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EHEC’s 6de pa frilandsodlade gronsaker
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Sjukdomsutbrott  orsakade av  tarmsmittor
(t.ex. Salmonella, Campylobacter, E. coli,
Shigella,
forknippats med animaliska produkter. Under

Norovirus) —har  tidigare  framst
de senaste dren har dock utbrott relaterade till
frukt och gront okat; 49 frukt- och gront relate-
rade utbrott med ca 2500 sjukdomsfall registre-
rades under tiden 1997-2009. Morkertalet dr
dock stort och kan beroende pd sjukdomsalst-
raren vara 4-10 ganger higre. Fram till 2004
klassades hotet fran _frukt och gront som ringa.
Det svenska utbrottet av EHEC, en aggressiv
Sform av E. coli, i samband med produktion av
isbergssallad under héosten 2005, satte proble-
met med fekal fororening i frukt och gront pa
den svenska agendan. Smittorna kan dverforas
i hela kedjan fran jord till bord och proble-
met dr mest patagligt for frukt och gront som
konsumeras rd eller med minimal tillredning.
Organisk godsel och bevattningsvatten har
identifierats som huvudsakliga smittkdllor vid
odling av frilandskulturer, men det finns dven
andra smittkdllor, t.ex. vilda djur, husdjur och
mdnniskor. For att forhindra dessa utbrott dr
det viktigt att bryta smittcykeln. Vi har stude-
rat om E. coli, i synnerhet EHEC, éverlever pad
gront, ndr smittan overforts med bevattnings-
vatten. Vi anvdnde oss av en EHEC-stam
som inte kan framkalla sjukdom, men som
i ovrigt har de for EHEC unika miljomds-
siga egenskaperna (biokemisk EHEC). Enligt
vara resultat minskar forekomsten av bioke-
misk EHEC med okande tidsintervall mellan
bevattnings- och skordetillfille. Minskningen
beror pa halten av biokemisk EHEC i bevatt-
ningsvattnet. Val av E. coli-stam for provoka-
tion och analyssdtt dr visentliga. For att und-
vika sjukdomsutbrott i samband med odling
av persilja, ska ett intervall av 72 timmar mel-
lan bevattning med smittat bevattningsvatten
och skord inte underskridas.

Figur 1. Bevattning pd friland (foto: Beatrix Alsanius)

Odling av frukt, bir och gronsa-
ker pa filt och under kontrollerade
betingelser kriver konstbevattning.
Som vattenkillor anviands borr-, kom-
munalt eller ytvatten. Dessa vattenkil-
lor hiller bade hygieniskt och kemiskt
olika kvalitet. Anvindning av ytvatten
som bevattningsvatten vid odling av
frilandsgronsaker 4r mycket vanligt.
kan dock med-

fora en forhojd risk for spridning av

Denna vattenkalla

tarmsmittor. Magsjuka relaterad till
frukt och gront hirrér frimst frin
fekala
Sjukdomsalstrarna
tarmen av varmblodiga djur, inkl min-

fororeningar  (tarmsmittor).

forekommer 1

niskor. Djuren behover inte tvunget
visa symptom utan kan vara smittbi-
rare utan att det mirks.

Bland sjukdomsalstrare finns virus
(t.ex. norovirus som orsakar vinterk-
raksjukan,och hepatit A), parasiter (t.ex.

Giardia och Cryptosporidium), och bak-
terier (t.ex. Salmonella, Campylobacter,
verotoxinproducerande stammar av
E.coli (EHEC, VTEC), Shigella, Yersi-
nia, samt Aeromonas och Listeria). De
tva sistnamnda bakterierna kan iven
overleva 1 andra miljder 4n tarmen; de
klarar dessutom liga temperaturer och
delvis ocksd ett brett pH-spektrum
samt betingelser med lite tillgingligt
vatten. Allvaret kring sjukdomstill-
stind orsakade av dessa organismer
varierar; vissa orsakar enbart rejila diar-
réer och/eller krakning, medan andra,
sasom EHEC, kan leda till njursvikt
och 1 svira fall vara dodliga.

