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Formal med rapporten

Formalet med naervaerende rapport er at afrapportere aktiviteter udfart i SAF-
projektet "Kvalitetsanalyser til dokumentation af mikrobiologiske andringer i fo-
devarer”i 2022. Desuden formidles udviklingsarbejde med mikrobiomanalyser,
som er udfgrt i projekterne "Resultatkontrakt B1 Baeredygtige Fadevarer” og
"DNAPROKON" (finansieret af GUDP https://gudp.lbst.dk/nyheder/nyhed/ny-
hed/dna-test-skal-afsloere-bakterier-i-madvarer og Uddannelses- og Forsknings-
styrelsen under Uddannelses- og Forskningsministeriet).

Sammendrag
Zoonoserapporter | Europa og i Danmark har falgende mikroorganismer forarsaget flest fgdevare-
og vandrelaterede sygdomsudbrud i 2021:

Danmark 2021 (DTU rapport 29.06.22) Europa 2021 (EFSA rapport 13.12.22)

1) Norovirus (22,2%) 1. Salmonella

2) Salmonella serotypes (19,0 %) 2. Campylobacter

3) L. monocytogenes (7,9 %) 3. Yersinia

4) Campylobacter (4,8 %) 4. Escherichia coli (STEC)
5) Clostridium perfringens (4,8%) 5. Listeria

Test af nye mikro-  Der er testet en ny hurtigmetode til kimtalsbestemmelse, CytoQuant®-testud-

biologiske metoder  styr, som er et handholdt system, der bygger pa flowcytometri, og som pa 30 se-
kunder leverer analysesvar i form af antal intakte bakterieceller og antal gvrige
partikler i en svaberprgve.

Vurdering af Cyto-  Udstyret er let at bruge og kraever ingen saerlig traening far brug. Aflaesning af re-

Quant®-testudstyr  sultat direkte pa udstyret er entydigt, og udlaesning af data til Excel fungerer,
som det skal. Prismaessigt og ressourcemaessigt er CytoQuant kimteellinger kon-
kurrencedygtige med standard kimtaellinger.

CytoQuant blev vurderet i forhold til rengaringskontrol i DMRI pilot plant. Egen-
kontrolprogrammet i DMRI pilot plant foreskriver en gget opmaerksomhed ved
10-100 CFU/cm?. Pa nuveerende tidspunkt vurderes CytoQuant ikke velegnet til
rengeringskontrol i DMRI pilot plants produktionslokaler grundet hygiejnekra-
vene. CytoQuant har en nedre detektionsgraense pa 150 intakte celler/cm?. Cy-
toQuant vil sandsynligvis kunne anvendes i produktioner, som opererer med ak-
tionskrav pa over 150 cfu/cm?. Hvis fglsomheden kan nedsaettes yderligere, og
der kan produceres overbevisende sammenligningsdata, kan CytoQuant fa stort
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potentiale som testmetode til vurdering af hygiejnestandarden i produktionslo-
kaler.

Der holdes lgbende gje med nye produkter til det mikrobiologiske laboratorium.
| rapporten er fglgende produkter vurderet pa teoretisk plan: Pulsifier II® til pre-
veforberedelse, DuoClick kulturrer til dyrkning af kulturer, Oxyrase til opnaelse af
anaerobe flydende kulturer.

Der eri 2022 fokuseret pa, hvordan sekventeringen kan udfgres ude pa virk-
somhederne. Mobilt sekventeringsudstyr er blevet afpravet, og der er gennem-
fart sekventering pa en fadevarevirksomhed uden eget laboratorie. Der er ud-
viklet en protokol til Oxford Nanopore minlON til identifikation af fgdevarefor-
daervende skimmelsvampe vha. sekventering af ITS-regionen.

| neervaerende rapport er de opdaterede NMKL metoder listet samt nye certifika-
ter fra NordVval.

Formal og mal

Formalet med projektet "Kvalitetsanalyser til dokumentation af mikrobiologiske
andringer i fadevarer” er at sikre slagteri- og foraedlingsvirksomhederne i grise-
kadsbranchen adgang til og et overblik over den nyeste viden om mikrobiologi-
ske problemstillinger og analysemetoder.

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

Baggrund

Baggrunden for projektet er, at nye mikrobiologiske analysemetoder ofte er billi-
gere samt mere effektive og tidsbesparende end traditionelle analysemetoder,
bade hvad angar samlet analysetid og tidsforbrug til handtering. Et hurtigere
analysesvar kan give mulighed for at agere, inden videredisponering eller afsen-
delse af produktet, og dermed forhindre tilbagekald. Nar mikrobiologiske meto-
der udvikles til at veere hurtigere og billigere end traditionelle analysemetoder,
kan analysemetoderne nogle gange veere udfordret pad mindre falsomhed og/el-
ler mindre ngjagtighed. Der kommer hele tiden nye produkter pa markedet, og
malet i neervaerende projekt er at overvage markedet, teste udvalgte produkter
og videregive opnaet viden til den danske kgdindustri. Det er ligeledes malet at
folge udviklingen inden for sygdomsfremkaldende bakterier bl.a. via konferencer
og litteraturen.

