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Clostridium botulinum tuottaa maailman voimakkainta luonnollista myrkkya, botulinum-
neurotoksiinia, joka toisinaan aiheuttaa botulismia. Botulismia esiintyy useissa eri muo-
doissa, joista yksi on elintarvikevalitteinen ruokamyrkytysbotulismi. C. botulinum -itiét ovat
ongelmallisia elintarviketeollisuudessa, silla ne kestavat korkeita lampdtiloja eivatka tu-
houdu niissé lampdtila-aika yhdistelmissé, joissa suurin osa vegetatiivisista bakteereista
tuhoutuu. Tarpeeksi tehokkaalla kuumennuksella itiét voidaan tuhota, mutta se voi samalla
heikentaa elintarvikkeen aistinvaraista laatua. Tassa opinnaytetytssa tehdyt kuumennus-
kokeet ovat osa monivuotista tutkimushanketta, jonka tavoitteena on muun muassa tutkia
C. botulinum -ryhman Il lammdnkestavyytta ja muodostaa riskinarviointimalli C. botulinum -
kasvun ja toksiinituotannon riskista.

Lammonkestavyytta tutkittiin tdssa opinnaytetydssa kuumennuskokeilla MPN-menetelmaa
hyodyntaen. Kuumennuskokeet tehtiin vesihauteessa, jolla haluttiin simuloida elintarvikete-
ollisuudessa kaytettya sous vide -kypsennysta. MPN-menetelma on todennakoisyyteen
perustuva laskumenetelma, jonka avulla lasketaan bakteerien, tai tassa tapauksessa itioi-
den, kaikkein todennékoisin maara. Tavoitteita nailla kokeilla oli tutkia C. botulinum ryh-
man Il itididen lammaonkestavyyttd, kantojen vertailu seka lysotsyymin vaikutus itididen
[Ammonkestavyyteen. Lysotsyymié esiintyy joissain elintarvikkeissa, ja sen on huomattu
parantavan ition [Ammaonkestavyytta.

Naytteet, joihin lisattiin lysotsyymia, kestivat huomattavasti paremmin kuumuutta ja vaati-
vat pidempia kuumennusaikoja samassa lampdtilassa kuin naytteet, joissa ei ollut ly-
sotsyymid. Dataa oli loppujen lopuksi niin vahan, ettei vahvoja paatelmié voitu tehda kan-
tojen eroavaisuuksista. Niiden perusteella naytti kuitenkin silta, etta toinen kanta kesti pa-
remmin korkeampia lampdétiloja kuin toinen. Kuumennuskokeet kuitenkin jatkuvat viela ta-
man opinnaytetyon jalkeenkin, ja naitd tuloksia hyddynnetdan lopullisissa paatelmissa.

Avainsanat Clostridium botulinum, sous vide, valmisruokateollisuus
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Clostridium botulinum produces the world’s strongest natural toxin called botulinum neuro-
toxin, which causes botulism at times. There are several types of botulism and of them is
food transmitted food poisoning botulism. The spores of C. clostridium are problematic in
food industry because they can tolerate high temperatures and will not be destroyed in
those temperature-time combinations where most of the vegetative bacteria will. With high
enough temperature the spores can be destroyed, but this can lower the sensory quality of
the food. The heating experiments made in this thesis work are part of a multiyear re-
search project and one of its goals is to study the heat resistance of C. botulinum group Il
and create an evaluation of C. botulinum’s growth and toxin produce.

In this thesis study the heat resistance was studied by heating experiments and MPN
method. The heating experiments were executed in water bath in purpose of simulating the
sous vide cooking method. The MPN method is based on probability and it is used for
counting the most probable number of bacteria, or in this case, spores. The goal of these
experiments was to study the heat resistance of the spores of C. botulinum group I, com-
pare different strains and the impact of lysozyme in the spore’s heat resistance. Lysozyme
is found in some foods and it has been noted that it can increase the spore’s heat re-
sistance.

The samples with added lysozyme tolerated heat significantly better and required longer
heating times in the same temperature than the samples without lysozyme. Eventually,
there was insufficient amount of data to state strong conclusions of the differences be-
tween strains. But based on the results that was gathered, it seemed that the other strain
tolerated heat better than the other. Nevertheless, the heating experiments continues after
this thesis study and these results will be used in the final conclusions.

Keywords Clostridium botulinum, sous vide, convenience food industry
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Lyhenteet

MPN Most Probable Number. Todennakoéisyyteen perustuva metodi, jolla laske-

taan kaikkein todennéakdisin lukumaara mikro-organismeja naytteessa.

TPGY Trypticase-Peptone-Glucose-Yeast. Elatusaine, joka koostuu tryptikaa-
sista, peptonista, glukoosista ja hiivasta.

LZ Lysotsyymi.

SNARE Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor.

Proteiiniryhm@, joka muun muassa osallistuu vesikkelien kulkeutumiseen.

SNAP-25  Synaptosomal nerve-associated protein 25. Yksi proteiineista, joka kuuluu
SNARE -ryhmaéan

D-arvo Decimal reduction time. Kuvastaa bakteeri- tai itiopopulaation lammdénkes-
tavyytta. Silla tarkoitetaan aikaa, joka kuluu tietyssa lampdtilassa populaa-

tion 90n laajuiseen tuhoamiseen.
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1 Johdanto

Taman opinnaytetyon tarkoituksena on tutkia Clostridium botulinum ryhméan Il itididen
lammonkestavyyttd kuumennuskokeilla ja Most Probable Number -menetelmaa hyodyn-
taen. Tyo tehtiin Helsingin yliopiston Elainlaaketieteellisen tiedekunnan Elintarvikehygie-
nian ja ymparistoterveyden osastolla. Kuumennuskokeet luovat perustan tutkimukselle,
jossa tutkitaan itididen germinaatiota, kasvua ja toksiinituotantoa jddkaappilampdtilassa
erilaisten kuumennuskasittelyiden jalkeen. Tassa tydssa esiintyvéat bakteerikantatiedot
ovat salaisia, kunnes tutkimushanke paattyy ja tulokset julkaistaan yliopiston taholta.

