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Sammendrag/anbefalinger:

Sporing av Listeria monocytogenes er en viktig del av lakseprodusenters kvalitetskontroll. Det er gkende interesse
i laksenaeringen for metoder som kan gi mer informasjon enn bare et svar pa om listeria er til stede i en preve
eller ikke — altsd genotypingsmetoder. Denne rapporten gir en grunnleggende oversikt over prinsippene bak
eksisterende genotypingsmetoder, inkludert PCR-basert typing, MLST, MLVA og PFGE. Rapporten gir ogsa en
evaluering av metodenes opplgselighet nar det gjelder a skille mellom relevante genetiske grupper av listeria,
som er kjent gjennom analyser av helgenomsekvenseringdata. En viktig del av rapporten er en evaluering av den
nye GENE-UP Typer metoden fra bioMérieux, utfart som en digital analyse av et datasett bestdende av over 1200
norske listeria-isolater. Resultatene viste at GENE-UP Typer metoden hadde noen fordeler sammenlignet med
de klassiske genotypingsmetodene, inkludert et lavt niva av feilklassifiseringer, men ikke hayere opplgselighet
enn andre metoder. Genotyping kan veere et nyttig verktgy i kvalitetsarbeidet, men kan ikke erstatte
helgenomsekvensering for & spore smitte i naeringsmiddelkjeden eller i produksjonsmiljget i bedrifter.

English summary/recommendation:

Source tracking of Listeria monocytogenes is an important part of salmon producers’ quality control. There is
increasing interest in the salmon industry for methods that can provide more information than just an answer to
whether listeria is present in a sample or not, i.e., genotyping methods. This report provides a basic overview of
the principles behind existing genotyping methods, including PCR-based typing, MLST, MLVA, and PFGE. The
report also provides an evaluation of the resolution of these methods when it comes to distinguishing between
relevant genetic groups of listeria, which are known through analyses of whole-genome sequencing data. An
important part of the report is an evaluation of the new GENE-UP Typer method from bioMérieux, performed as
a digital analysis of a dataset consisting of over 1200 Norwegian listeria isolates. The results showed that the
GENE-UP Typer method had some advantages compared to the classic genotyping methods, including a low
level of misleading classifications, but not higher resolution than other methods. Genotyping can be a useful tool
in quality management, but cannot replace whole-genome sequencing to trace listeria contaminations in the food
chain or in food processing environments.
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1 Sammendrag

Det er gkende interesse fra laksenaeringen for metoder som kan gi mer informasjon enn bare et svar pa
om listeria er til stede i en prgve eller ikke — altsd genotypingsmetoder. Denne rapporten gir en
grunnleggende oversikt over prinsippene bak eksisterende genotypingsmetoder, inkludert PCR-basert
typing, MLST, MLVA og PFGE. Rapporten gir ogsa en evaluering av metodenes opplgselighet nar det
gjelder & skille mellom relevante genetiske grupper av listeria, som er kjent gjennom analyser av
helgenomsekvenseringdata. En viktig del av rapporten er 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. Resultatene viste at GENE-UP Typer metoden hadde noen fordeler sammenlignet med
de klassiske genotypingsmetodene, inkludert et lavt nivd av feilklassifiseringer, men ikke hgyere
opplgselighet enn andre metoder. Genotypingsmetoder kan vaere nyttige i listeriakontrollprogrammer,
men de kan ikke erstatte helgenomsekvensering for & finne reservoarer og spredningsveier eller i
risikoanalyser.



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 monocytogenes (listeria), og har i
den forbindelse finansiert et mulighetsstudium for & avklare om det er faglig og teknisk mulig & utvikle
en metode eller metodikk som paviser eventuell forekomst av listeria i lgpet av 20-30 minutter. | 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 ogséa for komplisert
og kostbart for mange matproduksjonsbedrifter.

Genotypingsmetoder er basert pa forskjellige prinsipper, noe som resulterer i at de har forskjellig
sensitivitet og robusthet, og ulik egnethet for & skille mellom nzert og mer fiernt beslektede grupper av
listeria. Malsetningen med denne rapporten er & gi en oversikt over forskjellige genotypingsmetoder,
som bakgrunn for & kunne evaluere disse opp mot hverandre. Genotyping med PCR-baserte metoder
ble ogsa beskrevet i Delrapport 2 [1]. En viktig del av denne rapporten er en evaluering av resultater fra
en digital analyse av et datasett bestaende av norske listeria-isolater med bioMérieux’s GENE-UP Typer
(kapittel 4).

2.2 Populasjonsstruktur og genetikk hos L. monocytogenes

Begrepet populasjonsstruktur innebaerer en beskrivelse av relativt slektskap mellom enkeltmedlemmer
i en populasjon. Kunnskap om en arts populasjonsstruktur er noe som ligger til grunn for det vi prgver &
gjgre nar vi for eksempel skal spore listeria-stammer i en bedrift. Vi gnsker & vite hvor likt ett listeria-
isolat er et annet isolat, fordi graden av slektskap kan fortelle oss noe om hvor neert tilbake i evolusjonen
de to isolatene hadde en felles stam-mor (celle), og dermed indirekte si noe om det er sannsynlig at de
kan komme fra en felles kilde. For & tolke genotypingsresultater er det derfor en fordel & ha en viss
kunnskap om artens populasjonsstruktur, i tillegg til kjennskap til metoden som er brukt.

Genetisk sett bestar arten L. monocytogenes av fire separate dype forgreningslinjer (slektslinjer; linje I,
I1, lll, og 1V), som sett fra et evolusjonaert synspunkt egentlig er sa forskjellige at de kan betraktes som
forskjellige arter. Det er som regel stammer fra linje | og Il vi finner blant 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 [2] (se avsnitt 3.2).

