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SAMENVATTING

In deze masterproef werd de microbiologische kwaliteit van groenten en fruit en
van het proceswater (grond-, hemel-, put- en leidingwater) gebruikt in de
groente- en fruitteelt onderzocht. Enkele microbiologische parameters werden
met behulp van klassieke uitplatingsmethoden bepaald. Zowel water- als
productstalen werden geanalyseerd op aanwezigheid van Salmonella spp.,
Escherichia coli en Listeria monocytogenes. Daarnaast werd ook het mesofiel
aeroob kiemgetal en het aantal coliformen bepaald. Door het arbeidsintensief
karakter is het echter niet haalbaar om een groot aantal relevante
voedselpathogenen of indicator-organismen te detecteren. Daarom werd in een
eerste deel van deze masterproef een DNA-array detectietechniek ontwikkeld.
Met behulp van deze DNA-array kan in principe een onbeperkt aantal micro-
organismen gedetecteerd worden. In deze masterproef werd de DNA-array op
punt gesteld voor de volgende bacterién: Campylobacter spp., Clostridium
perfringens, Clostridium botulinum, Helicobacter pylori, Mycobacterium spp.,
Staphylococcus aureus, Vibrio chlolerae, Escherichia coli, Shigella spp.,
Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Flavobacterium spp., Legionella spp.
en Aeromonas spp. Per doelwitorganisme werden de specificiteit en de
deetectielimiet nagegaan.

In het tweede deel van deze masterproef werd de DNA-array ingezet om de
microbiologische kwaliteit van een groot aantal groente-, fruit- en waterstalen te
analyseren. Naast de DNA-gebaseerde detectiemethode werden de stalen ook
geanalyseerd met behulp van de klassieke uitplatingsmethoden. De prevalentie
van L. monocytogenes was hoog in sorteerwater van appelen en peren en in
waswater van prei en asperges. E. coli werd in zo'n 60% van de stalen
teruggevonden. Hoge concentraties werden teruggevonden in regenwater en
open putwater voor wat betreft aanvangswater. In het proceswater waren de
concentraties het hoogst in het sorteerwater van appelen en peren en in het
waswater van prei en asperges. Hetzelfde geldt ook voor het aantal coliformen
en het totaal kiemgetal.

Algemeen beschouwd tonen de resultaten van deze masterproef aan dat de

microbiologische kwaliteit van het water gebruikt in de groente- en fruitteelt
weinig of geen risico inhoudt voor de voedselveiligheid.

Trefwoorden: DNA-array, validatie en detectielimiet, voedselpathogenen,
microbiéle analyses



ABSTRACT

In horticulture, water is used for several processes, e.g. crop irrigation, rinsing,
and transport. During cultivation, harvest or post-harvest processes, bacterial
pathogens present in process water, can be transmitted to the produce, and
possibly pose a risk for consumers. To assess this risk, it is important to detect
and identify pathogens in the process water. In this master thesis, the
microbiological quality of fruits, vegetables and process water in horticulture is
investigated. Five microbiological indicators were assessed using traditional
microbiological plating techniques, i.e. Salmonella spp., Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, the level of mesophilic aerobic bacteria and coliforms.
However, traditional plating methods are time-consuming, laborious, and its
potential for multiplexing is limited. Therefore, the main objective of this master
thesis was to develop a DNA array hybridization assay for reliable detection and
identification of pathogens that are frequently found in water or are associated
with fresh produce. The panel of target micro-organisms consisted of Listeria
monocytogenes, Mycobacterium spp., Clostridium perfringens, Clostridium
botulinum, Campylobacter spp., Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Salmonella spp., Shigella spp., and Legionella spp. Specificity and sensitivity of
the assay was evaluated for each target pathogen, using pure cultures of
reference strains.

In a second part of this master thesis, the DNA array was effectively used to
assess the microbiological quality of water and produce samples. The analysis of
over 100 actual process water samples taken in horticultural companies provide
useful information regarding the microbiological quality of water used in
horticulture. The prevalence of L. monocytogenes was high in sortingwater of
apples and pears and washingwater of leek and asparagus. E. coli was found in
about 60% of all the samples. High concentrations were found in rainwater and
wellwater. In processwater, the concentrations were highest in the sortingwater
of apples and pears and in washingwater of leek and asparagus. The same
conclusions were found for coliforms and total mesopfilic aerobic bacterial count.

The results of this thesis show that the microbiological quality of the water, used
in the fruit and vegetable cultivation, have a little or no risk to foodsafety.

Keywords: DNA array, validation and detection limit, food pathogens, microbial
analyzes
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1 LITERATUURSTUDIE

1.1 Inleiding

Groenten en fruit leveren ons de nodige dosis van onze dagdagelijkse
voedingsstoffen. Talrijke studies hebben aangetoond dat groenten en fruit op
lange termijn de strijd aangaan met verschillende chronische ziekten zoals
zwaarlijvigheid, hart- en vaatziekten en bepaalde vormen van kanker. Naast
voedingsstoffen zoals mineralen, vitaminen en vezels kunnen groenten en fruit
ook microbiologische en chemische contaminanten bevatten (Beuchat, 2002). De
meeste micro-organismen op groenten en fruit zijn niet schadelijk en kunnen
zelfs gunstig zijn. Er zijn echter ook micro-organismen die kunnen leiden tot een
voedselvergiftiging of een voedselinfectie bij mensen door het eten van groenten
en fruit (FAO/WHO, 2008). Een voedselinfectie ontstaat wanneer er via
drinkwater of voedsel ziekteverwekkende bacterién worden opgenomen bij twee
of meer patiénten. Dit veroorzaakt meestal, maar niet uitsluitend, een gastro-
enteritisbeeld. In de hele wereld zijn er dagelijks mensen die voedselinfecties of
voedselvergiftigingen oplopen door het consumeren van besmet voedsel. De
laatste jaren zijn er steeds meer voedselvergiftingen gerapporteerd die
gerelateerd zijn aan de consumptie van verse groenten en fruit (Anderson et al.,
2011). Veel groenten- en fruitsoorten worden rauw geconsumeerd zonder een
hitte inactivatie. Op deze manier worden aanwezige pathogenen niet verwijderd
en hebben zij een grote kans hebben om een voedselinfectie te veroorzaken
(Steele et al., 2004). De contaminatie kan plaats vinden over de hele keten: van
‘farm to fork’. De micro-organismen kunnen afkomstig zijn van niet bewerkte
dierlijke meststoffen, de bodem, het opperviaktewater, proceswater of
menselijke handelingen (Peeters et al., 2005). Een van de mogelijke
besmettingsbronnen is het proceswater dat gebruikt wordt in de primaire sector
van de plantaardige productie, meer bepaald voor de irrigatie, de verschillende
wasstappen en het transporteren van de groenten en het fruit. Er is geen
duidelijke regelgeving omtrent dit watergebruik bij groenten- en fruitteelt in
Belgié. De visies van het ‘Food and Agriculture organisation’ (FAO) en ‘World
health organisation” (WHOQO) die richtlijnen voor correct watergebruik en
procesparameters vastleggen moeten herbekeken worden voor de Belgische
situatie (FAO/WHO, 2008; WHO, 2006). Het FOD-project WaterQ zal nagaan
wat de invloed is van de chemische en microbiologische kwaliteit van water dat
gebruikt wordt in de primaire plantaardige sector op het risico voor
voedselinfecties. In deze literatuurstudie worden de voornaamste pathogenen
die voorkomen op groenten en fruit besproken. Nadien wordt een overzicht
gegeven van het aantal voedselinfecties ten gevolge van groenten en fruit in
Belgié en in Europa. Vervolgens worden de verschillende contaminatiebronnen
in de primaire sector en de overdracht van pathogenen op het product
besproken. Tenslotte wordt een overzicht gegeven van de wetgeving en
richtlijnen rond de microbiologische kwaliteit van water dat gebruikt wordt in de
primaire sector.



1.2 Belangrijkste pathogenen op groenten en fruit

Het eerste artikel rond verse producten als een bron van menselijke
voedselinfectie werd gepubliceerd door Creel (1912). Nadien zijn er een heel
aantal voedsel-infecties geweest met als oorzaak verse producten zoals sla,
spinazie, appels en kiemgroenten (Crepet et al., 2007;. Monaghan 2006;
Sivapalasingam et al., 2004). Verse groenten en fruit zijn in Europa
verantwoordelijk voor ongeveer 10% van het totaal aantal voedseluitbraken
(EFSA, 2012). De contaminatie van fruit en groenten kan zich op drie momenten
voordoen, voor; tijdens en na de oogst. Via verwondingen en natuurlijke
openingen op de schil kunnen er tijdens het wassen en inpakken van het fruit
pathogenen zich in de vrucht vestigen (Adak et al., 2002). Een andere manier
van contaminatie is tijdens de opslag waarbij, door het contact tussen de
verschillende stukken groenten of fruit, bacterién overgedragen kunnen worden.
Het aantal en de soort micro-organismen die terug te vinden zijn op verse
groenten en fruit hangt af van de teeltwijze, de weersomstandigheden en de
geografische regio (Beuchat, 2002). Dit kan ook afhangen aan bepaalde
interacties tussen plant en pathogeen (Lynch et al., 2009). Bij groenten worden
het vaakst Gram-negatieve bacterién terug gevonden. Bij fruit komen schimmels
en gisten meer voor. Het FAO heeft volgend overzicht (tabel 1) gemaakt van de
belangrijkste humane pathogenen die voorkomen op groenten en fruit
(FAO/WHO 2008).

Tabel 1: Overzicht humane pathogenen die kunnen voorkomen op groenten en fruit
FAO/WHO, 2008

Product Pathogeen

Tomaten Salmonella enterica

Scheutgewassen Salmonella enterica, enterohaemorrhagic E.
coli

Bladgewassen enterohaemorrhagic E. coli, Salmonella

enterica, Shigella spp., Campylobacter
jejuni, Clostridium botulinum, Yersinia
pseudotuberculosis, Listeria monocytogenes,
Shigella sonnei, Vibrio cholera,
Staphylococcus aureus, Hepatitis A,
Norovirus, Rotovirus, Calicivirus

Ajuin en sjalot enterohaemorrhagic E. coli, Hepatitis A,
Norovirus

Wortelgewassen Yersinia pseudotuberculosis

Kruiden Salmonella enterica, Shigella spp., E. coli,
Shigella sonnei

Bessen Cryptosporidium parvuum, Cyclospora
cayatenensis

Meloenen Salmonella enterica

In volgende paragrafen worden de voornaamste pathogenen die voorkomen op
groenten en fruit besproken.



1.2.1 Escherichia coli

Deze bacterie behoort tot de groep van de Enterobacteriaceae. E. coli is een
Gram-negatieve staafvormige bacterie die behoort tot de commensale darmflora.
Het zijn facultatief anaérobe bacterién. De ziekteverwekkende E. coli bacterie
kan ingedeeld worden in vijf groepen: enterohemorragische E. coli (EHEC),
enteroaggregatieve E. coli (EAEC), enteroinvasieve E. coli (EIEC),
enteropathogene E. coli (EPEC), enterotoxigene E. coli (ETEC) (Heaton et al.,
2007). Het belangrijkste EHEC serotype is 0157:H7. Deze produceert een toxine
dat het darmepitheel beschadigt (Tortora et al., 2007). De symptomen die
gepaard gaan met een EHEC-infectie zijn o.a. diarree en buikkrampen. Het
hemolytisch uremisch syndroom (HUS) is een mogelijk gevolg van de EHEC-
infectie. Dit wordt gekarakteriseerd door nierfalen (Berin et al., 2002). De EPEC
en ETEC worden ook weleens reizigersdiarree genoemd. Hierbij kan een waterige
diarree tot uitdroging leiden. Vooral kinderen jonger dan 2 jaar worden hierdoor
getroffen. Bij EIEC zijn de symptomen wisselend van waterige diarree met vaak
bloed en slijm. Dit komt vooral voor in ontwikkelingslanden. Typisch voor de
EAEC is dat door ontsteking van de darm bij kinderen groeivertraging kan
optreden. Deze vorm is ook een belangrijke verwekker van reizigersdiarree
(Darfeuille-Michaud et al., 1998).

De bacterie wordt vooral teruggevonden op rauw rundsvlees en rauwe melk
maar bij groenten wordt het terugvonden op bladgewassen zoals sla, spinazie,
andijvie en komkommer (Heaton et al., 2007).

1.2.2 Salmonella

Salmonella behoort tot de Gram-negatieve en staafvormige bacterién. Net zoals
E. coli behoort deze bacterie tot de groep van de Enterobacteriaceae. Het genus
wordt verdeeld in 2 species: Salmonella enterica en Salmonella bongori. S.
enterica is de meest ziekteverwekkend pathogeen van beide die kan ingedeeld
worden in verschillende subspecies. De meest voorkomende subspecies is S.
enterica subsp. Enterica (Hammack, 2012). De besmetting door deze bacterie
gebeurt faeco-oraal. De symptomen zijn misselijkheid, rillingen, koorts,
buikkrampen, diarree, koorts en in sommige gevallen buiktyfus of bacteriemie
die tot totale uitputting kunnen leiden. Een Salmonella-infectie gaat vaak
gepaard met darmontsteking. Belangrijk is dat besmette personen na herstel
nog gezonde kiemdragers kunnen zijn en dus een potentiéle besmettingsbron
voor anderen zijn (EFSA et al., 2007).

Salmonella komt voor op rauw vlees, gevogelte, eieren, melk en melkproducten,
vis, garnalen, gisten, kokos, sauzen en dressings, gedroogde gelatine,
pindakaas, cacao en chocolade. In fruit en groenten zal Salmonella het meest
voorkomen op sla, spruiten, meloen en tomaten (Heaton et al., 2007).

1.2.3 Shigella

Shigella behoort tot de Gram-negatieve bacterién. Het zijn niet beweeglijke, niet
sporenvormende staafvormige bacterién. Het genoom van shigella-soorten is
bijna identiek aan deze van E. coli. Er kan een overdracht van DNA zijn tussen
Shigella en E. coli omdat ze gevoelig zijn voor dezelfde bacteriofagen (Tortora et
al., 2009). De soorten die een gezondheidsrisico inhouden voor de mens zijn



Shigella sonnei, S. boydii, S. flexneri, en S. dysenteriae. Bij alle Shigella-soorten
komen na autolyse toxinen vrij die tot bacillaire dysenterie kunnen leiden
(Lampel, 2012). De eerste symptomen van bacillaire dysenterie zijn koorts,
buikkrampen en waterdunne diarree. Na enkele dagen kan de diarree zich
ontwikkelen tot dysenterie. Kenmerkend voor dysenterie zijn bloed en slijm bij
de dunne, waterige ontlasting (Hiller et al., 2008). De letaliteit ligt voor Shigella
in geindustrialiseerde landen rond de 0,1%. Shigellose is meestal het gevolg van
consumptie van voedsel of water gecontamineerd door menselijke faeces (CDC,
2005).

Shigella komt voor op salades, melk en melkproducten en gevogelte. Besmetting
van deze producten wordt hoofdzakelijk veroorzaakt door de fecale-orale route.
Fecaal besmet water en onhygiénisch handelen door mensen die contact hebben
met het voedsel zijn de meest voorkomende oorzaken van besmetting. Bij
groenten en fruit werd Shigella al terug gevonden op tomaten, allerlei
bladgewassen en kruiden zoals peterselie en basilicum (Kotloff et al., 1999; Ries
et al., 1994).

1.2.4 Campylobacter

Campylobacter is een Gram-negatieve bacterie. Het is een zeer beweeglijke en
niet-sporevormende bacterie. Dit genus bevat 17 verschillende species. Enkel
Campylobacter jejuni, Campylobacter coli en Campylobacter fetus spelen een
belangrijke rol in de humane pathologie. De bacterie komt voornamelijk voor bij
pluimvee, vogels, katten, varkens, runderen en knaagdieren en in mindere mate
bij de mens (Verhaegen et al., 2010). C. jejuni is de meest voorkomende
oorzaak bij aandoeningen aan het maag-darmstelsel. Een voedseluitbraak van
deze bacterie is eerder sporadisch maar indien het toch voorkomt is
gecontamineerd gevogelte vaak de oorzaak (Moriarty, 2012). Besmetting van de
mens treedt op via gecontamineerd voedsel, water en door contact met dieren
en uitwerpselen van besmette mensen en uit zich in acute, waterige en soms
bloederige diarree met buikkrampen en koorts. Vooral kinderen van 1 tot 4 jaar
hebben een verhoogde kans op ziekte omdat hun immuunsysteem nog niet
volledig ontwikkeld is en er nog geen antistoffen tegen Campylobacter aanwezig
zijn (Verhaegen et al., 2010).

Campylobacter komt vooral voor op kip en gevogelte, schaal- en schelpdieren of
rauwe melk. Ook op groenten die rauw worden geconsumeerd, zoals sla wordt
Campylobacter teruggevonden. Aangezien de bacterie moeilijk kan overleven
buiten een warmbloedige gastheer zijn fruit of groenten meestal besmet door
kruisbesmetting met gevogelte (Brandl et al., 2004).

1.2.5 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes behoort tot de Gram-positieve bacterién. Ze zijn
staafvormig, facultatief aéroob en zijn beweeglijk dankzij hun flagella. Ze kunnen
ingedeeld worden in 7 species (Listeria grayi, Listeria innocua, Listeria ivanovii,
Listeria monocytogenes, Listeria seeligeri, Listeria murrayi en Listeria
welshimeri). L. ivanovii en L. monocytogenes worden als pathogeen beschouwd
(Chen, 2012). De bacterie kan groeien bij 4°C maar heeft bij deze temperatuur
een verminderde productie van listeriolysine. Listeriolysine is een toxine dat
vrijkomt en listeriose veroorzaakt. De meest voorkomende symptomen zijn
koorts, spierpijn en braken. Diarree is een minder vaak voorkomend symptoom.



Als de infectie zich uitbreidt naar het zenuwstelsel kan er meningitis ontstaan
(Chen, 2012).

Besmetting gebeurt door consumptie van producten, zoals ongepasteuriseerde
melk of kazen en voorverpakte gerookte vis. Ook bij rauwe groenten wordt de
bacterie terug gevonden (Chen, 2012). Dit komt doordat Listeria monocytogenes
de meest hitteresistente pathogeen is, die pas afgedood wordt bij een
temperatuur van 70°C gedurende 2 minuten (Food-Info, 2009).

1.2.6 Norovirus

Norovirussen zijn een groep enkelstrengige RNA virussen, die acute gastro-
enteritis veroorzaken in mensen. Het zijn kleine (27 tot 40 nm) darmvirussen
(Huffman et al., 2003). Voedselinfecties met het Norovirus zullen zich vaak
voordoen op plaatsen waar veel mensen samen leven. Het virus is makkelijk
overdraagbaar en veroorzaakt vaak ziekten aan het maag-darmstelsel. Het virus
kan overleven in een groot temperatuursgebied (van temperaturen onder 0°C
tot 67°C) (Belmusto, 2007). De symptomen van een Norovirusbesmetting zijn
braken en diarree, die meestal beginnen tussen 15 en 48 uur nadat iemand
besmet is met het virus. Het braken is vaak heftig en kan heel plotseling
optreden. Dit wordt projectielbraken genoemd.

Het Norovirus was reeds betrokken bij voedselgebonden uitbraken geassocieerd
met sla in het VK en in de VS, selderij in de VS (Beuchat, 2002), ingevroren
frambozen in Finland (Ponka et al., 1999) en in Denemarken (Falkenhorst et al.,
2005) en meloen in de VS (Beuchat, 2002).

1.2.7 Rotavirus

Rotavirus is een dubbelstrengig RNA virus dat behoort tot de Reovirussen (CDC
2011). De incubatieperiode van rotavirus is ongeveer 2 dagen en de symptomen
zijn koorts, braken, waterige diarree en buikpijn. Na replicatie in het maag-
darmkanaal worden rotavirussen in hoge aantallen uitgescheiden in de feces
(Koopmans et al., 2004).

Het is nog niet bekend waar het Rotavirus vandaan komt (Parashar, 2003). Het
werd al gedetecteerd op sla, radijzen en wortelen waarschijnlijk door feco-orale
besmettingen (Seymour et al., 2001).

1.2.8 Giardia lamblia

Giardia lamblia is een eencellige parasiet. De levenscyclus van Giardia is vrij
eenvoudig en omvat twee ontwikkelingsstadia: het cyste stadium (de
overlevingsvorm buiten de gastheer) en het vegetatieve stadium, het stadium
binnen de gastheer. De parasiet is te vinden in beken en meren, maar ook in de
gemeentelijke watervoorzieningen of bij onhygiénische toiletten. Giardia infectie
kan worden overgedragen via voedsel en door menselijke contact (Danciger,
1975).

Een infectie met Giardia lamblia wordt opgelopen als de cysten via de mond,
slokdarm en maag in de dunne darm terechtkomen. In de dunne darm barst de
cyste open en komt de parasiet vrij. Deze gaat zich vervolgens vermenigvuldigen



en zich vasthechten aan de darmwand (Adam, 2001). De darmwand raakt
hierdoor beschadigd. Dit kan diarree en darmklachten als gevolg hebben. In de
darm vormt de parasiet zich weer om tot een cyste. De cysten worden daarna
met de ontlasting uitgescheiden. Sommige mensen met Giardia infectie
ontwikkelen nooit symptomen, maar dragen de parasiet wel bij zich, en kunnen
het verspreiden via hun ontlasting. Voor degenen die wel ziek worden,
verschijnen de symptomen meestal een tot twee weken na de blootstelling. De
symptomen zijn waterige, soms stinkende diarree, vermoeidheid, buikkrampen
en een opgeblazen gevoel (Adam, 2001; Danciger, 1975). Giardia lamblia is
reeds terug gevonden op rauwe groenten zoals sla maar ook op bosbessen. Dit
is waarschijnlijk te wijten aan een feco-orale besmetting (Van Kreijl et al.,
2004).

