havbruksnaeringen-et-mulighetsstudium/
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5 Resultater
Resultatene i prosjektet er oppsummert i tre rapporter i serien «Metoder for pavisning av Listeria i mat
og produksjonsmiljg»:

Delrapport 1: Hurtigmetoder pa markedet
Delrapport 2: Nye metoder og teknologier
Delrapport 3: Genotypingsmetoder

Alle rapportene kan lastes ned fra FHF sin prosjektdatabase [6], eller fra prosjektets nettside [7]. Under
falger en oppsummering av disse rapportene, men for flere detaljer henvises det til den enkelte rapport.

5.1 Hurtigmetoder pa markedet

5.1.1 Validerte metoder

| dag finnes det validerte, kommersielle metoder hvor man kan fa svar p& om en prgve ikke eller
presumptivt inneholder L. monocytogenes i lgpet 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
skaler, oppdyrking og pavisning, sa total analysetid far endelig positivt svar er 2-3 dggn. Mange av
metodene krever en man kjgper inn spesialinstrumenter i tillegg til testsett. Figur 1 viser en skjematisk
presentasjon av tradisjonell oppformering og prgvetaking sammenlignet med dagens hurtigmetode (for
eksempel real-time PCR). En oversikt over 17 validerte metoder pa markedet finnes i Vedlegg 1.

Tradisjonell oppformering og pavisning

) T Oppformering Bekreftelse

Dagens hurtigmetoder
: Oppformering Pavisning Bekreftelse
Prevetakin ¢> : > i)
oV g m 18-24 timer 30 min -2 timer 24 timer

Figur 1. Skjematisk presentasjon av tradisjonell oppformering og pregvetaking sammenlignet med dagens
hurtigmetode (f.eks. real-time PCR). Tidligste positive svar for tradisjonell dyrkning er 48 timer, mens tidligste
negative svar er 72 timer. For real-time PCR er raskeste negative- og presumtivt positivt svar 20 timer, mens endelig
bekreftelse pa positivt svar er tidligst 44 timer.

Totalt
>48-72 timer

Totalt
>20-44 timer

5.1.2 Ikke-validerte metoder

Det finnes ogsa en rekke ikke-validerte metoder p& 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 kan pavise listeria (presumptivt) i renholdsprgver etter 6-8 timer. Dessverre er protokollen
er komplisert og omfattende, s& den krever mye arbeidsressurser og et trenet laboratoriepersonell. En
oversikt over 12 kommersielle metoder er gitt i Vedlegg 2.

1 Real-time PCR er en syKklisk kopiering av spesifikke DNA omrader i malbakterien, i sanntid, slik at de kan pavises.
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Vanlige begrensninger for ikke-validerte metoder er lav sensitivitet (falske negative praver fordi
metoden ikke kan pavise lave nivaer av listeria), selektivitet (falske positive praver fordi metoden
rapporterer andre bakterier som L. monocytogenes eller falske negative prgver 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).

5.1.3  Pavisning av alle typer Listeria

Et alternativ til & pavise L. 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 renholdspragver. For matprgver vil analysetiden
vaere minimum 24 timer. Det kom fram fra bransje-spgrreundersgkelsen at det er delte meninger om
nytteverdien for en slik test. Under nytteverdi ble det nevnt at det kunne benyttes for &: 1) kontrollere
kvaliteten pa renholdet; 2) kontrollere ravarer for & kunne allokere ravaren til annen produksjon; 3) gi en
pekepinn p& hva som er til stede og at man antar at L. monocytogenes kan ligge i bakgrunnen. Det ble
ogsa nevnt at kunder i EU har begynt & se pa dette (UK/Frankrike), spesielt de som kjgper rgkelaks,
men at det er f& laboratorier i Norge som tilbyr akkreditert metode for annet enn L. monocytogenes. Den
stgrste ulempen vil veere at en mulig positiv test vil fgre til en ungdvendig tilbaketrekking som vil kunne
fa store konsekvenser med tanke p& kostnader, omdgmme og ikke minst uro i markedet.

Ifglge en rapport fra FAO og WHO [8] tester ofte matbedrifter for Listeria spp. i stedet for L.
monocytogenes siden det kan gi raskere svar og er mer kostnadseffektivt. Analysen kan gi svar pa om
bedriften har betingelser som mest sannsynlig kan stgtte overlevelse og vekst av L. monocytogenes
dersom den er kommer inn. Listeria spp. brukes i denne sammenhengen som en indikator pa hygiene
og kontroll av vask og desinfeksjon. Ifglge rapporten kan det veere godt samsvar mellom tilstedeveerelse
av Listeria spp. og L. monocytogenes i noen typer matprosesseringsanlegg, men ikke alle. Det er blant
annet vist at tilstedeveerelsen mellom Listeria spp. ikke var en god indikator for L. monocytogenes i
sjgmat foredlingsanlegg [9]. En oversikt over 12 kommersielle Listeria spp. metoder er gitt i Vedlegg 3.

