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FORORD

Denne veilederen er utarbeidet av forskerne Solveig Langsrud, Annette Fagerlund, Trond Mgretrg, Even
Heir og Birgitte i Moen i prosjektet PathoSeq og er basert pa bade praktisk kunnskap og forskning. Det
er matprodusenter som har ansvar for at maten er trygg, sammen med senere ledd i kjeden som
dagligvare, restauranter og forbrukere. PathoSeq er et prosjekt med mal om gkt mattrygghet gjennom
a avklare potensialet til — og redusere barrierer for — bruk av helgenomsekvensering i matindustrien.
Prosjektet er ledet av Annette Fagerlund ved matforskningsinstituttet Nofima og samler en tverrfaglig
gruppe av aktgrer fra akademia, industri og interesseorganisasjoner. PathoSeq er finansiert av Bionaeer-
programmet i Forskningsradet (prosjekt nr 294910). Veilederen bygger i tillegg pa forskning i Nofimas
strategiske program, Future Food Control (Fondet for forskningsavgift pa landbruksprodukter, Prosjekt
314743) og tidligere forsknings- og innovasjonsprosjekter (Forskningsmidlene for jordbruk og
matindustri (prosjekt 207765) og Fiskeri- og havbruksnaeringens forskningsfinansiering (prosjekt
900521)

Vi vil takke vare prosjektpartnere i PathoSeq fra Universitetet i Oslo, University of Veterinary Medicine
(Wien, @sterrike), Nortura, Grilstad, Norsk Kylling, Orkla Foods Norge, Kjgtt og Fjgrfebransjens
Landsforbund (KLF), SinkabergHansen, SalMar, Slakteriet, Sjgmat Norge, Eurofins Genomics, og
Aquatiq Sense for godt samarbeid.

Referanse til veilederen: Langsrud, S., Fagerlund, A., Mgretrg, T., Heir, E. og Moen B. (2023) Veileder: Bruk av
helgenomsekvensering for forebygging og kontroll av Listeria monocytogenes i matindustrien. Nofima, As.

ISBN: 978-82-8296-769-3. DOI: https://doi.org/10.5281/zenodo.10468595
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OPPSUMMERING

Listeria monocytogenes (listeria) er en matbaren sykdomsfremkallende bakterie som ferst og fremst er
knyttet til spiseklare, kjglelagrede matprodukter. Bakterien er et vedvarende problem i matproduksjon,
noe som kan forklares ved at 1) Den er utbredt i miliget og kan komme inn i fabrikken fra ravarer, utstyr
og persontrafikk. 2) Den trives godt i produksjonsmilijget og kan etablere seg p& utstyr og smitte
produktene. 3) Den kan vokse selv ved kjgletemperatur og i vakuumpakkede produkter og det gar ikke
an for konsumenter & vite om produktet har listeria ut fra smak eller lukt.

Selv om de fleste matbedrifter av og til kan finne listeria i produksjonsmiljzet eller pa produkter, er det
store variasjoner. Mens noen sjelden eller aldri finner bakterien, sliter andre med daglige eller ukentlige
funn, usikkerhet rundt smittekilder og smitteveier, at de ikke klarer a fierne listeria fra miljget eller at de
jevnlig far ravarer med listeria. Nar listeria blir et vedvarende problem eller man finner listeria pa
produkter ma man finne arsaken for & kunne sette inn riktige tiltak.

Sekvensering av hele genomet til listeria kan brukes som et verktgy bade for a finne ut mer om
egenskapene til problembakterien og slektskap med andre listeria, noe som kan brukes for & finne
smittereservoarer og smitteveier. Blant de metodene som finnes for & karakterisere bakterier, har
helgenomsekvensering starst opplgsning og kan ogsa gi standardisert informasjon pa tvers av
laboratorier. Fremdeles brukes helgenomsekvensering i liten grad av norske matprodusenter, men det
finnes gode eksempler pa bedrifter som bruker teknologien i risikoanalyse, smittesporing og i
oppleeringsgyemed'. Det er imidlertid flere barrierer som ma reduseres for a utnytte det fulle potensialet
til metoden blant matprodusenter, bade nar det gjelder kunnskap om listeria, teknologi, kostnader,
eierskap og tid far prgvesvar.

Hensikten med denne veilederen er a gjare det lettere for matprodusenter & vurdere nytteverdien av
helgenomsekvensering i sin bedrift. Den skal ogsa veere et verktay for & bruke helgenomsekvensering
effektivt i overvaking, problemlgsning og oppleering, samt for kommunikasjon med leverandgrer, kunder
0og myndigheter.



HVA ER SEKVENSERING?

‘k

Helgenomsekvensering er & bestemme rekkefglgen av nukleotidene i arvestoffet (DNA eller genomet),
og for listeria betyr dette en bokstavrekke pa ca 3 millioner nukleotider. Denne sekvensen, eller deler
av den, kan brukes for & finne ut om et bakterieisolat tilhgrer arten Listeria monocytogenes (listeria).
Alle bakterier innenfor denne arten har felles egenskaper, som for eksempel at de kan gi sykdom hos
mennesker og vokse ved lav temperatur. Arten Listeria monocytogenes kan videre grupperes i ulike
sekvenstyper (ST) eller klonale grupper (clonal complex, CC) som har mer til felles. For eksempel gir
noen sekvenstyper oftere sykdom eller er oftere husstammer i matbedrifter. Sekvenstypen bestemmes
utfra sekvensen til sju av de 3000 genene til listeria. | praksis er det likevel mest kostnadseffektivt &
gjennomfgre sekvensering av hele genomet og deretter trekke ut informasjon om kun de sju relevante
genene for & bestemme sekvenstypel.

