S

SLU

ALNARP

LTV-fakultetens faktablad

2016:17

Fakta fran Partnerskap Alnarp

E. coli:s dolda liv: sockersug och kurragomma
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Sammanfattning

Frukt och gronsaker ingir 1 en hilsosam
kost. Dessa konsumeras antingen i ra el-
ler tillredd form. Ett 6kat antal utbrott av
tarmsmittor har dock relaterats till frukt
och gronsaker for direktkonsumtion eller
konsumtion med minimal tillredning, bide
i Sverige och utomlands. Ofta férknip-
pas magsmittor pd frukt och gront med
importerade varor. Det tragiska utbrottet
av EHEC, en mycket aggressiv grupp av
E. coli (serotyp O157:H7), sensommaren
2005 satte problematiken pd den svens-
ka kartan. For att skapa forutsittningar for
att forebygga spridning av humanpatogena
sjukdomsalstrare (sisom EHEC, Salmonella,
Campylobacter) under odlingen till produk-
ten har vi undersokt hur E. coli O157:H7
forokas pa ytan av bladgronsaker och 1 vil-
ken omfattning den formar att krypa in och
gomma sig 1 bladvivnaden. Invasion i blad-
vivnaden innebir att den blir odtkomlig vid
tvittning. For bladgront fann vi att

* E. coli O157:H7

- kan invadera bide oskadd vixtvivnad och
vixtvavnad som skadats antingen meka-
niskt eller genom sjukdomsangrepp,

- formaér att 6verleva och att vixa till pa
ytan av intakta och tryckskadade, skur-
na och strimlade blad och

- tillvixten dr vixtspecifik.

* Glukos och fruktos var de frimsta sock-
erarterna pid bladytan av intakta eller
tryckskadade blad.

* Glukos, fruktos, sukros och galaktos fore-
kom 1 stora mingder pa skurna resp. son-
derdelade blad.

» Ett mycket starkt samband mellan tillvixt
av E. coli och sockerhalten konstaterades.

Vira resultat visar att hog hygien miste rida
i hela produktionskedjan fran jord till bord.
Att skolja gronsakerna innan fortiring har
begrinsad effekt och nir inte de skadeorga-

Figur 1. Férska frukter och gronsaker fortirs med en levande biota (mikroflora). Den elektron-

mikroskopiska forstoringen till hoger visar dr ytan av ett spenatblad och de cylinderformade

stavarna dr bakterier. (Bild: B. Alsanius; K. Brismar; arrangemang: B. Alsanius)

nismerna som har tringt in 1 vixtvivnaden.
Studien har genomfdrts inom ramen av
Tvirlivs-projekt "Risker for humanpatoge-
ner i frukt och gront 1 en globaliserad virld
och strategier att bemistra dem”, samt Part-
nerskap Alnarp projektet “Forekomst av
tarmsmittor i bladgront under processing”,
bada i samarbete med Sydgront ek. for.

Bakgrund
Inom ramen for detta faktablad presen-
terar vi nya ron om uppforokning av E.
coli O157:H7 pa bladgront relaterad till
processning och organismens formaiga
att tringa in i bladens inre (internaliseras).
Detta for att framja hilsa och vilmdende
for ett langt liv, 6ka konsumenternas tillit
till hela virdekedjan frin jord till bord samt
verkar for etiska och uthélliga produktions-
metoder.

Vixter i natur eller kultur r aldrig ensam-
ma. Vixternas yta och inre dr naturligt ko-

