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Sammendrag

I projektet "Nye mikrobiologiske metoder” sikres virksomhederne ad-
gang til den nyeste viden inden for mikrobiologiske analysemetoder til
dokumentation af holdbarhed og f@devaresikkerhed af fersk kgd og
kgdprodukter samt til hygiejnekontrol af produktionsfaciliteter.

Overvagningen af markedet for nye, hurtige og omkostningseffektive
metoder har i 2018 medfgrt, at fire metoder er indkart, afpragvet eller
opdateret.

Der har i 2018 veeret fokuseret pa at forbedre og effektivisere metoder
til sekventeringspipelinen. For fremadrettet at vaere opdateret og kvali-
tetssikret p@ de moderne og hurtige DNA-teknikker er automatisk DNA-
oprensning ved robot, generering af DNA-biblioteker og kvantificering
af DNA-koncentrationen i det adapterligerede bibliotek blevet afprgvet i
2018.

En metode til pdvisning og kvantificering af hepatitis E virus i gylle, le-
ver og kgd er blevet afprgvet og indkegrt. Ydermere er der set pa meto-
der til DNA-ekstraktion og fuld genom sekventering af parasitter og vi-
rus.

Der er deltaget i en raekke netvaerksmgder, NMKL og EUROLAB samt
konferencerne "Rapid Methods Europe 2018” og “"Food Micro 2018".

Indledning

Formalet med projektet "Nye mikrobiologiske metoder” er at sikre virk-
somhederne i kgdindustrien nem og hurtig adgang til den nyeste viden
om mikrobiologiske problemstillinger og analysemetoder. Viden om og
overblik over de nyeste mikrobiologiske analysemetoder gar det muligt
at vaelge de bedste og mest omkostningseffektive Igsninger og vaere pa
forkant med kunde- og myndighedskrav. Derved sikres den danske
kgdindustris mulighed for at bevare sit forspring i forhold til konkurren-
terne. Nye, relevante analysemetoder afprgves for at give bedst mulig
sparring med svinesektoren og for at sikre de bedst egnede metoder til
brug i projektarbejdet i DMRI’'s udviklingsprojekter med ka@dindustrien.



Baggrund

Automatisk
DNA-oprens-
ning

Baggrunden for projektet er, at nye mikrobiologiske analysemetoder
ofte er billigere, mere effektive og tidsbesparende, bade hvad angar
samlet analysetid og tidsforbrug til handtering. Et hurtigere analysesvar
kan give mulighed for at agere inden videredisponering eller afsendelse
af produktet og dermed forhindre tilbagekald. Udviklingen inden for
sygdomsfremkaldende bakterier fortsaetter, og seerlig relevant er pato-
gerne E. coli (VTEC), Listeria monocytogenes og Yersinia enterocolitica.
Der er Igbende rapporter om tilfaelde af smittede mennesker fra fgde-
varer med fx Listeria monocytogenes. Der er derfor fortsat 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 bered-
skab af DNA-metoder. Laboratoriet er endvidere akkrediteret til en
reekke mikrobiologiske standardanalysemetoder, hvilket sikrer analyse-
resultaternes kvalitet og laboratoriets uvildighed.

Afprgvning og vurdering af nye mikrobiologiske analysemetoder
Nyheder inden for mikrobiologiske analysemetoder overvages systema-
tisk ved kontakt til leverandgrer og netvaerk samt abonnement pa rele-
vante nyhedsmedier og hjemmesider.

Fglgende metoder er afprgvet og vurderet:

Der er i 2018 afprgvet to maskiner til automatisk oprensning af DNA fra
prgver.

Qiacube fra firmaet Qiagen kan automatisk oprense DNA i en prgve.
Qiacube udfgrer lysering, centrifugering og eluering af DNA i en proces,
der ikke kreever handtering af prgven undervejs. Der anvendes samme
oprensningskit som ved manuel DNA-oprensning. Qiacube kan oprense
DNA fra 12 prover ad gangen. Der blev med Qiacube opnaet en hgjere
og mere ensartet DNA-koncentration i prgverne sammenlignet med
manuel DNA-oprensning. Der kunne nds fserre prgver i Qiacube pr.
dag, da oprensningstiden var leengere end ved manuel oprensning.
Qiacube vurderes ikke pa nuveerende tidspunkt at kunne effektivisere
analysearbejdet i laboratoriet.

