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Sammendrag

Ud over de konkrete udviklingsprojekter inden for slagtehygiejne og pro-
duktsikkerhed hos DMRI er der behov for at deltage i generelle aktiviteter,
savel nationalt som internationalt, for at sikre et hgit fagligt vidensniveau, sa
nyligt opstaede problemstillinger hos vore kunder hurtigt kan lgses. Salmo-
nella udggr en meget vigtig del af kadbranchens analyseberedskab, og en
yderligere reduktion af svartiden, reduktion af materialeforbrug og handte-
ring vil derfor vaere meget interessant. Salmonella 12-metoden er fortsat
den billigste metode pa markedet. NordVals godkendelse af den forenklede
metode med kogelysering i stedet for KingFisher oprensning vil resultere i
et enklere og endnu billigere alternativ. Fadevarebarne virus har stor beva-
genhed, og standard analysemetoder er pa vej. MRSA har forsat stor fokus,
og analysemetoder til fersk kad er afpravet.

Indledning

Vedligeholdelse af et hgijt fagligt vidensniveau inden for nye mikrobiologiske
metoder, herunder mikrobiologiske hurtigmetoder til kontrol af slagtehygiej-
ne og produktsikkerhed for fersk kad og k@dprodukter. Udviklingen inden
for nye udfordringer som fgdevarebarne virus, methicillin resistente Staphy-
lococcus aureus og Clostridium difficile falges. Sikre at virksomhederne er
bedst muligt rustet til at opfylde krav til hurtigt analysesvar og krav fra myn-
digheder og kunder, samt sikre beredskab til hurtig smittesporing af pato-
gene bakterier.

Ud over de konkrete udviklingsprojekter inden for slagtehygiejne og pro-
duktsikkerhed hos DMRI er der behov for at deltage i generelle aktiviteter
inden for omrédet. De senere ar har vist, at der hurtigt kan opsta problemer
i relation til handtering af fadevaresikkerheden og slagtehygiejnen, som det
er hensigtsmaessigt at kunne Igse inden for en kort tidshorisont. Der er ge-
nerelt et gnske om at nedbringe svartiden for mikrobiologiske analyser, li-
gesom myndighedernes og kundernes krav om sikre produkter skeerpes.
En hurtig smittesporing ved fund af patogene mikroorganismer er vigtig og
kan foretages med laboratoriets beredskab af moderne DNA-typningsmeto-
der.

Overordnet oversigt over opgaver i 2009/2010

e Nye mikrobiologiske hurtigmetoder overvages, og relevante meto-
der afprgves og vurderes.

e Der deltages i faglige netveerk og arrangementer under Dansk
Standard, 1ISO, NMKL, EUROLAB og DANAK.

e Beredskab af moderne DNA-metoder vedligeholdes for hurtig smit-
tesporing.

e Beredskab af akkrediterede mikrobiologiske metoder vedligehol-
des.

e Nye mikrobiologiske udfordringer som Norovirus, MRSA og C. diffi-
cile falges.



Overvagning af nye mikro-
biologiske metoder

Forenkling af Salmonella
12-metoden

NordVal godkendelse af
Salmonella Dublin metode

DGGE-metode til karakteri-
sering af bakterieflora

Agar radial diffusions assay
til undersggelse af antimi-
krobiel aktivitet

Virusberedskab

Nye mikrobiologiske metoder

En oversigt over vurderede og afprgvede mikrobiologiske metoder findes i
bilag 1.

Salmonella 12-metoden, oprindeligt udviklet af Fadevareinstituttet i samar-
bejde med DMRI og slagteribranchen, er NordVal godkendt til juni 2011. En
forenklet protokol, hvor der anvendes en simpel kogelysering i stedet for
DNA-oprensning er afprgvet og ringtestet. Den forenklede protokol er ind-
sendt til NordVal godkendelse som tilfgjelse til den nuveerende metode
(certifikat nr. 31). Metoden forventes NordVal godkendt i oktober 2010. Ved
at anvende kogelysering i stedet for DNA-oprensning med KingFisher spa-
res bade indkgb af udstyr, reagenser og forbrugsartikler. Der arbejdes pa at
fa Salmonella 12-metoden naevnt direkte i Eksportbekendtgarelsen, sa me-
toden ogsa kan anvendes i forbindelse med eksport af fadevarer til tredje-
lande fx USA.

DMRI har i et andet projekt udviklet en hurtigmetode til Salmonella Dublin
baseret pa real-time PCR. Metoden er blevet NordVal godkendt og er be-
regnet til at identificere positive Salmonella isolater fra agar. Metoden blev
preesenteret med poster pd Food Micro konferencen i Kgbenhavn i sep-
tember 2010.

