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Inleiding

Vele jaren dienden traditionele kweekmethoden als erkende referentie methoden voor
microbiologisch onderzoek. De voordelen van traditionele methoden zijn dat de samenstellingen van
benodigde materialen bekend zijn doordat deze gedetailleerd beschreven zijn, en deze materialen of
media zijn bij verschillende leveranciers te verkrijgen. Ook zijn ze qua verbruiksmaterialen relatief
goedkoop. Maar nadelen zijn er ook. Zo moeten er vaak veel kweekstappen doorlopen worden, zijn
ze tijdrovend voor wat betreft arbeidstijd en doorlooptijd, en daarnaast is veel ervaring van analisten
nodig.

Daarom zijn er inmiddels door veel verschillende commerciéle producenten methoden bedacht die
met name sneller zijn. Dat worden alternatieve methoden genoemd. Deze alternatieve methoden
zijn al een tiental jaren op de markt beschikbaar, maar er worden nog steeds nieuwe alternatieve
methoden ontwikkeld.

Wetgeving
Voor wat betreft wetgeving zit je vast aan bepaalde traditionele ISO normen, maar na certificering
door middel van onafhankelijke validatie worden alternatieve methoden als gelijkwaardig

beschouwd. Deze validatie moet worden uitgevoerd door onafhankelijke organisaties volgens I1SO
16140.

De volgende organisaties valideren alternatieve methoden volgens ISO 16140:
e Europese organisatie MicroVal (www.microval.org)
e Franse organisatie AFNOR (www.afnor-validation.com).
e Scandinavische organisatie NordVal (www.nmkl.org/index.php/nb/nordval), maar deze
certificeert de alternatieve methoden niet zoals beschreven in ISO 16140.

Daarnaast valideert AOAC International (www.aoac.org) in de Verenigde Staten alternatieve
methoden volgens eigen AOAC richtlijnen.

Onderverdeling microbiologische analyses

Microbiologische analyses kunnen onderverdeeld worden in:
e Kwantitatieve (tel) methoden
e Kwalitatieve (detectie) methoden en
e Bevestigings- en identificatiemethoden
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Telmethoden

Er zijn steeds meer alternatieve methoden op de markt voor de telling van het aantal micro-
organismen. Dit kan onder andere met behulp van een instrumentele alternatieve telplaat, compacte
alternatieve telplaat, chromogene media of MPN (most probable number)-methode.

Een instrumenteel alternatief is de spiraalplaatmethode. Met behulp van een spiraalplaatapparaat
wordt een bepaalde hoeveelheid monstervioeistof (meestal 50 pl) van het centrum naar de
buitenkant van het oppervlak, door middel van een Archimedesspiraal, op een ronddraaiende
agarplaat gebracht. Op deze manier wordt een soort van verdunningsreeks aangebracht op een
agarplaat, waardoor een resultaat kan worden verkregen tussen circa 10% en ruim 10° kve/ml
vloeistof (het resultaat is afhankelijk van het gebruikte spiraalplaatprogramma).

Het grote voordeel van de spiraalplaatmachine is het grote telbereik, zonder het gebruik van
aanvullende verdunningsmedia en agarplaten. Daarnaast kan de spiraalplaatmethode worden

toegepast op alle agarplaten (zowel traditioneel als chromogeen).

Een nadeel is het op te brengen volume. Voor een spiraalplaat is dit vaak 50 pl, ten opzichte van 1 ml
voor een gietplaat ligt de ondergrens in dit geval een factor 20 hoger dan bij een gietplaat
(bijvoorbeeld 200 kve/g in plaats van 10 kve/g). Hierdoor moeten voor lagere tellingen aanvullend
tevens gietplaten ingezet worden.

Compacte alternatieven voor de telplaat zijn onder meer Petrifilm, MC Media Pad en Compact Dry.
Dit zijn allemaal dragers met mediumcomponenten in droge vorm, welke na toevoegen van de
monstervloeistof gereed zijn voor incubatie. Voordelen hiervan zijn dat ze direct te gebruiken zijn,
een lange houdbaarheid hebben, vaak een snellere doorlooptijd hebben en compact zijn.