Fra Promega er afprgvet Maxwell til automatisk DNA-oprensning. Meto-
den er baseret pa, at DNA bindes til maskinens beads vha. antistoffer
og frigives ved andring af pH. Overordnet kunne Maxwell-maskinen
med hjzelp fra en del forbehandlingsprotokoller 8bne og ekstrahere
DNA fra alle testede prgvetyper. Mangden og kvaliteten var varieren-
de, og der var gentagne problemer med at f& maskinen til at eluere
produktet uden at f& beads med i den endelige oplgsning. Test viste, at
der generelt skulle udvikles en del separate protokoller til hver enkelt
prgve og matricetype. Det vurderes, at Maxwell ikke er en effektiv Igs-
ning, nar der skal oprenses DNA fra mange forskellige typer af matri-
cer.



Generering af
DNA-biblioteker

Kvantificering
af DNA

Sekventering af
fodevareb8rne
geerarter

P8visning af
hepatitis E vi-
rus

I forbindelse med forbedring og effektivisering af metoder til sekvente-
ringspipelinen er der afprgvet et kit, QiaSeq, fra Qiagen til enzymatisk
generering af DNA-biblioteker til sekventering som alternativ til Illu-
mina’s produkt. Kittet gav en mere ensartet fragmentering af sekven-
ser sammenlignet med Illumina’s kit. Resultat af identifikation af bakte-
rieisolater efter fuld genom sekventering ved brug af QiaSeq kit og Illu-
mina Nextera kit viste meget fa basevarianter. Det vurderes, at begge
kit vil generere sammenlignelige og ensartede DNA-biblioteker. Aktuel
pris er afggrende for valget af kitproducent.

Ligeledes fra Qiagen er afprgvet QiaQuant, som kan kvantificere DNA-
koncentrationen i det adapterligerede DNA-bibliotek. Dette skulle give
en mere ngjagtig kvantificering af DNA, der pdsaettes MiSeq og sikrer
en korrekt DNA-taethed (clusterdensitet) under sekventering sammen-
lignet med Qubit DNA-malingsmetoden, der maler koncentrationen af
total DNA. Hvis clusterdensiteten bliver enten for lav eller for hgj, kan
DNA-baserne ikke identificeres, og sekventeringsdybden forringes,
hvorved antallet af laeste DNA-baser reduceres, og identifikationen bli-
ver usikker.

QiaQuant gav en standardkurve, sa kvantificering af DNA var muligt.
Der s3s en god overensstemmelse med hovedparten af bakteriestam-
merne sammenlignet med koncentrationsm%linger pé Qubit, hvor Qi-
aQuant detekterede samme eller hgjere koncentrationer. Det vurderes,
at QiaQuant-metoden kan hjzelpe til at opnd en bedre clusterdensitet
ved sekventering og dermed en mere ngjagtig bakterieidentifikation.

Identifikation af sammensaetningen af geerarter i en prgve kan bestem-
mes ved at sekventere henholdsvis 18S, 26S eller ITS-regionen af ribo-
somet. Der er indhentet viden og erfaring om sekventering af gaerarter
med primere i 18S regionen sammen med ekstern samarbejdspartner.
Sekventeringer af udvalgte geerisolater viste, at “18S sekventering”
ikke gav den gnskede identifikation af testprgvens sammensaetning af
geerarter.

Ny litteratur foreslar ITS-regionen som en bedre kandidat til at kunne
differentiere mellem geerarter. Det er valgt at arbejde videre med "ITS-
sekventering”, hvor valgte ITS-primere er testede og kan identificere
sammensaetningen af fadevarebdrne geer pa slaegtsniveau.

Fglgende metode er afprgvet og indkgrt:
Som indledning til indkgring af detektion og kvantificering af hepatitis E

virus (HEV) er udarbejdet et litteraturnotat om forekomst og koncen-
tration af HEV-RNA i kgd og gylle/faeces.



Metode til kvantitativ bestemmelse af hepatitis E virus (HEV) bestar af
tre trin: opkoncentrering af HEV-partikler, ekstraktion af HEV-RNA og
detektion af HEV RNA ved real-time RT-gPCR. Der anvendes et kom-
mercielt kit til kvantitativ PCR-bestemmelse af HEV, og ekstraktionsme-
toden fglger ISO 15216-1:2017 Quantification of hepatitis A virus and
norovirus using real-time RT-PCR. Metoden til opkoncentrering og eks-
traktion af virus RNA er indkgrt for tre typer materialer: gylle, lever og
kad.

HEV blev detekteret i gylle- og leverprgver. I kgd- og tarmprgver kunne
HEV ikke detekteres. Fabrikanten af kittet garanterer en detektions-
graense pa 100 genom kopier pr. pl. Det var muligt at detektere en
koncentration p& 0,1 genom kopier pr. ul svarende til ca. 10 HEV ge-
nom kopier pr. ml i gylle.