Afprevning og perspektivering af nye mikrobiologiske metoder

Nyheder indenfor mikrobiologiske analysemetoder overvages systematisk, bl.a.
ved direkte kontakt til leverandgrer, gennem netvaerk og hjemmesider samt
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abonnement pa relevante nyhedsmedier. | nedenstdende beskrives de metoder,
der er afprgvet og vurderet.

| fadevareindustrien bruges visuel inspektion som den primaere metode til at
evaluere udstyrs renhed. Produktrester pa udstyr eller sveert tilgeengelige omra-
der kan veere sveere at opdage, nar store produktionssteder skal vurderes efter
den daglige rengering. Bade synlige og usynlige produktrester pa udstyr udger
en risiko for dannelse af bakteriel biofilm. Et veerktgj til hurtig visualisering af
produktrester og/eller bakteriel biofilm pa overflader og udstyr kunne vaere inte-
ressant for fedevareindustrien, da store omrader hurtigt vil kunne inspiceres.

Der findes veerktajer til hurtig visualisering, som DMRI tidligere har testet, fx Bac-
tiscan og UltraSnap™ ATP-maling (se arsrapport 2021).

Mikrobiologiske analyser af totalkim og/eller specifikke kim (bakterier) anvendes
ofte, nar en grundig inspektion af produktionsomrader anskes og/eller for at
imgdekomme lovkrav. Disse typer af analyser er dog langsommelige og leverer
forst et svar efter en eller flere dage.

Et veerktgj til hurtig maling af hygiejneniveau og detektion af bakterier pa overfla-
der og udstyr kunne vaere interessant for fgdevareindustrien, da store omrader
nemt vil kunne inspiceres. Ved fund af bakterier kan korrigerende handlinger
hurtigt seettes i gang.

DMRI har testet CytoQuant®-testudstyr, som er et nyt handholdt system, der
bygger pa flow-cytometri, og som pa 30 sekunder leverer analysesvar i form af
antal intakte bakterieceller og antal avrige partikler i en svaberprave.

CytoQuant® er udviklet af danske SBT Instruments i samarbejde med Romer
Labs og forhandles i Europa af Romer Labs (se figur 1).

4
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Figur 1. Foto af CytoQuant (kilde: https://www.romerlabs.com/en/products/cytoquant-
mobile-flow-cytometery/).

CytoQuant® er et handholdt system, der bygger pa elektrisk detektionsteknologi
i form af impedans flow cytometri. CytoQuant® er beregnet til renggringskontrol
i fodevare- og foderindustrien. Systemet detekterer og maler alle bakterier i en
svaberprgve fra overflader i typiske produktionsmiljger. Der males bade intakte
bakterieceller og avrige partikler i svaberpraven.
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Indbygget i CytoQuant® sidder en CountCell™, som maler impedansen af det
elektriske signal hen over flowcellen, hvorved der kan angives et tal for antallet
af intakte bakterier og evrige partikler. Levetiden for CountCell™ er 800 malin-
ger. CytoQuant® er operativt i temperaturomradet +5 til +30°C, og har falgende
maleomrade:

Udstyrets maleomrade (pr. cm?) er:
150-300.000 intakte celler/cm?
1.500-150.000 partikler /cm?

CytoQuant® skal bruges sammen med CytoQuant-swab kit, og der medfalger
desuden sarlige rar med vaesker til renggring af udstyrets flowsystem efter/un-
der brug samt rgr med veaesker, nar CytoQuant® skal opbevares i kortere eller
lzengere tid.

Den opsamlede svaberprave blandes med vaeske i pravergret ved at omryste
roret i 10 sek. Herefter saettes pravergret i CytoQuant, og preven analyseres for
indholdet af intakte celler og for gvrige partikler. Denne analyse tager 30 sek. En
udvidet analyse, hvor detektionsgransen saenkes, tager 130 sek. og forbruger 3
x standardmalinger i CountCell levetid. Resultatet aflaeses direkte fra skaermen,
og data kan pa et senere tidspunkt eksporteres fra CytoQuant til Excel.

Prisen for CytoQuant er ca. 25.000 DKK og ca. 25 DKK pr. prgve.

CytoQuant® er undersagt i foedevareproduktionslokaler i forbindelse med den
daglige visuelle renggringskontrol i DMRI's pilot plant. CytoQuant® er testet pa
visuelt rengjorte og tarrede overflader (dagen efter rengaring), pa utilstraekkeligt
rengjorte omrader med synligt snavs samt pa omrader med bevidst pafert bak-
terieholdigt kedsaft (fortyndet) for at danne sammenligningsgrundlag med snav-
sede overflader.