Som hos andre arter oppstar mutasjoner i arvestoffet med mer eller mindre jevne mellomrom, noe som
farer til genetisk variasjon. Informasjon om antall mutasjoner som skiller to bakterieceller sier noe om
hvor neert eller fiernt de er i slekt. Mutasjonene kan veere sma endringer i enkeltgener, for eksempel
enkelt-nukleotid-substitusjoner (SNPs), eller stgrre endringer eller omorganiseringer av genomet.
Relativt til andre bakterie-arter er genomet (arvestoffet) til listeria genetisk svaert stabilt, og har begrenset
horisontal genoverfaring og rekombinasjon.

Et listeria-genom er rundt 2,9 til 3,1 millioner nukleotider langt og inneholder ca. 3000 gener. Av disse
er ca. 2000 felles for de aller fleste listeria-stammer. Dette er det sakalte ‘kjernegenomet’ (core
genome) for arten listeria. Gener som finnes i ‘alle’ isolater i en art er som regel ngdvendige for
bakteriens overlevelse eller konkurranseevne. De resterende genene er et utvalg fra det sakalte
‘tilleggsgenomet’ (accessory genome) for arten listeria. Forskjellige stammer og slektslinjer innenfor
listeria har forskjellige delImengder av disse genene. Til sammen er det funnet ca. 4000 forskjellige gener
i tilleggsgenomet, som opptrer med varierende hyppighet blant listeria-stammer.
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3 Prinsipper for genotypingsmetoder

3.1 Serotyping og PCR-metoder basert pa genetiske markgrer

Klassisk immunologisk serotyping skiller bakterier innenfor en art basert pa pavisning av spesifikke
overflatestrukturer (sékalte O- og H-antigener) ved hjelp av antistoff, og var den farste typingsmetoden
tilgiengelig for listeria, utviklet pa slutten av 1970-tallet [3]. Metoden er basert pa forskjeller i molekyler
pa overflaten av listeria-celler for forskjellige slektslinjer, og at cellene vil agglutinere i synlige klumper
dersom de blir blandet med blodserum som inneholder antistoff mot disse overflatemolekylene. Metoden
kan skille listeria i 13 serotyper, hvorav fire er vanlig blant listeria-isolater funnet i mat og kliniske tilfeller
(1/2a, 1/2b, 1/2c, og 4b). Metoden er ikke lenger i bruk, men klassifikasjonen representerte lenge et
felles ‘sprak’ for listeria-typer og beskrivelser av deres distribusjon og epidemiologi. Av historiske arsaker
refereres det noen ganger til serotyper fortsatt.

Med bakgrunn i PCR metoden, som ble oppfunnet i 1983 [4], og de aller farste helgenomsekvensene

av listeria som ble tilgjengelig tidlig p& 2000-tallet, begynte forskere a se etter om det var mulig a finne

en enklere metode for & skille de forskjellige serotypene fra hverandre. Det ble utviklet, hovedsakelig pa

empirisk grunnlag, en DNA-basert molekyleer analyse

basert pA PCR-amplifisering av seks gener [5-7]. Dette

kunne identifisere listeria og skille isolatene inn i fem Imel/18 906 bp

sakalte ‘molekyleere serogrupper’ basert pa et mgnster ’(’)’;’gﬁo 2’3; Eg

av tilstedeveerelse (eller ikke) for disse genene (se Tabell ORF2819 471 bp

1 og Figur 1). For eksempel viste det seg at genet ::;‘A ;;g Eg

lmol1118’ kun var til stede i listeria av serogruppe lic

(serotyper 1/2c og 3c). Analysene kan kjgres bade med

‘vanlig’ PCR (som vist i Figur 1) og med real-time PCR . .

(ogsa kalt kvantitativ PCR, qPCR), men er basert pa Zeé;grUppene som kan skiles etter Soeparasjon o
produkter for seks markargener pa agarosegel.

akkurat samme prinsipp. Forskjellen er at real-time PCR  vm: molekylvektmarker. Figuren er hentet fra [6].

er mer robust, raskere og mer praktisk i bruk.

lla IIb llc IVa IVb MM

Figur 1: Molekyleer serotyping. Mgnster for de fem

Tabell 1: Samsvar mellom utvalgte klassifiseringsmetoder for listeria

Molekyleer Molekyleaer

Klassisk Clonal complex (CC) grupper som kan skilles med GenolListeria

Serogruppe - serogruppe serotype Multiplex metoden [8]**

ifalge [6] ifalge [7]

Linje

CC8, CC121, CC31, CC37, CC155, CC7, CC14/ST14, CC204, CC18,
lla | 1/2a (og 3a*) CC14/ST91, CC20, CC21, CC101, CC26, CC29, CC193, CC199, I
CC11/ST451, CC19/ST398
IIb I 1/2b, 3b*, og 7* CC3, CC87, CC5 |
lic Il 1/2¢ og 3c* CC9 1
IVa 4c* 1
IVb v 4b, 4d*, og 4e* CC1, CC2, CC6, CC4, CC54 |

* Dette er meget sjeldne typer.
** For en mer helhetlig oversikt over korrespondanse mellom serotyping og MLST, se Figur 1 i [9].

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 kiente og/eller vanlige populasjonsgenetiske grupper (som man né kjenner til) innenfor arten listeria.
Eksempler er Listeria PatternAlert assay fra Rheonix [10, 11], GenoListeria Multiplex utviklet av ANSES
(som skiller mellom 30 CC grupper, se Tabell 1) [8, 12], og GENE-UP Typer fra bioMérieux [13]. Se
ogsa avsnitt 5.2 og 5.3 i Delrapport 2 [1]. En evaluering av GENE-UP Typer pa et datasett av norske
listeria-isolater finnes i kapittel 4 i denne rapporten.