loniserade av mikroorganismer (bakterier,
svampar). Majoriteten av dessa organismer
utgdr ingen fara for konsumentens hilsa.
Nigra av dessa kolonisatorer kan dventy-
ra vixternas hilsa (vixtpatogener). Smittor
som orsakar magsjuka kan dock dyka upp
i alla delar av produktionskedjan frin jord
till bord och fista vid vixtytan. Djur- och
humana exkrement ir en huvudsmittkilla.
Det dr viktigt att bryta smittcykeln. Viktiga
riskmoment for smittspridning i frilands-
och vixthuskulturer (2, 3, 5) ir organiskt
godsel, ohygieniskt bevattningsvatten och
djur 1 produktionsmiljon (bade vilda djur,
ohyror eller sillskaps- och husdjur).
Korskontaminering kan ocksa ske genom
minniskor som vistas i produktionsmiljon.
God hygien och personalens hilsostatus ar
dirfor grundliggande for att minska smitt-
spridningsrisken (3). Bland vattenrelaterade
magsmittor 1 frilandskulturer dr shigatox-
in-producerande Escherichia coli (EHEC.
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Tabell 1. Uppforokning av E. coli O157:H7gfp+ (% av absoluta antal) pa intakta och
tryckskadade blad av romansallad, rucola, réd mangold och spenat direkt efter behandling

respektive efter 24 h lagring.

Vaxtslag Intakt Tryckskadat
Romansallad 40.62 46.65
Rucola 2.23 11.22
Ro6d mangold 7.34 27.13
Spenat 6.69 10.85

t.ex. E. coli O157:H7) sirskilt betydelsefulla
i och med att de framkallar allvarliga sjuk-
domstillstind vid mycket 1ig infektios dos
och motstir ogynnsamma miljobetingelser.
Vi valde en oskadlig typ av E. coli O157:H7
som modellorganism som ir markerad med
ett gront fluorescerande protein (gfp) (1, 4,
6). Detta for att kunna kinna igen den vid
reisolering frdn bladytan och i bladens inre
vid undersokning i konfokalmikroskopet.

Bakterier pa bladytan

Stiren som paverkas av bladet kallas fyllos-
far. Antalet bakterier i fyllosfiren skattas till
en miljon bakterieceller per g bladfirskvikt.
Bakteriernas val av koloniseringsplats och
dess forehavande pd blad kan jamforas med
minniskans 6vervigande vid val av, och
forehavanden pd, hennes boplatser. Minn-
iskan vill frimst bo pé platser som kan un-
derlitta tillvaron; det giller klimatet (hellre
Malaga dn Gronland), nirhet till livsnod-
vindiga faktorer/livsmedel (hellre bordiga
slitter dn oken), litthet att inforskaffa for-
nodenheter (nira kust eller infrastruktu-
rer), eller dar likasinnade finns (favoriserade
stadsdelar). Bakterier fungerar i minga av-
seenden pa ett liknande sitt: for att 6verleva
krivs det tillging pa niring och vatten. Ut-
over detta miste miljon matcha bakteriernas
krav pa temperatur och luftfuktighet. Bladet
ir utsatt for stora temperatursvingningar
mellan dag och natt, kraftig torka, neder-
bord, som tidvis kan vara mycket hifti-
ga, vind, elektromagnetisk strilning (t.ex.
UV-strilning). Det ir alltsd tufft for bakte-
rier att vistas dir. Forstds spelar ocksa bla-
dens egenskaper roll, sdsom alder, position
pa vixten, topografi och bladvinkel samt
ytskiktets (kutikula) beskaffenhet. Bladet
skyddar sig mot uttorkning genom ett vax-
skikt. Detta dr vattenfranstotande (hydrofob),
vilket betyder att bakterierna maste kunna

overvinna detta for att inte glida av med
dagg eller regnvatten.

Bakterier delar utrymmet pa bladet med
andra mikroorganismer. Bakterier kan vara
fientligt instillda sinsemellan.

