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JFedevaresikkerhed

Brug den nye teknik
tll at finde bakterierne

| det store DTU-koordinerede EU-projekt Biotracer er der de seneste ar blevet lagt en massiv indsats 1 at udvikle nye
metoder til pavisning og kvantificering af salmonella og campylobacter. De gammeldags dyrkningsbaserede metoder
er bade langsomme, dyre og arbejdskreevende, men nu er de nye molekyleere metoder feerdigudviklede, validerede
og godkendte - klar til at blive implementeret i laboratorier rundt omkring 1 landet.

Af M. Josefsen, dardmetoder fra NMKL nr. 71
C. Lofstrom og J. Hoorfar, = Lolt o og I1SO 6579.

DTU Fgdevareinstituttet Den totale analysetid er af-
haengig af, hvilken prgvetype
man gnsker at teste, eftersom
det primaere opformeringstrin
varierer | leengde. For kadpra-
ver er analysetiden i alt 14
timer, for svaberprgver 16 ti-
mer og for sokkepraver 20
timer. Proceduren kan findes
pa NordVals hjemmeside via
www.nmkl.org.

Salmonella og campylobacter
ligger | toppen af listen over
sygdomsfremkaldende fgdeva-
rebarne bakterier, og dertor er
det vigtig at have hurtige og
sikre metoder til pavisning og
kvantificering af disse bakterier
til radighed. | dag anvendes
dyrkningsbaserede metoder til
pavisning og kvantificering af
salmonella og campylobacter,
som bade er tids- og arbejds-

Det er ikke
meget, der skal til

kreevende, og som desvarre De forskellige For at bruge metoden kraeves
kan overse levedygtige bakte- procestrin | Campy- et almindeligt laboratorium
rier, som ikke kan dyrkes. lobacter-metoden. egnet til mikrobiologiske og
Artiklen her beskriver nye PCR- molekylarbiologiske analyser
baserede metoder til pavisning  salmonella 1 svinekad, til den standardmetoder fra Nordisk med standardudstyr sasom
at salmonella og campylobac samme dag som slagtning. Metodikkomité for Levneds- varmeskabe, pipetter, centrifu-
ter, og for campylobacter yder-  Baggrunden for udviklingen atf  midler (NMKL) og den Interna-  ger etc. Yderligere er der brug
mere til kvantificering af kun hurtigmetoden var at sikre tionale Organisation for Stan- for en real-time PCR termocyc
levende bakterier. salmonella-frit kad, som kunne  dardisering (ISO), dvs. den skul-  ler og de reagenser, som skal
Disse nye metoder, og det erfa-  eksporteres til Sverige og mini-  le kunne pavise 1 salmonel- bruges til PCR (mastermiks).
ringsgrundlag der er kommet mere udgifter til lagring, da la/25 g prave. Erfaringer fra projektet sam-
ud af Biotracer-projektet kadet farst kan sendes af sted, men med danske slagterier
(www.biotracer.org), vil ggre hvis det er fundet frit for sal- Sadan kan og viser, at det kan veere svaert at
skridtet til at implementere monella. ma metoden bruges fremstille PCR mastermikset pa
PCR-baserede metoder i labo- Fra slagterierne var det gnsket,  Den udviklede salmonella-me-  en kvalitetssikret made, og
ratorier rundt omkring i landet  at metoden skulle have fa trin ~ tode er afprgvet | flere ring- derfor er der mulighed for at
meget mindre. og vaere nem at leere for perso-  tests og er godkendt af den kgbe mastermiks, som leveres
ner med tidligere erfaring fra Nordiske Organisation for Vali- 1 portioner feerdige til brug hos
Udviklet sammen dyrkningsbaserede mikrobiolo-  dering af Alternative Metoder et dansk bioteknologi firma,
med slagterierne giske teknikker. Det var ogsa et (NordVal) og kan derfor bruges  www.DNA-technology.dk.
Salmonella-metoden blev ud- krav, at metoden var lige sa pa lige fod med de eksisteren-
viklet af DTU Fgdevareinstitut-  fglsom som de eksisterende de dyrkningsbaserede stan- Industrien er aktiv deltager

tet og Slagteriernes Forsknings-
Institut 1 teet samarbejde med
store danske slagterier, og blev
fra begyndelsen tilpasset deres
behov. Metoden skulle redu-
cere slagteriernes davaerende
analysetid pa ca. 21 timer for

