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Mikrobiologisk beredskab og laboratoriefaciliteter

Sammendrag

I projektet Mikrobiologisk beredskab og laboratoriefaciliteter sikres virk-
somhederne adgang til den nyeste viden inden for mikrobiologiske ana-
lysemetoder til dokumentation af holdbarhed og fgdevaresikkerhed af
fersk kgd og kgdprodukter samt til hygiejnekontrol af produktionsfacili-
teter.

Overvagningen af markedet for nye, hurtige og cost effektive analyse-
metoder har i 2014 medfgrt, at 5 metoder er fundet sa relevante, at de
er afprgvet i praksis.

Den isotermiske PCR metode til Salmonella fungerer fint, ndr der sam-
menlignes med ISO Salmonella metoden, men den er for langsom i for-
hold til Salmonella 12 timer.

Et nyudviklet PCR instrument er afprgvet til Salmonella 12 metoden.
Det kan reducere analysetiden med over 2 timer.

En automatisk MPN metode kan analysere alle typer af traditionelle
kvantitative kimtalsundersggelser pd 24 timer.

Der er afprgvet et nyt ATP udstyr, som ogsa kan male en raekke andre
parametre.

Mulighederne i fuldgenom sekventering er undersggt og et udstyr er
efterfglgende kgbt med stgtte fra Norma og Frode S Jacobsens fond.

En reekke netvaerksmgder er gennemfgrt for opdatering pa de nyeste
metoder og standarden.
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Indledning

Formalet med projektet er at sikre svinesektoren nem og hurtig
adgang til nyeste viden om mikrobiologiske udfordringer og
analysemetoder. At fglge udviklingen inden for mikrobiologiske
problemstillinger og analysemetoder giver svinesektoren bedre
mulighed for at bevare den danske kg@dindustris forspring i for-
hold til konkurrenterne og imgdekomme kundekrav og myndig-
hedskrav. Viden og overblik over de nyeste mikrobiologiske
analysemetoder ggr det muligt at veelge den bedste og mest
omkostningseffektive Igsning. Samtidig sikres viden om de
bedst egnede metoder til brug for DMRI’s udviklingsprojekter.

Baggrunden for projektet er at nye mikrobiologiske analyseme-
toder ofte er billigere, mere effektive og tidsbesparende, bade
hvad angar samlet analysetid og tidsforbrug til h&ndtering. Den
seneste tids alvorlige eksempler pa fgdevaresmitte fx det sti-
gende antal personer smittet med Campylobacter i Danmark,
verotoxinproducerende E. coli i Tyskland og fadevareforfalsk-
ning med brug af andre dyrearter viser, at der forsat er stort
behov for nye og hurtigere analysemetoder til dokumentation
af kvaliteten og sikkerheden af fgdevarer. Hurtig smittesporing
ved fund af patogene mikroorganismer er ogsa vigtig og kan
foretages med DMRI'’s beredskab af PCR-metoder. Laboratoriet
er akkrediteret til en raekke mikrobiologiske analysemetoder,
hvilket sikrer analyseresultaternes kvalitet og laboratoriets
uvildighed.

Afprgvning og vurdering af nye mikrobiologiske analy-
semetoder

Nyheder inden for mikrobiologiske analysemetoder overvdges
systematisk ved kontakt til leverandgrer og netvaerk samt
abonnement pa relevante nyhedsmedier og hjemmesider. Fgl-
gende metoder er afprgvet og vurderet:



Isotermisk PCR metode
til Salmonella

StepOne Plus til hurtig
real time PCR af Sal-
monella

TEMPO automatisk MPN
metode

Hurtigmetode til hygi-
ejneundersogelser

DMRI har deltaget i ringtest med afprgvning og validering af en
isotermisk PCR metode til pdvisning af Salmonella, Loop Media-
ted Amplification (LAMP). Metoden blev afprgvet parallelt med
Salmonella jf. ISO 6579:2002. Den isotermiske PCR del blev
udfgrt pa Stratagene MX3005 real time PCR ved konstant tem-
peratur og tager kun 60 min. Til sammenligning tager PCR de-
len af Salmonella 12 metoden 3 timer. Opformering til den iso-
termiske PCR foregdr ikke i BPW, som Salmonella 12 og tager
24 timer mod 10-12 timer for Salmonella 12. LAMP metoden
fungerede fint sammenlignet med ISO Salmonella, men hvis
metoden skal veaere et hurtigere alternativ til den nuvaerende
Salmonella 12, vil det kraeve dokumentation med den kortere
opformering og fornyet NordVal godkendelse.

Real time PCR instrumentet StepOne Plus fra Applied Biosy-
stems er afprgvet til Salmonella 12 metoden og kan gennemfg-
re selve real time PCR kgrslen p& 40 min. mod normalt 3 timer
for traditionelle real time PCR maskiner, som Stratagene
MX3005. Metoden optimeres i et andet projekt, "Ultrahurtig
metode til pavisning af Salmonella pd 2 timer (ULTRASAL)".

