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Voedselpathogenen, niets menselijks is ze vreemd

Mijnheer de Rector Magnificus, collega’s, familie en vrien-
den, grote en kleine dames en heren,

Inleiding

De komende 45 minuten wil ik u een beeld schetsen van
het interessante en uitdagende vakgebied van de Levens-
middelenmicrobiologie. Dit vakgebied richt zich niet alleen
op gunstige effecten van micro-organismen, maar onder-
zoekt ook het gedrag van micro-organismen die ons zick
kunnen maken via de consumptic van voedsel; de zoge-
naamde voedselpathogenen. In deze rede wil ik met name
ingaan op het aspect van de voedselveiligheid, en meer in
het bijzonder het gedrag van voedselpathogenen.

Voedselpathogenen is niets menselijks vreemd;

ten eerste omdat ze het menselijk lichaam door en door
kennen, ze slaan niet alleen hun slag in het maagdarmka-
naal, maar kunnen ook terechtkomen in andere delen van
het menselijk lichaam waaronder verschillende organen;
en ten tweede, omdat hun gedrag menselijke trekjes ver-
toont; ze eten en groeien, ze reizen, ze raken gestresst, ze
passen zich aan, ze wenen samen, ze werken samen, ze
communiceren met elkaar, ze bespioneren elkaar, ze hebben
sex, ze voeren oorlog, en uiteindelijk sterven ze.

Ik zal u proberen duidelijk te maken dat het belangrijk is
om een zeer goed inzicht te krijgen in het gedrag van voed-
selpathogenen om zodoende met de verkregen kennis een




bijdrage te kunnen leveren aan de microbiéle voedselveilig-
heid; een onderwerp dac uvitstekend past binnen de missie
van deze universiteic.

Mijn rede is opgebouwd uit drie onderdelen. Allereerst zal
ik een korte inleiding geven over voedselinfecties en laten
zien hoe voedselpathogenen ons ziek maken en hoe ze bij
her begin van dit proces de gastheer of gastvrouw voor de
gek houden, zodat deze zelf meewerkt aan her infectiepro-
ces.

Vervolgens zal ik kort ingaan op recente maatschappelijke
en technologische onowikckelingen in de industrie die van
belang zijn voor de voedselveiligheid.

Daarna zal ik ingaan op het onderzoek naar het gedrag van
voedselpathogenen en laten zien hoe ze zich wapenen tegen
stress tijdens voedselproductie en hoe ze samenwerken om
te overleven, en daarbij zal ik tevens aangeven hoe deze ken-
nis kan worden gebruike voor de productie van veilig voed-
sel van hoge kwaliteir. Tk zal deze rede besluiten met een

dankwoord.

Deel 1 - Voedselpathogenen en voedselveiligheid
Microbiéle voedselveiligheid raake ons allemaal, en is cen be-
langrijk aandachtsgebied van de overheid, van controlerende
instanties zoals de Voedsel en Waren Autoriteit (VWA), en
van de levensmiddelindustrie, en mag rekenen op een zeer
grote aandacht van consumentenorganisaties. Een breed sca-
la aan micro-organismen, waaronder bacterién en virussen, is
verantwoordelijk voor voedselinfecties resulterend in symp-
tomen die varigren van mild, veelal darmklachren, tor zeer
ernsuig, in sommige gevallen leidend rot de dood.

Nier alleen worden voedselpathogenen blootgesteld aan
stress tijdens voedselproductie doordat er bijvoorbeeld ecn



verhittingsstap plaats vindt, maar ook tijdens de passage
van de maag, waar ze worden blootgesteld aan zure condi-
ties. Voedselpathogenen moeten dus goed om kunnen gaan
met stress om bij een gastheer op bezoek te kunnen gaan.

Microbiéle voedselinfecties en -vergiftigingen

Bacterisn

“{x

Toxines

Voedsel Maagdartmkanaal Infectie
Virugser

Bacrteri¢én kunnen op allerlei manieren in ons voedsel te-
rechtkomen, ondermeer via lucht, water, bodem, planten,
insecten en dieren, en door besmetting tijdens de produc-
tie. De meeste mensen schrijven voedselvergiftigingen toe
aan het eten van eieren en viees, maar uit recent EU-breed
onderzoek van de Furopese Voedselveiligheid Autoriteic
(‘European Food Safety Authority’) is gebleken dat bij
voedselgerelateerde uitbraken veroorzaakt door Salmoenella,
Campylobacter en virussen, in 25% van de gevallen groente
en fruit de bron was van de infectic. Daarnaast is door ver-
schillende onderzoeksgroepen, waaronder die van prof.
Ariena van Bruggen verbonden aan Wageningen
Universiteit, aangetoond dat sommige pathogenen ook In
het gewas kunnen doordringen.




In Nederland vinden naar schatting een miljoen gevallen van
voedselinfecties plaacs per jaar, waarbij virussen en bacrerién
een gelijk aandeel hebben. Belangrijke pathogenen zijn
Salmonella, Campylobacter, Escherichia coli (E.coli), Listeria en
Bacillus. Recenzelijk zijn er nog grote uitbraken geweest waar-
bij met Salmonella besmerte vieesproducten en boerenkaas
waren betrokken. In beide gevallen waren enkele honderden
mensen getroffen, in het laatste geval vooral jonge kinderen.

