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Elintarvikeala on muuttunut kasvipohjaisten elintarvikkeiden lisaantyneen kulutuksen myo6ta.
Markkinoilla on kasvava maara erilaisia lihaa ja elainperaisia elintarvikkeita korvaavia
valmisteita. Alan koulutussisaltd on kuitenkin siita huolimatta pysynyt pitkdan melko samana.
Taman opinnaytetyon toimeksiantajan, European Qualifications & Competences for the
Vegan Food Industry (EQVEGAN) -hankkeen, tarkoitus onkin parantaa ja paivittaa
elintarvikealan koulutusta vastaamaan tata kehityssuuntausta.

Vaikka Listeria monocytogenes on yksi tunnetuimmista ruokamyrkytyksia aiheuttavista
bakteereista, tietoa sen lisaantymisesta kasviproteiinivalmisteissa on vaikeasti saatavilla. L.
monocytogeneksen aiheuttamia epidemioita ei ilmene usein, mutta sen aiheuttama
taudinkuva voi kuitenkin olla riskiryhmiin kuuluville hengenvaarallinen. Tama tekee sen
valvonnasta erityisen tarkeaa. Tutkimustavoitteena tassa tyossa olikin selvittaa, pystyyko L.
monocytogenes kasvamaan kasviproteiinivalmisteessa, seka millaisia vaikutuksia eri
sailytyslampatiloilla ja -ajoilla on bakteerikasvuun.

Tutkittavana naytteena tyossa kaytettiin herneproteiinipohjaista kasvismakkaraa. Mikrobia
siirrostettiin naytteiden sisalle kahtena eri pitoisuutena, minka jalkeen ne pakattiin
vakuumipakkauksiin. Naytteita sailytettiin 1, 3 ja 6 vuorokautta kahdessa eri lampdtilassa:
+3,0—4,5 °C ja +5,5-7,5 °C. Jokaisesta naytteesta tehtiin kolme rinnakkaisnaytetta seka
nollanaytteet, jotka toimivat referenssina. Yhteensa tyossa tutkittiin 42 makkaranaytetta.

Taman opinnaytetyon tulokset osoittavat, etta L. monocytogenes pystyy lisaantymaan
herneproteiinipohjaisessa kasvismakkarassa. Bakteerikasvu on myos mahdollista Iampétilan
ollessa alhainen, vaikkakin sen noustessa myos bakteerien kasvu kiihtyy. Ensimmaisen
paivan jalkeen bakteerikasvu tuotteessa oli maltillisempaa, mutta kolmannen paivan jalkeen
kasvussa tapahtui selkea muutos etenkin lampétilan ollessa korkeampi. Saaduista tuloksista
voidaan siis paatella, etta pienikin muutos lampdtilassa tai sailytysajassa voi heikentaa tai
parantaa elintarvikkeen mikrobiologista laatua, ja siten pidentaa tai lyhentaa tuotteen
sailymisaikaa. Oikeanlaisilla sailytysolosuhteiden noudattamisella voidaan merkittavasti
vahentaa elintarvikkeista saatavia ruokamyrkytystapauksia.

" Asiasanat: Listeria monocytogenes, kasviproteiinivalmisteet, elintarviketurvallisuus
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Food industry has changed because of the increased consumption of plant-based food.
There is an increasing number of different products replacing meat and animal-based
products in the market. However, the education content has been the same. The thesis was
part of the European Qualifications & Competences for the Vegan Food Industry
(EQVEGAN) project, which aims to improve and update the food industry education.

Listeria monocytogenes is one of the most well-known bacteria causing food poisoning.
However, research results about its growth in plant-based protein products can be
challenging to detect. Listeriosis, disease caused by L. monocytogenes, can be dangerous to
people in risk groups. This makes its control important. The aim of the thesis was to
investigate if L. monocytogenes can grow in plant-based meat product. The other aim was to
research the effects of different storage temperatures and times on bacterial growth.

Pea-based sausages were used as samples in the research. Microbes were inoculated inside
the sausages in two different concentrations. After this, they were packed in vacuum. The
samples were stored for 1, 3 and 6 days at two different temperatures: +3,0-4,5°C and +5,5—
7,5 °C. Three parallel samples were made from each sample as well as blank samples,
which functioned as a reference. In total, 42 sausage samples were analyzed.

The results of the research show that L. monocytogenes is capable to grow in pea protein-
based sausage. Bacterial growth is also possible in low temperatures. During the first days,
bacterial growth was more slow, but after the third day a clear change can be seen.
Especially when the temperature was higher. From the obtained results can be concluded
that even a small change in temperature or storage time can affect the microbiological quality
of the food product. By following the right storage conditions, cases of food poisoning can be
reduced.

" Keywords: Listeria monocytogenes, plant protein products, food safety
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Kaytetyt termit ja lyhenteet

Agar

Autoklavointi

aw=-arvo

Biofilmi

Dataloggeri
Inkubointi
MRD

pmy
Psykotrofinen
TSA

TSB

Polysakkaridi, jota kaytetaan jahmettamaan nestemaisia elatusai-

neita. Valmistetaan ruskolevista.
Sterilointi.

Veden aktiivisuuden arvo. Veden maara, joka on mikrobien kaytetta-

vissa. Vaihtelee valilla 0-1.

Koostuu mikrobeista ja niiden tuottamasta suojaavasta limakerrok-

sesta johonkin pintaan kiinnittyneena.

Tiedonkeruulaite. Mitattu tieto tallentuu laitteen sisaiseen muistiin.
Valvotuissa ja saadellyissa olosuhteissa tehty mikrobien kasvatus.
Maximum Recovery Diluent. Laimennusliuos.

Pesakkeen muodostava yksikko.

Kylmaa sietava.

Tryptone Soy Agar.

Tryptone Soy Broth.



1 JOHDANTO JA TYON TAVOITTEET

Kasvipohjaisten elintarvikkeiden suosio on kasvanut, eika laantumisen merkkeja ole viela ha-
vaittavissa. Monet yritykset ovatkin lahteneet mukaan tahan kehityssuuntaukseen tuomalla
markkinoille uusia vaihtoehtoisia elintarvikkeita elainperaisille tuotteille. Sen sijaan alan kou-

lutus ja opetussisaltd on pysynyt pitkdan melko samana.

Taman opinnaytetydn toimeksiantajan European Qualifications & Competences for the Ve-
gan Food Industry (i.a.) (EQVEGAN) -hankkeen tarkoituksena onkin kehittaa elintarvikealan
koulutussisaltdéa vastaamaan kasvipohjaisten elintarvikkeiden kasvavaa kysyntaa. Koulutus-
sisallon paivittamisella lisataan alan opiskelijoiden tietdmysta seka osaamista kasviperaisiin
elintarvikkeisiin liittyen. Hankkeessa on mukana useita oppilaitoksia, yhteensa 11 eri maasta
Seinajoen ammattikorkeakoulu mukaan lukien. Materiaalia tahan hankkeeseen liittyen tuote-

taan seitsemalla eri kielella.

Vaikka Listeria monocytogenes on yksi tunnetuimmista ruokamyrkytyksia aiheuttavista elin-
tarvikevalitteisista bakteereista, tutkimuksia sen kasvusta kasviproteiinivalmisteissa ei ole
yhta helposti saatavilla verrattuna esimerkiksi elainperaisiin elintarvikkeisiin. Tutkimuksia on
ainakin tehty kayttaen naytteina tofua seka tempea. Liun ym. (2010) tutkimuksessa selvitettiin
L. monocytogeneksen kasvua kolmessa erilaisessa tofuvalmisteessa. Ashenafi (1991) sen
sijaan tutki L. monocytogeneksen kasvua tempessa. Molemmat tutkimukset osoittivat L. mo-
nocytogeneksen olevan riski ihmisten terveydelle kontaminoidessaan tutkimuksissa kaytet-
tyja kasviproteiinivalmisteita. Tofu ja tempe ovat esimerkkeja vanhimmista kasvipohjaisista
proteiinivalmisteista (Sudo Foods, 2023), joiden jalkeen markkinoille on kuitenkin tullut paljon

muita vaihtoehtoja.

Ruokamyrkytyksen mahdollinen riski naissa uudemmissa kasvipohjaisissa elintarvikkeissa ei
valttamatta ole viela hyvin tiedossa. Tavoitteena tassa opinnaytetydssa olikin tutkia, pystyyko
L. monocytogenes kasvamaan kasviproteiinista valmistetussa makkarassa. Lisaksi tutkimus-
tavoitteena oli selvittaa, millaisia vaikutuksia eri lampdatiloilla ja sailytysajoilla on bakteerikas-
vuun. Aihetta kasitellaan aluksi tyohon liittyvan teoriataustan kautta, minka jalkeen perehdy-

taan menetelmakuvaukseen, kaytannon osuuden toteutukseen seka tutkimustuloksiin.