Niringsrika platser pd bladet 4r nira
klyvoppningarna (stomata), kortelhdr (tricho-
ma) eller i vivnadssir. En ensam bakterie
klarar sig inte sirskilt vil; kolonisering sker
tillsammans med likasinnade. D3 antalet
likasinnade har nitt en viss kritisk mas-
sa, bildas det aggregat (biofilm). Biofilmen
hjilper bakterierna att effektivt fista vid
bladytan. Den ger skydd mot uttorkning,
men ocksd mot borttvittning av t.ex. regn-
vatten. Den ger ocksd méjlighet att forindra
boplatsens forutsittningar, t.ex. kan glipor i
kutikulan koloniseras effektivt och di ocksi
bittre tillgang till f6da. Det finns en social
struktur inom biofilmen, och vissa bakterier
ger upp sin rorelseférmaga och blir sedenti-
ra celler, medan andra behiller sin rorlighet
vilket bidrar till dynamiska forandringar. D4
tillgdng pa foda pa en intakt bladyta dr kon-
stant, maste bakterieceller flytta ut ur bio-
filmen, for att bereda plats dt tillresande — 1
fall de ar valkomna. I motsats till minskliga
samhaillen, ir individerna 1 ett bakteriellt
sambhille inte ut efter att bekrifta sig sjilva
genom att vara likriktade, utan bakteriella
sambhillen vill vara "multi-kulti” for att vara
framgangsrika (heller Berlin dn Djursholm),
dock inte pd bekostnad av den egna Gver-
levnaden. Likt vissa minskliga boplatser kan
livsstilen vara ra for att bibehalla sitt existens-
berittigande — man tar kil pa varandra.

Tarmsmittor brukar inte riknas till vix-
ternas naturliga mikrobiota. Finns de inte
pd plats pd det groende froet, sd miste de
spridas till vixten genom marken, vatten,
vind, djur (inkl. minniska) eller odlingsit-

girder.

Vi ville veta:

e Paverkas E. coli O157:H7gfp+ av olika
processningsatgarder?

» Finns det skillnader mellan vixtslag?

 Vilka kolhydratkillor finns pa bladytan?

* Hur péaverkas E. coli O157:H7¢fp+ av
dessa sockerkillor?

Genomfdrande

Rucola, réd mangold, spenat och romansal-
lad odlades upp i vixthus. Blad skordades
och forvarades vid 4 °C i hégst 24 h innan
behandlingen. Romansalladens yttersta blad
togs bort och enbart de inre bladen anvin-
des 1 forsoket. Bladen doppades i 3 s 1 en
suspension med E. coli O157:H7¢fp+ och
overskottssuspensionen fick sedan rinna av.
En till tva trycksir skapades mekaniskt med
en pincett, antingen vid bladspetsen eller
i interkostalfilten utan att skada bladner-
verna. Oskadda blad anvindes som kontroll.
Bladen inkuberades vid 28 °C och fore-
komsten av den inokulerade stammen be-
domdes direkt efter inokulering samt 2 h, 4
h och 24 h efter inokulering.

Endast romansallad anvindes for att under-
soka effekten av processning pa forekomsten
av E. coli O157:H7gfp+. For detta skapa-
des antingen fem trycksir med hjilp av
en pincett enligt ovan, eller skars bladen i
grova remsor (4 cm bredd) eller strimlades
(1 cm bredd). Intakta (oskadda) blad anvin-
des som kontroll. For att kunna &versitta
resultaten till kommersiella betingelser, tog
vi bladgronsaksprover frin kommersiell pro-
cessning, dir vi jimforde overlevnaden av
E. coli O157:H7¢gfp+ pa bladmaterial innan
processning, som enbart lagrats vid 4 °C och
efter processning, som hade tvittats, torkats
och strimlats maskinellt.

For insamling av socker frin bladytan be-
handlades bladen enligt ovan. Bladen tvit-
tades av med 1.5 ml sterilt vatten antingen
direkt efter behandlingen eller efter 2 h,
4 h eller 24 h efter interventionen. Provet
frystorkades och bereddes och analyserades
ddrefter gaskromatografiskt (GC-MS).

Resultat

Tryckskador inverkade inte pd forekomsten
av E. coli O157:H7¢fp+ under de forsta 4
h efter interventionen. Diremot okade E.
coli’s forekomst 11 ginger for rucola och
spenat och 27 ginger resp. 47 ginger for
r6d mangold resp. romansallad, da halten
jamfordes vid tidpunkten direkt efter med
halten 24 h efter behandlingen (Tabell 1).
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Figur 2. Visualisering av E. coli O157:H7gtp+-celler (¢ron), markerade genom vita pilar, i vivnaden (rod) av oskadda, abiotiskt och biotiskt

skadade blad. (Bild: R. Hartmann).

