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Tyon tarkoituksena oli kartoittaa raakamaidon mikrobiologista laatua vuonna 2008. Tavoit-
teena oli tutkia kolmella eri lypsytekniikalla lypsetyn raakamaidon mikrobiologisen laadun
eroja. Tutkimuksessa oli mukana parsinavettoja, joilla on kiytdssi perinteinen lypsytekniikka,
pihattotiloja, joilla on lypsyasema, seki pihattotiloja, joilla on automaattinen lypsyjérjestelma.
Tyossa selvitettiin lisdksi vuodenajan vaikutusta raakamaidon mikrobipitoisuuksiin. Raaka-
maidon tdmén hetkistd mikrobiologista laatua verrattiin Valio Oy:ssd vuonna 1998 tehdyn
raakamaidon mikrobiologisen kartoituksen tuloksiin.

Tutkitut mikrobiryhmit valittiin tuoteturvallisuus-, prosessi- ja tuotelaatunikokulmasta. Raa-
kamaidon hygieniaindikaattoreina olivat mesofiiliset aerobiset mikrobit ja enterobakteerit.
Pilaajamikrobiryhméin kuuluivat klostridi-itiot, aerobiset bakteeri-itiot sekd Bacillus cereus —
itiot. Patogeeneihin kuului Listeria monocytogenes. Mikrobipitoisuudet mééritettiin siirrosta-
malla raakamaitondytteistd halutut laimennokset sopiville kasvualustoille. Liséksi positiivisen
tuloksen antaneista klostridi-itioputkista mééritettiin Clostridium tyrobutyricum ja Clostridi-
um sporogenes -lajien esiintyvyydet lajispesifisilla PCR-menetelmill.

Tulosten tilastollinen késittely tehtiin Statistica-tilasto-ohjelmalla ja tulokset analysoitiin kak-
sisuuntaisella varianssianalyysilld. Jakaumat tehtiin Microsoft Excel —ohjelmalla.

Tulosten perusteella raakamaidon mikrobiologista laatua voidaan pitidi erittdin hyvdnd. Raa-
kamaidon mikrobiologinen laatu on parantunut kymmenen vuoden aikana mesofiilisten aero-
bisten mikrobien osalta. Klostridi-itiiden seki aerobisten bakteeri-itididen esiintymistiheydet
ja pitoisuudet ovat puolestaan kasvaneet huomattavasti kymmenen vuotta sitten tehtyyn raa-
kamaidon mikrobiologiseen kartoitukseen verrattuna. Aerobisia bakteeri-itiditd voidaankin
pitdd tdmin tutkimuksen suurimpana raakamaidon mikrobiologiseen laatuun vaikuttavana
ongelmana.

Tulosten perusteella automaattisella lypsylaitteistolla lypsetyn raakamaidon enterobakteeri-,
klostridi-itio- ja aerobiset bakteeri-itiopitoisuudet olivat korkeammat kuin perinteisilld lypsy-
tekniikoilla lypsetyssi raakamaidossa. Erot eivit kuitenkaan olleet kohtuuttoman suuria, ja
automaattisella lypsytekniikallakin saadaan lypsettyd laadukasta raakamaitoa.
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The aim of this study was to carry out a research on the quality of raw milk in Finland in
2008. In this research, the quality of raw milk between three different kinds of milking
techniques was explored. The three milking techniques were tie stall milking systems,
milking parlour systems, and automatic milking systems. The counts of micro-organisms
of raw milk between seasons were compared. The results of this study were compared
with the previous research on the microbiological quality of raw milk which was made
in Valio Ltd. in 1998.

The microbe groups were selected using the aspects of milk process, quality and safety.
The hygiene indicators were mesophilic aerobic microbes and enterobacteria. The
spoiler microbes were clostridia spores, aerobic bacteria spores and Bacillus cereus —
spores. Listeria monocytogenes was in the group of pathogens. The microbes were quan-
tified by culturing suitable dilutions of raw milk samples on the suitable culture media.
The incidence of Clostridium tyrobutyricum and Clostridium sporogenes were investi-
gated in positive clostridia spore samples by using the polymerase chain reaction method
(PCR).

The statistical analyses of the results were made by using the Statistica programme. The
results were analyzed using a two-way variance analyzis. The distributions were made in
the Microsoft Excel —programme.

The results showed that the microbiological quality of raw milk was very good. The
microbiological quality of mesophilic aerobic microbes of raw milk has improved dur-
ing the last ten years. On the other hand, the incidences and contents of clostridia spores
and aerobic bacteria spores have increased remarkably compared to the previous re-
search. Aerobic bacteria spores can be seen as the biggest microbiological quality prob-
lem of raw milk in this research.

The results showed that the microbe counts in enterobacteria, clostridia spores and aerobic
bacteria spores of raw milk using the automatic milking systems were higher than those of
the conventional milking techniques. However, the differences were not enormously
large; quality milk can also be produced with the automatic milking system.
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1 Johdanto

Automaattilypsytilat ovat yleistymissd Suomessa. Automaattisessa lypsyjérjestelmissa
robotti huolehtii lehmin vetimien puhdistamisesta ennen lypsyi. Perinteisilld lypsytek-
niikoilla eli parsinavetan lypsykoneella ja pihaton lypsyasemalla ihminen puhdistaa
lehmin vetimet ja tarkastaa visuaalisesti niiden puhtauden. Tdssi tutkimuksessa halut-
tiin selvittdd, lypsetddnko automaattisella lypsyjérjestelmilld mikrobiologisesti yhta
laadukasta raakamaitoa kuin muilla lypsytekniikoilla, ja vaikuttaako vuodenaika raaka-
maidon mikrobiologiseen laatuun. Tutkitut mikrobiryhmit valittiin tuoteturvallisuus-,
prosessi- ja tuotelaatundkdkulmasta. Raakamaidon hygieenistd laatua kuvasivat mesofii-
liset aerobiset mikrobit ja enterobakteerit. Pilaajamikrobiryhméin kuuluivat klostridi-
1tiot, aerobiset bakteeri-itiot sekd Bacillus cereus —itiot. Lisiksi tutkittiin Listeria mono-

cytogenes, joka on patogeeninen ihmisille.

Raakamaidon timén hetkistd mikrobiologista laatua verrattiin Valio Oy:ssd vuonna
1998 tehdyn raakamaidon mikrobiologisen kartoituksen tuloksiin. Tuotantotekniikka on
muuttunut nopeasti kymmenen vuoden aikana, silld vuonna 1998 Suomessa ei ollut kéy-
tossd ainuttakaan automaattilypsyjirjestelméad. Télld hetkelld 9 % Suomen raakamaidos-
ta lypsetddn automaattilypsytekniikalla. Automaattilypsytilojen osuuden on arveltu kas-
vavan voimakkaasti ja korvaavan perinteisid lypsytekniikoita. Suomessa ei ole aikai-
semmin tehty laajempaa tutkimusta automaattilypsytekniikan vaikutuksesta raaka-
maidon mikrobiologiseen laatuun. Téstd syystd tdimi tutkimus tuo uutta arvokasta tietoa
maidon tuottajille sekd meijereille raakamaidon jalostusprosesseihin. Liséksi raaka-
maidon mikrobiologisen laadun kartoitus on tirkedd tuoteturvallisuuden ja tuotelaadun

kannalta.

Raakamaidon mikrobiologinen kartoitus tehtiin Valio Oy:n tutkimus ja tuotekehitys -
osaston Mikrobiologinen laatu -laboratoriossa 4.8.2008 — 27.2.2009. Raakamaitondyt-
teet otettiin Alueosuuskunta Promilkin, Osuuskunta Tuottajain Maidon ja Osuuskunta
Maitosuomen alueilta. Tyon tulosten perusteella pyrittiin my6s arvioimaan raakamaidon

mikrobiologisen laadun kehittymistd tulevaisuudessa.



KIRJALLISUUSOSIO

2 Raakamaito ja sen kisittely tiloilla

2.1 Maidon Kisittely tilalla

Lehmait lypsetddn vihintdin kaksi kertaa pdivissid. Nykyéddn ldhes kaikki lehmit lypse-
tddn koneellisesti. Ennen lypsyéd vetimet ja tarvittaessa utareet ja niiden ldhialueet puh-
distetaan liasta. Tdmén jélkeen otetaan alkusuihkeet, joiden avulla varmistetaan visuaa-
lisesti maidon laatu. Lypsin kiinnitetddn lehméén joko késin, tai lehmé lypsetéédn auto-

maattisella lypsylaitteistolla, jossa kone kiinnittdé lypsimen.

Lypsetty raakamaito siirretdédn yleensi alipaineen avulla maitoputkea pitkin tilasdilioon,
jossa maito jadhdytetdin ja pidetddn kylménd. Maa- ja metsidtalousministerion asetuksen
8/EE0O/2002 mukaan raakamaito on lypsidmisen jidlkeen jddhdytettdvd mahdollisimman
nopeasti + 6 °C:n limpdétilaan tai sen alapuolelle. Raakamaito on myds séilytettdvi ti-
lasdiliossd korkeintaan +6 °C:n lampétilassa. Mitd lihempéni O °C:ta raakamaitoa séily-
tetddn, sitd parempana sen mikrobiologinen laatu sidilyy (ICMSF 2005). Asetuksen
8/EE0O/2002 mukaan raakamaito ei kuitenkaan saa missddn vaiheessa jdityd. Bakteeri-
kasvu on hidasta lampétilavililla 0 °C — 5 °C, mutta raakamaidossa voi silti tapahtua
epdtoivottuja muutoksia jo muutamassa pidivissd. Muutokset riippuvat mikrobilajista,

mikrobipitoisuudesta sekd mikrobien tuottamista entsyymeistd. (ICMSF 2005.)

Meijerin maitoauto hakee raakamaidon tilasiiliostd joka toinen pdivd. Maa- ja metsita-
lousministerion asetuksen 134/2006 mukaan raakamaidon ldmpdtila saa olla korkein-
taan +6 °C, kun se siirretdin tilasdiliostd maitoauton kuljetussdilioon. Yksittdisissd ta-
pauksissa kuljetussiilioon voidaan kuitenkin siirtdd raakamaitoa, jonka limpdtila on
korkeintaan +10 °C. Tilloin kuljetussiilidssd olevan raakamaidon ldmpdtila ei kuiten-

kaan saa ylittdd +6 °C:ta.



2.2 Lypsykone ja sen toimintaperiaate

Maidonkasittelylaitteistoon kuuluvat lypsy-yksikko, maitoletkut, tykytysletkut, maito-
putkisto, tyhjopumppu, tyhjosiilio ja jadhdyttdjalld varustettu maidon tilasdilio. Lypsy-
yksikoksi kutsutaan kokonaisuutta, johon kuuluvat lypsin, tarvittavat letkut ja tykytin.

Lypsimeen kuuluvat lyhyet tykytysletkut, neljd ninnikuppia sekéd yhdyskappale.

Lypsettdessd tykytin saa aikaan jaksoittaisen alipaineen ja normaali-ilmanpaineen vaih-
telun tykytyskammiossa eli vetimen ympirilld olevan nidnnikumin ja hylsyn vélisessd
tilassa. Tdméd saa ndnnikumin vuorotellen avautumaan ja sulkeutumaan, ja raakamaito
pédsee virtaamaan jaksoittaisesti vetimistd lypsykoneen lyhyiden maitoletkujen ja yh-
dyskappaleen kautta pitkddn maitoletkuun ja sieltd maitoputkeen. (Manninen & Nyman

2003.)