2 KASVIPROTEIINIVALMISTE

Kasvikunnan tuotteista saatavia valkuaisaineita kutsutaan kasviproteiineiksi. Tallaisia ovat
muun muassa linssit, pavut, herneet, siemenet seka pahkinat (Terveyskirjasto, 2020). Kasvi-
proteiinivalmisteet ovat elintarvikkeita, jotka on valmistettu jostakin kasviproteiinista tarkoituk-

sena esimerkiksi korvata vastaava elainperainen elintarvike.

Erilaisten kasviproteiinivalmisteiden suosio on kasvanut viimeisten vuosien aikana. Tama na-
kyy muun muassa markkinoiden kasvaneessa kasvipohjaisten elintarvikkeiden valikoimassa.
Osa naista valmisteista jaljittelee hyvin paljon vastaavaa elainperaista elintarviketta. Pienim-
mistakin paivittaistavarakaupoista on saatavilla vahintadan yhta vaihtoehtoa: kasvipohjainen
korvike jauhelihalle tai kanalle, kasvikunnan tuotteista valmistettuja leikkeleita ja juuston kor-
vikkeita seka erilaisia makkaroita. Naiden tuotteiden kasvaneeseen kulutukseen vaikuttavat

esimerkiksi ymparistolliset, terveydelliset seka elainten oikeuksiin liittyvat tekijat.

Yksinomaan kasviproteiinivalmisteiden ja vaihtoehtoisten proteiinien kulutuksesta ja sen
muutoksesta Suomessa oli hankalaa |6ytaa tietoa. S-ryhman (2022) vuosiraportista kay kui-
tenkin ilmi, ettd vuosien 2021-2022 aikana kasvipohjaisten elintarvikkeiden kulutus kokonai-
suudessaan on ollut 59 % kaikesta myydysta ruoasta. Myos lihansydnnin lopettaneiden maa-
rassa on nakynyt selkeaa muutosta. Johanna Lehdon (2018) kirjoittama artikkeli, joka on kir-
joitettu Tilastokeskuksen aineiston pohjalta, kuvaa lihansyonnin lopettaneiden maaran muu-
tosta vuosien 2012 ja 2016 valilla. Kaikissa ikaryhmissa yli 75-vuotiaita lukuun ottamatta lihaa
syovien maara on vahentynyt. Nama eivat tietenkdan automaattisesti kerro kasviproteiinival-
misteiden lisaantyneesta kulutuksesta, mutta antavat viitteita siihen, etta liha korvataan kasvi-

pohjaisilla proteiininlahteilla entista useammin.

L. monocytogeneksen riski erityisesti tietyissa elainperaisissa elintarvikkeissa on yleisesti
melko hyvin tiedossa. Sen sijaan bakteerin kasvua kasviproteiinivalmisteissa on tutkittu va-
hemman. Wildin ym. (2014) mukaan kasviproteiinivalmisteiden lahella neutraalia oleva pH
seka korkea proteiini- ja kosteuspitoisuus tekevat tuotteista kuitenkin helposti pilaantuvia. Si-
ten L. monocytogeneksen tai muidenkaan ruokamyrkytyksia aiheuttavien bakteerien mahdol-

lisuutta kasviproteiineista valmistetuissa elintarvikkeissa ei saa unohtaa.

Suomessa Paulig (2020) on aikaisemmin tiedottanut kahdesta tapauksesta, jossa kasviprote-

iinivalmisteesta on 16ytynyt L. monocytogenestd. Molemmat tapaukset ovat olleet



Gold&Green Foodsin valmistamissa Nyhtokaura® -valmisteissa. Tuotteet oli valmistettu sa-

malla tuotantolinjastolla ja tapaukset havaittiin yrityksen omavalvonnassa.

NyKyisin kasviproteiinivalmisteissa on yleistynyt herneen kaytto proteiininlahteena. Etuna
tassa on sopivuus monille kuluttajille. Soija on ollut paljon kaytetty, mutta yleisena allergee-
nina sen kaytto rajaa sille allergiset henkilot pois asiakasryhmasta. Allergia-, iho- ja astma-
liitto ry:n (i.a.) mukaan herne kuuluu myos allergeeneihin, mutta aiheuttaa kuitenkin soijaa va-
hemman oireita. Tassa opinnaytetyossa kaytetty kasviproteiinivalmiste oli myods valmistettu
herneproteiinista. Hernepohjaiset kasvimakkarat oli tehty taman opinnaytetyon tavoin osana
EQVEGAN-hanketta. Kumpulaisen seka Wirtasen (sisainen tietolahde, 2022) laatimasta,
hankkeeseen liittyvasta esityksesta selviaa, etta makkarat valmistettiin kahdesta erillisesta
massasta, jotka jauhettiin erillaan ennen yhdistamista yhdeksi massaksi. Toinen massa koos-
tuu herneproteiinista, karrageenista, rapsioljysta seka konjakista (E425), kun taas toisen
massan raaka-aineita ovat muun muassa mausteet, hiivauute, metyyliselluloosa (E461) seka
rautaoksidi (E172). Kuorena makkaroissa kaytettiin Iapaisevaa selluloosakuorta. Oikeanlai-

sen rakenteen saamiseksi kypsennys on tehty korkeassa lampdtilassa.
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3 ELINTARVIKETURVALLISUUS

Suomessa elintarvikkeiden turvallisuutta ja laatua valvoo Ruokavirasto. Kunnallisella tasolla

turvallisuudesta ja laadunvalvonnasta vastaa kunnan elintarvikeviranomainen.

Elintarvikevalvonnan avulla valvotaan EU:n seka kansallisen lainsdadannon asettamien vaa-
timusten toteutumista tarkoituksena taata elintarvikkeiden riittavan hyva laatu seka turvalli-
suus. Elintarvikkeiden turvallisuus seka asetusten ja lakien noudattaminen on alan toimijoi-
den vastuulla. Ruokaviraston (2018) mukaan tata varten toimijoiden onkin laadittava omaval-
vontasuunnitelma, jonka riittavyyden seka toimivuuden viranomainen varmistaa. Viranomais-
ten tekemista elintarvikevalvonnan tarkastuksista laaditaan Oiva-jarjestelman mukainen tar-
kastuspoytakirja, jonka tiedot on myos annettava kuluttajien nahtavaksi (Ruokavirasto,
2022a).

Elintarviketurvallisuuteen liittyvien vaatimusten toteutumisessa, riskinhallinnassa seka toimin-
nan jatkuvassa kehittamisessa apuna voidaan hyoddyntaa ISO 22000 -standardia. Suomen
Standardisoimisliitto (SFS) (i.a.) kertoo, etta kyseisen standardin kayttdé on osoitus siita, etta
yritys noudattaa kansainvalisia kriteereita taaten kuluttajille laadukkaita ja turvallisia elintar-
vikkeita. Lisaksi standardin kaytto vaatii, etta paikallisia asetuksia ja lakeja noudatetaan. Kun
elintarvikkeiden tuottaja on sertifioinut toimintansa ISO 22000 -standardilla, on se takaus kan-

sainvalisten vaatimusten noudattamisesta.

Ruokaviraston (2021) mukaan vuosien 1975-2019 aikana elintarvikevalitteisia epidemioita on
kirjattu Suomessa 2183. Kyseisten vuosien aikana raportoitujen elintarvikevalitteisten epide-
mioiden maara on ollut melko vaihtelevaa (kuvio 1). Tarkastelujakson aikana arviointiperus-
teissa on tapahtunut muutoksia, joten tulokset eivat ole taysin vertailukelpoisia keskenaan.
Ruokamyrkytyksia aiheuttavia bakteereita on useita, mutta muutamia yleisimpia niista ovat
Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Salmonella spp seka Escherichia coli (Ruokavirasto
2022d). Elintarvikevalvonnasta huolimatta elintarvikevalitteisia epidemioita ei olla siis onnis-

tuttu taysin ehkaisemaan.
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Kuvio 1. Elintarvike- ja talousvesivalitteiset epidemiat vuosina 1975-2019 (Ruokavirasto,
2021).