1.3 Chemische contaminanten op groenten en fruit

Naast mogelijke pathogenen wordt de Belgische consument ook blootgesteld aan
residuen van bestrijdingsmiddelen door het consumeren van groenten en fruit
(Claeys et al., 2008). Chemische componenten die op groenten en fruit terug
gevonden worden, zijn pesticiden, zware metalen en nitraten. Ook dioxines
kunnen op groenten en fruit voorkomen. Onderzoek uitgevoerd door het
Wetenschappelijk Instituut voor Volksgezondheid gaf weer dat voor de meeste
onderzochte residuen van bestrijdingsmiddelen, de aanwezigheid honderd keer
lager dan de ADH (aanvaardbare dagelijkse hoeveelheid). Enkele stoffen (tabel
2) kwamen wel in een grotere hoeveelheid voor op groenten (Claeys et al.,
2008). Naast pesticiden worden ook zware metalen terug gevonden op groenten
en fruit. Omdat zware metalen niet afbreekbaar zijn is het mogelijk dat deze
accumuleren in menselijke organen. De zware metalen kunnen op de vrucht
terecht komen omdat ze vanuit de bodem worden opgenomen.

Tabel 2: %ADH pesticiden (Claeys et al., 2008).
Product % van de ADH

imazalil 23%

chloorprofam 15%

dithiocarbamanten 14%

dimethoaat 10%

1.4 Incidenties van voedselinfecties

1.4.1  Belgié

1.4.1.1 Algemene situering

In 2007 werden in Belgié volgens het EU-rapport 75 gevallen van een
voedselinfectie geregistreerd in Belgié. Dit is slechts 1,3% van alle
voedselinfecties in Europa. Er werden in 2007 ook 17 hospitalisaties uitgevoerd
en er vielen geen doden door een mogelijke voedselinfectie (EU-rapport, 2009).
Gedurende 2008 en 2009 werden door het Federaal Agentschap voor de



Veiligheid van de Voedselketen (FAVV) 209 voedselgebonden uitbraken
vastgesteld in Belgié. Hierbij waren er 1753 ziektegevallen. Voedselgebonden
virussen waren hierbij de meest frequent gedetecteerde oorzaak (figuur 1) (De
Schrijver, 2005). Algemeen kan men stellen dat in 2009 in Belgié 19% van de
voedselinfecties te wijten zijn aan bacterién en 35% aan virussen (FAVV, 2009).
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Figuur 1: Voedselgebonden ziektegevallen per oorzaak in Belgié, 2009 (FAVV, 2009)

Onderstaande figuur (figuur 2) schetst het verloop van het aantal meldingen
van collectieve voedselinfecties in Belgié in de periode van 2009 tot 2011. Er
wordt gesproken van collectieve voedseltoxi-infecties (CVTI) wanneer er onder
dezelfde omstandigheden 2 of meer personen gelijkaardige symptomen
vertonen, en waarbij er een (waarschijnlijk) oorzakelijk verband bestaat met
eenzelfde voedselbron. De stijging van het aantal collectieve voedselinfecties in
2011 is een vermoedelijk gevolg van de verbeterde rapportering (Favv, 2011).
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Figuur 2: Aantal collectieve voedselinfecties in Belgi€ (FAVV, jaarverslag 2011)

Algemeen gezien neemt het aantal geregistreerde voedselgebonden outbreaks
de laatste jaren toe. De verwekkende pathogeen blijft vaak onbekend. De
bacterie die de meeste voedselinfecties in Belgié veroorzaakt is Salmonella.
Hierbij was Salmonella enteritidis de meest voorkomende soort gevolgd door
Salmonella thyphimurium (EU-rapport, 2009). De consumptie van rauwe eieren
blijft de belangrijkste oorzaak hiervan. In 2007 werd Salmonella het meest
frequent gedetecteerd bij outbreaks (figuur 3). In Vlaanderen werden in 2009



volgende verwekkers terug gevonden bij outbreaks; Norovirus, Clostridium
perfringens, Salmonella sp., Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, hepatitis A
virus, Listeria monocytogenes, en Shigella. Norovirus wordt in de periode van
2007 tot 2009 vaak teruggevonden bij de outbreaks (figuur 3). Dit kan mogelijk
verklaard worden door het feit dat norovirus standaard wordt opgespoord in
voedingswaren en stoelgangstalen bij een uitbraak (De Schrijver, 2009). Naast
Salmonella ssp. is ook Campylobacter een veel voorkomende pathogeen.
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Figuur 3: Aantal gerapporteerd outbreaks van gastro-intestinale infecties per jaar
volgens verwekkend pathogeen in Belgié van 1999 tot 2009
(statusrapport infectieziekten, 2009).

In 2010 werd een onderzoek uitgevoerd rond de veiligheid van de voedselketen
in Belgié op basis het 'Pressure-State-Response' model (Baert, 2011). Hierbij
werden 30 voedselveiligheid indicatoren onderzocht met betrekking tot de
naleving van criteria voor de geselecteerde chemische en microbiologische
gevaren; de uitvoering van preventieve en controlemaatregelen van “farm to
fork”; de gerapporteerde voedseluitbraken door zo6noseverwekkers (Salmonella
spp. en Listeria monocytogenes) (Baert, 2011). Door vergelijking van de jaren
2007, 2008 en 2009 werd geconcludeerd dat de toestand van het globale
voedselveiligheid in Belgié goed is en dat er elk jaar een verbeterde
voedselveiligheid is (Baert, 2011).



1.4.1.2 Voedselinfecties ten gevolge van groenten en fruit

Groenten en fruit zijn mogelijke oorzaken van voedselinfecties in Belgié.
Tomaten zijn hierbij de meeste geconsumeerde groenten in Belgié. Samen met
bladgewassen, kruiden en scheutgroenten zijn tomaten groenten met een hoog
microbieel risico (FAOWHO, 2008). Bij het fruit zijn appelen de meest
geconsumeerde vrucht, gevolgd door sinaasappelen en bananen. Het FAVV voert
jaarlijkse controles uit op deze producten om mogelijke besmettingen op te
sporen.

1.4.2 Europa
1.4.2.1 Algemene situering

In Europa werden door de ‘European Food Safety Authority’ (EFSA) 5.252
voedselgebonden uitbraken gerapporteerd in 2010 met 43.473 ziektegevallen,
4.695 hospitalisaties en 25 doden tot gevolg (EFSA 2012). Hiervan werden 890
voedselgebonden uitbraken (14.001 ziektegevallen en 20 doden) geverifieerd
(figuur 4). Bacterién en virussen waren verantwoordelijk voor 82% en 8% van
de gerapporteerde, voedselgebonden uitbraken. Hierbij was Salmonella de
meest voorkomende oorzaak (35%)(EFSA, 2012).
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Figuur 4: Voedselgebonden ziektegevallen per oorzaak in EU, 2008 (EFSA, 2010)

Duitsland en Frankrijk rapporteerden ongeveer 25,0% en 19,7% van alle
uitbraken in Europa (EFSA, 2012; EU-rapport, 2009). Spanje rapporteerde
24,4% van alle uitbraken in de EU. Hierbij werd 5,4% van de mensen
gehospitaliseerd. In Roemenié en Letland ligt de hospitalisatiegraad het hoogst
met 69,6% en 66,7% (EU-rapport,2009). Salmonella is de belangrijkste oorzaak
met 30,5% van alle voedselinfecties (tabel 3), (EFSA, 2012). Daarnaast is ook
Campylobacter een belangrijke voedelspathogeen die in 2010 verantwoordelijk
was voor 470 uitbraken. Deze wordt het meest gekoppeld aan rauw kippenvlees
(EFSA, 2012). Verder werden 31 uitbraken van E. coli gerapporteerd waarbij in
totaal 413 mensen geinfecteerd raakten. Ook enkele meldingen van Yersinia,
Listeria, Shigella, Enterobacter en Citrobacter werden gemeld (EFSA, 2012; EU-
rapport, 2009).



Tabel 3: Overzicht voornaamste pathogenen (EU-rapport, 2009).

Pathogeen Aantal infecties %o infecties
Salmonella 2201 30,5
Onbekend 1433 25,5
Virussen 668 11,9
Campylobacter 461 8,9
Bacteriéle toxinen 458 8,2
Andere 204 3,6
Escherichia coli 65 1,2
Parasieten 57 1,0
Andere bacteriéle reagentia 40 0,7
Yersinia 22 0,4
Totaal 5609 100

1.4.2.2 Salmonella als belangrijkste pathogeen bij voedselinfecties

Salmonella is de meest voorkomende oorzaak (30,5%) van alle voedselinfecties.
Zoals eerder vermeld zijn er in 2010 zijn er in heel Europa 1.604 voedselinfecties
ten gevolge van Salmonella gemeld. 8.922 mensen waren geinfecteerd en dit
resulteerde in 1.733 hospitalisaties waarbij 10 mensen zijn gestorven.
Oostenrijk, Frankrijk, Duitsland, Hongarije, Polen en Spanje zijn samen
verantwoordelijk voor 86,7% van de Salmonella-rapporteringen in 2007 (EU-
rapport, 2009). Algemeen vindt er een daling plaats van het aantal Salmonella-
uitbraken (figuur 5). In 2005 werden er nog 3.190 uitbraken gemeld en dat
evalueerde naar 2201 uitbraken in 2007. Alleen al van het jaar 2009 naar 2010
is er een daling van 8,8% (EFSA, 2012). Deze daling is specifiek te wijten aan de
sterke daling in Spanje (van 444 uitbraken in 2005 naar 187 in 2007) en
Slowakije (van 745 uitbraken naar 34 uitbraken) door een verbeterde hygiéne
(EU-rapport, 2009; Anon, 2007c). In 53,1% van de Salmonella uitbraken ging
het om Salmonella enteritidis. In 10% van de gevallen was Salmonella
thypimurium het geisoleerde type. Hierbij zijn eieren verantwoordelijk voor 27%
van de gevallen (EU-rapport, 2009).
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Figuur 5:Trend van gerapporteerde Salmoenlla infecties per 100 000 mensen in Europa
tussen 2006-2010 (EFSA, 2012).

1.4.2.3 Oorzaken voedselinfecties

In 68,8% van alle geverifieerde uitbraken in Europa zijn details vrijgegeven
over de oorzaak van de voedselinfectie (figuur 6). Hierbij zijn eieren
verantwoordelijk voor 22,1% van de uitbraken terwijl vlees (kip, varken, of
rundsvlees) verantwoordelijk is voor ongeveer 20% van de uitbraken (EFSA,
2012). Vis, klaargemaakte gerechten en bakkerij producten zijn allemaal
verantwoordelijk  voor ongeveer 6% (EFSA, 2012). Groenten zijn
verantwoordelijk voor 9% van de infecties en fruit voor 1%. In 37% van alle
gevallen vond de voedselinfectie gewoon thuis plaats. Daarnaast zijn
restaurants, cafés of bars (29%) en scholen 8,0% ook belangrijke
besmettingsbronnen. Deze gegevens van 2007 (EFSA, 2009) zijn vergelijkbaar
met die van 2010 uit het EFSA-voedsel-rapport (EFSA, 2012).
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Figuur 6: Oorzaken voedselinfecties (EU-rapport, 2009).

1.4.2.4 Voedselinfecties ten gevolgen van groenten en fruit

In Europa is ongeveer 10% van alle voedselinfecties te wijten aan groenten en
fruit. Specifiek voor groenten en fruit wordt 50% van deze voedseluitbraken
veroorzaakt door virussen (figuur 7). Bij ongeveer 40% ligt de oorzaak van de
infectie bij bacterién (EFSA, 2012). Ook bij groenten en fruit is Salmonella de

meest voorkomende pathogeen.
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Figuur 7: Pathogenen aanwezig op groenten en fruit in Europa in 2010 (EFSA, 2012).
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1.4.2.5 Recente incidenties

Enkele recente uitbraken die specifiek geassocieerd worden met groenten en
fruit worden in volgende paragraaf beschreven. In 2004 worden er 368 mensen
geinfecteerd door besmette sla in Noord lIerland. Later bleek dat Sal/monella
enterica de oorzaak was (Gillespie, 2004). E. coli 0157 was de besmettingsbron
in sla waardoor 135 mensen ziek werden in Zweden in 2005. 10 mensen
ontwikkelden hierbij het Hemolytisch Uremisch Syndroom (Sdderstrom et al.,
2008). In 2006 werden er in Zweden 115 mensen ziek na het eten van bonen in
een Indiaans restaurant. Na labo-analyse bleken Salmonella virchow en
Salmonella bareilly de oorzaak te zijn (Jong et al., 2007). Waterkers was
verantwoordelijk voor voedselinfecties in Denemarken, Finland en Noorwegen.
Hier was Salmonella weltevreden de pathogeen (EU-rapport, 2009). Ook in
Zweden werd een Salmonella java uitbraak vastgesteld bij 179 personen na het
consumeren van spinazie (Arthurson et al., 2010). In 2011 werden in Noorwegen
46 besmettingen van Shigella sonnei vastgesteld door het consumeren van verse
basilicum (Guzman-Herrador, 2011). Sojascheuten besmet met E. coli 0104:H4
veroorzaakte in 2011 in Duitsland 4.075 besmettingen (WHO, 2011).

Tabel 4: Selectie van representatieve voedselinfecties in Europa door groenten en fruit.

Pathogeen Voedsel EEL referentie
E. coli 0157 Belgié komkommer 2000 Duffell et al.,
2003
Salmonella typhimurium IJsland sla 2004 Gillespie, 2004
S. enterica Noord-Ierland sla 2004 Gillespie, 2004
E. coli 0157 Zweden sla 2004 Soderstrom et
al., 2008
Finland wortelen 2005
Yersinia Jalava et al.,
pseudotuberculosis 2006
Salmonella Virchow en Zweden bonen 2006 Jong et al.,
Salmonella Bareilly 2007
Salmonella weltevreden = Denemarken, waterkers 2006 EU-rapport
Finland,
Zweden
Salmonella java Zweden spinazie 2010  Arthurson et
al., 2010
Shigella sonnei Noorwegen basilicum 2011 Guzman-
Herrador,
2011
E. coli 0104:H4 Duitsland sojascheuten 2011 WHO, 2011
Cryptosporidium Engeland spinazie 2012 FSA, 2012
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1.4.3 Verenigde staten
1.4.3.1 Algemene situering

In de Verenigde Staten staat het Center for Disease Control and Prevention
(CDC) in voor het controleren van de volksgezondheid en voedselveiligheid. In
de VS werden 1.097 voedselgebonden uitbraken gerapporteerd door de CDC in
2007 met 21.244 ziektegevallen en 18 doden tot gevolg. Van deze uitbraken
werd ongeveer 34% veroorzaakt door bacterién, 38% door virussen en bij 24%
was de oorzaak onbekend (figuur 8). Het Norovirus was de meest voorkomende
oorzaak van voedselgebonden ziektes. De tweede meest voorkomende oorzaak
was Salmonella, welke verantwoordelijk was voor 53% van de voedselgebonden
uitbraken veroorzaakt door bacterién (CDC, 2010).
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Figuur 8: Voedselgebonden ziektegevallen per oorzaak in de VS, 2007 (CDC, 2010b)

In het Foodnet rapport van 2010 wordt beschreven dat de Salmonella infectie in
de laatste 15 jaar bijna constant is gebleven (CDC, 2011b). Naast Sa/monella
zijn de Vibrio infecties sterk toegenomen. Deze infecties worden veroorzaakt
door het eten van besmette zeevruchten. Van 1996 t.o.v. 2010 zijn deze zeer
sterk gestegen met 115%. De E. coli O157:H7 infectie is de afgelopen 15 jaar
gedaald met 44%. Daarnaast werd er werd ook nog een lichte stijging van het
Norovirus waargenomen in de Verenigde staten (CDC, 2011b; FDA, 2009).

1.4.3.2 Recente incidenties

Tomaten veroorzaakte in 2001 een grootschalige voedselinfectie bij 886 mensen.
Na onderzoek bleek dat de tomaten geinfecteerd waren met Shigella flexneri
serotype 2a (Reller et al., 2006). Tussen 2001 - 2004 zijn er in de VS 9 partijen
kruiden en specerijen uit de markt gehaald die besmet waren met Sa/monella.
Het ging tweemaal om paprika en gemalen komijn. Verder werd ook een
besmetting op oregano, sesamzaad, basilicum, gemalen salie en gemalen peper
vastgesteld (VIBHA, 2006). Ook in de VS werden in 2004 in 18 verschillende
staten 561 mensen besmet door het eten van tomaten. Salmonella braenderup
lag aan de oorzaak hiervan (Anon, 2004) en (CDC, 2005). L. monocytogenes
veroorzaakte in 2011 147 besmettingen na het eten van meloen (CDC, 2011). In
het zelfde jaar werden 1500 mensen besmet door het eten van tomaten. Na
onderzoek bleken deze besmet te zijn met Salmonella saintpaul (Behravesh et
al., 2011).
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Tabel 5: Selectie van representatieve voedselinfecties in VS door groenten en fruit.

Pathogeen voedsel iEEL referentie
Shigella sonnei VS en Canada peterselie 1998 CDC, 1999
Shigella flexneri serotype VS tomaten 2001 Reller et al.,
2a 2006
Salmonella VS Paprika 2004 VIBHA, 2006
komijn
oregano
sesamzaad
basilicum
salie
peper
Salmonella braenderup VS tomaten 2004 Anon, 2004
E. coli 0157 VS spinazie 2006 Doyle, 2007
E. coli O157:H7 VS sla 2007 Doyle, 2007
Listeria monocytogenes VS meloen 2011 CDC, 2011
Salmonella saintpaul VS tomaten 2011 Behravesh et al.,
2011

1.4.4 Overzicht Belgié- Europa- VS
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Figuur 9: Overzicht tussen Belgié/Europa/VS

In Belgié wordt 35% van de voedseluitbraken veroorzaakt door virussen. In
Europa is dit slechts 8% en in de VS 38%. 82% van de uitbraken in Europa
worden gelinkt aan bacterién. Dit is zeer veel in vergelijking met Belgié (19%)
en VS (34%) (figuur 9). De grote verschillen zijn onder andere te verklaren door
een verschillende manier van rapportering. Een andere verklaring is het verschil
in regelgeving voor gebruik van antimicrobiéle stoffen in de primaire sector
tussen de Verenigde staten en Europa (Wilhelm et al., 2009).
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1.5 Contaminatiebronnen

Het identificeren van de contaminatiebronnen van verse groenten en fruit is niet
makkelijk. Deze groenten en fruit bevatten in het algemeen geen
conserveermiddelen of antimicrobiéle bestanddelen en ondergaan zelden een
verhittingsstap voor de consumptie. Er zijn verschillende manieren mogelijk
waarop pathogenen geintroduceerd kunnen worden op groenten en fruit voor het
oogsten. De voornaamste wegen zijn via de bodem, onvoldoende
gecomposteerde mest, dieren, vuile oogstuitrustigen en onbehandeld afvalwater
dat gebruikt wordt als irrigatiewater (FAO/WHO 2008). Daarnaast is het ook
mogelijk dat groenten en fruit gecontamineerd worden door de handelingen en
contact met geinfecteerde personen en objecten (Seymour et al., 2001). Na het
oogsten kan er contaminatie optreden door was- en spoelwater, verwerking,
verpakking en transportmiddelen (De Roever, 1998).

1.5.1 Water als contaminatiebron
1.5.1.1 Algemene waterkwaliteit

Elk contact van water met groenten en fruit tijdens de teelt houdt risico’s in voor
de volksgezondheid omdat microbiéle contaminatie sterk afhangt van de
kwaliteit van het water (WHO, 1998). De verschillende types water die kunnen
gebruikt  worden binnen de primaire  sector  zijn leidingwater,
grondwaterputwater, hemelwater en oppervlaktewater. Bij het gebruik van
hemelwater, putwater en opperviaktewater is de belangrijkste contaminatie
afkomstig van dierenfecalién. Bij grondwater zal bijvoorbeeld de
microbiologische kwaliteit verbeteren naarmate er uit diepere grondlagen water
wordt opgenomen. De waterkwaliteit wordt ook bepaald door de seizoenen
(FAO/WHO, 2008). Algemeen kan gesteld worden dat irrigatie in de Belgische
fruitteelt weinig wordt toegepast. Hierbij is er ook geen rechstreeks contact met
de vrucht vermits de watergift aan de boomstam plaats vindt. Bij de
groententeelt zijn spoelwater en irrigatiewater de twee voornaamste types.

De fecale bacterién (Escherichia coli, fecale coliformen en fecale streptokokken)
worden als indicator gebruikt om de sanitaire kwaliteit van het water te
meten. De fecale bacterién kunnen in het algemeen geen schade veroorzaken
bij de mens. In theorie wordt aangenomen dat de fecale bacterién niet kunnen
groeien in natuurlijke omgevingen. Studies hebben toch aangetoond dat fecale
bacterién als indicator enkele uren tot enkele dagen kunnen overleven in het
oppervlaktewater (Norris, 1994). Een studie van Monaghan geeft een relatie
weer tussen ‘bodem-splash’ en enterische bacterién. ‘Bodem-splash’ ontstaat
door regendruppels die samenklitten op de bodem. Deze ‘bodem-splash’
vergemakkelijkt de overdracht van enterische of darm-gebonden bacterién naar
kant-en-klare gewassen. De persistentie van deze zodnoseverwekkers werd
verminderd op het heetst van het groeiseizoen wanneer er het meest irrigatie is
(Monaghan et al., 2012).