Naast Sa/monella richt ons onderzoek zich met name op
Listeria monocytogenes en Bacillus cevens, en gedurende de
rest van mijn betoog zal ik in meer detail ingaan op deze pa-
thogenen,

Listera monocytogenes is een belangrijke pathogeen aange-
zien deze listeriose, een zeer ernstige infectie, kan veroorza-
ken bij risicogroepen zoals jonge kinderen, zwangere vrou-
wen, ouderen en mensen met verminderde weerstand. Deze
zickte kan onder andere leiden tot hersenvliesontsteking
met een dodelijke afloop in circa 30% van de gevallen. De
consequentie van listeriose bij zwangere vrouwen is vaak
een spontane abortus.

B. cereus is de veroorzaker van een groot aantal voedselin-
fecties in Nederland die veelal worden gekarakteriseerd
door milde symptomen zoals overgeven en diarree,
Recentelijk zijn ook enkele gevallen van B. cerens voedsel-
vergiftiging beschreven waarbij zich ernstige complicaries
voordeden, die viteindelijk zelfs de dood tot gevolg hadden.
Salmonella is ook betrokken bij een groot aantal infecties
welke tot complicaties kunnen leiden in risicogroepen, in
het bijzonder jonge kinderen, ouderen en mensen met ver-
minderde weerstand.



Voedselpathogenen

Voedselpathogenen kunnen ons op verschillende manieren
zick maken. Ik zal nu kort de eerste stappen in het proces
bespreken.

Ik zal de rol van beschermende factoren en virnlentiefuctoren
in dit proces bespreken dovr Achilles, een Sguur uit de Griekse
Mythologie, als model te gebruiken. Achilles speelt de hoofdrol
in het eerste grove epos van Homerus, de Hias. Hij was sterfe-
lijk, maar door zijn moeder onkwetsbaar gemaaks met uitzon-
dering van een klein stukje van zifn lichaam, namelijk zifn
hiel waaraan ze hem vasthield toen ze hem onderdompelde in
de Styx, een rivier in Hades, de onderwereld. Achilles was een
belangrijke srijder in de Trojaanse oovlog, maar zijn hiel werd
hem wuiteindelifk noodlottig toen deze geraakt wevd door een
Dijl van de held Paris.

zwakke plek

Achilles; model voor een pathogeen

Her door Achilles gebanteerde zwaard staat model voor de vi-
rulentiefactoren die dienen om de vijand, dat wil zeggen in bet




geval van pathogene bacterién de gastheer, aan te vallen. De
achillespees is vernoemd naar Achilles vanwege zijn kwersbare
hiel. Dit facet komt aan de orde in een later deel van mifn re-
de waarin tk een beschrijving geef van de zoektocht naar
Fwetsbare plekken van voedselpathogenen om ze onschadelijk
te kunnen maken.

Voedselpathogenen maken gebruik van virulentiefactoren
om de interactie aan te gaan met de gastheer. Sa/monella
kan bij aankomst in het darmkanaal een injectiesysteem ac-
tiveren waarmee bepaalde signaaleiwitten in de buitenste
darmcellen worden gespoten. Vervolgens gaan de darmeel-
len er actief voor zorgen dat de bacterién worden opgeno-
men waarmee de infectie een feir is. Deze ontsrekingsreac-
tie wordr gastro-enteritis gencemd en leidt ot diarree en
gaat na een aantal dagen meestal vanzelf over. Bij mensen
met een minder goed functionerend immuunsysteem kan
infectie leiden tot ernstige zickee (Sansonecti 2004).

L. monocytogenes zorgt er ook voor dat her actief wordr op-
genomen door de darmcellen. Listeria produceert een be-
perkt aantal zogenaamde virulentiefactoren die er niet al-
leen voor zorgen dat de bacterién worden opgenomen in
het darmepitheel, maar ook dat ze in de darmcellen kunnen
bewegen en grocien en weer andere darmceellen kunnen in-
fecteren. Via het lymfesysteem en de bloedbaan kunnen an-
dere delen van het lichaam worden bereikr en geinfecteerd,
wat kan resulteren in de cerder genoemde complicaties
(Hamon et a/ 2006).

Kenmerkend voor Bacillus cereus is dac het organisme be-
hoort tot de zogenaamde sporenvormers. Sporen zijn over-
levingscapsules die ontstaan uit zogenaamde moedercellen



onder condities waarbij groei nier meer mogelijk is, bij-
voorbeeld doot gebrek aan voedse. Tijdens de sporulatie
worden alle componenten van de spore geproduceerd en
geassembleerd totdat de spore rijp is, waarna de cel waarin
de spote werd gevormd afsterft. Doot de speciale sttuctuur
is het DNA samen met belangrijke enzymen beschermd ce-
gen extreme stress condities, waaronder uitdroging en hit-
te. Dergelijke sporen verkeren in een slaaptoestand, maar
kunnen na lange tijd nog weer geactiveerd worden door
ontwaaksignalen. Hierbij zijn de zogenaamde ontkiemings-
receptoren van groot belang. Deze herkennen de aanwezig-
heid van voedingsstoffen en maken de sporen wakker zodat
deze kunnen uitgroeien tot cellen en zich weer kunnen ver-
meerderen; B, cerens beschikt over zeven verschillende wek-
kers (Hornstra et 4/ 2006). Onder deze omstandigheden
kan B. cereus toxinen produceren die de mens zick kunnen
maken, resulterend in diarree, braken en lichte koorts
(Schoeni and Wong 2005).

