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Mikrobiologisk beredskab

Sammendrag

| projektet Mikrobiologisk beredskab sikres opdateret viden om mikrobiologiske analyse-
metoder. Virksomhederne far adgang til den nyeste viden og sparer derved tid til opdate-
ring. Udviklingen med nye mikrobiologiske udfordringer er fulgt inden for: Multiresistente
salmonella, MRSA, ESBL, VTEC, norovirus, hepatitis E virus og Schmallenberg virus. Labo-
ratoriets beredskab af akkrediterede mikrobiologiske analysemetoder er vedligeholdt
sammen med DNA-metoder til hurtig smittesporing. Salmonella 12 real time PCR meto-
derne med hhv. King Fisher DNA-oprensning og kogelysering er fusioneret i en metode og
godkendt af NordVal. Metoderne anvendes til stgrstedelen af kgdindustriens rutinemaes-
sige overvagning af salmonella i fersk kgd. Der er afprgvet eller vurderet 5 mikrobiologi-
ske analysemetoder; kromogent substrat til pavisning af Listeria monocytogenes, hurtig-
metode til aerobt kimtal baseret pa bakteriologisk iltforbrug, real time PCR metode til
verotoxinproducerende E. coli (VTEC), lateral flow immunoassay til pavisning af norovirus
og udstyr til isotermisk DNA amplifikation. Der er indkgrt real time PCR metode til pavis-
ning af norovirus i kgd og kgdprodukter og Schmallenberg virus i kgdsaftprgver. Der er
Igbende deltaget i NMKL arbejdsgrupper med det formal at sikre opdatering og udarbej-
delse af relevante metoder for k@dindustrien. Der er deltaget i 3 internationale konferen-
cer: Food Micro, AOAC-NMKL-NordVal Rapid Methods Symposium og COST 929.
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Indledning

| projektet sikres en opdateret viden om nyheder indenfor mikrobiologiske ana-
lysemetoder. Dette bidrager til en malrettet gennemfgrelse af udviklingsprojek-
ter og til en rationel laboratoriedrift. Virksomhederne far adgang til den nyeste

viden og sparer derved tid til opdatering.

De senere ar har vist, at der akut kan opsta problemer i relation til handtering af
fedevaresikkerhed og -kvalitet samt hygiejne, som det er hensigtsmaessigt at
kunne Igse inden for en kort tidshorisont. Kgdindustrien har behov for opdateret
og perspektiveret viden om nyheder inden for det mikrobiologiske analyseom-
rade. Der er generelt et gnske om at nedbringe omkostninger og svartider for
mikrobiologiske analyser, og myndigheders og kunders krav til dokumentation af
fedevaresikkerhed skaerpes Igbende. Hurtig smittesporing ved fund af patogene
mikroorganismer er ogsa vigtig og kan foretages med DMRI’s beredskab af mo-
derne PCR-metoder. Laboratoriet er akkrediteret til en raekke mikrobiologiske
analysemetoder, hvilket sikrer analyseresultaternes kvalitet og laboratoriets
uvildighed.

Afprgvning, vurdering og indkgring af nye mikrobiologiske analysemetoder

Nyheder indenfor mikrobiologiske analysemetoder overvages systematisk ved
kontakt til leverandgrer og abonnement pa relevante nyhedsmedier, sociale

netvaerk og hjemmesider. Fglgende metoder er vurderet, afprgvet eller indkgrt.

Kromogent agarsubstrat til pavisning af Listeria monocytogenes, ChromID L.
mono agar fra bioMérieux er afprgvet og sammenlignet med standardmetoder-
ne. Feerdigfremstillet agar blev indkgbt og afprgvet pa 10 prgver af fersk svine-
ked podet i to koncentrationer med renkulturer af Listeria spp. Metoden blev
sammenlignet med NMKL nr. 136 og ISO11290. Der var god overensstemmelse.
Der var ikke umiddelbart nogen grund til at veelge ALOA-agar fremfor ChromID

L.mono-agar eller omvendt.