Het aantal ziekteverwekkers wordt gecorreleerd aan het aantal fecale
bacterién. Daarom wordt aangenomen dat wanneer er relatief veel fecale
bacterién aanwezig zijn in het water er een verhoogde kans op pathogenen
is. Sommige pathogene bacterién, virussen en protozoa hebben speciale
overlevingsmechanismen, zoals vorming van cysten in Cryptosporidium, of
aanhechting van virussen aan deeltjes, zodat water vrij van fecale bacterién toch
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nog pathogenen kan bevatten. Dit kan zelfs het geval zijn voor water dat een
behandeling heeft ondergaan voor drinkwater (Madsen, 1994).

Er is geen eenduidige manier om het risico van een voedselinfectie te associéren
met de bacteriologische kwaliteit van water zelfs als het aantal fecale gekend is.
Ten eerste is er geen direct verband tussen de aanwezigheid van fecale indicator
bacterién en de aanwezigheid van pathogenen. Ten tweede zijn mensen niet
even gevoelig voor ziekteverwekkers en hangt dit af van hun immuunsysteem
(Norris, 1994).

1.5.1.2 Verschillende watertypes hebben een andere kwaliteit

Grondwater is een bron die vaak wordt gebruikt als irrigatiewater en bevindt zich
in de waterhoudende lagen beneden het aardoppervlak (Steele et al., 2004).
Hierdoor wordt een frisse en donkere omgeving gecreéerd. Deze
omstandigheden zorgen er voor dat veel pathogene micro-organismen en
chemische componenten verwijderd worden door de trage filtratie van het water
doorheen de grondlagen. Grondwater wordt daarom beschouwd als de
waterbron die het minst gevoelig is voor verontreiniging door bacterién. Dit geldt
zeker voor het grondwater uit diepe, afgesloten watervoerende lagen (Geldreich,
1990). Door de kleine grootte van veel pathogenen is het toch mogelijk dat ze
doorsijpelen en in het grondwater terecht komen (Pedley et al., 2006). Veel
bacterién kunnen overleven met enkel een koolstofbron en deze zijn alom
aanwezig in grondwater en oppervlaktewater. De aanwezigheid van virussen in
grondwater kan verklaard worden door hun fysico-chemsiche karakteristieken.
Sommige virussen vertonen opperviakte-eigenschappen, welke een hoge
diffusiesnelheid toelaten in de bodem (Pang et al., 2005).

Het oppervlaktewater is de belangrijkste bron voor irrigatiewater in de Verenigde
staten en bestaat uit rivieren, vijvers en meren (CDC 2009). Afhankelijk van de
locatie, het seizoen en de waterbron kunnen de chemische en microbiologische
samenstelling van het opperviakte water variéren. Na regenbuien kan
oppervlaktewater gecontamineerd worden door het afspoelen van de
landbouwgrond en het overlopen van afwateringssystemen (Schets et al., 2008).
Opperviaktewater kan besmet geraakt zijn met pathogenen afkomstig van de
veeteelt of vervuild worden door lozing van afvalwater. Ook dierlijke pathogenen
kunnen in het water terecht komen (Lynch et al., 2009).

In Belgié is hemelwater in hoofdzaak regenwater. Enkel in uitzonderlijke jaren
kan gedurende de winter een belangrijk deel bestaan uit sneeuw. Hemelwater
heeft een lage pH en een lage hardheid. Kenmerkend voor hemelwater is ook de
lage concentratie aan zouten. Mogelijke verontreinigingen in hemelwater zijn
koolwaterstoffen en bestrijdingsmiddelen, afkomstig van de industrie, het
verkeer en de landbouw. Ook zware metalen uit de industrie kunnen zich in de
lucht en bijgevolg in het hemelwater bevinden. Bacterién kunnen afkomstig zijn
van vogeluitwerpselen, organische materialen en stofdeeltjes die meegevoerd
worden met de regen (Greene et al., 1993).

Afvalwater vereist een waterbehandeling voordat het kan gebruikt worden voor
irrigatie (Steele et al., 2004; WC-FAVV 2009). Het gebruik van onbehandeld
irrigatiewater is in Belgié ten strengste verboden volgens het FAVV (WC-FAVV
2009). Er zijn strenge richtlijnen opgesteld, door de ‘Environmental Protection
Agency (EPA) en de ‘World Health Organization’ (WHO), met betrekking tot de
kwaliteit van afvalwater voor irrigatie. Recyclage- of recuperatiewater wordt ook
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gebruikt om het tekort aan water op te vangen. Dit afvalwater is afkomstig uit
productieprocessen zoals het waswater van groenten en ondergaat een
zuivering zodat het toegelaten wordt als irrigatiewater.

1.5.1.3 Proceswater en teelttechnieken

Ook het proceswater in de groenten en fruitbedrijven is een belangrijke bron van
contaminatie. Hergebruik van proceswater vormt een groot probleem omwille
van mogelijke accumulatie van pathogenen die aanvankelijk aanwezig waren op
het oppervlak van fruit en groenten. In Belgié vormt het sorteersysteem in de
fruitsector een risico op overdracht van mogelijke pathogenen. Appelen en peren
worden gesorteerd door gebruik te maken van water (figuur 10). Hierdoor is er
een rechstreeks contact tussen het transportwater en de vrucht.

Figuur 10: Sorteerkanaal appelen (agf.com)

Het wassen van verse groenten en fruit wordt uitgevoerd omdat de meeste
pathogenen op het oppervlak van de groenten en fruit aanwezig zijn. Door
wassen en spoelen van fruit en groenten kan de houdbaarheid hierdoor verlengd
worden (Food and Drug Administration (FDA), 1998). Daarnaast garandeert het
wassen niet altijd een significante reductie van de pathogenen op de
gecontamineerde gewassen (De Roever, 1998). Voor naoogstbehandelingen
zoals het wassen van groenten en fruit wordt aangeraden om gebruik te maken
van drinkbaar water. Hierdoor wordt de kans op besmetting zoveel mogelijk
geminimaliseerd (Steele & Beuchat, 2001).

De manier waarop gewassen worden geirrigeerd heeft ook een invioed op
mogelijke contaminaties. Er zijn verschillende manieren van irrigatie in de
tuinbouwsector: druppelbevioeiing (bv. subsurface drip irrigation, SDI),
beregening of sproei-irrigatie, vorensysteem irrigatie, mobiele gootsysteem en
nutriént film technologie (Steele et al., 2004). Bij SDI (figuur 11) wordt het
proceswater naar het wortelsysteem van het gewas gebracht met behulp van
ondergrondse, geperforeerde leidingen. Hierdoor is er minimaal contact tussen
het, eventueel gecontamineerd, irrigatiewater en het bovengronds gedeelte van
de plant (Oron, 2002). Deze methode is te verkiezen om eventuele contaminatie
met pathogenen te vermijden.
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De tweede methode is het beregenen van gewassen waarbij het geoogste deel
van de plant rechtstreeks in contact komt met irrigatiewater (WC-FAVV 2009).
Een volgende methode is vorenirrigatie (figuur 12). Hier stroomt het
irrigatiewater in goten tussen de rijen gewassen door. Bij deze twee vorige
methoden is er direct contact mogelijk tussen het gewas en irrigatiewater.
Hierdoor wordt de kans op mogelijke besmetting van pathogenen op de
gewassen groter.

= st -
v J o | =

Figur 12: Sproei-irrigatie (/nks) en voren-irrigatie- (rechts)(tuinbownet)

Het mobiele gootsysteem is een geautomatiseerd en arbeidsbesparend systeem
voor het telen van sla of kruiden op goten (figuur 13). In de licht hellende goten
stroomt de recirculerende voedingsoplossing langs de perspotjes. Naarmate de
planten groeien worden wordt de afstand tussen de goten groter zodat de plant
in ieder groeistadium voldoende ruimte heeft. Elk groeistadium kent dus een
maximale plantdichtheid. In dit nieuwe systeem is waterontsmetting mogelijk
wat leidt tot een minimaal aantal aanwezige pathogenen. (VILT, 2008). Tenslotte
is er nog de nutriént film technologie (figuur 13). Dit is hydrotechniek waarbij
voeding naar een tray of een goot wordt gepompt in de vorm van erg dunne,
traag vloeiende filmlaag, die vervolgens door de wortels wordt opgenomen door
capillaire werking. De constante toegang van de wortel tot water en voeding,
gecombineerd met een toevoer van voldoende zuurstof, betekent dat planten
zich snel ontwikkelen (Menzies et al., 2009).
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Figuur 13: mobiele gootsysteem (links) en nutriént film technologie (rechts)
(tuinbouwnet)

De fysische eigenschappen zoals de opperviaktestructuur van het eetbaar
gedeelte van het gewas is ook van belang (Stine, 2005). Zo kunnen sommige
planten of eetbare gedeelten van de plant zoals de bladeren van sla, het
irrigatiewater weerhouden. De manier waarop groenten en fruit worden geteeld
is ook belangrijk bij de contaminatie van mogelijke pathogenen. Tomaten en
appelen kunnen vrij in de lucht hangen en hebben geen direct contact met de
bodem. Dit in tegenstelling tot sla en spinazie die op het oppervlak liggen of
wortelen en aardappelen die zich in de bodem bevinden (Stine, 2005).

1.5.2 Bemesting van groenten en fruit als contaminatiebron

Mest bestaat uit verteerde dierlijke uitwerpselen al of niet vermengd met stro
(Goss, 2004). Andere vormen zijn compost of kunstmest. Chemisch gezien is
mest een mengsel van water, mineralen, en organische stoffen. Belangrijke
elementen in mest zijn stikstof, kalium, fosfor en magnesium. Daarnaast komen
de sporen-elementen ijzer, zink, koper, molybdeen, borium en kobalt in mindere
mate voor (Goss, 2004). In de mest van vee kunnen een heel hoog aantal E. coli
bacterién aanwezig zijn. In de mest van kippen kunnen ziekteverwekkende
bacterién als Salmonella en Campylobacter zitten. Als de mest over het land
wordt uitgereden, kan deze door de regen naar het opperviaktewater of
grondwater uitspoelen, waarbij de micro-organismen ook in het water terecht
komen (Lenntech, 2010). Een andere mogelijkheid van overdracht van de
pathogeen is door direct contact met feces van vogels of andere dieren die
rechtstreeks contact hebben met de Ilandbouwgrond (Beuchat, 2002).

Salmonella dat via mest in de bovenlaag van de bodem terecht komt, is 66
dagen daarna tot tien centimeter diepte nog steeds traceerbaar. E. coli overleeft
vijftig dagen in de bovenste bodemlaag. Dit blijkt uit laboratoriumtesten, waarbij
de gezondheidsrisico’s van landbewerking met Salmonella en E.coli-besmette
mest is onderzocht (Semenov, 2009). Indien drijfmest (mest vermengd met
urine) aan het oppervalk wordt aangebracht wordt de overlevingstijd korter,
maar bacterién dringen wel in grotere hoeveelheden door tot diepere
bodemlagen. Het injecteren van drijfmest in de bodem bleek te resulteren in een
grotere verspreiding van de pathogene bacterién naar diepere grondlagen
(Semenov, 2009). De proeven zijn herhaald op grond waar sla werd geteeld. Er
was weinig verschil tussen het gebruik van drijfmest of ‘vaste’ mest. In beide
gevallen vond een duidelijke toename van de bacterie plaats in de nabijheid van
de slawortels (Semenov, 2009). Dit geeft aan dat ook dieper in de met besmette
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mest behandelde grond, grotere hoeveelheden pathogenen te verwachten zijn.
Hutchison concludeerde in zijn studie dat het risico op de volksgezondheid in
verband met de verspreiding van bacterién in drijfmest eerder laag is
(Hutchison et al., 2008).

1.5.3 Menselijke handelingen als contaminatiebron

Tenslotte is het ook mogelijk dat groenten en fruit gecontamineerd worden door
de handelingen en contact met geinfecteerde personen en objecten (Seymour et
al., 2001). Pathogenen worden overgedragen van het ene organisme naar het
andere door direct contact of door besmetting van voedsel of water.
Verschillende menselijke gastro-intestinale pathogenen produceren toxinen die
inwerken op de dunne darm met uitscheiding van vocht tot gevolg. Hierdoor
ontstaat diarree. De pathogenen verdwijnen langs de ontlasting en kan andere
personen besmetten (Norris, 1994). Overdracht van pathogenen vindt het
vaakst plaats door onhygiénisch toilet bezoek, geen handen wassen, en niezen of
hoesten. Hierdoor kan er ook contaminatie optreden aan oogstuitrustigen,
gecontamineerde verpakking of transportmiddelen (De Roever, 1998).

1.6 Overdracht van contaminanten in water op groenten
en fruit

Er zijn een heel aantal mechanismen waardoor darmpathogenen zich makkelijker
zouden kunnen binden aan groenten en fruit. De aanwezigheid van
extracellulaire polymeren bevordert de aanhechting van bacterién op voedsel. De
aan- of afwezigheid van fimbriae speelt een rol (Fratamico et al., 1996) net zoals
de hydrofobiciteit van het celopperviak en biofilmvorming (Dickson et al.,
1989). Ook de lading van het bacteriéle oppervlak zou een invloed hebben
(Ukuku et al., 2002). Wanneer een pathogeen is vastgehecht blijkt het moeilijk
te zijn deze pathogenen terug te verwijderen door wassen (Berger et al., 2010).
Dit komt doordat de pathogeen zich koloniseert op het plantenopperviak en in
sommige omstandigheden het plantenweefsel kan binnen dringen (Beuchat et
al., 2002).

Uit de resultaten van studies door Takeuchi bleek dat er geen eenduidige
verklaring is voor het al dan niet aanhechten van bacterién aan een bepaald
product (Takeuchi et al., 2000). E. coli O157:H7 en L. monocytogenes hechten
bij voorkeur aan de rand van een product aan terwijl Salmonella thyphimurium
zowel aan de rand aanhecht als over het hele oppervlak (Takeuchi et al., 2000).
Ook blijkt dat de omgevingsfactoren een rol speelt L. monocytogenes zal beter
aanhechten aan plantenweefsel bij een ideale temperatuur (Ells et al., 2006). Er
zijn voor dezelfde pathogeen (L. monocytogenes) zelfs verschillen opgemerkt in
hun vermogen om aan te hechten aan onbeschadigde plantenweefsels of aan
snijvlakken (Ells et al., 2006). Bij de overdracht van E. coli O157:H7 op sla
werden verschillende waarnemingen gedaan (Takeuchi et al., 2000). Bij sla die
bewaard werd op 4°C vertoonden de pathogenen een grotere penetratie dan bij
7,25 of 37°C. Na een intensieve chloorbehandeling bleef een groot aantal van de
E. coli O157:H7 aanwezig op de sla (Takeuchi et al., 2000). Bij wortelen wordt
de pathogeen E. coli 0O157:H7 vooral terug gevonden in de intracellulaire ruimes
tot 50um diep en tussen contactpunten met naburige cellen (Auty et al., 2005).
Burnett onderzocht de overdracht van deze pathogeen op appelen (Burnett et
al., 2000). Hierbij bleek dat er zich meer E. coli O157:H7 aanhechten op het
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oppervlak rondom beschadigd weefsel. De bacterie werd hier waargenomen tot
een diepte van 70um onder het schiloppervlak (Burnett et al., 2000).

Bij een studie van Hassan (2003) werd een hydrofoob surfactant (Span 85)
toegevoegd waardoor er 80% minder E. coli O157:H7 werd teruggevonden in
intacte sla’s waarin niet gesneden is. Ditzelfde surfactant was niet effectief voor
het verwijderen van de pathogeen uit gesneden oppervlakten (Hassan, 2003). In
een experiment van Solomon werd aangetoond dat E. coli O157:H7 vanuit mest
kan binnendringen via de wortels van planten (Solomon et al., 2002).

Van Bruggen (2011) onderzocht de voedselinfecties ten gevolge van Salmonella
enterica op tomaten. De overdracht van S. enterica via de tomatenbladeren
werd onderzocht door gebruik te maken van de oppervlakte-actieve stof, Silwet
L-77. Deze stof bevordert het binnen dringen en de overleving van S. enterica op
de tomatenbladeren (Van Bruggen et al., 2011). Uit het onderzoek blijkt dat in
een zeer klein aantal van de tomatenplanten, S. enterica kan groeien op de
bladeren en de vrucht kan koloniseren zonder dat hierbij symptomen aan de
plant waarneembaar zijn, met uitzondering van een lichte daling van de groei
(Van Bruggen et al., 2011). Bij een studie op sla werd er een vergelijking
gemaakt tussen chloor en peroxyazijnzuur gebaseerde desinfectiemiddelen om
het Feline calicivirus, het Norovirus en Hepatitis A virus op sla te reduceren
(Fraisse et al., 2011). Er was geen significant effect van de desinfectie stap bij
het wassen van sla met peroxyazijnzuur. Ook op ontsmette sla met chloor werd
geen significante vermindering van het aantal virussen gevonden (Fraisse et al.,
2011).

In een studie van Madsen (2012) zijn de interacties tussen bodem flagellaten,
algen, en drie verschillende bacteriéle pathogenen onderzocht (C. jejuni, S.
typhimurium, en L. monocytogenes). Snelle groei van flagellaten werd
waargenomen in een co-cultuur met C. jejuni en S. typhimurium. C. jejuni en S.
typhimurium overleven beter wanneer deze samen gekweekt worden met
flagellaten dan wanneer ze alleen worden gekweekt. De resultaten van deze
studie suggereren dat bodemflagellaten een rol kunnen spelen voor de
overleving van door voedsel overgedragen pathogenen van planten
oppervlakken en in de bodem (Madsen et al., 2012). In tabel 6 wordt een
anlgemeen overzicht gegeven van de parameters die de transfer beinvioeden.

Tabel 6: Overzicht parameters die transfer beinvloeden
Parameters die de transfer beivioeden

Type product

Bacterie soort

Tijd van contact

Desinfectiemiddel

Oppervlaktestructuur product, lading, hydrofobiciteit
Temperatuur

Beschadigd/gesneden oppervlak

Biofilmvorming

Extracellulaire polymeren

Flagellen
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1.7 Regelgeving en normen

1.7.1 Wetgeving en richtlijnen omtrent watergebruik in de primaire
sector

Op dit moment bestaat er geen wettelijk criterium voor de kwaliteit van
irrigatiewater in Belgié. Er is geen maximumgehalte aan zware metalen of
microbiologisch criterium vastgelegd voor de groenten- en fruitteelers. De
richtlijnen rond afvalwater (tabel 7) illustreren de wereldwijde onzekerheid over
het werkelijk risico van transmissie van pathogenen in irrigatiewater.

Tabel 7: Aanbevelingen/ richtlijnen voor verschillende typen irrigatiewater

Type water Aanbeveling/Richtlijn
WHO  (Behandeld) \oor rauw te consumeren gewassen: maximum 1 intestinaal wormei
afvalwater per liter water en maximum 1000 kolonie vormende eenheden (kve)

fecale coliformen per 100 ml water (WHO (1983), WC-FAVVY 2009)

Voor verwerkie gewassen: maximum 1 intestinaal wormei per liter

water, geen aanbevolen standaard voor fecale coliformen (WHO

{1989))

EPA Afvalwater Voor rauw te consumeren gewassen: afwezigheid van detecteerbare

fecale coliformen per 100 ml (EPA (1952))

Voor verwerkte en voedergewassen: maximum 200 fecale coliformen

per 100 ml (EPA (1992))

Oppervlaktewater Minder dan 1000 fecale coliformen per 100 ml water (inclusief
rivierwater) (EPA (1973))

FAVV  Opperviaktewater Maximum 10 kve E. coli per ml {WC-FAVY 2009)

Volgens de Belgische richtlijnen mag enkel gebruik gemaakt worden van
beekwater, water van open putten, boorputwater, stadswater en regenwater
voor irrigatie. Indien er twijfel is rond de waterbron worden indien nodig
analyses uitgevoerd (GLOBALG.A.P. 2007). De richtlijnen die worden
aanbevolen door EPA, voor het gebruik van afvalwater voor irrigatie van
gewassen die rauw geconsumeerd worden, zijn gebaseerd op de veronderstelling
dat indien pathogene micro-organismen gedetecteerd worden in irrigatiewater,
ze een potentieel risico vormen voor de gezondheid (Blumenthal et al., 2000).

De belangrijkste aanbeveling van het WHO zegt dat gebruik van onbehandeld
afvalwater verboden is (tabel 7). Opperviaktewater, grondwater of regenwater
kunnen worden gebruikt voor irrigatie, indien na een risico-evaluatie kan
worden aangetoond dat bij gebruik van dit water de risico’s voor de
voedselveiligheid worden beheerst. In 2006 is een nieuwe EU hygiénerichtlijn of
de ‘General Food Law’ in werking gegaan. In samenhang hiermee ontwikkelde
de Europese commissie een regelgeving over microbiologische criteria voor
levensmiddelen. Ze wil hiermee de onduidelijkheid die bedrijven ervaren met
betrekking tot zowel de microbiologische kwaliteit van producten als de
beheersing van processen helpen.

Het WC-FAVV stelt enkele aanbevelingen voor irrigatiewater. Dit zijn echter geen
verplichtingen (WC-FAVV, 2009). Een eerste richtlijn is om opperviaktewater
minstens één keer per seizoen te analyseren. Indien er meer dan 100
kolonievormende eenheden (kve)/ml E. coli in het water aanwezig is, is dit niet
geschikt voor irrigatie van groenten en fruit. Onbehandeld afvalwater mag niet
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gebruikt worden voor irrigatie. Behandeld afvalwater kan eventueel voor irrigatie
gebruikt worden indien het voldoet aan de richtlijnen van het oppervlaktewater
(WC-FAVV, 2009).

1.7.2 Wetgeving en richtlijnen omtrent microbiologische kwaliteit
van groenten en fruit

In de Europese wetgeving worden data vermeld rond de microbiologische
kwaliteit waaraan groenten en fruit moeten voldoen.