Ontkiemingsreceptoren fungeren als wekker




Diarrectoxinen worden door B. cereus cellen in de darm ge-
produceerd, en dit gebeurt door cellen die de maagpassage
hebben overleefd en door ter plekke ontkiemde sporen.
Braakioxine, ook wel cereulide genoemd, worde in het
voedsel zelf geproduceerd en is zeer resistent tegen zuur en
eiwitafbrekende enzymen. Het gif blijft dus actief, ook al
worden de bacterign gedood. In de darm aangekomen ver-
oorzaake het zeer waarschijnlijk via een bepaalde receptor
een braakreactie en in extreme gevallen kan het leveruicval
veroorzaken (Schoeni and Wong 2005). Cereulide kan de
lever uitschakelen doordat het de activiteit van mitochon-
drién, de energicfabrickjes in eukaryote cellen, kan rem-
men. Op basis van de activiteir tegen mitechondrién is on-
langs een computerondersteunde bioassay ontwikkeld
waarbij de bewegelijkheid van varkenssperma wordt geana-
lyseerd. Cereulide remt de bewegelijkheid van sperma en
dit maaks een kwantitatieve bepaling van de concentratie
van het gif mogelijk. De activiteit van de spermacellen
wordt al stilgelegd bij een concentratie van 20 ng cereulide
per ml. Deze methode is daarmee net zo gevoelig als cen
onlangs ontwikkelde chemische analysemethode. De be-
schikbare methoden kunnen in de tockomst meer licht
werpen op de rol van cereulide en cereulide-producerende
stammen in voedselvergiftigingen (Rajkovig 2006).

Dit overzicht maakt duidelijk dat voedselpathogenen ver-

schillende methoden gebruiken om de interactie, dat wil
zeggen de oorlog, met de gastheer aan te gaan.
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Deel 2 - Maatschappelijke en industriéle ontwikkel-
ingen; impact op voedselveiligheid

Hoewel de kwaliteit en veiligheid van ons voedsel enorm is
toegenomen, is er geen reden om achrerover te leunen, zo-
als uit recente uitbraken is gebleken, en dienen we in te spe-
len op een aantal ontwikkelingen die de microbiéle voed-
selveiligheid kunnen beinvloeden. Belangrijke factoren zijn
de mondialisering van de hande! en het daaraan gekoppel-
de transport, de introductie van nieuwe ingrediénten en le-
vensmiddelen, en de schaalvergroting van de levensmidde-
lenproductie. Daarnaast speelt de toename van (de grootte
van) tisicogroepen waaronder ouderen en mensen met ver-
minderde weerstand een belangrijke rol. Zo laat een recent
rapport zien, dat in Dhitsland het aantal gevallen van in-
fecties veroorzaakt door L. monocytogenes sterk is toegeno-
men in de periode 2001-2005; de grootste toename vond
plaats in de groep ouder dan 60 jaar (Eurosurveillance
Monthly Releases, 20006, volume 11/issue 6).

Andere factoren zijn veranderingen in levensstijl (verschui-
ving van de voorkeur naar verse producten) en de intro-
ductie van nieuwe, milde conserveringsmethoden en tech-
nologieén.

De basis voor de huidige voedselconserveringstechnieken is
gelegd door Nicolas Appert, die in 1805 een door
Napoleon uirgeschreven prijsvraag won over voedselconser-
vering. Deze innovatieve technoloog wist voedsel lang
houdbaar te maken door het in gesloten potten enkele uren
te koken. De reden dat Napoleon deze prijsvraag uitschreef
was een minder fraaie; hij zocht een manier om zijn troe-
pen over grote afstanden e kunnen voorzien van voedsel
met name om Rusland te veroveren.
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Heden ten dage streeft de voedingsindustric vooral naar de
productie van gezonde en veilige voeding, daarbij inspelend
op wensen van de consument. Deze verlangt ‘natuurlijke’
producten; een minimale behandeling door de producent,
geen {chemische) conserveringsmiddelen, makkelijke berei-
ding en (microbiologische) veiligheid. Er worden steeds
meer voorbewerkte en kant-en-klare voedingsmiddelen
aangeboden die koelvers dienen te worden bewaard. In de-
ze gevallen worden de stabiliteir en houdbaarheid verlengd
door een combinatie van bacteriegroei-remmende factoren,
zogenaamde horden, waaronder een verlaagde pH, verlaag-
de wateractiviteit en gekoelde opslag. Daarnaast wordr veel
aandacht besteed aan de ontwikkeling van milde behande-
lingsmethoden zoals hoge druk, pulserende elekirische vel-
den en stoominjectie.

Hoge-drukbehandeling is uitermate geschike voor her pro-
duceren van minimaal bewerkte voedingsmiddelen waarbij
smaak, vitamines, en textuur worden gehandhaafd. De ge-
hanteerde milde drukken {tussen 200 en 600 MPa) inacti-
veren vrijwel alle aanwezige bacrerién, maar eventuele spo-
ren ovetleven. Dergelijke producten moeten dan ook ge-
koeld worden bewaard. Ter indicatie, een druk van 1000
MPa kan worden wordt bereikt door een gewichr van
10.000 kg te centreren op 1 cm?.