Ogsa innenfor samme sekvenstype kan det finnes

oo . . : : Hvordan kan genomet si noe om slektskap?
variasjon, og for a fa mer informasjon kan man

bruke starre deler av sekvensen eller all
sekvensinformasjonen. Har man en samling listeria
som er sekvensert kan man lage slektstreer
(fylogenetiske treer) som viser hvor like isolatene er
genetisk. Her m& man veere oppmerksom pa at
treet er beregnet ut fra statistiske metoder som gir
et sannsynlig slektskap, og ikke helt eksakte
forskjellerii, Slektstraerne baserer seg ofte pa en
utvidet sekvenstyping der man istedenfor & se pa
sju gener bruker 1700 gener (kjernegenom MLST;
cgMLST) eller alle de 3000 genene (helgenom
MLST, wgMLST). Man kan ogsa sammenlikne hele
genomsekvensen med en referanse (SNP-
analyse). Nar man sammenligner nzert beslektede
bakterieisolater, som kun har fa forskjeller som

Bakterier formerer seg ved celledeling og i
prinsippet har to datterceller helt likt genom som
sin mor. Eksakt like bakterier kalles kloner og
man oppfatter dem som samme «individ». Over
tid vil det imidlertid oppstd mutasjoner i
arvestoffet som vil nedarves til dattercellene og
videre i flere generasjoner. Hvor raskt dette
skjer (mutasjonsraten) vil avhenge av
vekstbetingelser. En enkeltmutasjon kalles i
faglitteraturen «enkeltnukleotidpolymorfisme>
(«single nucleotide polymorphism» eller SNP,
uttalt snipp). Dersom man har to listeria-isolater
som skiller seg fra hverandre med bare en eller
noen fa snipper har man grunn til & tro at de har
et felles opphav ikke sa langt tilbake i tid.

skiller dem fra hverandre, vil helgenom MLST og
SNP-analyse gi omlag like gode svar om slektskap.

Myndighetene bruker helgenomsekvensering i forbindelse med utbruddsoppklaring. Sekvensen til
utbrudds-isolatene sammenliknes med listeria fra matvarer som er en mistenkt smittekilde (for eksempel
noe alle pasientene har spist), og finner man samme eller liknende klon vil man vaere ganske sikker pa
a ha funnet smittekilden. At man finner listeria av samme undergruppe listeria (i en analyse basert pa 7
eller 1700 gener) i bade matvaren og en pasient er ikke nok til & konkludere om en sammenheng.
Helgenomsekvensering brukes ogsa mye i forskning, for eksempel for & kartlegge variasjon innenfor en
art eller for & finne ut hvilke gener som star bak hvilke egenskaper. Metoden har blitt brukt i mange
forskningsprosjekter for og med matindustrien for & samle bakgrunnsinformasjonen som er ngdvendig
for & tolke og bruke sekvensdata.

Helgenomsekvensering brukes av noen matprodusenter, blant annet for & avdekke smittekilder og
smitteveier og fa informasjon om egenskapene til problembakterien. Helgenomsekvensering kan for
eksempel brukes i fareanalysen og i kommunikasjon med kunder og leverandgrer. Det er imidlertid
fremdeles mange barrierer for at metoden benyttes bredt, som pris, analysetid og -kompleksitet, mangel
pa analysestandard og usikkerhet rundt eierskap til resultater, krav om deling av data og fare for
mistolkninger av prgvesvar hos kunder og myndigheter?.
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HVA FORTELLER GENOMSEKVENSEN OM FARE?

| prinsippet er alle Listeria monocytogenes sykdomsfremkallende og bgr elimineres fra ravarer og
produksjonsmiljg for spiseklare produkter. | et risikobasert kvalitetssystem vil det allikevel veere slik at
funn pa produktkontaktflater eller gjentatte funn i samme prgvepunkt utlgser sterkere tiltak enn
eksempelvis et sporadisk funn i et sluk¥. Helgenomsekvensering muliggjgr en mer avansert tilnaerming,
der bakteriens evne til & gi sykdom eller etablere seg i produksjonsmiljget tas inn i risikovurderingen.

Som oftest er det mat hvor listeria kan vokse, og dermed kommer opp i hgye antall, som forarsaker
sykdom: 92% av listeriose-sykdom er forarsaket av mat med minst 2000 listeria-celler per gramY'. For
noen produktkategorier hvor listeria tidligere ikke har veert ansett som en fare kan det allikevel vaere
relevant & inkludere hgyvirulente varianter av listeria (varianter med hgy sykdomsevne) i fareanalysen.
Hgyvirulente varianter av listeria kan gi sykdom ved lavere antall og utgjere en risiko ogsa i produkter
som ikke tillater vekst av listeria (for eksempel frossenmat).

SYKDOMSEVNE

| fareanalysen skal man vurdere alvorligheten av en mikrobiell kontaminant, noe som innebaerer bade
hvor alvorlig sykdom den gir, antall bakterier man ma fa i seg for & bli syk, mulig vekst i produktet og
forventet bruk av produktet. Det er en gkende erkjennelse av at det er store forskjeller i evne til & gi
sykdom for ulike Listeria monocytogenes — det er faktisk hundre ganger sa hgy sannsynlighet for a bli
syk av en hgyvirulent variant som en lavvirulenti. Forskjellen mellom ulike varianter er like stor som
forskjellen i risiko mellom den delen av befolkningen som er over 65 ar og den som er under 65 og burde
derfor tillegges starre vekt enn det gjar i dag.

Selv om det er forskjell innenfor sekvenstyper, kan sekvenstype gi en indikasjon pd om et isolat er
hayvirulent eller lavvirulent. En viktig del av infeksjonsmekanismen til listeria er a trenge seg inn i verts-
celler, og det har vist seg at noen sekvenstyper oftere har endringer i gener som brukes til dette. En
undersgkelse av listeria fra norske matbedrifter viste at de aller fleste listeria tilhgrende CC9 (ST9),
CC121 (ST121) og CC5 (ST5) hadde mutasjoner i genet som koder for proteinet internalin A (ogsa kalt
inlA), den viktigste kjente virulensfaktoren hos listeria, slik at proteinet ikke blir funksjonelt. Disse
isolatene hadde derfor liten evne til & invadere epitelceller. Verdens helseorganisasjon (WHO) har pekt
pa CC8, CC9 og CC121 som typisk lavvirulente listeria. | Norge er det en situasjon der noen isolater av
CC121 har intakt internalin A gen samt at en stgrre andel av personer med listeriose er smittet med
CC121 enni andre land, s& det er litt usikkert p& om CC121 bgr regnes som lav- eller middels virulent.
Alle de tretten CC8 isolatene i den norske studien hadde intakt internalin A, noe som viser at man ikke
ngdvendigvis kan ekstrapolere fra internasjonale funn til nasjonale. Tabell 1 viser en virulensrangering
i henhold til rapporten fra WHOVi og i henhold til den norske studienvii,

Tabell 1. Rangering av listeria med hensyn til evne til & gi sykdom ved bruk av WHOs forslag til inndeling.