Listeria _monocytogens: Volgens EU verordening 2073/2005 moet L.
monocytogenes afwezig zijn in 10 keer 25g groenten/fruit. Als criteria voor het
einde van de houdbaarheid moet het aantal kve kleiner zijn dan 100 kve per
gram. In levensmiddelen waarin groei evenwel mogelijk is geldt het criterium
‘afwezig in 25 gram product’ op het moment van productie. Een hoger
beginaantal is toegestaan, maar dan moet de producent wel aantonen dat de
pathogeen tijdens de bewaarperiode tot uiterste verkoopsdatum niet kan
uitgroeien tot aantallen hoger dan 100 kve per gram product. Voor proceswater
zijn er echter geen normen beschreven (imik, 2006).

Salmonella spp.: Volgens EU verordening 2073/2005 moet Salmonella afwezig
zijn in 10 keer 25g groenten/fruit. Als criteria voor het einde van de
houdbaarheid moet Salmonella opnieuw afwezig zijn in 10 keer 25g
groenten/fruit (imik, 2006).

E. coli: Volgens de wettelijke normen geldt er voor rauwe groenten en fruit een
maximale limiet van 1000 kve per gram (imik, 2006). Voor irrigatiewater geven
de richtlijnen een waarde van 10* kve/100ml weer. Indien het gaat om een
pathogene E. coli moet deze afwezig zijn in zowel water als producten.

In onderstaande tabel (tabel 8) zijn voor enkele micro-organismen de maximale
kolonievormende eenheden weergegeven wanneer de producten bereid en
behandeld zijn. Deze normen zijn voor Nederland vanuit de voedsel waren
autoriteit (Warenbesluit Bereiding en Behandeling van levensmiddelen, WBBL),
(VWA, 2009). Deze gegevens zijn niet beschikbaar voor Belgié.

Tabel 8: Normen voor bereide producten in Nederland (VWA, 2009).

Micro-organismen Norm

Geldende wetgeving

B. cereus 100 000 kve/g WBBL
Campylobacter spp. Afwezig in 25¢g WBBL
C. perfringens 100 000 kve/g WBBL

E. coli 0157
L. monocytogenes
S. aureus

Salmonella spp.

Afwezig in 25g
100 kve/g
100 000 kve/g

Afwezig in 25g

VO. 2073/2005
VO. 2073/2005
WBBL

VO. 2073/2005
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1.8 Situering en doelstelling van de masterproef

Groenten en fruit kunnen microbiologische en chemische verontreinigingen
bevatten waardoor ze een risico zijn voor de gezondheid van de consument.
Verse groenten en fruit zijn dan ook een belangrijke bron van
voedselvergiftigingen en voedselinfecties. Om het risico op deze voedselinfecties
door consumptie van groenten en fruit in te schatten wordt de potentiéle impact
van de kwaliteit van het proceswater na gegaan. Hierbij wordt er door het
WaterQ project een grootschalig onderzoek uitgevoerd waarbij een heel aantal
bedrijven bevraagd worden naar hun procesvoering, de oorsprong van het
gebruikte water, teeltwijze en gewasbeschermingsmiddelen. Daarnaast wordt
het proceswater van deze bedrijven ook geanalyseerd op de aanwezigheid van
microbiologische en chemische contaminanten. Op deze manier tracht men een
algemeen beeld te verkrijgen van de waterkwaliteit van het proceswater uit de
primaire sector in de Belgische fruit- en groentensector. Het risico op de
volksgezondheid zal in grote mate afhangen van de microbiologische en
chemische kwaliteit van het proceswater en de manier waarop dit wordt
gebruikt. Deze parameters worden voor de Belgische fruit- en groentensector in
kaart gebracht zodat een directe relatie kan worden gelegd tussen de kwaliteit
van het proceswater en de contaminanten op het eindproduct. In een laatste
fase worden er aanbevelingen opgesteld rond de vereiste kwaliteit van
proceswater voor een welbepaald gebruik in de primaire sector.

In deze masterproef wordt de microbiologische kwaliteit van het proces water en
van de groenten en fruit onderzocht. Dit onderzoek wordt aan de hand van
twee verschillende methoden uitgevoerd. De eerste klassieke methode is een
microbiologische analyse met behulp van klassieke plaattellingen door
uitplatingen op selectieve voedingsbodems. De stalen worden geanalyseerd op
aanwezigheid van Salmonella spp., Escherichia coli en Listeria monocytogenes.
Daarnaast zullen ook het mesofiel aeroob kiemgetal en het aantal coliformen
worden meegenomen in de microbiologische analyses.

Als alternatief op de klassieke, tijdsrovende microbiologische methoden wordt
een DNA gebaseerde array detectiesysteem ontwikkeld dat snel en eenvoudig de
meest relevante pathogenen simultaan kan detecteren in water gebruikt voor
primaire plantaardige productie. Er zal een techniek gebruikt worden analoog
aan de DNA multiscan® (www.dnamultiscan.com), een door Scientia Terrae
ontwikkelde DNA-array voor het opsporen van plantpathogenen. Deze
semi-kwantitatieve technologie laat niet alleen toe om op een zeer snelle manier
de aanwezigheid van specifieke pathogenen simultaan (in één enkele test) te
detecteren, maar ook om een aanduiding te krijgen van het aantal van deze
specifieke pathogenen (Lievens et al., 2003; Lievens & Thomma, 2005). Een
belangrijk doel voor de validatie van de array is dat kruisreacties tussen
stammen uitgesloten worden, met andere woorden de specificiteit moet
aangetoond worden.
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2 MATERIAAL EN METHODEN

2.1 Opgroei en bewaring van bacteriéle stammen

In tabel 9 wordt een overzicht gegeven van alle bacteriéle stammen die tijdens
deze masterproef werden opgegroeid en gehybridiseerd. Een groot deel van deze
stammen is afkomstig uit de collectie van het labo zelf. Voor de andere stammen
werd hun nummer weergegeven van de databank waaruit ze afkomstig zijn.

Tabel 9: Overzicht van de gebruikte stammen. LMG nummers zijn afkomstig van het
Laboratorium voor Microbiologie in de universiteit Gent. STRI staat voor Scientia terrae.
Dit zijn de stammen afkomstig uit de eigen collectie. ATCC staat voor American type
culture collection.Stammen met een wiv-nummer komen van het Wetenschappelijk
instituut volksgezondheid.

Lijst van gebruikte stammen Referentie/ bron Groei

temperatuur
Acinetobacter sp LMG 1235 30°C MacConkey agar
Aeromonas hydrophila LMG 3764 37°C Nutriént agar
Aeromonas veronii LMG 9075 37°C Nutriént agar
Agrobacterium sp Collectie STRI 37°C Nutriént agar
Bacillus amiloliqufaciens Collectie STRI 37°C Nutriént agar
Bacillus cereus ATCC9634 37°C Nutriént agar
Bacillus subtilis ATCC6633 37°C Nutriént agar
Brochothrix thermosphacta LMG 17208 37°C Tryptone soy agar
Campylobacter coli LMG 6440 37°C Nutriént agar
Campylobacter jejuni LMG 7790 37°C Nutriént agar
Campylobacter sp. Collectie STRI 37°C Nutriént agar
Clostridium baratii DSM-602 37°C Nutriént agar
Clostridium botulium wiv 37°C Tryptone soy agar
Clostridium butynicum Collectie STRI 37°C Tryptone soy agar
Clostridium butyricum LMG 1217 37°C Tryptone soy agar
Clostridium perfringens ATCC12924 37°C Tryptone soy agar
Clostridium saccharolyticum Collectie STRI 37°C Tryptone soy agar
Clostridium saccharolyticum DSM-2544 37°C Tryptone soy agar
Cronobacter sakazakii Collectie STRI 37°C Nutriént agar
Cronobacter turicensis Collectie STRI 37°C Nutriént agar
Escherichia coli 0157 Collectie STRI 37°C Nutriént agar
Escherichia coli 25922 ATCC10536 37°C Nutriént agar
Enterobacter aerogenes ATCC13048 37°C Nutriént agar
Enterobacter aeromonas Collectie STRI 37°C Nutriént agar
Enterobacter cloacae LMG 2683 37°C Nutriént agar
Erwinia biilingae LMG 2606 37°C Nutriént agar
Escherichia fergusonii LMG 7866 37°C Nutriént agar
Flavobacterium breve LMG 21919 37°C Nutriént agar
Helicobacter acinonychis LMG 12684 37°C Nutriént agar
Helicobacter equorum LMG 23362 37°C Nutriént agar
Helicobacter heilmanii DSM-23983 37°C Nutriént agar
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Helicobacter pylori LMG 19449 37°C Nutriént agar
Klebsiella oxytoca Collectie STRI 37°C Nutriént agar
Klebsiella pneumoniae ATCC13883 37°C Nutriént agar
Legionella anisa ATCC35291 37°C Brain haert agar
Legionella pneumophila CCUG13398 37°C Brain haert agar
Listeria innocue ATCC33090 37°C Brain haert agar
Listeria ivanovii Collectie STRI 37°C Brain haert agar
Listeria monocytoca Collectie STRI 37°C Brain haert agar
Listeria monocytogenes ATCC7644 37°C Brain haert agar
Mycobacterium fortuitum CCUG 35378 37°C Nutriént agar
Mycobacterium marinum CCUG 20998 37°C Nutriént agar
Pseudomonas mendocina LMG21630 37°C Nutriént agar
Salmonella Parathypi LMG16739 37°C Nutriént agar
Salmonella typhimurium LMG14933 37°C Nutriént agar
Serratia sp ATCC13880 37°C Nutriént agar
Shigella sonnei LMG 10473 37°C Nutriént agar
Sphingomonas pruni LMG 18380 37°C Nutriént agar
Staphylococcus aureus ATCC6538 37°C Nutriént agar
Staphylococcus epidermidis ATCC12228 37°C Nutriént agar
Staphylococcus equorum LMG19116 37°C Nutriént agar
Staphylococcus lugdunensis Collectie STRI 37°C Nutriént agar
Vibrio diazotrophicus LMG7893 37°C Nutriént agar +1%NaCl
Vibrio alginolyticus LMG10943 37°C Nutriént agar + 1% NaCl
Vibrio cholera Collectie STRI 37°C Nutriént agar + 1%NaCl
Zymomonas mobilis LMG 404 37°C Nutriént agar

2.2 Microbiologische analyses

2.2.1 Staalname

De staalname van het water en de producten verloopt volgens ‘standard
operating procedures’ (SOP) door de medewerkers van het proefstation voor de
groenteteelt en van het proefcentrum fruitteelt om de staalname zo uniform
mogelijk te houden. De stalen worden op een zo steriel mogelijke wijze genomen
om contaminatie tijdens de staalname of het transport te vermijden.

2.2.2 Kwantificatie van het aantal coliforme bacterién

Waterstalen

Coliformen aanwezig in het water worden bepaald aan de hand van de norm NEN
6571. De waterstalen worden gehomogeniseerd door krachtig schudden. Nadien
wordt een geschikt volume water (100 ml) gefiltreerd d.m.v een membraanfilter
(0.45 pm). Indien de concentratie aan coliformen niet gekend is, kunnen
meerdere verdunningen in pepton fysiologische zoutoplossing (PFZ) gefiltreerd
worden. De membraanfilters worden vervolgens overgebracht op het oppervlak
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van het selectief agarmedium, Lauryl Sulfaat Agar (LSA, Oxoid) en geincubeerd
bij 37 °C onder aérobe omstandigheden gedurende 24 h.

Productstalen

Coliformen in productstalen werden bepaald via de ISOnorm
ISO 4832:2006 (Christison et al., 2007). Er wordt 10 g van het groente- of
fruitstaal afgewogen en aangelengd met PFZ tot 100 g. De suspensie wordt
gehomogeniseerd in een stomacher gedurende 1 minuut. In een volgende stap
wordt een decimale verdunningsreeks in PFZ bereid en wordt 1 ml van elke
verdunning overgebracht in een lege (gelabelde) petriplaat. 15 tot 20 ml Voilet
Red Bile Lactose (VRBL, Bio-Rad) medium wordt in de petriplaten gegoten en
gemengd. Nadat de agar gestold is, wordt dit met een dun laagje VRBL (toplaag)
overgoten en bebroed. Na het stollen van de toplaag worden de platen op 37 °C
gedurende 24h geincubeerd. Er wordt ook een blanco plaat meegenomen om de
steriliteit na te gaan.

Aflezen resultaten en bevestigen van de water-, groenten- en fruitstalen

Na 24 h incubatie wordt het aantal karakteristieke kolonies geteld. Indien
karakteristieke kolonies worden waargenomen dienen minstens 5 (of allemaal,
indien het aantal < 5) kolonies bevestigd te worden. Die bevestiging gebeurt
door losliggende kolonies over te brengen in Briljant Green Bile Broth (BGBB,
Bio-Rad), met een durhambuisje, met behulp van een steriel entoog (figuur 14).
De buisjes worden vervolgens gedurende 24-48 h geincubeerd bij 37 °C.
Wanneer de bacterién lactose fermenteren wordt er gas geproduceerd dat door
de durhambuisjes wordt opgevangen. Buisjes met gasvorming wijzen op de
aanwezigheid van coliformen in het onderzochte monster. Het aantal coliformen
in het monster kan dan berekend worden (Dijk et al., 2007).

Figuur 14: Bevestiging coliformen in BGBB- buizen. Links: negatief resultaat, rechts:
positief resultaat
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2.2.3 Kwantificatie van het mesofiel aéroob kiemgetal

Waterstalen

Het totaal kiemgetal voor water werd bepaald volgens de Europese norm EN/ISO
6222. Van de waterstalen wordt een verdunningsreeks ingezet van 107 tot 107°.
Vervolgens worden deze verdunningen uitgeplaat op steriele petriplaten en
gemengd met Plate Count Agar (PCA) zonder dextrose. Deze gietplaten worden
vervolgens 72h geincubeerd op 22 °C.

Productstalen

De voedingsnorm is beschreven is ISO 4833: 2003 (Christison et al., 2007). Van
de groente- en fruitstalen wordt er 10 g staal gemengd met 90 g PFZ in een
stomacherzak. Vervolgens wordt dit een korte tijd intensief gemengd in de
stomacher. Hiervan wordt 1 ml overgebracht en een verdunningsreeks
gemaakt. Vervolgens worden deze verdunning uitgeplaat in steriele petriplaten
en gemengd met PCA. Er wordt ook een blanco meegenomen. De gietplaten
worden 72 h geincubeerd op 30 °C.

Aflezen resultaten van water-, groenten- en fruitstalen
Alle kolonies op de PCA-platen worden geteld (telbare platen tussen 15 en 300
KVE). Tenslotte wordt het aantal KVE/mI berekend.

2.2.4 Kwantificatie van Escherichia coli

Waterstalen

De ISO-norm voor water is ISO 16649-2. Van de waterstalen wordt er een (of
meerdere) geschikte verdunning(en) gemaakt (afhankelijk van de te verwachte
concentratie aan E. coli) en gefiltreerd d.m.v een membraanfilter (0.45 pm).
Deze filter wordt vervolgens op het oppervliak van het selectief agarmedium,
Rapid’E.coli 2 Agar (REC2A, Bio-Rad) waaraan een supplement (RAPID'E.coli 2
supplement , Bio- Rad) wordt toegevoegd, geplaatst en vervolgens geincubeerd
op 44 °C onder aérobe omstandigheden gedurende 24 h.

Productstalen

De ISO-norm voor productstalen is ISO 16654. De productstalen worden
verdund in PFZ door 10 g product te mengen met 90 g PFZ. Vervolgens wordt
hieruit een verdunningsreeks aangemaakt. Per verdunning wordt 1 ml
overgebracht in een steriele petriplaat en gemengd met REC 2-ager. De
petrischalen worden samen met een blanco 24 h geincubeerd op 44 °C.

Aflezen resultaten water-, groenten- en fruitstalen
Na incubatie wordt het aantal karakteristieke kolonies geteld (figuur 15). E. coli
groeit op REC2 medium als roze tot paarse kolonies.

Figuur 15: Resultaat E. coli waterstaal van 100, 10 en 1ml op REC2agar
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2.2.5 Detectie van Salmonella

Waterstalen

Er wordt 100 ml waterstaal gefiltreerd doorheen een 0.45 pm membraan. In
geval van drinkwater wordt er 1L gefiltreerd. Vervolgens wordt dit membraan op
steriel wijze overgebracht in een falcontube gevuld met 50 ml van een niet-
selectieve vooraanrijkingsmedium, gebufferd peptonwater (BPW) (Biorad) en
gedurende 16-20 h geincubeerd bij 37 °C. Na incubatie wordt vanuit de
vooraanrijking enerzijds 100 ul overgeént in Rappaport Vassiliadis Soya broth
(RVS) (Biorad) en anderzijds 1000 pl in Muller-Kaufmann Tetrathionate-
Novobiocine bouillon (MKTTn) (Biorad) en gemengd. De buizen worden
vervolgens gedurende 24 h geincubeerd bij 37 °C voor MKTTn en 41,5 °C voor
RVS. Vanuit beide aanrijkingsmedia wordt er 10 pl uitgestreken op een
RAPID’Salmonella (Rsal)-plaat (Bio-Rad) en op een Xylose Lysine Desoxycholate-
agarplaat (XLD, Bio-Rad) zodat afzonderlijke kolonies bekomen worden. De
platen worden vervolgens 24 h geincubeerd bij 37 °C.

Productstalen

Er wordt 25g product afgewogen in een steriele stomacherzak en aangelengd
met BPW tot 250g. Deze massa wordt enkele seconden volledig geplet in een
stomacher. Na incubatie van ongeveer 18 h op 37 °C wordt vanuit deze primaire
aanrijking 100 pl overgeént in RVS en 1000 pl in MKTTn. De MKTTn buizen
worden gedurende 24 h geincubeerd bij 37 °C. De RVS buizen worden dezelfde
tijd op 41,5 °C geincubeerd. Vervolgens wordt er een strijkenting gedaan met
een steriele entoog vanuit deze buizen naar Rsal en XLD. Deze worden tenslotte
24 h geincubeerd bij 37 °C.

Aflezen en bevestigen van de resultaten van water-, groenten- en fruitstalen
Op de Rsal-platen vertoont Salmonella grote paarse kolonies. Op XLD vormt
Salmonella zwarte kolonies met een enigszins transparante zone waarbij de
kleur van het medium rondom een kolonie rozerood is. Indien er verdachte
kolonies gedetecteerd worden, dienen deze bevestigd te worden. De kolonies
worden biochemisch bevestigd door gebruik te maken van API20E® (Biomérieux)
en serologisch door gebruik te maken van een latextest (Bio-Rad)(Dijk et al.,
2007).

2.2.6 Detectie van Listeria monocytogenes

Waterstalen

Afhankelijk van het soort water wordt er een volume (100 ml voor niet
drinkbaar of 1 L voor drinkbaar wtaer) gefilterd doorheen een 0.45 pum
membraan. Vervolgens wordt dit membraan overgebracht in een falcontube met
de vooraanrijkingsbouillon, half-Fraserbouillon (Bio-rad). De incubatie vindt
plaats op 30 °C gedurende 24 h. Na incubatie wordt vanuit deze primaire
aanrijking opnieuw 100 pl overgeént in Fraserbouillon. Deze buizen worden
gedurende 48 h geincubeerd bij 37 °C. Vervolgens wordt 10 pl vanuit deze
Fraserbouillon op een ALOA (Agar Listeria According to Ottaviani and Agosti)
(Bio-rad) en een Palcam -plaat (Bio-rad) geént m.b.v de vijhoekmethode zodat
er losliggende kolonies bekomen worden. Deze platen worden geincubeerd op
aérobe wijze bij 37 °C gedurende 48 h.
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Productstalen

Er wordt 25 g product afgewogen in een steriele stomacherzak en dit wordt
gemengd met aanrijkingsbouillon, half-fraserbouillon tot 250 g. Vervolgens
wordt dit mengsel gehomogeniseerd in de stomacher. Na incubatie op 30 °C
gedurende 24 h wordt 100 pl overgeént in Fraserbouillon. De beénte
Fraserbouillon wordt opnieuw geincubeerd bij 37°C gedurende 48h. Nadien
worden ALOA (Bio-rad) en Palcam -platen (Bio-rad) geént m.b.v een
oogentnaald. Door een suspensiehoeveelheid uit te smeren m.b.v de
vijkoekmethode worden er losliggende kolonies bekomen. Tenslotte worden deze
platen bebroed bij 37 °C gedurende 48 h.

Aflezen resultaten en bevestigen van de water-, groenten- en fruit stalen
Op de ALOA-platen zijn positieve kolonies groenblauw en omringd door een
ondoorzichtige halo (figuur 15). Op de Palcam-platen groeien Listeria spp. als
kleine grijsgroene kolonies met een zwart hof (figuur 16). Specifieke kolonies
worden overgeént op een TSYE (tryptone, soy yeast extract )-agar en 24 h
geincubeerd op 37 °C. Bevestiging van positieve kolonies gebeurt met een
Rhamnose (Bio-Rad) en hemolyse-test. Bij de Rhamnosetest wordt wat
materiaal afgenomen m.b.v. een steriel entoog en in een buisje met
koolhydraatbouillon gebracht. Na incubatie van 24 h op 37 °C kleuren positieve
stalen van paars naar geel wat wijst op zuurvorming (figuur 17). Bij de tweede
bevestiging wordt er een strijkenting gemaakt op een bloedagarplaat (Colombia
Blood Agar, Bio-rad). Na incubatie gedurende 24 h op 37 °C geven positieve
L.monocytogenes kolonies een smalle, heldere lichte zone van hemolyse (8-
hemolyse).