Ruokavirasto (2022c) kertoo, etta listerian suhteen elintarvikevalvonnassa keskitytaan riskie-
lintarvikkeisiin lukeutuvien elintarvikkeiden valvontaan. Pelkka viranomaisvalvonta ei itses-
saan riita, vaan yrityksen omavalvonnan tulee olla toimintaan nahden riittava. Omavalvon-

taan tulee olla sisallytettyna myos riittdvan tihea ja edustava naytteiden otto.
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4 LISTERIA MONOCYTOGENES

Valimaan ym. (2014, s. 7) teoksesta selviaa, etta Listeria-suku koostuu useista eri lajeista,
mutta niista vain Listeria monocytogenes on patogeeninen eli tautia aiheuttava ihmisille. Sita
esiintyy kaikkialla ymparistdssa: maassa, vedessa, kasveissa, elainrehussa seka jopa ihmis-
ten ja elainten suolistoissa. Sen kasvuolosuhteet ovat vaihtelevat, joten lisaantyminen
useissa erilaisissa ymparistdissa on mahdollista. Seka anaerobiset, ettd aerobiset olosuhteet
ovat L. monocytogenekselle hyvia lisaantymisolosuhteita. Psykotrofisena eli kyImaa sieta-
vana bakteerina se voi myods kasvaa kylmissa olosuhteissa laajalla lampdtila-alueella: -0,4 °C
— +45 °C. Kasvun kannalta pH:n tulisi olla 4,4—-9,6, mutta optimaalinen pH-alue on kuitenkin
68 valilla. Korkealan (2007, s. 55) teoksesta selviaa, etta L. monocytogenes voi myos kas-
vaa korkeissakin suolapitoisuuksissa, jopa 10 %:n pitoisuuksissa. Mikali lampétila on alhai-
nen, korkeammissakin suolapitoisuuksissa sailyminen voi silti olla mahdollista. Minimi-aw-
arvo eli veden aktiivisuuden arvo kasvun kannalta on 0,92. Se voi kuitenkin sailyd myds ar-

von ollessa alhaisempi.

4.1 L. monocytogenes elintarvikkeissa

L. monocytogenes on yksi tunnetuimmista elintarvikevalitteisistd ruokamyrkytyksia aiheutta-
vista bakteereista. Korkeala (2007, s. 59) kirjoittaa, etta elintarvikkeisiin se voi tulla lihan tai
elainten tuottaman maidon kautta. Eldinten ulosteesta listeria voi myos kulkeutua maaperan
tai veden kautta esimerkiksi kaloihin seka vihanneksiin ja hedelmiin. Maaperasta se voi kul-

keutua my0s rehuihin, ja sitd kautta takaisin elaimeen ja sydmaamme elintarvikkeeseen.

Ruokavirasto (2022c) on tehnyt listauksen niista elintarvikkeista, joissa L. monocytogeneksen
lisdantyminen on todennakdisinta ja joissa listeriariski on korkeampi. Naita ovat pitkaan saily-
vat elintarvikkeet, joiden valmistusprosessissa bakteeri ei tuhoudu ja jotka voidaan nauttia il-
man kuumentamista. L. monocytogenes tuhoutuu pastorointilampdtilassa eli +72 °C:ssa.
Kasvaminen anaerobisissa olosuhteissa tarkoittaa sita, etta bakteeri voi sailya seka kasvaa
suojakaasupakattujen lisaksi tyhjiopakatuissa elintarvikkeissa. Esimerkiksi tyhjiopakatut graa-
visuolatut ja kylmasavustetut kalatuotteet lukeutuvat merkittavimpiin riskielintarvikkeisiin. Ris-
kielintarvikkeita ovat lisaksi pastéroimaton maito ja juustot, joiden valmistuksessa sita on kay-
tetty raaka-aineena. Sen lisaksi home- ja kittijuustot, vaikka ne olisikin valmistettu pasto-
roidusta maidosta, ovat myds riskielintarvikkeita. Kovissa juustoissa L. monocytogenes ei

pysty kasvamaan. Sellaisenaan syo6tavia elintarvikkeita, jotka eivat vaadi kuumennusta, ovat
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esimerkiksi valmislihapullat ja -pitsat, nakit sekd muut valmisruoat. Naiden elintarvikkeiden
listeriariski kasvaa, mikali niita ei kuumenneta bakteerin tuhoutumisen kannalta riittavan kuu-
maksi. Ruokaviraston mukaan (2022e) tyhjiopakatut, graavisuolatut seka kylmasavustetut ka-

latuotteet ovat todennakoisimpia tartunnanaiheuttajia.

L. monocytogeneksen kasvuolosuhteet maarittavat ne elintarvikkeet, joissa katsotaan, etta
bakteeri on kykeneva kasvamaan. Ruokaviraston ohjeesta (4095/04.02.00.01/2020/4) sel-
viaa, ettd nama maaraytyvat pH:n seka veden aktiivisuuden mukaan (aw). Kun pH on < 4 4 tai
aw <0,92 tuotteet luokitellaan sellaisiksi, joissa L. monocytogenes ei voi kasvaa. Se ei voi
myo6skaan kasvaa kun pH on <5,0 ja aw <0,94. Samaan ryhmaan kuuluvat alle 5 vuorokau-
den myyntiajan omaavat tuotteet seka pakastetut ja jaadytetyt tuotteet. Niissa katsotaan, etta
L. monocytogenes on kyvyton kasvamaan. Kasvaakseen L. monocytogenes tarvitsee siis
neutraalit, emaksiset tai lievasti happamat olosuhteet seka kaytettavissa olevaa vetta. Kui-
vissa elintarvikkeissa, kuten jauhoissa, pahkindissa tai kuivatuissa hedelmissa L. monocyto-
geneksen ei katsota voivan kasvaa, silla naissa elintarvikkeissa veden aktiivisuuden arvo on

riittdvan alhainen estamaan bakteerin kasvu.

Komission asetus elintarvikkeiden mikrobiologista vaatimuksista (N:o 2073/2005) maaraa
raja-arvot, kuinka paljon L. monocytogenesta saa esiintya tutkitussa naytteessa. Ruokavi-
rasto on lisaksi laatinut ohjeen (4095/04.02.00.01/2020/4) asetuksen soveltamisen tueksi
seka ohjeistamaan elintarvikealan toimijoita elintarvikkeiden mikrobiologisiin tutkimuksiin liit-
tyen. Komission asetuksen seka Ruokaviraston ohjeen perusteella elintarvikkeet on jaettu
kolmeen kategoriaan. Niissa elintarvikkeissa, jotka on tarkoitettu imevaisille sellaisenaan syo-
taviksi tai erityisiin laakinnallisiin tarkoituksiin, sovelletaan tiukempaa raja-arvoa: ei todettu/25
g. Niissa elintarvikkeissa, joissa L. monocytogenes voi kasvaa ja joita voidaan nauttia sellai-
senaan, sallittu enimmaismaara pesakkeita on 100 pmy/g. Yhtd grammaa kohden hyvaksy-
taan siis enimmillaan 100 pesaketta muodostavaa yksikkda. Tassa tapauksessa elintarvike-
huoneiston toimijan tulee pystya osoittamaan pysyminen sallitun rajan alapuolella. Mikali tata
ei pystyta luotettavasti todentamaan, sovelletaan tamankin ryhman tuotteita raja-arvoon "ei
todettu/25 g”. Kun elintarvikkeen ominaisuudet ovat sellaiset, ettei L. monocytogenes pysty
siind kasvamaan myyntiaikana, noudatetaan 100 pmy/g raja-arvoa. Tama ryhma sisaltaa
my0s alle 5 vuorokautta sailytettavat tuotteet, joissa L. monocytogeneksen kasvu on mahdol-

lista.
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4.2 Listerioosi

Ruokavirasto (2022e) kertoo, etta L. monocytogeneksen aiheuttamaa sairautta kutsutaan lis-
terioosiksi. Yleisin syy saada tartunta on elintarvikkeiden valityksella, mutta tartunnan voi
saada myoOs sairastuneesta elaimesta. Kotielaimista saatavan tartunnan riski on kuitenkin hy-
vin vahainen. 2000-luvulla esiintyneista elintarvikevalitteisista tartunnoista listerioosi on Suo-
messa neljanneksi yleisin. Infektion saadakseen, elintarvikkeessa tulee olla bakteereja riitta-

van suuri maara (Duodecim Terveyskirjasto, 2021).

Duodecim Terveyskirjaston (2021) mukaan listerioosi voi aiheuttaa lievimmilldan oksennusta
ja ripulia, ja vakavimmillaan verenmyrkytyksen ja aivokalvontulehduksen. Riskiryhmiin kuulu-
vat iakkaat, henkilot, joiden vastustuskyky on alentunut, seka raskaana olevat. Heilla taudin-
kuva voi olla rajumpi seka vaarallisempi kuin riskiryhnmiin kuulumattomilla henkiléilla. Itamis-
aika vaihtelee yhdesta paivasta jopa 70 paivaan, mika voi tehda taudinmaarityksesta vaikeaa
(Valimaa ym., 2014, s. 8).