Milde behandelingen hebben met elkaar gemeen dat even-
tueel aanwezige micro-organismen, inclusief pachogenen,
worden blootgesteld aan sublethale condities hergeen kan
resulteren in de inducrie van stress resistentiemechanismen.
Op deze manier kunnen pathogenen zich wapenen tegen
stress. Inzicht in het gedrag van voedselpathogenen is daar-
om essentieel voor de ontwikkeling van veilige nieuwe con-
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serveringsmethoden.

De speurtocht naar de zwakke plek, de achilleshiel van pa-
thogenen, wordt gefaciliteerd door de snelle vooruitgang op
her gebied van de genomics (Abee ez 2/ 2004). Het vakgebied
van de genomics en de daarbij ontwikkelde technicken bie-
den nieuwe, ongekende mogelijkheden om inziche te krijgen
in de capaciteiten en het gedrag van organismen die in leng-
te gemeten 100 miljoen keer kleiner zijn dan de mens.

Gedragsonderzoek
en Genomics

Genomics omvat het in kaart brengen van genomen (se-
quentieanalyses van het DNA), het onderzock naar de wer-
king van genen, en de manier waarop erfelijke eigenschappen
zoals vastgelegd in genen, zich via RNA, ciwitten en meta-
bolieten vertalen naar her funcrioneren van het organisme.
Het genotype bepaalt de blauwdruk van het organisme, het
vermogen van de bacterie om bepaalde celstructuren, eiwit-
ten en enzymen aan te maken, rerwijl het fenotype laat zien
hoe de bacterie functioneert onder de verschillende omstan-
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digheden. Om optimaal gebruik te kunnen maken van de
mogelijkheden die genomics biedt, is efficignte dataverwer-
king gekoppeld aan visualisatie van de resultaten essentieel.
Duidelijke meerwaarde wordr hietbij vetkregen door de inzet
van specialisten op dit gebied, de BIO-ITers, oftewel infor-
matietechnologen die de verwerking verzorgen van data ver-
kregen over biologische systemen.
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Gastheerspecificiteit van Bacillus soorten

Dergelijke informatie kan ook inzicht bieden in de ver-
wantschappen tussen pathogenen en hun gastheren. B. ce-
reus bijvoorbeeld, maakr deel uit van een grotere groep bac-
terien die gezamenlijk de Baciflus cerens groep wordt ge-
noemd. Naast B. cereus omvar deze groep ook Bacilius
anthracts, de veroorzaker van miltvuur in dieren en in de
mens, en waarvan de sporen in zogenaamde poederbrieven
zijn verstuurd in de periode na 11 seprember 2001, en
Bacillus thuringiensis die gifstoffen maak: die dodelijk zijn
voor insecten. Deze bacterie wordt dan ook als biopesticide
gebruike bij insectenplagen. Aangezien B. cereus stammen
zijn geisoleerd uir insecten, dieren en mensen, is het be-
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langrijk om een beter beeld te krijgen van de gastheerspeci-
ficiteit en het arsenaal aan virulentiefactoren waarover de
verschillende varianten van B. cereus mogelijk beschikken
(Waterfield ez 4/ 2004), Hietbij is verder onderzoek naar de
rol en functie van plasmiden, mobicle genetische elemen-
ter, van groot belang, aangezien is gebleken dac deze
binnen de Bacillus cerens groep veelal de dragers zijn van de
genetische informatie die codeert voor gifstoffen en andere
virulentiefactoren (Ivanova et af 2003; Rasko et 4/ 2004),

Het genomics onderzock staat in Nederland inmiddels let-
terlijk en figuurlijk goed op de kaart, gezien het grote aan-
tal ‘genomics’ centra. Een prominente plaats wordc daarbij
ingenomen door het “Wageningen Centre for Food
Sciences” (WCEFS), dat in de nabije toekomst overgaat in
het Top Insturuur “Food and Nutrition”. Het betreft een
unieke alliantie tussen overheid, kennisinstellingen en in-
dusttie die zich richt op précompetitief fundamenteel
onderzoek ten behoeve van de innovadiekracht van de voe-
dingsindustrie. Eén van de aandachuspunten betreft voed-
selveiligheid, en het onderzoek aan de overlevingsmecha-
nismen van pathogenen dat hierna wordt besproken is gro-
tendeels uitgevoerd binnen WCFS.

Deel 3 - Overlevingsmechanismen van pathogenen

Door het combineren van microbigle ecologie en fysiologie
met op genomics gebaseerde benaderingen kan meer in-
zicht worden verkregen in de functionele cigenschappen
van micro-organismen. [n dit deel wil ik een tweetal strate-
gicén bespreken die micro-organismen kunnen aanwenden
onder stress condities en waarmee ze zich kunnen wapenen
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tegen aanvallen. De ene strategie is gebaseerd op de zoge-
naamde stressrespons, en de andere strategie op een gecodt-
dineerde respons waarbij cellen samenwerken om cen ver-
dedigingssysteem op te bouwen, een zogenaamde biofilm.
Een biofilm bestaat uit cellen die in een zelfgeproduceerde
slijmlaag hechten aan een oppervlak.