On tirkedd, ettd lypsykoneen nidnnikumin kaulus saa hyvin otteen ninnistd. Tilloin
nidnnin verenkierto pysyy ylld lypsyn aikana eikd ndnnikumin kauluksen kautta pidise
lypsyn aikana ilmaa tai bakteereja lypsimeen. Ilman padseminen ninnikumin kauluksen
kautta lypsimeen aiheuttaa paineiskuja, joilla lypsykone siirtdd bakteereita ninnin sisal-

le. (Manninen & Nyman 2003.)

Raakamaito siirretdin yleensd maitoputkea pitkin kokoojan kautta maitohuoneen tilaséi-
lioon. Kokoojassa raakamaidosta poistetaan ilma, ja maito siirtyy putkissa ilmatulppien
avulla alipaineen voimasta. [lma otetaan jdrjestelmédin keskuskappaleen ilmareidsté.
Tilasdiliossd raakamaito jadhdytetddn alle + 6 °C:n lampdétilaan. Tilasdilion jadhdytys-
jarjestelmin tulisi kdyttdd korkeintaan 20 minuuttia maidon jadhdyttidmiseen yhtd celsi-

usastetta kohti. (Manninen & Nyman 2003.)



2.3 Parsinavetan lypsykone

Parsinavetassa lehmit ovat kytkettyind omissa parsissaan, joissa ne syovit, makaavat ja
joissa ne myos lypsetddn. Lehmit eivit padse liikkumaan vapaasti kuten pihattotilojen
lehmit. Lypsdjd kiertdd kiinnittiméssd lypsimen vuorotellen jokaiseen lehméédn. Ennen
lypsimen kiinnitystd lypsdjd puhdistaa lehmén utareet ja varmistaa maidon laadun al-

kusuihkeiden avulla.

Parsinavetan lypsykoneena kiytetddn joko sankokonetta tai putkilypsykonetta. Sanko-
kone on rakenteeltaan yksinkertainen ja putkilypsykoneeseen verrattuna helpompi pitda
puhtaana. Lypsijidn on kuitenkin itse siirrettdvd sankoon lypsetty raakamaito maitohuo-
neeseen jadhdytettiaviksi, mikd tekee tyostd raskaan. Sankokone on tarkoitettukin pien-

ten karjojen lypsyé varten. (Manninen & Nyman 2003.)

Kaytettdessd putkilypsykonetta raakamaitoa ei tarvitse siirtdd itse maitohuoneeseen,
vaan maito kulkee tilasdilioon maidonkokoojan ja maitoputkien kautta. Putkilypsyko-
neen maito- ja hanaputkistot sijaitsevat navetassa parsien yldpuolella. Tami aiheuttaa
lypsijille ergonomisia ongelmia, silld lypsy-yksikot kytketddan maito- ja tyhjohanoihin.
Lisidksi maidon nostaminen alipaineella korkealle lisdéd maidon muokkautumista sekd

vaikuttaa lypsyalipaineeseen. (Manninen & Nyman 2003.)
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2.4 Pihaton lypsyasema

Tissd lypsytekniikassa lehmét lypsetiin erilliselld lypsyasemalla (kuva 1). Lypséji siir-
tdd lehmit kerdilytilaan, jossa lehmit odottavat lypsyvuoroaan. Lypsdjd tyoskentelee
lypsysyvennyksessd, jonka ansiosta lehmien utareet ovat sopivalla korkeudella lypsa-
jaan ndhden. Lypsdjd puhdistaa lehmén utareet, ottaa alkusuihkeet ja kiinnittdd lypsimen

vuorotellen jokaiseen lehméién.

Pihattojen lypsyasemavaihtoehtoja ovat kalanruotoasema (kuva 1), ohikulkuasema, rin-
nakkaisasema, ldpikulkuasema ja karuselli. Ulkomailla on myods kidytossd muitakin

vaihtoehtoja. (Manninen ym. 2002.)

LTI ITTTTITFIA

e
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Kuva 1. Pihaton kalanruotoasema (Manninen & Nyman 2003).

Pihatoissa lehmit saavat liikkua vapaasti makuuosaston ja ruokintaosaston vililla.
Eldinliikenne on kuitenkin hyvi ohjata lypsyltd suoraan ruokintaosastolle. Télld vilte-
tddn lehmien meno makuulle heti lypsyn jidlkeen. Vedinkanava on lypsyn jilkeen auki
varsin pitkédn aikaa, mikd mahdollistaa bakteerien kulkeutumisen vedinkanavaan varsin-

kin lehmien ollessa makuulla. (Manninen ym. 2002.)
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Pihattotilojen lypsyasemilla kiytetddn p#ddasiassa kahta lypsykonetyyppid, jotka ovat
mittasdilokone ja putkilypsykone. Pihaton putkilypsykone eroaa parsinavetan putki-
lypsykoneesta siten, etti maito- ja hanaputket ovat pihatossa huomattavasti lyhyemmit
kuin parsinavetassa, silld lehmiit lypsetdén yhdessi paikassa. Parsinavetassa putket kier-
tavit koko navetan. (Manninen & Nyman 2003.) Yleensd pihatossa maitoputkisto on
asennettu lehmin seisontatason alapuolelle lypsysyvennyksen reunaan, jolloin kdytetdén
nimitystd alaputkikone. Alaputkikone on lypsyaseman yleisin lypsykonetyyppi. Maito-
putkien ollessa lehmien seisontatason alapuolella vetimeen kohdistuva alipaine ei nouse
korkeaksi alhaisenkaan virtauksen aikana. Alaputkikone on maidon laadun kannalta
hyvi vaihtoehto, silld raakamaitoa ei nosteta korkealle, jolloin saattaisi tapahtua maidon

muokkaantumista. (Manninen ym. 2002.)

Pihaton putkilypsykone voi olla myds yldputkikone. Siind maitoputket on asennettu
lehmien seisontatasosta noin 1,8 m korkeuteen. Yldputkikone on kuitenkin alaputki-
konetta paljon harvinaisempi. Sitd kdytetddn 1dhinnd kustannusséistosyistd siirryttiessa

parsinavetasta pihattoon. (Manninen ym. 2002.)

Pihaton lypsyasemalla kiytetidin usein my0s mittasdilokonetta, jonka etuna putkikonee-
seen verrattuna on yksinkertainen maidon mittaus. Raakamaito lypsetddn mittasailioon,
jossa maidosta erotellaan ilma pois. Ilma kulkeutuu alipaineputkea pitkin kohti tyhjo-
pumppua, maidon jdddessd mittasdilioon. Vasta kun lehmi on lypsetty, maito pdéstetidin
maidonsiirtoputkea pitkin maidonkokoojalle. Maidonkokoojalta raakamaito pumpataan
tilasdilioon. Mittasdilokoneessa maidon virtaus ei hiiritse lypsyalipaineen tasaisuutta.
Mittasdilokoneessa on monta komponenttia, mikd tekee sen huollosta hankalamman

putkikoneeseen verrattuna. (Manninen & Nyman 2003.)

Lypsyn jilkeen koko lypsyasema pestidin seki kdynnistetddn lypsykoneen pesuohjelma.
Jokaisen lypsytapahtuman jilkeen puhdistetaan myds maito- ja tyhjoletkut. (Manninen

ym. 2002.)
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2.5 Pihaton automaattilypsy

Automaattilypsylaitteistossa (automatic milking system) robotti lypsdd lehmin tdysin
automaattisesti, ilman ihmisen ldsndoloa. Lypséjén fyysinen tyd vihenee tyon painopis-
teen siirtyessd lehmien hyvinvoinnin tarkkailuun sekd automaattisen jirjestelmén val-
vomiseen. Ulkomaalaisissa tutkimuksissa lypsyn automatisoinnin on todettu nostavan
tuotantotasoa noin 7-8 %, silld hyvin tuottavat lehmait péisevit lypsylle entistd useam-

min. (Manninen & Nyman 2003.)

Ensimmiiset automaattilypsylaitteistot otettiin kdytt6on vuonna 1992 Hollannissa.
Vuoden 2007 lopussa maailmassa oli kdytdssd noin 5 100 automaattilypsylaitteistoa
(Manninen 2009b). Suomessa ensimmadiset automaattilypsylaitteistot otettiin kdytt6dn
vuonna 2000 (Suokannas ym. 2004). Vuodenvaihteessa 2008-2009 niitd oli Suomessa
385 tilalla, ja lypsypaikkoja oli yhteensd 452 (Manninen 2009a). Pohjoismaissa auto-
maattilypsylaitteisto oli tuolloin kdytossd 2 314 tilalla ja lypsypaikkoja oli yhteensd 3
809. Automaattilypsytilojen osuus Suomen kaikista lypsytiloista oli 3,2 % vuodenvaih-
teessa 2008—-2009. Tuolloin Suomessa lypsettiin 7,8 % lehmistd automaattilypsyjirjes-
telmilld ja lypsetty raakamaitomaééri oli 9,0 % koko Suomen raakamaidosta. (Manninen

2009c.)

Automaattilypsytiloilla lehmit saavat liikkkua navetassa vapaasti. Lehmien on tultava
lypsylle vapaaehtoisesti useita kertoja pdivissd. Lypsykertojen lukumiirdén voidaan
vaikuttaa makuuparsien sijoittelulla ja lypsypaikan houkuttelevuudella esimerkiksi an-
tamalla lehmille vikirehua lypsyn aikana. (Manninen 2002.) Lehmi tulee lypsylle tun-
nistusportin kautta. Jos lehmi on dskettéin lypsetty, se ohjataan pois lypsylaitteelta. Jos
edellisestd lypsystd on kulunut riittdvd aika, lehmi lypsetddn. (Manninen & Nyman
2003.) Eldinliikenne on hyvi ohjata lypsyltd suoraan ruokintaosastolle, jottei lehma me-
ne makuulle heti lypsyn jilkeen vedinkanavan ollessa vield auki (Manninen ym. 2002).
Yksi automaattinen lypsylaitteisto lypsdd yleensda 50—60 lehmédi. (Manninen & Nyman

2003.)
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Ennen lypsyd automaattinen lypsylaitteisto puhdistaa lehmin vetimet, joko pydrivien
harjarullien (kuva 2) tai pesukupin avulla (Maitohygienialiitto 2007a). Automaattinen
lypsykone lypsidi alkusuihkeet erilleen muusta maidosta joko pesun yhteydessa tai var-

sinaisen lypsyn alkaessa. Alkusuihkeet pddstetdin lattialle tai viemaériin, eikd niité tar-

kisteta erikseen. (Suokannas ym. 2004.)

Kuva 2. Vedinten puhdistus harjarullien avulla.

Laserséde paikantaa vedinten sijainnin ja robottikési kiinnittdd nénnikupit yksi kerral-
laan (kuva 3). Jos nidnnikuppi irtoaa kesken lypsyn, kone kiinnittdd sen uudelleen. Au-
tomaattinen lypsykone lypsédéd lehmin neljanneskohtaisesti. Lypsylaitteistosta riippuen
voidaan maidosta lypsyn aikana mitata neljanneskohtainen tuotos, ldmpotila, sdhkon-

johtokyky seké viri ja/tai optinen indeksi. (Suokannas ym. 2004.)

Kuva 3. Robottikiisi kiinnittid ndnnikupit yksi kerrallaan.
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Maa- ja metséitalousministerion asetuksen 8/EEO/2002 mukaan automaattisessa lypsy-
laitteistossa on oltava erottelujirjestelmé, joka itsendisesti havaitsee ja ohjaa muuttu-
neen raakamaidon erilleen elintarvikkeeksi tarkoitetusta raakamaidosta. Jirjestelméén
tulee my0s voida etukiteen ohjelmoida tiedot esimerkiksi lddkityistd eldimistd, joiden
maito on automaattisesti ohjattava erilleen. Jirjestelmén tulee tallentaa tiedot vetimien
puhdistamatta jittdmisestd ja lypsylaitteiston sekéd raakamaidon jadhdytys- ja varastoin-

tilaitteiden puhdistamisen epidonnistumisesta.

