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Sammendrag

| projektet "Nye mikrobiologiske metoder” sikres virksomhederne adgang til den ny-
este viden inden for mikrobiologiske analysemetoder til dokumentation af holdbar-
hed og fadevaresikkerhed af fersk kad og kadprodukter samt til hygiejnekontrol af

produktionsfaciliteter.

Overvagningen af markedet for nye, hurtige og omkostningseffektive metoder har i
2019 medfart, at 3 PCR-metoder samt 4 DNA ekstraktionsmetoder blev afpravet.

To PCR-baserede metoder fra hhv. SwissDeCode og ProComCure til pavisning af L.
monocytogenes i fersk kad blev testet, men ingen af metoderne er for nuvaerende
sensitive eller robuste nok i forhold til de opstillede kravspecifikationer.

En kvantitativ gPCR-metode fra Takara til kvantificering af totalkim, som supplement
til dyrkningsmetoderne, blev afprgvet i praver med kendt antal bakterier. Men kittet
var uspecifikt, ikke-robust og overestimerede antallet af bakterier i de testede pre-
ver.

Der blev testet fire DNA-ekstraktionskits fra hhv. Qiagen, Invitrogen, Zymo og MN til
forbedring af mikrobiomanalyser (bakterieidentifikation og -sammensatning) og
kvantitative qPCR-metoder pa fedevarematricer, der har et hgjt indhold af PCR-inhi-
bitorer fra fx blod. Zymo-kittet var iszer velegnet til gPCR, mens kittet fra Invitrogen
var velegnet til mikrobiomanalyser.

| 2019 er der udviklet standardiserede computerprotokoller til mikrobiomdataana-
lyse pa sekventeringsdata fra bade Illumina og Oxford Nanopore instrumenterne.
Hertil er der ogsa blevet udviklet en venlig brugerflade til mikrobiomdataanalyse.

Der er deltaget i en raekke magder og konferencer, NMKL-stormgde, ISOPOL-konfe-
rence samt AOAC-symposion, hvor der blev hjemtaget viden om nye detektionsme-
toder til iseer Listeria. Feelles for flere af arrangementerne var den stigende interesse
for brugen af DNA-sekventering i faedevareindustrien og den manglende validering
og standardisering af DNA-sekventerings-baserede metoder og udstyr.
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Baggrund

Side 2

Indledning

Formalet med projektet "Nye mikrobiologiske metoder” er at sikre slagterierne og
foraedlingsvirksomhederne i grisekgdsbranchen adgang til og et overblik over den
nyeste viden om mikrobiologiske problemstillinger og analysemetoder.

Malet er, at viden om og overblik over de nyeste mikrobiologiske analysemetoder
gor det muligt at vaelge de bedste og mest omkostningseffektive lgsninger og vaere
pa forkant med kunde- og myndighedskrav. Derved sikres den danske kadindustris
mulighed for at bevare sit forspring i forhold til konkurrenterne. Nye relevante ana-
lysemetoder afprgves for at give bedst mulig sparring til svinesektoren og for at
sikre de bedst egnede metoder til brug i projektarbejdet i DMRI's udviklingsprojek-
ter.

Baggrunden for projektet er, at nye mikrobiologiske analysemetoder ofte er billi-
gere, mere effektive og tidsbesparende, bade hvad angar samlet analysetid og tids-
forbrug til handtering. Et hurtigere analysesvar kan give mulighed for at agere inden
videredisponering eller afsendelse af produktet og dermed forhindre tilbagekald.
Der kommer hele tiden nye produkter pa markedet, og malet i neerveerende projekt
er at overvage markedet, teste udvalgte produkter og videregive opnaet viden til
den danske kadindustri. Det er ligeledes maélet at fglge udviklingen inden for syg-
domsfremkaldende bakterier bl.a. via konferencer og litteraturen.

Afprevning og vurdering af nye mikrobiologiske metoder

Nyheder indenfor mikrobiologiske analysemetoder overvages systematisk bl.a. ved
direkte kontakt til leverandgrer, gennem netvaerk og hjemmesider samt abonne-
ment pa relevante nyhedsmedier. Fglgende metoder er afprevet og vurderet.