De stressrespons — hoe bacterién zich wapenen tegen aan-
vallen

De stressrespons is cen belangrijk overlevingsmechanisme
dat worde geactiveerd als de omstandigheden in de omge-
ving van de bacterie veranderen. In het geval van voedsel-
pathogenen valt te denken aan de blootstelling aan rem-
mende factoren of een combinatie van remmende factoren
tijdens voedselconservering en tijdens blootstelling aan mil-
de behandelingsmethoden zoals hoge druk {Abee and
Wouters 1999). Hierbij zijn twee factoren belangrijk, na-
melijk her aanpassingsvermogen van bacterién en de
heterogeniteir, dar wil zeggen de verschillen tussen bacteri-
én in een populatie.

Bacteri¢n moeten snel reageren om (verdere) beschadiging
te voorkomen en/of om de aangerichre schade te herstellen.
Daarroe zijn bacterién virgerust met syscemen die continue
de condities in en buiten de cel monitoren. Verstoring on-
der stress-situaties wordt waargenomen door specificke sen-
soren die vervolgens regulatoren activeren die op hin beurr
de rtranscriptie, de RNA synthese, activeren van genen of
groepen van genen. De geactiveerde genen coderen voor ei-
witten en enzymen die zorg dragen voor de verdediging,
herstel van schade en het opruimen van beschadigde eiwit-
ten en enzymen. Door tijdig en nauwgezet te registreren, te
reageren, te pareren en te repareren, kan de cel weer goed
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presteren en criomferen, dat wil zeggen de stressconditie
overwinnen. In een dergelijke situatie kan deze getrainde
bacterie wellicht cok beter standhouden onder nieuwe
stresscondities, en zo kan blootstelling aan de ene stress de
bacterie wapenen tegen andere stresscondities.

Zo nemen de aantallen B, cereus snel af, als cellen gekweekt
bij een temperatuur van 30°C worden blootgesteld aan ver-
hitting bij 50°C. Indien B. cereus cellen eerst kort worden
blootgesteld aan zure condities (pH 5) of aan een milde ver-
hitting bij 42°C, neemut de overlevingscapaciteit duidelijk
toe (Periago et al 2002). Dergelijke informatie kan bijvoor-
beeld worden gebruike om te bepalen welke volgorde en
welke combinatie van horden het beste gebruikt kan wor-
den om overleving en groei van bederf-organismen en pa-
thogenen beter te beheersen,

Door de genotypische en fenotypische karakteristicken met
elkaar te combineren kan een verder inzicht worden verkre-
gen in de stressrespons van pathogenen. Beschikbare geno-
men kunnen worden gescreend op de aanwezigheid van sen-
soren en regulatoren en zo kan bijvoorbeeld een overzicht
worden verkregen van zogenaamde twee-componentsyste-
men. Hierbij wordr een sensor geactiveerd door een bepaal-
de stress, die vervolgens een regulator activeert, die op zijn
beurt de transcriptie activeert van bepaalde genen zodar de
cel een specificke respons op de stress kan uicvoeren.

B. cerens blijke samen met andere organismen uit de Bacillus
cerens groep over een zeer groot aantal van dergelijke syste-
men te beschikken welke het organisme in staat stellen om
zeer precies en gedoseerd te reageren op stresscondities.
Hierbij valt op dat de meeste van deze systemen zijn gele-
gen in het celmembraan,dat onderdeel waarmee de bacterie
in contact staat met de buitenwereld (Been er 2/ 2006).
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Samen met een groot pakket aan andere regulatoren, waar-
onder sigmafacroren, bezitten bacrerign dus een door-
wrocht “zenuwstelsel” dat ze in staar stelc om adequaar in
te spelen op snel wisselende omstandigheden.

Op de verdere zoektocht naar de achilleshiel van pathoge-
nen kan verder inziche in de stressrespons worden verkregen
door RNA-proficlen te bepalen van cellen die worden
blootgesteld aan verschillende voedselrelevante stresscondi-
ties, waaronder lage pH, zuren, hoge zout concentraties en
verhitting, Hierbij kan tevens de mate van stress worden ge-
varieerd zodat de groei gedeeltelijk of zelfs geheel kan wor-
den geremd. In dit geval worden de bacrerién dus meer of
minder ziek.

Deze opzet verroont overeenkomsten met die zoals be-
schreven in een zeer recent artikel in “Science”, waarin een
zocktocht naar grootschalige verbanden tussen humane ge-
nen en zicktes werd gepresenteerd. 1n her artikel bespreken
de onderzockers hun zogenaamde ‘connectivity map’, een
databank waarin het effect van 167 biologisch acrieve mo-
leculen op de genexpressic van een 4-tal menselitke cellij-
nen is vastgelegd. Aan de hand van deze databank kon de
activiteit van een aantal potenciéle nicuwe medicijnen wor-
den voorspeld, de werking van sommige medicijnen wor-
den verklaard, en nicuwe werkingsmechanismen worden
geidendificeerd {Lamb er 2/ 2006).