5.2 Fremtidens metoder

| de siste arene har det dukket opp flere nye metoder, som for eksempel biosensorer,
sekvenseringsbaserte metoder (som helgenomsekvensering; WGS) og metoder basert pa
CRISPR/Cas?. Mange av disse nye metodene er lovende, men de krever videreutvikling og
kommersialisering far de kan benyttes i rutinearbeid. Figur 2 viser en oversikt over en del metoder for
rask pavisning og identifikasjon av bakterier. Hver av disse metodene gir unike fordeler i sensitivitet,
spesifisitet og hurtighet.

2 CRISPR/Cas er et system hos bakterier som kan gjenkjenne og bryte ned fremmed genetisk materiale fra virus (dvs.
bakteriofager) — altsa en beskyttelsesmekanisme.
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Figur 2. Oversikt over et utvalg av metoder og teknologier for hurtig pavisning og identifisering av bakterier.
Flere metoder benytter kombinasjoner av ulike teknologier, f.eks. benyttes ofte oppformering av DNA for & ake
sensitiviteten i biosensorer, CRISPR-baserte og mikrofluidikk systemer. MALLDI-TOF MS er primaert en metode
for identifikasjon av isolater og séledes ikke en hurtig pavisningsmetode. Helgenomsekvensering brukes ogsa
primeert til karakterisering av listeria isolater.

Biosensorer er enheter som kombinerer biologisk gjenkjennelse med en transduser, som oversetter et
biologisk signal til et malbart signal. Klassifiseringen av biosensorer er basert pa det biologiske
gjenkjennelseselementet, som kan veere antistoffer, enzymer, celler, DNA, eller bakteriofager3, og pa
typen transduser, som kan veere optisk, elektrokjemisk eller massebasert. Generelt sett har biosensorer
hgy spesifisitet og muliggjer pavisning i sanntid. De har flere fordeler som gjgr dem attraktive i
matindustrien, inkludert at de er baerbare, gir raske resultater og er mulig & gjenbruke. Imidlertid er det
noen ulemper, som at de er relativt kostbare og pavirkes av matprgven. Det pagar forskning for &
forbedre sensitiviteten, spesifisiteten og brukervennligheten til biosensorer.

CRISPR/Cas-teknologi, kjent for sin hgye spesifisitet, kan integreres i en biosensor for & pavise
bakterier. For & gke sensitiviteten kombineres ofte CRISPR/Cas med PCR eller isotermisk oppformering
av DNA/RNA. CRISPR/Cas for pavisning av bakterier er imidlertid fremdeles pa forskningsstadiet.

Ved helgenomsekvensering bruker man en sakalt neste-generasjons-sekvenseringsmetode (NGS) for
a bestemme hele koden pa arvestoffet til isolatene. Helgenomsekvensering er et verdifullt verktay for
sporing og sammenligning av listeria- isolater, men det er ikke en hurtig pavisningsmetode ettersom den
krever oppformering og identifisering av en enkelt bakteriekoloni. Det er forskning pa kombinasjon av
isotermisk oppformering av DNA etterfulgt av sekvensering som kan gi bade pavisning og
typingsinformasjon, men dette er fortsatt pa forskningsstadiet.

Mikrofluidikk-systemer, ogsa kjent som «lab-on-a-chip», representerer miniatyrisert og automatisert
molekyleer diagnostikk. Det vil si at prgveopparbeidelse, DNA rensing, pavisning og analyse kan gjgres
i samme instrument og med sma volumer (ofte <1 ml). Fordelene med denne teknologien er at man ha
kan baerbare og brukervennlige instrumenter, som raskt gir svar. Imidlertid kan de kun benytte sma

3 En bakteriofag («bakteriespiser») er et virus som angriper og formerer seg i prokaryote celler som bakterier, arker og
blagrgnnalger. Bakteriofager kan brukes for selektiv pavisning av en bakterie.
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prevevolum, er relativt kostbare, og systemet kan bli blokkert av matprgven. Figur 3 viser en oversikt
(estimat) over metoder basert pa deres sensitivitet og hurtighet.
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Figur 3. Sensitivitet og pavisningstid for ulike metoder. En god og rask metode bgr ideelt sett ligge i gvre hayre
kvadrant (relativt hgy sensitivitet kort pavisningstid). Det er merket inn oppformering i figuren for & vise at
sensitiviteten til metodene gker ved oppformering av bakterien, men da pa bekostning av pavisningstid. En metode
kan ogsa besta av flere ulike teknologier. For eksempel kan mikrofluidikk-systemer benytte isotermisk oppformering
og CRISPR/Cas. Figuren er modifisert fra Liu et al., 2021 [10] og Younes et al. 2023 [11].