Test af DNA oprensningskits til forbedring af 16S sekventering samt til kvanti-
tative gPCR-metoder

Der arbejdes med at forbedre og teste nye kvantitative gPCR-metoder, bl.a. efter-
sparges hurtigmetoder til kvantificering af totalkim. Kvantitativ qPCR pa 16S genet
ses brugt til kvantificering af totalkim. Men da 16S genet kan findes i mange kopier
pr. celle, kan der derved skabes en kvantificeringsbias, altsa en overestimering. Der
blev testet et gPCR kit til kvantificering af totalkim fra Takara, der er baseret pa
kvantificering af tuf-genet (som kun findes i én kopi pr. celle).

Der blev ogsa arbejdet pa forbedring af DNA-oprensning fra kedmatricer, som kan
indeholde stoffer fra fx blod, der kan forringe eller ligefrem inhibere PCR-reaktio-
ner. Dette kan have effekt pa kvantitative gPCR-metoder, savel PCR-steps som 16S
mikrobiomanalyser. Der er blevet testet DNA-oprensningskits, som er optimeret i
forhold til at ekstrahere mindre PCR-inhiberende stoffer fra praver med hgijt ind-
hold af PCR-inhibitorer samt forbedret evne til at ekstrahere DNA til 16S mikrobio-
manalyser.

Fire forskellige DNA oprensningskits blev sammenlignet: MN Soil kit, Zymo mini, In-
vitrogen Purelink Microbiome og Qiagen Blood and Tissue.
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De fire kits blev testet ved at:

e sammenligne maengden og kvaliteten af ekstraheret bakterie-DNA fra kgdsaft
med et kendt antal tilsat Clostridium-sporer. Sammenligningen blev udfert ved
test af detektionssensitivitet og robusthed med nyt Takara kvantificerings qPCR-
kit til totalkim samt med DMRI's Clostridium gqPCR-test.

e sammenligne kittenes preecision til at ekstrahere korrekte andele DNA-mang-
der fra Zymo Mock community (mikrobiom referenceprgve med kendte maeng-
der af forskellige bakterier). Sammenligningen blev gennemfart ved 16S mikro-
biom sekventering pa det ekstraherede DNA.

Test af oprens- | test af oprensningskits pa kadsaft med kendt antal tilsat Clostridium-sporer blev
ningskits pd der overordnet ekstraheret stgrst mangde DNA med Zymo-kittet.

Clostridium

qPCR af 4 Clo-  Ved test med DMRI's gPCR-metode til kvantificering af Clostridium-sporer viste
stridiesporer i Zymo kittet hgjere sensitivitet og robusthed sammenlignet med de tre andre kits og
kadsaft kunne detektere og kvantificere Clostridium-sporer ned til 10% log CFU/ml. Dette for-

bedrer mulighederne for at kunne detektere sporer i fadevarer, da sporerne kan
veere saerdeles sveere at dyrke pa agarplader.

Test af oprens-  Bakterie-DNA ekstraheret fra kadsaft med de fire oprensningskits blev testet pa Ta-

ningskits pd Ta-  kara qPCR kit til kvantificering af totalkim. gPCR-resultaterne for alle fire kits gav

kara tuf-gen imidlertid en indikation af, at der var sket en uspecifik binding (binding af primers til

qPCR til mole-  andet end det gnskede tuf-gen), hvilket farte til ukorrekt overkvantificering, der ikke

kylcer totalkim  stemte overens med det kendte antal Clostridium-sporer, der var tilsat kedsaftpre-

kvantificering verne eller med kittets standardkurve. Takarakittet er baseret pa kvantificering af
tuf-genet, som kun findes i én kopi pr. celle. Tuf-genet er ikke unikt for bakterier,
men findes i nogle forskellige varianter i andre celletyper, heriblandt gaer, svampe
og eukaryote celler (fx grisevaev, plantevay, blod, mitochondria etc.). Det er meget
sandsynligt, at der er sket kvantificering af disse ogsa.

| litteraturen kan der findes eksempler pa, at Takarakittet har vaeret anvendt med
succes. Vi har dog vurderet efter test pa DMRI, at kittet ikke er specifikt eller robust
nok til oprensning af bakterie-DNA fra kedmatricer.