Viden om et produkts mikroflora og specifikke fordeervere kan veere en
hjeelp til at Igse problemer med holdbarheden fx bombage under opbeva-
ring. Det vil veere et stort arbejde at kortleegge de tilstedeveerende mikroor-
ganismer i et givent produkt med traditionel dyrkning pa mange slags agar
og efterfalgende identifikation. Bakterier, som er stressede eller direkte
beskadigede under forarbejdningsprocessen af kadet, kan vaere umulige at
dyrke, og bakterier, som er til stede i lille antal, bliver ofte inhiberet af den
gvrige dominerende flora. Af disse grunde er det afggrende at have meto-
der, som tillader identifikation af bakteriepopulationen uden dyrkning. An-
vendelse af PCR efterfulgt af denaturerende gradient gel elektroforese
DGGE giver nye muligheder for at studere den mikrobielle sammensaetning
uden behov for dyrkning. Metoden anvendes pa DMRI til at karakterisere
sammensegetningen af den gram positive bakterieflora i kadprodukter, fx
maelkesyrebakterier i slicet vakuumpakket kogt eller hgjtryksbehandlet skin-
ke.

Agar radial diffusions assay anvendes pa DMRI til at undersgge antimikro-
biel aktivitet af mange forskellige ingredienser til kadprodukter fx krydderi-,
beer- og citruskerneekstrakter. Metoden er i andre projekter indkart pa pro-
teinhydrolysat, tang og spisesvampe.

Fagdevarebarne virus, specielt Norovirus, har stor international bevagenhed
og angives at veere arsag til omkring 10% af de registrerede fgdevarebarne
udbrud. Det vurderes i USA og Europa, at virus er arsag til over 50% af de

humane tilfeelde af mave-tarminfektioner. | EU-netveerket Vital er der udar-

bejdet metodebeskrivelser til udtagning af prgver og analyse af Norovirus



Akkrediterede metoder

Dansk Standard, ISO,
NMKL, EUROLAB og
DANAK

Rapid Methods NordVal
symposium

Food Micro konference
september 2010

NMKL arsmgde

Rapporter over afprgvnin-
ger, rejser o.lign.

og HEV. Metode til pavisning af Norovirus er indkgrt pA DMRI i et andet
projekt.

DMRI’s akkrediterede metoder vedligeholdes Igbende, og det vurderes, om
nye metoder skal akkrediteres. Der er ikke akkrediteret nye metoder i
2009/2010. Akkrediteringen af de nuvaerende metoder er vurderet at veere
tilstreekkelig. DMRI’s kvalitetsstyringssystem er baseret pa GLP, der ogsa
folges for de ikke akkrediterede analysemetoder.

DANAK's krav til usikkerhedsbudgetter er blevet eendret. DMRI har imple-
menteret "top-down” metoden i ISO19036 til beregning af maleusikkerhed,
som DANAK's nye retningslinje ogsa er baseret pa.

Udvalgsarbejde og konferencer

For at fa indflydelse p& kommende standardmetoder og overvage nye offi-
cielle metoder deltager DMRI i arbejdsgrupper og udvalg under Dansk
Standard, 1SO, NMKL, EUROLAB og DANAK. Endvidere fglges den inter-
nationale udvikling inden for nye mikrobiologiske metoder ved deltagelse i
relevante internationale konferencer.

Der er deltaget i NordVals 10-ars jubileeums symposium om nye mikrobio-
logiske hurtigmetoder. DMRI holdt ved samme lejlighed indleeg om udvik-
ling af Salmonella real-time PCR metoder til den danske kgdbranche
(Mansdal 2010).

Der er deltaget i Food Micro i Kgbenhavn med to postere. En om real-time
PCR metode til verifikation af S. Dublin udviklet af DMRI, og en anden om
afprevning af Premi®-test til typning af Salmonella fra renkulturer (Mansdal
2010).

Der er deltaget i NMKL arsmgde i Ebeltoft, hvor status for metoder til udar-
bejdelse eller revision blev gennemgaet (Hansen 2010).

Formidling af resultater

Resultaterne af DMRI’s afprgvninger af nye metoder rapporteres lgbende.
Liste over rapporter i 2009/2010 ses i bilag 2.



