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Sammendrag
Baggrund Kadindustrien oplever myndighedskrav og kundekrav om dokumentation for en

ensartet, hgj mikrobiologisk sikkerhed og holdbarhed af kadprodukter. | dag udta-
ges mange praver til dokumentation af mikrobiologi i forbindelse med faerdigvare-
kontrol, holdbarhedsforseg og hygiejneovervagning. Der udtages praver til analyse
for specifikke bakterier samt totalkim og/eller maelkesyrebakterier - metoder, som
er baseret pa dyrkning af bakterier. Derfor far man kun svar pa om det, man leder
efter, er til stede i en prgve. Med de nye molekylzerbiologiske metoder er det muligt
at fa et langt mere nuanceret svar pa, hvilke bakterier en prgve indeholder, og det
uden at skulle dyrke bakterierne.

Formdl Formalet med projektet har vaeret at undersage, om 16S rRNA gensekventering
med efterfglgende dataanalyse er et egnet vaerktgj til at beskrive og kortleegge,
hvilke bakterier der findes i produktionsmiljg, rdvarer og feerdigpakkede foraedlede
kadprodukter, samt identificere hvordan molekylaerbiologiske metoder kan blive et
procesveerktgj, som fgdevarevirksomheder kan anvende til proceskontrol og
troubleshooting.

Konklusion Den optimerede "16S-analysemetode” med DNA-oprensning, amplificering af et
stykke 16S rRNA gen (V3-V4) og sekventering af dette stykke 16S rRNA gen (ca. 465
bp) giver en god beskrivelse af bakteriesammensaetningen i en prave. Dette er vist
for praver med designede blandinger af bakterier samt prgver fra fadevarevirksom-
heder.

Med metoden er det muligt at identificere bakterier, der har en holdbarhedsforrin-
gende effekt pa foraedlede kadprodukter. Metoden kan male et lavt antal bakterie-
celler i en prave, dog ikke i niveauet 1 cfu/25 g.

Den efterfglgende databehandling kan identificere bakterierne ned til sleegtsniveau
med stor ngjagtighed. Der foreligger en starre usikkerhed ved identifikation af orga-
nismer pa artniveau. Den amplificerede 165 rRNA sekvens (V3-V4) er ikke lige god til
at differentiere mellem arter i alle slaegter. Fx er V3-V4 bedre til at differentiere mel-
lem streptokok-arter end mellem Actino-arter. Hvor robust artsresultatet er, varie-
rer saledes fra organismegruppe til organismegruppe.

"16S-metoden” kan anvendes til:

o identifikation af mikroorganismer, som er arsag til fordeerv (fordeerv kan observe-
res som fx pustning, misfarvning, synlig vaekst, darlig lugt osv.)

e identifikation af, hvor i en produktionsproces fordaervelsesbakterier introduceres

o identifikation af enkelte kolonier fra en agarplade
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Indledning

Kadindustrien oplever myndighedskrav og kundekrav om dokumentation for en ens-
artet, hgj mikrobiologisk sikkerhed og holdbarhed af kadprodukter. | dag udtages
mange prgver til dokumentation af mikrobiologi i forbindelse med faerdigvarekontrol,
holdbarhedsforsgg og hygiejneovervagning. Der udtages prever til analyse for speci-
fikke bakterier samt totalkim og/eller meelkesyrebakterier - metoder, som er baseret
pa dyrkning af bakterier. Derfor f&r man kun svar pa om det, man leder efter, er til
stede i en preve. Med de nye molekylzerbiologiske metoder er det muligt at fa et langt
mere nuanceret svar pa, hvilke bakterier en preve indeholder, og det uden at skulle
dyrke bakterierne.

Formalet med projektet har veeret at undersgge, om 165 rRNA gensekventering med
efterfolgende dataanalyse er et egnet vaerktgj til at beskrive og kortleegge, hvilke bak-
terier der findes i produktionsmiljg, révarer og feerdigpakkede foraedlede kadproduk-
ter, samt identificere hvordan molekylaerbiologiske metoder kan blive et procesveerk-
tgj, som fadevarevirksomheder kan anvende til proceskontrol og troubleshooting.