Test af oprens-  DNA fra Zymo mikrobiom referenceprave blev oprenset med alle fire kits til mikro-
ningskits pd biom sammenligning med 16S sekventering pa lllumina.

Zymo-referen-  Mikrobiomresultaterne viste, at producentens oplyste fordeling af bakterier i refe-

ceprove til 165 renceproven stemte bedst overens med analyse gennemfart med Invitrogen kittet.
mikrobiom se-  Ved brug af Invitrogen kittet blev der sdledes opndet det mest preaecise estimat for

kventering referenceprgvens indhold af bakterier.

Test af hurtigmetoder fra SwissDeCode og ProComCure til pavisning af L. mo-
nocytogenes samt Salmonella sp.

To nye molekyleere pavisningsmetoder til L. monocytogenes fra ProComCure og
SwissDeCode blevet testet. Metoderne bygger pa moderne PCR-metoder med hgj
specificitet til hurtigere pavisning af L. monocytogenes og Salmonella.
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ProComCure

SwissDeCode
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ProComCures PhoenixDx® L. monocytogenes kit er baseret pa 24 timers prgveop-
formering efterfulgt af DNA-ekstraktion og kvantitativ gPCR. Med dette kit var det
muligt at detektere ca. 2,5 log CFU/ml i hakket grisekad og brystflaesk podet med L.
monocytogenes. Der blev foretaget en reekke forsgg med reduktion af opformerings-
tiden inden analyse for at reducere den samlede analysetid, men herved blev ro-
bustheden reduceret. Med 24 timers opformering vil man indenfor 26 timer kunne
have svar pa, om der er fraveer af L. monocytogenes i en preve pa 25 g, da DNA-eks-
traktion og PCR kan foretages pa mindre end 2 timer. Samlet set blev kittet dog ikke
vurderet robust nok til industriel brug, da der var flere tilfeelde af falsk negative re-
sultater.

SwissDeCodes kits (DNA-foil) til detektion af hhv. Salmonella og Listeria bygger pa
isoterm PCR, som helt praktisk kan laves i en kop varm vand med visualisering af
prgveresultatet pa en simpel papirstrip, en slags graviditetstest. Kittene er designet
til, at alle trin i prgveanalysen, der i alt tager ca. 1 time, kan foregd uden brug af la-
boratoriefaciliteter.

| de gennemfarte test for detektion af L. monocytogenes var det ikke muligt at detek-
tere under 4,5 log CFU/ml fra brystflaesk podet med L. monocytogenes.

Tilsvarende test blev udfert med Sa/monella. Salmonella kunne detekteres ned til 2
log CFU/ml, men robustheden var ikke tilfredsstillende. Samlet set blev de to kits
vurderet til ikke at vaere robuste nok til industriel brug, da der var flere tilfzelde af
falsk negative resultater.

Review om analysemetoder til samtidig analyse for flere uenskede stoffer og
organismer i samme prove

Der er udarbejdet en perspektiverende rapport om analysemetoder til detektion af
flere ugnskede stoffer eller organismer i samme prave. Fokus har veeret pa analyse
af flere organismer pa samme tid. Der blev taget udgangspunkt i immunoassays,
kemiske "elektroniske naeser”, PCR-baserede metoder og sekventering. Samlet set
det vurderet, at traditionelle immunoassays og DNA-PCR-metoder er gode metoder
(blandt de metoder, der er tilgeengelige i dag) til detektion af flere organismer og
evt. stoffer pa én gang.