Kaikissa automaattisissa lypsylaitteistoissa on pesuohjelma, joka huuhtelee, pesee ja
desinfioi koko laitteiston véhintidin kolme kertaa vuorokaudessa. Tdmin lisdksi on eri-
laisia huuhtelujérjestelmiid. Kontaminoituneen maidon lypsdmisen jilkeen laitteistosta
huuhdellaan se osa, jossa eroteltava raakamaito on kulkenut. Kun laite ei ole ollut kiy-
tossd vihaddn aikaan, kone kdynnistdd véilihuuhtelun estiddkseen maidon kuivumisen lait-
teiston pinnoille. My0s tietyn lypsylukuméérén jilkeen laitteisto huuhdellaan. Lypsin
huuhdellaan jokaisen lehmén lypsdmisen jilkeen. Tilld estetddn patogeenien siirtymi-

nen lehmésti toiseen. (Schuiling ym. 2001.)

Automaattisen lypsyjérjestelmin huonona puolena on, ettd kaikki lehmait eivit viltta-
mittd sovellu siihen. Esimerkiksi epdtasainen utarerakenne tai toisiaan lidhelld olevat
vetimet voivat olla ongelma, silldi nannikupin kiinnittiminen hankaloituu. (Manninen

2002.)

Maa- ja metsitalousministerion asetuksessa 8/EE0O/2002 annetaan automaattilypsyé
koskevat erityiset vaatimukset. Kansainvélinen ISO-standardi 20966:2007 médarittdd

automaattiselle lypsylaitteistolle asetettavat suorituskykyvaatimukset ja testit.
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2.6 Lypsyhygienia

Raakamaito on steriilid lehmén utareessa (Koort & Siveld 2007). Raakamaidon konta-
minoituminen mikrobeilla tapahtuu lypsyn yhteydessid vedinkanavasta, utareen ja veti-
mien pinnalta, lypsylaitteistosta, maitoputkesta seki tilasdiliostd. Myos lypséjan hygiee-
nisyys sekd ympdristd, kuten ilma ja vesi voivat vaikuttaa lypsetyn raakamaidon mikro-
bipitoisuuteen. Raakamaito voi kontaminoitua lypsyn aikana, etenkin jos ennen lypsyéi
tehtidvé utareiden ja vetimien puhdistus on ollut puutteellinen. Raakamaidon mikrobipi-
toisuus voi tilldin vaihdella alle sadasta pesidkkeitd muodostavasta yksikostd useisiin
tuhansiin pesikkeitd muodostaviin yksikoihin millilitrassa. Lypséjé voi lisidksi huonolla

kisihygieniallaan levittdd utaretulehdusbakteereita lehmisti toiseen. (ICMSF 2005.)

Lypsyn hygieenisyyteen vaikuttaa siis koko navetan puhtaus. Maa- ja metsidtalousminis-
terion asetuksen 8/EEO/2002 mukaan lypsypaikka, lypsylaitteet ja -vilineet sekid mai-
don jddhdytys- ja sdilytystilat on pidettivind puhtaina ja hyvissid kunnossa. Parsinave-
tassa ja pihaton lypsyasemalla lypsylaitteet ja -vélineet pestddn heti lypsytapahtuman
jilkeen. Asetuksen 8/EEO/2002 mukaan automaattilypsyssd raakamaitoon kosketukses-
sa oleva laitteisto on pestidvd vihintddn kolme kertaa vuorokaudessa ja desinfioitava
tarvittaessa. Raakamaidon kanssa kosketuksiin joutuvien pintojen, laitteiden ja vilinei-
den puhdistamiseen ja huuhteluun kiytettdvin veden on oltava laadukasta, ettei raaka-
maidon kontaminoituminen johdu kéytetystd pesuvedestd. My0s eldinten juomaveden
laadun on oltava hyvid. Maa- ja metsidtalousministerion asetuksen 134/2006 mukaan

veden laatu on tutkittava sddnnollisesti, vihintddn kolmen vuoden vilein.

Parsinavetassa seki pihaton lypsyasemalla ihminen puhdistaa lehmien utareet ja vetimet
sekd varmistaa niiden puhtauden visuaalisesti. Suositeltava puhdistusmenetelma on
lehmikohtainen lypsyliina. Lypsyliinaa kiytettdessd puhtaalla, kuumassa vedessi (55
°C) olleella, nihkedlli liinalla puhdistetaan utareen pohja ja alaosa sekd vetimet ja eri-

tyisesti vedinten pdit. (Manninen ym. 2005.)

Automaattisessa lypsyjérjestelméssd lehmien vedinten puhdistuksen hoitaa robotti.

Koska automaattilypsyssid ihminen ei kontrolloi utareiden ja vedinten puhtautta ennen
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lypsyé, on niiden oltava puhtaita jo lypsylle tultaessa. (Maitohygienialiitto 2007a.) Au-
tomaattilypsylaitteisto suorittaa vedinten puhdistuksen joko pydrivien harjarullien tai
pesukupin avulla. Pesukuppi puhdistaa vetimet yksi kerrallaan paineilman ja haalean
veden avulla. Pesukupit ja harjarullat pestidin jokaisen lypsykerran jidlkeen. (Suokannas

ym. 2004.)

Vedinten pesut saattavat joskus epdonnistua, silld laite ei valttiméttd 16ydd vedintd, ve-
din saattaa olla huonossa asennossa pesulaitteeseen nihden tai lehmaé saattaa liikahtaa
vedinten paikannuksen jdlkeen. (Maitohygienialiitto 2007a.) Useissa automaattisissa
lypsylaitteistoissa puhdistetaan vain vetimet eikd utareita. Robotti saattaa epdonnistua
ninnikupin kiinnityksessd yrittden kiinnittdd ninnikuppia vetimen viereen. T&lldin nin-
nikuppi voi osua likaiseen, puhdistamattomaan utareeseen, ja raakamaitoon joutuu mik-
robeja. (Knappstein ym. 2002.) Vedinpesujirjestelmiit eivét pysty puhdistamaan tehok-
kaasti erittdin likaisia vetimid. Jarjestelmit eivit toistaiseksi pysty méérittdiméédn vedin-
ten puhtautta ennen pesua ja puhdistustulosta pesun jilkeen. (Maitohygienialiitto
2007a.) Maa- ja metsitalousministerion asetuksen 134/2006 mukaan vedinten riittdvin
puhdistamisen varmistamiseksi puhdistustapahtumaa on seurattava sadnnollisesti. Seu-

rannasta, havainnoista seki korjaavista toimenpiteistd on pidettdvi kirjaa.

Ruotsalaisessa tutkimuksessa verrattiin vedinten puhdistamisen tehokkuutta automaatti-

sen lypsykoneen (DeLaval VMS™

) ja perinteisen késintehdyn menetelmin vililld. En-
nen lypsyi lehmien vetimet kontaminoitiin Clostridium tyrobutyricum -itidliuoksella.
Tutkimuksessa todettiin, ettd perinteiselld tavalla, puhtaalla kostealla paperilla puhdis-
tettaessa 65 % itidistd saatiin poistetuksi. Automaattisella lypsytekniikalla vastaava
osuus oli 98 %. Toisaalta automaattisen lypsyjérjestelmén puhdistustapahtuman huo-
mattiin ajoittain epdonnistuvan, minké takia yksittiisten lehmien raakamaidon itidpitoi-
suus nousi samalle tasolle perinteisen lypsytekniikan kanssa. (Melin ym. 2002.) Auto-
maattilypsytekniikan puhdistustulos oli ylléttdvin suuri perinteiseen puhdistukseen ver-

rattuna, mutta tutkimus ei vilttamittda simuloi kovin hyvin mekaanisesti poistettavaa

pinttynyttd likaa, miké on varsinkin automaattilypsytekniikan ongelma.
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Kanadalaisessa tutkimuksessa ei puolestaan havaittu merkittdvia eroa puhdistustulok-
sessa, kun vetimet puhdistettiin perinteiselld tekniikalla tai automaattisella lypsylaitteel-

la (Ten Hag & Leslie 2002).

Lypsylaitteistoihin jadvét maitojddmit toimivat hyviné kiinnittymispintoina seké ravin-
nonldhteini bakteereille. Raakamaidon lypsyldmpoétila on myds suotuisa bakteerikasvul-
le. (Koort & Siveld 2007.) Jos raakamaitoa jdid putkiin, bakteerit padsevit kasvamaan
putkien pinnoilla. Laitteiden pitkittyneen puutteellisen pesun takia putkien pinnoille voi
muodostua biofilmid. Biofilmi siséltdéd suuria médrid bakteereita ja se on erittédin resis-
tentti kemiallisille puhdistusaineille. Tdmén takia maitojidmit on poistettava putkien

pinnoilta pesemdlld putket perusteellisesti heti lypsyn jilkeen. (Frank 2007.)
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3 Raakamaidon mikrobiologia

3.1 Maidon mikrobiologia

Raakamaito on bakteereille suotuisa kasvualusta, silld maidossa on runsaasti ravinteita,
maidon vesiaktiivisuus (ay) on suuri ja maidon pH on ldhelld neutraalia. Tarkeimmét
ravintoaineet ovat rasva, laktoosi, mineraalit, proteiinit sekd ei-proteiiniperdiset typen-
ldhteet. Raakamaidossa on kuitenkin myos mikrobikasvua rajoittavia tekijoitd. Osa ra-
vinteista on huonosti kiytettdviassd muodossa. Esimerkiksi suurin osa raakamaidon so-
kereista on laktoosia, jota liheskéin kaikki mikrobit eivit pysty hydodyntdméaidn. Raaka-
maidossa rasvat ovat puolestaan suojassa mikrobeilta fosfolipidien sekéd glyko- ja lipo-
proteiinien peittimissd pallosissa. Tuoreessa maidossa on myds mekanismeja, jotka
inhiboivat mikrobikasvua. Laktoferriini sitoo rautaa ja rajoittaa néin paljon rautaa vaati-
vien bakteerien, kuten psykrotrofisten aerobien ja koliformien kasvua. Laktoperoksi-
daasisysteemi puolestaan inhiboi erityisesti gram-negatiivisia bakteereita ja lysotsyymi

pddasiassa gram-positiivisia bakteereita. (Koort & Siveld, 2007.)

3.2 Hygieniaindikaattorit

3.2.1 Mesofiiliset aerobiset mikrobit

Mesofiilisilla aerobisilla mikrobeilla tarkoitetaan niiden bakteerien, hiivojen ja homei-
den méérdi, jotka muodostavat nikyviéd pesikkeitd menetelmén mukaisissa olosuhteis-
sa. Mesofiiliset aerobiset mikrobit eivit osoita tiettyd mikrobikontaminaation ldihdettd,

vaan kuvaavat raakamaidon yleistd hygieniaa (Chambers 2002).

Mesofiilisista aerobisista mikrobeista kdytetdan myos nimitystid pesikemairi tai koko-
naispesikeluku (Standard plate count, SPC, Chambers 2002). Maljavalutekniikalla maa-
ritetyt mesofiiliset aerobiset mikrobit antavat tulokseksi eldvien mikrobien pesikkeitd
muodostavia yksikoitd millilitraa kohden, pmy/ml. Maljoilla pesikkeet saattavat muo-
dostaa rykelmii ja kasoja, jotka lasketaan yhdeksi peséikkeitd muodostavaksi yksikoksi.