5.2.1 Regelverk og fysiske lover begrenser hastigheten pa metoden

Til tross for fremskritt innen forskning pa hurtigmetoder for pavisning av listeria, er det fortsatt
utfordringer knyttet til sensitivitet, selektivitet og robusthet. Gjeldende regelverk krever en sensitivitet
som tilsier en eller annen form for oppformering av bakterien far analyse. Prgvevolumet som brukes i
pavisningsanalysen er ofte sveert lavt for de fleste hurtigmetoder, ofte ned til mikroliter. Selv om
metodene skulle veere i stand til & pavise én listeriacelle i det analyserte prgvevolumet, ma denne ene
cellen fgrst konsentreres fra et stgrre utgangsvolum, for eksempel en 25 g produktprgve, for at testen
skal kunne bli godkjent som likeverdig med referansemetoden ISO 11290-1. Noen av disse metodene
vil likevel kunne benyttes som et supplerende verkigy i den daglige rutinekontrollen for raskere
resultater.

5.2.2  Hvor rask ma en hurtigmetode vaere?

| spgrreundersgkelsen kom det fram at over 40% svarer at de trenger en test som tar en time eller
mindre for & kunne: 1) bruke listeria-positive ravarer til andre produkter; 2) iverksette tiltak for a
redusere/fierne listeria pa ramateriale; 3) avvise ravare fra leverandgr eller vaske pa nytt for
produksjonsstart. Dersom man har en test som tar maksimum 10 timer, vil 56% kunne gi renholdere
tilbakemelding fgr neste rengjgring. Omlag 40% av fabrikkene kunne advare kunder om en positiv test,
tilbakeholde produkt eller hindre at det kommer i butikk fa@r endelig pravesvar foreligger.



5.3 Genotyping

Det kom fram fra spgrreundersgkelsen og intervju med representanter fra laksenaeringen at det var
gkende interesse for metoder som kan gi mer informasjon enn bare et svar pa om listeria er til stede i
en prave eller ikke — altsd genotypingsmetoder. Under er en kort oversikt over prinsippene bak
eksisterende genotypingsmetoder, inkludert PCR-basert typing, MLST4, MLVA> og PFGES®, samt en
evaluering av metodenes opplgselighet nar det gjelder & skille mellom relevante genetiske grupper av
listeria, som er kjent gjennom analyser av helgenomsekvenseringdata. | tillegg er det foretatt en
evaluering av den nye GENE-UP Typer metoden fra bioMérieux, utfgrt som en digital analyse av et
datasett bestdende av over 1200 norske listeria-isolater. For mer utdypende informasjon henvises det
til Delrapport 3.

5.3.1 Populasjonsstruktur og genetikk hos L. monocytogenes

Populasjonsstruktur i L. monocytogenes beskriver slektskapet mellom medlemmer i en populasjon, noe
som er viktig for & spore listeria-stammer. Vi ser pa likheten mellom isolater for & bestemme deres felles
opprinnelse. L. monocytogenes har fire genetiske linjer (I, 11, Ill, 1V), som er sa forskjellige at de kan
betraktes som forskjellige arter. Linje 1 og Il er vanligst i mat, miljg og humane kliniske isolater.

Analyse av populasjonsstrukturen til listeria har vist at isolater i disse linjene for det meste sorterer i klart
definerte grupper av neert beslektede isolater, som i stor grad tilsvarer de klonale gruppene (Clonal
Complex; CC) definert av typingsmetoden MLST [12].

Mutasjoner skaper genetisk variasjon, og antall mutasjoner kan indikere slektskap mellom to
bakterieceller. Listeria-genomet er stabilt med begrenset horisontal genoverfgring og rekombinasjon. Et
listeria-genom er ca. 2,9 til 3,1 millioner nukleotider langt med ca. 3000 gener, hvorav 2000 er felles for
de fleste stammer. Disse utgjer ‘kjernegenomet’, mens resten kommer fra ‘tilleggsgenomet’. Forskjellige
stammer har forskjellige delmengder av disse genene. Til sammen er det funnet ca. 4000 forskjellige
gener i tilleggsgenomet.

5.3.2  Prinsipper for genotypingsmetoder

Klassisk immunologiske serotyping skiller bakterier innenfor en art basert pa pavisning av spesifikke
overflatestrukturer (sékalte O- og H-antigener) ved hjelp av antistoff. Etter oppfinnelsen av PCR
metoden, og de aller farste helgenomsekvensene av listeria, ble det utviklet en DNA-basert molekylger
analyse basert pa PCR-amplifisering av seks gener [13-18]. Dette kunne identifisere listeria og skille
isolatene inn i fem sdkalte ‘molekyleere serogrupper’ basert pa et mgnster av tilstedevaerelse (eller ikke)
for disse genene.