20

Den PCR-baserede metode til
pavisning af campylobacter blev
igeledes udviklet | teet samar-
vejde med industrien og med
deres behov for gje. Industrien
gnskede en hurtig og palidelig
metode til pavisning, produkti-

LevnedsmiddelBladet 7/8 « 2011



g * !
AN - y
= . PP g’ .
[ . g, % Y
1 . | - ? / Sk
[ [ o L - !
= _ |
. ™ fr
, £ 7
A f A T '

onsstyring og kontrol af campy-
lobacter fra jord til bord.

Den oprindelige metodeudvik-
ling og validering blev udfart i
et projekt stgttet af Innovati-
onsloven (Direktoratet for Fa-
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devareErhverv),
med Danpo, COOP,
Slagteriernes Forskningsinstitut
og DTU Fadevareinstituttet
som deltagere. Metoden blev
valideret og godkendt under
dette projekt, og senere videre-
udviklet i BIOTRACER-projektet
til en kvantitativ metode.

Fodevaresikkerhed|(

Salmonella-metoden er godkendt til kad, sva-
berpraver fra slagtekroppe og sokkepra-
. ver, men kan tilpasses andre matricer.

Hvad kan metoden sa?
Campylobacter-metoden er
ringtest-valideret og godkendt
af NordVal som et alternativ til
de dyrkningsbaserede stan-
dardmetoder (NMKL og ISO).
Metoden er godkendt til pavis-
ning i rat kyllingekad, sokke-
praver og kloaksvabere, og
proceduren kan findes pa
NordVals hjemmeside via
www.nmkl.org.

Det overordnede workflow er
lustreret i figuren.

Man bliver jo ikke syg

af dede bakterier

Fra et fgdevaresikkerhedsmaes-
sigt synspunkt er det hensigts-
maessigt kun at kvantificere de
levende bakterieceller, som
udgar en reel risiko for human
Infektion. Det har veeret et
ankepunkt ved PCR-baserede
metodikker, eftersom PCR ar-
bejder pa DNA niveau, og DNA
fra dede celler kan veere til
stede | praverne 1 lang tid og
resultere i helt forkerte
analysesvar.

Real-time PCR-metoden er ble-
vet videreudviklet til ikke bare
at kunne pavise, men ogsa
antalsbestemme campylobac
ter, og den er blevet kombineret
med en ny form for pr@vebe-
handling med et farvestof, der

sikrer, at det kun er levende
bakterier, der kvantificeres.
Farvestoffet er pa nuvaerende
tidspunkt for dyrt til rutine-
diagnostik, men er man inte-
resseret | at vurdere effekten af
et givent tiltag for at reducere
antallet af levende campylo-
bacter-bakterier pa f.eks. kyl-
linger, er metoden rigtig brug-
bar. Eftersom en total udryd-
delse af campylobacter fra
primar-produktionen ikke er
sandsynlig pa nuveerende tids-
punkt, og der er blevet pavist
en steerk positiv korrelation
mellem antallet af campylo-
bacter-bakterier pa kyllinger og
risikoen for human infektion,
er reduktionsstrategier, noget
der kigges pa i stigende grad.
Salmonella-metoden er god-
kendt til kad, svaberprgver fra
slagtekroppe og sokkepraver,
og campylobacter-metoden til
praver fra primaerproduktio-
nen af fjerkrae (sokkeprgver og
kloaksvabere) og kyllingekad,
men den kan tilpasses andre
matricer.
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