Het grote voordeel van de compactheid is ruimte besparing in de broedstoof en reducering van afval.
Een nadeel daarvan is het kleinere teloppervlak. Voor de Petrifilmmethode kan een groot deel
geautomatiseerd worden zoals het beénten van de Petrifilms en het aflezen hiervan.

Chromogene telmedia zijn voedingsbodems welke chromogene substraten, selectieve en/of
electieve stoffen bevatten, waarmee door middel van kleur, specifieke micro-organismen kunnen
worden aangetoond en vervolgens geteld. Er zijn inmiddels veel producenten van dit type media.
Ook zijn sommige al doorgedrongen tot de ISO methoden zoals TBX in de ISO voor E. coli.

Een groot voordeel is dat ze duidelijker af te lezen zijn dan de traditionele methoden en vaak ook

minder stoorflora bevatten. Daarnaast hebben ze vaak een kortere incubatieperiode en hoeft er
meestal geen bevestiging uitgevoerd te worden. Een nadeel is de kostprijs van de media, die ligt in de
meeste gevallen hoger dan de traditionele media.

Bij MPN worden traditionele verdunningen in meervoud ingezet in vloeibare media. Op basis van het
aantal positieve testen per verdunning wordt aan de hand van MPN tabellen het meest
waarschijnlijke aantal micro-organismen per eenheid monster afgelezen. Alternatieven hiervoor zijn
onder meer Tempo en SimPlate.

De Tempo-methode is een geminiaturiseerde MPN-methode in een Tempo-kaart met 16 buisjes,
welke verdeeld wordt over 3 verdunningsniveau’s met tienvoudig verschil. Na incubatie wordt een
signaal gedetecteerd door de Tempo-reader. Afhankelijk van het aantal positieve buisjes berekent
het Tempo-systeem het MPN. Het telbereik van een Tempo-plaat is 10 tot 49.000 kve/ml
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monstervloeistof. Het grote voordeel van Tempo is de automatisering. Een nadeel is de grotere
meetonzekerheid van de MPN methode (geldt algemeen voor MPN).

SimPlate is een plastic schaal met 84 wells, waaraan in 9 ml steriel water opgelost medium en 1 ml
monstervloeistof wordt toegevoegd. Dit wordt homogeen verdeeld over de plaat. De overtollige
vloeistof wordt opgevangen door een absorberende spons. Na incubatie wordt gekeken naar groei.
Aan de hand van het aantal positieve wells kan het MPN worden afgelezen. Het telbereik van een
SimPlate is 1 tot 738 kve/ml monstervloeistof. De methode is vanwege de 84-voudige uitplating van
1 verdunning betrouwbaarder dan de relatief onbetrouwbare MPN-methode.

Detectiemethoden

De aan- of afwezigheid van een pathogeen in een testportie kan op alternatieve manieren worden
aangetoond met behulp van kweekmethoden welke werken met aangepaste ophopingsmedia en/of
chromogene media. Daarnaast zijn er nog tal van immunochemische en moleculaire methoden
beschikbaar.

Aangepaste ophopingsmedia zijn bijvoorbeeld één staps verrijkingsbouillons, welke een goede
resuscitatie mogelijk maken en tevens de incubatieduur verkorten. Met name voor Listeria en
Salmonella zijn diverse bouillons op de markt verkrijgbaar. Voordelen hiervan zijn de snelheid qua
doorlooptijd en dat ze minder arbeids- en materiaal intensief zijn.

Net als voor telmethoden zijn er voor detectiemethoden vele chromogene media verkrijgbaar.
Sommige zijn al opgenomen in ISO methoden, zoals ALOA in de ISO voor Listeria. Ook hier is een
groot voordeel dat ze duidelijker af te lezen zijn, vaak met minder stoorflora, zodat er minder last is
van persoonlijke interpretatie van de analist. Met sommige chromogene media, kan ook onderscheid
gemaakt worden tussen verschillende species. Daarnaast zijn ze sneller en hoeft er meestal geen
bevestiging uitgevoerd te worden. Een nadeel is de kostprijs van de media, die ligt in de meeste
gevallen hoger dan de traditionele media.