Beskrivelse Eksempler WHO (CC) Eksempler, Norge (CC)
Hayvirulent Evolusjonslinje | & 1,3,4,5,6, 54, 87 1, 2,3, 4,88, 220
LIPI1/3/4 & full-lengde
InlA
Medium virulent LIPI1 & full-lengde InlA 37, 54, 155, 204 7,8,11, 14, 18, 19, 20,
(ekskl hgyvirulent) 21, 37,91, 101, 121,
177, 200, 403, 415
Lavvirulent Ikke funksjonell InlA 8,9, 121 5,9, 121




SMITTEFARE

| fareanalysen inngér ogsa hvor stor risiko det er for at produktet inneholder listeria, herunder en
vurdering av prosess og produksjonsmiljg. Det er mye stgrre sannsynlighet for at listeria pa en
kontaktflate smitter over pa produktet enn listeria som er pa gulvet eller i et sluk. Videre vil listeria som
finnes i produksjonsmiljget kun en enkelt dag (sporadisk) veere et mye mindre problem enn listeria som
har etablert seg i produksjonsmiljget (husstamme) og som kan veaere en kilde til smitte hver eneste dag.
Det er godt kjent at visse typer listeria lettere danner husstammer og derfor er mye mer problematiske
a f& inn i produksjonsmiljget enn andre.

Tabell 2 viser sekvenstyper av listeria som har blitt isolert over minst to kalenderar i to eller flere norske
kigtt- og fiskebedrifter og hvor slektskapsanalyse viste at det var samme klon tilstede i samme omrade
over tid. Et funn av en slik problem-listeria pa ravarer, miljg eller produkt bar vurderes som en starre
risiko enn en typisk sporadisk listeria. Disse typene (pervasive listeria) har oftere gener assosiert med
tilpasning til & leve i matproduksjonsmilijget, som biofilmdannelse og resistens mot vaske- og
desinfeksjonsmidler. 1 tillegg til disse typene, ble det funnet at listeria ST1, ST5, ST732, ST37, ST91,
ST177, ST199, ST249 og ST403 dannet husstammer i enkeltbedrifter. Hvis forholdene er de rette, kan
nok enhver listeria kunne etablere seg i produksjonsmiljget.

Tabell 2. Antall bedrifter med listeria-husstammer og typiske omrader hvor listeria har etablert seg.

CcC ST Antall bedrifter (totalt 15) Gulv Sluk Transportband Slgyemaskin
CC7 ST7 6 3 2 1
CCs8 ST8 4 2 1 1
CC9 ST9 3 2 3
CC14 ST14 2 1 1 2 1
CC19 ST1416 2 1 1
CC121 ST121 2 2 1 1 1
CC415 ST394 2 2 1

LISTERIA SOM GIR UTBRUDD

Dersom man ser pa hvilke listeria-typer som oftest har gitt sykdom i Norge de siste arene, vil man se at
det reflekterer bade virulensegenskaper til listeria og hvilke listeria som oftere etablerer seg i
produksjonsmiliget (Tabell 3). Dette stgtter at risikoanalysen bgr ta hensyn til bade forekomst og
sykdomsevne.

Ogsa nar man ser pa internasjonale utbrudd finner man listeria bade med hgy og lav sykdomsevne
(Tabell 4 og Vedlegg). Det er pafallende starre problem i Norge enn i utlandet med den lavvirulente,
pervasive typen CC121 (ST121). Man vet ikke om dette skyldes spesielle spisevaner eller om vi i Norge
har ST121-varianter som er mer virulente.

Ideelt sett burde sekvensinformasjon fra isolater knyttet til pAgdende utbrudd blitt publisert fortlgpende
for & gi aktgrer som matindustri og andre mulighet til & sammenlikne med listeria de finner i
matproduksjonsmiljg, ravarer og produkter. Dessverre er myndighetene meget tilbakeholdne med a dele
denne informasjonen'.
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Tabell 3. De vanligste listeria-typene som har veaert knyttet til sykdom i Norge fra 2010-2022 (svart), om de
er blitt pavist som pervasive (rgdt) eller ikke (grent). Tabellen indikerer ogsa hvilke typer som er regnet som
hgyvirulente (rgdt), en mellomting (orange) eller er lavvirulente (grgnt)

2010

2022
Pervasiv

Virulens*

*Ulik fargekode er gitt ved uoverensstemmelse mellom WHO og norske data eller variasjon innen CC.

Tabell 4. Eksempler pa listeriaklustere (CC) og sekvenstyper (ST) som har gitt mer enn ett utbrudd.