I forbindelse med arbejdet i MIKRONET, er der opndet en opda-
tering pd hurtigmetoden TEMPO fra BioMerieux. Metoden er
baseret p& automatisk MPN, Most Probable Number teknikken
og kan benyttes til alle typer af kvantitative kimtalsundersggel-
ser. Analysetiden er 24 timer i stedet for 3-5 dage for de tradi-
tionelle analyser. Ud over den kortere analysetid er handterin-
gen i laboratoriet vaesentlig mindre end ved de traditionelle
analyser.

Der er foretaget en opdatering p& hurtigmetoder til hygiejne-
undersggelser. Metoderne er baseret p& ATP bioluminescence.
Med det nye Lightning MVP ICON System fra BioControl er det
muligt ogsd at méle en raekke andre parametre som pH, tem-
peratur, ledningsevne og koncentration, som er ngdvendige i
HACCP sammenhang. Det medfglgende software kan holde
styr pa alle dataene og gjeblikkelig give svar pa, om krav til de
indlagte procedurer er overholdt, eller om test eller renggring
skal gentages.



Fuldgenom sekvente-
ring

NordVal godkendelse af
Salmonella 12 metoden

MIKRONET netveerk om

mikrobiologiske hur-
tigmetoder

NMKL arbejdsgruppe

Udstyr til fuldgenom sekventering p@ markedet er undersggt.
Der er udarbejdet ansggning til Norma og Frode S. Jacobsens
Fond om udstyr til fuldgenom sekventering, MiSeq WGS fra
Illumina. Fuldgenom sekventering forventes at blive mere ud-
bredt til pavisning af patogene bakterier generelt, og bgr an-
skaffes, hvis DMRI fremadrettet skal beherske de moderne
DNA-metoder.

Mikrobiologisk metodeberedskab, netvaerk og konferen-
cer

NordVal godkendelsen af Salmonella 12 real time PCR metoden
er fornyet og geelder til 1. november 2016.

Netvaerket for brugere af mikrobiologiske hurtigmetoder, opna-
ede stgtte af GUDP og startede i slutningen af 2013. I netveer-
ket deltager repreesentanter fra kgd-, mejeri- og fiskeindustri-
en. Der er afholdt MIKRONET netvaerksmgder hos Arla Foods,
DMRI og Danish Crown, hvor netvaerket blev opdateret pa fgl-
gende hurtigmetoder:
e Kvantificering af kimtal - MOCON Greenlight
e Real time PCR til pdvisning af Listeria monocytogenes
fra Biorad og fra Thermo Scientific
e Automatisk kvantificering af kimtal — BioMerieux TEMPO
e Real time PCR til pdvisning af Listeria, Salmonella og pa-
togene E. coli - Pall GeneDisc
e MDS, Molecular Detection System fra 3M, isotermisk
PCR til pavisning af Salmonella, Listeria og patogene E.
coli

Der deltages Igbende i NMKL mgder, hvor det besluttes, hvilke
nye NMKL metoder, der skal udarbejdes, og hvilke af de eksi-
sterende metoder, der skal revideres. Der er generelt stor fo-
kus pa hurtigere mikrobiologiske analysemetoder. NMKL’s PCR
metode til patogene Yersinia er derfor revideret. Den er enklere
og hurtigere end den tidligere NMKL PCR metode. Der skal nu
kun udfgres en PCR analyse efter 24 timers opformering. Meto-
den er mere effektiv sammenlignet med den traditionelle dyrk-
ningsmetode til pavisning af Yersinia enterocolitica. Arsmgdet
blev holdt i Island i august, hvor problematikken med resisten-
te bakterier havde stor fokus.



DANAK akkreditering
og 8rsmade

EUROLAB

Studietur til FVST mi-
krobiologiske laborato-
rium Ringsted

Laboratoriets DANAK akkreditering er opretholdt. Der er delta-
get i DANAK's arlige akkrediteringsdag i juni, hvor DANAK ori-
enterede om generelle nye tiltag inden for akkrediteringsomra-
det. DANAK er fortsat ved at udarbejde en ny retningslinje, AB
13 for beregning og angivelse af usikkerhed pa@ mikrobiologiske
analyseresultater. ISO 17025 med generelle krav til prgvnings-
laboratorier star for at blive opdateret. Laboratoriets akkredite-
rede analysemetoder er Igbende vedligeholdt og er udvidet med
Salmonella jf. ISO 6579. Foruden de akkrediterede analyseme-
toder har laboratoriet ogsa et beredskab af specialanalyser,
som ikke er akkrediterede. DMRI'’s kvalitetsstyringssystem er
overfgrt til Teknologisk Instituts feelles elektroniske akkredite-
ringssystem QA-web.

Der er deltaget i mgder i EUROLAB om revidering af ISO 17025
og den forventes faerdig om to &r. EUROLAB har overtaget ar-
bejdet med at udarbejde en ny guideline for DANAK om valide-
ring af metoder, tidligere RL 1.

For at sikre effektiv laboratoriedrift, er der gennemfgrt studie-
tur til Fgdevarestyrelsens mikrobiologiske laboratorium i Ring-
sted. Her blev udvekslet erfaringer og nye ideer til effektivise-
ring af prevehandtering, forskellige autoklavetyper, LIMS soft-
ware LabVantage, stgjdeempning af stomachere, billigere bort-
skaffelse af patogent affald og hensigtsmaessig adskillelse af
arbejdsopgaver for at forebygge krydskontaminering.