Bakteerikantatiedot esitetdan tassa opinnaytetydssa nimilld kanta "A” ja kanta "B”.

Nama lammonkestavyyskokeet ovat myds yksi osa-alue monivuotisessa tutkimushank-
keessa, jonka tulosten pohjalta on tarkoitus muodostaa riskinarviointimalli C. botulinum
-kasvun ja -toksiinituotannon riskista sous vide -tuotteiden valmistuksessa. Sous vide -
kypsennys on usein valmisruokateollisuudessa kaytetty prosessimenetelma, jossa elin-
tarvike pakataan usein sellaisenaan tai esikasiteltyna ilmatiiviiseen happea lapaisemat-
tomaan kalvopakkaukseen ja tama pakkaus pastoroidaan 60—90 °C:n lampdtilassa ve-
sihauteessa tai vesiautoklaavissa. Tallainen tuote sailyy jddkaappilampétilassa viikosta
useisiin viikkoihin [1, s. 285].

Valmisruokien prosessoinnissa suositellaan kayttamaan yleistd 6D-mallia, jolla tarkoite-
taan kuumennusprosessia tai eri prosessien yhdistelmaa, jolla tuhotaan 10° nonproteo-
lyyttisen C. botulinum -itidta [2, s. 559]. Kaytanndssa tdma usein toteutetaan kuumenta-
malla tuote 90 °C:ssa 10 minuutin ajan. Nain korkea lampédtila kuitenkin usein heikentaa
tuotteen aistinvaraista laatua. Naihin kokeisiin valituilla [ampétiloilla 75 °C, 78 °C, 82 °C
ja 90 °C on tarkoitus auttaa I0ytamaan optimiaikalampdétilayhdistelma elintarviketeolli-
suuden nékokulmasta, ja siind otetaan huomioon muun muassa aistinvarainen laatu,

energiankulutus ja tuotantokustannukset vaarantamatta elintarviketurvallisuutta.
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2 Clostridium botulinum

2.1 Rakenne ja luokittelu

Clostridium botulinum on grampositiivinen, anaerobisissa olosuhteissa kasvava sauva-
bakteeri, joka pystyy itid6imaan ja tuottamaan botulinumneurotoksiinia. Kyseista bakteeria
esiintyy yleisesti maaperassa ja vesistdssa [3, s. 21;4, s. 103], mutta se tunnetaan ehka

paremmin sen toksiinista ja sen aiheuttamista ruokamyrkytystapauksista.

C. botulinum luokitellaan nelja&n eri ryhmaan, -1V, niiden fysiologisten ominaisuuksien
perusteella, joita ovat esimerkiksi [ampdtilavaatimukset ja proteiinien kayttd energianlah-
teend. Ne ovat myods geneettisesti erilaisia ja ovat periaatteessa omia bakteerilajejaan.
C. botulinum ryhmén | kannat ovat proteolyyttisia ja tuottavat toksiinityyppeja A, B ja F.
Ryhman | kannat kestavat korkeampia lampétiloja, ja niiden optimikasvulampdtila on 37
°C. Niiden minimilampétila, jossa itidita voi kasvaa, on noin 10 °C ja maksimilampétila on

48 °C mutta kantojen valilla voi olla eroavaisuuksia. [1, s. 24,5, s.18].

Ryhman Il kannat ovat nonproteolyyttisia ja tuottavat toksiinityyppeja B, E ja F. Molem-
mat ryhman | ja Il kannat aiheuttavat ihmisissa botulismia. Ryhman Il itiot eivat kesta
yht& hyvin kuumuutta kuin ryhman | itidt, mutta ne sietavat paremmin kylmyytta. Niiden
optimikasvulampdtila on 26-30 °C, ja ne voivat kasvaa jopa 3 °C:ssa. Koska ryhman I
kannoilla on niin paljon geneettista variaatiota eiké kaikkia tunneta hyvin, sen maksimi-

kasvulampdtilaa ei ole pystytty maarittdmaan koko ryhmalle. [5, s. 18].

Ryhman Ill kannat tuottavat tyypin C- ja D-toksiineja, ja ne aiheuttavat botulismia elai-
milla. Ryman Il itididen optimikasvulampdtila on 40 °C ja vastaavasti kasvu heikkenee
alle 15 °C:ssa [5, s. 18]. Ryhman IV kannat tuottavat toksiinityyppia G, ja sen aiheutta-
maa botulismia ihmisilla tai elaimilla ei ole raportoitu. [1, s. 24]. Ryhmén IV itididen opti-
mikasvulampétila on 37 °C [5, s. 18]. C. botulinumin liséksi on I6ydetty bakteerilajit Clost-
ridium butyricum ja Clostridium baratii, jotka myds tuottavat tyypin E- ja F-toksiinia [1, s.
24].
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2.2 Sporulaatio ja germinaatio

Bakteerin itibinnista kaytetd&n usein myods termid sporulaatio. Sporulaatio mahdollistaa
bakteerin muuttumaan kestomuotoon, ja se auttaa bakteeria selviytymaén haastavista
olosuhteista. Bakteeri iti0i usein epaedullisissa olosuhteissa, esimerkiksi ravinnon puut-
teesta. [1,9-10]. Ition rakenne on kapselimainen. Sen vesipitoisuus on erittain alhainen
verrattuna elavaan vegetatiiviseen soluun. Se voi sailya lepotilassa jopa vuosia. Ition

kuorikerros koostuu paksusta peptidoglykaanikerroksesta.