Optimering af  16S sekventering bruges til at identificere den relative bakterielle sam-

resultat, pipe- mensaetning i en prove. 16S sekventering forventes pa sigt at blive ud-

line til 16S se- bredt som en bakteriel proceskontrol til at kunne detektere sammen-

kventering haenge mellem produktionshygiejne og holdbarhed af produkter. Der er
arbejdet med at anvende de optimale bioinformatikprogrammer til at
analysere 16S data samt for at kunne udarbejde hensigtsmaessige rap-
porter til de store 16S dataseaet.

Mikrobiologisk metodeberedskab, netvaerk og konferencer
DANAK-akkre-  Laboratoriets DANAK-akkreditering er opretholdt. DANAK har veeret pa
ditering audit af det akkrediterede laboratorium, og akkrediteringen er herefter
forlaenget.

Der er gennemfgrt de planlagte praestationsprgvninger med tilfredsstil-
lende resultat, og DMRI's kvalitetsstyringssystem er blevet ajourfgrt.

Foruden de akkrediterede analysemetoder har laboratoriet et bered-
skab af specialanalyser, som ikke er akkrediterede.

National og in- Der deltages lgbende i NMKL-mgder. Vi deltager med en repraesentant i

ternational vi-  den mikrobiologiske komité. I arbejdsgruppen revideres eksisterende

densudveksling metoder, og der besluttes, hvilke nye NMKL-metoder der skal udarbej-
des. Der er generelt stort fokus pa hurtigere mikrobiologiske analyse-
metoder. Her arbejdes p& at afholde seminarer om nyeste viden inden
for mikrobiologiske hurtigmetoder og sekventeringsmetoder til bestem-
melse af specifikke patogener samt florasammensatningen i fgdevarer.



Rapid Methods
Europe 2018

Food Micro
2018

Desuden deltages lgbende i EUROLAB-sammenslutningens mgde i Net-
veerket for Mikrobiologi. Der har i 2018 vaeret afholdt et mgde om for-
skellige dyrkningsmetoder for Legionella og hygiejnisk design i fadeva-
reindustrien, set bade i forhold til de generelle udfordringer og relateret
til udfordringer med Legionella dyrkningsmetoder.

Konferencen “Rapid Methods Europe 2018"” er dedikeret til hurtigmeto-
der i bl.a. fedevareanalyser. P& kongressen blev der iszer sat meget fo-
kus pa lateral flow metoder (“graviditetstests”), hvor der i de seneste
ar er blevet udviklet mange typer af lateral flow tests til at identificere
et bredt udvalg af organismer og molekyler inden for bade den kliniske
verden, fgdevareindustrien og miljgundersggelser.

Der er meget fokus pa "hurtigmetoder”, der kan laves pa stedet og
med meget kort analysetid. Der bliver udviklet mange interessante me-
toder og hdndholdte “devices”, men indtrykket fra konferencen var, at
mange af metoderne stadig ikke er 100% faerdigudviklede, samt at fa-
brikanterne ikke har de store muligheder for at “customize” deres de-
vices, sa de passer til de organismer eller molekyler, forskellige kunder
kunne gnske.

P& konferencen “Food Micro 2018” var forskning af den bakterielle flo-
rasammensatning ved 16S sekventering et hot emne og inkluderet i
mange af praesentationerne. Udfordringen er pd sigt at standardisere
NGS (Next Generation Sequencing) metoderne, sa studier kan sam-
menlignes og bias reduceres. Der er p.t. ikke publiceret nogen stan-
dardmetode til NGS.

Analysemetoden er pavirkelig af bl.a.:

e lavt celleantal og dermed et lavt DNA-indhold.

e antal PCR-cykler i proceduren, som kan forskyde den relative forde-
ling mellem bakterier, fx falder diversiteten ved gget antal PCR-cyk-
ler.

« DNA-oprensningen pavirker bakteriefordelingen. I nogle DNA-eks-
traktionsmetoder/-kit mistes fx clostridier som fglge af, at bead-
beating ikke bliver anvendt ved DNA-ekstraktion.

o Dannelse af DNA-biblioteker kan inducere bias, fx kan read-filtrering
reducere biodiversitet.

Hovedbudskabet fra konferencen var, at det er vigtigt for sammenlig-
ning af resultater at informere om fx procedurerne for DNA-ekstraktion,
PCR-cykler og read-filtrering, indtil der publiceres en standardiseret
metode.