Inmiddels zijn met name voor B. cerens cen groot aantal
stress expressieprofielen bepaald die kunnen worden geana-
lyseerd. We hebben gezien dar verschillende stressen een
verschillende respons kunnen geven. Sommige expressiepa-
tronen zijn zeer specifick, terwijl andere in meer of minde-
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re mate ovetlap laten zien. Binnenkott kunnen DNA array
data van andere B. cereus stammen worden toegevoegd aan

de databank,

Image adapied from
an iustration hy Bang Waong

Ziekte

Zieke bacterién

‘Connectivity Map’ voor gestresste pachogenen (naar Lamb ez 2/ 2006)

Een ‘connectivity map’ voor gestresste pathogenen zal in-
zichten kunnen opleveren betreffende stresseffecten, wer-
kingsmechanismen, activiteit en specificiteit van (nieuwe)
conserveringsmiddelen. De verkregen informartie kan ver-
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der worden gebruikt voor de selectie van indicatoren (éio-
markers) en het voorspellen van stresseffecten,

Blootsteling aan stress kan ook systemen activeren die de
mutartiefrequentie, dat wil zeggen het ontstaan van varian-
ten, kunnen beinvloeden. Recent onderzock aan genexpres-
sie in L. monocytogenes heeft laten zien dat een blootstelling
aan hitte resulteert in activatie van een groep van enzymen
die onderdeel zijn van de zogenaamde bacteriéle SOS res-
pons. Dre SOS respons wordt geactiveerd als er schade is op-
getreden aan het DNA van de cel. De geactiveerde enzymen
werken minder nauwkeurig en zo ontstaan er foucen, dat
wil zeggen variaties in het RNA, die zich kunnen vertalen
in varianten van eiwitten enfof enzymen. In het geval van
bloatstelling aan stress zou dit kunnen resulteren in de se-
lectie van varianten van parhogenen die beter bestand zijn
tegen stress (Tenaillon e¢ 2/ 2004).

De SOS tespons kan worden geactiveerd door verschillen-
de stressen waaronder Ulira Violet licht, blootstelling aan
hitte, hoge druk, oxiderende stoffen, antimicrobiéle pepti-
den en antibiotica (Aertsen and Michiels 2005, Cirz et al
2005). Dit zou ook betekenen dat resistenticontwikkeling
tegen antibiotica door dezelfde antibiotica kan worden ge-
stimuleerd, zonder dat er sprake is van overdracht van anti-
biotica-resistentie genen.

Wij willen graag antwoord op de vraag of en in hoeverre de
SOS respons bijdraagt aan het ontstaan van stressresisten-
te varianten van pathogenen bij het gebruik van (milde)
voedselconsetvetingsmethoden.

Onderzoek aan hoge druk behandeling van Listeria heeft la-
ten zien dat er tijdens de behandeling eerst een snelle inac-
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tivatie van bacterién optreedt gevolgd door een rweede tra-
ject waarin deze inactivatie veel trager verloopr. Analyse van
dit fenomeen laat zien dac er twee populaties bacterién zijn,
waarvan de ene snel wordt afgedood, terwijl de andere po-
pulatie de behandeling veel beter doorstaar. Verder onder-
zoek toonde aan dar hec hier stabicle stressresistente varian-
ten betrof. Opmerkelijk is, dat de varianten kunnen wor-
den ingedeeld in verschillende klassen, athankelijk van
ondermeer hun groeigedrag en de verhoogde resistentie te-
gen andere voedselrelevante stressen zoals lage pH en hitee.
Dit berekent dar sommige varianten resistenc zijn geworden
tegen een groor aantal stressen zodar ze moeilijker zijn re
beheersen en te inactiveren en zodoende de stabiliteit en de
veiligheid van de betrokken levensmiddelen nadelig kun-
nen beinvloeden.

Eerder onderzoek binnen Wageningen Centre for Food
Sciences (WCFS) heeft aangetoond dat een bepaald type
stressresistente varianten gemurteerd is in een regulatoreiwit
(CtsR). Daardoar vertoont deze variant continue gestresst
gedrag, en is zodoende goed voorbereid op blootstelling aan
stress condities (Karatzas et al, 2003).

Het toekomstig onderzock zal zich verder richten op het
achterhalen van de stress-resistentiemechanismen en het
vaststellen van de zieckmakende eigenschappen van varian-
ten. Daarnaast wordt aandachre besteed aan het kwantifice-
ren en modelleren van deze processen. Een eerste publicatie
van onze groep op her gebied van her kwancificeren van de
stressresponse is onlangs verschenen in her Amerikaanse
tijdschrift ‘Applied and Environmental Microbiology’ (Den
Besten et al, 2006). Een beter begrip van de mechanismen
betrokken bij verhoogde stresstolerantie kan cen bijdrage
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leveren aan de verdere ontwikkeling van veilige milde
(combinaties van) conserveringstechnologieén.

Biofilms — hoe bacterién zich verdedigen door samen te
werken

In het eerste deel over de stress respons, heb ik vooral het
reactie- en aanpassingsvermogen van bacterién als overle-
vingsstrategie besproken, in het tweede deel wil ik met na-
me ingaan op een overlevingsstrategie die gebaseerd is op
communicatie ¢n samenwerking, dat wil zeggen onder con-
dities dat bacterién elkaar zien en door samen te werken
voordeel behalen.