Figuur 16: Positieve listeria-kolonies op een Palcam-agar (links) en op een ALOA-agar
(rechts)
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Figuur 17: Rhamnose-test ter bevestiging van Listeria. Links: positief resultaat en rechts:
negatief resultaat
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2.3 DNA-extractie, PCR en agarose gelelektroforese van
bacteriéle stammen, water- en productstalen

2.3.1 DNA-extractie voor waterstalen en bacteriéle stammen

Voor de waterstalen en bacteriéle stammen werd DNA geisoleerd met behulp van
een fenol-chloroform extractie. Per staal wordt een microtube van 2 ml
voorbereid. Als eerste stap worden in de 2 ml microtubes twee verschillende
soorten glazen “beads” aangebracht. Er wordt ongeveer 75 ul beads van 212-
300 um (Sigma) toegevoegd en enkele beads (Sigma) van 3 mm. 300 ul
lysisbuffer (2,5 M LiCI; 50 mM TRis HCI op pH 8; 4% Triton X-100; 62,4 mM Na,-
EDTA op pH 8) wordt toegevoegd aan de cellen zodat deze openbreken met
behulp van de lyserende componenten zoals Triton-X in de buffer. Indien een
DNA-extractie uitgevoerd moet worden vertrekkende van een kolonie op een
petriplaat, wordt er met behulp van een entnaald aseptisch voldoende materiaal
(ongeveer 1 entoog) van de plaat overgebracht in de microtube. Wanneer een
DNA-extractie van een waterstaal wordt uitgevoerd, wordt 1L water gefiltreerd
over een 0,45 um membraan. Dit membraan wordt dan toegevoegd aan de
microtubes.Vervolgens wordt 300 ul fenol uit de fenol:chloroform:isoamylalcohol
(25:24:1)-oplossing toegevoegd.

Na homogenisatie met de Fastprep™ (Bertin technologies) op hoogste snelheid
en centrifugatie (5 min, 10 000 rpm) wordt de waterige fase overgenomen. Het
DNA wordt vervolgens neegeslagen door toevoeging van 2 volumes ethanol
(100%). Nadien worden de stalen minstens 15 min op -20°C bewaard. Na
centrifugatie (5 min, 10 000 rpm) wordt het supernatans verwijderd. De DNA-
pellet wordt nog gewassen met 70% ethanol en daarna gedroogd aan de lucht.
Zodra alle ethanol verdampt is, wordt de pellet opgelost in een 10 mM Tris-
oplossing (pH 8). Het geéxtraheerde DNA kan onmiddellijk gebruikt worden of
gestockeerd worden bij -20°C. De concentratie van het geéxtraheerde DNA
wordt bepaald met een nanodrop spectrofotometer.

2.3.2 DNA-extractie voor productstalen

Voor de groenten en fruit stalen werd een DNA-extractie uitgevoerd met behulp
van de ‘UltraClean® Soil DNA Isolation Kit (MO BIO). Bij deze kit zijn alle
oplossingen reeds op voorhand bereid. Er wordt 1 g product afgewogen in een
een “bead solution tube”. Vervolgens wordt 60 uL “Solution S1” toegevoegd wat
zorgt voor de cel lysis. Nadien wordt er 200 uL “inhibiter removal solution”
toegevoegd. Dit zal PCR-inhibitoren neerslaan. Na het vortexen op maximale
snelheid gedurenden 10 min wordt er 30 s gecentrifugeerd op 10 000 rpm. Nu
wordt het supernatans in een nieuwe tube overgepipetterd. 250 uL “Solution
S2” zorgt voor precipitatie van aanwezige eiwitten. Nadat opnieuw het
supernatans wordt overgebracht wordt 1,3 mL"Solution S3” toegevoegd wat er
voor zal zorgen dat DNA bindt aan silica. Vervolgens wordt het supernatans op
een “spin filter” geladen en gecentrifugeerd gedurende 1 min op 10 000 rpm.
Het DNA zal nu binden aan het silica membraan in de filter. 300 uL “Solution S4”
zorgt er vervolgens voor dat er geen zouten of andere contaminanten achter
blijven op het silica membraan. De filter wordt nu in de finale tube geplaatst en
door het bijvoegen van 50 pL “Solution S5” of 10 mM tris (pH 8) zal het DNA
doorheen de silica membraan elueren. Het geéxtraheerde DNA kan onmiddellijk
gebruikt worden of gestockeerd worden bij -20 °C. De concentratie van het
Geéxtraheerde DNA wordt bepaald met de nanodrop.
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2.3.3

2.3.3.1

Amplificatie van doelwitgenen

Polymerase chain reaction (PCR)

De concentratie van het DNA-staal wordt verdund tot 5 ng/uL. Vervolgens wordt
een PCR-mengsel aangemaakt. Deze bevat de forward en reverse primer (tabel
10), buffer, dNTP’s, Taqg DNA polymerase en water. De hoeveelheden worden
weergegeven in tabel 11. Aan 20uL van het PCR-mengsel wordt 1 pl DNA (5
ng/ul ) toevoegd. Er wordt ook een blanco meegenomenVoor de PCR-reactie op
het 16S-rRNA gen wordt gebruik gemaakt van forward primer 8F en de reverse
primer 1492R. Bij een PCR op het pckA-gen wordt een combinatie van F1A +
F1B (forward primers) met R3A + R3B (reverse primers) gebruikt. Ook voor
deze reactie worden de forward- en reverse primers toegevoegd in een totale
concentratie van 0,5uM.

Tabel 10: Gebruikte primers

Naam primer Sequenties (5'> 3') Target-gen
8F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 16S
1492R GGTTACCTTGTTACGACTT 16S
F1A ATGAACTACCTGCTGCCGCT pckA
F1B ATGAACTACTTCCTGCCGCT pckA
R3A CATACGTTTCACCAGCAC pckA
R3B CATACGTTTTACCAGCAC pckA

Tabel 11: PCR reactiemengsel voor 1 staal

Reagentia Volume voor 1 staal | Eindconcentratie Firma
(1)}
10x Buffer (met MgCl, 2 1x BD, Biosciences
45 mM)
dNTP/dig dNTP* 1,5 0,15mM Invitrogen
mengsel 2mM
Forward primer 20uM 0,5 0,5uM IDTDNA
Reverse primer 20uM 0,5 0,5uM IDTDNA
Titanium Taq DNA 0,4 1x BD, Biosciences
polymerase (50x)
s-HPLC water 14,1
Template DNA 1 5ng/pl
Totaal 20
*digoxigenin gelabelde dNTP’s (gelabelde dNTP’s nodig voor Vvisualisatie bij

hybridisatiereactie).

Vervolgens worden deze in het PCR-toestel (Biorad, T100 Thermal cycler)
geplaatst en het PCR- programma ingesteld (tabel 12).

Tabel 12: PCR programma

Stap Temperatuur (°C) Tijdsduur # Cycli
Initiéle denaturatie 94 2 min 1x
Denaturatie 94 45 sec
Annealing 59 (16S rRNA-gen) 45 sec 30x
64 (pckA-gen)
Extensie 72 45 sec
Extensie 72 10 min 1x
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2.3.4 Agarosegelelektroforese

Er wordt een 1,5% agarosegel aangemaakt 150 ml TAE-buffer (grote gel) Een
50x oplossing van 1L bevat 242g Tris, 750 ml demiwater, 57.1 ml ijsazijn en
100ml van 0.5 M EDTA (pH 8.0). Na verwarming in de microgolfoven en afkoelen
(tot ongeveer 50°C) wordt 2,25 pl ethidiumbromide toegevoegd bij een grote gel
en 0,75 ul bij een kleine gel en gemengd. De gel wordt na afkoeling in een
elektroforese-tank gegoten. Aan de te laden hoeveelheid DNA (2 pl) wordt 2 pl
ladingsbuffer (Promega) toegevoegd. Als referentiemerker wordt smartladder (
Eurogentec, figuur 18) toegevoegd. De elektroforese gebeurt bij een voltage
van 135 V en 60 V gedurende 1h15min en 45 min voor een grote en kleine gel
respectievelijk. Vervolgens wordt de gel gevisualiseerd met behulp van het
Biodoc-it Imaging System.

Band size ng/band

510000 100
W 8000 80
N\ 4000 60
W, '5000 50
AV 4000 40
Y \\'3000 30
. \\'2500 25
\ '\ '2000 20
N\ 11500 15
%1000 100
.\ 800 80

S 600 40
400 40

200 20

Figuur 18: Groote van de DNA fragmenten van de smartladder die gebruikt wordt als
referentiemerkerk (Eurogentec, 2012).

2.4 Ontwikkeling en gebruik van de DNA-array
2.4.1 Ontwikkeling van detectoroligonucleotiden

Genus- en species-specifieke detectoroligonucleotiden worden ontwikkeld op het
16S rRNA- en het pckA gen. De sequenties van de doelwit en niet-doelwit
organismen worden opgezocht in Genbank via de website van het National
Center for Biotechnology Information (NCBI). Deze sequentie worden met elkaar
vergeleken en gealligneerd met behulp van Clustal W (Larkin, 2007). Hierdoor
worden de gelijkenissen en verschillen tussen de targetgenen van de
verschillende bacterién blootgelegd. Na het vinden van diagnostische regio’s in
het targetgen gebaseerd op het 16S-rRNA of het pckA gen, waar aan de hand
van 1 of meerdere puntmutaties een onderscheid gemaakt kan worden tussen de
verschillende organismen, worden de oligonucleotiden met een lengte tussen de
17 en 23 basen ontwikkeld. De smelttemperatuur moet tussen de 55 °C en 65
°C liggen zodat dit geen probleem kan vormen voor de hybridisatie (54 °C).
Eenmaal een oligo gevonden, wordt er een laatste controle uitgevoerd door deze
oligo in te voeren in het BLAST programma. Indien dit geen kruisreacties
oplevert, i.e. 100% identiteit vertoont met het targetgen van een niet
detectororganisme, wordt dit oligonucleotide verder geévalueerd op specificiteit
en gevoeligheid in “Wet-labo”.
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2.4.2 Immobilisatie van de oligonucleotiden op een membraan

Een stockoplossing van de detectoroligonucleotiden wordt aangemaakt in een
384-well plaat door 160 ul printingbuffer (0.5 M NaHCO;, pH 8.4 en 0.004%
bromofenolblauw) te mengen met 40 ul van het oligonucleotide. Er wordt ook
een 10 pM digoxigenine gemerkte referentieoplossing toegevoegd aan de 384-
well plaat. Immodyne ABC Membranen (PALL Europe Limited, Portsmouth, UK)
worden uitgesneden op de gewenste grootte. Vervolgens worden
oligonucleotiden gespot op het membraan met een 384 pin replicator (0.2 pl;
V&P Scientific) (figuur 19). Deze replicator wordt voor gebruik telkens 5 min in
volgende oplossingen gezet: VP110 (V1P Scientific Pin Cleaner), water en
isopropanol. Na het drukken wordt het membraan 10 minuten gedroogd aan de
lucht en nadien in blockingbuffer (samenstelling buffers tabel 13), geincubeerd
gedurende 30 min bij kamertemperatuur. Daarna zijn de membranen klaar voor
prehybridisatie of kunnen ze verder overnacht gedroogd worden aan de lucht.
Bewaring van de membranen gebeurt in luchtdichte enveloppen bij
kamertemperatuur. Hoe de verschillende detectoroligonucleotiden gespot worden
op het membraan wordt in figuur 20 weergegeven.

Figuur 19: Drukken van membranen met replicator

REF REF

CampDR1_1 CampDR1_1 CbotDR1_1 8F

CampDR1_2b CampDR1_2b ChotDR1_2 1492R

CampDR3_3 CbotDR1_3 516F

CperfDR1_1 Legionella 19 CperfDR1_1 Legionella 19 CbotDR2_1 341F

CperfDR2_3 Legionella 24 | CperfDR2_3 Legionella 24 CbotDR2_2 8F

CperfDR3_2 ListDR2_1 CperfDR3_2 ListDR2_1 CbotDR2_3 1492R
ShigDR1_1 ListDR3_1 ShigDR1_1 ListDR3_1 CbotDR3_1 516F
ShigDR1_2 ListDR3_2 ShigDR1_2 ListDR3_2 CbotDR3_2 341F

ShigDR1_3

ShigDR1_3

CbotDR3_3

Figuur 20: Samenstelling en opbouw van het membraan gebruikt in deze studie van de
analyse van de water- en productstalen.Er wordt telkens weergegeven waar de
verschillende oligonucleotiden op het membraan gespot worden voor volgende
doelwitorganismen:Campylovacter sp, C. perfringens, S. aureus, Flavobacterium sp, E.
coli, Shigella sp, V. cholerae, Slamonella sp,H; pylori, Legionella sp, Listeria
sp,Mycobacterium sp en Aeromonas. Er worden 4 in duplo controles voor het 16S
rRNA-gen meegenomen (8F, 1492R, 516F, 314F). Als positieve controle op de
hybridisatie wordt ook een referentieoplossing gespot op de membranen, bestaande
uit een 10 uM digoxigenine gelabelde oligonucleotide oplossing.
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2.4.3 Hybridisatie van de DNA-array

Een DNA macroarray is een vast oppervlak waarop een verzameling van
specifieke DNA sequenties is aangebracht. DNA van water- of productstalen
worden geéxtraheerd en de doelwitgenen (16S rRNA- of pckA gen) worden met
PCR. De PCR producten worden gemerkt met Digoxigenine (DIG). De targets
worden vervolgens gehybridiseerd met de probes op de microarray. Als het DNA
complementair is met de detectoroligonucleotiden zal het binden op het
membraan en kan na visualisatie worden nagegaan welke DNA sequenties en
organismen er aanwezig zijn in een bepaald staal (Brown, 2008).

Voor de eigenlijke hybridisatiereactie worden 3 a 4 gedrukte membranen van
ongeveer 10x5cm overgebracht in 50 ml falcontubes met 25 ml
prehybridisatiebuffer. De samenstelling van de gebruikte buffers is weergegeven
in tabel 13. Vervolgens worden de tubes geincubeerd bij 54°C
(hybridisatietemperatuur) gedurende minimum 1,5h in een roterende
hybridisatieoven aan een snelheid van ongeveer 4 rpm. 50 ml falcontubes gevuld
met 12 ml hybridisatiebuffer. Die worden in een waterbad geplaatst van 65°C.
Na amplificatie en DIG-labeling van de targetgenen wordt dit PCR product
gedenatureerd in de T100™ Thermal PCR Cycler gedurende 5 min op 95°C. De
membranen worden overgebracht in de verwarmde hybridisatie-oplossing en
hieraan wordt het gedenatureerde DNA dan zo snel mogelijk toegevoegd. Nadien
worden de tubes overnacht geincubeerd bij 54°C in een roterende
hybridisatieoven op een snelheid van ongeveer 4 rpm.

Na overnacht incubatie wordt de hybridisatie-oplossing verwijderd en vervangen
door 15 ml warme stringency buffer (samenstelling tabel 13) van ongeveer 65°C
toe. Vervolgens worden de tubes opnieuw geincubeerd in de hybridisatieoven bij
54°C gedurende 40-45 min. Nadien wordt de stringency buffer afgegoten en
wordt bovenstaande stap een tweede keer herhaald. Hierna worden de
membranen gedurende 5 min al schuddend (bij 3,5 rpm) gewassen in 300 ml
was buffer (samenstelling tabel 13). Voor de visualisatie van de hybridisatie
wordt gebruik gemaakt van Anti-Digoxigenine-Alkaline fosfatase (AP) Fab
fragmenten (Roche). Deze Fab fragmenten zijn gericht tegen de DIG-moleculen
waarmee de targetgenen gelabeld werden tijdens de PCR. Nadat de membranen
een 1% keer worden geincubeerd in 300ml buffer 2 worden deze vervolgens
opnieuw 30 min geincubeerd in 250 ml van een verdunde anti-DIG-AP oplossing
(1:25000 in buffer 2). De membranen worden vervolgens driemaal 20 min
gewassen in 400 ml wasbuffer om al de ongebonden antilichaamconjugaten te
verwijderen. Vervolgens worden de membranen 15 minuten in 250 ml buffer 3 (
samenstelling tabel 13) geincubeerd op een snelheid van 3,5 rpm. Deze buffer
brengt de membranen in de juiste condities voor de enzymatische reactie.

De membranen worden ontwikkeld met behulp van CDP-Star (Roche) oplossing
(1/100 verdunning in buffer 3). Dit is een chemiluminescent substraat dat na
defosforylatie door het AP licht zal emitteren. Hiertoe wordt 1 ml van een
verdunde CDP-Star oplossing uniform verdeeld over de membranen. Vervolgens
worden de membranen gedurende 5 min bij 37 °C geincubeerd. Na incubatie
worden de membranen in het AutoChemi System (Biospectrum AC) geplaatst en
ontwikkeld via bijhorende Labworks 4.6 Software. Er worden 10 foto’s gemaakt
gedurende 10 keer 30 sec. Deze foto’s worden tenslotte gereconstrueerd in één
beeld.
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Tabel 13: Samenstelling buffers hybridisatiereacties
Buffer Samenstelling

Blockingbuffer 150ml 6X SSC, 300ml Water, 4,59 caseine en 250uL Tween 20
voor 450 ml blockingbuffer
20X SSC 315,7g NaCl (Sigma), 158,9g Natriumcitraat (Sigma) aanlengen
tot 2L met water (pH 7).
Hybridisatiebuffer 6x SSC (saline natriumcitraat), 0,1% SDS (Natrium Dodecyl

Sulfaat (Sigma)
Prehybridisatiebuffer 1% caseine (Sigma) in hybridisatie buffer (6x SSC); 0.1%
lauroylsarcosine; 0.02% SDS (Sigma) met 20x SSC (3 M NaCl
Stringency buffer 6x SSC; 0.1% SDS (Natrium Dodecyl Sulfaat (Sigma) met 20x
SSC: 3 M NaCl en 0,3 M Natriumcitraat (Sigma).

Wasbuffer 1x Buffer 1; 0.3% Tween 20 (polyoxyethyleen-
sorbitanmonolauraat) met 5x buffer 1: 0.5M maleinezuur
Buffer 2 1x buffer 1; 1% caseine (Sigma) met 5x buffer 1 (0.5M
maleinezuur (Sigma); 0.75M NaCl en NaOH pellets (pH 7)
Buffer 3 (1x) (5x buffer 3: 0.5M Trizma Base (Sigma) en 0.5M NacCl
(Sigma).
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3 RESULTATEN EN DISCUSSIE

3.1 Inleiding

Deze masterproef kadert in het WaterQ project waarin de microbiologische
kwaliteit van water gebruikt in de primaire sector van groenten en fruit in kaart
wordt gebracht. Dit water is een mogelijke bron van contaminatie voor groenten
en fruit. Om dit in kaart te brengen werden in het waterQ project in een 1%
fase waterstalen genomen op 43 bedrijven in de groentensector (vooral
bladgewassen) en 30 bedrijven in de fruitsector (vooral natte sortering appelen
en peren). De waterstalen genomen in de eerste fase werden in voorgaand
onderzoek reeds geanalyseerd op een beperkt aantal microbiologische
parameters met behulp van klassieke uitplatingen. De stalen werden
geanalyseerd op de aanwezigheid van Salmonella spp., Escherichia coli en
Listeria monocytogenes. Deze keuze is gebaseerd op de regelgeving beschreven
in de EU hygiénerichtlijnen (EC/852/2004). Daarnaast werd het mesofiel aeroob
kiemgetal en het aantal coliformen ook meegenomen in de microbiologische
analyses. Coliformen zijn bacterién die behoren tot de Enterobacteriaceae en
worden als hygiéne-indicator gebruikt (Tortora, 2007). Het totaal kiemgetal van
water geeft een indicatie van de algemene microbiologische kwaliteit van een
grondstof of product (Dijk et al., 2007). E. coli wordt gebruikt als
indicatororganisme voor hygiénische productiewijzen in het algemeen en
mogelijke fecale besmetting (Dijk et al., 2007).

Nadien werden in een 2% fase een selectie van bedrijven verder opgevolgd.
Hierbij werden er zowel water- als productstalen onderzocht om de mogelijke
overdracht van microbiéle contaminanten in het water op het product te
analyseren. De doelstelling van deze masterproef is om klassieke
microbiologische analyses van water- en productstalen in de 2% fase (opvolging
van een selectie van bedrijven) van het onderzoek uit te voeren. Naast
Salmonella, Listeria, en E. coli zijn er ook andere pathogenen die een risico
inhouden voor de volksgezondheid. Maar klassieke uitplatingen vragen veel tijd
en het is onmogelijk om alle mogelijke pathogenen apart te gaan detecteren via
uitplating op selectieve voedingsbodems. Daarom werd een nieuwe DNA-array
ontwikkeld die toelaat om in één eenvoudige en snelle test verschillende
relevante pathogenen te detecteren. Deze DNA-array werd vervolgens gebruikt
om alle water- en productstalen die genomen werden in zowel de eerste als de
tweede fase van het WaterQ project te analyseren op aanwezigheid van een set
aan relevante pathogenen of indicatororganismen.
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3.2 Ontwikkeling en prevalidatie van de DNA-array
3.2.1 Ontwikkeling van detectoroligonucleotiden

In eerste instantie werd gekozen om alle oligonucleotiden te ontwikkelen op het
16S gen. Dit is een zeer geconcerveerd gen dat in alle bacterién voorkomt. Via
dit gen was het niet mogelijk om voor Shigella, Salmonella, Vibrio cholerae en
E. coli detectoroligonucleotiden te ontwikkelen die specifiek waren voor elke
stam. Daarom werd voor deze bacterién overgestapt op het pckA gen. Hierbij
was het wel mogelijk om oligonucleotiden te ontwikkelen die differentiéren
tussen Salmonella, Shigella, E. coli en V. cholerae. Voor alle doelwitorganismen
werden minimaal 2 detectoroligonucleotiden ontwikkeld op basis van kleine
verschillen in het 165-rRNA of het pckA gen. De sequenties van de ontwikkelde
oligonucleotiden worden niet vrij gegeven. Voor de selectie van pathogenen
waarvoor de DNA-array ontwikkeld werd, werd vooral gebruik gemaakt van een
overzicht opgesteld door FAO (FAO/WHO 2008). Volgende pathogenen worden
gespot op het membraan:

- Campylobacter spp.

