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Levnedsmiddelmikrobiologi

Kom qgodt | gang med de nye

molekyleere metoder til

Salmonella og Campylobacter

| det store DTU-koordinerede EU-projekt BIOTRACER er der de seneste ar blevet lagt en
massiv indsats i 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 molekylere metoder feerdigudviklede, validerede og
godkendte - klar til at blive implementeret i laboratorier rundt omkring i landet.

Af M. Josefsen, C. Lofstrom og
J. Hoorfar, Fadevareinstituttet, Danmarks
Tekniske Universitet

Salmonella og Campylobacter ligger i
toppen af listen over sygdomsiremkal-
dende fodevarebarne bakterier. Humane
infektioner har vidtraekkende sundheds-
meessige og eskonomiske konsekvenser.
Indsatsen for at tilvejebringe viden om
preevalens, smitteveje og persistens 1 fo-
devarekeeden er derfor intensiv, med det
formal at forbedre interventionsstrategier
og effektivisere kontrollen med fodevare-
produktionen og de enkelte fodevarer. Til
dette formal er det nedvendigt at have
hurtige og sikre metoder til pavisning og
kvantificering til radighed.

[ dag anvendes dyrkningsbaserede me-
toder til pavisning og kvantificering af
Salmonella og Campylobacter, som
bade er tids- og arbejdskraevende, og
som desvarre kan overse levedygtige
bakterier, som ikke kan dyrkes. Artik-
len her beskriver nye validerede real-
time PCR-baserede metoder til pavis-
ning af Salmonella og Campylobacter,
og for Campylobacter ydermere til
kvantificering af kun levende bakterier.
Disse nye metoder, og det erfarings-
grundlag der er kommet ud af BIOTRA-
CER-projektet, vil gere skridtet til at
implementere PCR-baserede metoder i
laboratorier rundt omKkring 1 landet me-
get mindre.

Salmonella

Salmonella-metoden blev udviklet af
DTU Fedevareinstituttet og Slagterier-
nes Forskningsinstitut 1 teet samarbei-
de med store danske slagterier, og blev
fra begyndelsen tilpasset deres behov.
Metoden skulle reducere slagteriernes
daveerende analysetid pa ca. 21 timer
for Salmonella 1 svinekad, til den sam-
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25 g kylling i Sokkelproven fortyndes Kloarksvaber-
225 ml boullion 1:10 i saltvand og proveror
[42°C, 24 timer]) homogeniseres med 3 ml vaeske

De forskellige
procestrin 1 Campylo-
bacter-metoden.

1 ml udtages til
videre analyse

1 ml udtages til
videre analyse

1 ml udtages til
videre analyse

1 ml udtages til
videre analyse

me dag som slagtning. Da slagterierne
har skifteholdsarbejde a 8 timer, skulle
analysesvaret altsa foreligge indenfor
16 timer. Baggrunden for udviklingen af
hurtigmetoden var at sikre Salmonella-
frit ked som kunne eksporteres til Sve-
rige og minimere udgifter til lagring da
kodet forst kan sendes af sted hvis det
er fundet frit for Salmonella.

Fra slagterierne var det gnsket at meto-
den skulle have fa trin og veere nem at
leere for personer med tidligere erfaring
fra dyrkningsbaserede mikrobiologiske
teknikker. Det var ogsa et krav at meto-
den var lige sa felsom som de eksiste-
rende standardmetoder fra Nordisk
Metodikkomité for Levnedsmidler
(NMKL) og den Internationale Organi-
sation for Standardisering (ISO), dvs.

den skulle kunne pavise 1 Salmonel-
la/2b g prove. Eftersom niveauerne af
Salmonella 1 prover fra slagteriproces-
sen er lave (<100 CFU/2b g) var det ngd-
vendigt at starte med et kort opforme-
ringstrin for at @ge antallet af Salmo-
nella. Biter opformeringen udtages en
prave pa 1-b ml afhaengigt af hvilken
provetype der analyseres. Denne del-
prgve centrifugeres og der oprenses
DNA. Til dette trin findes to forskellige
varianter: enten DNA oprensning med
en semi-automatisk maskine, eller med
en mere simpel metode der bygger pa
kogning af den centrifugerede delpro-
ve. Det oprensede DNA analyseres ef-
terfelgende med real-time PCR og man
far sa svar pa om Salmonella er til stede
1 den analyserede prove eller ej.