PCR-baserte metoder som baserer seg pa menster 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 sékalte tilleggsgenomet.
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3.2 Sekvenserings-baserte metoder inkludert MLST og WGS

o

Sanger-sekvensering (farstegenerasjons-sekvensering) av enkeltgener har lenge veert brukt for a
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. For eksempel er det vanlig
a sekvensere genet for 16S ribosomalt RNA (rRNA) for a klassifisere bakterier inn i slekter og arter. Ved
helgenomsekvensering (whole genome sequencing; WGS) bruker man en sékalt neste-generasjons-
sekvenseringsmetode (NGS) for & bestemme hele koden péa arvestoffet til bakterieisolater.

MLST sekvenstype (ST): Tradisjonell multilocus sekvenstyping (MLST) er en molekyleer typings-
metode introdusert i 1998 [14], 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 & overleve). Sekvensen til de syv MLST-genene
kan ogsa trekkes ut fra helgenomsekvenseringsdata. 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 utgjgr dette en kode pa syv tall (en ‘MLST profil’). Hver unike kombinasjon av syv tall
tilordnes en sekvenstype (ST). For listeria er for eksempel MLST profilen 6-5-6-4-1-4-1 tilordnet ST9.
Vanligvis vil to forskjellige sekvenstyper utgjgre to separate og avgrensede genetiske grupper av
bakterier, men de kan ogsa veere del av den samme gruppen av neert beslektede isolater: Husk at én
enkelt mutasjon i et av de syv genene vil per definisjon fare til at den muterte stammen blir klassifisert
som en annen ST, selv om dette er den eneste endringen som har skjedd i arvestoffet (genomet).

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 hgrer 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 [15]. Merk at mens en tilordning til en ST er permanent, sa vil en klassifisering av en ST i en
gitt CC kunne endre seg over tid: Dersom det oppdages en ny ST som bare skiller seg med ett gen fra
to forskjellige sekvenstyper som tilhgrer to ulike CC-grupper, farer dette per definisjon til at de to
opprinnelige CC-ene slas sammen. For eksempel ville ST14 med profil 8-6-13-6-5-2-1 og ST91 med
profil 7-6-15-6-5-2-1 veert tilordnet to forskjellige CC grupper (siden to av syv gener er forskjellige),
dersom ikke det hadde blitt oppdaget et isolat med den sjeldne mellomliggende profilen 8-6-15-6-5-2-1
(ST208). Uheldigvis viser det seg at isolater som hgrer til henholdsvis ST14 og ST91 ikke er neert
beslektede grupper innenfor arten listeria. Systemet kan altsa f& noen uheldige utslag dersom man
falger det slavisk. Dette tas ofte hensyn til ved & definere en gruppe bade med CC og ST, som for
eksempel i GenoListeria Multiplex metoden [6, 10] hvor det skilles mellom CC14/ST14 og CC14/ST91.

Det er mulig & utarbeide MLST-oppsett med mange ulike kombinasjoner av gener, men det oppsettet
som forskersamfunnet har samlet seg om a bruke for listeria ble laget av Ragon og medarbeidere i 2008
[9]. Den felles MLST-databasen som alle bruker er administrert og forvaltet av Institut Pasteur [16]. ST-
og CC-terminologien i dette oppsettet representer det navaerende felles ‘spraket’ som det forskere og
myndigheter bruker i kommunikasjon rundt undergrupper av isolater innenfor arten listeria.

Helgenomsekvensering (whole genome sequencing; WGS): Etter at man har gjennomfart
helgenomsekvensering av et bakterieisolat kan man raskt bestemme ST og CC ved & sgke 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 pd isolater innenfor samme CC. Analysen kan utfgres ved a 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 ogsd sammenligne hele
genomsekvensen mot en referanse (SNP-analyse). Deretter brukes mer eller mindre avanserte
grupperings-metoder for a lage visualiseringer i form av fylogenetiske treer (se eksempel i Figur 2). For
mer informasjon om helgenomsekvensering i matindustrien refereres det til en veileder [17].
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Hva sier ST og CC om slektskap mellom listeria-bakterier? Dersom man har et datasett med
helgenomsekvenser av beslektede listeria-isolater, og kjennskap til nar disse er isolert, finnes det
metoder for & estimere hvor langt tilbake i tid disse hadde samme felles opphav (mor-celle) [18]. Vi har
tidligere utfart denne type analyse pa et datasett med 292 CC9 isolater fra norsk matindustri [19] og ett
datasett med 280 CC?7 isolater hovedsakelig fra Norge (40%) og andre europeiske land (37%) [20].
Resultatene viste at de norske CC9 isolatene hadde et felles opphav i en bakteriecelle som eksisterte
rundt ar 1935, mens den siste felles stamcellen for de analyserte CC7 isolatene fantes for omtrent 500
ar siden. | en tilsvarende analyse utfgrt av et stort team av forskere basert ved Institut Pasteur, pa et
datasett bestdende av 1972 CC1 isolater, ble det beregnet at CC1 oppsto omkring ar 200 e.Kr. i Nord-
Amerika [21]. Selv om slike analyser er beheftet med betydelig usikkerhet, hovedsakelig fordi genetiske
endringer avhenger av miljgbetingelser og dermed ikke skjer med konstant hastighet, antyder det noe
om alderen pa CC-gruppene i evolusjonshistorisk kontekst.

Dersom det eneste man vet om to isolater er at de begge er av typen CC9 (for eksempel), er det altsa
umulig & si om slektskapet sannsynligvis gar 1 ar tilbake i tid eller 100 ar eller mer. Vi har ogsa en rekke
eksempler pa at flere enn én genetisk undergruppe innenfor samme CC eller ST opptrer i samme fabrikk
[19, 20, 22] (Figur 2). Dermed kan man ikke konkludere med at to isolater har en felles kilde innenfor
den tidsskalaen som er relevant for matproduksjonsbedrifter utelukkende basert pa informasjon om CC-
type. Det som imidlertid er mulig & si, er at to isolater som ikke er av samme CC-type, ikke har samme
kilde. Sannsynligheten for felles kilde gker dessuten dersom det dreier seg om en sjelden CC-type.