Det finns flera anledningar till de
senaste arens Okade antal utbrott av
magsjuka relaterade till frukt och
gront. Bland dessa finns egentligen
enbart en positiv forklaring, namli-
gen en intensivare epidemiologisk
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6vervakning. Ovriga anledningar 4r

e indrade strukturer inom produktio-
nen (inkl. intensifiering och centralise-
ring av produktionen, lingre och fler
lingviga transporter och distribution
samt import och introduktion av nya
produkter med minimal tillredning)

* idndrade konsument- och matva-
nor, inkl en hogre konsumtion av ria
produkter resp. produkter med mini-
mal tillredning

* ett hogre antal av individer inom
riskzonen, dvs ildre personer eller
personer med nedsatt immunforsvar
* en hogre forekomst av sjukdomsalst-
rare som orsakar sjukdom i lig dos.

Frukt och gront kan smittas i samt-
liga delar av produktionskedjan, frin
jord till bord. Det ir en utopi att {or-
hindra smittan helt. Diremot kan man
tillimpa metoder for att minska risken
for att sprida sjukdomsalstrarna. En
tgard fOr att minska smittspridning ir
bevattningsvatten av god kvalitet.

[ Sverige finns ett antal standarder
for bedomning av vattenkvalitet. Dessa
avser kvalitet av t.ex. dricksvatten, bu-
teljerat vatten och badvatten. Diremot
finns inget regelverk som avser bevatt-
ningsvatten. Frigestillningar rorande
standard fOor bevattningsvatten bear-
betas inom andra projekt vid Enhe-
ten tor Hortikulturell Mikrobiologi,
Omride Hortikultur, SLU Alnarp. For
att kunna sitta en standard ir det dock
viktigt att ha kunskap om sjukdoms-
alstrarnas 6de pa produkten. EHEC
ir en sjukdomsalstrare som framkal-
lar allvarliga sjukdomstillstind  vid
forekomst i mycket lig dos. Man anser
att 1 till 10 celler dr tillrdckliga for att
bli sjuk. Darfor valde vi icke virulenta
(icke sjukdomsframkallande) stammar
av E. coli som modellorganismer inom
ramen for vira studier.

Inom ramen for detta faktablad redo-
visar vi resultat frin inledande studier

rorande sakring av hygienisk standard
i bevattningsvatten till frilandsodlade
gronsaker. Vira studier ir uppdelade i
tva avsnitt, nimligen (1) val av modell-
organism samt analysmetod och (2)
effekt av intervall mellan bevattning
med kontaminerat vatten och skorde-
tillfille hos krusbladig persilja.

Modellorganism och analysmetod
Escherichia coli (E. coli) anvindes
som modellorganism. E. coli 4r vanligt
forekommande i ytvattenkillor som
anvinds for bevattning av frilandsgro-
dor. I tidigare undersokningar har vi
sett halter upp till Gver 1000 kolonier
per ml vatten. I tvd inledande stu-
dier sprayades organismen i halter p3
10, 100 och 1000 kolonier per ml pa
antingen spenat eller persija som
odlades 1 en last vixthuskammare.

[ huvudforsoket med krusbladig
persilja valde vi halter pa 100, 1000
och 10000 kolonier per ml.Vi analy-
serade forekomsten av E. coli 1 bevatt-
ningsvattnet och pi plantorna direkt
fore samt 3,24, 48 och 72 timmar efter
bevattning med smittat vatten.

E. coli ir en mycket vilstuderad
organism. Vid laboratoriestudier av
denna organism vill man undvika
att personalen insjuknar darfor arbe-
tar man med icke-patogena stammar.
Den ligre aggressiviteten hos dessa
icke-patogena stammar ir dock ofta
forknippat med en nedsatt Sverlev-
nad i miljéer utanfor laboratoriet. I
ett inledande forsok arbetade vi med
E. coli stammen DH5, en stam som
ofta anvinds for molekylirbiologiska
studier med E. coli. Forekomst av DH5
kvantifierades med hjilp av petrifilm-
skivor (3M™ Petrifilm™ E.coli/Co-
liform Count Plates, Artikel 6414; 3M
Microbiology Products, St. Paul MN,
USA). E. coli ir gram-negativa stavar
som producerar syra och gas genom

fermentation av mjolksocker (laktos).
Utover detta producerar de flesta E.
coli stammar enzymet glucuronidas.
Dessa principer utnyttjas 1 filmplat-
torna dir forekomsten av E. coli kan
genom  fargforindring
(bld) och gasbildning i anslutning till
E. coli kolonier (figur 2).