Zoonoosikeskus (Ruokavirasto, 2022b) on koonnut L. monocytogeneksen aiheuttamat epide-
miatapaukset 2000-luvun aikana. Tapauksia on ollut yhteensa kahdeksana eri vuotena. Mo-
nissa tapauksissa tartunta on tullut kypsista lihatuotteista, mika kertoo esimerkiksi jalkikonta-
minaation mahdollisuudesta. Valittajaelintarvikkeita ovat olleet lisaksi muun muassa riittamat-
tomasti kuumentamattomat kasvispakasteet seka ravintolan noutopdydassa tarjolla olleet
elintarvikkeet. Kaikissa tapauksissa yhta ainoaa elintarviketta ei ole voitu tunnistaa taudin ai-

heuttajaksi.

Vaikka L. monocytogeneksen aiheuttamia listerioosiepidemioita ei viime vuosien aikana ole
ollut useita, yksittaisia tapauksia sen sijaan todetaan vuosittain. Terveyden- ja hyvinvoinnin-

laitoksen (THL) (2023) listauksen mukaan 2000-luvulla on ollut vuosittain 18—-91 tapausta.

4.3 Ehkaisykeinot

L. monocytogeneksen aiheuttamien tartuntojen ehkaisemisessa on tarkeaa tuntea riskielin-
tarvikkeet seka miten niita tulisi kasitella ennen syomista. Teollisuudella on suuri vastuu eh-
kaista tartuntoja, mutta kotitaloudet voivat myds omalla toiminnallaan pienentaa tartuntaris-

kia.
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4.3.1 Teollisuus

Vaihtelevien kasvuolosuhteiden takia L. monocytogenes tuo haasteita elintarviketeollisuu-
delle. Korkeala ym. (2007, s. 252, 366) kirjoittaa, etta kontaminaatioiden minimoimiseksi eri-
tyista huomiota tulee kiinnittaa ennaltaehkaisyyn huolehtimalla muun muassa tilojen, proses-
sointilaitteiden, seka -valineiden puhtaudesta. Koska L. monocytogenes kontaminoi tuotteita
usein lampokasittelyn jalkeen, on jalkikontaminaation riski naissa prosessivaiheissa suuri.
Paras tartuntojen ennaltaehkaisy saavutetaankin hygieenisten toimintatapojen tiedostami-
sella seka niiden asianmukaisella toteutuksella. Tuotantotilojen oikeanlaisella layoutilla voi-
daan myds mahdollistaa kontaminaatioiden minimointi sekd ehkaista jalkikontaminaatioita.
Tuotantolaitteiden sijoittelu tulisi siis olla puhdistuksen kannalta optimaalinen. Materiaalivirto-
jen seka henkilokunnan kulkeminen tiloissa tulisi toteuttaa siten, ettei epahygieenisimmilta
alueilta kuljettaisi hygieenisia toimia vaativien prosessien alueille ilman kulkua sulkujen

kautta.

Korkealan ym. (2007, s. 252, 366) teoksesta selviaa, etta tuotantotilojen seka prosessointi-
laitteiden puhdistuksessa hyodynnetaan usein seka fysikaalisia etta kemiallisia puhdistusme-
netelmia. Kemiallisilla pesuaineilla lika saadaan pehmenemaan ennen mekaanista puhdis-
tusta. Kaytettavat desinfektioaineet tulee lisata oikeissa pitoisuuksissa, jotta voidaan varmis-
tua bakteerien tuhoutumisesta. Lisaksi on varmistettava, ettei aineita lisata jo valmiiksi marille
pinnoille desinfektioaineen laimenemisen ehkaisemiseksi. L. monocytogeneksen kohdalla, on
my0s tarkeaa vaihtaa kaytdssa olevia desinfektioaineita tietyin valiajoin ehkaisemaan baktee-
rin resistenssin syntymista. Edella mainitut puhdistusmenetelmat tulee olla sisallytettyna elin-
tarvikealan toimijan laatimaan omavalvontasuunnitelmaan. Omavalvontasuunnitelman tulee
sisaltaa tietoja siita, miten usein pesu suoritetaan ja mille pinnoille, seka mita aineita ja mene-
telmia puhdistuksessa kaytetaan. Valimaa ym. (2014, s. 7) kirjoittaa, etta tuotantotilojen ja -
laitteiden puhdistuksessa tulee olla huolellinen, silla L. monocytogeneksen kyky muodostaa

biofilmia tuo puhdistukseen lisdhaasteita.

Komission asetus elintarvikkeiden mikrobiologisista vaatimuksista (N:0 2073/2005) maaraa,
etta kun elintarvikealan toimija valmistaa tai prosessoi tuotteita, joissa L. monocytogenes -
riski on olemassa, tulee naytteita ottaa tuotteiden kanssa kosketuksiin joutuvilta pinnoilta.
Tallaisia pintoja ovat esimerkiksi tuotantolinjasto, prosessointilaitteisto seka -valineet. Nayt-

teita tulee ottaa saanndllisesti seka yrityksen omavalvontasuunnitelman mukaisesti.
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4.3.2 Kotitaloudet

Ruokavirasto (2022c) on antanut ohjeistuksia kotitalouksille, miten elintarvikkeista saatavaa
tartuntariskia voidaan pienentaa. Tarkeinta on noudattaa hyvaa hygieniaa tuotteita kasitelta-
essa. Koska L. monocytogenes tuhoutuu lampokasittelyssa, on tuotteiden riittava kuumenta-
minen tehokas keino vahentaa tartuntoja. Kuten aikaisemmin mainittiin, pastorointilampatila
(+72 °C) on riittava bakteerin tuhoamiseksi. Yleisia suosituksia ovatkin siten lihan ja kalan
huolellinen kypsentaminen. Lisaksi raa’at lihat tulisi pitaa erillaan jo kypsennetyista elintarvik-
keista. Myds tuoreet vihannekset tulisi pestd ennen sydomista ja raa’at vihannekset seka en-
nen kuorimista etta sen jalkeen. Tyovalineiden seka kasien hyvasta puhdistuksesta tulisi huo-
lehtia riittavalla tasolla. Ruokavirasto myds ohjeistaa, ettd kun tuote on avattu, se kannattaa
kayttaa mahdollisimman nopeasti. Kuitenkin viimeistaan ennen pakkauksessa ilmoitettua vii-
meista kayttopaivaa. Lisaksi on tarkeaa sailyttaa elintarvikkeet valmistajan maarittaman saily-
tysohjeen mukaisesti. Tama tarkoittaa yleensa maksimissaan + 6 °C, mutta kalatuotteiden

kohdalla sailytyslampdtilan tulisi olla enimmillaan + 3 °C.

Riskiryhmiin kuuluville on edella mainittujen lisaksi tiukempia ohjeistuksia. Ruokavirasto
(2022c) kertoo, etta tarkeaa olisi valttaa pastéroimatonta maitoa ja siita valmistettuja tuotteita,
lihahyytelda seka kylmana tarjottavia pehmeita juustoja. Pakastevihanneksia ei tulisi nauttia
ilman huolellista kuumennusta. Ruokaviraston sivuilla ruoka suositellaan kuumennettavan
kiehuvan kuumaksi. Esimerkiksi valmisruokien lammitys mikrossa ei siis valttamatta riita tu-

hoamaan elintarvikkeessa olevaa L. monocytogenes -bakteeria.

Lihojen ja kasvisten kasittely olisi hyva tehda erillisia leikkuulautoja ja tyovalineita kayttaen
jalkikontaminaation valttamiseksi. Vaihtoehtoisesti valineiden huolellinen puhdistus tulisi
tehda siirryttaessa tuotteen kasittelysta toiseen. Tata tulisi erityisesti noudattaa myos kasitel-
taessa seka raakoja, etta jo kypsennettyja elintarvikkeita vuorotellen samoilla tyovalineilla ja -
laitteilla. Mikali samoilla tyovalineilla kasitellaan molempia, kypsien elintarvikkeiden kasittely

olisi hyva tehda ennen raakoja, jotta valtyttaisiin mahdolliselta jalkikontaminaatiolta.
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5 MENETELMAKUVAUS

Kaytannon tydssa on erityisen tarkeaa kiinnittdad huomiota hygieenisiin tyoskentelytapoihin,
jotta voidaan valttda mahdolliset ristikontaminaatiot. Ty6 suoritetaan siis laminaarivirtaus-
kaapissa (kuva 1) steriloituja valineita kayttaen. Kaikki kaytettavat tyovalineet steriloidaan au-
toklaavissa. Tyovalineiden tai elatus- ja apuaineiden kontaminoitumisella tai epaonnistuneella

autoklavoinnilla saattaisi olla merkittavia vaikutuksia lopputuloksiin.

Kuva 1. Seingjoen ammattikorkeakoulun laminaarivirtauskaappi (Tiina Laitila, i.a.).

