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Schnellmethoden und WGS:

Uberblick und Analytik
Livia Schwendimann, 03.11.2023
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Nachweis von Mikroorganismen im Lebensmittel

mmmm) Bestétigung
MIC, Hamolyse,
Katalase Test.
API, weitere Test
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Nachweis von Listeria qualitativim Lebensmittel

sqQts

Prise d'essai (25 g ou 25 ml)
+

Milieu d'enrichissement primaire (bouillon Fraser-demi ; B1) (225 g ou 225 ml)

'

Incuber2a30°C+ 1°Cpendant24ha26h

T

P.I.l-ll

b [ ]|

2

0,1 ml de culture dans 10 ml de milieu

d'enrichissement secondaire
(bouillon Fraser ; B2)

Incubationa37°C+1°Cpendant24h+2h

Isolement sur
gélose Listeria selon Ottaviani et Agosti (B3) et deuxiéme milieu sélectif (B4)

'

- Incubation de la gélose Listeria selon Ottaviani et Agosti pendant24h+2het24h+2h

supplémentaires a37°C+1°C

- Incubation du deuxiéme milieu sélectif en fonction du milieu choisi comme spécifié par le fabricant

IR

- Inoculation du milieu gélosé non sélectif et incubation 237 °C+ 1°C(9.5.1)

Figure A.1 — Logigramme du mode opératoire

Listeria qual Analyse nach ISO
~—  Norm 3-4 Tage




Nachweis von Listeria qualitativ im Lebensmittel mittels

«Schnellmethode»

Prise d'essai (25 g ou 25 ml)
+

Milieu d'enrichissement primaire (bouillon Fraser-demi ; B1) (225 g ou 225 ml)

'

Incuber230°C+1°Cpendant24ha26h _

\ 0,1 ml de culture dans 10 ml de milieu

d'enrichissement secondaire
(bouillon Fraser ; B2)

Incubationa 37°C+1°Cpendant24h+2h

Isolement sur

Schnellmethode 1: Real-time PCR nach
Anreicherung, negatives Resultat nach ca. 28 h
Schnellmethode 2: Vidas (ELISA) nach
Anreicherung , negatives Resultat nach ca. 28 h

Falls positiv, Vorgang nach

gélose Listeria selon Ottaviani et Agosti (B3) et deuxiéme milieu sélectif (B4)

'

- Incubation de la gélose Listeria selon Ottaviani et Agosti pendant24h+2het24h+2h
supplémentaires a37°C+1°C
- Incubation du deuxiéme milieu sélectif en fonction du milieu choisi comme spécifié par le fabricant

'

Confirmation de L. monogytogenes ou Listerig spp. (9.5) :

- Inoculation du milieu gélosé non sélectif et incubation 337°C+ 1°C(95.1)

Figure A.1 — Logigramme du mode opératoire

ISO Methode




Vor- und Nachteile Schnellmethoden

* Positive Vidas/PCR
Resultate missen mit
der ISO Methode

* Falls negativ: Resultate o
innerhalb von 28 lfitgt'gtTge;den
Stunden 2> - ok
Produktefreigabe, * Falsch positive

Resultate: Resultate aus
der PCR kdnnen nicht
immer bestatigt werden,
da mit PCR auch «tote»
Zelle nachgewiesen
werden = hoher
Aufwand bei der
Erklarung der Resultate

Produktionsfreigabe

* Hohe Automatisierung
maoglich - Roboter fir
die DNA Extraktion fur
die PCR
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Weiteres Vorgehen beil positivem Resultat

Prise d'essai (25 g ou 25 ml)

# Fl'.ll.l

e
Milieu d'enrichissement primaire (bouillon Fraser-demi ; B1) (225 g ou 225 ml)
\ 0,1 ml de culture dans 10 ml de milieu

Incuber 230°C+1°Cpendant24ha26h
d'enrichissement secondaire

(bouillon Fraser ; B2)

Incubationa37°C+1°Cpendant24h+2h

'

« wtt 1 . ..-. %, Y gsidtal Isolement sur
N R L gélose Listeria selon Ottaviani et Agosti (B3) et deuxiéme milieu sélectif (B4)
. W
) S e e - Incubation de la gélose Listeria selon Ottaviani et Agosti pendant24h+2het24h+2h
Enager & ol o i o supplémentaires 337°C+1°C
2l T - Incubation du deuxiéme milieu sélectif en fonction du milieu choisi comme spécifié par le fabricant
!

Confirmation de L monogytogenes ou Listeria SPp. |2_Sl J

- Inoculation du milieu gélosé non sélectif et incubation 237 °C+£ 1°C(95.1)

Figure A.1 — Logigramme du mode opératoire
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Methoden zur Typisierung von Mikroorganismen im Lebensmittel.