Sporulaatio alkaa vegetatiivisen emosolun sisalla. Naita itidinnin vaiheita on seitseman
[-VI11, ja niiden luokittelu perustuu niiden morfologisiin ominaisuuksiin. Itién sijoittuminen
emosolun sisaan on kullekin bakteerilajille tyypillista, ja nditd muotoja kaytetaankin hy-
vaksi muun muassa bakteerilajien tunnistamisessa. Solu, jonka sisélla iti6 on emoso-

lussa, kutsutaan sporangioksi (kuva 1). [1, s. 10].
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Kuva 1. C. botulinum sporangioita [6, s. 44].

Germinaatio on tapahtuma, joka muuttaa ition takaisin elavaksi vegetatiivisoluksi. Ger-
minaatio aktivoivia tekijoitd on nahtavasti useita, mutta yksi tyypillisimpia tekijoita on kuu-
mentaminen subletaalissa lampdtilassa, jolla tarkoitetaan lampdétilaa, joka edesauttaa
germinaation kaynnistymista. Germinaatio aktivoi ition lyyttiset entsyymit, joiden tehtava
on rikkoa ition kuorta. Jos itiobn omat lyyttiset entsyymit tuhoutuvat, germinaatiota ei voi
tapahtua, ellei ition ympardivassa matriisissa ole lyyttisia entsyymeja, kuten lysotsyymia,

jota esiintyy joissain elintarvikkeissa. [1, s. 10;1, s. 287].
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2.3 Lammonkestavyys

Bakteeri-itiot kestavat huomattavasti korkeampia lampdétiloja kuin vegetatiiviset baktee-
risolut niiden paksun kuorikerroksensa ja pienen vesipitoisuutensa ansiosta. Ition tu-
hoamiseen vaaditaan siis hyvin korkeita lampétiloja, 70—130 °C lajista riippuen. N&in kor-
keat lampatilat kuitenkin voivat heikentaa elintarviketuotteen aistinvaraista laatua, minka
vuoksi itididen taydellisen tuhoamisen sijaan turvaudutaan usein germinaation ja kasvun

estamiseen.

On huomattu, ettd aiemmin mainittu lysotsyymi liséa merkittavasti C. botulinum -itién
lAmmonkestavyyttad, jolloin tarvitaan tehokkaampia lampdékasittelyja sellaisiin ruokiin,
jotka sisaltavat lysotsyyymia [7, s. 6019]. Jos esimerkiksi kuumennus tuhoaa ition omat
lyyttiset entsyymit, joita tarvitaan ition kuoren hajottamiseen, lysotsyymi pystyy korvaa-
maan ne ja ndin mahdollistaa ition germinoitumisen. Lysotsyymin lisdksi muita lammon-
kestavyyteen vaikuttavia asioita ovat esimerkiksi matriisin rasva- ja proteiinipitoisuus [1,

s. 293]. Myds eri kannoilla voi olla eroja lammdnkestavyydessa.

Esimerkiksi hetkellinen kuumennus voi aiheuttaa lampoaktivaatioilmion, jossa subletaalit
l[Ampadtilat voivat indusoida germinaatiota, mikd edesauttaa bakteerisolujen kasvua ja
toksiinituotantoa. Elintarviketeollisuudessa kylmaketjun katkeaminen voi luoda suotui-
sammat olosuhteet germinaatiota ja kasvua ajatellen, mik& suurentaa ruokamyrkytyksen
riskid. On siis erittdin tarkeaa, etta tallaiset tuotteet, kuten valmisruoat, sailytetaan aina

viileassa.

Organismien lammdnkestavyydessa kaytetaan useita erilaisia termeja. Esimerkiksi D-
arvolla kuvataan organismin lammonkestavyytta. Silla tarkoitetaan aikaa, joka kuluu tie-
tyssa lampdtilassa bakteeripopulaation 90 prosentin laajuiseen tuhoamiseen. TAma tar-
koittaa samaa kuin yhden kymmenlogaritmisen yksikdn laajuista tuhoutumista, ja usein
puhutaankin, kuinka monen 1D:n alenema populaatiossa on tapahtunut. Aiemmin mai-
nittu 6D malli voidaan siis myds ilmoittaa 6D:n alenemana. D-arvo pystytaan laskemaan

alla olevan kaavan mukaisesti. [1, s. 287].

t
D=——
loga —logh’
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jossa a=itibiden maara alussa, b=itididen maara kuumennusajan t jalkeen.

Mitd suurempi D-arvo, sita pidempi kuumennusaika tietyssa lampdtilassa tarvitaan.

2.4 Botulinumneurotoksiini

2.4.1 Rakenne ja toiminta

Botulinumneurotoksiinin molekyylirakenne koostuu raskaasta ja kevyesta ketjusta, jotka
ovat kiinni toisissaan disulfidisidoksella [1, s. 26—27]. Raskas ketju on kooltaan noin 100
kDa, ja sen tehtava on kiinnittyd synapsin membraanilla olevaan reseptoriin, jolloin kevyt
ketju paddsee kuroutumaan synapsin sisdan. Kevyt ketju on kooltaan noin puolet pie-
nempi raskaasta ketjusta, eli noin 50 kDa, ja on toksiinin varsinainen vaikuttava osa. Se
estaa asetyylikoliinin vapautumisen synapsista, mika estéaa hermoimpulssin kulun ai-
heuttaen velttohalvauksen. Kevyt ketju pilkkoo asetyylivesikkeleitd, jonka sisdssa ase-
tyylikoliini kulkeutuu, ja sulautuu synapsin membraaniin. Vesikkelien kulkeutumiseen
osallistuu kolme eri SNARE-proteiinia: SNAP-25, synaptobreviini ja syntaksiini. Botu-
linumneurotoksiinityyppien luokittelu perustuu juuri ndiden proteiinien estamiseen tyyp-
pinsd mukaisesti. [1, s. 27]. Toksiinia vapautuu C. botulinum -kasvuston logaritmisen
kasvunsa loppuvaiheessa ja mahdollisesti myds solun hajoamisessa [1, s. 26]. Botu-
linumneurotoksiini on maailman vahvin luonnollinen myrkky, ja niinkin pieni maara kuin

30 ng toksiinia voi mahdollisesti johtaa kuolemaan [2, s. 556].