Turvallisuuden vuoksi tyossa kaytetaan L. monocytogenes -bakteerin sijasta Listerian tautia
aiheuttamatonta kantaa, L. innocuaa. Ne ovat ominaisuuksiltaan samankaltaisia, joten saa-

tuja tuloksia voidaan kuitenkin soveltaa my6s L. monocytogeneksen kohdalla.

Tyota varten on valmistettava tarvittava maara agarmaljoja bakteerien kasvatusta varten. Aga-
rina kaytetdan selektiivistd kasvualustaa Harlequin® Listeria Chromogenic Agaria. Laimen-
nosaineena tyossa kaytetaan MRD:ta eli Maximum Recovery Diluent -liuosta, jota tarvitaan

laimennossarjojen tekemiseen. Myos nama on steriloitava autoklaavissa ennen kayttda.

Ennen kuin L. innocuaa voidaan siirrostaa tutkittaviin naytteisiin, taytyy kylmakuivatut mikro-

organismit kasitelld. KWIK-STIK-yksikkd sisaltdd mikro-organismien lisdksi hydratoivan
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nesteen seka vanupuikon siirrostusta varten. Microbiologicsin (i.a.) laatimista ohjeista selviaa,
etta yksikon kasittely aloitetaan pitamalla sita hetki huoneenlammaossa ennen aloitusta. Taman
jalkeen siina oleva ampulli rikotaan hydratoivan nesteen vapauttamiseksi. Kun neste on valu-
nut yksikon alaosassa olevaan pellettiin, saadaan sita puristelemalla aikaiseksi homogeeninen
suspensio. Vanupuikon avulla ainetta siirrostetaan viljelyalustalle sivelemalla sita noin kolmas-
osalle viljelyalustan pinta-alasta. Tassa tydssa viljelyalustana kaytetaan Tryptone Soy Agaria
(TSA). Lopuksi alusta viivoitetaan steriilia siirrostussilmukkaa kayttden. Nyt siirrostettu malja
on valmis inkuboitavaksi + 30 °C:ssa. Kuviossa 2 on kuvattuna KWIK-STIK’n kasittely yksityis-

kohtaisesti.

—
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Kuvio 2. KWIK-STIK-yksikdn kasittelyohje (Microbiologics, i.a.).

Kahden vuorokauden inkuboinnin jalkeen mikrobit siirrostetaan uudelleen TSA:han, minka jal-
keen niita inkuboidaan +37 °C:ssa. 24 tunnin kuluttua mikrobit siirrostetaan Tryptone Soy Broth
-liuokseen (TSB), jossa mikrobeja kasvatetaan viisi vuorokautta noin +5-6 °C lampdtilassa.
Taman vaiheen tarkoituksena on kannan mukauttaminen tuleviin sailytyslampdtiloihin, ja siksi
se tehdaan huomattavasti alhaisemmassa lampdétilassa aikaisempiin vaiheisiin verrattuna. Vii-
den vuorokauden jalkeen TSB-liuoksen mikrobipitoisuus lasketaan Burkerin laskukammiolla.
Kun pitoisuus on selvilla, voidaan tehda tarvittavat laimennokset haluttujen pitoisuuksien
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saamiseksi naytteiden siirrostusta varten. Tavoitteena on, etta siirrostetta lisataan naytteisiin

kahtena eri pitoisuutena: 10" pmy/pakkaus ja 10* pmy/pakkaus.

Naytteiden siirrostus tehdaan ruiskulla ja neulalla, jotta siirroste saadaan naytteen sisalle. Siir-
rostettava maara maaraytyy naytteen painon mukaan, ja sen tulee olla maksimissaan 1 %
painosta. Jokainen nayte tulee siis punnita yksitellen. Naytteiden painoa tarvitaan myohemmin
my0Os laimennossarjojen tekovaiheessa. Siirrostuksen jalkeen naytteita sailytetaan 1, 3 ja 6
vuorokautta jadkaapeissa kahdessa eri lampétilassa. Tavoitellut lampdtilat ovat +2—3 °C seka
+5—6 °C. Jokaisesta naytteesta tehdaan kolme rinnakkaisnaytetta seka nollanayte, jolloin ana-
lysoitavia naytteitd saadaan yhteensa 42. Nollanaytteet toimivat tyossa referenssina, eika nii-
hin ympata L. innocuaa. Naissa naytteissa ei siis kuuluisi kasvaa bakteeria. Puhdas malja on
osoitus hygieenisista toimintatavoista seka puhtaiden tyovalineiden kaytosta. Nollanaytteet ka-

sitellaan tydossa samoilla menetelmilla kuin siirrostetut, L. innocuaa sisaltavat naytteet.

Pesakkeiden laskemista varten naytteista tulee tehda laimennossarjat kuvion 3 periaatteen
mukaisesti. Naytteita ei tarvitse aina laimentaa samaan pitoisuuteen asti, vaan tassa voidaan
menetelld naytteen vaatimalla tavalla tehden joko vahemman tai enemman laimennoksia.
Ensimmainen laimennos 10-" tehdaan Stomacher-pussiin, jossa nayte myds homogenoidaan
homogenisaattorilla. Seuraavat laimennokset tehdaan steriloituihin koeputkiin. Kaikissa lai-
mennoksissa kaytetaan MRD:ta laimennosaineena. Kun laimennokset on tehty haluttuun pi-
toisuuteen asti, jokaista laimennosta siirrostetaan selektiiviselle elatusalustalle 0,1 ml auto-
maattipipetilla. Jokainen laimennos viljellaan maljalle kahtena kappaleena pintalevitysmene-
telmalla. Menetelmassa maljalle pipetoitu nayte levitetaan kulmasauvan avulla tasaisesti
koko elatusalustalle, jolloin bakteerit saadaan kasvamaan maljan pinnalla (Sojakka & Vali-
maki, 2020, s. 68).
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Kuvio 3. Laimennossarjan valmistusperiaate (Niina Kauppila, 2023.).

Kun siirrostettuja maljoja on inkuboitu 48 tuntia +37 °C lampédtilassa, voidaan kasvaneet pe-
sakkeet laskea pesakelaskurilla. L. innocuan muodostamat pesakkeet nakyvat maljalla sini-

vihreina (kuva 2).

Kuva 2. L. innocuan muodostamia pesakkeita agarmaljalla (Niina Kauppila, 2023).

Kun kaikilta saman naytteen maljoilta on laskettu pesakkeet, saadaan selville pesakkeiden
maara grammaa kohden. Tulosten ilmoituksessa kaytetaan yksikkd6a pmy/g. Naytteen mikro-

bipitoisuus y voidaan laskea kaavalla (Sojakka & Valimaki, 2020, s. 143.)
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(1)

<le

missa

c on pesakkeiden kappalemaara (count)

Vv on tilavuus (volume).
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6 KAYTANNON TOTEUTUS

Tutkittavana naytteena tassa tyossa kaytettiin herneproteiinista valmistettuja kasvismakka-
roita, joista on kerrottu enemman luvussa 2. Makkaroita oli sailytetty syvajaassa noin —40

°C:ssa, minka vuoksi naytteet oli sulatettava ennen tyon aloitusta.

Ennalta suunnitellut siirrosteiden pitoisuudet muuttuivat tyon edetessa, silla laskukammion
avulla laskettaessa pesakkeiden maaraksi saatiin todellisuutta alhaisempi tulos. L. innocualla
siirrostettua TSB:ta siirrostettiin naytteiden lisdksi myds elatusalustalla valetuille petrimaljoille.
Maljoilta pystyttiin mydhemmin varmistamaan siirrosteen pitoisuus kahden vuorokauden
(noin 48 tuntia) inkuboinnin jalkeen. Tama tehtiin laskemalla maljoilla olevat pesakkeet (kuva
3), minka jalkeen niiden yhteissumma jaettiin kaytettyjen laimennosten summalla kaavan (1)

periaatteen mukaisesti. Tama osoitti lopullisiksi siirrosteiden pitoisuuksiksi 10* pmy ja 107

pmy.

Kuva 3. L. innocualla siirrostettua TSB:ta siirrostettuna agarmaljalle bakteeripitoisuuden las-
kemista varten. Maljoja on inkuboitu kaksi vuorokautta (Niina Kauppila, 2023).

Makkaranaytteen tiiviin rakenteen vuoksi siirrostetta ei saatu kokonaisuudessaan pysymaan
naytteen sisalla. Koska rakenne oli tiivis, osa siirrosteesta tuli naytteesta ulos ruiskua poistet-
taessa makkaran sisaltd. Makkaran leikkauspinnasta (kuva 4) nahdaan rakenteen tiiviys.
Jotta siirrosteen sai pakkauksen sisalle naytteen kanssa, siirrostus tehtiin makkaranaytteen
ollessa jo pakkauspussin sisalla. Tassa vaiheessa oli tarkeda varoa osumasta neulalla pus-

siin rikkoutumisen valttamiseksi. Kaikkiin naytteisiin ympattiin 1 % siirrostetta makkaroiden
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painosta. Naytteiden tarkat painot ovat nahtavissa liitteessa 1. Siirrostuksen jalkeen nayte-

pakkaukset vakumoitiin.