Antall .
CC ST utbrudd Kontinent (antall land)  Mat (antall utbrudd) Syke Dgde
cce 6 14 I(Ezl;r%ﬁk(;%)ALnuesrt”:;ia Raykelaks (4), Grgnnsaker, 1568 216
(1)' ' Ost (2), Kjatt (7)
CC8 8, 10 Europa (4) Kjatt (2), Laks (5) 195 37
1247, Europa (5) Laks/Qrret (2)
120, 292 Amerika (1) Kjatt
CC1 1 7 . Coleslaw, Karamell-epler, 715 215
Europa (2) Amerika (3) Kjgtt, Ost (4)
CC5 5 6 Amerika (1) Ost (4), melon, iskrem 37 4
CC7 7 5 Europa (3), Amerika (2) glstkekake, Melon, Kjatt (2), >67 >7
CC155 155, 4 Europa (3) Kjatt/fisk, Fisk, Smar 82 11
372 Amerika (1) Egg
CC2 2, 3 Europa (1), Amerika (1)  Pate, Ost 423 15
290 Amerika (1) Melk
CC19 802, 3 Rakfisk 33 8
Europa (4) .
378, Amerika (1) Selleri
398 Ost
CC11 11 2 Amerika (1) Kjatt, Ost 38 5
CC388 388, 2 Europa (1) Kjatt 235 8
558 Amerika (1) Ost
CC554 554 2 Amerika (1) Ost, spirer 20 3
Cc4 4 2 Europa (1), Amerika (1)  Ost, kjatt 16 5
CC9 9 2 Europa (1), Amerika (1)  Pglser laks 84 17
CC403 403 2 Europa (3) Ost, laks 33 7
CC101 101 2 Amerika (2) Ost 43 5
CCi121 121 2 Europa (2) Laks 7 0
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HVA FORTELLER GENOMSEKVENSEN OM SMITTEKILDER OG -VEIER?

Sekvensering er verdifullt fordi det kan brukes for & si noe om egenskapene til listeria, men en annen
styrke er muligheten for & sammenlikne isolater, for eksempel listeria funnet over ar i samme bedrift, pa
tvers og langs ulike verdikjeder fra primeerproduksjon til konsument, og mellom land.
Helgenomsekvensering egner seg per idag ikke i daglig overvaking fordi det tar for lang tid far
prgvesvar, men det er allikevel nyttig & legge opp til sekvensering av listeria som en rutinemessig del
av overvakingsprogrammet eller bruke det i perioder med problemer. Noen eksempler pa dette er:

- Finne opprinnelig smittekilde eller smittevei: Undersgke om en sekvenstype pa produksjonslinja
eller produkt er tidligere funnet i en ravare, hos ravareleverandgr eller fra en uren sone i bedriften.

- Avdekke husstammer (listeria som har festet seg, overlevd og formerer seg i dette omradet):
Undersgke om listeria med lik sekvens er funnet flere ganger i samme punkt. Dette kan tyde pa et
reservoar for klonen i punktet eller i neerheten/oppstrgms pa linja.

- Avdekke spredning: Undersgke om listeria-klonen har spredt seg slik at det er flere reservoarer.

Nedenfor kommer noen eksempler fra virkeligheten p& hvordan slektskapsanalyser kan brukes for &
avklare smittekilder og smitteveier.

RAVARELEVERAND@R

Noen ganger har bedrifter mistanke om at listeria som har etablert seg som en husstamme eller som de
finner pa produktene kommer fra en spesiell leverandagr. For & kunne pastd dette, kan
helgenomsekvensering veere til hjelp. Figur 1 viser eksempel pa et slektskapstre fra en bedrift som
mente at oppblomstring av listeria skjedde etter en spesiell leveranse av laks. | dette eksempelet er alle
isolatene (sirklene) i slektskapstreet av samme sekvenstype, men fargene i treet representerer ulike
norske fabrikker, hver fabrikk med sin farge. Listeria fra fabrikken det er snakk om er farget turkis og det
var tydelig at det hadde etablert seg en husstamme, siden meget neert beslektede listeria ble funnet i
samme omrade over lang tid. Sekvensen til en listeria funnet p& brgnnbaten som leverte laks ved starten
av listeria-problemene var meget lik husstammen. Det er derfor meget sannsynlig at kilden for
husstammen var denne brgnnbaten og ikke andre leverandarer av laks. Baten leverte til flere og kan
derfor ha forarsaket problemer hos flere slakterier og foredlingsanlegg.
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Figur 1. Slektskapstre for listeria fra en bedrift som fikk problemer med en husstamme etter en leveranse
av laks for slakting. Fargene i treet representerer ulike fabrikker, hver fabrikk med sin farge
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PAVISE HUSSTAMME

Dersom man finner listeria i samme prgvepunkt over tid, kan det enten veere at man har fatt en
husstamme eller at listeria kommer ofte inn (for eksempel fra ravarer). Er det en husstamme sd m& man
inn med tiltak som vedlikehold, bytte av deler og/eller renhold av nisjen hvor husstammen lever.

Figur 2 illustrerer hvordan slektskapstraer for pavisning av husstammer kan se ut. Dette eksempelet er
en kjgttbedrift som hadde listeria-husstamme i en avdeling for kokt produkt. Hver farget sirkel
representerer ett listeria-isolat fra bedriften (rosatoner for avdeling med kokt produkt) og tallene péa
strekene imellom sirklene viser antall gener med forskjeller i sekvens mellom isolatene. De hvite sirklene
representerer isolater fra andre norske bedrifter.

Kokt side,
Pglse- pakking
makeri, Koke-
ra side skap
S

skrelling.

Figur 2. Slektskapstre for listeria-isolater fra kjgttbedrift. Fargekodene viser hvor listeria-isolatet ble funnet.
Hvite symboler er listeria-isolater fra andre bedrifter.

Av 99 listeria-isolater fordelt over seks ars pravetaking fra avdelingen med kokte varer var 97
sekvenstype 9 (ST9/CC9). | ravareavdelingen ble det derimot i samme periode funnet flere ulike typer
listeria. S& & si alle isolatene fra avdelingen med kokte varer kom fra sluk og gulv, og man fant aldri
listeria pa kontaktflater. Dette tydet pa at listeria hadde etablert seg i sluk og/eller gulv. Ved a se pa
slektskapet kom det frem at det var to varianter av ST9 i avdelingen, med majoriteten i hver sin del av
rommet. Noen av ST9 fra ravareavdelingen (gule) skilte seg ut fra de som var i avdelingen med kokte
produkter. Dette, sammen med det at det var en del forskjeller mellom isolatene tydet pa at det er en
stund siden barrierebrudd. Altsd har de ST9-bakteriene som en gang kom inn, veert giennom mange
generasjoner (og dermed rukket & mutere flere ganger). En alternativ forklaring — at det stadig var brudd
pa soneskille slik at det stadig kommer listeria inn i avdelingen, virker lite sannsynlig nar man ser pa
spredningen av ST9-varianter i kjgttbedrifter og variasjonen i listeria-typer i rAvareavdelingen.