Det er i den senere tid utviklet flere nye analysemetoder som er basert pa akkurat samme prinsipp som
‘molekyleer serotyping’, men som har flere markar-gener for genetiske grupper (starrelsesorden 13-16).
Disse er mer finmaskede forsgk pa a korrelere mgnster av tilstedevaerelse av gener eller gen-varianter
til kjente og/eller vanlige populasjonsgenetiske grupper (som man na kjenner til) innenfor arten listeria.
Eksempler er Listeria PatternAlert assay fra Rheonix [19, 20], GenoListeria Multiplex utviklet av ANSES
[21, 22], og GENE-UP Typer fra bioMérieux [23].

PCR-baserte metoder som baserer seg pa mgnster av ja/nei svar for tilstedeveerelse av spesifikke
markgr-gener (eller gen-varianter) fra listeria, utnytter (i hovedsak) at forskjellige genetiske slekts-
grupper av listeria har forskjellig delmengder (subset) av det sakalte tilleggsgenomet.

4 MLST (Multilocus sekvenstyping) identifiserer spesifikke sekvenser av DNA i et utvalg av gener hos en organisme.

5 MVLA (Multilocus variable-number tandem repeat (VNTR) analyse) utnytter at det finnes gener som inneholder regioner med
korte gjentagende enheter (sakalte ‘VNTR loci’ eller ‘VNTR-gener’).

6 PFGE (Pulsed-field gel elektroforese) baserer seg pa kutting av genomisk DNA fra en bakterie med ett eller flere valgte
restriksjonsenzymer, og visualisering av stgrrelsen pa de resulterende DNA-fragmentene pa en agarosegel.
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5.3.3  Sekvenserings-baserte metoder inkludert MLST og WGS

Sanger-sekvensering (fgrstegenerasjons-sekvensering) av enkeltgener brukes for & studere
populasjonsstrukturer hos biologiske organismer. En forutsetning for at dette skal fungere er at man
velger et gen som finnes hos alle individene i populasjonen man ser pa. Ved helgenomsekvensering
(whole genome sequencing; WGS) bruker man en sakalt neste-generasjons-sekvenseringsmetode
(NGS) for & bestemme hele koden pa arvestoffet til bakterieisolater.

MLST sekvenstype (ST): Tradisjonell multilocus sekvenstyping (MLST) er en molekyleer typings-
metode introdusert i 1998 [24], som brukes for & separere grupper av isolater innenfor en bakterie-art.
Den er basert pA PCR-amplifisering etterfulgt av Sanger-sekvensering av (vanligvis) syv ‘husholdnings’-
gener (essensielle gener som alle bakteriene ma ha for a overleve). Alle oppdagede varianter av disse
syv genene ma registreres i en felles database. Her tildeles hver variant av hvert gen et vilkarlig tall (et
‘allel-nummer’), og til sammen utgjar dette en kode pa syv tall (en ‘MLST profil’). Hver unike kombinasjon
av syv tall tilordnes en sekvenstype (ST).

Klonalt kompleks (Clonal Complex; CC): To sekvenstyper som har MLST profiler som bare skiller
seg fra hverandre i ett av de syv valgte husholdningsgenene anses a tilhgre det samme klonale
komplekset. For eksempel tilhgrer alle isolater av bade ST9 og ST35 (med MLST profil 6-5-6-4-1-15-1)
til CC9. Pa denne maten knyttes isolater som ligner hverandre sammen i populasjonsbiologisk relevante
grupper [25].

Helgenomsekvensering (whole genome sequencing; WGS): Etter at man har gjennomfart
helgenomsekvensering av et bakterieisolat kan man raskt bestemme ST og CC ved & sagke opp mot
databasen pa Institut Pasteur. | videre analyser brukes bioinformatiske metoder for & sammenligne
slektskapet mellom isolatene. Dersom hensikten er sporing av smitte, gjgres som regel slike analyser
bare pa isolater innenfor samme CC. Analysen kan utfares ved & utvide MLST-metoden beskrevet over
til en cgMLST (‘core genome MLST’, ‘kjernegenom MLST’) som inkluderer de ca. 1700 felles genene
for alle listeria (det sakalte kjernegenomet), eller en wgMLST (‘whole genome MLST’, ‘helgenom MLST’)
analyse som sammenligner alle de ca. 3000 genene i bakteriene. Man kan ogsa sammenlikne hele
genomsekvensen mot en referanse (SNP-analyse). Deretter brukes mer eller mindre avanserte
grupperings-metoder for a lage visualiseringer i form av fylogenetiske traer. For mer informasjon om
helgenomsekvensering i matindustrien refereres det til en veileder [26].