-
Kuva 4. Herneproteiinista valmistettuja makkaroita (Gun Wirtanen, i.a.).

Vakuumipussiin pakattuja naytteita sailytettiin kahdessa jaakaapissa eri lampoétiloissa 1, 3 ja
6 vuorokautta. Lampoétilojen mahdollisia muutoksia seurattiin dataloggereilla eli tiedonkeruu-
laitteilla, jotka laitettiin jaakaappeihin naytteiden valittdmaan laheisyyteen, kuitenkin vakuumi-
pakkausten ulkopuolelle. Molemmat naytteet (alemman seka korkeamman lampaétilan nayt-
teet) sijoitettiin jadkaappien alatasoille. Lampétilat tarkastettiin kun kuusi paivaa oli kulunut, ja
viimeisiakin naytteita oli sailytetty vaaditun ajan. Lampdatilat mitattiin toisesta sailytyspaivasta
lahtien, silla dataloggereita ei ollut kaytettavissa heti ensimmaisena paivana. Alempi sailytys-

lampdtila oli vaihdellut valilla +3,0—4,5 °C ja korkeampi valilla +5,5-7,5 °C.

Naytteiden homogenointi oli tarkoitettu tehtavan Stomacher -pussissa, mutta testausvai-
heessa yhden pussin rikkoutuessa paadyttiin homogenointi tekemaan vakuumipussissa, jo-
hon nayte oli pakattuna. Varotoimenpiteena vakuumipussi laitettiin lisaksi Stomacher-pussiin,
mikali se sattuisi rikkoutumaan. Nain ei varsinaisen tyon aikana kuitenkaan onneksi tapahtu-

nut.

Laimennokset naytteista tehtiin siten, ettd nollanaytteista tehtiin vain laimennos 10, silla
maljalla ei kuuluisi kasvaa pesakkeita, ja siten suurempien laimennosten katsottiin olevan tur-
hia. Naytteista, joihin oli ympatty L. innocuaa pitoisuutena 10* pmy/pakkaus, laimennokset
tehtiin 10-2 asti. Koska naytteissa, joihin oli ympatty 107 pmy/pakkaus, oli odotettavissa pe-
sakkeiden suurempaa kasvua, laimennokset tehtiin 10-° asti. Taman avulla pyrittiin siihen,

ettd maljoille saataisiin laskettavia pesakemaaria. Suunnitelman mukaan oli myos tarkoitus
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tehda jokaisesta laimennoksesta kaksi maljaa, mutta tasta poikettiin tyon edetessa. Mikali ol
odotettavissa, etta maljoilla olevia pesakkeita ei pystyisi laskemaan suuren pesakemaaran
vuoksi, niista laimennoksista tehtiin vain yksi malja. Paaosin maljoja kuitenkin viljeltiin jokai-

sesta laimennoksesta kaksi kappaletta.

Siirrostettuja agarmaljoja oli haastavaa inkuboida aina tasan 48 tuntia, joten tassa oli nayttei-
den kesken pienta eroavaisuutta. Ensimmaisen paivan naytteita inkuboitiin noin 45 tuntia,
kolmannen paivan naytteita noin 44 tuntia ja kuusi paivaa sailytettyja naytteita noin 46 tuntia.
Eri paivien naytteiden keskinaiset erot inkubointiajoissa jaivat kuitenkin siis hyvin pieniksi,

vaikka olivatkin alle tavoitellun 48 tunnin.
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7 TULOKSET

Molempien sailytyslampotilojen naytteissa oli kasvua jo yhden paivan sailytyksen jalkeen.
Lampadtilan ollessa korkeampi kasvu oli kuitenkin paaosin suurempaa verrattuna alhaisem-

man lampotilan naytteisiin. Kaikki nollanaytteet olivat negatiivisia.

Eri sailytyslampdtilojen valilla ensimmaisen paivan jalkeen naytteissa ei ollut havaittavissa
merkittdvaa eroa kummassakaan siirrosteessa. Kuvassa 5 on siirrosteen 10* naytteita ja ku-

vassa 6 siirrosteen 107 naytteitd. Kuvat on otettu sen jalkeen, kun maljoja oltiin inkuboitu

kaksi vuorokautta +37 °C:ssa.

. e T

Kuva 5. "Paiva 1” -naytteen laimennoksia siirrostettuna maljoille. Maljoja on inkuboitu +37
°C:ssa kaksi vuorokautta siirrostuksen jalkeen. Siirrosteen bakteeripitoisuus naytteessa on
104. Ylarivilla on lampdtilan +3,0-4,5 °C naytteet. Alarivilla on lampétilan +5,5-7,5 °C nayt-
teet. Vasemmalta oikealle katsottuna maljoilla on laimennokset 102, 102, 10-3 ja 103 (Niina
Kauppila, 2023).
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Kuva 6. "Paiva 1” -naytteen laimennoksia siirrostettuna maljoille. Maljoja on inkuboitu +37
°C:ssa kaksi vuorokautta siirrostuksen jalkeen. Siirrosteen bakteeripitoisuus naytteessa on
107. Ylarivilla on lampdtilan +3,0—4,5 °C naytteet. Alarivilla on l[Ampdtilan +5,5-7,5 °C nayt-
teet. Vasemmalta oikealle katsottuna maljoilla on laimennokset 103, 103, 10 ja 10** (Niina
Kauppila, 2023).

Kolmannen paivan naytteissa erot olivat osittain jo selkeammat. 10* siirrosteessa kasvu on
edelleen melko samaa molemmissa lampétiloissa (kuva 7), kun taas siirrosteessa 107 ero
bakteerikasvussa lampdétilojen valilla on jo nahtavissa (kuva 8). Korkeampi bakteeripitoisuus,
korkeampi lampdtila seka kolmen paivan sailytysaika on selkeasti lisannyt bakteerikasvua.

Kuvat on otettu sen jalkeen, kun maljoja oltiin inkuboitu kaksi vuorokautta +37 °C:ssa.

.

Kuva 7. "Paiva 3" -naytteen laimennoksia siirrostettuna maljoille. Maljoja on inkuboitu +37
°C:ssa kaksi vuorokautta siirrostuksen jalkeen. Siirrosteen bakteeripitoisuus naytteessa on
104. Ylarivilla on lampdtilan +3,0-4,5 °C naytteet. Alarivilla on 1ampétilan +5,5-7,5 °C
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naytteet. Vasemmalta oikealle katsottuna maljoilla on laimennokset 102, 10-2, 102 ja 103
(Niina Kauppila, 2023).

Kuva 8. "Paiva 3” -naytteen laimennoksia siirrostettuna maljoille. Maljoja on inkuboitu +37
°C:ssa kaksi vuorokautta siirrostuksen jalkeen. Siirrosteen bakteeripitoisuus naytteessa on
107. Ylarivilla on lampdtilan +5,5-7,5 °C naytteet. Alarivilla on l[Ampdtilan +3,0-4,5 °C nayt-
teet. Vasemmalta oikealle katsottuna maljoilla on laimennokset 103, 10, 10-% ja 10 (Niina
Kauppila, 2023).

Kuusi paivaa sailytetyissa naytteissa ero oli kaikkein selkein 1ampdatilojen valilla. 10# siirros-
teessa ero on jo hyvin havaittavissa (kuva 9), mutta siirrosteessa 107 ero bakteerikasvussa on
vielakin selkeampi (kuva 10). Kuvat on otettu sen jalkeen, kun maljoja oltiin inkuboitu kaksi

vuorokautta +37 °C:ssa.



Kuva 9. "Paiva 6” -naytteen laimennoksia siirrostettuna maljoille. Maljoja on inkuboitu +37
°C:ssa kaksi vuorokautta siirrostuksen jalkeen. Siirrosteen bakteeripitoisuus naytteessa on
104. Ylarivilla on lampdtilan +3,0-4,5 °C naytteet. Alarivilla on lampétilan +5,5-7,5 °C nayt-
teet. Vasemmalta oikealle katsottuna maljoilla on laimennokset 10-2, 102, 10-3 ja 103 (Niina
Kauppila, 2023).