NYLIGE BRUDD PA HYGIENEBARRIERER

Sporadiske funn av listeria i en hgyrisikosone kan skyldes brudd pa& hygienebarrierer fra ra sone eller at
det sporadisk spres en husstamme fra et omrade i hgyrisikosonen som ikke prgvetas. Figur 3 illustrerer
et eksempel p& det farste. Sirkler med rgd farge er fra avdelingen med kokt produkt, mens de gule og
grgnne er fra to ulike rdvareavdelinger som 1a vegg i vegg med hgyrisikosonen. Vi ser at det er to
grupperinger listeria (B1, B3) fra hgyrisikosonen som har meget neere slektninger i den ene
ravareavdelingen. Her er det vanskelig & si hvilken vei smitten géar, det kan veere fra kokt til r4 avdeling
eller motsatt. Grupperingen (B2) dominerer i den andre ravareavdelingen og man har tre sporadiske
funn av meget neere slektninger i hgyrisikosonen, altsa ser det ut som om det er nylige barrierebrudd.
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A oppgradere skillet mellom avdelingene, med skifte av skotay og kleer samt handvask vil veere et godt

tiltak i dette tilfellet.

Figur 1. Slektskapstre som viser brudd pa barrierer mellom ravareavdelinger (gul, grgnn) og avdeling med

kokte produkter (rgd).x

BRUKT UTSTYR

Det finnes mange eksempler p& at bedrifter har fatt
listeria-problemer i forbindelse med ombygginger eller
endringer i produksjonslinja. | noen tilfeller mistenker
man at brukt utstyr kjgpt inn fra en annen fabrikk eller
avdeling har brakt inn en ny husstamme. Figur 4 viser et
eksempel pa at man kunne pavise at en ny husstamme
var kommet inn fra brukt utstyr. | dette tilfellet hadde
fabrikken (Bedrift A) andre listeria-varianter i sluk over
tid, men ikke pa produksjonslinja. Ved installering av et
transportband dukket det opp listeria fra pragver fra linja.
Helgenomsekvensering viste at den nye varianten var
meget lik et isolat fra samme maskin isolert da den sto i
avsenderfabrikken (Bedrift B) noen ar tidligere. Det var
altsa ikke listeria fra sluk som hadde spredt seg til linja.
Maskinen ble kastet ut og problemet Igst.
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BRUK AV HELGENOMSEKVENSERING | PRAKSIS

Dette kapittelet handler om hvordan man i praksis kan bruke helgenomsekvensering i kvalitetsarbeidet.
For generell veiledning om overvaking og handtering av listeria vises det til internasjonale ¥ og
nasjonaleXiixv vejledere, samt bransjestandard for kjattbransjenv.

Som beskrevet i kapitlene over gir helgenomsekvensering av listeria mange muligheter. | vurdering av
omfanget av sekvensering er det mye & ta hensyn til, der analysekostnader, ressurser for & tolke
sekvensdata (tid og kompetanse) og risiko ma balansere nytteverdi pa kort og lang sikt.

Tabell 5 gir et eksempel pa hvordan et enkelt pravetakingsprogram for bevaring av isolater til
sekvensering kan settes opp.

Tabell 5. Eksempel pa prgvetaking for isolater til helgenomsekvensering.

Produkt Alltid Alle Ett isolat per sekvensvariant
per ar
Réavare* Alltid Ett per leverandgr per ar og 2-3 | Ett isolat per sekvensvariant
ved gjentakende funn per ar
Produktkontaktflate ~ Méanedlig og ved Arlig eller ved gjentakende funn | Fem per &r og to isolater fra
gjentakende funn fra samme sted eller produkt hvert reservoar eller

prgvepunkt ved gjentakende
funn (farste og siste)

Miljgprave Manedlig og ved Arlig utvalg eller ved mistanke | Fem per &r og to isolater fra
gjentakende om husstamme hvert reservoar eller
funn prevepunkt ved gjentakende

funn (farste og siste)

* Aktuelt for spiseklare produkter uten eliminering av listeria, som ra laks til sushi

ISOLATER OG SEKVENSINFORMASJON

BEVARING AV ISOLATER TIL SEKVENSERING

Det finnes ikke noen fasit p& hvor mange listeria-praver man skal ta i overvakingsprogrammet og hvilke
listeria man bgr ta vare pa. Dette vil veere avhengig av produksjonsmengde, produkt (vekstpotensialet
for listeria, type konsumenter), tenkt bruk (spiseklar eller ikke), prosess (trinn som dreper listeria,
kontaminering etter varmebehandling), produksjonshygiene (soneskiller, varestrammer, temperaturer,
hygienisk design, renhold), kundekrav og ikke minst situasjon (pavisning i produkt eller kontaktflater,
mistanke om husstamme eller spredning, tilknytning til utbrudd, kundeklager).

Det kan veere hensiktsmessig & ta vare pa alle (for bedrifter med fa funn) eller et lite utvalg listeria-
isolater (dekkende fra ulike punkter og over tid) fra rutineovervakingen for & kunne bygge opp en
stammesamling med historiske isolater og til fareanalyse. Dersom man har mistanke om at renholdet
ikke fierner listeria, eller at man har en husstamme, bgr man i en periode ta vare pa isolater fra samme
prgvepunkt over tid. Samtidig ber man ogsa ta vare pa listeria fra andre prgvepunkter i samme periode
for & kunne finne ut om listeria-varianten har spredt seg og etablert seg flere steder. Isolater fra produkter
og ravarer bgr ogsa inkluderes.

HVILKE ISOLATER BYR SEKVENSERES?