Tommelfingerregelen som ofte brukes i forbindelse med utbruddsetterforskninger er at dersom to
isolater ikke har flere enn rundt 5 til 10 forskjeller i en cgMLST analyse (hvor ca. 1700 forskjellige gener
blir analysert), er det sannsynlig at de har en felles kilde i den tidsrammen som er relevant for persistens
i matproduksjonsmiljger og for epidemiologisk arbeid med utbruddsoppklaringer.
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Figur 2: Helgenomsekvenseringsanalyse med wgMLST for CC7-isolater fra Norge vist som et minimum
spanning tre (MST). Alle isolatene er ST7 bortsett fra de som er merket som ST732 eller ST511. Hver farge
representerer én fabrikk eller ett gardsbruk. Hver node (sirkel) i grafen representerer ett eller flere listeria-isolater,
hvor arealet av noden er proporsjonalt med antallet isolater. Antall wgMLST-forskjeller mellom isolatene er angitt
pa kantene (linjene) som forbinder nodene.

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.




o/ Nofima

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

Pulsed-field gel elektroforese (PEGE) 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 (se Figur 3). PFGE ble fgrste gang brukt pa listeria i
1991 [23] og var gullstandarden for typing av listeria i epidemiologisk overvaking og utbrudds-
etterforskning i to tiar, fram til helgenomsekvensering tok over omtrent rundt 2017. Metoden var den
mest diskriminerende typingsmetoden man hadde, og det ble utarbeidet en standardisert protokoll,
inkludert kutting med Ascl og Apal enzymene, for & kunne sammenligne resultater mellom laboratorier
[24]. Mansteret av fragmenter er det som identifiserer forskjellige PFGE ‘pulsotyper’. Innskudd, fjerning,
eller flytting av sakalte ‘mobile genetiske elementer’ er den type endringer i arvestoffet som forarsaker
forskjeller i starrelse pa fragmentene pa gelen. Mobile genetiske elementer er genetisk materiale som
kan flytte p& seg innad i et genom, eller tas opp fra eksterne kilder i
miljget, for eksempel plasmider eller lysogene bakteriofager (bakterie-
virus som integrerer sitt genmateriale i verts-cellens DNA). Slike
endringer er relativt dynamiske prosesser i bakteriestammer, og
sammen med det faktum at man (i prinsippet) undersgker hele
genomet i PFGE, og ikke bare utvalgte biter som i for eksempel MLST,
gir dette metoden hgy opplgselighet.

Q

PFGE-metoden er imidlertid relativt arbeidskrevende a utfare, og
sammenligning av resultater kan veere utfordrende. Dessuten,
sammenlignet med helgenomsekvensering, er det vanskeligere & 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

Figur 2: Eksempel pa syv PFGE
profiler fra kutting av genomisk
) . ) o ) ) i ) ) DNA fra listeria med Apal.
diversiteten som finnes i listeria-populasjonen og epidemiologisk  Figuren er hentet fra [24].

informasjon (for eksempel tidsrom, lokasjon) [25].

Hvor mye mer diskriminerende enn MLST er PEGE? Det kan variere mellom CC-gruppene om det
er MLST eller PFGE som diskriminerer best. Dette er vist i flere studier, for eksempel i en undersgkelse
av 255 listeria-isolater fra mange ulike kilder [26]. Der ble det identifisert 25 forskjellige CC-grupper og
123 forskjellige PFGE profiler. Innenfor CC1 var 30 av 63 isolater ST1, og de resterende 33 fordelte
seg pa 25 forskjellige ST. PFGE klarte & separere de 30 ST1-isolatene i ulike 14 pulsotyper, og totalt
ble det funnet 28 pulsotyper i CC1. Innenfor CC7 var 10 av 22 isolater ST7, og de resterende 12 CC7-
isolatene hadde alle ulike MLST sekvenstyper. PFGE klarte a separere de 10 ST7-isolatene inn i 9 ulike
pulsotyper, og totalt ble det funnet 13 forskjellige pulsotyper i CC7. Innenfor CC9 ble de 23 isolatene i
datasettet separert i 10 forskjellige MLST sekvenstyper og 5 forskjellige pulsotyper.

Multilocus variable-number tandem repeat (VNTR) analyse (MLVA). | Norge ble denne metoden
benyttet til epidemiologisk overvaking og utbruddsetterforskning for listeria, fer Folkehelseinstituttet
(FHI) gikk over til helgenomsekvensering i 2018. MLVA ble farste gang brukt til & type listeria i 2007
[27]. Metoden utnytter at det finnes gener som inneholder regioner med korte gjentagende enheter
(sakalte ‘VNTR loci’ eller ‘VNTR-gener’). For eksempel finnes det et omrade med ca. 15 til 25 tandem
repetisjoner av sekvensen ‘TTGTAT i genet for listeria endopeptidase p60. Et ulikt antall av den
repeterende enheten oppstar i forskjellige stammer pa grunn av en vanlig feilmekanisme ved kopiering
av DNA fgr en celledeling (‘slipped-strand mispairing’). PCR-amplifisering av slike gener fra forskjellige
listeria vil derfor gi PCR-fragmenter med ulik lengde, avhengig av antallet repeterte enheter. Etter PCR
separeres fragmentene pé et kapillzer-elektroforese instrument for & bestemme lengdene (ofte samme
type instrument som brukes til Sanger-sekvensering) (se Figur 4).

MLVA-metoden er ikke standardisert for listeria, og ulike studier har benyttet ulike VNTR-gener eller
kombinasjoner av disse. | oppsettet benyttet av FHI, beskrevet i 2008 [28], ble det brukt fem VNTR-
gener. Fragment-stgrrelsene ble kodet om til en rekke med fem tall, for eksempel 07-07-09-10-06 (se
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instrumentavhengige, og at det dermed Figur 3: Eksempel pd MLVA for listeria analysert pa kapilleer-

kan veere vanskelig & sammenligne MLVA- elektroforese instrument. BI4, svarte og grenne topper viser de

profiler fra analyser utfert pa forskjellige forskjellige VNTR-genene og rgde topper viser interne
instrumenter eller laboratorier stgrrelses-markarer. Figuren er hentet fra [30].