Immunoassays er baseret pa binding af specifikke antistoffer til specifikke target an-
tigener. Target antigenerne er ofte stgrre molekyler, heriblandt peptider, proteiner
og polysaccharider, som kan veere sygdomsrelaterede molekyler sdsom toksiner,
antibiotikarester, samt overfladeproteiner og polysaccharider fra specifikke organis-
mer.

Antistoffers evne til at diskriminere mellem subtyper er bl.a. meget effektiv indenfor
flere velkendte patogener fx Salmonella og E. coli. ELISA-metoden har vaeret brugt i
artier, og der findes mange kommercielle produkter og kits til detektion af mange
forskellige organismer og metabolitter. Der er inden for de sidste par ar blevet ud-
viklet ELISA-metoder, der kan multiplexes. Der findes flere kommercielt tilgeengelige
multiplex ELISA-kits fra bl.a. RayBiotech Life (https://www.raybiotech.com/quan-
tibody-multiplex-elisa-array/) og ELISA-Genie (https://www.elisagenie.com/multiplex-
elisa). Disse kits er dog primaert malrettet kraeft og stofskiftesygdomme, og der er
endnu ingen kits, der er malrettet til bakterier eller bakteriemetabolitter.
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Den umiddelbart mest potentielle teknologi pa nuveerende tidspunkt er moderne
RNA-PCR-metoder, der ikke kraever reverse transskribering (RNA, der omdannes til
DNA). RNA-PCR er mere sensitiv og vil kunne udfares hurtigere og med faerre falsk
positive resultater (fra dgde og inaktiverede celler) end traditionel DNA-PCR. Meto-
den er meget lig traditionel DNA-PCR, som er velkendt for industrien. DNA-PCR kan
multiplekses, sa flere organismer eller metabolitter kan detekteres pa én gang. Der
findes ikke kommercielle kits, men der kan tages udgangspunkt i gen-targets fra al-
lerede eksisterende DNA-PCR protokoller, der vil lette den videre udvikling og vali-
dering.

DNA sekventeringsteknologier fra Oxford Nanopore og nye computeranalysesoft-
ware er med til at gore sekventering meget mere tilgaengeligt. Amplikonsekvente-
ring som 16S eller 18S kan identificere mange bakterier eller svampe pa én gang.
Der er stadig ikke nogen kommercielle lgsninger, der er helt klar. Tilsvarende har
Oxford Nanopore-teknologien ogsa gjort dybdegdende metagenomsekventering
mere tilgeengelig. Metagenomsekventering er sekventering af alt DNA i en prgve og
kan identificere bade bakterier, geer, parasitter og genpulje pa en og samme gang,
men analysen er stadig tung og forholdsvis dyr.

Kemiske analyser som gaskromatografi og vaeskekromatografi, der kan fungere
som "elektroniske naeser”, er ved at blive sa avancerede, at de kan male flere stoffer
og biomarkarer for organismer simultant. Metoderne er specifikke og sensitive, og
der arbejdes for at udvikle udstyr, der kan handtere komplekse pravematricer som
fodevarer, animalsk vaev og blod.

Videreudvikling, optimering og standardisering af computerprotokoller til
mikrobiomanalyser

Hlumina pipe- lllumina 16S mikrobiomanalyser bruges til at identificere den relative bakterielle

lines sammensatning i en pregve. Computeranalyse af data har ikke vaeret standardiseret
tidligere. Der er blevet arbejdet pd at fa strgmlinet og standardiseret analysemeto-
dens computerprotokoller, sdledes at de optimale softwarelgsninger bliver brugt til
16S mikrobiomanalyse. Der er blevet udviklet en komplet software pipeline fra se-
kventeringsoutputtet, produceret af programmet BION, til den feerdige rapport i
programmet R, der inkluderer tabeller og lister over de tilstedevaerende bakterier.
Som del af SAF-projektet "Processtyring for konstant holdbarhed” er der udarbejdet
udfarlige protokoller samt videovejledninger, der gennemgar alle trin i dataproces-
sen, samt en separat rapport, der gennemgar de forskellige trin i protokollen og
mikrobiomanalysen.
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Transportbaand
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Eksempel pa tabel, der beskriver bakteriesammensatningen/mikrobiom pa overfladen af
produktionsudstyr.