Klassische Mikrobiologie

l \ : CgMLST
MLST, Spa typing,
PCR

Serotyping

Maldi TOF
Keimidentifizierung

Y
Typisierung



MALDI TOF

DETECTOR Spectra
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PLATE: matrix +sample

Output:

- Spezies ldentifizierung, z.b. Listeria monocytogenes

- Ev. Subtypisierung von Mikroorganismen

- Kann als Bestatigungstest bei ISO Methode angewendet werden



Von der DNA zur Erbinformation (Sequenzierung, WGS)
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Output Sequenzierung |
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Output Sequenzierung Il

430 440 450
AATCCTGTTTGATGGT GG

GAGTT GCAGCAAGCGE TCCACGCT GG TTTGCCCCAGCAGGCGAR

6600 6800 €300

a0 480 s00
CAARACAATAGCCCCAGATAGGGTTGAGT

TTCCGAAATCGCCAAAATCCCTTATAAATCE

1

1

7400 7500 8100

\(W\A [\/\ Ty "WWN .

AAAGAACGTCCACTCCAACGTCAAAGCCCGCAA

CTTCCAGTTTGCAACAAGAGTCCACTATT

\

200 8300 2400 5000

&0

ss0 590 00
CCATCACCCAAATCAAGITITITGG

AAACCGTCTATCAGGGCGATGGCCACT ACGTGAA

oty e Mol

Profil A

450

AGTT GCAGCAAGCGE TCCACGET GG T TTGCCCCAGCAGCCCAAAATCCTCTTTGATCCTCE

’mmm AT mww"wm " M/\M Amw

2000 7100

a0 480 s00
TTCCGAAATCGGCAARAATCCCT TATAAATCAAAACGCAATAGCCCCAGATAGGGTTGAGTGTT

7300 7400 7500 7600 7700 7800

530 540 sso
GTTCCAGTTTGCGAACAAGAGTCCACTATTAAAGAACGTGCACTCCAACCTCARAGCGCGAR

8200 8300 2400 8500 8600 8700 5800 8900 5000

00 610 630
AAACCGTCTATCAGGGCGATGGCCACT ACGTGAACCATCACCCAAATCAAGTITTITTT

Uy, ProfilB

;,\

i/q:‘t“ )

AN

’

/)

fe a7

- Es braucht Methoden um die Sequenzen vergleichen zu kbnnen
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WGS Anwendung: Ausbruchsabklarung

A. Minimum spanning tree of cgMLST allelic profiles® B. Maximum parsimony tree based on whole-genome sequencing (WGS) data®

O
L O

% 17,

wm Human Denmark.
mm Food Denmarl k
O = Human France

B Food France

3 Poultry processing facilities Norway
17 B Salmon processing facilities Norway
1 Human Denmark, unrelated to the outbreak

Quelle: Eurosurveillance | Cross-border outbreak of listeriosis caused by cold-

smoked salmon, revealed by integrated surveillance and whole genome
sequencing (WGS), Denmark and France, 2015 to 2017
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https://www.eurosurveillance.org/content/10.2807/1560-7917.ES.2017.22.50.17-00762?crawler=true
https://www.eurosurveillance.org/content/10.2807/1560-7917.ES.2017.22.50.17-00762?crawler=true
https://www.eurosurveillance.org/content/10.2807/1560-7917.ES.2017.22.50.17-00762?crawler=true

WGS Anwendung: Umgebungsmonitoring

sqQts

Crate
washing

Schnitzel line
Froster

Schnitzel

- ey

Trolley
garage

Tumblers

() O

O O

e — Hygiene lock

O O

Lockers

I E Cleaning || Personnel
] Entrance
Storage rooms Raw meat trimming

=) Flow of uncooked product

= Flow of heated product ’ Meat docks

Quelle: Listeria monocytogenes
post-outbreak management -
When could a food production be
considered under control again? -

ScienceDirect
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https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160522003166?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160522003166?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160522003166?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160522003166?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160522003166?via%3Dihub

WGS Anwendung: Umgebungsmonitoring

B Srevsl cral Insernarional Jowrnal of Food Miarchiology 579 (2022) 109544
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Quelle: Listeria monocytogenes
post-outbreak management -
When could a food production be
considered under control again? -
ScienceDirect
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https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160522003166?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160522003166?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160522003166?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160522003166?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160522003166?via%3Dihub

Zusammenfassung Analytik und Typisierung

DETECTOR Spectra

Ml MALDI TOF

*Spezies Identifikation, Bestatigungstest fur ISO Norm

ANALYZER: TOF

L. monocytogenes, L. innocula, L. ivanovii
«ldentifikation Stamme auf Platte, L. sakei, S. mascerens, etc.

~— Ionization System:
. .
2. ionization *,* O ”LASEK

'y
A1 desorption

PLATE: matrix +sample

PCR Methode

*Nachweis von einem spezifischen Gen (z.B. bei Listeria)
*Stx 1-2, eae bei EHEC, Serotyping von Salmonellen

Sequenzierung von einzelnen Genen

*MLST, Spa-Typing
+|dentifikation der Cluster («Familien» mit &hnlichen Eigenschaften)

WGS (Whole genome sequencing)

*Sequenzierung vom ganzen Genom
*CcgMLST: Bestimmung, ob 2 Stamme gleich oder unterschiedlich sind
ey "\N\f”k_‘uf(\iﬁ. e *Verhaltnisse zwischen den Stammen kdnnen erstellt werden
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I swiss quality testing services

Vielen Dank fir ihre
Aufmerksamkeit

WWW.SQts.ch

Livia.schwendimann@sqts.ch

m

Diskussion und
Fragen
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http://www.sqts.ch/
mailto:Livia.schwendimann@sqts.ch
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