bestimmas

Figur 2. 3M™ Petrifilm™ for identifiering
och kvantifiering av E. coli. E. coli- kolonier
utmdrker sig genom en bla fargfordandring och

en gasblasa i anslutning till kolonien. (Foto:
3M, St Paul MN, USA)

I och med att E. coli DH5 1 vir
forsta inledande studie inte Sverlevde
sarskilt vil 1 miljon utantor laborator-
iet,anvandes i den senare forstudien en
icke-patogen stam av E. coli O157:H7
(E81186) som Smittskyddsinstitutet,
Solna, stillde till vart forfogande. Pa-
togena stammar av E. coli O157:H7
(EHEC) har férekommit pa frukt och
gront och orsakat sjukdomsutbrott
varlden Over; det ar verotoxiner, som
alstrar sjukdomen. Patogena stammar
av E. coli O157:H7 producerar tvi
olika verotoxiner. Den icke-patogena
stammen 1 denna studie har inte for-
migan att
men har 1 6vrigt de fér EHEC unika
miljomassiga egenskaper. Den kall-
las darfor ocksad for biokemisk EHEC.
Till skillnad frin DH5 producerar

producera verotoxiner;
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Figur 3A.

Figur 3B.

Figur 3. Fluorescerande kolonier av den biokemiska E.coli O157:H7 stammen med biosensor (gfp) framfor en bakgrund av andra mikroorganis-
mer som lever pa blad under UV-ljus (A) och under dagsljus (B) (foto: Stephen Burleigh).

E. coli O157:H7
das och kan darfor inte kvantifieras

ingen glucuroni-

med hjilp av filmplattor. I den andra
forstudien visade det sig ocksa att det
var svart att sirskilja den biokemiska
EHEC-stammen frin den allminna
bakteriefloran som férekom pa persil-
jeblad.

Vi markerade dirfor den bioke-
miska stammen med en biosensor
(gront fluorescerande protein, GFP),
som ger stammen formdgan att fluo-
rescera under UV-ljus (figur 3). GFP
uppticktes torst hos maneten Aequorea
victoria; for denna upptickt tilldelades
Martin Chalfie, Osamu Shimomura
och Roger Tsien dr 2008 Nobelpri-
set 1 kemi. Stammen med biosensor
(E.coli O157:H7 gfp+) motsvarade i
Ovrigt stammen utan biosensor. Den
biosensor forsedda stammen anvindes
1 huvudforsoket.

Samspel mellan halten av EHEC
i bevattningsvatten och intervall
mellan bevattning och skord

For att underséka samspelet mel-
lan EHEC 1 bevattningsvatten och

intervall mellan bevattning och skord
utgick vi frin en normal bevattnings-
volym av 5 mm (5 liter per m?). Sam-
spelet undersoktes 1 ett tvi-faktoriellt
forsok, diar halten biokemisk EHEC
(faktor 1) var 100, 1000 resp. 10000
celler per ml motsvarande en giva pa
5 mm och dir intervallet mellan be-
vattning och skord (faktor 2) var 3, 24,
48 och 72 timmar. Halten biokemisk
EHEC avtog undan for undan vid
samtliga halter av biokemisk EHEC
i bevattningsvattnet. Det fanns dock
skillnader 1 hur snabbt halterna sjonk.
Vid behandling med en lig halt av
biokemisk EHEC (100 kolonier per
ml) sjonk halten linjirt frin 10 000
000 till 10 kolonier per forsdksruta
(parcell) inom loppet av tre dygn.Vid
hégre utgingshalter 1 bevattnings-
vatten sjonk antalet kolonier snabbt
till en borjan, men minskningen
stannade upp och efter 3 dygn fanns
1000 resp. 10 000 kolonier per parcell
kvar. Minskningen hade vid dessa tva
utgingshalter ett polynomialt resp.
exponentiellt férlopp vilket innebir att
halterna dven lingsiktigt inte kommer