Malet er at opna en afklaring af, hvordan industrien kan ga fra klassiske mikrobiologi-
ske analyser til molekylaerbiologiske analyser, eller hvordan kombinationen af klassi-
ske analyser og molekyleerbiologiske analyser vil give veerdifuld eget viden om produk-
tionsprocesser og produkter.

Klassiske analyser Molekylaerbiologisk

=¥ =

Output
« Antal af bakterier < Identifikation af bakterier
<+ Ikke selektive substrater < DNA-baseret
<+ Selektive substrater < Kun de dominerende

Figur 1. Forskel pa klassiske mikrobiologiske metoder og molekylzaerbiologiske metoder

Projektets resultater

Projektet bestod af folgende aktivitetsfaser:

e Optimering af 16S rRNA gensekventeringsprotokoller, inklusive prgveforberedelse
og DNA-ekstraktion

e Indsamling og analyse af praver fra produktionsvirksomheder

e Optimering af dataanalyse med henblik pa senere implementering i en produkti-
onsvirksomhed

e Vurdering og perspektivering af 16S-metoden
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Under metodeoptimeringen har fokus vaeret pa at reducere detektionsgraensen, sa
prever med lave kimtal ogsa kunne analyseres med 16S-metoden. For miljgpraver
kunne detektionsgraensen reduceres ved at svabre store omrader, evt. kombineret
med centrifugering eller filtrering. Herefter var det muligt at identificere, hvilke bakte-
rier der var i prgven og dette ned til 1 log cfu/ml prave.

16S rRNA gensekventering er en semikvantitativ metode, der viser den relative
mangde af de identificerede bakterier. Det er sdledes ikke muligt at vurdere, om fx
10% Brochotrix svarer til 10 CFU eller 10.000 CFU pr. gram prave. Derfor bgr en 165
rRNA gensekventering altid ledsages af et kimtal, dersom man gnsker en vurdering af,
i hvor stort et antal de identificerede bakterier forekommer. Er der blot behov for at
identificere, hvilke bakterier der er til stede (uden vurdering af antal), da kan kimtallet
udelades, dersom man er sikker pd, at der er mindst 2-3 log levedygtige bakterier i
praven. Ved lavere kimtal ber der altid medtages en kimtalsbestemmelse.

Ved optimeringen blev metodens robusthed ogsa vurderet. Den omfattede:

e Sikring af, at der blev anvendt en robust og effektiv oprensning af DNA, hvilket er
essentielt for korrekt kvantificering af den relative fordeling af bakterie-species i
en prgve/den mikrobielle komposition.

e Fastseettelse af kriterier for, hvordan interaktion fra DNA fra inaktiverede/dede
celler undgds eller minimeres.

e Fastseettelse af kriterier for, hvordan data skal handteres i forhold til, at nogle bak-
terieceller har vaesentligt flere kopier af16S rRNA genet end andre.

e Optimering af datahdndteringen, sa DNA fra andre typer celler end bakterier fx
kloroplast og mitokondrier fra krydderier, soja og kad ikke pavirker resultatet for
bakteriesammensaetning.

165 rRNA genet koder for et stykke RNA i ribosomerne

* Ribosomer: Der hvor den genetiske kode "oversaettes™til
protein,

16S rRNA genet bestdr af konserverede OG variable regioner, der
er unikke for forskellige bakteriearter

De variable regioner fungerer som unik stregkode for
bakteriearten

Sekventering og analyse kan give et udtryk for, hvilke arter der
er tilstede i praven samt deres maengdeforhold

165 teknikken er ikke dyrkningsbaseret, derfor identificeres der
ogsd de bakterier, der ikke kan dyrkes

185/1TS (som 165), bruges til gaer og skimmel (eukaryoter)

Figur 2. Fakta om 16S rRNA gensekventering.
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Preveindsamling  Der blev indsamlet praver fra to forskellige virksomheder, som producerer foraedlede

pd virksomheder  kadprodukter. Fra hver virksomhed blev der hen over en todrig periode indsamlet
prover 4-5 gange. Ved hver praveindsamling blev der indsamlet praver fra produkti-
onsmiljget (svaberpraver) samt produktprgver, der blev lageret ved 5°C, indtil pre-
verne var sensorisk uacceptable.