Samtliga skillnader 24 h efter interventio-
nen var signifikanta. Tryckskadade ruco-
lablad hirbirgerade ett signifikant hogre
antal E. coli O157:H7gfp+ 4n oskadda blad,
i motsats till motsvarande jimforelse med
spenat, rod mangold och romansallad, dar
inga skillnader konstaterades. Ocksd pro-
cessningsmetoderna inverkade pd E. colis
forokning. Tryckskador, sonderdelning 1
remsor och strimlande stodde tillvixt av E.
coli O157:H7gfp+ redan 4 h efter interven-
tionen och signifikanta skillnader konstate-
rades for sonderdelade och strimlade blad
bide efter 4 h och 24 h. E. coli O157:H7
gfp+ vixte betydligt bittre 1 processade
kommersiella prover jamfort med innan
processning. Tillvixten var mest uttalad for
rucola och r6d mangold, dir forekomsten
efter 24 h inkubation 6kade med 28 ging-
er resp. 9 ginger pad blad innan processning
och 182 resp. 61 ginger efter processning.
Lig tillvixt konstaterades pd romansallad,
medan inga skillnader faststalldes for spenat
(Tabell 2).

Glukos och fruktos var de frimsta sock-
erarterna pa tryckskadade och intakta blad
da prov togs direkt efter forsoksstart eller
efter 2 h inkubation. Inget socker kunde
konstateras vid senare provtagning. Spektret
och mingd sockerarter skilde sig ifrin det-
ta niar romansalladsblad sonderdelades, dir
utover glukos och fruktos ocksd patagliga
mingder sukros och galaktos fanns. Tillvix-
ten av E. coli O157:H7gfp+ var korrelerad
till tillginglig fruktos (R?=0.98), sukros
(R?=0.98) och galaktos (R>=0.92).

Bakterier i bladvdvnaden
Aven vixtens inre ir mikrobiellt kolonise-
rad. Denna sfir kallas for endosfir; antalet
bakterier i endosfiren skattas till 100.000
celler per g friskvikt. Tillvaron 1 endosfiren
ir avseviart mindre tuff an pi bladytan. En
stor fordel med att vistas 1 vixtvivnaden ar
att det finns en ur bakterieperspektiv oind-
lig tillgang till féda. Férutom detta ger vixt-
vivnaden skydd mot snabba forindringar
1 miljon och till viss del mot parasitering.
I och med att tarmsmittor inte alstrar sjuk-
domar pa vixten, ir de inte utrustade med
verktyg for att aktivt skada vixtvivnaden.
De maste forlita sig pd andra mekanismer
for att tringa in vaxtvivnaden. Naturliga
Oppningar, sisom klyvoppningar ir en vig
att nd vixtens inre. Glipor 1 kutikulan en
annan. Mekaniska sr, exempelvis orsakade
av hagel, hiftigt regn eller mekanisk bear-
betning, eller sir orsakade av skadealstrare
ir en annan vig fOr att tringa in 1 vixtvav-
naden.
Vi ville veta:
* Kan E. coli O157:H7gfp+ tringa in i
oskadda (intakta) blad?
 Forindrar sig antalet E. coli O157:H7gfp+
bladets inre om bladet skadats mekaniskt
eller genom vixtpatogener?

Genomférande

Rucola och réd mangold odlades upp 1
vixthus och skadades antingen mekaniskt
med hjilp av karburundum eller med hjilp
av de bakteriella vixtpatogener Xanthomonas
campestris pv. campestris (rucola) resp. Pseudo-
monas syringae pv. aptata (mangold).Vixterna
spraybehandlades med E. coli O157:H7gfp+.

Tabell 2. Uppforokning av  E. coli
O157:H7¢fp+ (i % av absoluta antal) pa
intakta, tryckskadade, skurna respektive strim-
lade romansalladsblad direkt efter behandling
respektive efter 24 h lagring.

Behandling Uppforokning
Intakt 5.42
Tryckskadat 10.77
Skuren 7.63
Strimlat 39.01

24 h efter behandlingen skordades 9 cm
linga blad, ytsteriliserades och analyserades
med hjilp av konfokalmikroskop.