Opplaseligheten er naturlig nok avhengig av utvalget av VNTR-gener som er brukt, og som for PFGE
varierer det mellom CC-gruppene hvor godt MLVA separerer. En norsk studie fra 2013 viste at 70% av
71 norske kliniske isolater hadde samme MLVA-profil nar de ble typet med FHI's MLVA-oppsett med
fem VNTR loci [30]. Denne MLVA-typen har senere vist seg & korrespondere med CC7. For CC9, som
er en CC-type som er relativt vanlig i mat in Norge, klarte imidlertid FHI’'s MLVA-metode & skille mellom
tre forskjellige undergrupper, og den var dermed mer sensitiv enn MLST.

En sammenligning av MLVA resultater innenfor CC9 pa et datasett av norske isolater som er analysert
med helgenomsekvensering er vist i Figur 5. Neert beslektede undergrupper av CC9, som vises som
klynger av isolater (‘klustere’) i figuren, har ikke alltid samme MLVA profil, noe som kan fare til
feiltolkninger av typingsresultater. Hvis for eksempel den grgnne profilen i Figur 5 holder til i en nisje i
én del av anlegget, og man identifiserer et isolat typet med ‘rad’ profil i dette omradet, sa er den mest
naerliggende tolkningen at isolatet har kommet dit pa grunn av smitte utenfra. Helgenomsekvenserings-
analysen viser imidlertid at begge isolatene er av samme type, men at det farste VNTR-genet i MLVA-
profilen har endret lengde. Fordi antall repetisjoner i et VNTR-gen relativt enkelt kan endre seg er slike
resultater ikke uventede. Det er ogsa denne egenskapen som gjgr metoden relativt sensitiv.
q‘ 6-10-15-18-6
I 6-11-0-18-0
B 6-11-15-18-6
[ 7-10-15-16-6
W 7-10-15-18-6
& 7-11-15-18-6
[ 7-11-15-19-6
[ 7-11-16-18-6
I 8-10-15-18-6

Figur 5: Helgenomsekvenseringsanalyse med wgMLST for CC9-isolater fra Norge. Samme farge pa
ringene indikerer samme MLVA profil i FHI’s oppsett basert pa fem VNTR-gener. Se naermere forklaring
pa figuren i figurtekst for Figur 2.

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).
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4 GENE-UP Typer

4.1 Prinsipp

GENE-UP Typer fra bioMérieux [13, 31] er en molekylaer genotypingsmetode basert pa real-time PCR
(se avsnitt 3.1). Vi har fatt informasjon om prinsippet bak metoden gjennom mgater med bioMérieux-
representanter og ved a studere informasjonsmateriell som bioMérieux har gitt oss tilgang til.

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 [32] (se ogsa Delrapport 1 [33]).
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 dggn. Den praktiske arbeidsflyten er illustrert i Figur 6.

— 20ul : - =
GENE-UP - [ ] L —— SLM or LMO
WORKLFOW - - R o
PCR POS result
S 1-tube GU PCR
Enrichment -lube run
Lysts <1h) GU routine
Isolation
6-24h GENE-UP TYPER LM
GENE-UP __ Expart
TYPER ( SouL — L |
COLONY : — - » - . A=) nes plats
WORKLFOW Eus/ . L B I -
Isolate for 1-tube GU ocr
confirmation h run
‘ Lyeis (<1h) | GU routine | | Analysis |

Figur 6: GENE-UP Typer arbeidsflyt-diagram for analyse av L. monocytogenes. Figuren er laget av bioMérieux [31].

GENE-UP Typer er en real-time PCR analyse av 16 markgrgener, hvor to og to gener analyseres
sammen i hver reaksjon — til sammen atte reaksjoner kjgres samtidig for hvert isolat. Markargenene 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. Jo lengre adresse (tallrekke)
som oppgis, desto mer ngyaktig posisjon i treet kan fastsettes, og dette korresponderer med et
typingsresultat med gkende ngyaktighet. Terminologien ligner ‘SNP adressene’ i den bioinformatiske

metoden som Public Health England har valgt a bruke for a sammenligne slektskap mellom
bakterieisolater etter helgenomsekvensering [34].

Hvert niva i GENE-UP Typer adressen svarer til forskjellige nivier av genetisk likhet. For eksempel
forteller tall nummer to (niva 2) i tallrekken hvilken listeria-slektslinje isolatet tilharer: 1 svarer til linje |
og 2 svarer til linje Il. Niva 11 skal svare til en teoretisk forskjell pa 300 forskjeller i en kjernegenom-
MLST (cgMLST) analyse (se avsnitt 3.1). Dersom det i en GENE-UP Typer analyse av et listeria-isolat
er mulig & plassere isolatet i treet med ngyaktighet tilsvarende niva 11 i GENE-UP Typer adressen, blir
isolatet i tillegg tilordnet et GENE-UP Typer klusternummer. For eksempel vil et isolat med (eller som
begynner med) adressen ‘1.2.2.2.61.70.75.75.77.79.85’ bli tilordnet GENE-UP Typer klusternummer
85. Disse klusternumrene representerer terminologien som GENE-UP Typer metoden bruker pa
forskjellige populasjonsgenetiske grupper. Siden niva 11 ogsa er oppgitt & tilsvare en genetisk avstand
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pa 300 cgMLST-forskjeller falger det at to isolater med samme klusternummer har et slektskapsniva pa
mellom 0 og 300 cgMLST forskijeller.