2.4.2 Toksiinin kayttd kauneudessa ja laakehoidossa

Botulinumneurotoksiinin yleinen kauppanimi on botox, joka on puhdistettua ja vahvasti
laimennettua toksiinityyppia A [8]. Toksiinin kyky halvaannuttaa lihaksia hyédynnetaan
kosmeettisissa toimenpiteissa, usein kasvojen ryppyjen havittamiseen. Botoxia kayte-
tddn myds joissain muissakin kliinisissa toimenpiteissa, kuten kainaloiden liikahikoilun

hoitoon ja virtsarakon toimintahairididen hoitoon tietyissa tapauksissa [9].
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2.5 Botulismi

2.5.1 Botulismin eri muodot ja oireet

Botulismia esiintyy eri muodoissa, joista ehk& tunnetuin on klassinen botulismi, eli ruo-
kamyrkytysbotulismi. Muita muotoja ovat haavabotulismi, imevaisian botulismi, aikuisian
infektiivinen botulismi, inhalaatiobotulismi ja iatrogeeninen botulismi [1, s. 29]. Ruoka-
myrkytysbotulismi aiheutuu siitd, kun henkild on sydnyt botulinumneurotoksiinilla konta-
minoitunutta ruokaa. Botulismin itdmisaika on noin 12—72 tuntia ja sen vaihteluvali 2—-14
tuntia. Botulismille tyypillisia neurologisia oireita ovat pupillien laajentuminen, kaksois-
naky, suun kuivuminen ja lihashalvaus, jonka vuoksi nieleminen ja puhuminen vaikeutuu
ja raajat veltostuvat. Myds pahoinvointia, oksentelua, vasymysté ja turvotusta voi esiin-
tya [8]. Taudin edetesséa hengityselimet ja pallea paralysoituvat, mika hoitamattomana
johtaa kuolemaan. Botulismiin ei yleensa liity kuumeilua tai tajunnan menetysta [1, s.
29].

Imevaisian botulismia esiintyy alle 1-vuotiailla, ja se on suolistoperéinen intoksikaatio.
Nain nuorella lapsella ei usein ole kilpailevaa suolistobakteerikasvustoa, jolloin C. botu-
linum -itiét voivat saada suotuisat olosuhteet germinaatiolle ja nain mahdollistaa itididen
lisdantymisen ja toksiinituotannon. Itididen l&hteita ovat muun muassa hunaja ja ympa-

riston poly, mutta usein niiden lahde jaa epaselvéaksi [10, s. 9].

Haavabotulismissa bakteeri kulkeutuu avohaavaan, jonka hapettomat olosuhteen mah-
dollistavat ition geminaation. Bakteerit paasevat elimistdodn esimerkiksi likaisen neulan

valityksella. Haavabotulismia tavataankin usein ruiskuhuumeiden kayttajilla. [10, s. 9].

Aikuisian infektiivinen botulismi muistuttaa imevaisian botulismia ja on harvinainen. Sii-
nakin itiot paasevat lisdantymaan ja germinoitumaan suolistossa. Aikuisian infektiivinen
botulismi usein aiheutuu pitkaaikaisesta antimikrobild&kehoidosta [1, s. 30] tai suolisto-

leikkauksesta [10, s. 10], jotka hairitsevat suoliston normaalia kasvustoa.

Inhalaatiobotulismi on myds erittdin harvinainen botulismin muoto, jota on tavattu biolo-
gisten aseiden kehittelyn yhteydessé. Inhalaatiobotulismissa toksiinia paasee suoraan

elimistodon keuhkojen kautta [1, s. 30]. latrogeeninen botulismi on myds harvinainen
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mutta kuitenkin yleistymassa oleva botulismin muoto. Tallainen botulismi saa usein al-
kunsa terapeuttisen tai kosmeettisen botulinumneurotoksiinihoidon yliannostuksesta
[10, s. 10].

2.5.2 Yleisyys, hoito, ehkaisy

Botulismi on melko harvinainen sairaus [8]. Suomessa yksittéisilla ihmisilla todettua bo-
tulismia on ilmennyt vuosina 1999, 2006, 2009 ja 2011 [11]. Elaimilla Suomessa on to-
dettu botulismia ainakin vuosina 2002, jolloin suuri maara tarhattuja sinikettuja kuoli pi-
laantuneen rehun vuoksi [12]. C. botulinum -ryhman | aiheuttamat ruokamyrkytystapauk-
set on usein linkitetty sailykeruokiin, kun taas ryhman Il aiheuttamat ruokamyrkytysta-
paukset on usein linkitetty kalaruokiin [2, s. 557]. Euroopassa aiheutuneet epidemiat ovat
usein liittyneet ryhman Il tuottamaan toksiinityyppiin B, ja myrkytys on usein saatu sa-
vustetusta ja kuivatetusta kalasta seka sailykevihanneksista [2, s. 557].

Mita nopeammin botulismiin sairastunut henkilé p&asee hoitoon, sitd parempi todenné-
koisyys on selviytyd myrkytyksesta. Botulismin alkuoireet voivat usein muistuttaa muita
sairauksia, jolloin sairaus voidaan aluksi diagnosoida vaarin, ja ndin sairaus jatkaa pa-
henemistaan. Botulismia hoidetaan antitoksiinilla, ja jalkihoitoon usein liittyy fyysinen
kuntoutuminen, joka voi kestaa useista viikoista useisiin kuukausiin. Antibiootteja ei tar-
vita, muulloin kuin haavabotulismissa. Botulismia vastaan on olemassa rokote, mutta se

ei ole yleisesti kaytossa, silla sen tehokkuudesta ei ole tarpeeksi tietoa. [8].