Resultat
E. coli O157:H7¢fp+ visualiserades 1 konfo-
kalmikroskop (fig. 2). Djupet och miangden E.
li O157:H7¢fp+ 1bladens inre skilde sig mel-
lan de tva vixtslagen. Ytsterilisering av mang-
oldblad paverkade verifieringen av bakterien
negativt. I oskadda blad dterfanns bakterien 1
vakuoler och intercellulira utrymme ner till
35 um djup, medan den kunde visualiseras i
kaviteter i 40 pm djup i mekaniskt skadade
mangoldblad. I Pseudomonas angripna mang-
oldblad detekterades E. coli O157:H7gfp+ i
kaviteter vid intercellulira utrymmen.
Enstaka celler av E. coli O157:H7gfp+
pavisades 1 oskadda rucolablad. Férekomsten
okade dd bladen var skadade
konstaterades 1 20 pm resp. 25 pm djup vid
abiotisk resp. biotisk skada. Hogst forekomst
av smittan konstaterades 1 biotiskt skadade
mangoldblad (med > 100 celler i ett 90 *

och
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90 pm? stort utsnitt) resp. abiotiskt skadade
rucola blad (med 50-100 celler i ett 90 * 90
pm? stort utsnitt).

Diskussion och slutsatser
Shigatoxin-producerande E. coli O157:H7
har varit relaterat till flera utbrott av magsju-
kor relaterade till frukt och fruktprodukter,
gronsaker, firska orter och groddar. Smittan
orsakar sjukdom redan da f3 celler forekom-
mer (10-100 celler). Sirskilt drabbade ir
personer med nedsatt immunforsvar, t. ex.
barn och dldre. Vira undersokningar visar
att bakterien kan foroka sig pa bladgront.
Bakterien ilskar socker och fordkningen
var mycket nira associerad med forekom-
sten av utvalda sockerarter. Detta resultat
stods av undersokningar frin Leveau och
Lindow (7). Resultatet ir logiskt, di mer
socker sipprar ur vixtvivnaden (exsuderas)
dd vixtmaterialets finfordelningsgrad okar.
Undersokningen genomfdrdes under skim-
ningsbetingelser, d.v.s. vid 28 °C. Detta var
en kompromiss for att tillgodose bakteriens
temperaturkrav pd optimal tillvixt och for-
varingstemperatur. Detta innebir att upp-
forokning sker snabbare 4n vid forvaring i
kylskdp, men kan jaimforas med forvaring av
bladsallad pa koksbianken eller 1 en bil under
en varm sommardag.

Vi visar ocksd att E. coli O157:H7gfp+
kan tringa in i bladgronts inre. Betydelsen
av vivnadsskador som port till vixtens inre
ir uppenbar. Bilderna i figur 2 visar myck-
et smd utsnitt ur blad, mindre 4n en mm?.
Antalet celler 1 blad skadade pa de tva sitten
ricker till for att en person skulle insjuk-
na i en EHEC infektion. Risken ir min-
dre, dock inte utesluten da blad ar oskadda
(intakta). Detta understryker tvd mycket vi-
sentliga punkter, nimligen att
e Tarmsmittor inte alltid ir dtkomliga ge-

nom forebyggande dtgirder, sisom skolj-

ning, iven om biofilmen pi bladets yta
besegrats och att

» Hygieniska betingelser maste rida under
hela produktionskedjan frin jord till bord.

Tva parametrar skiljs it vid riskbedémning:
probabilitet och skada (impact). Risken att
rika ut for en EHEC-infektion (probabili-
tet) 4r inte sirskilt stor. Daremot 4r skadan
mycket stor. Detta exemplifierades mycket
tydligt under utbrott av EHEC genom E.
coli O104:H4 relaterat till bokhornskls-
vergroddar med 3842 registrerade fall; av
dessa utvecklade 855 personer HUS och 53
personer dog. Frukt och gront produceras
inte 1 sterila miljéer och med en levande
biota. P4 grund av produktionssystemets
komplexicitet kan utbrott inte uteslutas. En
hog grad av medvetande och dndamaélsenli-
ga hygienatgirder krivs i hela produktions-
kedjan frin jord till bord for att tillhanda-
hilla sikra frukt- och grontprodukter.
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