Med udgangspunkt i SAF-projektet Undgd pustning af kedprodukter og sammensatte
produkter blev pustede palaegspakker undersggt for tilstedeveerelsen af fordaer-
vende gaer. Gaer blev identificeret ved brug af kombineret 18S-ITS sekventerings-
analyse. 18S-ITS-data behandles i programmet USEARCH, der producerer tabeller
og lister, der beskriver, hvilke gaer der er til stede i prgven. Til denne undersggelse
blev 18S-ITS mikrobiom-analyseprotokollen ligeledes standardiseret.

Oxford Nanopore Minion sekventeringsudstyr er testet til 16S mikrobiom sekvente-
ring af en bred vifte af bakterier, saerligt de holdbarhedsforringende bakterier. Mi-
nion-sekventering blev brugt til identifikation af holdbarhedsforringende bakterier
og identifikation af mikrobiomsammensaetning i fgdevarer og produktionsudstyr.
Med Oxford Nanopores eget MinKnow software kan der pa mindre end 2 timer
produceres sekvensdata, der kan give et groft overblik over, hvilke organismer der
kan identificeres i en miljg- eller fadevareprave. MinKnow software kan ikke lave be-
skrivende analyser af mikrobiomsammensztningen, hertil har DMRI udviklet bru-
gervenligt IT-vaerktgjer til mikrobiomanalyser.

Minion-sekventering har en hgjere fejlrate i sekventeringen (2-13%) sammenlignet
med lllumina-sekventering (ca. 0,1%). Pa nuvaerende tidspunkt vurderes det, at se-
kventeringsresultaterne pa artsniveau kan benyttes som pejlemeaerke for, hvilke bak-
teriearter der findes i en praove.

Forberedelsen af DNA til Minion-sekventering er overordnet mere simpel end til II-
lumina, men kraever fortsat optimering af sekventeringsopsaetningen i laboratoriet.
Minion er bl.a. blevet brugt i projektet "Fedevarekvalitet og convenience - value for
money”, der er en resultatkontrakt, der er finansieret af Styrelsen for Institutioner
og Uddannelsesstette under Uddannelses- og Forskningsministeriet.
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EFSA-rapport
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Overvagning af fedevarebarne patogener (og analysemetoder) via litteratur,
netvaerk og konferencer

Hvert dr udgiver EFSA & ECDC en zoonose rapport (The European Union One
Health 2018 Zoonoses Report, 2019), der indeholder resultater fra det foregdende
ars overvagning af forskellige zoonoser. | overvagningen deltager 36 lande, 28
lande fra EU og 8 ikke-medlemslande. Opggrelsen viste falgende top fem patoge-
ner, der havde forarsaget sygdomsudbrud i 2018 (i alt 5.146 vand- og fadevare-
barne udbrud):

Campylobacter (antal udbrud stabilt siden 2014)

Salmonella (antal udbrud stabilt siden 2014)

Escherichia coli (Shiga-toksinproducerende) (antal udbrud stigende fra 2014)
Yersinia (antal udbrud stabilt siden 2014)

Listeria (antal udbrud er stigende)

Ui wh =

AOAC Europe - NMKL - NordVal International symposium - International sym-
posium in Norway in June 2019: Speeding towards -omics ... - Oslo, Norway
Der blev deltaget i AOAC' symposion i Oslo, hvor fokus var pd moderne molekylaere
detektionsmetoder til brug i fadevarer. | de seneste ar er der sket en stor udvikling
pa omradet, og metoderne er blevet billigere og mere tilgeengelige, inklusiv hand-
holdte devices, der endda er tilgaengelige for alm. forbrugere.

Der var praesentationer af en reekke automatiserede "handholdte” maskiner fra bl.a.
ADRIA og DTU, der begge byggede pa zldre PCR-teknologi, til pavisning af isaer L.
monocytogenes, Campylobacter og Salmonella.