- Clostridium perfringens

- Helicobacter pylori

- Mycobacterium spp.

- Staphylococcus aureus

- Vibrio chlolerae

- Escherichia coli

- Shigella spp.

- Salmonella spp.

- Listeria monocytogenes

- Flavobacterium spp.

- Legionella spp.

- Aeromonas spp.

Campylobacter komt vooral voor bij dieren. Besmetting van uitwerpselen van
vogels en dieren met het water is de voornaamste verklaring om deze bacterie
te analyseren (Rombouts et al., 1997). Clostridium perfringens is een
spoorvormend anaéroob organisme dat voornamelijk wordt aangetroffen in feces
van zoogdieren, en in aarde. De sporen hiervan overleven in water en natuur en
zorgen vaak voor besmetting van groenten en fruit. Uit onderzoek is gebleken
dat sporen van C. perfringens in gronwater bij 5°C gemiddeld tot 100 dagen kan
overleven (Medema et al., 1996). Helicobacter pylori heeft specifieke groei-
omstandigheden nodig die kunnen gecreérd worden in stilstaand water. De
bacterie is micro-aérofiel en groeit optimaal bij een zuurstofconcentratie tussen
de 2-8%. Hoewel H. pylori gekend staat als enige bacterie dat in de zure maag
met pH 4 van de mens kan overleven zijn de ideale omstandigheden een pH
tussen 5,5 en 8,5 (Blecker, 1999). De transmissie verloopt vermoedelijk via
fecale-orale en orale-orale route. Gezien er is een epidemiologisch verband is
tussen verschillende waterbronnen en infecties door H. pylori (Baker et al.,
2001) werd deze bacterie opgenomen in deze studie als doelwitorganisme.
Water kan hierbij dienst doen als vehikel voor de transmissie van deze bacterie.

Het genus Mycobacterium is vooral bekend als verwekker van tuberculose en
lepra, maar er zijn ook nuttige soorten aanwezig in de grond, bijvoorbeeld in
symbiose met sommige planten. Heel wat studies bevestigen de aanwezigheid
van Mycobacterium in oppervlaktewater maar ook in leidingwater (Falkinham et
al., 2001). Biofilms in drinkwater distributiesystemen lijken rijke bronnen van
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Mycobacteria te zijn. Hierbij varieéert het aantal van 0,8 tot 100.000 CFU/L
(Taylor et al., 2000). Staphylococcus aureus produceert onder gunstige
omstandigheden enterotoxinen die voedselvergiftigingen veroorzaken. Deze
bacterie komt voornamelijk voor op de slijmvliezen in neus en keel van de mens
maar kan zich via handen verspreiden op allerlei etenswaren. Escherichia coli
wordt gebruikt als indicatororganisme voor hygiénische productiewijzen in het
algemeen en mogelijke fecale besmetting (Dijk et al., 2007) en werd daarom
ook meegenomen in deze studie. Shigella komt vaak voor in oppervlakte water.
Deze bacterie komt zelden voor bij dieren en heeft vooral de mens als drager.
Het is zeer besmettelijk en kan gemakkelijk van mens op mens overgedragen
worden via de ontlasting (Shah et al., 2010). Salmonella bacterién zijn
onderdeel van de darmflora van dieren. Besmetting voor de mens vinden langs
faeco-orale weg plaats. Salmonella kan voorkomen in rauwe dierlijke producten,
zoals vlees, vis en eieren, en op rauwe groente, kiemgroenten en fruit. Listeria
spp. komt overal in de omgeving voor, zoals in dieren, in water en in de grond.
De pathogeen kan zich gemakkelijk verspreiden en gedurende lange tijd in
verschillende omgevingen overleven. Deze ziekteverwekker kan vervolgens in
vrijwel alle rauwe levensmiddelen teruggevonden worden, meestal wel in lage
aantallen. Deze bacterién kunnen snel binden aan omgevingsopperviakten.
Vervolgens kunnen de organismen zich vermenigvuldigen en zich insluiten in een
slijmerige matrix om zo ten slotte een biofilm te vormen (Simdes et al., 2010).

Legionella leeft wijdverspreid in water en kan tot in 80% van de zoetwater
locaties worden gedetecteerd (Fliermans et al., 1981). Slechts enkele Legionella
soorten zijn ziekteverwekkers en worden vaak in verband gebracht met
legionellose. Van de 53 Legionella soorten, is L. pneumophila de belangrijkste
oorzaak van uitbraken (91,5%) (Duncan et al., 2011). De bacterie groeit in
biofilms aan de oppervlakte van meren, rivieren en beken. Lage hoeveelheden
kunnen in water uitgroeien tot hoge concentraties als groeibevorderende
factoren (ijzeren leidingen, rubberen afdichtingen) aanwezig zijn.
Omstandigheden die groei van Legionella-bacterién bevorderen zijn stagnerend
of stilstaand water, een watertemperatuur tussen 20° C en 50° C, met een
optimale temperatuur van 35°C - 46°C. Wanneer water onder 20°C zakt gaat
deze bacterie in een lethargische toestand (= slaaptoestand). Legionella wordt
ook vaker teruggevonden wanneer er een sediment is dat aanleiding geeft tot
vorming van een biofilm (Duncan et al., 2011). De aanwezigheid van micro-
organismen, zoals algen, flavobacterién, amoeben,... bevordert dit. Aeromonas
is een veel voorkomende bacterie in water. In waterleidingen kunnen biofilms
gevormd worden die zich vasthechten aan de binnenkant. De dikte en
samenstelling van de biofilm hangt af van verschillende factoren zoals de
samenstelling van het water, het debiet, de temperatuur, de snelheid en de
verblijftijd. De bacterién in de biofilm kunnen de kwaliteit van het water negatief
beinvloeden (Delahaye et al., 2003). Overschrijdingen van de wettelijke eis van
Aeromonas in drinkwater (< 1000kve/100ml) treden vaker op in
distributiesystemen die worden gevoed met water bereid uit oppervlaktewater
dan uit grondwater (van der Kooij et al., 2011).

Na ontwikkeling van de detectoroligonucleotiden werden deze getest op
specificiteit en gevoeligheid. Een belangrijk doel voor de validatie van de array is
dat kruisreacties met niet-detectororganismen uitgesloten worden, met andere
woorden de specificiteit moet aangetoond worden. Het is uiteraard belangrijk dat
de detectoroligonucleotiden een signaal geven bij het doelwitorganisme maar
geen kruisreactie vertonen bij niet-doelwitorganismen.
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3.2.2 Bepaling van de specificiteit van detectoroligonucleotiden

Voor wat betreft de specificiteit werd een set van ontwikkelde oligonucleotiden
voor detectie van elk organisme op een membraan gespot. In eerste instantie
werd nagegaan of de detectoroligonucleotiden een signaal geven met het
geamplificeerde targetgen van het doelwitorganisme. In figuur 21 wordt een
voorbeeld weergegeven van 4 membranen gehybridiseerd met het pckA PCR
product van Shigella, E. coli, Salmonella en V. cholerae. Het DNA van deze 4
stammen bindt met de oligonucleotiden die hiervoor ontwikkeld zijn. Het DNA
van E. coli bindt echter ook op de oligonucleotiden ontwikkeld voor Shigella.
Enkele oligonucleotiden hebben een intenser signaal dan andere. Op deze spots
zal het DNA beter binden. In tweede instantie werd nagegaan of de
detectoroligonucleotiden ook een (vals positief) signaal geven bij nauw verwante
niet-doelwitorganismen. Via Genbank is het mogelijk om bacterién die mogelijk
kruisreactie zouden geven op te zoeken. Deze bacterién werden vervolgens
opgekweekt zodat een DNA-extractie kan worden uitgevoerd. De targetgenen
(16S of pckA gen) werden vervolgens geamplificeerd en gehybridiseerd op het
membranen waarop de detectoroligonucleotiden gespot werden. Er werd een
positief hybridisatiesignaal verwacht met target DNA en een negatief signaal
voor hybridisatie van DNA van niet doelwitorganismen. De resultaten hiervan
worden samengevat in tabellen 14-17.

REF REF . .
EcoliDR1_1 | VcholDR1_1
(1) (10)
EcoliDR1_2 | VcholDR1_2 . . A . "
@) (11) (2 "
EcoliDR1_3 | VcholDR1_3 ‘
(3) (12) [
EcoliDR2_1 | VcholDR2_1 | (1) | (10) L)
(4) (13) ] u
EcoliDRZ_2 | VcholDR2_2 | (2) | (11)
(5) (14) 4 $ s
ShigDR1_1 | SalmDR1_1 | (3) | (12)
(6) (15) ' # "
ShigDRI_2 | SalmDR1_2 | (4) | (13) .
) (16) ' ’ \ "
ShigDR1_3 | SalmbR2_1 | (5) | (14)
©) (17) " | ]
ShigDR1_4 | SalmDR2_2 | (6) | (15) :
9) (18) B " L] 0
salmDR2_3 | (7) | (16) ]
(19) ] .
(8) | (17)
i L1
(9) ] (18) 0 .
(19)
A B C D

Figuur 21: DNA-array resultaten voor de specificiteit van de ontwikkelde
detectoroligonucleotiden voor Shigella (A), E. coli (B), Salmonella (C) en V. cholerae (D).
In de tabel wordt aangegeven op welke plaats de verschillende detectoroligonucleotiden
gespot werden op het membraan. Elke detectoroligonucleotide is in duplo gespot op het
membraan. Identificatie is mogelijk door de locatie van de signalen te bekijken. Staal A is
positief voor Shig DR1-1 tot en met Shig DR1_4. Staal B is positief voor Ecoli DR1_1,
DR1_2, DR1_3, DR2_1, DR2 2, Shig DR1_2 en DR1_3. Bij staal C is er enkel een positief
resultaat voor Salm DR1_1 en DR1_2. Staal D is positief voor Vchol DR1_1 tot en met
Vchol DR2_2.
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Uit tabel 14 kan afgeleid worden dat er enkele oligonucleotiden zijn die
kruisreactie geven met andere bacterién. Hierbij gaat het om Camp_DR3_1 dat
kruisreactie geeft met Sphingomonas pruni. Camp_DR2_2 geeft een kruisreactie
met Staphylococcus equorum en is dus ook niet bruikbaar. Volgende
oligonucleotiden zijn wel geschikt: Camp_DR1_1, DR1_2a, DR1_2b, DR3_2 en
tenslotte DR3_3. Bij C. perfringens is er kruisreactie van enkele oligonucleotiden
met Clostridium baratii, Sphingomonas pruni en Campylobacter sp. Volgende
oligonucleotiden zijn geschikt: Cperf_DR1_1, DR2_1, DR2_2, DR2_3, DR3_1,
DR3_2 en DR3_3. Ook bij S. aureus zijn er enkele kruisreacties. Het gaat om de
bacterién Zymomonas mobilis, Campylobacter sp., S. lugdunensis en S.
equorum. Volgende oligonucleotiden werden geschiktbevonden: Saur_DR1_1,
DR1_2, DR3_1 en DR3_2.

Tabel 14:Samenvatting van de specificiteit van detectoroligonucleotiden voor
Campylobacter, C. perfringens en S. aureus oligonucleotiden. Voor elke van de
ontwikkelde oligonucleotiden werden de hybridisatiesignalen visueel beoordeeld en werd
er een score aan het signaal toegekend. De hybridisatiesignalen werden opgedeeld in 4
klassen: Geen signaal = 0, Zwak signaal = 1, Matig signaal = 2, Sterk signaal = 3, Zeer
sterk signaal = 4. De kleurcodes in de tabel staan voor:Groen = verwachte reactie, Rood
= kruisreactie, Blauw = signaal mogelijk, afhankelijk van testisolaat en oligonucleotide.

Species KRR e PRN R

E,_",_,'-—'N'\lwmmn

CEEFRERREERERREREE

EEEREERERE

D-Q!D!o.o.o.o.o.o.o.

EEEERERIEE R

OB PPPRPPRPPP
Campylobacter
coli 3|3|3|2|2|3|3[1|1]2]J0|0|0|0|0O|O|O|O|O|OJO[0O|O]|O|O|O|O]|O]O
Campylobacter
jejuni 3|3|3|1|1]3|3[1|3|3]J0|/0|0|0|0O|O|O|O|O|OJO[0O|O|O|O|O|O]|O]O
Campylobacter l
sp. 3|3|3[1|1]2]1 2|3]0]0 ojojojo|0]jO0|0]oO]|O 0o/0j0|0[0]|O
Clostridium l
baratii o/ojojojojo0|0|O|0O]|O]O o/ojo]|O 0|0j0J0O0|0|0O|0O]|0O]|0O]|0O]0O]O
Clostridium
butynicum o/ojojojo|0O|O|O|O|OJO|O|O|O|O|O|O|O|O|OfO|0O|O|O|O|O|O|O]|O
Clostridium l
perfringens o/ojojojO0|0|O0|O|O|O}3|3]|3|3]|2]|3 1|/3[2J0|0|0|0|0|0[0]|0O]O
Clostridium
sacharolyticm o/ojojojo0|O|O|O|O|OJO|O|O|O|O|O|O|O|O|OfO|O|O|O|O|O]O|O]|O
Sphingomonas . l
pruni 0o|jo|o0|0|0O]|0O]|O o/ojJojojoj0|0]O ojojojJojo|0|0|0O|0O|O|O]O
Staphylococcus
aureus o|o|oj0|O0|O|O|0O|O]|OJO|O|O|O|O|O|O[O|O|O)2]1|3]|3]|2[1]|3]|3|3
Staphylococcus
epidermidis o|jojoj0|O|O|O|O|O]|OJO|O|O|O|O|O|O|O|O|OJO[0O|O]|O|O|O|O]|O]O
Staphylococcus .I l
equorum 0jojo0|0]|O ojojojojojo|oj0|O|O|O|O|O|OJO|O|O|O|O|O|O]O
Staphylococcus
lugdunensis o|ojo0|0|O|O|O|O|O]|OJO|O|O|O|O|O|O|O|O|OJO[0O|O|O|O|O|O]|O]O
Zymomonas l
mobilis o/jojojojojojO0|O|O|OJO|O]|O]|O]|O|O|O|O|O|OfO]|O 0j0j0j0|0O]|O
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Uit tabel 15 blijkt dat er 3 oligonucleotiden geschikt zijn voor E. coli. Het gaat
om Ecoli_DR1_1, DR1_2 en DR1_3. De oligonucleotiden van Shigella geven
allemaal kruisreactie met Escherichia fergusonii en/of E. coli. Het oligonucleotide
Shigella_DR1_1 is wel geschikt. Voor Vibrio cholerae zijn de 4 oligonucleotiden
bruikbaar. Bij Salmonella is er een kruisreactie met Enterobacter aeromonas. Er
zijn twee oligonucleotiden geschikt: Salm_DR1_1 en Salm_DR1_2.

Tabel 15: Bepaling van specificiteit van de detectoroligonucleotiden voor detectie van E.
coli, Shigella, Salmonella en Vibrio cholera oligonucleotiden. Legende zie tabel 14.

Species S RIEERIR
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Aeromonas veronii ojojofjfojojoj|oj0o|j/Oop0|0O0|0O0j0|OO0|0O]0O0|0O]O
Agrobacterium sp o/0j0|]OjJOjO]|]O|O]J]O}JO]O|]O]J]O|JO}O]O]J]OJO]O
Cronobacter
sakazakii o0/0[0O]|]O]J]OjJO0O|O]|O]|]O)})O|O0O|0O]O|O})O0]|0O0]O|O]O
Cronobacter
turicensis o0/0[0O|O]J]OjJO|O]|O]|]O]})O|O0O|0O]O|O})O0]|0O0]O|O]O
E coli 0157 2122 0/j0|]0]J]OjO0OjO0O]0O]O]O
E coli 25922 2111 0/j0|0O]J]OjOjO0O]|]0O]O]O
Enterobacter
aerogenes 0/0]O0 0j]0j]O0OjOjJO|j]O0O|0O]O0O]O
Enterobacter
aeromonas 0/0]0O 0/0|0]JOjoO]oO 0]0
Enterobacter cloacae § 0 | 0 | O 0/j0|0O]J]OjO0OjO0O]|]0O]O]O
Erwinia biilingae 0/0]0 0/(0|0]J]OjOjO0O|0O]O]|O
Escherichia
fergunsoni 0[0]|O 0Oj{0|]O0OjOfjJO0|J]0O0O]O]O]O
Klebsiella oxytoca 0/0]0 0/(0|0]J]OjOjO0O]|0O]O]|O
Klebsiella
pneumoniae ojojofjojojoj|ojo0o|/Oop0|0O0|0O0jO0|OO0O|0O]0O0|0O]O
Pseudomonas
mendocina 0/0[O0O|]O]J]OjJO0O|O]|O]|]O)})O|O0O|0O]O|O})O0|0O]J]O|O]O
Salmonella
Parathypi 0/0O[0O|]O0O]J]OfjJO0O|0O|0O]|]O})O0O|O0|0O]|]O|O)})2]|2
Salmonella
Thypimurium 0/0[0]O]J]O)O0O]|]O]|0O]|]O})O0O]O0|0O]O|O)})3]|2
Serratia sp o0/0[0O|]O]J]OjJO|O|O]J]O})O|O0O|0O]O|O})O0]|0O0]O|0O]O
Shigella sonnei 0/0[0]|]O0O]O})4 4|4|/410|0|0]J]0O0O|O})O0]|0O0]0O]J0O]O
Vibrio cholerae ojojojoOjOyO0ojOjO0O|/O}3|2[4/4]4)1)0]j0]0O0]J0O]O
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In tabel 16 worden de resultaten weergegeven van H. pylori, Listeria en
Legionella. De oligonucleotiden ontwikkeld voor H. pylori geven een kruis-reactie
met volgende organismen: Brochotrix, B. cereus en enkele Listeria’s. Volgende
oligonucleotiden kunnen wel gebruikt worden: Hpylori_DR1_1, DR1_2, DR1_3,
DR2_1, DR3_1. Bij Legionella zijn beide oligonucleotiden geschikt om te
gebruiken op het finale membraan. Geen enkele van de ontwikkelde
detectoroligonucleotiden voor Listeria geeft een optimale specificiteit.
List_ DR3_1 en DR3_4 worden wel verder gebruikt in het finale membraan.
Hierbij moet rekening gehouden worden dat er een kruisreactie is met B. cereus
en Brochothrix.

Tabel 16: Bepaling van de specificiteit van de detectoroligonucleotiden voor detectie van
C.m botulium, H. pylori, Legionella en Listeria oligonucleotiden. Legende zie tabel 14.

Species
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Acinetobacter

sp 0o|0j0|0O|0O|0O|O|0O|O}jO|O|O|0O|O|O|O|O|O]JO|O})O|0O|Of0O|O|O]|O]|0O]|O

Bacillus

amiloliqufaciens o |0 |o|o|o|o|o|o|oJo|o|o|o|o|o|0]O

Bacillus subtilis

0

Bacillus cereus O00OOOOOOOOOOOOO0.00000000
0
0

o
o (O o
- -
o (O o O
o (O o O

Brochothrix OOOOOOOOOOOO0.000

Clostridium
butyricum

Clostridium
saccharolyticu
m 0|0|0|0|0O|0O|O|O]|OjO|O|O|O|0O|O|O|O]|OfJO|OJO|0O|0O|O|O|O]|O|O]O

Helicobacter
acinonychis o|0j0|0Oj0O]|0O|O|0O|O}jO|O|O|0O|O|O|O|O|O}JO]|O})0O|0O|O|0O|O|0O]|O]|0O]|O

Helicobacter
equorum

Helicobacter
heilmanii

Helicobacter
pylori

Legionella anisa

Listeria inocua

Listeria ivanovii

Listeria
monocytoca

0oj|0jo|0jO0|0O|O]0O|Of0O|0O]O
Listeria
monocytogenes

0/0|0|0]|0|0O|0O]|O|OJO|0O]O
Vibrio

diazotrophicus

Vibrio
alginolyticus oj|0jof0j0O]O|O|0O|O}jO|O|0O]|O]|O|O|OfO|O}]0O]O})0O|/0O|Of0O|O|0O]O]|O]O
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Uit tabel 17 blijkt dat voor Flavobacterium spp. de oligonucleotiden ‘Flavo 4 en
DR1’ bruikbaar zijn om op het finale membraan te spotten. Voor Mycobacterium
sp zijn de 4 ontworpen oligonucleotiden geschikt. Bij Aeromonas spp. is het
mogelijk om Aero 2-4 en Aero 4 op het finale membraan te spotten.

Tabel 17: Bepaling van de specificiteit van de detectoroligonucleotiden voor
Flavobacterium, Mycobacterium en Aeromonas oligonucleotiden. Legendie zie tabel 14

Species o
R R R I I M P R R B
ol ol @ a ololou| o alal g
> > = Q o o o g g o O o o o jus us s
Bl |l 2|33 [=[=[2|=|e|c|lc|g|g)|g
| s £ e || b - - - - [ Ol SO IS
Aeromonas veronii 0/]0|O0OjO0O|O0O[O|]OJO]O]O|]O3 |3 ]2 2
Flavobacterium breve o/0f4(3/]0j0|0O)JO0O|0O]0O]O)O]0OJ0O]J0O]O]O
Mycobacterium fortuitum 0O[0|JO0O|O|JO]J]O|Of4|4/4|4)0|0]J0O0]O]JO]O
Mycobacterium marinum 0Oj|0j0O]J]O0O[O]j]O0O|O0O})3]|4[3]|4 - 0j]o0ofO0]oO

In tabel 18 wordt een overzicht gegeven van alle micro-organismen die via het
finale membraan kunnen gedetecteerd worden. Per bacterie is er een overzicht
weergegeven van de bruikbare oligonucleotiden. Deze oligonucleotiden zijn
specifiek en geven geen kruisreactie met andere stammen.