Immunochemische methoden zijn gebaseerd op een specifieke bindingsreactie tussen antilichaam en
antigeen, na een voorophoping. Er zijn verschillende ELISA en LIA testen op de markt. Het VIDAS
systeem is volledig geautomatiseerd met behulp van teststrips en apparatuur. Voordelen van
immunochemische testen zijn dat ze relatief eenvoudig en snel zijn. Een nadeel is de hoge
detectiegrens (10*-10° kve/ml), maar door eventuele immunoconcentratie is deze detectiegrens te

verlagen.

Daarnaast wordt er alleen een negatief/positief resultaat verkregen. Indien er bij een positief
resultaat aanvullend bevestigd of geidentificeerd dient te worden, moet teruggegaan worden naar
de voorophoping en moet hieruit weer gekweekt en geisoleerd worden.

Moleculaire methoden zijn gebaseerd op het aantonen van DNA of RNA. De meeste methoden
betreffen polymerase chain reaction (PCR), welke werken op basis van (twee of) drie
temperatuurwisselingen met 2 primers. 3M heeft MDS (moleculair detectie systeem) ontwikkeld
welke is gebaseerd op de LAMP (Loop-Mediated Isothermal Amplification) technologie, deze werkt
op basis van één constante temperatuur met 4-6 primers.
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Voor uitvoering van de PCR/MDS reactie, dient het micro-organisme eerst gekweekt te worden.
Vervolgens wordt van een bepaalde hoeveelheid ophopingsvioeistof een - meer of minder
uitgebreide - DNA extractie uitgevoerd en deze wordt in de thermocycler gezet. Bij de (real-time)
PCR/MDS reactie ontstaan signalen en op basis hiervan wordt een negatief/positief resultaat
verkregen.

Voordelen zijn dat deze testen snel zijn, de testen duren tussen 30 en 120 minuten wat betekent dat
na voorophoping een uitslag vaak binnen 1 dag wordt verkregen, dat de detectiegrens van
moleculaire methoden laag is (10'-10% kve/ml) en overeen komt met de gevoeligheid van traditionele
methoden. Nadelen van moleculaire methoden zijn de mogelijke detectie van dode micro-
organismen, maar er zijn al leveranciers welke hier een oplossing voor hebben gevonden, en de
gevoeligheid voor inhibitie (vals-negatieve resultaten) en contaminatie (vals-positieve resultaten).

De kostprijs van moleculaire kits liggen relatief hoog. Ook hier geldt dat er een negatief/positief
resultaat wordt verkregen. Dus indien - bij een positief resultaat - er aanvullend bevestigd of
geidentificeerd dient te worden, moet teruggegaan worden naar de voorophoping en moet hieruit
weer gekweekt en geisoleerd worden.

Bevestigings- en identificatie technieken

Er zijn inmiddels veel alternatieve technieken om verdachte kolonies te bevestigen of identificeren.
Bij bevestiging wordt een aantal specifieke testen uitgevoerd om te onderzoeken of een verdachte
kolonie daadwerkelijk het gezochte micro-organisme betreft. Er zijn verschillende zogenoemde
galerijen beschikbaar om kolonies te bevestiging. Geen van allen hebben nog een I1ISO 16140
certificering.

Bij identificatie wordt de genus en soort van een isolaat bepaald. De MALDI Biotyper van Bruker kan
circa 3.000 species onderscheiden en is inmiddels ISO 16140 gevalideerd.

Rekening houden bij gebruik

Om een juiste keuze te maken voor implementatie van een methode in een laboratorium, moet goed
worden nagedacht waarvoor de methode gebruikt moet worden en wat het uiteindelijke doel is. Ook
zijn het aantal analyses per periode van belang en of een ISO 17025 accreditatie noodzakelijk is.

Het invoeren van een alternatieve methode kan onder meer tot doel hebben: verkorten analyseduur,
betrouwbaarheid en/of reproduceerbaarheid vergroten, betere traceerbaarheid, ruimte besparing of
kostprijs verlagen.

De analyseduur zal met de meeste alternatieve methoden verkort kunnen worden. De
betrouwbaarheid vergroten kan bijvoorbeeld met behulp van chromogene media, doordat de
persoonlijke interpretatie hier minder invloed op heeft dan op traditionele media. De
reproduceerbaarheid en traceerbaarheid kan vergroot worden door automatisering. Een algemene
kostenreductie kan bij bulk analyses gerealiseerd worden door automatisering.