Dersom et GENE UP Typer klusternummer ikke kan tilordnes, kan den delvise adressen ofte fortsatt gi
noe informasjon om slektskap mellom isolater — to isolater med forskjellig del-adresse tilhgrer ikke
samme genetiske gruppe. | tillegg til adresse og klusternummer gir en GENE-UP Typer analyse en
prediksjon av MLST sekvenstype (ST) og klonalt kompleks (CC), sammen med prosentandel
sannsynlighet for at disse prediksjonene er korrekte.

4.2 Fremgangsmate

Siden GENE-UP Typer metoden er basert pa pavisning av spesifikke gener eller gen-varianter ved hjelp
av PCR, er det lett & sgke etter disse sekvensene ved hjelp av databehandling, dersom man allerede
har helgenomsekvensen for et isolat. GENE-UP Typer analysen som presenteres i dette kapitlet ble
utfgrt pa denne maten, og ikke i en laboratorie-analyse med real-time PCR pa et GENE-UP instrument.

Et datasett pa 1241 helgenomsekvenser fra norske listeria-isolater ble sendt til analyse hos bioMérieux.
Disse var fra 1078 tidligere publiserte genomsekvenser [19, 22, 35-37], 111 norske kliniske isolater [35,
38], og 52 forelgpig ikke-publiserte sekvenser (Nofima). Disse utgjorde totalt 40 forskjellige CC-grupper,
hvorav halvparten hadde 10 eller feerre representanter. ST- og CC-klassifikasjonen var bestemt pa
forhand utfra sekvensene. Datasettet er ogsa tidligere typet med wgMLST, og denne analysen ble brukt
til & se neermere pa enkelte grupper basert pa resultatene fra GENE-UP Typer analysen.

o

Malsetningen med analysen var & undersgke i hvilken grad GENE-UP Typer klustrene som
fremkommer i det analyserte datasettet korresponderer med kjente genetiske grupper basert p&A MLST
og helgenomsekvenseringsanalyser, og deretter vurdere hvor diskriminerende metoden er,
sammenlignet med andre genotypingsmetoder og helgenomsekvensering.

4.3 Analyseresultater

GENE-UP Typer klarte atilordne riktig MLST CC-gruppe i nesten alle tilfeller (98%). Det eneste tre
unntakene var: 1) En gruppe med 29 isolater av CC177 hvor ingen CC-gruppe var tilordnet. Dette
skyldes antagelig at det ikke fantes noen CC177 i det datasettet som GENE-UP Typer er basert pa.
2) Ett isolat av CC9. Dette var et atypisk isolat som mangler noen gener som de aller fleste andre CC9
inneholder, men som helgenomsekvensering viser at har meget naert slektskap med resten av CC9-
isolatene. Antagelig er arsaken til feilklassifiseringen at genomet ogsa mangler den eller de markarene
i GENE-UP Typer PCR-mgnsteret som definerer CC9. 3) Ett isolat av ST11/CC11 ble typet til CC14.
Dette er ett av tilfellene der GENE-UP Typer ga bedre resultat enn CC-klassifikasjonen —
helgenomsekvenseringsanalysen viser at ST11-isolatert reelt sett er neermere beslektet med CC14 enn
med de andre ST-typene som ifglge CC-klassifikasjonen er tilordnet CC11.

GENE-UP Typer tilordnet riktig MLST sekvenstype (ST) for 87% av isolatene. For 9% av tilfellene
var ingen ST foreslatt og for 4% var det tilordnet feil ST. Feil ST forekom som regel fordi den mest
vanlige sekvenstypen i en CC-gruppe var foreslatt, mens isolatet var av en mindre vanlig type. Analysen
ser altsd ut til & ikke alltid skille mellom ST innad i en CC.

GENE-UP Typer tilordnet et GENE-UP Typer klusternummer for 86,5% av isolatene. Tabell 2 viser
en oppsummering av samsvar mellom GENE-UP Typer klusternummer og CC-grupper identifisert ved
helgenomsekvensering for det analyserte datasettet. Resultatene viste at for isolatene i datasettet som
fikk tilordnet et GENE-UP Typer kluster, s& samsvarte hvert kluster i de fleste tilfeller med én enkelt CC-
gruppe. | Tabell 2 er disse gruppene markert pa grann bakgrunn. For eksempel ble alle 53 CC1 isolatene
i datasettet — og bare disse - typet til GENE-UP Typer klusternummer 13. Dette var tilfellet ogsa for flere
CC-grupper som er vanlig & finne i norsk matindustri, som for eksempel CC7, CC8, og CC121 (som
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svarte til henholdsvis GENE-UP Typer klusternummer 8, 42, og 43). Tabell 2 viser ogsa at (som nevnt
over) ett enkelt isolat i CC9 ble feilklassifisert med GENE-UP Typer. Dette ble tilordnet klusternummer
93 mens de andre 312 isolatene ble klassifisert som kluster 40. For CC11 ble som nevnt ett ST11-isolat
typet til & veere beslektet med CC14, og dette fikk ikke tilordnet et GENE-UP Typer kluster. Ikke uventet
fikk heller ikke gruppen av naert beslektede isolater i datasettet som tilhgrte CC177 tilordnet et slikt
kluster.

Tabell 2: Samsvar mellom klassifiseringsmetoder for listeria ved GENE-UP Typer analyse. Tabellen
viser antall isolater typet til hver CC (bestemt ved WGS) og hvert GENE-UP Typer kluster.