System til automatisk kvantitativ bestemmelse af aerobt kimtal i fédevarer, som
alternativ til dyrkning pa agar eller film, GreenLight fra Mocon er vurderet. Sy-
stemet forhandles af Biolab A/S og er beregnet til pavisning af aerobt kimtal pa
2-8 timer afhaengig af fedevarematrice og startkimtal. En optisk sensor maler
oxygenforbrug. Systemet er udviklet til hygiejneprgver fx svaberprgver af miljg
og slagtekroppe. Systemet ser lovende ud, men findes endnu kun til aerobt kim-
tal.

Udviklingen med VTEC, efter udbruddet i Tyskland i 2011 fra spirer med VTEC
0104:H4 er fulgt, herunder analysemetoder til de aktuelle serotyper. VTEC 0104
pavises ikke med de nuvaerende USDA og ISO metoder. USDA har indfgrt nul-
tolerance i hakket kgd overfor fglgende VTEC serotyper: 026, 0103, 045, 0111,
0121 og 0145 ("the big six”) samt 0157, som er de serotyper USDA metoden
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paviser. | Europa paviser ISO/TS13136:2012 fglgende 5 VTEC serotyper: 0157,
026, 0111, 0103 og 0145. Efterfglgende er der udviklet separate metoder til
VTEC 0104. Der forventes nye europaeiske kriterier i midten af 2013. Her forven-
tes, at frg til spirer skal testes for ovennaevnte 5 VTEC serotyper plus 0104:H4.
Der findes flere real time PCR metoder pa markedet, og der kommer Igbende

nye.

En hurtigmetode Noroscreen fra Microgen Bioproducts er afprgvet til screening
af svaberprgver for norovirus fra miljg- og produktoverflader. Metoden er udvik-
let til pavisning af norovirus Genogruppe | og Genogruppe Il i human faeces fra
patienter. Fglsomheden angivet til 105-10° virus viste sig ikke at veere tilstraekke-
lig til at pavise norovirus i sa lavt niveau, som der forventes i fgdevarer eller

produktionsmiljg.

3M har lanceret nyt Molecular Detection System, MDS til isotermisk DNA ampli-
fikation ved 60 °C og pavisning med bioluminescens. Systemet er valideret med
24 timers opformering efterfulgt af 75 min. analyse. Handtering af udstyr og
prgvehandtering er meget enkel. Der findes indtil videre protokoller til salmonel-
la og E. coli 0157:H7, og flere er pa vej. Metoden blev ikke afprgvet, pga. den
lange opformeringstid, der indtil videre kraeves, men isotermisk DNA amplifika-
tion ser lovende ud, som alternativ til real time PCR, og forventes at kunne redu-

cere den samlede analysetid.

Projektet har bidraget til indkgring af EUROVITAL's real time PCR metode til
pavisning af norovirus i fersk kgd, kgdprodukter og produktionsmiljs. Metoden

kan pavise norovirus pa 4-6 timer.

Pa baggrund af fund af Schmallenberg virus i far overalt i Europa, ogsa i Dan-
mark, blev der i Igbet af meget kort tid indkgrt en real time PCR metode pa labo-
ratoriet, for at imgdekomme en akut efterspgrgsel fra den danske kgdindustri.
Der blev i alt analyseret omkring 100 prgver af kgdsaft, som alle var negative for

Schmallenberg Virus.

Mikrobiologisk metodeberedskab, netvaerk og konferencer

Salmonella 12 real time PCR metoden med de to forskellige prgveforberedelser,
er blevet fusioneret til en metode og fornyet i ét NordVal certifikat. Man kan nu
veelge simpel kogelysering eller King Fisher DNA-oprensning (NordVal certifikat
nr. 41). Godkendelsen er geldende fra den 1. november 2012 til den 1. novem-
ber 2014. Metoden er beregnet til fersk kgd og svaberprgver fra kvaeg, svin og
fijerkrae. Metoden er fortsat den billigste og enkleste pa markedet og anvendes

til mange af den danske kgdindustris salmonella analyser.

DMRI har deltaget i planlaegning af ringtest af ny Yersinia enterocolitica metode
for ISO. Selve ringtesten inkluderer 5 prgvetyper og forventes gennemfgrt i
2013-2014.
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Der deltages Igbende i NMKL mgder, hvor det besluttes, hvilke nye NMKL meto-
der, der skal udarbejdes, og hvilke af de eksisterende metoder, der skal revide-
res. Arsmgdet blev holdt i Helsinki i august. DMRI deltager i at udarbejde nye
NMKL metoder til Clostridium difficile og shigella, samt revision af metoderne til
hhv. real time PCR og dyrkning af Yersinia enterocolitica. NMKL har besluttet at
udarbejde en NMKL metode til norovirus, og her overvejes at tage udgangspunkt
i EUROVITAL metoden, som DMRI har indkgrt pa laboratoriet. Metoden er dog
midlertidigt stillet i bero, da der ikke kunne findes en referent til udarbejdelse af
NMKL-metodeforskriften.