Levnedsmiddelmikrobiologi

Sadan kan og

ma metoden bruges
Salmonella-metoden er afproe-
vet i flere ringtests og er god- |
kendt af den Nordiske Orga-
nisation for Validering af
Alternative Metoder (Nord-
Val) og derfor kan bruges pa
lige fod med de eksisteren-
de dyrkningsbaserede
standardmetoder fra
NMKL nr. 71 og ISO 6579.
Den totale analysetid er af-
heengig af hvilken prgvety-
pe man e@nsker at teste, ef-
tersom det primeere opfor-
meringstrin varierer i leeng-
de. For keadprever er analyseti-
den i alt 14 timer, for svaber-
prever 16 timer og for sokkepra-
ver 20 timer. Metoden kan pavise
ned til 1-10 Salmonella/2b g ked eller
stk. svaber, og 10-100 Salmonella/sok-
keprgve. De NordVal-ringtests meto-
den har veeret igennem har vist at den
er mindst lige sa god som de dyrk-
ningsbaserede standardmetoder for
alle testede matricer. Metoden giver
ogsa mulighed for at isolere bakterier
fra opformeringstrinet som kan bruges
til f.eks. smittekildesporing eller yderli-
gere karakterisering. Proceduren kan

findes pa NordVals hjemmeside, www.
nmkl.org/NordVal/NordVal htm.
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Alt der skal til er......

For at bruge metoden kreeves et almin-
deligt laboratorium egnet til mikrobiolo-
giske og molekyleerbiologiske analyser
med standardudstyr sasom varmeska-
be, pipetter, centrifuger etc. Yderligere
er der brug for en real-time PCR termo-
cycler og de reagenser som skal bruges
til PCR (mastermiks). Erfaringer fra pro-
jektet sammen med danske slagterier
viser at det kan vare sveert at fremstille
PCR mastermikset pa en kvalitetssikret
made, og derfor er mulighed for at kebe
mastermiks som leveres i portioner feer-
dige til brug hos et dansk bioteknologi
firma, www.DNA-technology.dk.
Salmonella-metoden er godkendt til
kad, svaberprover fra slagtekroppe og
sokkeprover, men kan tilpasses andre
matricer. For yderligere information om
Salmonella-metoden eller hjeelp til at
komme 1 gang med implementering
kontakt: Charlotta Lofstrom
chalo@food.dtu.dk pa Fedevareinsti-
tuttet, Afd. for Mikrobiologi og Risiko-
vurdering.

Campylobacter

Den PCR-baserede metode til pavis-
ning af Campylobacter (C. jejuni, C. coli
og C. lari) blev ligeledes udviklet i teet
samarbejde med industrien og med de-
res behov for gje. Industrien gnskede en
hurtig og palidelig metode til pavis-
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ning, produktionsstyring og kontrol af
Campylobacter fra jord til bord. Den op-
rindelige metodeudvikling og valide-
ring blev udfert i et projekt stottet af
Innovationsloven (Direktoratet for Fo-
devareErhverv), med Danpo, COOQOP,
Slagteriernes Forskningsinstitut og
DTU Faedevareinstituttet som deltage-
re. Metoden blev valideret og godkendt
under dette projekt, og senere videre-
udviklet i BIOTRACER-projektet til en
kvantitativ metode.