CytoQuant® resultatet er sammenlignet med direkte kimteaellinger pa CytoQuant
svaberprgver samt almindelige svaberprgver taget pa overflader ved siden af
CytoQuant svabringen (se kimtalsdata i Tabel 1).

Pa rene overflader (ved lavt kimtal) er der sammenhang mellem kimtal bestemt
ved en standard svaber-analyse(cfu/cm?) og kimtal direkte pa CQ-rar (se tabel 1).

Der er dog ingen tydelig sammenhang mellem kimtal af CytoQuant-rgr og Cyto-
Quant cell count (se tabel 1). Dette kan skyldes, at det anvendte traditionelle
kimtal kun finder psykrotrofe bakterier (kimtal bestemt ved 6,5°C), og at CytoQu-
ant cell count maler alle intakte bakterier. Det hgjere antal celler, som CytoQu-
ant cell count finder, kunne vaere mesofile bakterier samt biofilmdannende bak-
terier, der optraeder i et "viable-but-non-culturable” (VBNC) stadie.

CytoQuant cell count har ved hurtigmetode (30 sekunders analysetid) en detek-

tionsgraense pa 450 cfu/cm?. | forhold til egenkontrol i DMRI's pilot plant er
denne detektionsgraense ikke tilstraekkelig.
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Ved forlaenget maling (130 sekunders analysetid) kan detektionsgraensen
komme ned pa 150 cfu/cm?. Ved forleenget maling bruges 3 x CountCells 800
malinger. Dette betyder, at ved fx 25 daglige praver skal Count Cell udskiftes ca.
1 gang ugentligt.

Ogsa falsomheden med forlaenget maling er utilstraekkelig i forhold til egenkon-
trolprogramment i DMRI's pilot plant, hvor der skal vaere aget opmeaerksomhed,
hvis kimtallet for psykrotrofe bakterier efter rengaring er 10-100 CFU/cm?, og
hvor der skal foretages ny renggring, hvis kimtallet er hgjere.

Til sammenligning er detektionsgraensen for traditionelle kimteellinger pa 0,5
cfu/cm? mens detektionsgraensen for CytoQuant maling, som naevnt er hhv. 450
cfu/cm? og 150 cfu/cm? for standard og udvidet maling.

Tabel 1. Sammenligning af data opnaet ved standard svaber kimtal, kimtal malt direkte i CytoQuant rgr og kimtal
bestemt ved CytoQuant count.

Accept- | Cfu/cm?, | Cfu/cm?, | Cfu/cm?, Partik- Antal prgver un- | Antal sammen- | Typer af ud-
kravA | std sva- | direktei | CytoQu- ler/cm?, der CytoQuant ligninger styr/overflader
Kimtal ber CytoQu- | ant count | CytoQuant detektions-

(cfu/cm?) ant-rar count greense (<450

cfu/cm?)
<10 <0,5-9 [<0,5-10 |<450- <1500 - 18 91 Rengjort udstyr
30.000 >150.000 m/u saebere-

ster, kalkrester,
stev, olierester

10-100 |10,5- |<0,5-535 |<450 - 13.500 - 1 15 Tilsmudsede
93,5 23.700 >150.000 overflader

100- 100,5- |<0,5- 480 - 19.800 - 0 19 Tilsmudsede

1000 790 2200 3600 >150.000 overflader
1350- |<0,5- 660 - 24.000 - 0 11 Tilsmudsede
14.000 |2450 11.400 >150.000 overflader

A Generelle acceptkrav til hygiejnestandard i DMRI's produktionslokaler baseret pa kimteelling, jf. Tabel 2.

Tabel 2. Generelle acceptkrav til hygiejnestandard i DMRI's produktionslokaler baseret pa kimteelling (cfu/cm?).
Kimtal <10 OK

10 < Kimtal <100 Kan veere bedre
100 < Kimtal <1000 Skal veere bedre

Vurdering af Cyto-  CytoQuant blev vurderet i forhold til rengaringskontrol i DMRI pilot plant. Egen-

Quant®-testudstyr  kontrolprogrammet i DMRI pilot plant foreskriver en gget opmaerksomhed ved
10-100 CFU/cm?. Pa nuveerende tidspunkt vurderes CytoQuant ikke velegnet til
rengeringskontrol i DMRI pilot plants produktionslokaler grundet hygiejnekra-
vene. CytoQuant har en nedre detektionsgraense pa 150 intakte celler/cm?. Cy-
toQuant vil sandsynligvis kunne anvendes i produktioner, som opererer med ak-
tionskrav pa over 150 cfu/cm?.
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Hvis falsomheden kan nedsaettes yderligere, og der kan produceres overbevi-
sende sammenligningsdata, kan CytoQuant fa stort potentiale som testmetode
til vurdering af hygiejnestandarden i produktionslokaler.