Nimitys kokonaisbakteeripitoisuus (Total Plate Count, TPC) tarkoittaa puolestaan bak-
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teerien kokonaisméaaridd, mikéd saadaan analysoitua Bactoscan-laitteella. Bactoscan las-
kee niytteen kaikki yksittdiset bakteerisolut sekd myos kuolleet solut, jos niissi on riit-
tavd madra virjattyd DNA:ta. Tdmén takia Bactoscan saattaa antaa huomattavastikin

suurempia bakteerimiirid maljavalutekniikkaan verrattuna (Walstra ym. 2006).

Euroopan parlamentin ja neuvoston asetuksen (EY) N:o 853/2004 mukaan lehmén raa-
kamaidosta on otettava vihintidn kaksi ndytettd kuukaudessa kokonaispesikeluvun tut-
kimiseksi. Tdmén liséksi on otettava vihintdidn yksi ndyte kuukaudessa somaattisten
solujen tutkimiseksi. Pesédkeluvun geometrinen keskiarvo ei saa kahden kuukauden ajal-
ta ylittdd arvoa 100 000 pmy/ml. Solujen miérén geometrinen keskiarvo ei saa kolmen
kuukauden ajalta ylittdd arvoa 400 000/ml. Téamén liséksi automaattilypsyéd kéyttavalti
tilalta on tutkittava raakamaidon kokonaispesikeluku, somaattisten solujen méird sekd
jadtymispiste vahintdin kerran kuukaudessa kuuden kuukauden ajan tilan ensimmaéisen

automaattisen lypsylaitteiston kéyttoonoton jilkeen. (Maitohygienialiitto 2007a.)

3.2.2 Enterobakteerit

Enterobakteerit ovat aerobisia tai fakultatiivisesti anaerobisia, gram-negatiivisia sauva-
bakteereita, ja ne muodostavat happoa glukoosista. Enterobakteerit eivit muodosta iti6i-
td. (Pirhonen 1990.) Enterobakteerit kuuluvat Enterobacteriaceae-heimoon, jonka taval-
lisimpia sukuja ovat Salmonella, Serratia, Yersinia, Citrobacter, Escherichia, Proteus,
Hafnia, Providencia ja Enterobacter. Enterobakteereja esiintyy laajasti levinneena
luonnossa, vedessé ja maaperissi sekéd ihmisten ja eldinten suolistoissa. (Janda & Ab-
bott 2006.) Tamin takia ne ovat hyvid hygieniaindikaattoreita tarkasteltaessa maidon

kontaminoitumista maa-aineksella tai lannalla.
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3.3 Pilaajamikrobit

3.3.1 Klostridi-itiot

Klostridit ovat anaerobisia, gram-positiivisia sauvabakteereita. Ne muodostavat itioiti,
jotka eivit tuhoudu pastoroinnissa. (Pirhonen 1990.) Clostridium-suvun bakteereita
esiintyy mm. maaperdssi sekd ihmisten ja eldinten suolistossa. Bakteerit pdisevit raa-
kamaitoon maaperin, ulosteen seki ravinnon, erityisesti sdilorehun kautta. (Gilmour &
Rowe 1990.) Siilorehussa olevat itiot eivit tuhoudu lehmin ruuansulatuselimistossa,
vaan kulkeutuvat ruuansulatuselimiston ldpi lantaan (Mantere-Alhonen 1990). Varsin-
kin likaiset lehmat ja lypsylaitteiston huono hygienia vaikuttavat raakamaidon klostridi-

itididen méaardin (Suokannas ym. 2004).

Klostridi-itiot eli voihappobakteeri-itiot aiheuttavat ongelmia meijeriteollisuudessa, silld
ne pilaavat juustoja voihappokidymiselld ja kaasun muodostuksella. Tdmén seurauksena
juustot repeilevit ja nithin muodostuu epamiellyttidvii hajua ja makua. (Bergere & Si-
veld 1990.) Puolikovien juustojen kuten Goudan valmistuksessa on tirkedd, etti jélki-
kidymistd aiheuttavien bakteeri-itididen médrid raakamaidossa on alle 1 itiotd 10 ml:ssa.
Klostridi-itididen aiheuttamista pilaantuneista juustoista voi seurata suurtakin tuotehé-

vikkid. (Klijn ym. 1995.)

Séilorehun on todettu olevan klostridi-itididen térkein kontaminaatioldhde. Séilérehun
klostridi-itiopitoisuuden ollessa alle 1 000 itiotd/g saadaan tilasdilion raakamaidon
itiopitoisuudeksi alle 1 itio/ml, kun lehmén utareet on puhdistettu normaalilla tavalla.
Siilorehua, jossa on yli 100 000 iti6téd/g, ei pitdisi syottdd lehmille lainkaan, koska tél-
16in ei ole mahdollista saavuttaa juustolamaidon vaatimaa maidon klostridi-itiGtasoa

hyvilldkédian navettahygienialla. (Vissers ym. 2006.)

Klijn ym. (1995) totesivat tutkimuksessaan, ettd C. tyrobutyricum on juustojen voihap-
pokidymisen pédasiallinen aiheuttaja. Tutkimuksessa todettiin C. tyrobutyricum -bakteeri

kaikista kaasun muodostuksen vuoksi halkeilleista kaupallisista sekd keinotekoisesti
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kontaminoiduista juustondytteistéd. Joistakin kaupallisista juustoista havaittiin myos C.

beijerinckii -bakteeri.

C. tyrobutyricum -bakteerien optimikasvuldmpétila on 37 °C ja optimi-pH 5,8-6,0.
Kéaymistuotteina syntyy voi- ja etikkahappoa, vetyi ja hiilidioksidia. (Mantere-Alhonen
1990.) C. sporogenes -bakteerit muodostavat kdymistuotteinaan voi- ja etikkahappoa
sekd aiheuttavat juustoissa proteolyysid. Optimildmpdétila-alue kasvulle on 30-40 °C,

mutta bakteerit pystyvit kasvamaan myos 25 °C ldmpétilassa. (Gilmour & Rowe 1990.)

3.3.2 Aerobiset bakteeri-itiot

Maitotuotteita pilaavat aerobiset bakteeri-itiot ovat yleenséd raakamaidosta peréisin ole-
via Bacillus-suvun bakteerien itidtd. Bacilluksista yleisimpid ovat B. licheniformis, B.
cereus, B. megaterium ja B. subtilis. Vegetatiiviset Bacillus-suvun bakteerit kuolevat
maidon kuumennuskisittelyssd, mutta bakteerien muodostamat itiot voivat selvita siiti.
Iti6t voivat germinoitua vegetatiivisoluiksi, joiden tuottamat entsyymit voivat saada
tuotteissa aikaan haju- ja makuvirheitd hajottamalla proteiineja ja rasvaa. Aerobiset bak-
teeri-itiot pilaavat 1dhinni tuotteita, joista vegetatiiviset solut ovat kuolleet, silld iti6t
eivit yleensd menesty kilpailussa nopeammin kasvavia bakteereita vastaan. (Koort &
Siveld 2007.) Raakamaidon Bacillus-itiot vaikuttavat kuumennuskaésiteltyjen maitotuot-

teiden sdilyvyysajan pituuteen (Giffel ym. 2002).

Sdilorehua on pidetty raakamaidon merkittdvéna itidlédhteend. Itiot kulkeutuvat ger-
minoitumatta lehmén ruuansulatuselimiston 1dpi lantaan, josta ne voivat kontaminoitu-
neiden utareiden kautta siirtyd raakamaitoon. Raakamaidon itiomééridi voidaan pienen-
tdd estdmélld aerobisten bakteeri-itididen kasvua sdilorehussa. Témén takia sdilérehun
fermentaatiota on kontrolloitava. (Giffel ym. 2002.) Aerobisten bakteeri-itididen pitoi-
suuksien on todettu olevan suurempia talvella kuin kesélld. Syyni tdhiin pidetidiin talvel-
la kontaminoituneita makuualustamateriaaleja (Sutherland & Murdoch 1994). Talvella
itidt ovat péddosin perdisin sdilorehusta, ja kesilld itiot ovat pddosin Bacillus-suvun bak-

teerien itiGitd, jotka siirtyvét lehmien utareiden pinnoille maasta lehmien laiduntaessa.



22

3.3.3  Bacillus cereus -itiot

Bacillus cereus on gram-positiivinen, itidllinen bakteeri, joka kasvaa seké hapellisissa
ettd hapettomissa olosuhteissa. Se pystyy lisdédntymédn melko kuivassa ympéristossé ja
laajalla pH-alueella, pH 4,3-9,3. B. cereus -bakteerin optimildmpétila on 28-35 °C,
mutta bakteeri pystyy lisddntymaiin ldmpdétila-alueella 4-50 °C. (Ponkd 1999.) B. cereus
-itivistd 90 % tuhoutuu 100 °C:n ldmpotilassa 2,2-5,4 minuutin aikana. B. cereus -itiot
selvidvit siis hengissd maidon pastoroinnista. (Johansson & Markkula 2003.) B. cereus
-bakteeri muodostaa ekstrasellulaarista proteaasia ja lesitinaasia, jotka voivat aiheuttaa
saostumista seké haju- ja makuvirheitd pastdroituun maitoon (Pirhonen 1990). B. cereus
on Bacillus-suvun yleisin ruokamyrkytysten aiheuttaja. Ruokamyrkytystyyppeji on
kaksi, ns. oksetus- ja ripulityyppi. Yleensd ruokamyrkytys syntyy vasta bakteeripitoi-
suuden noustessa yli arvon 100 000 pmy/g. (Johansson & Markkula 2003.) Maidon ja
maitovalmisteiden on harvoin raportoitu aiheuttavan B. cereus —ruokamyrkytyksid (Pir-

honen 1990).

B. cereus esiintyy yleisesti maaperissi, kasveissa, vesistoissd, ilmassa sekd ihmisten ja
eldinten suolistossa ja pienind pitoisuuksina raaoissa elintarvikkeissa. Raakamaidon
tarkeimmit kontaminaatioldhteet B. cereus -itidilld ovat maaperd (Christiansson ym.
1999) ja makuualustana kédytetyt materiaalit (Magnusson ym. 2007). Itiot pidsevit raa-
kamaitoon kontaminoituneiden vedinten vilitykselld (Magnusson ym. 2007). Chris-
tiansson ym. (1999) havaitsivat ruotsalaisessa tutkimuksessaan, ettd rehun ja ilman B.
cereus -itidpitoisuudet ovat liian pienid ollakseen raakamaidon pddasiallisia kontami-
naation ldhteitd. Magnusson ym. (2007) totesivat edellisen liséksi, ettd myOs lanta on

epitodennikoinen raakamaidon B. cereus -itididen kontaminaatiolidhde.

B. cereus -itidpitoisuudet ovat 100 kertaa suuremmat maaperéssa kuin rehussa, lannassa
ja makuualustamateriaaleissa. Maaperin suurien B. cereus -itidpitoisuuksien takia veti-
mien kontaminoituminen maaperilli on pyrittdvd estiméin. (Vissers ym. 2007a.) B.
cereus -itididen aiheuttaman kontaminaatioméirin on havaittu olevan merkittavisti suu-

rempi lehmien laiduntaessa kuin niiden ollessa navetassa (Slaghuis ym. 1997). Laitu-
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mella lehmien utareet kontaminoituvat maa-aineksella, jossa on paljon Bacillus-suvun

bakteereita.

3.4 Patogeenit

3.4.1 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes on gram-positiivinen, katalaasipositiivinen sauvabakteeri. L.
monocytogenes -bakteerin optimikasvuldmpdétila on 30-37 °C, mutta se pystyy lisdin-
tymédn limpdotila-alueella 2,5-42 °C, minkd takia se voi lisddntyd hitaasti myos jaa-

kaappildmpétilassa. (Pirhonen 1990.)