Neogen har udviklet det AOAC-certificerede ANSR Listeria Right Now kit, der detekte-
rer Listeria sp. RNA med NEAR-PCR-teknologi inden for 60 minutter med en detekti-
onsgraense pa 4 cfu/svaber uden forudgdende opformering. Metoden virker meget
attraktiv til trods for, at den "kun” kan detektere pa slaegtsniveau. Men med meto-
den vil fraveer af enhver Listeria-sleegt, inklusive L. monocytogenes, altsa kunne pavi-
ses.

Metagenomics-sekventering er sekventering af alt DNA i en prgve. Metagenomics
er blevet et staerkt veerktgj ikke bare til at beskrive mikrobiom sammensaetninger |
fedevarer og produktionsmiljger, men ogsa til detektion af specifikke sub-species
og udbredelsen af specifikke gener, fx antibiotikaresistens eller virulensgener. Me-
tagenomics-sekventering er stadig omkostningstungt og ikke just tilgaengeligt for in-
dustrien endnu, men forskerne har en klar malsaetning om, at metagenomics i
fremtiden skal blive et tilgeengeligt vaerktgj til optimering af fedevareprocesser og

fgdevaresikkerhed.

Der blev under symposiet diskuteret mangel pa fastsaettelse af retningslinjer til vali-
dering af bade DNA-sekventeringsbaserede metoder og traditionelle gPCR-base-
rede metoder. Det er fortsat primaert pa det medicinske/genetiske omrade, at der
bliver godkendt validerede sekventeringsmetoder.

DMRI havde en praesentation med om brugen af 16S rRNA gensekventering som
del af proceskontrol i kedindustrien.

Abstract
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NMKL arsmede nr. 73 - Reykjavik, Island

Der deltages lgbende i NMKL-stormgder. DMRI deltager med en repraesentant i
den mikrobiologiske komité. Der diskuteres og besluttes, hvilke NMKL-metoder der
skal revideres, og hvilke nye metoder der skal udarbejdes. Til stormgdet var der ge-
nerelt stort fokus pa mikrobiologiske pavisningsmetoder til Yersinia, Shigella og E.
coli 0157.

ISOPOL 2019 International Symposium on Problems of Listeria and Listeriosis
- Toronto, Canada

Der blev deltaget i ISOPOL-konferencen. Helgenomsekventering (WGS)-metoder var
et populeert emne. WGS-teknologi er blevet mere tilgeengeligt og meget billigere
end tidligere. Dette har medfart, at WGS hyppigere bliver brugt til sporing af smitte-
kilder under udbrud af fx listeriose samt til karakterisering af Listeria, men ogsa til
identifikation af kontamineringsveje i fedevareproduktioner.

Der var praesentation af nye metoder og teknologier til hurtigere detektion af Liste-
ria. En del af disse var baseret pa moderne varianter af PCR, heriblandt gPCR-me-
tode til detektion af inaktiverede L. monocytogenes (DTU FOOD). Der var 0gsa prae-
sentation af alternative metoder med syntetiske bakteriofager, altsa ufarlige vira,
med hgj specificitet. Heriblandt kommercielt tilgaengelig bakteriofagbaseret detekti-
onsmetode fra ROKA, "Sample6 De-tect/L", der kan detektere 3-4 cfu i miljgpraver
pa 7 timer. Metoden er AOAC-certificeret, og prisen er 16 US$ pr. prgve. Nanuluc
luminescens praesenterede bakteriofag-biosensorer, der kan detektere 1 celle, som
dog stadig ikke er kommercielt tilgeengeligt endnu.

DMRI havde to posters med til konferencen. Den ene poster handlede om dekonta-
minering af Listeria monocytogenes pa fersk grisekad ved brug af bakteriofager. Den

anden havde fokus pa udfordringerne ved brug af moderne molekyleere metoder til
detektion af Listeria i fgdevarer, nar der gnskes en samlet svartid pa mindre end 12

timer fra provetag til analyseresultatet foreligger.

Poster 1
Poster 2
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