Kuva 10. "Paiva 6” -naytteen laimennoksia siirrostettuna maljoille. Maljoja on inkuboitu +37
°C:ssa kaksi vuorokautta siirrostuksen jalkeen. Siirrosteen bakteeripitoisuus naytteessa on
107. Ylarivilla on lampdtilan +3,0—4,5 °C naytteet. Alarivilla on l[ampdtilan +5,5-7,5 °C nayt-
teet. Vasemmalta oikealle katsottuna maljoilla on laimennokset 10-3, 10-4, 10 ja 10 (Niina
Kauppila, 2023).

28
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Kuten kuvista 12 ja 13 ndhdaan, korkeammassa lampdtilassa sailytetyissa naytteissa suu-
rempi pesakemaara on helposti havaittavissa jo silimamaaraisesti ilman pesakkeiden laskua

pesakelaskurilla, kun aikaa on kulunut useampi paiva.

Saadut tulokset ovat lisdksi kuvattuna kuvioissa 4 ja 5. Kuvioista nahdaan pesakkeiden kas-
vun kehitys 1 ja 6 paivien valilla, kun tulokset ovat ilmoitettuna log1o pmy/g ajan funktiona.
Kuvioissa saman lampoétilan rinnakkaisnaytteet on merkitty samalla varilla: sinisella varilla on
merkitty lampétilan +3,0—4,5 °C naytteet ja vihrealla varilla lampdtilan +5,5-7,5 °C naytteet.
Tarkat pesakeluvut jokaisesta naytteesta on nahtavissa liitteessa 2. Kuviossa 4 on kuvattuna

siirrosteen 10* naytteiden tulokset molemmissa sailytyslampétiloissa.

’  —— _/ —+—Néiyte 1+3,0-4,5°C
o ,——_ — Py

oo
= = = o
g L— — == Nayte 2 +3,0-4,5 °C
& b \dyte 3 +3,0-4,5°C
o
) Nayte 4 +5,5-7,5°C
Nayte 5 +5,5-7,5 °C
Nayte 6 +5,5-7,5 °C
1
0
1 3 6
aika (pv)

Kuvio 4. Bakteerikasvun kehitys paivien 1 ja 6 valilla, kun naytteisiin on siirrostettu L. in-
nocuaa pitoisuutena 10* pmy/pakkaus.

Kuviossa 5 on kuvattuna siirrosteen 107 naytteiden tulokset, bakteerikasvun kehitys seka erot

vertailulampatilojen valilla tutkintajakson aikana.
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Kuvio 5. Bakteerikasvun kehitys paivien 1 ja 6 valilla, kun naytteisiin on siirrostettu L. in-
nocuaa pitoisuutena 107 pmy/pakkaus.
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8 YHTEENVETO JA JOHTOPAATOKSET

Tuloksia tarkastelemalla voidaan todeta Listeria monocytogeneksen kasvavan tutkitussa kas-
viproteiinivalmisteessa. Korkeammassa lampdtilassa (+5,5-7,5 °C) olleissa naytteissa bak-
teerikasvu oli suurempaa kuin alhaisemmassa lampdtilassa (+3,0—4,5 °C) sailytetyissa nayt-
teissa, vaikka sailytyslampatilojen valinen ero ei ollutkaan kovin suuri. Ensimmaisen ja kol-
mannen paivan naytteissa bakteerikasvu oli pienempaa kuusi paivaa sailytettyihin naytteisiin
verrattuna. Pienikin muutos lampatilassa ja sailytysajan pituudessa voi siis lisata tai vahentaa
bakteerikasvua elintarvikkeessa. Lisaksi tuloksista nahdaan, etta L. monocytogenes kasvaa
myo6s matalissa lampotiloissa, vaikka lampdtilan alentaminen hidastaakin kasvua. Negatiivi-

set nollanaytteet kertovat hygieenisten toimintatapojen seka valineiden kaytosta.

Korkeampaa sailytyslampédtilaa ja sen vaihtelua tutkintajakson aikana (+5,5-7,5 °C) voisi ver-
rata esimerkiksi tilanteeseen, jossa elintarviketta on sailytetty suositellun maksimisailytyslam-
potilan (+6 °C) tuntumassa, mutta kuitenkin sen alapuolella. Taman vuoksi lyhyen huoneen-
lammaossa sailytyksen jalkeen tuotteen lampdtila voi paasta kohoamaan hieman maksimisai-
lytyslampatilaa korkeammaksi ennen takaisin jaakaappiin laittoa. Elintarvike voidaan ottaa
poydalle esimerkiksi ennen ruoanlaittoa tai se voidaan vastaavasti ruoanvalmistuksen jalkeen
unohtaa huoneenldampdon ennen laittoa takaisin kylmasailytykseen. Talldin on mahdollista,
etta elintarvikkeen lampétila paasee kohoamaan hetkeksi yli +6 °C:een. Mikali lampétila paa-
see nousemaan liian korkeaksi ja kylmaketju katkeaa, on se elintarviketurvallisuuden kan-
nalta aina riski. Talldin myds tuotteesta saatava ruokamyrkytysriski kasvaa. Lisaksi on mah-
dollista, ettad kylmalaitteen lampdtila on saadetty lilan korkeaksi, jolloin ohjeenmukainen saily-
tyslampdtila ei toteudu. Saatuja tuloksia voidaan siis hyddyntaa lisdamaan kuluttajien tieta-

mysta oikeanlaisista sailytysolosuhteista.

Vaikka nama tulokset antavatkin hyvaa tietoa L. monocytogeneksen kasvusta tutkitussa nayt-
teessa, tuloksissa tulee kuitenkin huomioida mahdollinen virhe pesakkeiden laskussa. Jois-
sakin maljoissa naytteen levitys kulmasauvalla ei ollut onnistunut hyvin, joten pesakkeet saat-
toivat olla lahella toisiaan tai maljan reunaa. Tama vaikeutti pesakkeiden erottamista toisis-
taan, mika voi vaaristaa lopputulosta. Mahdollisista virhelaskuista huolimatta voidaan kuiten-
kin todeta, etta bakteeri kasvaa kasviproteiinivalmisteessa, erityisesti herneproteiinivalmis-
teessa, jo matalissakin lampdtiloissa. Ei voida siis varmasti sanoa millaisia muutoksia tulok-
sissa tapahtuisi kasviproteiinin lahdetta vaihtamalla toiseen. Tuloksissa saattaisi olla eroavai-

suuksia vaihtamalla nayte esimerkiksi soijasta valmistettuun vastaavaan tuotteeseen. Saadut
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tulokset kuitenkin osoittavat, etta kasviproteiinituotteiden kohdallakaan ei L. monocytogenek-

sen aiheuttamaa ruokamyrkytysriskid saa unohtaa.

Sen lisaksi, etta elintarvikealan toimijoilla on suuri vastuu huolehtia tuottamiensa ja tarjoile-
miensa elintarvikkeiden laadusta ja turvallisuudesta, my0Os kotitaloudet voivat riittavia ja oike-
anlaisia hygieenisia kaytantdja noudattamalla vahentaa elintarvikkeista saatavia tartuntata-
pauksia. Erityisesti riskiryhmiin kuuluvien henkildiden tulee olla tarkkoja ja mahdollisuuksien

mukaan valttaa niiden tuotteiden nauttimista, joissa listeriariski on korkeampi.

Vaikka kasviproteiineista valmistetut makkarat suositellaankin kypsennettavan ennen syo-
mista nautittavien ominaisuuksien parantamiseksi, voidaan ne myos nauttia suoraan pak-
kauksesta. Tama lisaa tuotteesta saatavaa tartuntariskia, kun elintarviketta ei tarvitse kyp-
sentaa ennen syomista. Tulosten perusteella L. monocytogenes kasvaa kasviproteiinivalmis-
teessa, joten myoOs kasvipohjaisten elintarvikkeiden oikeanlaisesta sailytyksesta tulisi huoleh-
tia lampatilan seka sailytysajan suhteen. Tarkea huomio tuoteturvallisuuden kannalta on
my0s se, etta pienikin muutos lampdtilassa tai sailytysajan pidentamisessa voi huonontaa
elintarvikkeen mikrobiologista laatua jo lyhyessa ajassa lisaten ruokamyrkytystapauksia. Ta-
man vuoksi elintarvikkeelle maaritettya viimeista kayttopaivaa ei tulisi ylittaa. Puutteellisilla
sailytysolosuhteilla on lisaksi vaikutuksia syntyvaan ruokahavikkiin ja sita myota silla on myos

taloudellisia vaikutuksia.

Erilaisten kasviproteiinien lisaksi olisi mielenkiintoista myos tutkia, miten avattu pakkaus vai-
kuttaisi bakteerikasvuun. Koska L. monocytogenes on kykeneva kasvamaan seka hapelli-
sissa etta hapettomissa olosuhteissa, talla voisi selvittaa, millaisia vaikutuksia vakuumipak-
kauksen avaamisella olisi tuotteen mikrobiologiseen laatuun. Ruokamyrkytysbakteereihin liit-
tyvat tutkimukset ovat tarkea osa tuotekehitystad maaritettdessa uudelle elintarvikkeelle oi-

keita sailytysolosuhteita ja sailymisaikaa.