Til bruk i fareanalyse bgr et representativt utvalg listeria fra rutineovervaking sekvenseres arlig. Ved
problemer, for eksempel ved gjentakende funn, bgr man sekvensere 3-5 isolater fra samme
pravepunkt/ravare/produkt for & finne slektskap, og videre 3-5 etter innfaring av tiltak for & finne ut om
man har blitt kvitt problemstammen.



OPPBYGGING AV STAMMESAMLING

Uten de fysiske isolatene er det ikke mulig a undersgke egenskapene deres. Etter sekvensering, kan
det derfor veere hensiktsmessig & bevare ett representativt isolat for hver sekvensvariant (om flere er
isolater med lik sekvens) fra hvert produkt, ravare og produktkontaktflate, samt 1-6 husstammer (antall
avhengig av spredning i sekvens, antall reservoarer og hvor lang tid prgvene er tatt over).

Dersom man bruker en ekstern leverandgr av analysetjenester eller forskningspartner, er det viktig &
forsikre seg om at de har gode systemer for a ta vare pd isolatene og at hvert isolat lett kan kobles til
mer informasjon i kvalitetssystemet (for eksempel dato, tid, pravested, produkt, ravare). Eierskap og
eventuell videre bruk av isolatet (for eksempel til forskningsformal) bgr avklares i en avtale. Merk at
noen offentlige laboratorier som tilbyr listeria-analyser forbeholder seg rett til — med mindre annet avtales
spesielt — & ta vare pa isolater for egen regning og bruke disse senere til andre samfunnsnyttige formal,
som kan veere for eksempel forskning eller utbruddsetterforskning'.

Listeria-isolater fra Mattilsynets overvakingskampanjer, kontroller og utbruddsoppklaring er i
utgangspunktet Mattilsynets eiendom og bedriftene som er prgvetatt har ikke rett til & fa tilgang til isolater
eller sekvensinformasjon’. Dersom referanselaboratoriet (Veterinaerinstituttet eller Havforsknings-
instituttet) tar vare pa og sekvenserer et isolat pa eget initiativ og for egen regning, sa vil eierskapet til
sekvensinformasjonen antagelig ligge hos demi.

Et problem med & ikke ha tilgang til isolater eller sekvenser ved mistanke om kobling til utbrudd, er at
man da ikke kan spore problem-bakterien i egen bedrift. For & kunne ha en mulighet for & falge opp
funn fra Mattilsynet i videre internkontroll kan man ta parallelle pragver selv, selv. om man da ikke er
garantert & finne de samme listeria-klonene som Mattilsynet.

SEKVENSERING OG ANALYSE AV SEKVENSDATA

| praksis er helgenomsekvensering en to-trinns-prosess: 1) laboratorieprosedyre for a fremskaffe
sekvensen til et isolat 2) en avansert bioinformatisk prosedyre for a sette sekvensen inn i en eller flere
kontekster (bestemme sekvenstype, se pa slektskap med andre listeria). Per i dag har de fleste
matbedrifter ikke utstyr, programvare eller personer til a foreta selve helgenomsekvenseringen eller den
statistiske analysen av sekvensdata selv, og dette gjgres av kommersielle laboratorier eller
forskningsmiljger.

TOLKNING AV SEKVENSDATA

Tolking av sekvensdata for problemlgsing kan ikke forega rent teoretisk, men krever praktisk kunnskap
og forstdelse bade av listeria som bakterie, produksjonslokalenes forfatning, produksjonsrutiner, vare-
og personstrgmmer, renhold og prosess. Alle i HACCP-gruppen og ledelsen bgr som et minimum ha
kjennskap til metodens muligheter og begrensninger. | tillegg bgr man ha minst en person som kan sette
funnene inn i en stagrre kontekst og ha gode dialoger internt, med analyse-leverandgrer, kunder,
leverandgrer og myndigheter.

RISIKOANALYSE

Informasjon om virulens (sykdomsevne) og evne til & bli husstammer kan legges inn i overvakings- og
kontrollprogrammet for et bedre utgangspunkt for prioriteringer. For eksempel kan det legges inn 100-
fold risikogkning ved funn av listeria som sannsynligvis har, eller som faktisk har forhgyet evne til a gi
sykdom, og ved pavisning av de som ofte danner husstammer. Man kan ogsa pa en systematisk mate
gi ulike poeng for listeria fra kontaktflater sammenliknet med miljg (for eksempel en faktor pa 10) eller
gjentatte funn av samme listeria-klon (for eksempel med en faktor som sier noe om antall dager den
sannsynligvis har veert tilstede i anlegget). Et eksempel pa hvordan inkorporere potensielle egenskaper
til isolater i en risikovurdering er gitt i Tabell 6.
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Tabell 6. Eksempel p& hvordan man kan kombinere informasjon om listeria-isolat med funn i
renholdsprgver i en risikovurdering.

CcC Sannsynlig egenskap Sannsynlig smitte
Virulens?® Etablering?® Kontaktflate3 Miljg* Gjentatt funn® Risiko
cC1 - 1 1 100
ccs 10 1 365 | 365000
CC5 10 . 1 .10
cc7 10 1 1 . 1000
ccs - 1 1 10
CC9 - - - 0
ccll BN - 1 7 70
cciz: [N 10 - 10 . 1000

1 Hgyvirulente har 100 poeng, medium virulente 10 poeng og lavvirulente 1 poeng; 2 Typiske pervasive stammer har 10 poeng; 3
Settes som 10 poeng ved funn pa kontaktflate;  settes som 1 poeng ved funn i miljg; ° Angir antall dager fra farste til siste gang
denne varianten er funnet p& samme utstyr/prgvested.

Ved slektskapsanalyser kan man i prinsippet finne ut om listeria-isolater fra egen fabrikk ligner
utbruddsisolater. Dessverre publiseres disse sekvensene fra utbrudd kun unntaksvis og da etter lang
tid, sa per i dag er ikke dette en reell mulighet. Dersom det er mistanke om at din bedrift er knyttet til et
utbrudd, kan du ikke regne med & fa tilgang til sekvensdata fra utbruddet for & bruke det i egen
smittesporing'.