GENE-UP Typer klusternummer og (i matrisen) antall isolater som er tilordnet hver gruppe i den utfgrte analysen § -
El
CC g E
gruppe| 2| o |B|w|o|8|~| (Y| 2IB|RIR|S|R|S|8|I|R|B(8|B| (8|22 2|32 |3|R|8(8|8|8 |33 3
CC1 53 53
CC2 11 11
CC3 29 29
CC4 1(4 7| 12
CC5 15 15
CC6 11 11
cc7 124 124
CC8 43 43
cCc9 312| 1 313
cci1 36 1|37
CC14 48 31| 79
CC18 41 41
cC19 31 46| 77
CC20 4|20 24
CC21 5 5
CC29 2 2
CC31 3 6 9
CC37 39 39
CC59 1 1
CC87 6 6
cC8s8 5 5
CC89 1 1
CC90 5 5
CC101 5 5
CcC121 155 155
CC124 1 1
CC177 29| 29
CC199 D) 5
CC200 1 1
CC204 5) 5
€C220 5| 5
CC224 1 1
CC226 5 5
CC315 10 10
CC403 35 35
CC412 2 2
CC415 38| 38
CC475 1 1
CC671 1 1
Total |[53(11(29|1 |4 |15|11(124{43|312| 1 (36|48|41|31|4 (20(5|2|3|39|1|(6 (5|1 |5(155/1|5|1|5|1|5(10(35/2| 1|1 [168/1241

Tabell 2 viser at det til sammen var 11 CC-grupper hvor det ikke var perfekt én-til-én samsvar mellom
CC-type og GENE-UP Typer kluster. Resultatene for disse gruppene ble naermere gjennomgatt:

| tillegg til nevnte CC177 inneholdt tre andre CC-grupper (CC90, CC220 og CC415) bare isolater som
ikke ble klassifisert med GENE-UP Typer klusternummer. Isolatene fra disse tre CC-gruppen hadde
alle en GENE-UP Typer adresse pa 10 nivaer — ett nivd under det som ville ha resultert i tilordning av
et GENE-UP Typer klusternummer. Til sammenligning hadde adressen for CC177 bare 4 nivaer.

| tillegg til nevnte CC9 hadde to CC-grupper (CC4 og CC20) isolater som ble klassifisert til to
forskjellige GENE-UP Typer klusternummer.

For CC4 klarte analysen korrekt a skille ut ett isolat som ST219, og isolatet fikk et eget GENE-UP Typer
klusternummer (kluster 5). Dette isolatet er sdpass forskjellig fra de andre CC4 isolatene i datasettet
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(1100 wgMLST forskjeller) at det her er CC-klassifikasjonen som har begrenset opplgselighet. De
resterende 11 CC4-isolatene ble korrekt tilordnet ST4, men besto av bade isolater som fikk tilordnet
klusternummer 6 og en GENE-UP Typer adresse pa 12 nivaer, og isolater med en GENE-UP Typer
adresse pa bare 6 nivaer. Helgenom-sekvenseringsanalysen viste ingen forskjell i gruppering for
isolatene med adresse pa 6 og 12 nivaer. At det finnes grupper av isolater, med adresser pa forskjellige
nivaer, betyr altsa ikke at isolatene tilhgrer genetisk forskjellige grupper.

For CC20 klassifiserte GENE-UP Typer fire ST647-isolater som kluster 32, og 20 ST20-isolater som
kluster 60, og korrekt ST ble predikert av GENE-UP Typer for alle isolatene. Helgenomsekvenserings-
analysen viste at disse to gruppene faktisk ikke er spesielt neert beslektet (£1100 wgMLST-forskjeller),
og at det dermed ogsa her er CC-klassifikasjonen som har begrenset opplgselighet.

| tillegg til nevnte CC11 og CC4 inneholdt tre andre CC-grupper (CC14, CC19 og CC31) noen isolater
som ble tilordnet et GENE-UP typer kluster og andre som ikke ble det.

Som nevntiavsnitt 3.2 utgjgr CC14 et tilfelle der CC-klassifikasjonen er direkte misvisende, og isolatene
innenfor CC14 hgrer til to genetiske populasjoner som ikke er beslektet; CC14/ST14 og CC14/ST91. |
dette tilfellet ble isolatene som tilhgrte CC14/ST91 predikert til & vaere ST91, og tilordnet GENE-
UP Typer klusternummer 70. De resterende CC14-isolatene tilhgrte CC14/ST14, og alle hadde samme
GENE-UP Typer adresse, med 9 nivaer. Denne gruppen inneholdt imidlertid isolater av typene ST14,
ST399 og ST11, som ikke er spesielt neert beslektet (<800 wgMLST-forskjeller), selv om de korrekt
tilharer samme CC-gruppe. | dette tilfellet er det altsa ikke nok opplgselighet i GENE-UP Typer metoden
for & skille mellom de forskjellige genetiske gruppene innenfor CC14/ST14. Derimot viser de forskjellige
adressene, som skiller lag pa niva 5, at CC14/ST14 og CC14/ST91 tilhgrer ulike genetiske grupper.

Innenfor CC19 ble isolatene som tilhgrer ST19, pluss to isolater av ST1416, tilordnet GENE-UP Typer
klusternummer 21 og predikert & veere ST19. De resterende isolatene, som besto av ST398, ST802 og
26 ST1416-isolater, ble tilordnet samme GENE-UP Typer adresse, med 9 nivaer. Dette resultatet ligner
pa det som ble oppnadd for ST4-isolatene: Selv om alle ST1416-isolatene ifglge helgenom-
sekvenseringsanalysen er meget naert beslektet, ble noen tilordnet et klusternummer mens andre forble
uklassifiserte.