Tabel 18:0verzicht bruikbare detectoroligonucleotiden
Bacterie Bruikbare oligonucleotiden

Campylobacter Camp_DR1_1, DR1_2a, DR1_2b, DR3_2 en
DR3_3.

Clostridium perfringens Cperf_DR1_1, DR2_1, DR2_2, DR2_3, DR3_1,
DR3_2 en DR3_3

S. aureus Saur_DR1_1, DR1_2, DR3_1 en DR3_2

Salmonella Salm_DR1_1 en Salm_DR1_2

E. coli Ecoli_DR1_1, DR1_2 en DR1_3

Shigella Shigella_DR1_1

Vibrio cholera Vchol_DR1_1, DR1_2, DR1_3, DR2_1, DR2_2

Helicobacter pylori Hpylori_DR1_1, DR1_2, DR1_3, DR2_1, DR3_1

Listeria List. DR3_1 en DR3_4* (kruisreactie met B. cereus en
Brochotrix)

Legionella Legionella 1 en 2

Aeromonas Aero 2-4 en Aero 4

Flavobacterium Flavo 4 en Flavo DR1

Mycobacterium Myco 1, Myco2, Myco 21 en Myco 24

*Dit doelwitorganisme vertoont een vals positief signaal voor B. cereus en
Brochotrix.
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3.2.3 Bepaling van de detectielimiet van de detectoroligonucleotiden

Naast de specificteit van de oligonucleotiden werden ook de gevoeligheid of
detectielimiet bepaald. In voorgaande DNA-array werd voor amplificatie van het
targetgen telkens een DNA concentratie van 5ng gebruikt. Voor de bepaling van
de detectielimiet werden DNA hoeveelheden van 500 pg, 50 pg, 5 pg, 500 fg,
50 fg, 5fg en 0,5 fg getest voor de doelwitorganismen. Dit DNA werd gebruikt als
template voor amplificatie van het 16S rRNA- of pckA gen en het PCR product
werd dan gebruikt voor de hybridisatie met de DNA-array. In figuur 22 worden
de DNA-arrays voor het bepalen van de detectielimiet van V. cholerae
weergegeven. De detectielimiet wordt bepaald door de laagste DNA concentratie
die nog een signaal geeft. Dit kan verschillen per detectoroligonucleotide.

REF
REF * [ & !
EcoliDR1_1 | VcholDR1_1 4
1) (10) i !
EcoliDR1_2 | VcholDR1_2 4
(2) (11) L]
EcoliDR1_3 | VcholDR1_3 ¥
(3) (12) : ¥ v : 4 by
EcoliDR2_1 | VcholDR2_1 | (1) | (10) . ‘ ‘
(4) (13) L ' i
EcoliDR2_2 | VcholDR2_2 | (2) | (11) i " ¥ |
(5) (14) L I ]
ShigDR1_1 | SalmDR1_1 | (3) | (12) ¢ N
(6) (15) " b '
ShigDR1_2 | SalmbR1_2 | (4) [ (13) . ; ' :
) (16) ! 1
ShigDR1_3 | SalmDR2_1 | (5) | (14) ) | |
(8) 17) 4
ShigDR1_4 | SalmbR2_2 | (6) | (15)
(9 (18) e A
SalmDR2_3 | (7) | (16) '
(19)
(8) | (17)
o | as), A B C D
(19)

Figuur 22: DNA-array resultaten voor bepaling van de detectielimiet voor V. cholerae.
DNA van V. cholerae werd in de volgende hoeveelheden getest: 5 pg (A) 500fg (B), 50
fg (C) en 5 fg (D). Elke detectoroligonucleotide is in duplo gespot op het membraan.
Identificatie is mogelijk door de locatie van de signalen te bekijken. Op membraan A
en B zijn de 5 oligonucleotiden Vchol DR1_1 tot en met Vchol DR2_2 zichtbaar. Bij
membraan C zijn er nog 4 oligonucleotiden zichtbaar. Vchol DR1_1 is hier niet
zichtbaar dus heeft een detectielimiet van 500fg/uL. Op membraan D is geen resultaat
te zien. De oligonucleotiden Vchol DR1_2 tot en met DR2_2 hebben een detectielimiet
van 50fg/ulL.

De detectielimiet voor de andere doelwitorganismen werd op een analoge manier
bepaald. De resultaten hiervan worden samengevat in tabellen 19-22. Algemeen
kan gesteld worden dat de detectielimiet tussen de 50 en 500fg/uL ligt. Enkele
detectielimieten liggen wat hoger (5pg) of lager (5fg). Naast de gevoeligheid die
wordt nagegaan is dit ook nog eens een extra controle van de specificiteit.
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Tabel 19: Overzicht van de detectielimiet van de detectoroligonucleotiden voor de

detectie van Campylobacter sp., C. perfringens en S. aureus.

Species Campylobacter sp.
Camp_DR1_1
Camp_DR1_2a
Camp_DR1_2b
Camp_DR1_3
Camp_DR2_1
Camp_DR2_2
Camp_DR2_3
Camp_DR3_1
Camp_DR3_2
Camp_DR3_3

Clostridium perfringens Staphylococcus aureus
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

oOlo|lo|lo|o|lo|o|o|o|lo|lo|o|o|o|o|o|o |o |o

oOl|lo|lo|lo|]o|o|o|o |o

Tabel 20: Overzicht van de detectielimietvan de detectoroligonucleotiden voor de detectie
van E. coli, Shigella, Vibrio cholerae en Salmonella.

Species

Shigella V. cholerae Salmonella
0 0 0
0 0 0
0 0 0
0 0 0
0 0 0

0 0
0 0
0 0
0 0
0
0
0
0
0
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Tabel 21: Overzicht van de detectielimiet van de detectoroligonucleotiden voor de
detectie van Legionella, Helicobacter pylori en Listeria spp.

Species Legionella Helicobacter pylori Listeria

0

0

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

O |o|o|o|o|o |o |o |o

Tabel 22: Overzicht van de detectielietvan de detectoroligonucleotiden voor de detectie
van Flabobacterium, Aeromonas en Mycobacterium.

Species Flavobacterium Aeromonas Mycobacterium
0 0

Olo|o|o|o|o|o|o|o]|o|o |o

O |OoO|o|o|o |o|o |o |o |o




3.2.4 Productie van de DNA-array

Van alle bruikbare oligonucleotiden per stam werden twee of drie
oligonucleotiden geselecteerd. Deze waarbij de detectielimiet het laagst is en
geen kruisreactie geven met niet-doelwitstammen krijgen hier de voorkeur. In
tabel 23 wordt weergegeven welke oligonucleotiden er per stam worden gespot
op het finale membraan. In figuur 23 wordt het membraan weergeven. Op het
finale membraan werden enkele controles gespot. Dit zijn controles voor het 16S
rRNA gen. Wanneer deze oplichten op het membraan wil dit zeggen dat er
bacterién in het water aanwezig zijn met het 16S rRNA gen.

Tabel 23: Selectie van oligonucleotiden voor productie van de DNA-arra
Bacterie Bruikbare oligonucleotiden

Campylobacter Camp_DR1_1, DR1_2b en DR3_3
Clostridium perfringens Cperf_DR1_1, DR2_3 en DR3_2
S. aureus Saur_DR1_1,DR3_1en DR3_2
Salmonella Salm_DR1 1 en Salm_DR1_2

E. coli Ecoli_DR1_1, DR1_2, DR1_3, DR2_2
Shigella Shigella_DR1_1, DR1_2 en DR1_3
Vibrio cholera VChol_DR1_3, DR2_1, DR2_2
Helicobacter pylori Hpylori_DR1_2, DR1_3, en DR3_1
Listeria List_ DR3_1 en DR3_4

Legionella Legionella 1 en 2

Aeromonas Aero 2-4 en Aero 4
Flavobacterium Flavo 4 en Flavo DR1
Mycobacterium Myco2 en Myco 21

REF REF

CampDR1_1 CampDR1_1 CbotDR1_1 8F

CampDR1_2b CampDR1_2b CbotDR1_2 1492R
CampDR3_3 CbotDR1_3 516F
CperfDR1_1 Legionella 19 CperfDR1_1 Legionella 19 CbotDR2_1 341F

CperfDR2_3 Legionella 24 CperfDR2_3 Legionella 24 CbotDR2_2

8F

CperfDR3_2 ListDR2_1 CperfDR3_2

ListDR2_1 CbotDR2_3

1492R

ShigDR1_1 ListDR3_1 ShigDR1_1 ListDR3_1 CbotDR3_1 516F
ShigDR1_2 ListDR3_2 ShigDR1_2 ListDR3_2 CbotDR3_2 341F
ShigDR1_3 ShigDR1_3 CbotDR3_3

Figuur 23: Samenstelling en opbouw van het membraan gebruikt in deze studie van de
analyse van de water- en productstalen. Er wordt telkens weergegeven waar de
verschillende oligonucleotiden op het membraan gespot worden voor volgende
doelwitorganismen:Campylovacter sp, C. perfringens, S. aureus, Flavobacterium sp, E.
coli, Shigella sp, V. cholerae, Slamonella sp, H. pylori, Legionella sp, Listeria sp,
Mycobacterium sp en Aeromonas. Er worden 4 in duplo controles voor het 16S rRNA-
gen meegenomen).Als positieve controle op de hybridisatie wordt ook een
referentieoplossing gespot op de membranen, bestaande uit een 10 uM digoxigenine
gelabelde oligonucleotide oplossing.
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3.3 In kaart brengen van de microbiologische kwaliteit
van het water in de groenten- en fruitsector

Het water gebruikt in de verschillende processen en bedrijven heeft een
verschillende oorsprong. Om de termen die gehanteerd werden te verduidelijken,
zijn hieronder de definities weergegeven van de verschillende types water.

- Grondwater: water afkomstig uit de ondergrond. Vaak wordt dit water
opgepompt. Er wordt een onderscheid gemaakt tussen “diep” en “ondiep”
grondwater.

- Open putwater: dit is water dat opgeslagen wordt in een open aarden put. De
oevers zijn soms bekleed met folie maar de onderzijde van de put is steeds
onbekleed. Het water in de open put is een mengeling van hemelwater,
grondwater en mogelijk een gedeelte opperviaktewater.

- Hemelwater: water afkomstig van regen, sneeuw, hagel, ... Vaak wordt dit
water opgeslagen in waterbassins (put met folie bekleed), watersilo’s,
ondergrondse betonkelders, enz.

- Leidingwater: water afkomstig van de drinkwatervoorzieningen en is dus
gecontroleerd en voldoet aan de drinkwaternormen.

- Sorteerwater: water dat in sorteerkanalen aangewend wordt voor het
sorteerproces van appelen en peren.

- Waswater: water dat aangewend wordt voor het wassen van vb. prei,
asperges, .... De origine van het waswater kan verschillen.

- Irrigatiewater: water dat gebruikt wordt om de gewassen te irrigeren (zonder
toevoeging van voedingsstoffen) en dat via een bovenberegening tot bij de plant
gebracht wordt. De origine van het water kan verschillen.

- Voedingswater: bronwater aangerijkt met voedingsstoffen dat langs de
wortel van de plant stroomt (gebruikt bij hydroteelt of grondloze teelt). Het
bovengrondse gedeelte komt niet in aanraking met dit water.

3.3.1 Microbiologische analyses aan de hand van klassieke
uitplatingsmethoden

In de 1°* fase van het WaterQ project werden enkel representatieve groenten en
fruitbedrijven bemonsterd om de microbiologische waterkwaliteit in de Belgische
groente- en fruitsector in kaart te brengen. Hierbij werden zowel stalen genomen
van het aanvangswater (grondwater, hemelwater, open putwater en
leidingwater) als van het proceswater (waswater, sorteerwater, bewaarwater en
irrigatiewater). De microbiéle analyses via de klassieke uitplatingsmethoden van
deze stalen werden in een voorgaand onderzoek reeds uitgevoerd. In geen van
alle waterstalen van zowel aanvangswater als proceswater, werd Salmonella
teruggevonden. L. monocytogenes werd slechts in 3 gevallen teruggevonden in
aanvangswater. L. monocytogenes werd wel frequenter gedetecteerd in
proceswater, in het bijzonder in waswaters van prei en asperges en sorteerwater
van appels en peren. Bij fruit waren 55% van de onderzochte stalen positief voor
E. coli. De concentraties voor E. coli varieerden tussen 1 en 100 CFU/100mlI voor
het aanvangswater. Het is duidelijk dat het aanvangswater gebruikt voor het
sorteren van fruit over het algemeen van zeer goede kwaliteit is. Voor de
groentesector werd in 64% van de stalen E. coli teruggevonden. In het
aanvangswater waren de concentraties aan E. coli het hoogst in het open
putwater en hemelwater. In het leidingwater werd geen E. coli aangetroffen.
Voor het proceswater werd een hoge prevalentie gedetecteerd in het waswater
voor prei en asperge en de bewaarbakken voor de asperges na de oogst.
Volgens de wettelijke normen geldt er voor rauwe voorgesneden kant-en-klare
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groenten en fruit een maximale limiet van 103 CFU/g. Voor sorteerwater bestaat
er echter geen norm. Bij de analyse naar E. coli werd er echter geen onderscheid
gemaakt tussen pathogene E. coli (zoals E. coli 0157:H7) en niet-pathogene E.
coli. In 61% van de waterstalen van de fruitsector werden coliformen
gedetecteerd. Voor de groentesector was 70% van de stalen positief In het
hemelwater en putwater werden in bijna alle stalen coliformen gedetecteerd. Het
totaal kiemgetal van het aanvangswater bij fruit lag ongeveer rond de 10°
CFU/ml, bij groenten is dat 10°-10° CFU/ml. In de fruitsector is het
aanvangswater, meestal grond- en leidingwater, over het algemeen van betere
kwaliteit dan in de groentensector. Wel voldoet het water in bijna alle gevallen
aan norm verse groenten en fruit.

De microbiologische kwaliteit van de aanvangswaters is het beste in grondwater
en leidingwater. Hierbij waren het gehalte aan E. coli, coliformen en het totaal
kiemgetal het laagst. Bij putwater en hemelwater lag de concentraties aan E. coli
en coliformen hoger. Ook het totaal kiemgetal was hoger. Wanneer de groente-
en fruitsector met elkaar vergeleken worden is er duidelijk een hogere
concentratie van E. coli en coliformen in het aanvangswater dat gebruikt wordt
in de groentesector. Dit kan te wijten zijn aan de hogere frequentie van dierlijke
bemesting die gebruikt wordt. Bij het proceswater vertoonden sorteerwater en
bewaar- en waswater de slechtste microbiologische kwaliteit. Het gehalte aan E.
coli en coliformen lag hier hoger. Ook werd L. monocytogenes regelmatig
teruggevonden. Het irrigatie- en voedingswater waren over het algemeen van
betere microbiologische kwaliteit. Via een DNA-array wordt het mogelijk om nog
meer data te bekomen per geanalyseerd product- of waterstaal.

3.3.2 Microbiologische analyse met behulp van de DNA-array

Na de klassieke uitplatingsmethoden werden de waterstalen ook geanalyseerd
met de DNA-array ontwikkeld in deze masterproef. Nadat de geschikte
oligonucleotiden voor elke pathogeen op een finale membraan gespot werden,
werd de volledige reeks van waterstalen uit fase I van het water Q project getest
op de aanwezigheid van voedselpathogenen. Hiertoe werden reeds
DNA-extracties uitgevoerd van alle waterstalen die al microbiologisch
geanalyseerd werden. De detectie van het panel relevante pathogenen waarvoor
de DNA-array ontwikkeld werd, kan een grote hoeveelheid extra informatie
opleveren. De gedetailleerde resultaten van de DNA-array voor fase I zijn terug
te vinden in bijlage A.

Campylobacter werd gedetecteerd in 4 verschillende waterstalen. Hiervan waren
2 stalen afkomstig van putwater, 1 staal was afkomstig van opgevangen
regenwater. Tenslotte werd ook bij een grondwaterstaal Campylobacter
teruggevonden. Bij dit laatste gaat het om een gemengd bedrijf waarbij de
grond vooraf werd bemest met dierlijke mest van varkens. Algemeen kan
gesteld worden dat water vervuild met faeces de grootste bron van
Campylobacter is. C. perfringens werd terug gevonden in 6 verschillende
waterstalen afkomstig van open putwater of grondwater. Bij grondwater en
putwater kan er rechtstreeks contact zijn met dieren. Bij de analyse werden 5
stalen gevonden waarbij Helicobacter pylori aanwezig was. Het gaat 5 keer om
een waterstaal afkomstig van een open put met stilstaand water. Bij deze 5
waterstalen kwam H. pylori altijd samen voor met E. coli en/of Campylobacter of
C. perfringens. In een artikel van Baker et al. (2001) wordt deze associatie ook
gemaakt. Hierbij is er een verband vastgesteld tussen H. pylori in water en de
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aanwezigheid van E. coli, een traditioneel indicatororganisme voor fecale
verontreinigingen. Daarnaast zijn Campylobacter en C. perfringens bactierién die
vaak voorkomen in faeces van dieren (Baker et al., 2001).

Shigella werd 8 keer gedetecteerd via de DNA-array. Dit micro-organisme is veel
voorkomend in het opperviakte water. De 8 positieve waterstalen voor Shigella
waren afkomstig van grondwater. Aeromonas is ook een veelvoorkomende
bacterie in water. In 6 waterstalen was deze bacterie aanwezig. Opmerkelijk is
dat in 4 van de 6 gevallen dit werd teruggevonden in leidingwater. In
waterleidingen kunnen biofilms gevormd worden die zich vasthechten aan de
binnenkant. Aeromonas wordt vaak teruggevonden in deze biofilms.

Een bacterie die vaker werd gedetecteerd is Mycobacterium. In de 264
onderzochte stalen werden 22 stalen positief bevonden voor Mycobacterium.
Deze waterstalen waren zowel afkomstig van grondwater, hemelwater als
leidingwater.

In 16 waterstalen werd Legionella gedetecteerd. In 8 waterstalen ging het om
water afkomstig van gietleidingen in serres en in enkele gevallen om
grondwater. In groentenbedrijven worden producten vaak besproeid via
gietleidingen. Dit zijn leidingen waarin water zich enkele uren kan bevinden. Na
een bepaalde tijd zullen via verneveling kleine waterstraaltjes worden vrij
gelaten om tuinbouwproducten te besproeien. Wanneer deze leidingen zich vlak
onder het glas van een serre bevinden kan de temperatuur makkelijk hoog
oplopen. Dit zijn ideale omstandigheden voor Legionella-bacterién.

V. cholerae werd niet terug gevonden in de waterstalen.

3.4 Opvolging van de microbiologische waterkwalitiet in
een selectie van groenten- en fruitbedrijven

Op basis van de bekomen resultaten uit fase 1 van de microbiologische analyses
werden 5 groentenbedrijven geselecteerd om meer in detail op te volgen. Naast
waterstalen worden in deze 2% fase ook telkens productstalen geanalyseerd om
op die manier een directe relatie trachten te leggen tussen de kwaliteit van het
proceswater en de contaminanten op het eindproduct. Dit maakt het mogelijk
om een algemene inschatting te maken van het risico dat microbiologische
contaminanten in het water terechtkomen op groenten en fruit en op die manier
een gevaar vormen voor de voedselveiligheid. Water- en productstalen werden
geanalyseerd, zowel met de klassieke uitplatingsmethode als met de DNA-array
die in deze masterproef werd ontwikkeld.

3.4.1 Microbiologische analyses van water- en productstalen

Voor de groentesector werden 5 bedrijven geselecteerd om verder op te volgen.
Het gaat om een rucolabedrijf, een prei/aspergebedrijf, een kiemgroentenbedrijf,
een preibedrijf en tenslotte een slabedrijf. In tabel 24 worden de resultaten
weergegeven van de microbiologische analyses via klassieke uitplatingen en via
de DNA-array.

In het rucolabedrijf (bedrijf A in tabel 24) werden al enkele keren stalen

genomen. Dit bedrijf heeft naast zijn eigen teelt ook een wasinstallatie die
gebruikt wordt om groenten van andere bedrijven te wassen. In het waswater
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dat recirculeerd is zowel in september 2012 als in april 2013 L. monocytogenes
teruggevonden. Het aanvangswater van dit bedrijf (putwater) bevat geen L.
monocytogenes. L. monocytogenes was wel aanwezig op veldsla. Deze veldsla
werd niet geteelt in dit bedrijf, enkel de wasinstallatie werd gebruikt om deze
groenten te wassen. Ook op de veldsla die binnen komt in het bedrijf is L.
monocytogenes aanwezig voor deze in de wasinstallatie gaat. Hieruit kan
besloten worden dat de L. monocytogenes besmetting afkomstig is uit het bedrijf
dat deze veldsla teelt en dus niet uit dit rucolabedrijf. Het aantal bacterién op de
veldsla lag tussen de 20 en 50 CFU/g en ligt dus nog binnen de norm van
100CFU/g. Via de DNA-array werd in het grondwater Legionella aangetroffen. In
de open put werden coliformen en E. coli’s gedetecteerd. Ook H. pylori en C.
perfringens werden hierin opgespoord. Verder kon ook vastgesteld worden dat
de waterbehandeling, namelijk ontsmetting met chloor, resulteert in een reductie
van E. coli en totaal kiemgetal. H. pylori en C. perfringens waren na ontsmetting
van het water afwezig.