Metoder basert pa sekvensering og sammenligning av gen-sekvenser for gener som er felles i et gitt
datasett utnytter variasjon forarsaket av enkelt-base-mutasjoner i det konserverte kjernegenomet, og
gir derfor som regel en god representasjon av populasjonsstruktur og evolusjonaer historie.

5.3.4 PFGE og MLVA er basert pa variasjon i fragment-lengder

Pulsed-field gel elektroforese (PFGE) er en genotypingsmetode som er basert pa kutting av genomisk
DNA fra en bakterie med ett eller flere valgte restriksjonsenzymer, og visualisering av starrelsen pa de
resulterende DNA-fragmentene pa en agarosegel. PFGE-metoden er relativt arbeidskrevende & utfare,
og sammenligning av resultater kan veere utfordrende. Dessuten, sammenlignet med
helgenomsekvensering (som for MLST), er det ikke enkelt & tolke data fra PFGE. Noen PFGE profiler
(pulsotyper) er veldig vanlige, og dermed kan ikke to identiske profiler brukes som bevis for at to isolater
er fra samme kilde. Dataene ma alltid tolkes i kontekst av den diversiteten som finnes i listeria-
populasjonen og epidemiologisk informasjon (for eksempel tidsrom, lokasjon) [27].

Multilocus variable-number tandem repeat (VNTR) analyse (MLVA). | Norge ble denne metoden
benyttet til epidemiologisk overvaking og utbruddsetterforskning for listeria, for Folkehelseinstituttet
(FHI) gikk over til helgenomsekvensering i 2018. Metoden utnytter at det finnes gener som inneholder
regioner med korte gjentagende enheter (sakalte ‘VNTR loci’ eller ‘VNTR-gener’). MLVA-metoden er
ikke standardisert for listeria, og ulike studier har benyttet ulike VNTR-gener eller kombinasjoner av
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disse. | oppsettet benyttet av FHI, beskrevet i 2008 [28], ble det brukt fem VNTR-gener. Fordelen med
MLVA er at den er relativt rask, billig og enkel, sammenlignet med PFGE og MLST. Det har imidlertid
veert rapportert at resultatene er instrumentavhengige, og at det dermed kan veere vanskelig a
sammenligne MLVA-profiler fra analyser utfart pa forskjellige instrumenter eller laboratorier.

Metoder som skiller mellom bakterie-isolater basert pa forskjeller i lengden pa DNA-fragmenter utnytter
variasjoner som oppstar pa grunn av starre eller mindre strukturelle endringer i arvestoffet, for eksempel
forflytninger, duplikasjoner, utkuttinger (‘delesjoner’), eller opptak av eksternt genetisk materiale (og ikke
pa grunn av mutasjoner i enkelt-nukleotider).

5.3.5 GENE-UP Typer fra bioMérieux

GENE-UP Typer fra bioMérieux [23, 29] er en molekylaer genotypingsmetode basert pa real-time PCR
Metoden er utviklet for & kjgres pa bioMérieux’s GENE-UP real-time PCR instrument, som ogsa kan
brukes til & pavise listeria med vanlige testsett for listeria-pavisning [30].

Tanken er at man etter & ha pavist listeria gar tilbake til oppformeringskulturen og plater denne ut pa en
agarskal som inkuberes overnatt. Deretter plukker man en enkelt-koloni som analyseres med GENE-
UP Typer. Total analysetid vil veere omtrent 2 dagn. GENE-UP Typer er en real-time PCR analyse av
16 markargener, hvor to og to gener analyseres sammen i hver reaksjon — til sammen atte reaksjoner
kigres samtidig for hvert isolat. Mark@rgenene er utvalgt pa bakgrunn av et slektskapstre basert pa
helgenomsekvensering med til sammen 33 000 referansegenomer. Analysen sammenligner mgnsteret
for tilstedeveerelse av disse 16 genene eller gen-variantene med det som finnes i kjente og/eller vanlige
populasjonsgenetiske grupper i referansetreet.

En GENE-UP Typer analyse vil ved hjelp av en probabilistisk algoritme tilordne ethvert isolat en GENE-
UP Typer ‘adresse’. Denne adressen er en rekke med tall som indikerer posisjonen til isolatet i det
underliggende slektskapstreet som ble brukt til utvelgelse av markgrgener.