Hvad kan metoden sa?
Campylobacter-metoden er ringtest-
valideret og godkendt af NordVal som
et alternativ til de dyrkningsbaserede
standardmetoder (NMKL og ISO). Me-
toden er godkendt til pavisning i rat
kyllingekad, sokkeprover og kloaksva-
bere, og proceduren kan findes pa
NordVals hjemmeside, www.nmkl.org/
NordVal/NordVal. htm. Det overordnede
workflow er illustreret i figur 1.

Pa grund af det potentielt lave indhold
af Campylobacter 1 kyllingekod inklu-
derer metoden et kort opformeringstrin
for denne matrice, hvorimod pavisning
i miljgpreverne (sokke- og kloaksvaber-
prover) kan foretages direkte. Det resul-
terer 1 en total analysetid for ked pa 27
timer og for miljgprever pa kun 3 timer,
sammenlignet med 4-5 dage for dyrk-
ningsbaseret pavisning. Metodens pa-
visningsgreense ligger pa 1-10 Campy-
lobacter/25 g kyllingeked, og 100-1000
Campylobacter/ml miljopreve.

Man bliver jo ikke syg af

dede Campylobacter-bakterier

Fra et fodevaresikkerhedsmaessigt
synspunkt er det hensigtsmeaessigt kun
at kvantificere de levende bakterieceller
som udger en reel risiko for human in-
fektion. Det har veeret et ankepunkt ved
PCR-baserede metodikker, eftersom
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Salmonella-metoden er godkendt til ked, svaberprover fra slagte-
kroppe og sokkeprever, men kan tilpasses andre matricer.

PCR arbejder pa DNA-niveau, og
DNA fra dede celler kan veere til
stede 1 progverne 1 lang tid og
resultere 1 helt forkerte
analysesvar.
Real-time PCR-meto-
den er blevet videreud-
viklet til ikke bare at
kunne pévise, men
ogsa antalsbestemme
Campylobacter, og den
er blevet kombineret med
en ny form for provebehand-
ling med farvestoffet propidium
monoazid (PMA) der sikrer at det kun
er levende bakterier der kvantificeres.
PMA-prevebehandlingen betyder at det
kun er DNA tilstede inde 1 levende celler
der pavises og kvantificeres i PCR'en.
PMA binder sig nemlig til DNA og ger
det utilgeengeligt for PCR-amplifikation,
men findes DNA'et inde i en levende
celle, beskytter cellemembranen det
mod PMA. Pad denne made er det PCR
signal der fas fra en preve kun et udtryk
for maeengden af levende og dermed far-
lige Campylobacter-bakterier.
Provebehandlingen med PMA er gan-
ske simpel og forleenger kun analyseti-
den med fa minutter. Dog er farvestof-
fet p4 nuveerende tidspunkt dyrt og
derfor ikke egnet til rutinediagnostik.
Der hvor denne teknik virkelig kommer
til sin ret, er hvis man er interesseret 1
at vurdere effekten af et givent tiltag for
at reducere antallet af levende Campy-
lobacter-bakterier pa f.eks. kyllinger.
Eftersom en total udryddelse af Cam-
pyvlobacter fra primeer-produktionen
ikke er sandsynlig pa nuvaerende tids-
punkt, og der er blevet pavist en steerk
positiv korrelation mellem antallet af
Campylobacter-bakterier pa kyllinger
og risikoen for human infektion, er re-
duktionsstrategier noget der kigges pa
1 stigende grad.
Campylobacter-metoden er godkendt til
prover fra primserproduktionen af fjerkree
(sokkepraver og kloaksvabere) og kyllin-
gekad, men kan tilpasses andre matricer.
For yderligere information eller hjeelp til at
komme 1 gang med implementering kon-
takt: Mathilde Josefsen, mhjo@food.dtu.
dk, pa Fedevareinstituttet, Afd. for Mi-
krobiologi og Risikovurdering.
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Fedevareinstituttet, DTU, afholder
‘workshop om molekyleere metoder til
Salmonella og Campylobacter den
28. september 2011. For yderligere
information og tilmelding kontakt
Heidi Dahl Larsen, Dianova A/S, hk-
dla@dianova.dk.