4.4 Oppsummering

Opplaseligheten for GENE-UP Typer ligger omtrent pa niva med CC-gruppene som er basert pd MLST
(se avsnitt 3.2) og resultatene korresponderer bra med MLST-metoden. Noen ganger har GENE-
UP Typer hgyere opplgselighet enn CC-klassifikasjonen, for eksempel skiller den mellom ST219 og
ST4 innenfor CC4, og mellom ST20 og ST647 innenfor CC20. Andre ganger er opplgseligheten lavere;
for eksempel klarte ikke GENE-UP Typer & angi CC177 og ga feil resultat for ett isolat av typen CC9. At
opplgseligheten for GENE-UP Typer ligger pa nivd med CC-grupper betyr samtidig (se kapittel 3) at
opplgseligheten jevnt over er lavere enn for MLST-basert ST-klassifikasjon, MLVA og PFGE.

bioMérieux oppgir at en egenskap ved GENE-UP Typer metoden er at en liten prosentandel av pravene
ikke kan tilordnes til et bestemt GENE-UP Typer kluster. | det analyserte datasettet ble over 13% av
isolatene ikke klassifisert til et slikt kluster. Avhengig av hvilke forventninger man har, og selv om noe
informasjon ogsa kan leses ut av kortere GENE-UP Typer adresser, vil dette kanskje anses som et
relativt hgyt antall. Imidlertid kan man innvende at en av de starste fordelene med GENE-UP Typer som
genotypingsmetode er at informasjon om hvilke resultater som er usikre blir oppgitt, istedenfor & tilordne
isolatet til en feil eller misvisende genetiske gruppering. Dette er et problem for mange av de velkjente
genotypingsmetodene, og kanskje i hgyest grad for MLVA (se Figur 5).

En rekke studier har allerede vist at det generelt sett ikke er tilstrekkelig med en genotypingsmetode
som har opplgselighet pd nivd med MLST for & spore smitte i neeringsmiddelkjeden eller i
produksjonsmiljget i bedrifter [19, 20, 22, 36]. Dette gjelder ogsa GENE-UP Typer metoden.
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5 Hvanafor genotyping av listeria?

Etter et par tidr hvor forskere utviklet stadig mer sensitive, ngyaktige, enklere eller raskere
genotypingsmetoder, fikk helgenomsekvensering sitt gjiennombrudd for litt over 10 ar siden. Dette
skjedde etter at forskere ved amerikanske Food and Drug Administration i 2011 demonstrerte hvor nyttig
denne teknikken kan veere for & avslare de sma genetiske forskjellene som kan vaere utslagsgivende
for vellykket sporing av matbarne utbrudd [39]. Helgenomsekvensering er den overlegent mest sensitive
typingsmetoden, og den apenbare gullstandarden for epidemiologiske analyser og annen smittesporing.
Det var (er) antagelig forventet at helgenomsekvensering pa sikt ville ta over for alle de andre metodene,
slik den immunologiske serotype-metoden ble erstattet av molekyleere genotypingsmetoder.

Forelgpig er den stgrste utfordringen for bruk av helgenomsekvensering, kanskje saerlig i matindustrien,
at metoden tar for lang tid, selv om kostnader antagelig ogsa er en viktig barriere. Teknologisk utvikling
og @kt bruk forventes & redusere prisen og analysetiden. Det vil likevel antageligvis ikke vil bli praktisk
mulig & komme under 2 til 3 dagn fra prgveuttak til svar, siden metoden (som for alle genotypings-
metodene) er avhengig av at man farst framskaffer et enkelt-isolat av bakterien [17, 33].

I mellomtiden ser det i hvert fall ut som det stadig finnes et marked for alternative genotypingsmetoder
for listeria, da det fortsatt kommer nye metoder pad markedet, eksempelvis GENE-UP Typer.
Utfordringen n& er antagelig a utvikle en rask, praktisk og sensitiv metode som klarer & skille de
genetiske gruppene vi na er klar over at eksisterer, gitt kunnskapen som na er tilgjengelig fra detaljerte
studier av listeria-populasjoner gjennomfart med helgenomsekvensering. Slike metoder vil fortsatt ha
nytteverdi, selv om man i tvilstilfeller eller i tilfeller der hgy opplgselighet kreves, likevel vil veere avhengig
av a bruke helgenomsekvensering for a fa ngyaktige svar.

Dersom man er i en situasjon der man skal & velge hvilken genotypingsmetode man skal benytte (altsa
en enklere metode enn helgenomsekvensering), er det en ting som kan veere verd & tenke pa: Er
helgenomsekvensering bakoverkompatibel med genotypingsmetoden man velger? Det vil si; gar
det an a lese genotypingsresultatet direkte utfra helgenomsekvensdataene? Dette er spesielt relevant
dersom man benytter en kombinasjon av metoder, for eksempel utfgrer enklere genotyping pa mange
(eller de fleste) isolater og helgenomsekvensering pa et utvalg, eller man vil sammenligne egne
resultater med eksternt tilgjengelige helgenomsekvenseringsdata. Helgenomsekvensering er
automatisk bakoverkompatibelt med metoder basert p& PCR og MLST, da det er lett & se utfra
genomsekvensen om et gitt gen eller en genvariant er til stede. For metoder som baserer seg pa
forskjeller i fragmentlengder, som PFGE og MLVA, er det imidlertid vanligvis ikke mulig & trekke ut
profilen fra en helgenomsekvens. Dette henger sammen med at NGS-teknologien ofte har problemer
med & bestemme ngyaktig DNA-sekvens for (eller i regioner med) repeterte omrader i genomet.

For & konkludere:

Helgenomsekvensering med slektskapsanalyser basert pa cgMLST, wgMLST eller SNP-analyser har
hay opplgselighet og kan gi mye informasjon om sannsynlige smittekilder, smittespredning og
egenskaper hos listeria. Andre eksisterende typingsmetoder (f.eks. MLST, MLVA, eller GENE-UP
Typer) er for grovmaskede til dette formalet, men kan gi raskere svar og enklere databearbeiding. Selv
om informasjon om at to listeria-isolater tilhgrer samme CC-gruppe eller ssmme GENE-UP Typer kluster
vanligvis ikke er tilstrekkelig til & konkludere at de har samme smittekilde, kan slik kunnskap brukes til &
vurdere risiko [40] og som en indikasjon pa etablering og eliminering av husstammer. Palitelig
informasjon om at to isolater er forskjellige kan dessuten brukes til & avkrefte en mulig smittekilde. Et av
bruksomradene hvor enklere genotypingsmetoder har stort potensiale er som et utgangspunkt for valg
av hvilke isolater det er relevant & sende videre til helgenomsekvensering.
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