Het bedrijf met gemengde teelt van prei en asperges (bedrijf B in tabel 24) is
interessant om verder op te volgen omdat het waswater voor beide teelten
gerecirculeerd wordt en microbiologische contaminanten mogelijk kunnen
accumuleren. Het gaat om een gemengd bedrijf waar de dierlijke mest
aangewend wordt voor de bemesting van de percelen. In september 2012 (fase
2) werd een grondstaal genomen. In dit staal werd geen L. monocytogenes
waargenomen. In april 2013 (fase 2) werden opnieuw staalnames uitgevoerd in
het kader van de opvolging van dit bedrijf. Hierbij werd ook geen L.
monocytogenes terug gevonden. Het aantal E. coli en totaal kiemgetal was ook
laag. Via de DNA-array werd Mycobacterium gedetecteerd in leidingwater. Dit
kan afkomstig zijn van een biofilm. Uit de waarde van tabel 24 blijkt dat het
water in dit bedrijf een vrij goede microbiologische kwaliteit vertoont.

Omdat kiemgroenten in een vochtige en warme omgeving groeien werd ook een
kiemgroenten bedrijf bemonserd (bedrijf C in tabel 24). Hierbij werd geen L.
moncytogenes gededecteerd. Op soja werd wel een totaal kiemgetal van 1,17.
10°% CFU/g terug gevonden. In de leidingen voor de irrigatie werd Legionella en
Mycobacterium terug gevonden. Ook E. coli werd geanalyseerd via de DNA-
array. Dit resultaat werd niet bevestigd bij de microbiologische analyses (E. coli
< 1CFU/100ml). Vermoedelijk gaat het hiet om een contaminatie.

Het preibedrijf (bedrijf D in tabel 24) is van aanzienlijke omvang voor preiteelt.
Het waswater van de prei wordt hergebruikt. In tegenstelling tot andere
preiwasinstallaties met hergebruik van waswater, bestaat het bezinkbekken op
dit bedrijf uit slechts 1 compartiment. Het is interessant om dit mee op te volgen
omdat het een gemengd bedrijf is waar ook runderen rondlopen. De dierlijke
mest wordt uitgereden op de percelen waarop prei geteeld wordt.
In het putwater werd in juni 2012 (fase 1) L. monocytogenes teruggevonden.
Een nieuwe staalname in april 2013 (fase 2) bevestigde de aanwezigheid van L.
monocytogenes in het putwater. Het putwater dat gebruikt wordt voor de eerste
wasstappen bevat E. coli, maar blijkbaar is er geen overdracht naar prei (E. coli
onder detectielimiet). Er werden geen andere organismen teruggevonden via de
DNA-array. Ondanks dat dit een gemengd bedrijf waar ook runderen leven
werden ook op de prei zelf geen bacterién gedetecteerd. Algemeen kan gesteld
worden dat de waterbehandeling effectief is omdat het aantal bacterién
verminderd.

54



Het geselecteerde slabedrijf (bedrijf E in tabel 24) is een representatief bedrijf
voor grondgebonden slateelt onder glas. Dit bedrijf is interessant omdat in het
grondwater, dat als aanvangswater wordt gebruikt, hoge concentraties aan E.
coli werden teruggevonden. Dit grondwater bevindt zich onder een kippenren
waardoor er een hogere kans bestaat op de aanwezigheid van andere
pathogenen. Voor het slabedrijf werden reeds 2 extra staalnames uitgevoerd in
mei 2012 en in september 2012. De resultaten tussen de verschillende
staalnames waren gelijkaardig. Zowel in het grondwater als in het gietwater
werd geen Salmonella en L. monocytogenes gedetecteerd. Na de staalname in
mei 2012 bleek het grondwater in de verzamelput, hogere concentraties te
hebben voor E. coli, totaal kiemgetal en coliformen dan het gemiddelde
grondwater. Tussen het onbehandelde (verzamelput grondwater) en het
behandelde grondwater (grondwater na ontsmetting) werden significante
verschillen vastgesteld voor wat betreft het aantal E. coli’s, coliformen (afname
van ongeveer 2 log CFU/100ml) en het totaal kiemgetal. In september 2012
werd het staal van het bronwater niet uit de verzamelput genomen maar van de
opvoerleiding (net voor het water in de verzamelput terecht komt). De
microbiologische analysewaarden van dit staal zijn lager dan een gemiddeld
grondwaterstaal. Deze data wijzen erop dat de contaminatie die zich
vermoedelijk voordoet in de verzamelput. Doordat het deksel van deze
verzamelput niet 100 % afsluit kunnen faeces van de kippen in de put
terechtkomen. Op de 4 slastalen die geanalyseerd werden, werden geen
pathogenen en geen coliformen gedetecteerd. Het totaal kiemgetal varieerde
tussen 6,7. 10° en 6,3. 10° CFU/g.

Tabel 24: Samenvatting van de resultaten van de klasieke microbiologische analyses en
DNA-array voor de water- en productstalen die genomen worden in de 2% fase van het
WaterQ project. Volgende bacterién werden opgespoord: S. aureus (Sa), C. perfringens
(Cp), Campylobacter (Ca), E. coli (Ec), Salmonella (Sal), V. cholerae (Vc), Shigella (Sh),
Helicobacter pylori (Hp), Legionella (Le), Listeria (Li), Mycobacterium (My), Aeromonas
(Ae) en totaal kiemgetal (TKG). N.B.werd niet bepaald. De Letters A tot D staan voor de 5
verschillende groentenbedrijven die werden opgevolgd in deze masterproef.

A RUCOLA Sal Li Ec TKG S C C|E|S|[V]S H Li{L|M]|A
BEDRIF (100ml) (100ml) CFU/100 CFU/mI a|p|a|cl|la]c h p|e|i y e
Staalname 1 mi i !
of CFU/g CFU/g
Wasinstallatie 1,2.10 1,1.10°
met
recirculatie
water 1
Recirculatie <1 3,6.10° + +
vuile
bezinkput
Wasinstallatie + 3,0 2,3.10° +
met
recirculatie 2
Putwater na <1 9,7‘102
ontsmetting
chloor
Beregening in <1 2,5‘104
serre
Open put 5,7.10 1,3.10° +
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A RUCOLA Sal Li Ec TKG A
BEDRUJE (100ml) (100ml) CFU/100 CFU/mI e
Staalname 2 mi i
of CFU/g CFU/g
Wasinstallatie N.B + 8,58.10° | 2,02.10° -
met
recirculatie
water
Recirculatie N.B - 9,40.10° | 3,83.10° -
vuile
bezinkput
Putwater na N.B - <1 1,12 .10 -
ontsmetting
chloor
Veldsla voor N.B + <10 6,02 .10 -
was
installatie
Veldsla na N.B + <10 2,29 .10° -
was
installatie
B ASPERGE Sal Li Ec TKG A
BEDRIJF (100ml) (100ml) CFU/100 CFU/mI e
Staalname 1 il &
of CFU/g CFU/g
Grondwater - - <1CFU 2,2.10° -
na sorteer
installatie
wasinstallatie - - <1CFU 2,6.10° -
Grondwater - - <1CFU 1,1.10° -
in leiding
Bewaarwater - - <1CFU 5,8.102 -
Grondwater - - <1CFU 1,0.10 -
grondstaal, - - 9,8.10° 7,2.10* -

+10 cm diep
rond stengel
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B Sal Li Ec TKG A
ASPERGE (100ml) (100ml) CFU/100 CFU/ml e
ml of
BEDRUF
Staalname 2 of CFU/g CFU/g
Wasinstallatie N.B - <1 1,03 .10 -
Bewaarwater N.B - 1,00 10° 7,86 10° -
Grondwater N.B - <1 1,10.10 -
Asperges van N.B - <10 4,66 . -
het veld 10°
Asperges van N.B - 1,00 .10 2,12. -
1 dag oud 10°
Asperges voor N.B - <10 1,57 .10° -
wasstap
leiding
C Sal Li Ec TKG A
KIEM (100ml) (100ml) CFU/100 CFU/mI e
ml of
GROENTEN
BEDRIF of CFU/g CFU/g
Staalname 1
Recyclage - - <1 8,94 -
water in
leiding voor
besproeiing
Leidingwater - - <1 6,05.10° -
Water voor - - <1 1,00.101 -
ontsmetting
Water na - - <1 1,42.10° -
ontsmetting
Sojascheuten - - 3,29.10" 1,17.10° -
D Sal Li Ec TKG A
PREI (100ml) (100ml) CFU/100 CFU/mI e
ml of
BEDRUIF
Staalname 1 of CFU/g CFU/g
Prei van op N.B - <10 4,23 . -
het veld 10’
Prei na N.B - <10 1,40. -
wasinstallatie 10°
Prei na N.B - <10 7,95. -
besproeiing 10*
Putwater N.B + 4,5.10° 3,79. -
10°
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E Sal Li Ec TKG
SLA (100ml) (100ml) CFU/100 CFU/ml
ml of
BEDRIF
Staalname 1 of CFU/g CFU/g
Oppervlakte - 4,6.10 7,9.10°
water vijver
Beregening - - <1 6,1.10
water na
ontsmetting
putwater - - <1 7,0.10
Gietleiding in - - <1 1,1.10°
serre
Sla1l - - <10 1,1.10°
Sla 2 - - <10 6,7.10°
Sla3 - - <10 1,9.10°

3.4.2 Vergelijking tussen microbiologische analyses en DNA-array.

De voornaamste pathogenen (Listeria, Salmonella en E. coli) werden zowel
microbiologische als moleculair via de DNA-arry onderzocht. Bij de
microbiologische analyses werd bij geen enkel staal Salmonella gerapporteerd.

Listeria werd via de klassieke uitplatingsmethoden in 52 van de 264 staalnamens
terug gevonden. Dit is ongeveer in 20% van alle water- en productstalen. Via de
DNA-array werden er slechts 35 stalen (13%) positief bevonden voor Listeria. Er
worden dus meer bacterién opgepikt wanneeer klassieke microbiologische
analyses werden uitgevoerd. Dit heeft vermoedelijk te maken met de
vooraanrijking van deze pathogeen bij de klassieke uitplatingsmethoden. Op het
membraan staan verschillende oligonucleotiden gespot voor Listeria. De
detectielimiet van deze oligonucleotiden varieert van 500fg tot 5pg.

E. coli werd in zeer weinig gevallen gedetecteerd via de DNA-array. Nochtans
werd dit zeer vaak opgespoord via de microbiologische analyses. Hierbij wordt
het water-of product staal uitgeplaat op Rapid’E.coli 2 Agar. Dit is een selectief
en chromogeen media. De detectielimiet bij microbiéle analyses ligt rond de 10-
20 CFU/ml. Bij de DNA-array ligt deze rond de 50fg dus er wordt verwacht dat
wanneer er E. coli bacterién worden gedetecteerd bij de microbiéle analyses
deze ook opgespoord worden via de DNA-array. Een mogelijke verklaring
hiervoor is dat de oligonucleotiden voor E. coli ontwikkeld zijn op basis van 4
verschillende pathogene sequenties zoals E. coli O157. Deze 4 sequenties geven
niet het totale beeld weer van alle verschillende E. coli types. Naast de
pathogene E. coli zijn er ook heel wat niet-pathogene types. Mogelijk vertonen
deze 1 of meerdere puntmutaties in het targetgen pckA waardoor deze stammen
niet gedetecteerd werden via de DNA-array.
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3.4.3 Overzicht gemengde bedrijven met dieren- en groententeelt

Van alle water- en productstalen die bij de telers zijn genomen waren er 5
gemengde bedrijven. Op de gemengde bedrijven waar runderen zitten, vertoont
het water dat gebruikt wordt voor de groententeelt een eerder goede
microbiologische kwaliteit. In deze water- en productstalen werden geen
pathogenen terug gevonden via de DNA-array. De klassieke microbiologische
uitplatingen bevestigen dit met zeer lage aantallen coliformen. Op het gemengde
bedrijf waar er naast asperges ook varkens worden gehouden heeft het water
een minder goede microbiologische kwaliteit. Hier werden via de DNA-array C.
perfringens, Campylobacter, Listeria en Legionella gedetecteerd op de
waterstalen. Dit resultaat werd bevestigd via de klassieke uitplatingen waarbij
het aantal coliformen op verschillende waterstalen > 8.10°> CFU/100ml. Wanneer
fecale colibacterién in aquatische milieus worden aangetoond, geeft dat aan dat
het water is verontreinigd met de uitwerpselen of mest van dieren of mensen.

3.4.4 Bacterién per watertype

In figuur 24 worden de DNA-array resultaten per type aanvangswater (hemel-,
put-, grond- en leidingwater) weergeven. Mycobacterium was frequent aanwezig
in de 4 verschillende watertypes. In leidingwater loopt dit zelfs op tot iets meer
als 30% van de stalen. Mycobacterium is een typische bacterie aanwezig in
biofilms in leidingen. Naast Mycobacterium kwamen er in enkele leidingwater
stalen Listeria en C. perfringens voor. Ook E. coli werd hier in ongeveer 15% van
de waterstalen terug gevonden. Dit lijkt redelijk veel maar er werd geen
onderscheid gemaakt tussen de pathogene en niet-pathogene vorm. In
grondwater werden heel wat verschillende bacterién terug gevonden zoals
Aeromonas, C. perfringens, E. coli, en Legionella maar steeds in een zeer klein
aantal stalen. Enkel Mycobacterium werd ook in meerdere waterstalen terug
gevonden. Opvallend zijn Shigella en S. aureus die enkel in grondwater zijn
terug gevonden. Bij de waterstalen afkomstig van hemelwater werden hoge
percentages E. coli gedetecteerd. Ook Mycobacterium en Legionella zijn hier
frequent aanwezig. Dit is een logisch resultaat omdat het water in contact kan
komen met dieren. Tenslotte is er nog putwater. Dit water was het meest
vervuild. Hierbij was er een hogere prevalentie voor Legionella, Listeria,
Campylobacter, Mycobacterium, C. perfringens, E. coli en H. pylori.

Algemeen kan gezegd worden dat putwater het meest verontreinigd is.
Grondwater en leidingwater zijn van betere kwaliteit. In dat opzicht bevestigen
de DNA-array resultaten de resultaten bekomen met klassieke
uitplatingstechnieken. Hemelwater kan in contact komen met dieren en kan
hierdoor enkele bacterién bevatten in lagere percentages.
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Aanvangswater in groente- en

fruitbedrijven
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Figuur 24: Overzicht van het aanvangswater (grondwater, putwater, hemelwater en
leidingwater) bij groenten- en fruit bedrijven

Wanneer het water in de diverse processen (sorteren, wassen, irrigeren en
bewaarwater) in detail bekeken werd (figuur 25), dan valt op dat er in irrigatie-
en sorteerwater in meer stalen Mycobacterium aanwezig was. Dit percentage ligt
hoger als in het aanvangswater. Er is dus een accumulatie van bacterién in het
sorteerwater. Ook het percentage Listeria bij sorteer- en irrigatiewater ligt hoog.
C. perfringens werd in 20% van de waterstalen bij sorteerwater terug gevonden.
Vermoedelijk gaat het hier om een contaminatie op de vrucht die tijdens het
sorteren in het water accumuleerde. In irrigatiewater werd ook in een redelijk
aantal stalen Legionella opgespoord. Het gaat in veel gevallen om Legionella dat
aanwezig is in de gietleidingen in serre’s. Legionella komt ook vaak voor in
hemelwater maar het percentage in gietlieidingen ligt hoger. Gietleidingen
vormen een extra risico door de hogere temperaturen en het stilstaand water.
Waswater heeft een minder goede microbiologische kwaliteit. Hierin werden
hoge prevalentie S. aureus en Mycobacterium in terug gevonden. Aeromonas, H.
pylori en Shigella werden hier terug gevonden in hogere percentages in
vergelijking met het aanvangswater. Ook hier kan er besloten worden dat er een
overdracht is van het product op het water bij de wasstap. Bewaarwater wordt
enkel gebruikt bij de aspergeteelt. In dit bewaarwater werd frequent Listeria
geanalyseerd.
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Proceswater bij groente- en fruitbedrijven
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Figuur 25: Overzicht van het proceswater (bewaarwater, waswater, sorteerwater en
irrigatiewater) bij groenten- en fruitbedrijven

3.4.5 Bacterién in groente- en fruitsector

Wanneer de resultaten van de groente- en fruitbedrijven met elkaar vergeleken
worden dan kan besloten worden dat er veel minder verschillende soorten
bacterién worden terug gevonden bij de fruitteelt. Over het algemeen werd
hierbij ook enkel water gebruikt afkomstig van grond- of leidingwater wat een
betere microbiologische kwaliteit vertoont ivm putwater of hemelwater. In figuur
26 wordt een overzicht gegeven van de prevalentie in groente-en fruit bedrijven.
In de fruitsector vallen de hoge aantallen Listeria op. Onderzoek wijst uit dat L.
monocytogenes in de fruitsector voornamelijk voorkomt in het sorteerwater. Er
is dan ook een verhoogd risico voor contaminatie bij deze processtap. Ook
Mycobacterium is frequent aanwezig in dit water. In de groentesector zijn deze
aantallen lager maar zijn er wel meer soorten bacterién in het water terug te
vinden zoals Shigella, H. pylori, E. coli, Campylobacter en Legionella. In de
groentesector moet vooral aandacht besteed worden aan de wasstap, daar werd
vooral L. monocytogenes terug gevonden. Deze bevindingen worden zowel door
microbiéle analyses als via de DNA-array bevestigd.
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Vergelijking tussen groente- en fruitsector
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Figuur 26: Vergelijking tussen de groente- en fruitsector

Er kan geconcludeerd worden dat er een acculumatie is van bacterién in sorteer-
en waswater. De transfer naar het product zelf is eerder beperkt. Algemeen
beschouwd tonen de resultaten van deze masterproef aan dat de
microbiologische kwaliteit van het water gebruikt in de groente- en fruitteelt
weinig of geen risico inhoudt voor de voedselveiligheid.
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4 ALGEMEEN BESLUIT

In deze masterproef wordt getracht om voedselpathogenen aanwezig in het
proceswater in de groente- en fruitsector te detecteren. Dit werd uitgevoerd met
behulp van Kklassieke uitplatingsmethoden. Daarnaast werd een DNA-array
ontwikkeld om een set van 14 relevante micro organismen simultaan te
detecteren.

In de groentensector gebruikt men voornamelijk grondwater, regenwater of
open putwater voor irrigatie van de gewassen. Voor de laatste wasstap wordt
meestal leidingwater en grondwater gebruikt. In de fruitsector wordt water
vooral gebruikt voor het transporteren/sorteren van appel en peer. Hiervoor
wordt grondwater of leidingwater gebruikt. Bij de microbiéle analyses via de
klassieke uitplatingsmethode werd in geen van alle waterstalen van zowel
aanvangswater als proceswater, Salmonella waargenomen. L. monocytogenes
werd slechts in enkele gevallen teruggevonden in aanvangswater. L.
monocytogenes werd wel frequenter gedetecteerd in proceswater, in het
bijzonder in waswaters van prei en asperges en sorteerwater van appels en
peren. Naast beide pathogenen werden ook enkele kwantitatieve parameters
bepaald (E. coli, coliformen en het totaal kiemgetal). Uit de microbiéle analyses
van het aanvangswater blijkt dat grondwater en leidingwater de beste
microbiologische kwaliteit hebben. Zowel het gehalte aan E. coli, coliformen en
het totaal kiemgetal waren het laagst in vergelijking met open put- en
hemelwater. Hoge aantallen werden opnieuw gedetecteerd in wasinstallaties
vOoor prei en asperges en in sorteerwater van appelen en peren.

Om een nog vollediger beeld te krijgen van de microbiologische waterkwaliteit,
werd in deze masterproef ook een DNA-gebaseerde test ontwikkeld om meerdere
pathogenen simultaan te detecteren. De DNA-array werd ontwikkeld voor
detectie van Aeromonas spp., Flavobacterium spp., L. monocytogenes,
Mycobacterium spp., Legionella spp., Campylobacter spp., C. perfringens, S.
aureus, E. coli, Salmonella, Vibrio cholerae, Helicobacter pylori en Shigella.
Vervolgens werd zowel de specificiteit als de gevoeligheid van de DNA-array
nagegaan. De detectielimiet van de DNA-array lag voor de meeste organismen
tussen de 50 en 500fg. De water- en productstalen werden vervolgens
geamplificeerd en gehybridiseerd op het finale membraan. De resultaten van de
DNA-array bevestigen de resultaten bekomen via de klassieke
uitplatingsmethoden. Bij een hoog aantal coliformen werden E. coli,
Campylobacter of C. perfringens opgepikt via de DNA-array. Er werden ook
enkele stalen teruggevonden waarin Legionella werd gededecteerd. In de meeste
gevallen ging het om water afkomstig uit gietleidingen van serre’s.
Mycobacterium en Aeromonas werden ook verschillende keren opgespoord in
leidingwater. Hierbij is een mogelijk verklaring de aanwezigheid van biofilms in
leidingen. Opmerkelijk is ook de hoge prevalentie van Listeria in was- en
sorteerwater. C. perfringens werd vaak gedetecteerd in sorteerwater. Hierbij kan
het gaan om een besmetting op de vrucht die vervolgens accumuleerd in het
water. Bij het aanvangswater (grondwater, hemelwater, putwater en
leidingwater) is putwater het meest verontreinigd is. Grondwater en leidingwater
zijn van betere kwaliteit. Hemelwater kan in contact komen met dieren en kan
hierdoor enkele bacterién bevatten in lagere percentages.

Algemeen beschouwd tonen de resultaten van deze masterproef aan dat de

microbiologische kwaliteit van het water gebruikt in de groente- en fruitteelt
weinig of geen risico inhoudt voor de voedselveiligheid.
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6 BIJLAGE

A Resultaten water- en productstalen DNA-array

Tabel 25: Samenvatting van de resultaten van de DNA-array. Na amplificatie werden alle
water- en productstalen gehybridiseerd op het finale membraan.
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