Udstyret er let at bruge og kraever ingen seerlig traening for brug. Der ikke skal
bruges tid pa at registrere prevelD og sted m.v. pd CytoQuant-udstyret, og ana-
lysen er derfor hurtig at udfgre i produktionsomradet. Det er dog n@dvendigt at
fore en sidelgbende logbog for at kunne koble CytoQuant ID med pravested.
Aflaesning af resultat direkte pa udstyret er entydigt, og udlaesning af data til Ex-
cel fungerer, som det skal.

Prismaessigt og ressourcemaessigt er CytoQuant kimteellinger konkurrencedyg-
tige med standard kimtzellinger.

Interessant nyt fra leverandarer - produktet er ikke afpravet af Teknologisk Institut
DMRI

Microgen Bioproducts har udviklet en alternativ metode (Pulsifier 1I®) til fadeva-
reprgveforbehandling ifm. mikrobiologiske analyser. Typisk anvendes en stan-
dard stomachering af fadevareprgver i stomacheringsposer.

Pulsifier lI® behandler ydersiden af plastikposen med hgj frekvens, hvilket pro-
ducerer en kombination af chokbglger og intens omraring, der driver mikro-
berne i suspension. Denne pulsering er mindre gdelzeggende for praven, hvor-
ved der produceres en lavere koncentration af bundfald i posen, hvilket kan
have de nedenfor beskrevne fordele.

Ifalge producenten er der bl.a. falgende fordele ved pulsering fremfor stoma-
chering:

1. reduceret risiko for brud pa posen pga. skansom behandling

2. lettere pipettering pga. mindre fadevaremateriale i oplgsning

3. renere prgve (mindre fgdevaremateriale i oplgsning) gar pladeafleesning
lettere og mere preaecis

4.  effektiv proces - bakteriegenfinding svarer til eller er bedre end alternative
metoder

5. hurtigere praveforberedelsestid pa 15 sekunder for de fleste fadevarer

6. hurtigere filtrering som folge af renere prave (mindre fedevaremateriale i
oplgsning)

7. reduceret gdeleeggelse af fadevarematrix minimerer haeemning/interferens
med PCR, flowcytometriteknikker m.v.

Pulsifier® er inkluderet i 1ISO:7218:2007(E); Mikrobiologi af fedevarer og foder-
stoffer.

https://microgenbioproducts.com/pulsifier-a-revolution-in-microbiological-test-

sample-preparation/
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DuoClick kulturrgr kan bruges til dyrkning af kulturer og til de fleste rutinemaes-
sige laboratorieprocedurer. DuoClick kulturrgr har et skrueldg med kliksystem,
som kan saettes i to positioner: lgs position til aerobt arbejde eller forseglet til
anaerobe kulturer. Lagets kliksystem ggr det nemt at vurdere, hvilken position
heetten sidder i. Nar heetten drejes en kvart omgang til ferste klik, er i den ae-
robe position. Nar haetten drejes yderligere en halv omgang forbi det andet klik,
er rgret sikret luftteet forsegling til anaerob dyrkning.

Kulturrarene er gammasteriliserede og kan centrifugeres ved op til 1.400 g. Kul-
turrgrene fas i 5 og 14 ml og kan bruges i temperaturomradet fra 0°C til 70°C.

Rorene er desuden certificeret fri for nuklease-, endotoksin- og ATP-forurening.

https://dacos.dk/vare/duoclick-kulturroer-5-og-14-ml/

Oxyrase til bouillon er en steril enzymformulering, der bruger Oxyrase Enzyme
System til at producere anaerobe forhold i forskellige mikrobiologiske bouillon-
medier. Oxyrase-bouillon statter vaekst af anaerobe organismer og genoplivning
af frysetagrrede kulturer. Oxyrase er klart til brug og tilsaettes det valgte substrat
(bouillon) i forholdet 0,1 ml pr. 1T ml substrat. Bouillonen bliver herefter anaerob
pa mindre end 30 minutter, og Oxyrase fortsaetter med at fjerne ilt fra beholde-
rens headspace under den efterfalgende inkubering.

Oxyrase-bouillon kan fx bruges i clostridiale® substrater, hvor et anaerobt miljg
gnskes. Det er ogsa set brugt som komponent i medier til mikroskopi- og billed-
dannelse, som skal forega i iltfrie miljger. Oxyrase®-bouillon er set egnet til anae-
rob dyrkning af fx Shigella sonnei, Shewanella oneidensis, Escherichia coli, Staphylo-
coccus aureus og Pseudomonas aeruginosa.