Analyser Alle prgver blev analyseret for:
e Traditionelle "totalkim” pa BHI og APT
e Sensorisk accept i relation til mikrobielt fordaerv (lugt)
e Mikrobiel sammensatning, der inkluderede falgende trin:
DNA-oprensning (Qiagens Blood and Tissue kit)

o PCR af 16S rRNA genet (V3-V4 regionen)

o 16S rRNA gensekventering (llumina MiSeq)

o Sekvensanalyse (BION pipeline samt R phyloseq+Ampvis2)

o Udarbejdelse af kvalitetsrapport version 1.0
Resultat- Preveindsamling med dataanalyse viste, at det var muligt at identificere, hvilke bakte-
bearbejdning rier der blev dominerende i et produkt under lagring, og hvilke der var dominerende,

pr. forsggsserie  nar produktet var fordeervet. Nar fordeaervelsesorganismerne var identificerede ved af-
slutningen af holdbarhedsforsggene, var det muligt at gennemga de analyserede mil-
jeprever fra produktionen og pavise, hvor de holdbarhedsbegraensende bakterier
kunne identificeres. Eksempler er vist i figur 3 og 4.

| figur 3 ses et eksempel, hvor den holdbarhedsbegraensende organisme kunne pavi-
ses i stort set alle miljgpraver, mens figur 4 viser et eksempel, hvor den begraensende
bakterie kun blev fundet nogle steder i produktionsmiljget.
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Figur 3. Den identificerede fordaervelsesbakterie udgjorde 80% af alt bakterie-DNA (fra produk-
tet) pa dag 23, mens den pa dag 1 udgjorde 40%. Bakterien kunne pavises i alle svaberpraver
fra produktionsmiljget.
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Resultatbearbejd-
ning over tid
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Figur 4. Den identificerede fordaervelsesbakterie udgjorde 90% af alt bakterie-DNA (fra produk-

tet) pa dag 17, mens den pa dag 1 kun udgjorde 1%. Bakterien kunne pavises i nogle svaberpra-
ver fra miljget, men ikke i alle.

% Forekomst af DNA

De samme produktionslinjer og produkttyper blev analyseret flere gange i perioden.
Et eksempel pa resultater fra produkt/produktionslinje analyseret 3 forskellige gange
ses i figur 5. Heraf ses, at de samme 2 bakterier er arsag til produktets fordeerv (leenge
efter sidste holdbarhedsdato). Figur 5 viser ogsa, hvor i produktionsmiljget den/de pa-
gaxldende bakterier findes (hver bakterie med en farve i figuren). Det er sdledes muligt
over tid at kontrollere, om den florasammensaetning, et givent produkt eller produkti-
onsmiljg har, forbliver den samme. Dette kan maske i fremtiden bruges som en pro-
ceskontrol og analyse af, om et produktionsmiljg er i balance - dvs. usendret over tid.
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Figur 5. £ndring i mikrobiom sammensaetning over tid i produkter og miljgprever. Hver bakterie er illustreret med

en farve.

Dataanalyse

Side 5

Ved sekventering fas store maengder sekvensdata og data for bakterieidentifikationer.
Kvaliteten af disse data skal vurderes og renses for DNA-sekvenser, der fx tilharer an-
dre organismer end bakterier. Data skal herefter systematiseres og visualiseres samt
sammenholdes med relevante procesdata fra den pagaeldende produktion, sa det let
kan anvendes i fx proceskontrol eller ved troubleshooting. | projektet er software fra
BION anvendt, og programmering er gennemfart i R (phyloseq samt Ampvis2).
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Analyse

Datahéndtering

Side 6

Fremtidens brug af 16S rRNA gensekventering

For at fgdevareindustrien skal kunne bruge 16S-metoden i fremtiden, er der behov
for billigere og hurtigere instrumenter til sekventering end fx lllumina Miseq. Miseq
benyttes iszer til helgenomsekventering, der er langt mere omfattende end en 16S-
analyse. Handholdte sekventeringsinstrumenter med hurtig svartid vil derfor veere in-
teressante til industriel anvendelse, og et bud er MinlON fra Oxford nanopore, der
ikke er stgrre end en chokoladebar og kan producere sekvensdata pa mindre end 1
time. Indledende test har vaeret lovende, og den handholdte sekventeringsteknologi
(figur 6) kan identificere bakteriesammensaetninger inkl. identificere holdbarhedsbe-
graensende bakterier.

