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Bestrijding van pathogenen in de voedingsmiddelenindustrie 
Om pathogenen in de voedingsmiddelenindustrie effectief te bestrijden is het belangrijk om de 
herkomst van de pathogenen te kennen. De koppeling tussen pathogenen die humaan gevonden 
worden en die in voedsel gevonden worden, is essentieel in het oplossen van voedselgerelateerde 
problemen. Hiervoor zijn door de jaren heen diverse technieken ontwikkeld, klassiek en moleculair 
microbiologisch. Zo worden bacteriën op basis van hun fenotypische eigenschappen ingedeeld, zoals 
door gebruik van de bonte rij. Maar er zijn na de ontdekking van DNA ook steeds meer moleculaire 
typeringstesten ontwikkeld, zoals MLST en PFGE.  
Na het beschikbaar komen van de Next Generation Sequencing technologieën is het kosten effectief 
geworden om door middel van Whole Genome Sequencing (WGS) de moleculair typering uit te 
voeren. WGS heeft een zeer hoge resolutie waarmee zeer verwante pathogenen onderling kunnen 
worden onderscheiden en waarmee de herkomst van pathogenen kan worden vastgesteld. Anders 
dan andere moleculaire typeringsmethodes is WGS toepasbaar op alle bacteriële species. De andere 
typeringsmethodes kunnen dan ook grotendeels vervangen worden door het gebruik van WGS. 
Wageningen Food Safety Research (WFSR) gebruikt deze techniek sinds 2017 bij het opsporen van 
pathogenen na ziektegevallen gerelateerd aan voedsel, met name voor Listeria en Salmonella. Maar 
ook om de typeringen toe te voegen aan de monitorings-gegevens voor Listeria en STEC. Voor het 
opsporen van voedseluitbraken is in samenwerking met het RIVM een database opgezet waarin data 
gedeeld wordt. RIVM levert hierbij de data van bacteriën geïsoleerd uit patiënten, en WFSR de data 
van bacteriën geïsoleerd uit voedsel. 
 

Bepalen virulentie- en resistentiefactoren 
Naast het bepalen van de herkomst van bacteriën is het ook van belang om te bepalen waar een 
bacterie toe in staat is. Hierbij kunnen bijvoorbeeld de virulentie- en resistentiefactoren bepaald 
worden. Hiervoor komt vanuit uitgevoerde studies steeds meer data beschikbaar in databases. Door 
toepassing van deze databases kunnen de virulentiegenen in kaart gebracht worden.  
Ook het uitvoeren van comparative genomics geeft interessante inzichten in virulentie. Zo kunnen 
verschillen tussen stammen worden aangetoond, die kunnen duiden waarom de ene stam wel 
virulent is en een andere stam niet. Bij het vaststellen van de potentiële virulentie kan verder 
onderscheid gemaakt worden tussen stammen, zodat nog beter achterhaald kan worden in welke 
voedselbronnen juist de gevaarlijke bacteriën voorkomen. 
 
Ook het bepalen van de mogelijke resistentie wordt steeds meer gebruik gemaakt van WGS. Op basis 
van de aanwezigheid van genen of bepaalde mutaties wordt een resistentieprofiel opgesteld. Ook de 
genetische factoren die de resistentie bepalen worden in databases verzameld. En deze databases 
worden toegepast in de WGS analyses. Voor het mogelijke verspreidingsgevaar van 
resistentiefactoren is het ook van belang om te weten of resistentiegenen op mobiele elementen 
liggen.  
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Mobiele elementen zijn bijvoorbeeld plasmiden of fagen. Ook het bepalen van mobiele elementen 
kan op basis van WGS data en de hiervoor specifiek ontwikkelde analyses. Een belangrijk gegeven 
hierbij is ook dat European Food Safety Authority (EFSA) voor monitoring van antimicrobiële 
resistentie erg geïnteresseerd is in het gebruik van WGS-data. Aangezien nieuwe resistenties en de 
hieraan verbonden nieuwe genetische factoren niet in databases aanwezig zullen zijn, zal het van 
belang blijven om ook in de toekomst gebruik te maken van fenotypische typering voor het bepalen 
van antimicrobiële resistentie. In de toekomst zal daarom waarschijnlijk een combinatie gebruikt 
worden fenotypische en WGS monitoring. 
 

Metagenomics 
Waar Whole Genome Sequencing mikt op het in kaart brengen van de DNA sequentie van één 
bacteriestam, is metagenomics de techniek waarbij van een monster (voedsel, omgeving, grond) al 
het DNA in kaart wordt gebracht. Door verbeterde analysetechnieken wordt het steeds beter 
mogelijk om ook op metagenomics data alle analyses toe te passen die voor WGS worden toegepast. 
Echter is het met metagenomics mogelijk om meerdere bacterie soorten en stammen tegelijk te 
detecteren in één monster. Hierdoor kan bijvoorbeeld duidelijk gemaakt worden of er meerdere 
soorten pathogenen aanwezig zijn. Of welke bacteriën als achtergrond aanwezig zijn, waardoor de 
isolatie bemoeilijkt wordt. 
 