OBS! Oxyrase indeholder et penicillinbindende protein, der kan forstyrre penicil-
lin og nogle relaterede antibiotika.

https://www.sigmaaldrich.com/DK/en/product/sigma/sae0013

Specifikt arbejdes der med mikrobiomanalyse (bakterieidentifikation og
-sammensatning vha. DNA-sekventering) pa lllumina MiSeq.

Nanopore Technologies sekventeringsprodukter er interessante, og saerligt Ox-
ford Nanopore MinlON testes Igbende hos DMRI mhp. bakterieidentifikation og
undersggelse af bakteriesammensatninger i fadevarer vha. DNA-sekventering.

Nanopore Technologies har videreudviklet MinlON og fremstillet en all-in-one
sekventeringsmaskine med indbygget touch-screen skaerm.
https://nanoporetech.com/products/minion.

Videreudvikling og optimering af mikrobiomanalyser
Der arbejdes fortsat med DNA-baserede analysemetoder til identifikation af mi-
kroorganismer fra fadevarer og produktionssystemer.
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Specifikt arbejdes der med mikrobiomanalyse (bakterieidentifikation og
-sammensztning vha. DNA-sekventering) pa lllumina MiSeq og Oxford Na-
nopore Minion. Der arbejdes med udvikling og optimering af bade den bioanaly-
tiske pipeline (sampling og DNA-analyse) og prototype af IT-veerktgj til behand-
ling af sekventeringsdata.

| 2022 er der fokuseret pa, hvordan sekventeringen kan udferes ude pa virksom-
hederne. Der er indkabt forskelligt mobilt udstyr, som er blevet testet, og der er
gennemfart sekventering pa en fadevarevirksomhed uden eget laboratorie. Det
lykkedes at gennemfare testen pa én dag, men der var nogle udfordringer med
dataanalysen. Disse problemer arbejder Kabenhavns Universitet pa at lgse.

Et kit til 16S sekventering (identifikation af bakterier) fra Oxford Nanopore er af-
provet. Der er et meget simpelt workflow i kittet, og det kunne vaere udgangs-
punkt for en simpel og hurtig protokol. Desvaerre var resultaterne ikke tilfreds-
stillende, da PCR'en (opformering af relevant DNA) ikke virkede pa alle pravema-
tricer.

Der er ogsa udviklet en protokol til Oxford Nanopore minlON, sa svampe kan
identificeres vha. sekventering af ITS-regionen. Tidligere har der kun veeret en
protokol til identifikation af bakterier, men skimmel og geer er ogsa hyppigt arsag
til fordeerv. Disse vil kunne bestemmes med den nye protokol.

Overvagning af fedevarebarne patogener (og analysemetoder) via litteratur, net-
vaerk og konferencer

Hvert dr udgiver EFSA & ECDC en zoonoserapport (The European Union One
Health Zoonoses Report), der indeholder resultater fra det foregaende ars over-
vagning af forskellige zoonoser. | overvagningen deltager 37 lande: 27 lande fra
EU og 10 ikke-medlemslande inkl. Storbritannien. Rapporten for 2021 udkom
13. december 2022:
https://www.ecdc.europa.eu/en/publications-data/european-union-one-health-
2021-zoonoses-report.

Rapporten konkluderer i hovedtraek, at der i Europa i 2021 blev rapporteret
4.005 fgdevarebarne udbrud i medlemslande (inkl. Storbritannien) samt 83 ud-
brud i ikke-medlemslande, hvilket er en stigning pa i alt 29,8% i forhold til 2020.
Antallet af fgdevarerelaterede sygdomsudbrud er dog generelt lavere ved sam-
menligning med prae-pandemiudbrud (2017-2019).

Felgende top fem patogener var arsag til fadevarerelaterede sygdomsudbrud i
2021:

1. Salmonella

2. Campylobacter

3. Yersinia

4. Escherichia coli (STEC)

5. Listeria.
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Den arlige zoonoserapport (2021) fra DTU Fadevareinstituttet udkom 29. juni
2022.

| Danmark blev der i 2021 registreret 63 fadevarebdrne sygdomsudbrud med i
alt 1.257 sygdomstilfaelde. Dette er en stigning ift. 2020, hvor kun 35 fgdevare-
barne sygdomsudbrud blev registreret. Stigningen skyldes, at ar 2020 var et helt
seerligt covid-19-pandemisk ar med et lavere antal regionale/lokale udbrud end
seedvanligt. Til sammenligning blev der i 2019 registreret 51 fgdevarebarne syg-
domsudbrud.

De mikroorganismer, der hyppigst var arsag til fedevare- og vandrelaterede syg-
domsudbrud i 2021, var:

1
2

Norovirus (22,2%),

Salmonella serotyper (19,0 %),

3) L. monocytogenes (7,9 %),

4) Campylobacter (4,8 %),

5) Clostridium perfringens (4,8%).