Botulismi diagnosoidaan osoittamalla botulinumneurotoksiini potilasnaytteesta, joka voi
olla seerumi, uloste tai haavaerite, seka epaillyista toksiinin lahteista [13]. Botulinum-
neurotoksiini pystytddn maarittamaan erilaisilla menetelmilla, mutta ainoa standardisoitu
menetelma toksiinin maarittamiseen perustuu menetelméaéan, jossa tehdaan eldainkokeita
hiirilla [14, s. 9].

Ruokamyrkytyksen aiheuttaman botulismin ehk&isyyn hygieenisyys ja ruoan oikeaoppi-
nen prosessointi ovat olennaisia tekijoita. Tyypillisimmat kuumennuskasittelyt itididen tu-
hoamiseen ovat niin kutsutut 12D- ja 6D-kasittelyt, jotka tuhoavat 102 ja 108 iti6ta.12D-

kasittelya kaytetdaan usein sailykeruoissa ja 6D-kasittelyd kaytetaan usein kylmassa sai-
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lytettaville valmisruoille. Itididen lisdksi my®s botulinumneurotoksiini voidaan tuhota kuu-
mentamalla. On myds huolehdittava, ettei elintarvikkeen kylméketju paase katkeamaan,
silla se voi aktivoida C. botulinum itididen germinaation, mika voi johtaa botulinumneuro-
toksiinin tuotantoon. Toksiinin tuotannon estéamiseen voidaan kayttaa myds muita kei-
noja, kuten nostamalla elintarvikkeen happamuutta tai suolapitoisuutta, ja lisddmalla nit-
riittia. [1, s. 32].

3 Kokeellinen osuus

C. botulinum ryhman II itididen kuumennuskokeet tehtiin ajanjaksolla 18.2.-5.4.2019.
Tarkoituksena oli tutkia valittujen kantojen lammdnkestavyytta valituissa lampdtiloissa
seka lysotsyymin vaikutusta itidihin kuumennuskokeilla ja MPN-menetelmaéa hyodyn-

taen. Liséksi haluttiin tutkia kantojen valista eroa.

3.1 Naytteiden valmistus ja kuumennus

Kaikissa kuumennuskokeissa naytteind toimi kantakohtainen itiosuspensio. Jokaista
naytetta kohden tehtiin kolme rinnakkaisnaytetta niin sanotuille pre- ja post-putkille, joihin
itibsuspensio laimennettiin 1:10 TPGY:hyn. TPGY:n koostumus l6ytyy liitteista (liite 1).
Post-putkia pidettiin viileana jaissa ennen ja jalkeen kuumennuksen itididen germinaa-
tion valttamiseksi. Post-putket kuumennettiin 75-90 °C:ssa vesihauteessa halutun ajan
kokeesta riippuen. Pre-putket jatettin odottamaan anaerobikaappiin kuumennuksen
ajaksi. Naissa kokeissa kaytettiin kahta erimallista Don Whitley Scientificin anaerobi-
kaappia: MG500 ja MG1000, molemmat ilmalukoilla, ja niiden kaasukoostumus oli 85 %
typped, 10 % hiilidioksidia ja 5 % vetyd. Post-naytteiden lampdtilaa seurattiin Ther-
mocouple ThermaData® Loggers type K (ETI Itd.) -mallisella [ampdtilaloggerilla, jonka
anturit olivat inokuloimattomissa TPGY :ta sisaltavissa koeputkissa. Ennen kuumennusta
nama koeputket jadhdytettiin vastaamaan post-putkien |Ampdtilaa, jotta kuumennuksen
seuraaminen olisi mahdollisimman todenmukainen. Kun putket laitettiin kuumavesihau-
teeseen ja lampdtila saavutti 65 °C, kaynnistettiin ajastin, johon oli asetettu haluttu kuu-

mennusaika. Kuumennuksen jalkeen post-naytteet shokkijaahdytettiin jadvesihauteessa
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lahelle O °C:tta. Lampdtilaloggerin tietoja hyodyntamalléa laskettiin toteutunut kuumen-
nusaika, jossa otettiin huomioon lampoékertyma. Lampdtilaloggerin data kasiteltiin sen

kayttdohjelmalla ThermaData® Studio Software.

Seuraavaksi pre- ja post-putkien naytteet laimennettiin 96-kuoppalevyille pipetoimalla 30
ul ndytetta 270 pl:aan elatusainetta ilman lysotsyymia. Jos kokeessa kaytettiin lysotsyy-
miad (50 mg/ml), se lisattiin ja laimennettiin elatusaineseen ennen sen pipetoimista kuop-
palevyille niin, ettd lysotsyymin loppupitoisuudeksi tuli 10 pg/ml. Kuoppalevyn ensimmai-
sen rivin laimennos on pre-naytteilla 102 ja post-naytteilla 101, mik& on otettava huomioon
MPN-laskuissa. Jos kokeessa kaytettiin lysotsyymia, sita lisattiin viela post-putkiin lai-
mentamalla lysotsyymi ensin 1:50 TPGY:hyn, ja tata laimennosta pipetoitiin 48 pl post-
putkiin. Kuoppalevyt, jatettiin anaerobikaappiin inkuboitumaan vahintaan kahdeksi pai-

vaksi 30 °C:n lampdtilaan ennen tulosten tarkastelua.

3.2 MPN-menetelma

MPN-menetelma on erityisesti elintarviketeollisuudessa suosittu menetelma [15], jonka
avulla arvioidaan bakteerien maara naytteessa. Kasvun havaitseminen tapahtuu visuaa-
lisesti; esimerkiksi ndissé kokeissa samea véri tarkoitti kasvua ja kirkas vari tarkoitti, ettei
kasvua ollut. Yhdestéa naytteesta yleisimmin tehdaan joko kolme, viisi tai jopa kymmenen
rinnakkaislaimennussarjaa. Laimennosten antamien tulosten perusteella saadaan niin
sanottu MPN-luku, jonka avulla katsotaan MPN-taulukosta lukuarvo, joka kertoo kaikkein

todennakdisimman bakteerien lukuméaaran yhdessa millilitrassa.