Bilag 1

Oversigt over vurderede og afprgvede metoder 2009/2010

Applikation

Analysemetode

Resultat

Serotypning af
Salmonella med PCR
0g microarray

Premi®-test Salmonella,
Check-Point (DSM)

Kit til at verificere og serotype Salmonella. Resultatet
af afpragvning hos DMRI viste, at metoden fungerer
godt p& Salmonella renkulturer som kolonier, men ikke
pa prever taget fra MSRV-plader. Fra MSRV-plader
fandtes mange falsk positive resultater fra kontrolprga-
ver, som ikke indeholdt Salmonella. Resultatet af af-
prgvningen er praesenteret som poster pad Food Micro
konferencen i Kgbenhavn 2010 (Hansen et al. 2010).

Pavisning af Salmo-
nella med real-time
PCR

foodproof® Salmonella,
Biotecon Diagnostics

Kit til pavisning af Salmonella i fadevarer inkl. fersk
kgd, bestaende af mastermix, enzymoplgsning, intern
kontrol og Salmonella kontrol template. Beregnet til 96
reaktioner i real-time PCR fx Roche LightCycler® 481
II, Stratagene Mx3005P° eller andre real-time PCR
instrumenter. Er godkendt af NordVal efter opforme-
ring i 18 timer. Ifglge producenten arbejdes der pa at
dokumentere en kortere opformeringstid. Metoden er
ikke afprgvet af DMRI, men det kan blive aktuelt, hvis
opformeringstiden bliver kortere, og prisen bliver kon-
kurrencedygtig med Salmonella 12-metoden.

Pavisning af Salmo-
nella med real-time
PCR

MMB Salmonella, Bio-
test

Kit til pavisning af Salmonella i fadevarer efter 18 ti-
mers opformering. Kittet er fremstillet pa licens fra
Biotecon Diagnostics (se ovenfor). Forhandles i Dan-
mark af Nordic Biolab. Metoden er endnu ikke god-
kendt eller valideret. Metoden er ikke afpravet af
DMRI, men det kan blive aktuelt, hvis opformeringsti-
den bliver kortere, og prisen bliver konkurrencedygtig
med Salmonella 12-metoden.

Pavisning af Staphylo-
coccus aureus med
kromogen selektiv
agar

BBL™ CHROMagar™
Staph aureus, Becton
Dickinson

Kromogen agar til pavisning af Staphylococcus aureus
i fadevarer. Agarpladerne inkuberes ved 35-37°C i 20-
28 timer. Der kreeves verifikation af typiske kolonier.
Metoden er testet af AOAC RI. DMRI har afprgvet sub-
stratet, der kun findes som feerdigfremstillede agarpla-
der.

Pavisning af koagula-
se positive stafylo-
kokker med kromo-
gen selektiv agar

Brilliance Staph 24,
Oxoid

Kromogen agar til pavisning af koagulase positive sta-
fylokokker (Staphylococcus aureus og andre non-
aureus stafylokokker fx Staphylococcus intermedius) i
fgdevarer. Agarpladerne inkuberes ved 36-38°C i 22-
26 timer. Der kreeves verifikation af typiske kolonier.
Metoden er valideret af Microval. DMRI har afprgvet
substratet, der kun findes som feerdigfremstillede
agarplader.




Pavisning af koagula-
se positive stafylo-
kokker p& Baird Par-
ker agar tilsat kanin-
plasma fibrinogen

Baird Parker agar med
RPF (Rabbit Plasma
Fibrinogen) supple-
ment, Oxoid

Baird Parker agar med RPF supplement til pavisning
af koagulase positive stafylokokker fra fadevarer di-

rekte pa agarpladen. Kreever gram- og katalasetest

som verifikation. Metoden fglger NMKL nr. 66, 5. ud-
gave 2009. DMRI har afprgvet metoden.

Pavisning af Norovi-
rus med real-time RT-
PCR

MMB Norovirus, Biotest

Kit til real-time RT (Reverse Transcriptase) PCR pa-
visning af Norovirus genogruppe | og Il i fgdevarer.
Disse genogrupper er de dominerende ved udbrud.
Metoden er ikke afprgvet af DMRI.

Pavisning af methicil-
lin resistente Staphy-
lococcus aureus
(MRSA) med real-
time PCR

SureFood® BAC Sure
MRSA PLUS V, Con-
gen

Kit til real-time PCR pavisning af MRSA. DMRI har af-
prgvet metoden pa fersk kad podet med renkultur af
MRSA. Der er anvendt to-trins opformering inden pa-
visning.

Pavisning af methicil-
lin resistente Staphy-
lococcus aureus
(MRSA) med kromo-
gen selektiv agar

Brilliance™ MRSA
agar, Oxoid

Feerdigstabte kromogene selektive agarplader til pa-
visning af MRSA. DMRI har afprgvet metoden pa
fersk kad podet med renkultur af MRSA. Der er an-
vendt to-trins opformering inden pavisning.
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