Machine learning 
Er zijn ook belangwekkende ontwikkelingen op het gebied van WGS computeranalyses, zoals 
verbeterde algoritmes en statistische modellen. Ook voor WGS analyses wordt hierbij gebruik 
gemaakt van machine learning, een vorm van kunstmatige intelligentie. Daarnaast komen er nog 
altijd nieuwe WGS methodes om bacteriën te typeren die verdiepende inzichten kunnen geven in 
bijvoorbeeld de achtergrond en de virulentie van de pathogenen. Dit zijn typeringen die de invloed 
van methylering op de virulentie van bacteriën inventariseren, zogenaamde epigenomics. 
Methylering is een bekende regulatie factor van genexpressie in eukaryoten en er komt ook steeds 
meer onderzoek beschikbaar naar de rol van methylering in de genexpressie van bacteriën. 
Daarnaast is een interessante methode, de typering op basis van de Crispr-sequenties. Crisp-
sequenties zijn onderdeel van een belangrijk verdedigingsmechanisme van bacteriën tegen 
bacteriofagen. De in het DNA opgeslagen Crispr-sequenties kunnen zodoende een beeld geven van 
de milieus waar de bacteriestam van afstamt.  
 

Preventief inzetten 
Op dit moment wordt WGS nog veelal reactief gebruikt, wanneer pathogenen al voedselgerelateerde 
problemen veroorzaakt hebben. Naarmate de analysemethodes en de databases beter worden, en 
de gevaren van de gevonden bacteriën juist ingeschat kunnen worden, wordt het meer en meer 
mogelijk om ook proactief te reageren. Hiermee worden de handvaten geboden om preventief te 
acteren. Met als uiteindelijk doel een betere beheersing van de voedselveiligheid. 
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 Identificatie van bacteriën:

● Welke bacterie is het?
● Genus, soort, sub-species, serogroep, sequence type, ...

● Wat kan deze bacterie?
● Resistentie, virulentie, enzym productie, antibiotica productie

Wat willen we weten?
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Surveillance - bronopsporing
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Microbiologie tijdslijn

4https://www.preceden.com/timelines/66880‐history‐of‐microbiology



Biochemische typering

5https://www.microbiologie.info/

MALDI-TOF



Geschiedenis microbiologie

MLST
PFGE

MLVA

Figuur met dank aan Eelco Franz
Metagenomics timeline and milestones. Timeline showing advances in microbial 
communities studies from Leeuwenhoek to NGS (Ottman et al., 2012; Yarza et al., 
2014).



Overview typingerings methodes
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Applicatie 
Methode ꜜ

Surveillance Evolutie 
studies

Bron-
opsporing

Bron-
attributie

PFGE - - + -

MLST +/- + - +

MLVA + - +/- +

• Faag‐typering moeilijk te standaardiseren
• Sero‐typering  weinig resolutie
• PCR  beperkte informatie



“klassieke” typerings methoden

 Listeria - PFGE, serotypering (agglutinatie, 
PCR), MLST

 Salmonella - serotypering, MLVA (Enteritidis,
Typhimurium), PFGE

 Campylobacter - PFGE, MLST

 STEC - serotypering, MLST, faag-
typering, PFGE

 Staph. aureus - PFGE, faag-typering 

8



Next Generation Sequencing
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Vervanging typingerings methodes door WGS
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Applicatie 
Methode ꜜ

Surveillance Evolutie 
studies

Bron-
opsporing

Bron-
attributie

PFGE - - + -

MLST +/- + - +

MLVA + - +/- +

• Faag‐typering moeilijk te standaardiseren
• Sero‐typering  weinig resolutie
• PCR  beperkte informatie
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 Bevat alle genetische informatie
 Serotype
 Moleculaire typering
 Virulentie, resistentie profiel

 Hoogste resolutie voor 
bronopsporing

 Toepasbaar op alle bacteriën

Whole-Genome-Sequencing (WGS)

 Kosten efficiënt??

Applicatie 
Methode ꜜ

Surveillance Evolutie 
studies

Bron-
opsporing

Bron-
attributie

WGS + ++ ++ ++
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Bioinformatica Pipelines
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DNA isolaat

Sequencing

Raw data

Quality check

virulentie resistentiemol.typ. serotype

Algorithm

Sequence machine

Bioinformatica

Meta‐gegevens



Moleculaire typering - Listeria
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https://www.efsa.europa.eu/sites/default/files/scientific_output
/PUBLIC_2019_ECDC‐EFSA_ROA_UI‐583_Listeria.pdf



Samenvatting Listeria clusters (2015-2019)

47 clusters L. monocytogenes isolaten (268 voedsel, 54 humaan)
36 clusters over meerdere jaren
31 clusters enkel voedsel isolaten, 16 clusters ook humane isolaten
Waarsoorten:

•11 x rundvlees
•10 x pluimveevlees
•1 x varkensvlees
•3 x vleeswaren
•10 x zalm
•9 x forel, haring, garnalen

Prioriteit verwerken signalen:
1. Actieve humane uitbraken
2. Historisch humane uitbraken
3. Sporadische humane gevallen
4. Persistente stammen

28 nov 2019 VMT Food Safety Event - NVWA 12 
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Moleculaire typering - Salmonella

17https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1473309919300477#fig3



Resistentie, virulentie, mobiele elementen
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https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpubh.2019.00242/full

EFSA plannen voor rapportages op basis van WGS



Comparative genomics
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Virulentie Listeria
- inlA



Machine learning

20https://2019.igem.org/Team:Wageningen_UR/Results/Pathogenicity



Crispr typering

21https://journals.plos.org/plosone/article/figure?id=10.1371/journal.pone.0036995.g002



Epigenetica
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• Nanopore sequencing
• SMRT sequencing



Metagenomics
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Omics combineren – multi-omics

 (Meta-)genomics – DNA

 (Meta-)transcriptomics – RNA

 (Meta-)proteomics - eiwit
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 Identificatie van bacteriën:

● Welke bacterie is het?
● Genus, soort, sub-species, serogroep, sequence type, ...

● Wat kan deze bacterie?
● Resistentie, virulentie, enzym productie, antibiotica productie
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