Dit brengt mij op een kort intermezzo dat ik wil wijden aan
de in 2002 overleden prafessor Hans Veldkamp die, in het ¥
jaar van wmijn biologiestudie aan de Rijksuniversiteit
Groningen, mifn nieswsgierigheid wist te wekken en mifn ge-
drevenbeid wist te activeren waayna ik mif ben gaan speciali-
seren in de Microbiologie. Standaardvragen die hij sielde wa-
ven ‘wat ziet zo'n bacterie’ en wat beeft zon bactevie eraan, en
soms ook ‘wat vitegt daar?’ uit het vaam kijkend tijdens een
practicum of mondeling examen, want hij wist ook veel van

vogels.

Als je dan kijkt war daar in de Spaanse Pyrenceén vliegt, sie je
als je heel goed oplet, soms een grote gier voor een bergwand
zweven, Het is geen vale gier, want die werke bij voorkeur sa-
men eit nestelt in groepen. Het is een zeer 2eldzame lammer-
gier die beenmerg als vooynaamste voedsel gebruiks, waartoe
hij de botten van dode dieven breckt door ze van grote hoogte
te Aawen  vallen. In Spanjfe wordt hij dan ook
‘Quebrantahuesos’ ofwel bottenbreker genoemd.
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Motto: Stel de goede vragen en blijft alert om zodoende geen
tmovie dingen te missen.

Terugkomend op wat zo'n bacterie ziet, zijn dat vooral an-
dere bacterién, vooral als het gaat om biofilms. War zo'n
bacterie daaraan heeft. zal ik u duidelijk maken in de resc
van mijn betoog.

Veel bacterién kunnen zich prima aan oppervlakken hech-
ten en daar zogenaamde biofilms vormen. Dergelijke bio-
films bestaan uit cellen in een matrix, een soort slijmlaag,
die is opgebouwd uit lange ketens van suikers waarvan som-
mige vrijwel identiek zijn aan de plakmiddelen in behan-
glijm. Biofilms vind je cigenlijk ovezal; op scheepswanden,
op medische implantaten, in drinkwaterleidingen, en op
tanden, waarbij tandplak zich kan onrwikkelen indien er
niet goed wordt gepoeist.

Vandaag wil ik het hebben over biofilms in de voedingsin-
dustrie. De vorming van biofilms in productielijnen kan
grote economische schade veroorzaken en de voedselkwa-
liteit en —veiligheid nadelig beinvloeden. Omdat bacterién
kunnen loslaten uit een biofilm kan herbesmetting van
voedsel plaatsvinden met als gevolg verhoogde kans op mi-
crobicel bederf en in her geval van pathogenen, cen ver-
hoogde kans op voedselinfecties. Dir loslaten uit de biofilm
kan gebeuren door de krachc van de langsstromende vloei-
stof en/of door mechanismen geactiveerd door de bacterién
zelf, waaronder de producrie van oppervlakte-actieve stof-
fen die de bacterién vervolgens losweken uit de slijmlaag.

Ons onderzoek aan biofilms richr zich op de karakrerisering
van de onderliggende mechanismen van dit proces.
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Gecombineerd met de eerder genoemde genomics aanpak,
kan de constructie en karakterisering van mutancen die be-
paalde eigenschappen missen, informatie opleveren over de
ro] van bepaalde functies en processen in de vorming van
biofilms.

Zo is gebleken dat B. cereus biofilms kan ontwikkelen op
roestvtij staal, het mareriaal dar bij voorkeur in de industrie
wordt toegepast in leidingen en in apparatuur. Vervolgens
heeft analyse van een recks mutanten laten zien dat het
rwemvermogen, waarbij de bacterie wordt voortgestuwd
door flagellen die functioneren als een soort buitenboord-
motor, de biofilmvorming beinvioedt. Een mutant die geen
flagellen kan maken en niet kan zwemmen, kan ook geen
biofilm meer vormen. Er zijn verschillende B. cerens mu-
tanten beschikbaar die nog verder moeten worden onder-
zocht, en die een nieuw licht kunnen werpen op belangrij-
ke mechanismen in het proces van biofilmvorming,

Naast B. cereus, kunnen ook andere voedselpathogenen zo-
als L. monacytogenes en Salmonella soorten worden betrok-
ken in het onderzoek. Ook zal de vorming van zogenaam-
de gemengde biofilms, waarbij meerdere soorten organis-
men een rol spelen, worden geanatyseerd. Hierbij zal aan-
dacht worden besteed aan de rol van communicatie tussen
bacterién van dezelfde soort en de communicatie russen
bacterién van verschillende soorten in het biofilmvormings-
proces.

Bacrerién kunnen cen grote verscheidenheid aan signaal-
stoffen produceren welke alleen door de eigen soort worden
herkend, maar er zijn inmiddels ook een groot aantal bac-
teriesoorten bekend die de signaalstof AT-2 produceren, die
door al deze sootten worde hetkend. Al-2 wordt geprodu-
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ceerd door het enzym LuxS dat in al deze bacteri#n aanwe-
zig is. Daarnaast zijn er bacterién die geen Al-2 produceren,
maar die deze signaalstof wel kunnen opnemen in hun cel-
len; zo bespioneren ze in feite hun buren en verstoren ze de
communicatie.