att bli 0. Férklaringen till detta ligger 1
livsstilen pa bladen. Att bakterier finns
1 alla milj6er dr allmint kint sedan ti-
digare. Flertalet mikroorganismer gor
ingen skada. Pa blad finns i genomsnitt
10 000 000 (107) tll 10 000 000 000
(10') bakteriekolonier per gram firsk-
vikt. Antalet bakteriekolonier varierar
mellan vixtslag. Manga bakterier som
finns i bladmiljon r utrustade med
mekanismer som skyddar mot de inte
sarskilt gastvinliga betingelserna, si-
som uttorkning och UV-strilning.
Avgorande for bakteriernas Over-
levnad dr ullginglighet av vatten och
foda. Inte alla stillen pa blad tillgodo-
ser dessa krav. Man kan likna koloni-
seringen av blad med kolonisering av
ett landskap bestiende av stider och
landsbygd, dir majoriteten av befolk-
ningen bor 1 stider och antalet invina-
re pd landsbygden dr mycket mindre.
Bakterier ligger inte pa blad och skval-
par omkring utan finns i en slags bio-
film som ger skydd mot uttorkning.
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Figur 4. Forekomst av biokemisk E. coli O157:H7 per 100 g farskvikt av persilja 3, 24, 48
och 72 timmar efter bevattning med smittat bevattningsvatten. Det smittade bevattningsvattnet
innehdll 0 (bld stapel), 100 (10°) (mangenta stapel), 1000 (10°) (vit stapel) resp. 10000
(10°) (gron stapel) kolonier E. coli O157:H7 per ml bevattningsvatten motsvarande en vat-

tengiva av 5 mm. Antalet kolonier (CEU; colony forming units) uppges som logaritmiskt virde
per 100 g friskvikt dér log 0 = 1 koloni, log 1 = 10 kolonier, log 2 = 100 kolonier, log 3

= 1 000 kolonier, log 4 = 10 000 kolonier, log 5 = 100 000 kolonier, log 6 = 1 000 000
kolonier etc. Avvikande bokstav ovanfor stapeln vid samma skordetillfille indikerar att halterna

skiljer sig signifikant.

Nir en enskild bakterie triftar blad-
ytan via bevattningsvattnet ir det inte
sakert att den hamnar pd en plats med
god tillginglighet till vatten och féda
over tid. Den kan heller inte ensamt
skydda sig mot uttorkning. Den en-
samme resendren kommer formodli-
gen att do efter ett tag. Det 4dr det vi
ser nir biokemisk EHEC tillfordes 1 en
lig halt med bevattningsvattnet. Finns
det diremot hogre halter av biokemisk

EHEC 1 vattnet, ar dels chansen storre
att de hamnar pa platser med god till-
ginglighet av vatten och f6da och dels
kan organismerna skydda sig och var-
andra, genom att bilda en slags biofilm
— de bildar alltsd en ny stad.

Figur 4 visar forekomsten av bio-
kemisk EHEC pa 100 g firskvikt av
krusbladig persilja vid olika halter 1
bevattningsvatten och olika skorde-
tillfillen. Halterna var patagligt hoga

fortfarande tre dygn efter bevattning
med smittat vatten, dd hogre doser
av smittimnet forekom. Bakterierna
hade
bevattningsvattnet
motsvarande 100 kolonier per ml vid
en vattengiva av 5 mm.

I foreliggande undersdkning arbe-
tade vi med en icke-patogen stam av
EHEC (biokemisk EHEC). Férutom
att inte framkalla sjukdom brukar icke

dock inte forsvunnit helt da

enbart 1inneholl

patogena stammar ha ett mindre ag-
gressivt koloniseringssitt — alltsi en
mer fredlig livsstil. Hade undersok-
ningen genomforts med en patogen
EHEC-stam hade den formodligen
koloniserat bladverket 1 minst samma
utstrickning. Darfor drar vi slutsat-
sen att man definitivt inte ska under-
skrida ett bevattningsintervall av tre
dygn mellan bevattning och skord nir
ytvatten anvands som killa for bevatt-
ning av krusbladig persilja.
Undersokningen visar ocksd vik-
ten av hygieniskt hog kvalitet for be-
vattningsvatten. Vattenkillor med hog
standard 4r kommunalt vatten och
grundvatten for djupborr, samt regn-
vatten om det uppsamlats pad ritt sitt.
Renhet frin dessa vattenkillor kan
dock dventyras av fororeningar i led-
ningsnitet. Inte alla odlare av frilands-
gronsaker har tillging till kommunalt
eller grundvatten utan mdste anvinda
sig av ytvattenkillor (t.ex. vatten frin
uppsamlingsdamm, §j6, bick). Det
finns ett antal dtgirder for att siker-
stilla vattenhygienen frin dessa killor.
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