Annual report on Zoonoses in Denmark 2021

T = = —

National og international vidensudveksling
DMRI deltog i konferencen Rapid Methods Europe 2022 (03.10.-05.10.22) med
en poster og 20 min oplaeg om brug af at-line sekventering.

Generelle trends

Konferencen havde stort fokus pa, hvordan at-line/in-line analyser kan gge kvali-
teten eller mindske madspild i fgdevarebranchen. Fokus var dog primeert i for-
hold til food fraud/authentication og ganske lidt om mikrobiologisk anvendelse.

Teknisk var det meget om forskellige typer spektroskopi og lab-on-a-chip.

Der var generelt en erkendelse af, at det var en stor udfordring at tage repree-
sentative prgver med en acceptabel detektionsgraense og simpel praveforbere-
delse, men der var sjeeldent forslag til lasninger pa problemet.

DMRI deltog i den drlige konference for International Association for Food Pro-
tection (IAFP) (30.07-03.08.22), hvor der bl.a. blev fokuseret pa aspekter af ren-
goring/hygiejne, bedre udnyttelse af dataseet (inkl. praediktiv mikrobiologi), ani-
malsk fadevaresikkerhed, metodevalidering og holdbarhedstestning samt pa ud-
bydere af mikrobiologiske metoder (gerne DNA-baserede).

Praktisk anvendelse af mikrobiomanalyser

Flere (amerikanske) virksomheder anvender DNA-baserede mikrobiologiske tek-
nikker (16S-analyse) til at monitorere sammensatningen af mikroorganismer i
produktionsomrader og helt ned pa preveudtagningssted i de enkelte rum.

Ligeledes anvendes 16S-analyser til at undersege arsager til unormale totalkims-
analyser i produktionsmiljger ved fx at sammenligne svaberpraver fra forskellige
produktionszoner. Herved kan virksomheden fa bekraeftet, om igangsatte
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https://www.food.dtu.dk/-/media/institutter/foedevareinstituttet/publikationer/pub-2022/annual-report-on-zoonoses-2021_final_1aug_-2022.pdf?la=da&hash=671507E17DADC14AA8735E78FAF55A1DD095DDD9&hash=671507E17DADC14AA8735E78FAF55A1DD095DDD9

International kon-
ference:
Food Micro 2022

Dansk netveerk:
Eurolab Danmark

Nordisk netveerk:

NMKL. Nordisk Me-

todikkomité for
Levnedsmidler
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renggringsprocedurer og hurdles har haft den snskede effekt ved at sammen-
ligne sammensatningen af mikroorganismer i prgver fra de forskellige zoner.

DMRI deltog i Food Micro 2022 med undertitlen "Next generation challenges in
food microbiology”

Generelle trends

| flere foredrag var der fokus pa, at fx 16 S rRNA sekventering ikke giver tilstraek-
kelig information til at forsta forskellige biotopers mikrobiologi. Selvom navnet
pa bakterierne kan vaere det samme pa 2 biotoper, kan bakteriernes fysiologi
veere forskellig, da det er forskellige stammer af bakterierne, der findes pa de 2
biotoper. Der var flere foredrag, hvor der var benyttet shotgun sekventering el-
ler fuldgenomsekventering, og samtidig er der kommet meget mere fokus pa mi-
kroorganismernes fysiologiske egenskaber.

Blandt posterpraesentationer var der stort fokus pa antibiotikaresistens i bakte-
rier fra alle typer fgdevarer.

Biokonservering er fortsat et indsatsomrade (havde sin store periode i 90'erne,
hvor ogsa Teknologisk Institut DMRI deltog og patenterede en L. carnosum
stamme).

Der har veeret afholdt et mgde i mikrobiologisk netvaerk den 6. april 2022, hvor
bl.a. covid-19-analyser af praver/spildevand, automatiseringsprocesser i labora-
torier og lagerstyring samt systemer til temperaturovervagning blev draftet.

Det planlagte made den 26. oktober 2022 hos Danish Crown i Ringsted er blevet
udskudt til 2023.

Referater af afholdte m@der kan findes pa Eurolab Danmarks hjemmeside under
kundeportalen: https://eurolabdanmark.dk/memberportal/frontpage

Der deltages lgbende i NMKL-mgder. DMRI deltager med en repraesentant i den
mikrobiologiske komité. | arbejdsgruppen revideres eksisterende metoder, og
der besluttes, hvilke nye NMKL-metoder der skal udarbejdes. Der har veeret af-
holdt 3 online-mader i den mikrobiologiske komité foruden arsmadet afholdt i
august 2022.

Specifikt deltager DMRI i arbejdet med at udvikle en beskrivelse af PCR-arbejde
samt i arbejdet med at udvikle en opdateret metode til maelkesyrebakterier, idet
der @nskes fokus pa detektion af maelkesyrebakterier, der normalt ikke vokser
pa substratet MRS.