Tassa tydssa kaytettiin kolmen rinnakkaislaimennussarjan MPN-menetelm&a, ja siten
my6s MPN-luku koostuu kolmesta numerosta. Numerot katsotaan laimennossarjan siitéa
kohdasta, missa itiot tuhoutuvat (kuva 2). Menetelma ei toimi tai ei ole luotettava, jos
kaikki laimennokset ovat positiivisia. Numerot voivat olla 0-3, riippuen positiivisten ja ne-
gatiivisten tulosten maarasta. Tassa tydssa kaytetty MPN-taulukko [15] kayttaa 95 %:n

luottamustasoa.

Menetelma olettaa, ettd naytteen organismit ovat jakautuneet taydellisen tasaisesti, mika

todellisuudessa on mahdotonta. Menetelmd myo6s olettaa, ettd yhdenkin organismin

metropolia.fi WM etropolia



10

lasna ollessa naytteessa nakyy kasvua. Menetelma ei kuitenkaan ota huomioon mah-

dollista kontaminaatiota. MPN-menetelman sopii erityisesti pieniin pitoisuuksiin ja onkin

niissa sensitiivisempi vaihtoehto suoraan petrimaljoista laskemiselle. [16].

m/\,/\, N

|-
®
©
®

+

/\i

Positiivisten naytteiden

} Elatusaine + nayte.

maara.

Kuva 2. MPN-luvun méarittdminen laimennossarjasta.

4 Tulokset

Tata opinnaytety6ta varten kuumennuskokeita tehtiin yhteensa 31, joista 17 on tehty

kannalla A ja 14 kannalla B. Kokeiden maara lampotilojen mukaan lajiteltuna nakyy ku-

vassa 3. Jokaista koetta kohden tehtiin kolme rinnakkaisnaytettd ja niiden keskiarvoa

kaytettiin havainnollistamaan tuloksia kuvissa 4-16. Todellisuudessa naitd kuumennus-

kokeita on jo tehty aiemmin tassé projektissa ja niiden tekeminen jatkuu tdaméan opinnay-

tetyon jalkeenkin, mutta naissé tulosten tarkastelussa keskitytdan vain tata opinnayte-

tyota varten tehtyihin kokeisiin. Naita tuloksia tullaan hyddyntamaan tassa tutkimushank-

keessa.
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Naissa tuloksissa puhutaan toisinaan itididen tuhoutumisesta, vaikka todellisuudessa ne
voivat olla vain inaktivoituneita. Kuumennus on voinut inaktivoida itididen germinaatio-
mekanismin, jolloin itid ei pysty germinoitumaan ja muuttumaan takaisin toksiinia tuotta-
vaksi vegetatiivisoluksi, ellei jokin, kuten lysotsyymi, korvaa inaktivoitunutta germinaatio-
mekanismia. Sitd, onko kuumennus esimerkiksi aiheuttanut vaurioita ition rakenteessa,
vai onko sen germinaatiomekanismi inaktivoitunut, ei voida paatella naista tuloksista.
Niista kuitenkin n&hdaan, miten lysotsyymi on vaikuttanut itididen lammdonkestavyyteen

ja miten eriasteiset ja -pituiset kuumennukset vaikuttavat itiopopulaation tuhoutumiseen.

= =
(%) o N

Kuumennuskokeiden maara
[e)]

90

Lampotila (°C)

= Kanta A = Kanta B

Kuva 3. Kuumennuskokeiden maara esitettynd lampdtiloittain ja kannoittain.

Kuten jo mainittiin, lysotsyymin vaikutus lammdnkestavyyteen on selvasti havaittavissa
kaikissa kokeissa, joihin lysotsyymia lisattiin. Vaikutuksen huomaa vertaamalla keske-
naan kuumennuskokeita ilman lysotsyymié ja lysotsyymin kanssa. Lysotsyymin lasna
ollessa itididen inaktivoitumiseen vaaditaan samassa lampotilassa pidempia aikoja ver-
rattuna tilanteeseen, jossa lysotsyymia ei ole. Esimerkiksi A-kannan 75 °C:n ja 56 mi-
nuutin kuumennus ilman lysotsyymia on inaktivoinut kaikki itiot, kun taas 449 minuutin
kuumennuksessa lysotsyymin kanssa melkein puolet lahtGpopulaatiosta on selviytynyt
(kuva 4).
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75 °C, kanta A
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Kuva 4. A-kannan tulokset lampétilassa 75 °C.

Kannalla B tehtiin vain kaksi kuumennusta 75 °C:n lampétilassa (kuva 5) ja molemmissa

kokeissa kaytettiin lysotsyymid. Naista toisessa 203 minuutin kuumennuksessa itidita

tuhoutui hieman alle puolet ja toisessa 449 minuutin kuumennuksessa tuhoutui hieman

yli puolet itidista.

75 °C, kanta B

W Pre lz+ mPostlz+

10

8,75

7,18

Itididen méaara (Log,,)

203
Kuumennusaika (min)

Kuva 5. Kannan B tulokset lampétilassa 75 °C.

449

Nayttaisi siltd, ettd molemmissa kannoissa itididen tuhoutuminen on ollut saman suu-

ruista 449 minuutin kuumennuksissa lysotsyymin kanssa eika siten huomattavaa eroa-

vaisuutta kantojen valilla nay tassa vaiheessa (kuva 6).

Voisi my0s olettaa, etta 75 °C:ssa
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vaadittaisiin molemmissa kannoissa runsaasti pidemmat kuumennusajat lysotsyymin

kanssa, jotta kaikki itiot tuhoutuisivat.