| prosjektet ble metodenes opplgselighet evaluert nar det gjelder & skille mellom relevante genetiske
grupper av listeria, som er kjent giennom analyser av helgenomsekvenseringdata. Evalueringen ble
utfgrt som en digital analyse av et datasett bestaende av over 1200 norske listeria-isolater. Resultatene
viste at GENE-UP Typer metoden hadde noen fordeler sammenlignet med de klassiske
genotypingsmetodene som: veldig lav andel av misvisende resultater/feiltyping; usikkerhet i
analyseresultatet blir oppgitt; typingsresultatet kan leses ut fra en helgenomsekvens; samt brukervennlig
og hurtighet (dersom man har GENE-UP instrumentet). Metoden hadde ogsa noen ulemper
sammenlignet med andre genotypingsmetoder: relativt stor andel av isolater som metoden ikke klarer &
type og lavere opplgselighet enn alle andre vanlige genotypingsmetoder bortsett fra MLST-basert
klonale komplex (CC-grupper) og serotyping. Dette er altsa ikke en metode som kan brukes istedenfor
helgenomsekvensering for & spore smitte i naeringsmiddelkjeden eller i produksjonsmiljget i bedrifter.
Helgenomsekvensering med slektskapsanalyser basert pa wgMLST eller SNP har en hgy opplagsning
og kan gi mye informasjon om sannsynlige smittekilder, smittespredning og egenskaper til listeria.

Dagens typingsmetoder (MLST, CC, GENE-UP) er for grovmaskede til dette formalet, men kan gi
raskere svar og enklere databearbeiding. De egner seg derfor som et utgangspunkt for valg av isolater
til helgenomsekvensering, & kunne avkrefte en smittekilde/smittevei, vurdere risiko og gir tidlige
indikasjoner pa etablering og eliminering av husstammer.
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6 Diskusjon og konklusjon

| prosjektet har vi kartlagt tilgjengelige kommersielle hurtigmetoder for pavisning av listeria, prinsippene
bak og sammenlignet med dagens standardmetoder. De raskeste 1ISO 16140-2 validerte metodene for
pavisning av L. monocytogenes tar ca. 20 timer (real-time PCR), hvorav om lag 90% av tiden er
oppformeringstrinnet og 10% pavisningstrinnet. Siden standard PCR ikke skiller mellom levende og
dgde bakterier s ma eventuelle positive resultat verifiseres vha. dyrkning pa agarskal, noe som tar
ytterligere ca. 24 timer. Dette betyr at tidligste negative resultat kan oppnar etter rundt 20 timer, mens
tidligste bekreftede positive resultat kan oppnar fagrst etter ca. 44 timer. Dagens validerte hurtigmetoder
er dermed ikke spesielt raske, og det er et stort behov for raskere metoder. De metodene som kan se
ut til & ha starst potensiale for raskere og sikrere pavisning av listeria er nukleinsyre (DNA/RNA)-baserte
pavisningsmetoder, noe som kan redusere pavisningstrinnet fra dagens 1-2 timer ned til 30 minutter.
For & oppna samme sensitivitet som en ISO-validert metode sa kommer man ikke utenom en eller annen
form for oppformering f@r pavisning. Alternativt er at man far oppkonsentrert et starre prgvevolum far
pavisning ved hjelp av filtrering, sentrifugering eller «fanging» av listeria bakteriene. Dette er trinn som
kan veere omfattende og muligens vanskelige & utfgre ute i industrien dersom de ikke automatiseres.
Det stgrste potensialet for & redusere analysetiden for listeria ligger i en kombinasjon av 1) trygge,
automatiserte analysesystemer med hgy kapasitet som gjgr at listeria-analyser kan utfares pa fabrikken
og 2) oppformeringsmetoder (listeriaceller, DNA og/eller separasjon for & oppkonsentrere bakterieceller)
som betydelig korter ned de 18 timene man i dag bruker pa oppformering. Dersom teknologiske barrierer
overkommes og markedet etterspgr det, kan det kanskje i framtiden vgre mulig & komme ned pa en
analysetid pa 8-10 timer. Dette vil for mange bedrifter bety at de kan varsle renholdere fgr neste renhold
og holde tilbake produkter fgr de nar markedet. Det er likevel en mulighet & benytte raskere metoder
som ikke er validerte som et tillegg i daglig kvalitetskontroll. Disse ma veere sensitive og selektive nok
til at man ikke far for mange falske positive eller negative resultater. For & oppna dette ma det utvikles
kommersielle metoder som blant annet skiller mellom levende og dgde celler, som for eksempel
metoder som benytter RNA i stedet for DNA, eller metoder basert pa bakteriofager eller CRISPR/Cas.

| tillegg til raskere metoder sa er det ogsa et behov for mer informasjon enn bare positivt og negativt
resultat. Dagens gullstandard for sporing og typing av listeria er helgenomsekvensering.
Helgenomsekvensering er derimot fortsatt relative kostbart, men ikke minst tar det lang tid (opp til 1-2
uker). Selve analysen tar ikke mer enn 2-3 dager, men kommersielt sa tar det lengre tid grunnet
forsendelse og oppsamling av isolater til en analyse. | prosjektet vurderte vi ulike genotyper inkludert en
ny typingsmetode fra bioMérieux, Gene-UP Typer.