Bij gebruik van alternatieve methoden is het belangrijk dat de resultaten door de belanghebbende
partijen worden geaccepteerd. Indien een ISO 17025 accreditatie wenselijk is, hebben 1ISO 16140
gevalideerde methoden de voorkeur, aangezien deze dan als 'gelijkwaardig' beschouwd worden, mits
het validatieprotocol geheel gevolgd wordt. Hierbij moet dan ook goed de validatie van het type
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producten en de exacte uitvoering zoals beschreven bij de onafhankelijke validatie goed bestudeerd
worden. Let hierbij op incubatietijden, -temperaturen, bevestigingsmethoden en dergelijke.

Bij immunochemisch of moleculaire methoden wordt vaak aangegeven dat de uitslag binnen 1 a 2
uur wordt verkregen, maar hierbij moet de voorophoping niet worden vergeten. Ook wordt vaak
aangegeven dat meerdere analyses tegelijk op één protocol gedraaid kunnen worden, maar ook
hierbij moet de incubatieduur gerespecteerd worden. Bijvoorbeeld: voor Salmonella is deze vaak 16-
20 uur en voor Listeria 22-26 uur, om ze tegelijk te kunnen draaien gaat de effiéntie omhoog en
kostprijs omlaag, maar de doorlooptijd wordt langer (voor Salmonella in dit geval). Dat is dus een
afweging welke gemaakt moet worden.

Indien een keuze voor een methode is gemaakt, dient deze methode geverifieerd worden voor wat
betreft geschiktheid in het eigen laboratorium, met eigen analisten, eigen apparatuur en met eigen
type producten (biologische variabiliteit, stoorflora, storende componenten).

En niet te vergeten

Geen enkele methode is 100% gevoelig en 100% specifiek. Daarnaast blijft opleiding van analisten
heel belangrijk, aangezien onjuist gebruik van een methode, afwijkende resultaten zal opleveren.

Opmerking
Deze presentatie en samenvatting zal niet volledig zijn voor wat betreft technieken en producenten,
ook zullen na verloop van tijd nieuwe technieken op de markt komen.

Voor een volledig overzicht van beschikbare methoden wordt verwezen naar de websites van de
verschillende producenten en leveranciers.
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Microbiologische methoden in het food / feed
laboratorium

Tellingen (inclusief MPNSs)
Detecties (met / zonder isolatie)

Bevestigingen
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Klassieke telmethoden

Doel: bepalen van aantal micro-organismen welke in staat zijn tot groei.

Methode:
Primaire verdunning (evt. resuscitatie) = Uitplaten in / op vaste voedingsbodem
of diverse verdunningen in vioeibaar medium (MPN) - evt. bevestiging

Voor- en nadelen:

+ Vaak erkend als referentie methode

+ Goedkoop qua media en investeringen* (indien handmatig)
- Arbeids- en materiaalintensief

- Lange doorlooptijd (bv. G&S = 5 dagen)

- Bevestigingen

- Persoonsgebonden interpretatie

* Automatisering: mediabereider, gietstraat, kolonieteller
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Instrumentele alternatieve telplaat

Spiraalplaat (IUL, Interscience)

Voor- en nadelen:
+ Geen last van matrixmateriaal bij telling
—> kolonieteller
+ Te gebruiken voor alle media in petrischaal
+ Telbereik > 10° kve/g (geen decimale verdunningen
- minder arbeid / materiaal)
- 50 pl = detectiegrens 20x hoger dan 1 ml gietplaat

Bij gebruik rekening houden met:
Aanvullend gietplaten (tellingen < 200 kve/q)
Tellingen giet- en spiraalplaat niet altijd vergelijkbaar
Verstoppingen stylus mogelijk door matrix
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Compacte alternatieve telplaat

Petrifilm (3M)
AC, YM, EB, CC, LAB, EC, SA

Voor- en nadelen:

+ Direct te gebruiken

+ Lange THT (tot 18 mnd Kkk)

+ (Meestal) snelheid

+ Minder ruimte, minder afval

+ Automatisering: inzetten / tellen

+ Ook geschikt voor afdrukmonsters
- Kleiner telopperviak
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Compacte alternatieve telplaat