SMITTESPORING

For & effektivt bruke helgenomsekvendata bar formalet veere satt pa forhand siden det pavirker valg av
hvilke isolater som skal sekvenseres, hvilke bioinformatiske analyser som skal gjgres og hvilke
konsekvenser ulike utfall vil ha. Det mest banale eksempelet er at dersom man har mistanke om en
persistent listeria pa et transportband velger man ut isolater tatt fra dette bandet over tid og
sammenlikner dem. For & koble sekvensinformasjon til egen prosess og produkter finnes det verktay
for visualisering som for eksempel PathoTracker fra Eurofins og BioMap fra Aquatiq.

Dersom man vil sette funnene sine i en starre kontekst blir det fort mer komplisert a tolke. En kartlegging
av listeria i norske fabrikker og i utemiljg har vist at halvparten av isolatene fra de norske matbedriftene
er til forveksling lik listeria fra andre norske bedriftervi. Her kan tolkningen veere at det finnes en felles
smittekilde, men det kan vaere usikkert om det er nzert eller langt tilbake i tid. Dette vanskeliggjer ogsa
kobling av enkeltbedrifter til utbrudd. En likhet i sekvens betyr ikke at smittekilden er funnet dersom
funnet ikke er stgttet opp av gode epidemiologiske data.

KORRIGERENDE TILTAK

| kvalitetssystemet kan kriterier for nar og hvilken type korrigerende tiltak skal settes inn ta hensyn til
den informasjonen man far fra helgenomsekvensene. Noen eksempler:

- Tiltak etter farste positive funn i miljg eller ravare for hgyvirulent stamme, men etter to eller flere
pavisninger dersom det er en lavvirulent

- Prioritere bekjempelse av listeria-varianter man vet har en tendens til a etablere seg permanent i
produksjonsutstyr

- Endring av renholdsmetoder og midler ved problemer med listeria som er motstandsdyktig mot
vaske- eller desinfeksjonsmidler)

Med bruk av sekvensinformasjon kan det veere mulig & ogsa verifisere at tiltak har hatt en effekt, ikke
bare for a redusere listeria-forekomst generelt, men for & bli kvitt en spesielt problematisk type. For &
verifisere at tiltak har gnsket effekt kan det legges inn prosedyrer for ekstra prgvetaking etterfulgt av
sekvensering og at problem-bakterien ikke pavises igjen innen en viss tidsperiode.
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FREMTIDEN

Det forventes at helgenomsekvensering av listeria vil bli vanligere blant matbedrifter, bade pa grunn av
gkte kundekrav og at ulempene blir lavere enn nytteverdien:

Kostnader og tid for pravesvar: Nar flere bruker teknologien forventes ogsa at kostnadene gar ned.
Teknologisk utvikling vil redusere tiden for laboratorieanalysen og bioinformatikk-trinnet®, men man vil
antageligvis ikke komme under 2-3 dggn fra prgveuttak til svar.

Kompetanse: Nar helgenomsekvenseringanalyser blir en selvfalgelig del av utdanningen innenfor
mattrygghet, vil kompetanse hos matbedrifter, teknologileverandgrer, myndigheter og i
forskningsmiljger bli hayere. Det vil gke nytteverdien av & bruke helgenomsekvensering i overvaking og
problemlgsning, samt redusere risiko for mistolkninger. Hgyere kompetanse kan forbedre
kommunikasjon og bidra til starre tillit mellom ulike aktarer.

Kunnskap: Med en starre oversikt over listeria-populasjonene i matkjeden og kunnskap om hvilke tiltak
man bgr ha mot listeria med persistensegenskaper, vil nytteverdien av helgenomsekvensering bli stgrre.
Denne kunnskapen vil ogsa redusere sannsynligheten for at de bedriftene som tar i bruk teknologien
farst, feilaktig blir pekt ut som kilder for listeria i mat og utbrudd.

Deling av data: Med deling av sekvensinformasjon fra utbrudd og mat, kan helgenomsekvensering bli
et viktigere verktgy i matbedriftenes fareanalyse og kvalitetsarbeid. Per i dag finnes bare begrenset og
historisk informasjon’, men det er erkjent at apenhet mellom helsemyndigheter, matmyndigheter,
forskere og matprodusenter nasjonalt og internasjonalt ville kunne bedre mattryggheten. Det er derfor
grunn til & hape pa starre transparens i fremtiden.

Norske matprodusenter ligger i tet i Europa nar det gjelder & ta i bruk helgenomsekvensering, men som
i andre land er kost-nytteverdi, risiko ved & ligge i front og mistillit til myndighetene viktige hinder for at
teknologien skal utnyttes i sitt fulle potensiale. | Jsterrike var det et stort listeria-utbrudd som initierte
endringer som gjer at man i dag har en omfattende bruk av teknologien, der matprodusenter far
sekvensert listeria de finner i egen produksjon gratis, de far innsyn i sekvensinformasjon og rask beskjed
om de kan veere koblet til et pagdende utbrudd'. Forhapentligvis kan vi ligge mer i forkant i Norge og
ikke vente pa store utbrudd far vi far de ngdvendige endringer i praksis.
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VEDLEGG: OVERSIKT UTBRUDD

Ar Land Produkt Kategori Syke Dgde CC ST Referanse

1992 Frankrike Kjatt aspik Kjatt 279 85 1 Investigations related to the epidemic strain involved in the French
listeriosis outbreak in 1992 | Applied and Environmental Microbiology
(asm.org)

1985 USA Ost Meieri 142 48 1 Listeriosis outbreak associated with Mexican-style cheese--California -

PubMed (nih.gov)

1983 Sveits Ost Meieri 122 31 1 https://journals.asm.org/doi/10.1128/genomeA.00152-12

2008 Chile Mykost Meieri 78 14 1 1 Molecular epidemiology and genetic diversity of Listeria monocytogenes
isolates from a wide variety of ready-to-eat foods and their relationship to
clinical strains from listeriosis outbreaks in Chile - PMC (nih.gov)