Haastavuutta tydhon toi laboratorio-osuuden laajuus seka tyon tekijan verrattain vahainen ko-
kemus vastaavasta tydskentelysta. Tydon paaasiallisen tavoitteen lisaksi opinnaytetyon teki-
jalla oli tydssa oma henkilokohtainen tavoite kehittya laboratoriotydskentelyssa. Vaikka kay-
tannonosuuden kesto olikin melko lyhyt, jotta voisi sanoa oppineensa riittavasti, tyon laajuus
mahdollisti hyvan oppimisen tydvaiheiden toistojen kautta. Taman myaota tamankin tavoitteen

voi todeta onnistuneen hyvin.
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1(1)

Liite 1. Makkaranaytteiden painot

NAYTE PAINO (g)

1 33,2
2 38,6
3 39,0
4 34,5
5 28,3
6 35,5
7 30,5
8 33,7
9 29,7
10 31,6
11 31,2
12 39,8
13 22,6
14 23,7
15 25,3
16 22,7
17 35,8
18 33,7
19 31,3
20 37,9
21 35,4
22 19,9
23 35,8
24 22,6
25 26,4
26 22,4
27 39,6
28 39,7
29 36,4
30 38,7
31 23,5
32 24,7
33 38,0
34 26,3
35 26,4
36 23,2
37 21,6
38 20,9
39 23,4
40 36,6
41 27,8
42 31,4



Liite 2. Naytteiden pesakemaarat

Ladmpotila +5,5-7,5 °C

PAIVA 1
| Lampotila +3,0-4,5 °C
10° cfu/pakkaus

NAYTE 1 Pesikkeet (kpl) NAYTE 2 Pesikkeet (kpl) NAYTE 3 Pesikkeet (kpl)
10" 8 10" 3 10" 5
10" 7 10" 7 10" 6
102 1 102 0 102 0
10° 1 10? 0 10° 2

pmy/g 7,73E+02 5,00E+02 5,91E+02

10’ cfu/pakkaus

NAYTE 1 Pesikkeet (kpl) NAYTE 2 Pesikkeet (kpl) NAYTE 3 Pesikkeet (kpl)
10" TMTC 10" TMTC 10 TMTC
10" TMTC 10" TMTC 10" TMTC
10° 318 10? 314 10? 321
10° 381 10° 273 10° 326
10° 27 10° 44 10° 37
10° 43 10° 26 10° 58
10 3 10 4 10 5
10" 4 10 8 10 4
10° 0 10° 0 10° 1
10° 2 10° 0 10° 0

pmy/g 3,50E+05 3,01E+05 3,38E+05

NOLLANAYTE |Pesikkeet (kpl)

10" 0
10" 0

pmy/g 0

TMTC= Too Much To Count

10° cfu/pakkaus

NAYTE 4 Pesikkeet (kpl) NAYTE 5 Pesikkeet (kpl) NAYTE 6 Pesikkeet (kpl)

10! 7 10* 6 10" 5

10! 5 10" 2 10" 6

10?2 0 102 0 102 0

10° 0 10? 0 10° 0
pmy/g 6,00E+02 4,00E+02 5,50E+02

10’ cfu/pakkaus

NAYTE 4 Pesikkeet (kpl) NAYTE 5 Pesikkeet (kpl) NAYTE 6 Pesikkeet (kpl)

10* TMTC 10* TMTC 10" TMTC

10 TMTC 10" TMTC 10" TMTC

10? 465 10? 471 10° 497

10? 415 10° 424 10° 572

10° 46 10° 65 10° 95

10° 57 10° 51 10° 79

10* 5 10* 5 10 13

10* 0 10* 4 10" 10

10° 0 10° 0 10° 1

10° 3 10° 0 10° 0
pmy/g 4,46E+05 4,59E+05 5,70E+05

NOLLANAYTE |Pesikkeet (kpl)

10" 0
10! 0
pmy/g 0




Lampétila +5,5-7,5 °C

PAIVA 3
Lampotila +3,0-4,5 °C
10° cfu/pakkaus

NAYTE 1 Pesikkeet (kpl) NAYTE 2 Pesikkeet (kpl) NAYTE 3 |Pesikkeet (kpl)
10" 8 10" 3 10" 4
10" 4 10 9 10 4
10 0 10 0 10 0
102 0 102 0 102 2

pmy/g 6,00E+02 6,00E+02 4,55E+02

10’ cfu/pakkaus

NAYTE 1 Pesikkeet (kpl) NAYTE 2 Pesidkkeet (kpl) | NAYTE3 |Pesikkeet (kpl)
10" TMTC 10" TMTC 10" TMTC
102 356 10?2 272 10° 324
10° 58 10° 35 10° TMTC
10° 45 10° 45 10° 34
10" 10 10" 2 10* 2
10" 6 10" 0 10" 6
10° 0 10° 0 10° 0
10° 0 10° 0 10° 0

pmy/g 3,89E+05 2,90E+05 3,27E+05

NOLLANAYTE |Pesikkeet (kpl)

10" 0
10™ 0

pmy/g 0

TMTC= Too Much To Count

10* cfu/pakkaus

NAYTE 4 Pesikkeet (kpl) NAYTE5 |Pesdkkeet (kpl) NAYTE 6 Pesikkeet (kpl)
10! 19 10 21 10" 8
10" 5 10" 16 10" 7
10° 2 107 3 10 0
10° 0 102 2 102 1

pmy/g 1,18E+03 1,91E+03 7,27E+02

10’ cfu/pakkaus

NAYTE 4 Pesikkeet (kpl) NAYTE5 |Pesikkeet (kpl) NAYTE 6 Pesikkeet (kpl)
10" TMTC 10" TMTC 10" TMTC
10° 807 10?2 903 102 TMTC
10° 80 10° 107 10° 123
10° 127 10° 113 10° 125
10 17 10" 10 10" 6
10 9 10" 11 10" 7
10° 1 10° 2 10° 3
10° 1 10° 2 10° 1

pmy/g 8,53E+05 9,39E+05 1,19E+06

NOLLANAYTE |Pesikkeet (kpl)

10! 0
10" 0

pmy/g 0




Lampotila +5,5-7,5 °C

PAIVA 6
Lampotila +3,0-4,5 °C
10" cfu/pakkaus

NAYTE 1 Pesakkeet (kpl) NAYTE 2 Pesikkeet (kpl) NAYTE 3 |Pesakkeet (kpl)
10" 6 10" 15 10" 17
10" 7 10" 13 10 14
102 2 10”2 3 102 0
10? 0 10? 2 10?2 3

pmy/g 6,82E+02 1,50E+03 1,55E+03

10’ cfu/pakkaus

NAYTE 1 Pesakkeet (kpl) NAYTE 2 Pesakkeet (kpl) NAYTE 3 |Pesikkeet (kpl)
10" TMTC 10" TMTC 10 TMTC
102 359 102 TMTC 107 501
10° 64 10° 124 10° 86
10° 53 10° 118 10° 61
10 7 10 19 10 10
10" 8 10" 14 10" 8
10° 0 10° 2 10° 0
10° 2 10° 0 10° 1

pmy/g 4,03E+05 1,25E+06 5,46E+05

NOLLANAYTE [Pesikkeet (kpl)

10" 0
10" 0

pmy/g 0

TMTC= Too Much To Count

10°* cfu/pakkaus

NAYTE 4 Pesidkkeet (kpl) | NAYTES5 |Pesikkeet (kpl) NAYTE 6 Pesakkeet (kpl)
10" 50 10" 88 10 179
10" 39 10" 59 10" 168
107 7 10? 10 107 23
10”2 5 10? 11 107 22
pmy/g 4,59E+03 7,64E+03 1,78E+04

10 cfu/pakkaus

NAYTE 4 Pesikkeet (kpl) | NAYTES |Pesikkeet (kpl) NAYTE 6 Pesikkeet (kpl)
10" TMTC 10" TMTC 10" TMTC
10?2 TMTC 10?2 TMTC 10?2 TMTC
10° T™MTC 10° 479 10° 377
10° TMTC 10° TMTC 10° 315
10" 144 10" 58 10" 48
10" 136 10" 61 10" 33
10° 16 10° 9 10° 3
10° 19 10° 9 10° 5

pmy/g 1,43E+07 5,05E+06 3,52E+06

NOLLANAYTE |Pesikkeet (kpl)

10" 0
10" 0

pmy/g 0
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