Laboratoriets DANAK akkreditering blev fornyet fra maj. Der er deltaget i DA-
NAK'’s arlige akkrediteringsdag i juni, hvor DANAK orienterede om generelle nye
tiltag indenfor akkrediteringsomradet, bl.a. om nyt webtool, database med over-
sigt over akkrediteringer pa DANAK’s hjemmeside, om nyt feellesadministrati-
onsbidrag ens for sma og store laboratorier, om andrede tidsfrister for DANAK's
tilbagemeldinger og om fleksibelt akkrediteringsomrade, flexible scope. Fra de
deltagende mikrobiologiske laboratorier, blev der udtrykt stort gnske om vejled-
ning fra DANAK om usikkerhedsestimering for mikrobiologiske analysemetoder,
hvilket er pa programmet for naeste DANAK arsmgde i juni 2013. Laboratoriets
akkrediterede analysemetoder er Igbende vedligeholdt. Akkrediteringen af de
nuvarende metoder jf. ISO17025 er vurderet at veere daekkende indtil videre.
Foruden de akkrediterede analysemetoder har laboratoriet ogsa et beredskab af
specialanalyser, som ikke er akkrediterede. DMRI’s kvalitetsstyringssystem er

baseret pa GLP, der fglges for alle analyser.

Fplsomheden af kommercielle kit pd markedet til at artsbestemme kgds oprin-
delse, er undersggt. | 2012 er endnu ikke fastsat regler pa omradet. Der findes
savel real-time PCR metoder som ELISA metoder pa markedet. Ved kontrol af
forurening med kgd fra andre arter end angivet, kan analysemetodernes fgl-
somhed pa 1-2 % veere et problem. Ved bevidst snyd med tilsaetning af kgd fra
andre arter, er fglsomheden tilstraekkelig.

Der er deltaget i AOAC- NMKL-NordVal internationale hurtigmetode symposium
i Kgbenhavn i maj. Med 200 deltagere fra hele verden, flest fra Norden, blev nye
hurtigmetoder og validering af hurtigmetoder til mikrobiologisk fedevaresikker-
hed belyst. PCR metoder til VTEC, salmonella og artsbestemmelse af kgd var
blandt de vigtigste nyheder. DMRI holdt indlaeg om anvendelse af hurtigmetoder
i kgdindustrien i Danmark og DMRI’s udvikling af real time PCR metoder: Salmo-
nella 12 metoden, Salmonella DT104, Salmonella Dublin og norovirus.

Projektet har bidraget til deltagelse i konferencen Food Micro nr. 23, Global
Issues in Food Microbiology, der blev afholdt i Istanbul i september. Her deltog
DMRI endvidere med poster om norovirus. | konferencen deltog 800 personer
fra hele verden. Campylobacter, yersinia, salmonella, listeria og VTEC har fortsat
stor bevagenhed, som hovedarsag til fédevarebarne infektioner. Der var stor



COST 929 konference

fokus pa ikke dyrkningsbaserede metoder, fordi mange mikroorganismer i fade-
varer ofte er vanskelige at dyrke. En relativ ny teknik, DNA fuldgenom sekvente-
ring, er blevet vaesentligt billigere og anvendes derfor mere og mere til undersg-
gelse af fgdevarer, fx til kortlaegning af bakteriefloraen i forbindelse med for-
daerv.

Der er deltaget i en international virus netvaerkskonference, COST 929, i Lissabon
i oktober. Her blev isar fokuseret pa problemerne med, hvorvidt de vira, som
pavises med DNA/RNA-baserede PCR hurtigmetoder, er infektigse eller kan vaere
uskadeliggjort. Metoder til at skelne mellem infektigse og ikke-infektigse vira

forventes at blive naeste indsatsomrade indenfor virusforskningen.