1981 Canada 41 18 1 1 Epidemic Listeriosis — Evidence for Transmission by Food | NEJM

1987 Storbritannia  Pate Kjatt 366 2 2 A possible outbreak of listeriosis caused by an unusual strain of Listeria
monocytogenes - ScienceDirect

1983 USA Pasteurisert Meieri 49 14 2 290 https://www.nejm.org/doi/full/10.1056/NEJM198502143120704
melk

1994 USA Sjokolade Meieri 45 0 3 An Outbreak of Gastroenteritis and Fever Due to Listeria monocytogenes
melk in Milk | NEJM

1999 Frankrike Rilletter Kjatt 10 S 4 Outbreak of Listeria Monocytogenes Serotype 3a Infections from Butter in

Finland | The Journal of Infectious Diseases | Oxford Academic (oup.com)

2014- USA Iskrem Meieri 6 5 5 Assessing the genome level diversity of Listeria monocytogenes from
2015 contaminated ice cream and environmental samples linked to a listeriosis
outbreak in the United States | PLOS ONE

2013- Danmark Raykelaks Fisk 10 5 6 6 Two listeria outbreaks caused by smoked fish consumption—using whole-
2015 genome sequencing for outbreak investigations - ScienceDirect
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https://journals.asm.org/doi/10.1128/aem.61.6.2242-2246.1995
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/3923318/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/3923318/
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4415432/
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https://academic.oup.com/jid/article/181/5/1838/2191965
https://academic.oup.com/jid/article/181/5/1838/2191965
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0171389
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0171389
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0171389
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1198743X16301148
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1198743X16301148
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Ar Land Produkt Kategori Syke Dgde CC ST Referanse
2015- Dsterrike, Frosne Grgnnsaker 47 9 6 6 29-11-2017-RRA-Listeria _monocytogenes-Austria, Denmark, Finland,
2018 Danmark, grennsaker og frukt Sweden, United Kingdom (europa.eu)

Sverige,

Finland,

Storbitannia

2017- Sar Afrika Kjattpalegg Kjatt 1060 216 6 6 Outbreak of Listeriosis in South Africa Associated with Processed Meat |
2018 NEJM
1998 USA Palser Kjatt 40 6 6 Whole genome comparisons of serotype 4b and 1/2a strains of the food-

borne pathogen Listeria monocytogenes reveal new insights into the core
genome components of this species | Nucleic Acids Research | Oxford
Academic (oup.com)

1998 USA, Palser Kjatt 108 14 6 Listeria Outbreaks | Listeria | CDC
Australia,
Canada,
Frankrike
2002 USA Kalkunkjatt Kjatt 54 8 6 Multistate Outbreak of Listeriosis Linked to Turkey Deli Meat and

Subsequent Changes in US Regulatory Policy | Clinical Infectious
Diseases | Oxford Academic (oup.com)

2017- Nederland, Spiseklart Kjatt 21 S 6 6 Multi-country outbreak of Listeria monocytogenes sequence type 6
2019 Belgia kjatt infections linked to ready-to-eat products (europa.eu)

2018- Tyskland Blodpglse Kjatt 112 6 6 6 Large Nationwide Outbreak of Invasive Listeriosis Associated with Blood
2019 Sausage, Germany, 2018-2019

2016 Sveits Kjott pate Kjatt 5 6 6 Local Outbreak of Listeria monocytogenes Serotype 4b Sequence Type 6

Due to Contaminated Meat Paté - PubMed (nih.gov)

2018 Sveits Ost Meieri 34 10 6 6 Listeriosis Caused by Persistence of Listeria monocytogenes Serotype 4b
Sequence Type 6 in Cheese Production Environment - PMC (nih.gov)
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https://www.ecdc.europa.eu/sites/default/files/documents/RRA-Listeria-monocytogenes-2017_0.pdf
https://www.ecdc.europa.eu/sites/default/files/documents/RRA-Listeria-monocytogenes-2017_0.pdf
https://www.nejm.org/doi/10.1056/NEJMoa1907462
https://www.nejm.org/doi/10.1056/NEJMoa1907462
https://academic.oup.com/nar/article/32/8/2386/2904530?login=false
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https://academic.oup.com/nar/article/32/8/2386/2904530?login=false
https://academic.oup.com/nar/article/32/8/2386/2904530?login=false
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https://academic.oup.com/cid/article/42/1/29/395100
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https://www.ecdc.europa.eu/sites/default/files/documents/Listeria-rapid-outbreak-assessment-NL-BE.pdf
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https://wwwnc.cdc.gov/eid/article/26/7/20-0225_article
https://wwwnc.cdc.gov/eid/article/26/7/20-0225_article
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28379731/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28379731/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7774546/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7774546/
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Ar Land Produkt Kategori Syke Dgde CC ST Referanse

2022 Danmark Fiskekaker Fisk 11 7 7 Denmark — Outbreak of invasive Listeria infection sequence type 7 in
Denmark caused by fish meatballs | FoodWorld (kswfoodmicro.com)

2010 USA Kjettpalegg Kjatt 14 7 7 Outbreak of invasive listeriosis associated with the consumption of hog
head cheese--Louisiana, 2010 - PubMed (nih.gov)

2015- Italia Spiseklart Kjatt 25 4 7 7 Phylogenetic Analysis and Genome-Wide Association Study Applied to an
2018 kjott Italian Listeria monocytogenes Outbreak - PMC (nih.gov)
2007 Norge Camembert Meieri 17 3 7 7 A large outbreak of Listeria monocytogenes infection with short incubation
ost period in a tertiary care hospital - PubMed (nih.gov)
2014- Danmark, Kaldrgkt laks Fisk 22 8 1247 Multi-country outbreak of Listeria monocytogenes clonal complex 8
2019 Estland, og grret infections linked to consumption of cold-smoked fish products (europa.eu)
Finland,
Frankrike,
Sverige
2015- Danmark, Marinert laks Fisk 12 4 8 8 Multi-country outbreak of Listeria _monocytogenes sequence type 8
2018 Frankrike, infections linked to consumption of salmon products — 25 October 2018
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