Uddrag fra NMKL-arsrapport:
1. Enfornyelse af NMKL har fundet sted i lgbet af 2021 og 2022, hvilket har re-
sulteret i effektiviserede interne arbejdsprocesser i NMKL, udvidelse af
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Nyt om NMKL-me-
toder/-procedurer

Nyt om certifikater
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NMKL til at omfatte de baltiske lande og styrkelse af online-formidling via nyt
website.

Der er etableret et nyt nordisk/baltisk NMKL med effekt fra august 2022,
hvorved de baltiske lande Estland, Letland og Litauen deltager i NMKL arbej-
det.

Nyt NMKL-website er offentliggjort pr. maj 2022 bl.a. med links til opdate-
rede certifikater, nyhedsbreve, &rsrapporter m.v. https:.//www.nmkl.org.
Tilmelding til NMKL nyhedsbreve kan ske fra hjemmesiden eller dette link
https://www.nmkl.org/newsletter-signup/.

Arbejdssproget (inkl. kommende metoder/procedurer) i NMKL-regi udgeres
nu primaert af engelsk.

NMKL har aktive samarbejder med andre organisationer, herunder ISO,
AOAC Europe, og MicroVal.

Find den fulde NMKL-arsrapport her: https://www.nmkl.org/category/reports/.

Falgende mikrobiologiske NMKL-metoder/-procedurer er blevet opdaterede og
publicerede:

Procedure 17 - NMKL Guidelines for Requirement Specifications for Food
Analysis. 29 edition. Publiceret oktober 2022.

Method 117 - NMKL Pathogenic Yersinia enterocolitica. Detection in food, ani-
mal feed and environmental samples. 4" edition. Publiceret december
2022.

Method 184 - NMKL “Aerobic count and specific spoilage organisms in fish
and fish products” er blevet opdateret og publiceret i juni 2022 med ud-
dybende tekst tilfgjet til afsnit 8.4.1 Jern agar: “The plates should be read im-
mediately after the incubation is finished as the colour of the colonies can
fade if stored in the fridge for a prolonged period of time (e.g. over the
weekend).”

NordVal International Protocol No. 1 er opdateret i januar 2022 efter har-
monisering med ISO 16140-2:2016. Krav om brug af Kappa, en statistisk til
afprevning af sammenlignelighed mellem to kvalitative metoder, er blevet
fjernet. Beregninger af falsomhed er blevet tydeliggjort.

Folgende mikrobiologiske NMKL-metoder/-procedurer er blevet trukket tilbage:

NMKL Method 137 “Bacterial count. Determination by direct epifluorescent
filter technique (DEFT) in raw minced meat” blev trukket tilbage den 2. no-
vember 2022. Metoden bliver ikke leengere vedligeholdt, men er tilgeengelig
via https://www.nmkl.org i yderligere 5 ar.

Nye certifikater:

NordVal 056. “Microbiologique Sa/monella IEH Test Kit” fra “Microbiologique”
er blevet certificeret af NordVal International den 17.10.22.

Metoden kan anvendes til detektion af Salmonella spp. i ramaelk og mejeri-
produkter, ra og ready-to-eat kgdprodukter, ag og seggeprodukter, fisk og
fiskeprodukter, multicomponent foods og miljgpraver. Metoden inkluderer
en opformeringskultur efterfulgt af PCR assay(s).
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https://www.nmkl.org/
https://www.nmkl.org/newsletter-signup/
https://www.nmkl.org/category/reports/
https://www.nmkl.org/product/guidelines-for-requirement-specifications-for-food-analyses/
https://www.nmkl.org/product/pathogenic-yersinia-enterocolitica-detection-in-food-animal-feed-and-environmental-samples/
https://www.nmkl.org/product/aerobic-count-and-specific-spoilage-organisms-in-fish-and-fish-products/
https://www.nmkl.org/nordval-international/apply-for-certificate/nordval-validation-protocol/
https://www.nmkl.org/product/bacterial-count-determination-by-direct-epifluorescent-filter-technique-deft-in-raw-minced-meat/
https://www.nmkl.org/
https://www.nmkl.org/nordval-international/issued-certificates/nordval-056-microbiologique-salmonella-ieh-test-kit/
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Fornyede certifikater:

NordVal 032 RAPID'Salmonella method, short protocol, RAPID'Salmo-
nella method, double enrichment protocol

NordVal 034 Compact Dry ETB, for the enumeration of Enterobacteriaceae
in a broad range of foods

NordVal 035 Compact Dry CF, for the enumeration of total coliforms in a
broad range of foods

NordVal 036 Compact Dry EC, for enumeration of E. coli and coliforms in a
broad range of foods

NordVal certificate 037 “iQ-Check® Listeria monocytogenes II" issued by Bio-
Rad Laboratories blev fornyet fra 01.1022 indtil 2024. Metoden beskriver
detektion af Listeria monocytogenes ved brug af 1 af 5 mulige proveforbere-
delsesprotokoller efterfulgt af real-time PCR ved brug af fluorescerende pro-
ber.