Bacterién kunnen dus twee talen spreken, één voor com-
municatie binnen de soort en één voor communicatie tus-
sen soorten. Deze communicarie zorgt ervoor dat bacterién
verschillende processen gaan witvoeren die het gedrag aan
en op oppervlakken beinvloeden (Parsek and Greenberg
2005; Kolter and Greenberg 2006). Zo is zeer onlangs aan-
getoond, dat Al-2 een belangrijke rol speels in de oncwik-
keling van biofilm-achtige structuren door de sporenvor-
mende bacterie Bacillus subtifis (Lombardi er af 2006).
Dankazij de productie van Al-2 kan deze bacterie structuren
bouwen waarbij qua aantal net zoveel cellen zijn betrokken
als dar er mensen op aarde wonen, en de bereikee hoogte is
te vergelijken met die van de hoogste berg op aarde, de
Mount Everest, indien mensen in plaats van bacterién dit
bouwwerk hadden gevormd. Het is daarom zeer interessant
om uit te zoeken of en hoe soortspecificke signaalstoffen en
stoffen zoals Al-2 de biofilmvorming beinvloeden in ge-
mengde culturen waarbij meerdere bacteriesoorten berrok-
ken zijn.

In het onderzoek zullen ondermeet de volgende parameters
worden geanalyseerd: de efficiéntie van biofilmvorming, de
samenstelling van de (s)lijmlaag en de biofilm, de resisten-
tiemechanismen, en in het geval van B. cereus ook de pro-
ductie van sporen en roxinen.
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Sporen
Afacherming
Stress reacties
Communicatie

‘arianten
DNA overdracht

Het is duidelijk dat samenwerking zorgt voor verhoogde re-
sistentie van cellen in biofilms. Naast afscherming en het
wegvangen van bijvoorbeeld disinfectiemiddelen, kunnen
stressresistente sporen en varianten er voor zorgen dat cen
bicfilm blijft gehandhaafd, die zodoende een blijvende, met
andere woorden, chronische bron van besmerting kan vor-
men in de¢ productielijn,

Bij het ontstaan van stressresistente varianten kan DNA
overdracht een belangrijke rol spelen. Overdracht van ge-
netische informatie kan plaatsvinden door opname van vrij
DNA, door opname van plasmiden, door bacteriofagen en
door conjugatie, ook wel bacteriesex genoemd, waatbij gro-
te stukken DNA via zogenaamde sexpili worden overge-
bracht van de ene naar de andere bacterie. Deze nieuw ver-
krepen cigenschappen kunnen een bijdrage leveren aan het
overleven en eventueel domineren in een biofilm.

Dat biofilms mogelijk een rol spelen in het ontstaan van
voedselinfecties mag blijken uic her volgende voorbeeld,
waarin boter besmet met L. monocytogenes een grote uit-
braak veroorzaakte in een ziekenhuis in Finland. Hierbij
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werd Listeria aangetroffen in de producrielijn en mer name
in ¢en aantal verpakkingsmachines. De geisoleerde bacterie
bleek identiek te zijn aan een drie jaar eerder geisoleerde
bacterie hetgeen kan duiden op een chronische besmetting
van de productielijn met deze specificke bacterie. Een der-
gelijke situatie vertoont parallellen met die in de medische
wereld waar steeds meer informatie wordt verkregen die laat
zien dat biofilms een bron kunnen zijn van chronische in-
fecties. Zo is onlangs aangetoond dat bepaalde pathogenen
biofilms kunnen vormen in het middenoor, welke de bron
vormen voor steeds terugkerende ooronestekingen bij pati-
énten met een verminderde weerstand. Het is zeer wel mo-
gelijk dat speciale varianten, de zogenaamde ‘small colony
variants’ (SCVs} hierbij een rol spelen. Dergelijke varianten
groeien slechts langzaam en vormen zodoende kleine kolo-
nies op voedingsplaten. Dergelijke varianten zijn beschre-
ven voor een groot aantal bacteriesoorten waaronder
Staphylococcus aureus; de eerste beschrijving dateert van
1910 en betrof SCVs van Salmonella. Opvallend is, dar de-
z¢ varianten een verhoogde resistentie tegen ancibiorica be-
zitten en een verhoogde virulentie vertonen, dat wil zeggen
¢en verhoogde invasiecapaciteit om de gastheer binnen te
dringen. Door hun langzame groei en afwijkend gedrag zijn
ze tevens moeilijk te detecteren (Proctor e af 2006).

Identificatic en karakeerisering van uit biofilms geisoleerde
varianten kan licht werpen op mogelijke oorzaken van
chronische besmetting van productielijnen in de voedings-
industric. De verkregen informatie kan leiden tot een ver-
beterde aanpak van de biofilm problematick.

Ik hoop u aan de hand van mijn betoog te hebben duide-
lijk gemaake dat niets menselijks voedselpathogenen

27



vreemd is. Daarnaast zijn verschillende fenomenen die ik
heb besproken ook terug te vinden in thema’s van boeken
en films. Om al deze fenomenen echt te bestuderen zal men
zich toch moeten storten in de fascinerende en uitdagende
wereld van de micro-organismen.
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