Listeria-sukuun kuuluu seitsemin lajia, joista ainoastaan L. monocytogenes on patogee-
ninen ihmiselle. L. monocytogenes voi aiheuttaa sekd ihmisille ettd eldimille vakaviakin
sairauksia, kuten verenmyrkytyksid, aivokalvontulehduksia, influenssan tyyppisii oirei-
ta tai keskenmenoja. Erityisesti vanhuksilla, odottavilla dideilld, pienillad lapsilla, sairail-
la sekd huonontuneen vastustuskyvyn omaavilla henkil6illd on vaara sairastua L. mono-
cytogenes -bakteerin aiheuttamiin sairauksiin. (Pirhonen 1990.) Listerian aiheuttamia
sairaustapauksia, listeriooseja, raportoidaan Suomessa 30-50 tapausta vuosittain. Riski-
ryhmien on todettu sairastuvan elintarvikkeista, joiden L. monocytogenes -pitoisuudet
ovat vaihdelleet vililld < 10 — 10 000 pmy/g, ja terveiden henkildiden on todettu sairas-
tuvan pitoisuuksista 100 000 — 1 000 000 000 pmy/g. (Johansson & Markkula 2003.)

L. monocytogenes -bakteeria voi esiintyi elintarviketuotantolaitoksissa, joissa bakteeria
todetaan viemirikaivoista, kosteilta pinnoilta ja elintarvikkeiden késittelylaitteista. Lis-
teria pystyy kiinnittymédn erilaisiin pintamateriaaleihin, kuten ruostumattomaan terik-
seen, ja voi muodostaa pinnoille biofilmié, josta se on vaikea poistaa. (Ponkd 1999.)
Sama L. monocytogenes —kanta voi tehokkaista pesuista huolimatta siilyd tuotantolai-
toksissa monia vuosia saastuttaen tuotteita aika ajoin. L. monocytogenes -bakteereita voi
esiintyd erityisesti kalassa ja kalatuotteissa, lihassa ja lihatuotteissa, vihanneksissa seki
pastoroimattomassa maidossa ja siitd valmistetuissa juustoissa. Riskituotteita ovat pas-

toroimattomasta maidosta valmistetut homejuustot ja tuorejuustot sekd muut pehmeit
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juustot. Listeria tuhoutuu pastorointildmpétilassa (72 °C). (Johansson & Markkula

2003.)

L. monocytogenes on maabakteeri, joka esiintyy hyvin yleisesti luonnossa (Pirhonen
1990). Lypsytilan puutteellinen puhdistus, likaiset lehmét, sdilorehun huono laatu seki
lypsyjen vililld huonosti puhdistetut lypsyliinat vaikuttavat merkittdvisti maidon kon-

taminoitumiseen L. monocytogenes —bakteerilla (Sanaa ym. 1993).

3.5 Maidon laadun kehitys

Kuvassa 4 on esitetty raakamaitonédytteiden pesdkemaéirin kehitys vuosina 1975-2007.
Tilastojen mukaan raakamaidon laatu on parantunut huomattavasti viimeisten kolmen-
kymmenen vuoden aikana. Vuonna 1975 bakteerien pesikemiird oli 41,5 prosentissa
yksittiisistd tuottajamaitonytteisti < 5,0x10* pmy/ml. Vastaavat osuudet vuosina 1981,

1987, 1995, 2001 ja 2007 olivat 57,3 %, 76,9 %, 96,1 %, 96,9 % ja 98,1 %.
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100 %

7EI%
&0 % '
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Kuva 4. Tuottajamaitondytteiden, pesikemddrd < 50 000 pmy/ml, osuus kaikista tuotta-
Jjamaitondytteistd. (Maitohygienialiitto 2007b)

Tuottajamaidot jaetaan bakteerimééridn perusteella laatuhinnoitteluluokkiin, joiden pe-
rusteella tuottajille maksetaan hyvitykset ja vihennykset tuotetusta maitomaarista. Talla
pyritddn varmistamaan laadukkaan maidon tuottaminen tiloilla. E-laatuluokan maidossa
bakteerimééra on alle 50 000 pmy/ml (kahden kuukauden geometrinen liukuva keskiar-
vo) ja somaattisten solujen madrd alle 250 000/ml (kolmen kuukauden geometrinen liu-

kuva keskiarvo). (Maitohygienialiitto 2008b.) Taulukossa 1 on esitetty bakteerimiirin
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ja somaattisten solujen midrin vaatimukset eri laatuhinnoitteluluokissa. Laatuhinnoitte-

luluokka médrdytyy huonomman ominaisuuden luokan mukaan.

Taulukko 1. Maidon laatuhinnoittelussa meijerien kayttidmd luokitus Suomessa. (Mai-
tohygienialiitto 2008c)

Bakteerien mééira / ml Somaattisten solujen mééiri / ml (Geo-
(Geometrinen keskiarvo, 2 KKk, liukuva) Luokka metrinen keskiarvo, 3 Kk, liukuva)
<50 000 E <250 000
50 000 — 100 000 I 250 000 — 400 000
> 100 000 I > 400 000

3.6 Aikaisempia tutkimuksia

Valio Oy:ssé tehtiin raakamaidon mikrobiflooran kartoitus vuonna 1998. Tyossi tutkit-
tiin raakamaidon mikrobiflooran koostumusta tuottajamaidoissa seké kerdilyn ja meije-
reiden siilovarastoinnin aikana. Tuottajamaitonéytteiden mikrobiologinen laatu todettiin
hyviiksi. Tuottajamaitojen kokonaispesikeméirin geometrinen keskiarvo oli 5,1x10’
pmy/ml.  Satunnaisissa  tuottajamaitoniytteissi  todettiin  korkeita  klostridi-
itiopitoisuuksia sekd Staphylococcus aureus —pitoisuuksia. Tutkimuksessa todettiin

maidon laadun olevan parempi tuottajamaitoniytteissd kuin reittindytteissa.

Automaattisen lypsyjirjestelmén vaikutusta raakamaidon mikrobiologiseen laatuun on
tutkittu useissa maissa. Klungel ym. (2000) tutkivat Hollannissa 29:n automaattiseen
lypsyjdrjestelmdidn siirtyneen tilan raakamaitondytteitd. Vertailuaineistona heilld oli
perinteisen lypsytekniikan tiloja, joissa lypsettiin kaksi kertaa pdivéssi (n = 49) tai kol-
me kertaa pidivissid (n = 28). Kokonaisbakteeripitoisuus, vapaiden rasvahappojen méari
sekd jadtymispiste kohosivat siirryttiessid perinteisestd lypsytekniikasta automaattilyp-
sytekniikkaan. Myds Rasmussen ym. (2002) havaitsivat tanskalaisessa tutkimuksessa
kokonaisbakteeripitoisuuden ja jddtymispisteen nousun automaattilypsysséd tavanomai-
seen lypsyyn verrattuna. Néiden lisdksi he havaitsivat anaerobisten itididen ja somaattis-

ten solujen médrédn kasvavan siirryttdessd kdyttiméédn automaattista lypsylaitteistoa.
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Automaattilypsyd on tutkittu Euroopan laajuisessa tutkimuksessa vuosina 2000-2004.
Eurooppa-projektin tarkoituksena oli tarkastella automaattisen lypsyjérjestelmén sovel-
tuvuutta ja kdyttomahdollisuuksia Euroopassa sekid selvittid uudehkon lypsytekniikan
vaikutusta mm. lypsyhygieniaan, maidon laatuun, eldinten terveyteen ja hyvinvointiin
sekd maatilan hoitoon ja hallintaan. Projektissa mukana olleet maat olivat Belgia, Tans-
ka, Saksa, Iso-Britannia, Alankomaat ja Ruotsi. Projektista on julkaistu useita artikke-
leita ja raportteja, joissa késitellddn automaattilypsyn etuja ja haittoja. (EU-project Au-

tomatic milking.)

Raakamaidon klostridi-itididen kontaminaatiolidhteitd on tutkittu Alankomaissa (Vissers
ym. 2006; Vissers ym. 2007b). Tutkimuksissa sdilorehun todettiin olevan raakamaidon

tarkein kontaminaatioldhde.

Raakamaidon Listeria monocytogenes —pitoisuuksia on tutkittu useissa maissa, kuten
Suomessa, Espanjassa, Skotlannissa, Englannissa, Walesissa, Yhdysvalloissa ja Kana-
dassa. Positiivisten niytteiden osuus on yleensi ollut alle 5 %, mutta muutamia huomat-
tavasti suurempiakin tuloksia on havaittu. Esimerkiksi yhdysvaltalaisissa tutkimuksissa
L. monocytogenes todettiin 12 prosentissa raakamaitondytteistd (n = 121) (Hayes ym.

1986) sekd 19,7 prosentissa raakamaitondytteistd (n = 172) (Latorre ym. 2009).
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Maitohygienialiitto ry on julkaissut Pohjoismaiden bakteerilukutietoja vuosilta 2002—
2007 (taulukko 2). Tilastot osoittavat, ettd Suomessa bakteeriluvut ovat alhaisia. Vain

Norjassa bakteeripitoisuus on hieman pienempi kuin Suomessa.

Taulukko 2. Pohjoismaiden bakteerilukujen keskiarvot vuosina 2002-2007. (Maitohy-
gienialiitto 2007c)

| Maa || Bakteerilukujen keskiarvo (pmy/mli)

| | Geometrinen | Aritmeettinen |
| |2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 |2007
| Norja 6800 6300 8000|7400 | 7100

|Su0l‘ni 6500|| e400( 6000| 5600|5700 ||5500 (| 11800 11800| 10900 10200 10000 | 9600

Tanska | 75/ s 7171 7600 | 7800 | 16580 15300 14978 19.000 | 20400
| tslanti | o] | 7so0f 7ow|so00 [7o0| | | | | 17ow| 60
‘ Ruotsi 13700 | 16300

3.7 Tulevaisuus

Yleisesti ottaen vaikuttaa silti, ettd ollaan siirtymissd suurempaan tilakokoon, jolla tyy-
pillisesti kiytetddn my0s uutta tuotantoteknologiaa. Karjakoon kasvaessa ja tiloilla tuo-
tetun maitomiirdn suurentuessa maidon laatuongelmat yksittéiselld tilalla niakyvit hel-
pommin virheend tuotantoprosessissa ja tuotteissa. Uusi tuotantoteknologia, kuten au-
tomaattilypsyn kéyttoonotto, voi aiheuttaa uusia maidon laatuongelmia. Tdmin takia

jokaisen tilan tuotantoprosessia on seurattava systemaattisesti. (Nousiainen ym. 2007.)

Télld hetkelld Suomessa suurin osa navetoista on parsinavettoja, mutta pihattotilojen
midrd on jatkuvassa kasvussa. Koko ajan yhid suurempi osa maidosta lypsetddn lypsy-
asemalla tai automaattisella lypsylaitteistolla. Tdmén takia on tirkedd tarkastella varsin-
kin pihaton lypsytekniikoilla lypsetyn raakamaidon mikrobiologista laatua ja arvioida

sen kehittymisti tulevaisuudessa.
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Varsinkin automaattilypsytekniikan mikrobiologinen laatu saattaa tulevaisuudessa pa-
rantua vedinpesujirjestelmien kehittyessd, silld télld hetkelld vedinpesujirjestelmét eivit
esimerkiksi pysty puhdistamaan tehokkaasti erittdin likaisia vetimid. Tekniikan kehitty-
essd lypsyjérjestelmit saattavat lisdksi pystyd méadrittiméédn vedinten puhtauden ennen

pesua ja pesun jilkeen.