Ingen genotypingsmetoder pa markedet kan male seg med helgenomsekvensering, men de vil likevel
kunne gi nyttig informasjon p4 CC- og ST-niva, informasjon som vil vaere nyttig i bedriftens daglige
rutinearbeid og for & eventuelt velge ut isolater til helgenomsekvensering. Det er forskning péa
kombinasjon av isotermisk oppformering av DNA etterfulgt av sekvensering som kan gi bade pavisning
og typingsinformasjon, men dette er fortsatt pa forskningsstadiet.

Dagens metoder for pavisning av listeria er for tidkrevende til at bedriftene kan iverksette ngdvendige
tiltak som & avvise ravarer fra leverandar, vaske pa nytt far produksjonsstart eller tilbakeholde produkter
til analyseresultater foreligger. Dagens regelverk og teknologi setter begrensninger for hvor rask en
metode kan vaere og det er dessverre ingen enkeltmetoder som peker seg ut som en lgsning for raskere
pavisning av listeria. Det er identifisert flere punkter som kan forbedres, men siden oppformeringstrinnet
i dag tar 18-24 timer sa er det her det er mest & hente.
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7 Hovedfunn

Dagens hurtigmetoder pa markedet er ikke spesielt raske. Raskeste validerte metode (real-
time PCR) tar 20 timer hvorav 90% av tiden er oppformeringstrinnet og 10% er
pavisningstrinnet. Det finnes kommersielle metoder som tar 6-8 timer, men disse mangler
validering og er kun beregnet pa miljgpraver. I tillegg finnes det en kommersiell test for Listeria
spp. (kun miljgprgver) som tar kun 1 time.

o Oversikt (tabeller) over kommersielt tilgjengelige hurtigmetoder for pavisning av listeria
med pavisningsprinsipp, vanskelighetsgrad og total analysetid.

Med dagens regelverk og teknologi vil det ikke veere mulig & utvikle en hurtigmetode som tar
20-30 minutter. Dersom teknologiske barrierer overkommes og markedet etterspgr det, kan det
kanskje i framtiden veere mulig & komme ned pa en analysetid pa 8-10 timer. Dette vil bety at
en stor andel laks- og grretbedrifter kan varsle renholdere fgr neste renhold og holde tilbake
produkter fgr de nar markedet.

o Det er likevel et mulighetsrom for utvikling av raskere metoder, ned mot 30 minutter,
men disse vil veere mindre sensitive enn regelverket krever. Denne typen tester vil
likevel kunne veere et nyttig tillegg til ISO-validerte metoder.

Nye metoder bar i tillegg til hurtighet fokusere pa & skille mellom levende og dgde bakterier,
samt gi mer enn bare et positivt eller negativt svar, dvs. genotyping.

o Dagens genotypingsmetoder (MLST, CC, GENE-UP Typer) er for grovmaskede til &
avdekke sannsynlige smittekilder, smittespredning og egenskaper til listeria, men kan
gi raskere svar og enklere databearbeiding. De egner seg derfor som et utgangspunkt
for valg av isolater til helgenomsekvensering, a kunne avkrefte en smittekilde/smittevei,
vurdere risiko og gir tidlige indikasjoner pa etablering og eliminering av husstammer.

8 Leveranser

Resultatene fra prosjektet er formidlet via tre rapporter, faktaark, populeervitenskapelig artikkel og
presentasjoner rettet mot laksenzeringen. | tillegg til rapporter og ekstern formidling sa har leveransene
inkludert:

Fire mgter i Referansegruppen
Statusrapporter til FHF

Sluttrapport

Se tabell 1 for oversikt over leveransene i prosjektet.
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Tabell 1. Oversikt over publiserte leveranser i prosjektet.

Leveranse Beskrivelse

L1 Referat fra oppstartsmgte i Referansegruppa

L2 Metoder for pavisning av Listeria i mat og
produksjonsmiljg - Delrapport 1: Hurtigmetoder pa
markedet

L3 Referat fra mgte i Referansegruppa

L4 Metoder for pavisning av Listeria i mat og
produksjonsmiljg - Delrapport 2: Nye metoder og
teknologier

L5 Statusrapport

L6 Faktaark «Hurtigmetoder for pavisning av Listeria i
sjgmatnaeringen»

L7 Nyhetssak/Populeervitenskapelig art.: "Hurtigmetoder for
pavisning av listeria - nye teknologier"

L8 Referat fra avslutningsmgte i RG med gjennomgang av
utkast til sluttrapport

L9 utgikk

L10 Metoder for pavisning av Listeria i mat og
produksjonsmiljg - Delrapport 3: Genotypingsmetoder

L11 Foredrag for neeringen i relevant forum (avgjares i
samrad med referansegruppa)

L12 Faglig og administrativ sluttrapport i trdad med FHFs

retningslinjer

9 Vedlegg
| delrapport 1 ble de utarbeidet en oversikt over validerte- og ikke validerte metoder for pavisning av
listeria. Disse er vedlagt denne rapporten.