For at teknologien for alvor kan implementeres i produktionsvirksomheder, er en
samlet optimering af de forskellige trin vigtig, saledes at prgveudtag og -handtering,
PCR og sekventering forgar sa hurtig og sa nemt som muligt.

Udover et optimeret og brugervenligt analysekoncept skal databehandlingen systema-
tiseres i et IT-vaerktgj, sdledes at de meget store datamaengder analyseres og visuali-
seres pa en nem og overskuelig made. Et sddant brugervenligt IT-veerktej til dataana-
lyse er under udvikling i et igangveerende projekt. Datahdndtering vil fortsat forega
med koder i R; Phyloseq, men der udvikles en brugervenlig brugerflade, hvor data
analyseres i en software, hvor der med drop down-bokse kan vaelges forskellige data
til figurer og kontrolkort, ligesom det bliver muligt for brugeren at sammenholde 165-
data med forskellige procesparametre fra den enkelte virksomheds egenkontroldata.

Figur 6. Handholdt 165 rRNA gensekventering. Oxford Nanopore MinlON sekventeringsma-
skine (tv). Oxford Nanopore Voltrax instrument til forberedelse af sekventeringsmateriale (PCR
m.m.) (th).

Konklusion

Den optimerede analysemetode med DNA-oprensning, amplificering af en del af 16S
rRNA-genet og efterfglgende sekventering giver en god beskrivelse af bakteriesam-
mensatningen i en prove. Dette er vist for prever med designede blandinger af bakte-
rier samt miljg- og produktprever fra fgdevarevirksomheder. Med 16S-metoden er det
muligt at identificere bakterier, der har en holdbarhedsforringende effekt pa foraed-
lede kadprodukter. Metoden kan madle lave antal af bakterieceller i en prgve, men dog
ikke i niveauet 1 cfu/25 g. Med den efterfalgende databehandling kan bakterierne
identificere ned til slaegtsniveau med stor ngjagtighed, og ofte til artsniveau med ac-
ceptabel ngjagtighed.
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Metoden 16S rRNA gensekventering kan anvendes til at:

e pavise ikke-dyrkbare bakterier i produkter og miljgpraver

e Dbeskrive bakteriefloraen i produktionsmiljg og produkter

e identificere, hvilken bakterie der har fordrsaget fordaerv uden at isolere bakterien
(fordeerv ses fx som misfarvninger, pustning/gasdannelse i produkter eller darlig
smag og lugt)

o finde kontaminationsveje for “ukendte” fordaervere

e kontrollere/validere en proces (fx fermentering, biokonservering)

e verificere kolonier pa agarplader fx sorte kolonier pa TSC-agar (sulfitreducerende
clostridier)

Perspektivering

Fremtidens brug af 16S rRNA gensekventering har flere muligheder, men skal teknolo-
gierne anvendes til proceskontrol, kraever det overvejelser:

Skal metoden veere en specialanalyse eller driftsanalyse?

Hvilken analysehastighed er acceptabel?

Hvordan handteres databehandling?

Hvad er en acceptabel analyse/pravepris?

Skal der anvendes on-line/at-line analyse med handholdt sekventeringsudstyr som fx

MinlON, Two Pore Guy m.fl., skal metoden kunne:

e kortlaegge bakteriesammensatningen i produktionsmiljg og produkter

e give svar pa fa timer

e vise, om ugnskede fordzervere er til stede

e vise, om bakteriesammensatningen sndres over tid

e have en rimelig detektionsgraense, som afhaenger af kravet til analyseresultatets
detaljeringsgrad (mange/fa arter) og tid

e kombineres med en organismespecifik metode, fx PCR eller anden hurtigmetode
(hvis de samme organismer altid er problemet)
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