Yksi tulevaisuuden péétavoitteista on pastéroidun maidon tuoreuden ja mikrobiologisen
laadun parantaminen, jotta maidon sdilyvyysaikaa saataisiin pidennettyi. Pilaajabaktee-
rit ovat sdilyvyysajan laajentamisen rajoittava tekijd. Tdmén takia ndiden mikrobien
kontrolloimiseen ja niiden médrdn vihentdmiseen on kiinnitettdvi erityistd huomiota.

(Boor & Fromm 2006.)
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KOKEELLINEN OSA

4 Tutkimuksen tavoitteet

Tyon tavoitteena oli tutkia raakamaidon mikrobiologista laatua vuonna 2008 seki verra-
ta kolmella eri lypsytekniikalla lypsetyn raakamaidon mikrobipitoisuuksia toisiinsa.
Tutkimuksessa oli mukana parsinavettoja, joilla on kdytdssd perinteinen lypsytekniikka,
pihattotiloja, joilla on lypsyasema, seké pihattotiloja, joilla on automaattinen lypsyjér-
jestelmd. Tutkimukseen valittiin mukaan mikrobiryhmii, jotka vaikuttavat maitotuottei-
den prosessiin, turvallisuuteen sekd laatuun. Raakamaidon hygieniaindikaattoreina oli-
vat mesofiiliset aerobiset mikrobit ja enterobakteerit. Pilaajamikrobiryhméén kuuluivat
klostridi-itiot, aerobiset bakteeri-itiot sekd Bacillus cereus —itiot. Lisaksi tutkittiin Liste-

ria monocytogenes, joka on patogeeninen ihmisille.

Tyossd selvitettiin lisdksi vuodenajan vaikutusta raakamaidon mikrobiologiseen laa-
tuun, minki takia ndytteenotto jaettiin kahteen osaan. Tarkoituksena oli ottaa tutkimuk-
sessa mukana olleilta tiloilta raakamaitondytteet sekd kesilld ettd talvella. Ensimmaéinen
nidytekierros (kesdotanta) aloitettiin elokuussa 2008 ja toinen ndytekierros (talviotanta)

aloitettiin marraskuussa 2008.

4.1 Naytteenotto

Raakamaitondytteet (n. 25 ml) otettiin tuottajatilojen tilasdilidistd steriileihin muovi-
purkkeihin. Niytteenotto tapahtui kerdilyauton automaattisella ndytteenottolaitteella
raakamaidon pumppauksen yhteydessd. Raakamaito pumpattiin tilasdiliostd putkea pit-
kin, pumpun kautta maitoauton sdilioon. Niytteenottolaite otti maitovirrasta tipoittain
raakamaitoa nidytteenottopurkkiin. Raakamaitonéytteeseen saattoi siis pédéstd mikrobeja

maitoauton imuputkesta ja -pumpusta.

Naytteet otettiin Alueosuuskunta Promilkin, Osuuskunta Tuottajain Maidon ja Osuus-
kunta Maitosuomen alueilta. Naytteet kerittiin Valio Oy:n Lapinlahden ja Seindjoen

aluelaboratorioihin ja ldhettiin analysoitavaksi Pitdjinmielle Valio Oy:n tutkimus- ja
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tuotekehityksen laboratorioon. Naytteet analysoitiin 2 — 4 pdivin kuluessa ndytteenotos-
ta. Poikkeuksena oli osa Listeria monocytogenes —méirityksen raakamaitoniytteisti,

jotka vastaanotettiin pakastettuna.

Tutkimusta varten kerittiin yhteensd 563 raakamaitondytettéd tuottajatiloilta. Koeotanta
oli ositettu satunnaisotanta. Tilat jaettiin lypsytekniikan mukaan kolmeen ryhméién, jois-

ta jokaisesta otettiin satunnaisesti 50 tilaa mukaan tutkimukseen.

Kesiotanta

Ensimmdiseltd ndytekierrokselta kerittiin 144 raakamaitondytettd, joista analysoitiin
aerobiset bakteeri-itiot, Bacillus cereus -itiot, klostridi-itiot, enterobakteerit sekd meso-
fiiliset aerobiset mikrobit. Néytteet otettiin 04.08.2008 - 07.10.2008 vilisend aikana.
Samoilta tiloilta kerittiin uudet raakamaitoniytteet (n = 143) Listeria monocytogenes —

maddrityksid varten 07.09.2008 - 06.10.2008 vilisend aikana.

Talviotanta

Talviotannassa kerittiin aluksi 138 raakamaitondytettd, joista analysoitiin aerobiset bak-
teeri-itiot, Bacillus cereus -itiot, klostridi-itiot, enterobakteerit sekd mesofiiliset aerobi-
set mikrobit. Niytteet otettiin 09.11.2008 - 07.01.2009 viliseni aikana. Samoilta tiloilta
keridttiin uudet raakamaitondytteet (n = 138) L. monocytogenes —méirityksid varten

13.01.2009 - 23.02.2009 viliseni aikana.
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5 Materiaalit ja menetelmét

5.1 Maesofiiliset aerobiset mikrobit
= MPCA-alusta (Plate Count Agar + maitojauhelisiys)

Mesofiiliset aerobiset mikrobit méiritettiin Valio Oy:n mikrobiologiset menetelmiit Pe-
sikeméird—ohjeen mukaan, joka perustuu ISO 4833:2003 -standardimenetelmiin. Maé-

rityksessi kaytetty kasvualusta on esitetty liitteessa 1.

Raakamaitoniytteestd pipetoitiin petrimaljoille laimennokset 107,102, 107 ja 10, Siir-
rostus tehtiin maljavaluna kéyttden ravintoalustana MPCA-agaria. Maljoja inkuboitiin
30 °C:ssa 3 vuorokautta. Inkuboinnin jidlkeen pesidkkeet laskettiin maljoilta ja saatujen
tulosten perusteella laskettiin ndytteen bakteeripitoisuus kéyttden painotetun keskiarvon

kaavaa.

5.2 Enterobakteerit

=  VRBG-ravintoalusta
* TSA-agari

= Kaupallinen oksidaasitesti

Enterobakteerit mééritettiin Valio Oy:n mikrobiologiset menetelmét Enterobakteerit—
ohjeen mukaan, joka perustuu NMKL 144 (2005) -menetelmiin. Maérityksessd kéyte-

tyt kasvualustat on esitetty liitteessd 1.

Siirrostus tehtiin maljavaluna laimennoksista 100, 10! ja 10"2, kiyttden ravintoalustana
VRBG-agaria. Valettujen maljojen annettiin jiihtyéd hetken ajan, minki jdlkeen kaadet-
tiin peittokerros agaria maljalle. Maljoja inkuboitiin 37 °C:ssa vuorokauden ajan, jonka
jilkeen pesikkeet laskettiin. Tapauksissa, joissa pesidkkeet eivit olleet tavanomaisen

nikoisid, siirrostettiin pesikkeitd TS A—agarille ja maljoja inkuboitiin yhden vuorokau-
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den ajan 37 °C:ssa. Pesiikkeet varmistettiin kaupallisella oksidaasitestilld. Nédytteen bak-

teeripitoisuus laskettiin painotetun keskiarvon kaavalla.

5.3 Klostridi-itiot

* Bryant ja Burkey —alusta (BB-laktaatti)

Klostridi-itiot médritettiin Valio Oy:n mikrobiologiset menetelmit Klostridi-itiot mai-

dossa —ohjeen mukaan. Méérityksessd kéytetty kasvualusta on esitetty liitteessi 1.

Raakamaitoniytettd pipetoitiin BB-laktaatti-putkiin 3 x 1 ml ja 3 x 0,1 ml eli yhteensa
kuuteen putkeen. Putkiin annosteltiin timén jilkeen noin 2 ml steriloitua parafiinioljya.
Putkia kuumennettiin 75 °C:n vesihauteessa 10 minuutin ajan, jolloin vegetatiivisolut
tuhoutuivat. Heti kuumennuksen jilkeen putket laitettiin jddhtyméédn kylméédn veteen.
Putkia inkuboitiin 7 vuorokautta 37 + 1 °C:ssa. Inkuboinnin jdlkeen laskettiin positiivis-
ten putkien méérd. Kaasun muodostus Durham-putkessa oli osoitus positiivisesta tulok-

sesta. Klostridi-itididen pitoisuus luettiin MPN-taulukosta (liite 2).

5.3.1 Clostridium sporogenes ja Clostridium tyrobutyricum -lajien tunnistus po-

lymeraasiketjureaktio-menetelmilli (polymerase chain reaction, PCR)

Reagenssit:
* InstaGene Matrix
= Alukkeet:
Clostridium tyrobutyricum:
P5 (5 GGA ATC TTC CAC AAT GGG CG 3’) ja
PTy (5 CGC CTA TCT CTA GGT TATTCA G 3°)
Clostridium sporogenes:
Psp(a) (5" CAC CTA TCT CTA GGC TAT GCA A 3’)ja
Psp(s) (5 AAG CCC TGT TTT CTG GG 3’)
* PCR-liuokset: DYNAZYME-reagenssipakkaus F-550L, Finnzymes
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*  Ala-mix:

Steriili vesi 12,5 ul

10 x puskuri 2,5 ul

Aluke F 2,5 ul (20 pmol/ul)

Aluke R 2,5 ul (20 pmol/ul)
*  Yld-mix:

Steriili vesi 21,0 pl

10 x puskuri 2,5ul

10 mM dNTPs 1,0 pl

Polymeraasi 0,5 ul

» Etidiumbromidi (10 mg/ml)
* 0,7 % agaroosigeeli

» 1 x TBE-puskuri

Laitteet:

= Sentrifugi, Eppendorf Centrifuge 5415 D

= PCR-ajolaite, PTC-100™ Programmable Thermal Controller

= Elektroforeesiajolaite 3000Xi Computer Controller Electrophoresis Power Supply,
BIO-RAD

* Geelinkuvauskamera, Alphalmager HP, Alpha Innotech

Seitsemin vuorokautta inkuboiduista positiivisen tuloksen antaneista klostridi-
itioputkista tehtiin DNA:n eristys InstaGene Matrix -pikamenetelméilld. Inkuboidusta
putkesta pipetoitiin 1 ml néytettd eppendorf-putkeen. Eppendorf-putkea sentrifugoitiin
kaksi minuuttia kierrosnopeudella 12 000 rpm, minké jilkeen supernatantti poistettiin.
Eppendorf-putkeen pipetoitiin 1 ml steriloitua vettd ja vorteksoitiin hyvin, jotta pelletti
hajosi. Eppendorf-putkea sentrifugoitiin uudestaan kaksi minuuttia kierrosnopeudella 12
000 rpm. Supernatantti poistettiin ja putkeen pipetoitiin 200 pl InstaGene Matriksia.
Vorteksoitiin hyvin. Putkea inkuboitiin 56 °C:ssa 30 minuuttia, vorteksoitiin ja inkuboi-
tiin 100 °C:ssa 8 minuuttia. Tdmin jilkeen putkea pidettiin jdilld n. 10 minuuttia ennen

pakastamista.
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Polymeraasiketjureaktiota varten numeroitiin 0,5 ml:n PCR-putket ja laitettiin ne jiille.
Valmistettiin ala- ja yld-mixit 1,5 ml:n eppendorf-putkiin, mutta polymeraasi liséttiin
vasta juuri ennen ajoa. Kuhunkin PCR-putkeen pipetoitiin 20 ul ala-mixid. Tdmén jil-
keen PCR-putkiin pipetoitiin 5 pul InstaGene-eristettyd DNA:ta ja kontrolliin pipetoitiin
steriilid vettd. Lisittiin 50 pl sulaa DynaWax-vahaa (+85 °C) kuhunkin putkeen. Y-
mixid, johon oli lisdtty polymeraasi, pipetoitiin putkiin 25 pul. PCR-putket laitettiin
PCR-ajolaitteeseen ja kdynnistettiin ajo-ohjelma. Taulukossa 3 on esitetty C. tyrobutyri-

cum —lampotilaohjelma ja taulukossa 4 on esitetty C. sporogenes —lampétilaohjelma.