75 °C, tuhoutuneet itiot

B A-kanta  EB-kanta [JA-kanta, koko populaatio tuhoutunut

i 3 6,93

w6 5,28 5,53
£ 4,60

c 5

(]

5 4 288 3,18

0 —3

2 &2 I

o a1

o ~—

2 0

5 19 56 29 449 203 449
2

=}

o LZ- LZ- Lz+ LZ+ LZ+ LZ+
= Kuumennusajan pituus (min)

Kuva 6. Kantojen A ja B tuhoutuneiden itididen mé&ara lampdatilassa 75 °C.

Kanta A:n 78 °C:n tulokset nékyvat kuvassa 7. Yhdekséan minuutin kuumennus ilman
lysotsyymia ei aivan riittdnyt tuhoamaan kaikkia itiéta, kun taas 29 minuutin kuumennus
riitti tuhoamaan kaikki itiot. Molemmat 49 ja 97 minuutin kuumennukset lysotsyymin
kanssa aiheuttivat lahes saman suuruisen aleneman, vaikka kuumennusajan ero on mel-
kein kaksinkertainen. Tassakin vasta pisimmassa 242 minuutin kuumennuksessa on

huomattavaa eroa itididen tuhoutumisen maarassa.
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78 °C, kanta A
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Kuva 7. A-kannan tulokset lampdtilassa 78 °C.

Kannalla B tehtiin vain yksi kuumennus 78 °C:ssa (kuva 8), eiké se ole juurikaan vertail-
tavissa minkéaan A-kannan kokeen kanssa, joten kantojen valista eroa on vaikea havaita.

Siita kuitenkin myds nahdaén lysotsyymin vaikutus itididen lammaonkestavyyteen.

78 °C, kanta B

M Pre lz+ M Postlz+

7,38

Itididen maara (Log,,)
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162
Kuumennusaika (min)

Kuva 8. Kannan B tulokset lampétilassa 78 °C.

78 °C:n lampdtilassa tehdyissa kokeissa tuhoutuminen on ollut hieman korkeampaa kuin
75 °C:ssa. Esimerkiksi 75 °C:n l[ampétilan ja 19 minuutin kuumennus ilman lysotsyymia

on inaktivoinut l&htopopulaatiosta noin 4,60 logaritmisen yksikon verran itidita, kun jo
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kolmen asteen korkeammassa 78 °C:n ja 9 minuutin kuumennuksessa ilman lysotsyymia

on inaktivoinut lahtépopulaatiosta noin 6,22 logaritmisen yksikoén verran itiéita (kuva 9).

78 °C, tuhoutuneet itiot

B A-kanta  EB-kanta [JA-kanta, koko populaatio tuhoutunut

8 7,52
:G N
w7 622
Hyel
E 6 5,19
c
g ° 3,95
i) 4 3,36 3,35
2 =
= D.B' 3
g 9
5 =2
g 1
g 0
o 9 29 49 97 162 242
S
= Lz- Lz- Lz+ Lz+

LZ+ . . L7+ .
Kuumennusajan pituus (min)
Kuva 9. Kantojen A ja B tuhoutuneiden itididen maara lampétilassa 78 °C.

82 °C:n lampdtilassa tehdyissd A-kannan kokeissa (kuva 10) ilman lysotsyymia tuhou-
tuivat kaikki itiot 3 minuutin kuumennuksessa ja suurin osa 2 minuutin kokeessa. 2 mi-
nuutin kokeessa, jossa kaytettiin lysotsyymia, tuhoutui vain alle puolet itidista. Alle puolet
itidistd tuhoutui myds 10 minuutin kuumennuksessa ja hieman yli puolet 150 minuutin
kuumennuksessa. On melko huomattavaa, kuinka vain yhden minuutin lisddminen kuu-
mennusaikaan vaikuttaa itiopopulaation tuhoutumiseen ilman lysotsyymin lasnaoloa.
Sen sijaan lysotsyymin kanssa vaaditaan taas huomattavasti pidempi kuumennusaika,

jotta tuhoutumisen maarassa nahdaan selvaa eroa.
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82 °C, kanta A
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Kuva 10. A-kannan tulokset lampdtilassa 82 °C.
Kannan B tulosten (kuva 11) perusteella itiot ovat kestédneet paremmin [amp6& 82 °C:ssa
kuin kannan A itiét. TAma nakyy kuitenkin vain niissa tuloksissa, joissa ei ole lysotsyymia,

esimerkiksi kahden minuutin kuumennuksissa ilman lysotsyymid B-kannan itibpopulaa-

tiossa tapahtui noin 4,22:n vahenema, kun taas A-kannan itiissa tapahtui noin 5,78:n

vahenema.

82 °C, kanta B
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Kuva 11. B-kannan tulokset lampétilassa 82 °C.

Samanlaista eroa nahdaan myos kolmen minuutin kuumennuksissa. Toisaalta kahden

minuutin kuumennuksissa lysotsyymin kanssa B-kannan iti6itd on tuhoutunut hieman
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enemman seka 154 minuutin kuumennuksessa on tuhoutunut hieman enemman kuin A-

kannan 156 minuutin kuumennuksessa. Erot eivat kuitenkaan nayttaisi olevan suuria

(kuva 12).
82 °C tuhoutuneet itiot
W A-kanta  mB-kanta  [JA-kanta, koko populaatio tuhoutunut
8 7,24
= _
6o 7
S g 578
= 5,22
‘c 4,75 >,07
R 4,22
€4 369 3,73
c 2,90
L3 2,48 2,55
:0
c
o 1
o
20
2 2 2 3 9 156 2 2 3 4 21 154
>
2 Lz- LZ+ Lz- Lz+ Lz+ Lz- Lz+ Lz- Lz- Lz+ LZ+
=}
[

Kuumennusajan pituus (min)
Kuva 12. Kantojen A ja B tuhoutuneiden itididen maara lampétilassa 82 °C.
90 °C:ssa tehtiin kolme kuumennuskoetta kannalla A ja kaikki tehtiin lysotsyymin kanssa

(kuva 13). Kolmen minuutin kuumennuksessa suunnilleen puolet itidista tuhoutui, ja 25

minuutin tuloksissa taas reilusti yli puolet itidista tuhoutui.
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90 °C, kanta A
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Kuva 13. A-kannan tulokset lampdtilassa 90 °C.