NordVal 050 ‘Compact Dry YM RAPID' (Nissui Pharmaceutical Co. Ltd) til
kvantificering af levedygtige geer og skimmel i en bred vifte af fadevarer. Ud-
lgber: 15.06.2024.

NordVal 022 RAPID' L. mono, Bio-Rad Laboratories, Expires: 01.05.24 er for-
nyet 01.052022. Metoder kan anvendes til detektion og kvantificering af Li-

steria monocytogenes og til detektion af andre Listeria arter i en bred vifte af
fodevarer og miljgpraover.

NordVal 049 RAPID'Staph, Bio-Rad Laboratories. Expires: 20.05.24 Metoden
kan anvendes til kvantificering af koagulase-positive staphylococci
(Staphylococcus aureus og andre arter) i en bred vifte af fgdevarer.

NordVal 030 BAX® System PCR Assay for Salmonella (Classic + Q7 instru-
ments), Qualicon Diagnostics fra Thermo Fisher Scientific (OXOID Limited).
Udlgber 01.05.24. Metoden kan anvendes til detektion af Salmonella spp. i
en bred vifte af fgdevarer, dyrefoder og miljgpraver.

Udvidede certifikater:

NordVal 054 “foodproof® Listeria plus L. monocytogenes Detection LyoKit -
5'Nuclease” (BIOTECON Diagnostics GmbH) er udvidet i januar 2022 til at in-
kludere LODS5O til forskellige matricer.

NordVal 038 “iQ-Check Salmonella Il kit" (Bio-Rad) er udvidet og opdateret i
januar 2022.

Et metodesammenligningsstudie er udfert pa fedevarer, foder, miljgpraver
og primaerproduktionsprgver. Metoden er udvidet til at omfatte analyse af
rat kad, ra mejeriprodukter, modermaelkserstatning og kornprodukter til
spaedbgrn med eller uden probiotika, herunder ingredienser. Udvidelsen
omfatter ogsa brugen af iQ-Check Free DNA Removal Solution til kategorien
Infant Formula Matrix. For alle matricer blev en kortere PCR (fra 110 minut-
ter ned til 72 minutter) med "Salmo Fast" APF (Assay Protocol File) valideret.
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https://www.nmkl.org/nordval-international/issued-certificates/nordval-032-rapidsalmonella-method-short-protocol-rapidsalmonella-method-double-enrichment-protocol/
https://www.nmkl.org/nordval-international/issued-certificates/nordval-034-compact-dry-etb/
https://www.nmkl.org/nordval-international/issued-certificates/nordval-035-compact-dry-cf/
https://www.nmkl.org/nordval-international/issued-certificates/nordval-036-compact-dry-ec/
https://www.nmkl.org/nordval-international/issued-certificates/nordval-037-iq-check-listeria-monocytogenes-ii/
https://www.nmkl.org/nordval-international/issued-certificates/nordval-050-compact-dry-ym-rapid/
https://www.nmkl.org/wp-content/uploads/2022/03/nordval-022-bio-rad-rapid-lmono_may-2022.pdf
https://www.nmkl.org/wp-content/uploads/2022/03/nordval_certificate_049_rapid_staph_biorad_20may2022.pdf
https://www.nmkl.org/wp-content/uploads/2022/04/nordval-030_bax-pcr-salmonella_may-2022.pdf
https://www.nmkl.org/wp-content/uploads/2022/04/nordval-030_bax-pcr-salmonella_may-2022.pdf
https://www.nmkl.org/wp-content/uploads/2022/04/nordval-030_bax-pcr-salmonella_may-2022.pdf
https://www.nmkl.org/wp-content/uploads/2022/03/NordVal-certificate-054-Foodproof-Listeria-spp-plus-mono_Biotecon_02Nov2021_revJan2022.pdf
https://www.nmkl.org/wp-content/uploads/2022/03/NordVal-certificate-054-Foodproof-Listeria-spp-plus-mono_Biotecon_02Nov2021_revJan2022.pdf
https://www.nmkl.org/wp-content/uploads/2022/03/NordVal-certificate-038-iQ-Check-Salmonella-II-kit_Bio-Rad_31Jan2022.pdf

DANAK, akkredite-  Det mikrobiologiske laboratorium ved Teknologisk Institut DMRI har opretholdt
ring DANAK-akkrediteringen.

Laboratoriet har gennemfgrt de planlagte praestationsprgvninger med tilfreds-
stillende resultat, og DMRI's kvalitetsstyringssystem er blevet ajourfart.

Foruden de akkrediterede analysemetoder har laboratoriet et beredskab af spe-
cialanalyser, som ikke er akkrediterede.
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