Taulukko 3. Clostridium tyrobutyricum —ohjelma.

Askel Lampétila Aika
1. Alkudenaturaatio 94 °C 2 min
2. DNA—juosteiden erotus 94 °C 1 min
3. Alukkeiden tarttuminen 65 °C 1,5 min
4. DNA:n kahdentuminen 72 °C 1 min

5. Takaisin askeleeseen 2, 30 kertaa

6. DNA:n kahdentuminen 72 °C 10 min

7. Loppujddhdytys 4°C 15 min

Taulukko 4. Clostridium sporogenes —ohjelma.

Askel Limpétila Aika
1. Alkudenaturaatio 94 °C 2 min
2. DNA—juosteiden erotus 94 °C 1 min
3. Alukkeiden tarttuminen 63 °C 1,5 min
4. DNA:n kahdentuminen 72 °C 1 min

5. Takaisin askeleeseen 2, 30 kertaa

6. DNA:n kahdentuminen 72 °C 10 min

7. Loppujddhdytys 4°C 15 min
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Valmistettiin 0,7 % agaroosigeeli. Jadhdytettiin se 55 °C:seen ja liséttiin etidiumbromi-
dia 50 pg/100 ml. Valettiin geeli ja annettiin sen jahmettyid. PCR-tuotteisiin sekoitettiin
10 pl 6 x latauspuskuria. Tétd pipetoitiin 12 pl agaroosigeelin koloihin ja ajettiin 1x

TBE-puskurissa 100 V, 1 h ajan. Ajon jilkeen geeli kuvattiin kameralla UV-valon avul-

la.

5.4 Aerobiset bakteeri-itiot

» Pesiikelaskenta-alusta (Plate Count Agar + maitojauhelisdys)

Aerobiset bakteeri-itiot mééritettiin Valio Oy:n mikrobiologiset menetelmét Aerobiset
bakteeri-itiot —ohjeen mukaan. Méérityksessi kiytetty kasvualusta on esitetty liitteessd

1.

Raakamaitoniytettd pipetoitiin 5 ml koeputkeen ja kuumennettiin se 80 °C:seen 10 mi-
nuutin ajaksi, minki aikana vegetatiivisolut kuolivat. Néyte jadhdytettiin. Siirrostus teh-
tiin maljavaluna laimennoksista 10° ja 10", Ravintoalustana kiytettiin MPCA-agaria.
Maljoja inkuboitiin 2 vuorokautta 30 °C:ssa. Inkuboinnin jdlkeen maljat laskettiin.

Niytteen bakteeri-itiGpitoisuus laskettiin painotetun keskiarvon kaavalla.

5.5 Bacillus cereus -itiot

=  MYP-ravintoalusta

Bacillus cereus -itidt miiritettiin Valio Oy:n mikrobiologiset menetelmit Alustava

Bacillus cereus —ohjeen mukaan, joka perustuu standardimenetelméién ISO 7932:2004.
Menetelmilla ei pystytid erottamaan B. cereusta ldhisukuisista harvemmin esiintyvisti
Bacillus—lajeista (B. antracis, B. thuringiensis, B. weihenstephanensis ja B. mycoides).

Mairityksessi kiytetty kasvualusta on esitetty liitteessa 1.
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Raakamaitoniytettd pipetoitiin 5 ml koeputkeen ja kuumennettiin se 80 °C:seen 10 mi-
nuutin ajaksi. Téalloin vegetatiivisolut kuolivat. Jadhtyneestd nédytteestd siirrostettiin 1 ml
MYP-agarille pintalevitykseni. Kiytettiin kolmea pientd maljaa (halkaisija 9 cm), joille
1 ml jaettiin. Maljoja inkuboitiin 30 °C:n ldmpétilassa noin 48 h, jonka jdlkeen maljat
tarkastettiin. Tapauksissa, joissa pesikkeet eivit olleet tavanomaisen nikoisii tai olivat
osittain muun kasvuston peittdmind, siirrostettiin puhdasviljelmit uudelle MYP-agarille.

Niytteen B. cereus -itiopitoisuus laskettiin painotetun keskiarvon kaavalla.

5.6 Listeria monocytogenes kvantitatiivinen ja kvalitatiivinen miéritys

= Palcam-agari

* ALOA-agari

= 15 Fraser -elvytysliemi (Fraser Broth Base LAB 164, Lab M Limited)
= Y5 Fraser -supplementti (X164, Lab M Limited)

» Fraser-rikastusliemi (Fraser Broth Plus LAB 212, Lab M Limited)

» Fraser-supplementti (X211, Lab M Limited)

= Veri-agari

* Tryptoni-soija-agari (TSA)

»  Sokerinkidyttdalusta

= API Listeria —testi (bioMérieux)

Listeria monocytogenes médritettiin Valio Oy:n mikrobiologiset menetelmit Listeria
monocytogenes ja Listeria monocytogenes kvantitatiivinen menetelmé —ohjeiden mukai-
sesti. Ohjeet perustuvat standardimenetelmiin ISO 11290-1:1996/Amd 1:2004 ja ISO
11290-2:1998/Amd 1:2004. Ensin tehtiin kvantitatiivinen méiritys ja siité jatkettiin
kvalitatiiviseen médritykseen. L. monocytogenes —miirityksissd kdytetyt kasvualustat ja

reagenssit on esitetty liitteessa 1.

Kvantitatiivinen listeriamairitys aloitettiin mittaamalla raakamaitondytettd 25 ml ja se-
koittamalla se 225 ml:aan huoneenlimpdistd Y2 Fraser -lientd ilman lisdaineita. Naytetta

elvytettiin 20 + 2 °C:ssa 1h + 5 minuuttia.
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Elvytyksen jédlkeen ndytteestd tehtiin 1 ml:n siirrostus pintalevitykseni joko Palcam- tai
ALOA-rinnakkaismaljoille. Tyossi kdytettiin kolmea pientd maljaa (halkaisija 9 cm),
joille 1 ml jaettiin. Maljoja inkuboitiin 1 vrk 37 £ 1 °C:ssa, jonka jdlkeen maljat tarkas-

tettiin. Inkubointia jatkettiin 1 vrk ja maljat tarkastettiin uudestaan.

Kvalitatiivinen listeriamiéritys jatkettiin kvantitatiivisen maérityksen jilkeen. Elvytet-
tyyn néytteeseen liséttiin supplementtia ja nédytettd inkuboitiin 30 £ 1 °C:n lampdkaapis-
sa 24 = 2 h. Inkuboinnin jélkeen siirrostettiin 10 pl:n silmukallinen viljelméé poikkeuk-
sellisesti joko ALOA- tai Palcam-maljalle. Valio Oy:n mikrobiologiset menetelmiit Lis-
teria monocytogenes —ohjeen mukaan siirrostus tehddén sekd ALOA- ettd Palcam-
maljalle. Viljelméd hajotettiin, jotta saatiin erillisid pesédkkeitd. Inkuboitua ¥2 Fraser -
rikastuslientd siirrostettiin lisdksi 100 pl 10 ml:aan Fraser-lientd. Sekd ALOA-maljaa
ettd Fraser-lientd inkuboitiin 2 vrk 37 + 1 °C:ssa. Tdmain jilkeen Fraser-liemesti siirros-
tettiin 10 pl viljelméd uudelle ALOA-maljalle ja viljelmi hajotettiin. Maljaa inkuboitiin
2 vrk 37 £ 1 °C:ssa.

Inkubointien jilkeen maljat tarkastettiin, ja tyypillisistd pesdkkeistd tehtiin varmistusvil-
jelmiit ei-selektiiviselle TSA-agarille ja veri-agarille. Maljoja inkuboitiin 1 vrk 37 £ 1
°C:ssa. Verimaljalta todettiin mahdollinen B-hemolyysin ilmentyminen. Tyypillisen
nikoiset kasvustot varmistettiin vield sokerinkéyttotestilla tai kaupallisella API Listeria

—testilld. API Listeria —testi tehtiin valmistajan ohjeiden mukaisesti.

Sokerinkiyttotestisséd pipetoitiin 1 ml valmista sokeriliuosta 9 ml:aan sokerinkdyttoalus-
taa. Sokerinlisdykset olivat ramnoosi, ksyloosi, mannitoli, salisiini ja a-
metyylimannosidi. Puhdasviljelmii siirrostettiin sokeriputkiin ja putkia inkuboitiin 37
°C:ssa 2-5 vuorokautta. Jos tutkittava puhdasviljelmi kéytti sokeria, liuoksen viri muut-

tui keltaiseksi.
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5.7 Tulosten tilastollinen kisittely

Klostridi-itiopitoisuudet ilmoitettiin MPN-lukuina (Most Probable Number) maitolitraa
kohden. Kvalitatiivinen Listeria monocytogenes -tulos ilmoitettiin “’todettu / ei todettu”
tutkittua ndytemadrdd (25 ml) kohden. Mikrobipitoisuustulokset ilmoitettiin pesikkeité
muodostavina yksikkoind millilitraa kohden, pmy/ml. Mikrobipitoisuudet laskettiin

kayttimalld painotetun keskiarvon kaavaa [1]:

laskettujen _ pescikkeiden _ summa >C

pmy/ml = [1]

viljelyyn _ kiiytetty _ ndytemddrd - (Aml-n,+0,Iml -n,)-d

> C = laskettujen pesikkeiden summa
n; = ensimmadisen laimennoksen maljojen lukumiird
n, = toisen laimennoksen maljojen lukumiird

d = ensimmaisen laimennoksen laimennuskerroin

Tulokset < 1 pmy/ml muutettiin arvoksi 0,5 pmy/ml, silld tulosten ollessa normaalisti
jakautuneita on todennikdéisin arvo nollan ja yhden vilillda 0,5. Klostridi-itididen koh-
dalla tulokset < 300 MPN/I muutettiin arvoksi 150 MPN/I, sill4d tulosten ollessa normaa-
listi jakautuneita todennikoisin arvo nollan ja 300:n vélilld on 150. Ennen tulosten tilas-

tollista analysointia tehtiin mikrobipitoisuuksille log;o —muunnos.

Tulosten tilastollinen késittely tehtiin Statistica-tilasto-ohjelmalla (versio 7.1, StatSoft,
Inc., Tulsa, USA). Tulokset analysoitiin kaksisuuntaisella varianssianalyysill4, jossa

faktoreina olivat otanta ja lypsytekniikka.
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Parsinavetan ja pihaton (lypsyasema + automaattilypsy) vilistd eroa tietyn mikrobiryh-
mén pitoisuuden suhteen kuvattiin kontrastilla 1. Pihaton lypsyaseman ja pihaton auto-
maattilypsyn vilistd eroa kuvattiin kontrastilla 2. Kontrasteille midritettiin p-arvot, jois-
ta tulkittiin oliko lypsytekniikoiden vilill4 tilastollisesti merkitsevid eroa mikrobipitoi-
suuksien suhteen. Kontrastien vélisen eron tulkinnassa kéytettiin 5 % riskitasoa.
P-arvon ollessa yli 0,05 vertailtavien kohteiden vililld ei ollut tilastollista eroa. Jos p-

arvo oli alle 0,05, niin kohteiden vililld todettiin olevan tilastollisesti merkitsevéi ero.