B-kannan 90 °C:n kuumennuksissa ilman lysotsyymia (kuva 14) tuhoutuivat kaikki itiot 2
ja 3 minuutissa. Lysotsyymin kanssa 1 ja 3 minuutin kuumennuksissa noin puolet itidista

tuhoutui. 24 minuutin kuumennuksessa lysotsyymin kanssa tuhoutuivat lahes kaikki iti6t.

90 °C, kanta B
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Kuva 14. B-kannan tulokset lampdtilassa 90 °C.

Kun tarkastellaan kantojen eroja kuvaajasta 15, huomataan, etta kannan B iti6ita on tu-
houtunut enemman kuin A-kannan itigita, esimerkiksi ynden minuutin kuumennuksissa
lysotsyymin kanssa B-kannan itidita on tuhoutunut yhden logaritmisen yksikon verran
enemman kuin A-kannan itiditd, ja suunnilleen saman verran on tuhoutunut B-kannan 24
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minuutin kuumennuksessa verrattaessa A-kannan 25 minuutin kuumennukseen. Toi-

saalta molempien kantojen kolmen minuutin kuumennuksissa ei nay paljon eroa.

90 °C, tuhoutuneet itiot
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Kuva 15. Kantojen A ja B tuhoutuneiden itididen maara lampdtilassa 90 °C.

Bakteeripopulaation seka bakteeri-itibpopulaation tuhoutumista kuvataan usein lampo-
tuhoutumiskuvaajalla (kuva 16). Joissain lampo6tuhoutumiskayrissa, etenkin Itiopopulaa-
tioiden lampdtuhoutumisessa, voidaan huomata niin sanottu tailing-efekti, jolla tarkoite-
taan sitd, etta pieni osa itidista ovat huomattavasti kestdvampia kuin suurin osa popu-
laatiosta ja ndin lampdtuhoutuminen alkaa hidastua ja kdyrdén muodostuu "hantad” [1, s.
288]. Lisaksi joissain kuvaajissa voidaan havaita niin sanottu "hartia”, jos on tarpeeksi
mittauspisteita. Talla ilmiolla tarkoitetaan viivevaihetta ennen tuhoutumisen alkua, ja se
nakyy tuhoutumiskayran alussa lyhyena patkéna, jossa tuhoutumista ei tapahdu lain-
kaan. Koska néissé kokeissa mittauspisteité on niin vahan, lampdétilatuhoutumiskayrien

sijaan tuhoutuminen on esitetty pylvasdiagrammein.
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Lampotuhoutumiskuvaaja, 82°C kanta B lysotsyymin
kanssa
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Kuva 16. Lamp6tuhoutumiskuvaaja lampdtilassa 82 °C, kanta B lysotsyymin kanssa. Kayrassa ei
nay hartiaa. Kuvaajan loppupaan pisteista kuitenkin erottuu "hanta”.

5 Yhteenveto tuloksista ja pohdintaa

Yleisesti tuloksista voidaan todeta, etta pidemmissa kuumennuksissa ja korkeammissa
lampotiloissa tuhoutuminen on tehokkaampaa molemmilla kannoilla, mik& oli odotetta-
vissa. Matalimmissa lampdtiloissa vaaditaan huomattavasti pidemmat kuumennusajat,
jotta saavutettaisiin suunnilleen samansuuruisen tuhoutumisen kuin korkeammissa lam-
potiloissa. Esimerkiksi 75 °C:n B-kannan 203 minuutin kuumennus lysotsyymin kanssa
inaktivoi itibita lahtdpopulaatiosta 3,18 logaritmisen yksikdn verran ja 82 °C:n lampoti-
lassa noin sama maara itidita inaktivoituu 21 minuutissa ja 90 °C:ssa riittdéd noin yksi

minuultti.

Kantojen valilla ei nay dramaattista eroa naiden tulosten perusteella. 82 °C:n lampdtilan
tuloksissa nayttaisi silta, ettd B-kanta sietdd paremmin lAmpda kuin kanta A, ainakin il-
man lysotsyymia. Mutta 90 °C:ssa nayttaisi silta, ettd A-kanta sietdisi paremmin kuu-
muutta kuin B-kanta. Mutta koska 90 °C on jo paljon korkeampi [Ampdtila kuin 82 °C,
naiden havaintojen puitteissa voisi olettaa, ettd kanta A sietdd paremmin korkeampia

lampdtiloja kuin B-kanta ja vastaavasti kanta B sietdd paremmin alempia lampdtiloja.
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Nama tulokset ovat lahinna suuntaa antavia. Jotta saataisiin vahvempia perusteita paa-
telmiin, tarvittaisiin enemman mittauspisteitd. Lisaksi on hyva huomioida itibnaytteiden
pitoisuus, joka saattaa vaihdella. Todellisuudessa kuumennuskokeita on enemman ja
niité tehdaén viela lisaa, joten todennéakdisesti naista tuloksista voidaan tehdd enemman

paatelmia, kun kaikki tarvittava data on koottu yhteen.
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Liite 1

1 (1)

TPGY:n koostumus

50 g/l tryptonia (Becton, Dickinson and Company, Sparks, USA)

5 g/l peptonia (Becton, Dickinson and Company, Sparks, USA)

20 g/l hiivaa (Becton, Dickinson and Company, Sparks, USA)

4 g/l glukoosia (VWR chemicals, Leuven, Belgia)

1 g /I natriumtioglykolaattia (Merck KGaA, Darmstadt, Saksa)
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