. Transp_arent
MC-Medla Pad (J NC) coverim b Water soluble layer including
) Non-woven fabric nutrients, chromogenic
AC, EC Media Pad / substances and inhibitors
Compact Dry (Hyserve) Adhesive film ,_LM_"— Waterproof sheet

EB, EC, BC, ETC, PA

Voor- en nadelen:

+ Direct te gebruiken

+ Lange THT (tot 3 jaar kk vs. tot 2 jaar kt)
+ (Meestal) snelheid

+ Minder ruimte, minder afval

- Kleiner telopperviak

- (Nog) niet te automatiseren
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Chromogene telmedia

Solabia (Compass, Symphony, Rhapsody), bioMérieux/AES (ChromID,
Rebecca, Bacara), Bio-Rad (RAPID’), Oxoid (Brilliance)

Voor- en nadelen: MYP (2d) vs. 1d: Compass B. cereus Bacara
+ Sneller dan ISO

+ Duidelijker aflezen

+ Minder stoorflora

+ Meestal geen bevestiging

- Kostprijs media + BA (1d) RAPID’ Brilliance

\4
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MPN methoden

TEMPO (bioMérieux): 16 kanaals (10-49.000 kve/ml)
AC, STA, EB, EC, TC, BC

SimPlate (BioControl): 84 wells (1-738 kve/ml)
AC

Voor- en nadelen:

Tempo:

+ Minimale kans cross-contaminatie, minder afval, automatisering
Algemeen:

+ Direct te gebruiken, lange THT

- Grenzen telbereik

- Meetonzekerheid
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Keuze telmethoden

Doel?
Type lab: weinig / veel verschillende methoden / ISO 17025

Bij gebruik rekening houden met:
Status methode: wel / geen ISO 16140-2 validatie
Indien ISO 16140-2 validatie: let op toepassing (type producten)
Automatisering / traceerbaarheid / LIMS
Verificeren geschiktheid met eigen producten
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Klassieke detectie methoden

Doel: Aantonen min. 1-5 kve target-organismen / testportie

= Sample + Buffered peptone water (BFW):
4 E Tenfold dilution (9.1 and 5.2)
= 18h+2Zhat 34 *C to 38°C

Methode: _f / ~—_

Primaire ophoping = Secundaire selectieve ophoping =

¢85 + '
b E 10 ml BVS broth or on MSRV agar (%.3.2) 10 ml MKTTn broth (9,3.2)

R 24h+3hat4l5Ce1C Z4hx3hat37oCx1"C

- Isolatie medium - evt. bevestiging \ /

XLD agar
24h+£3hat37°C+1°C (94.2)
+ second isolation agar

Voor- en nadelen:
+ Vaak erkend als referentie methode T l

Test at least 1 typical or suspect
additional 4
marked colonies [9.5.2)

+ Goedkoop gua media en investeringen | 1

| Non=selective agar (9,5,2)

Arbeids- en materiaalintensief | | R

colony. If negative, test

y E L \\
- Lange doorlooptijd (neg. 1-4 dagen, pos. 5-7 dagen) e ~.
- Veel b eve Stl g I n g e n Biochemical ‘.cii.ng [9.5.9) :irrolcf‘.ca'_ testing (4.5.4)

Persoonsgebonden interpretatie

Expression of results
[Clause 10}
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Detectie methoden

Modificaties aan ophopingsmedia:
Bouillons t.b.v. Listeria/Salmonella:

ONE Broth (Oxoid), Listeria Special Broth (Bio-Rad), Listeria Xpress (bioMérieux)
Semi-solid media t.b.v. Salmonella:

MSRYV, SESAME (Solabia), SMS (bioMérieux/AES)

Voor- en nadelen:

+ Sneller dan ISO

+ Minder arbeid / materiaal
Semi-solid:

- Mist niet-beweeglijke Salmonella
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Chromogene detectie media (met isolatie)

Solabia (Compass, SESAME, IRIS), bioMérieux/AES (ChromiID, ... One Day),
Bio-Rad (RAPID’/AL agar), Oxoid (Precis), Neogen (LESS Plus)

Voor- en nadelen:

+ Sneller dan ISO

+ Minder arbeid / materiaal

+ Duidelijker aflezen

+ Differentiatie species

+ Geen of eenvoudige bevestiging
- Kostprijs media
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Immunochemisch detectie (zonder isolatie)