Vedlegg 1: Validerte kommersielle testsett for pavisning av L. monocytogenes
Vedlegg 2: Kommersielle testsett uten ISO 16140-2 validering for pavisning av L. monocytogenes

Vedlegg 3: Kommersielle testsett for Listeria spp.
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Vedlegg 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 [31]
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- [32]
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- [33]
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®  [34]
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 [35]
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.

17

(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* [36]
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 [37]
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 [38]
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  [39]
(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  [40]
L. monocytogenes Det finnes ogsa en version av testen som Actero Listeria (lyseringstrinn) far reaksjonen kjgres 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  [41]
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) fgr 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 [42]
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 [30]



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*

[43]

[38]

[44]

[45]

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 gjares 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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Vedlegg 2: Kommersielle testsett uten ISO 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 [46,
monocytogenes kjemiluminescens. Alle listeria bortsett fra L.  for bruk for miljgpreaver/overflater. oppformeringskulturen og les lumino- 47]
(NEMIS monocytogenes fiernes vha bakteriofager i ~ 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 24-48t® UV lampe [48]
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 24-481tb nei [49]
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  [50]
(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 [51,
monocytogenes target(s) med bruk av merkede primere og kjatt- og grennsaks-produkter og preparering: varme- maskin 52]
(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 [53]
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 [54]
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 [55]
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 [56]
(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-
ogsa 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- [57]
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 [58,
Listeria og DNA sekvensering med Oxford (svaberprgver for 100 cm?) og 125 g med 10-12 timer analysetid, Safety 59]
(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 [60]
(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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Vedlegg 3: Kommersielle testsett for Listeria spp.2

Testsett

(Produsent)

Biokjemiske metoder (basert pa pavisning av enzymaktivitet)

Pavisnings-prinsipp og samtidig pavisning

av andre Listeria spp.

Bruksomrader, validering, og
oppformering

Vanskelighetsgrad og
tidsbruk

Min.

totaltid

Ngdvendig Ref

instrument

Listeria Pavisning av enzymet B-glukosidase fra Ekstern validering foreligger ikke. Direkte visuell avlesing av 24-48t nei [61]
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- [62]
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, 2t 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 [31,
(LPT) (bioMérieux) bruker rekombinante bakteriofag-proteiner til &  ulike matvarer, inkludert sjgmat. analyse (program tar 1 t) etter instrument 63]
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- [62,
Assay bakteriofager spesifikke mot Listeria spp. beregnet for bruk for miljgprover/ Listeria Recombinant Phage i meter 64]
(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 )
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- [65]
(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- [66,
(Eurofins utfart i mikrotiterplater. Enzymatisk pavisning ulike matvarer, inkludert sjgmat. To- tar ca 2-3 timer og inkluderer plateleser 67]
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
Enrichment Broth (ELEB).

mikrotiterplater.

filter)
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RapidChek Listeria Lateralt flow immunkromatografisk analyse AOAC-validert for ulike meieri- og Enkel pavisningsprotokoll: 24t nei [68]
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 [69]
Test System (LFIA) (nitrocellulose test-strip). Pavisning ved  inkludert rakelaks og for miljgpraver. 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). prgven. Avlesn. Etter 10 min.
Oxoid Listeria Lateralt flow immunkromatografisk analyse Gyldig ekstern validering foreligger Enkel pavisningsprotokoll: 42 t nei [70]
Rapid Test (LFIA) (inkorporert i testkassett). Pavisning ved ikke. To-trinns oppformering med 21ti Kulturen varmebehandles fgr
(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 [71]
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.
MilliporeSigma) i BLEB.

Isotermisk amplifikasjon av DNA / RNA

ANSR Listeria Amplifisering av 23S rRNA ved hjelp av AOAC-validert svabertest, kun Enkel prgvepreparering 1t ANSR [72,
Right Now isotermisk nicking enzym amplifiserings- beregnet for bruk for miljgprgver (rene (lyseringstrinn) etterfulgt av et reader 73]
(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 bestdende av genredigerte B-celler  AOAC-validert metode som kun er Enkel provepreparering 24 t Zephyr [74,
Zephyr (immunceller) som uttrykker spesifikke beregnet for bruk for miljgpraver/ (sentrifugering) etterfulgt av Biological 75]
(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 analysevolumet etter oppformering.

luminescerende protein. Signalet males som

luminescens.

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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