VIDAS Next Day & 48h (bioMérieux), Transia Plate Gold (BioControl)
Ridascreen (R-Biopharm), Reveal (Neogen), Solus ELISA (Solus),
OLRT (Oxoid), BACSpec (Eurofins)

Voor- en nadelen:

+ Eenvoud

+ Relatief snel (test: 45-120/180 min),
uitslag vaak binnen 1 tot 2 dagen

+ Duidelijke uitslag

+ Meeste te automatiseren

- Veel pipetteerwerk (handmatig)

Bij gebruik rekening houden met:
Detectiegrens: 104-10° kve/ml

Indien verdacht, aanvullend isoleren / bevestigen .
Test: 10-25 min
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Moleculaire detectie (zonder isolatie)

Bio-Rad (iQ-Check), GeneDisc (PALL), Eurofins (BacGene), Assurance GD
(BioControl), BAX (Qualicon), Gene-up, AdiaFood (bioMérieux/AES),
SureTect, RapidFinder (Oxoid/Thermo Scientific), ANSR (Neogen),
MicroSEQ, Pathatrix (Life Technologies), Qiagen Mercon (Qiagen),
LumiProbe (Euralam), Accuprobe, FoodProof (Biotecon), Salmonella DNA
test kit (BioCheK), MDS (3M)

Microbiologische methoden in het laboratorium Suzanne Arts - van den Hoven



Moleculaire detectie (zonder isolatie)

Voor- en nadelen:

+ Snel (test: 30-120 min), uitslag vaak binnen 1 dag
+ Indien 96 wells: 1-94 monsters / run

+ Gevoelig (101-103 kve/ml) = vergelijkbaar kweek
+ Duidelijke uitslag

+ Automatisering mogelijk

Evt. dode micro-organismen

Gevoelig voor inhibitie

Gevoelig voor contaminatie

Kostprijs kits
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Moleculaire detectie (zonder isolatie)

Bij gebruik rekening houden met:
Indien verdacht, aanvullend isoleren / bevestigen
1 PCR protocol voor alle testen (incubatietijden)
Reagentia pipetteren / k&k
Opslag kits kk / kt
Open / gesloten PCR systemen
Capaciteit PCR machine
Contaminatierisico bij PCR (gescheiden ruimtes)
Kalibratie PCR machines
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Keuze detectiemethoden

Doel?
Vergeet de tijd voor voorophoping niet

Bij gebruik rekening houden met:
Status methode: wel / geen ISO 16140-2 validatie
Indien ISO 16140-2 validatie: toepassing (type producten) goed lezen
Automatisering / traceerbaarheid / LIMS
Verificeren geschiktheid met eigen producten
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Bevestigings- en identificatie technieken

MALDI Biotyper (Bruker, 1ISO 16140-6)

Voordelen / nadelen:

+ Arbeidsbesparing

+ Eenvoudig

- Kostprijs

MALDI Biotyper:

+ ldentificatie (x3000 species)
+ Snel (96 monsters < 60 min)
- Investering / onderhoud
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Conclusie

Indien alternatieve methode aantoonbaar werkt in lab:

Voordelen:

Snel (kortere doorlooptijd / betere doorstroming)
Eenvoud (uitvoering / automatisering)
Reproduceerbaarheid

Algemene kostenreductie

Opmerkingen:
Geen enkele methode is 100% gevoelig en specifiek
Opleiding van analisten blijft belangrijk

(onjuist gebruik = afwijkende resultaten)
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Extern gevalideerde alternatieve methoden

Validatie volgens ISO 16140-2 en I1SO 16140-6:
Minimaal gelijkwaardige resultaten t.o.v. ISO

- methode geaccepteerd als gelijkwaardig aan 1SO:
« AFNOR:

https://nf-validation.afnor.org/en/food-industry/#discover-certified-methods

e MicroVal:

https://microval.org/en/issued-certificates/

 NordVal:
https://www.nmkl.org/index.php/en/publications/category/nordval-sertifikater

Validatie volgens AOAC richtlijnen:
e AOAC International:
https://www.aoac.orqg/

Microbiologische methoden in het laboratorium Suzanne Arts - van den Hoven



Bedankt voor
de aandacht!

Nog vragen?
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