Jakaumat tehtiin Microsoft Excel —ohjelmalla. Jakaumissa kuvattiin niytteiden jakau-
tumista luokkavileihin bakteeripitoisuuksien perusteella. Kullekin bakteeriryhmille
tehtiin jakauma koko otannasta seki lypsytekniikoihin jaetusta otannasta. Lisiksi tehtiin

jakaumat bakteerien poikkeamien esiintyvyystiheyksisti.
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6 Tulokset ja tulosten tarkastelu

Liitteessd 3 on esitetty yksittdisten raakamaitonédytteiden tulokset mikrobiryhmittiin.
Tulokset on jaettu taulukoihin lypsytekniikan ja otannan mukaan (taulukko 1-6). Liséksi
liitteessd 3 on esitetty koko otannan geometriset keskiarvot sekd minimi- ja maksimiar-

vot mikrobiryhmittédin (taulukko 7).

6.1 Hygieniaindikaattorit

6.1.1 Mesofiiliset aerobiset mikrobit

Mesofiilisten aerobisten mikrobien pesikemdiérd vaihteli vililld 1,8){102 - 6,5x105
pmy/ml. Geometrinen keskiarvo oli 4,6x10° pmy/ml (n = 281). Tulos on hieman mata-
lampi kuin vuonna 1998 tehdyn raakamaidon mikrobifloorakartoituksen tulos 5,1x10°
pmy/ml (Tulkki 1999). Tulos jdi myds vihidn Maitohygienialiiton vuoden 2007 tilastoja
matalammaksi, 5,2x10° pmy/ml (Maitohygienialiitto 2007d). Maitohygienialiiton tilas-
toimat bakteeriluvut on maédritetty Bactoscan-laitteella, joka laskee kaikki yksittdiset
bakteerisolut ja saattaa timin takia antaa suuremman tuloksen maljavalutekniikkaan

verrattuna.
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Kuvassa 5 on esitetty raakamaitonédytteiden jakaantuminen luokkiin mesofiilisten aero-
bisten mikrobien pitoisuuksien perusteella. Tuotantotilalta luovutettavalle raakamaidolle
on asetettu lakisdédteinen vaatimus, jonka mukaan pesidkemdidrin kahden kuukauden
geometrinen keskiarvo tulee olla < 1,0x10° pmy/ml (EY N:o 853/2004). Tissi otannas-
sa 97,9 % niytteistd oli pesdkemadriltiin < 1,0x10° pmy/ml ja 2,1 % ylitti rajan. Vuon-
na 1998 tehdyssd raakamaidon mikrobifloorakartoituksessa 94,5 % néytteistd oli pesa-
kemiiriltdin < 1,0x10° pmy/ml (Tulkki 1999). Kuitenkin kummassakin raakamaitokar-
toituksessa tutkittiin vain yksittdinen ndyte, ei kahden kuukauden geometrista keskiar-
voa. Maitohygienialiiton ilmoittaman vuoden 2008 tuloksen mukaan 0,7 prosentissa

yksittiisistd raakamaitondytteisti bakteeripitoisuus oli yli 1,0x10° pmy/ml (Maitohy-

gienialiitto 2008a).
Mesofiiliset aerobiset mikrobit, koko otanta
70,0 - 65,1
.« 60,0
@ 50,0
2 40,0
@ 30,0 19.6
S5 200 93
° 10,0 3,9 2.4
0,0 e
<1000 1000-9900  10000- 50000- >100000
49900 100000
pmy / ml

Kuva 5. Raakamaitondytteiden jakaantuminen luokkiin mesofiilisten aerobisten mikro-
bien pitoisuuksien perusteella.
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Kuvassa 6 on esitetty lypsytekniikoittain raakamaitondytteiden jakautuminen luokkiin
mesofiilisten aerobisten mikrobien pitoisuuksien perusteella. Kuvasta voidaan huomata,
ettd pihaton automaattilypsylld lypsetyn raakamaidon mesofiilisten aerobisten mikrobi-
en pitoisuudet painottuvat keskimmdisiin luokkavileihin. Automaattilypsyn niytteistd
75,2 % oli vilillda 1 000-9 900 pmy/ml. Automaattilypsyn tuloksista 1,0 % oli alle 1 000
ja 1,0 % oli yli 100 000 pmy/ml. Tuloksista voidaan péaételld, ettd pihaton automaatti-
lypsytekniikalla ei saada lypsettyd mikrobiologisesti erittdin puhdasta raakamaitoa, mut-
ta toisaalta myos erittdin korkeita mikrobipitoisuuksia esiintyi harvoin. Parsinavetan
putkilypsykoneella tuotettiin eniten mikrobipitoisuudeltaan erittdin puhdasta raakamai-
toa (< 1000 pmy/ml), mutta myds eniten huonolaatuisinta raakamaitoa (> 100 000

pmy/ml). Ero pihaton lypsyaseman pitoisuuksiin ei kuitenkaan ollut suuri.

Mesofiiliset aerobiset mikrobit, lypsytekniikoittain

80,0
Hy
% 60,0 O Parsinavetan putkilypsy
E. 40,0 + @ Pihaton lypsyasema
:o 200 | O Pihaton automaattilypsy
0,0 + ﬁm—y—zl—:—y—‘z—‘

<1000 1000- 10000-  50000- >100000
9900 49900 100000

pmy/ml

Kuva 6. Raakamaitondytteiden jakautuminen luokkiin mesofiilisten aerobisten mikrobi-
en pitoisuuksien perusteella lypsytekniikoittain.
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Kuvassa 7 on esitetty mesofiilisten aerobisten mikrobien poikkeamien esiintymistiheys
koko otannassa. Poikkeamarajana kiytettiin pitoisuutta 50 000 pmy/ml, joka on raaka-
maidon E-laatuluokan raja. Tutkituista raakamaitoniytteistd 94,0 % téytti E-luokan ra-
jan < 50 000 pmy/ml. Maitohygienialiiton mukaan vuonna 2008 E-luokan osuus raaka-
maidoista oli 95,2 % (Maitohygienialiitto 2008b). Vuonna 1998 tehdysséd raakamaidon
mikrobifloorakartoituksessa E-luokan osuuteen ylsi 83,4 % néytteistd (Tulkki 1999).
Otanta oli tuolloin tosin melko pieni (n = 54). Maitohygienialiiton mukaan vuonna 1998
E-laatuluokkaan ylsi 90,9 % raakamaitonaytteistd (Maitohygienialiitto 2008b). Tulok-
sista voidaan todeta, ettd raakamaidon laatu on parantunut mesofiilisten aerobisten mik-
robien osalta viimeisen kymmenen vuoden aikana. Raakamaidon mikrobiologisen laa-
dun paranemiseen on voinut vaikuttaa mm. maidon jidhdytysjéarjestelmien ja kylmiket-
jun kehittyminen, lypsylaitteistojen pesujen ja pesuaineiden kehittyminen sekd hy-

gieniatietoisuuden lisddntyminen.

Poikkeamat, mesofiiliset aerobiset mikrobit
100,0 940
w 80,0
2
@© 60,0
z
‘T 40,0
X 2
0.0 6,0
0,0
<50 000 >=50000
pmy/ ml

Kuva 7. Mesofiilisten aerobisten mikrobien poikkeamien esiintyvyystiheys koko otan-
nassa.
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Taulukossa 5 on esitetty mesofiilisten aerobisten mikrobien pitoisuuksien logaritmiset
keskiarvot lypsytekniikoittain sekd kesdlld (otanta 1) ettéd talvella (otanta 2). Samat tu-
lokset on esitetty kuvassa 8. Pihaton lypsyaseman ja automaattilypsyn logaritmisilla
pitoisuuskeskiarvoilla ei ole eroa kesin ja talven vililld. Parsinavetalla puolestaan on
kuvan mukaan jonkin verran eroa kesi- ja talvipitoisuuksien vililld. Hajonnat meneviit
kuitenkin osittain pédllekkéin, joten erosta ei voida olla varmoja. Kuvassa on kiytetty

95 %:n luottamusvilia.

Taulukko 5. Mesofiilisten aerobisten mikrobien pitoisuuksien logaritmiset keskiarvot
lypsytekniikoittain kesdlld (otanta 1) ja talvella (otanta 2).

Ka. Log pmy
OTANTA 1 OTANTA 2 p-arvo
. pihatto / . . ) pihatto / ) )
parsinavetta asema pihatto / robotti| parsinavetta asema pihatto / robotti Kontrasti 1 | Kontrasti 2

3,87 3,52 3,72 3,59 3,51 3,73 0,134 0,012
Kontrasti 1: parsinavetta vs. pihatto
Kontrasti 2: lypsyasema vs lypsyrobotti

otanta*Lypsytekniikka; LS Means
Curent effect: F(2, 275)=1.8458, p=.15984
Effective hy pothesis decomposition
Vertical bars denote 0.95 confidence interv als

4.2

4.1 g

4.0 .

3.9 t J

3.8 F ]

3.7 1
836 4
[
Bisst ]

3.4 t 1

3.3t

=5 otanta
3.2 1 1 1 i
Parsinavetta Pihatto/Asema Pihatto/Robotti =[] otanta
2
Lypsyteknikka

Kuva 8. Mesofiilisten aerobisten mikrobien pitoisuuksien logaritmiset keskiarvot lypsy-
tekniikoittain kesdlld (otanta 1) ja talvella (otanta 2).

Taulukossa 5 kontrasti 1 kuvaa parsinavetan ja pihaton (lypsyasema + automaattilypsy)
vilistd eroa mesofiilisten aerobisten mikrobien pitoisuuksien suhteen. P-arvoksi saatiin

0,134. Merkitsevyystason ollessa 0,05 ero ei ole tilastollisesti merkitsevd. Kontrasti 2
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kuvaa pihaton sisélld lypsyaseman ja automaattilypsyn vilistd eroa. P-arvoksi saatiin
0,012. Kéytettdessd 5 % riskitasoa voidaan todeta, ettd lypsyaseman ja automaattilypsyn
vililla on tilastollisesti merkitsevd ero mesofiilisten aerobisten mikrobien pitoisuuksien

suhteen ja pitoisuus on korkeampi automaattilypsyll.

Monissa Euroopan maissa on todettu kokonaisbakteeripitoisuuden kasvaneen siirrytté-
essd perinteisestd lypsytekniikasta automaattiseen lypsyjérjestelméin (Klungel ym.
2000; Van der Vorst & Hogeveen 2000; Pomies & Bony 2000, Rasmussen ym. 2002;
Van der Vorst ym. 2002).

6.1.2  Enterobakteerit
Kuvassa 9 on esitetty raakamaitonédytteiden koko otannan enterobakteeripitoisuudet

luokkiin jaettuna. Niytteistd 74,5 prosentissa todettiin enterobakteereja (n = 282). Ente-

robakteerien geometrinen keskiarvo oli 4,86 pmy/ml.

Enterobakteerit, koko otanta

45,0 42,6

40,0
35,0
30,0
25,0 1
20,0 1
15,0
10,0 45

50 11

0,0

262

n
k4
an

% naytteista

<1 1-9 10-190 200-990 >=1000
pmy/ml

Kuva 9. Raakamaitondytteiden jakaantuminen luokkiin enterobakteerien pitoisuuksien
perusteella.
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Kuvassa 10 on esitetty raakamaitondytteistd miiritetyt enterobakteeripitoisuudet lypsy-
tekniikoittain. Parsinavetan putkilypsylld lypsetyistd raakamaitonidytteistd enterobaktee-
reja todettiin 59,9 prosentissa. Pihaton lypsyasemalla vastaava osuus oli 74,2 % ja au-
tomaattilypsylld 88,1 %. Enterobakteerien perusteella laadultaan huonointa raakamaitoa

saadaan siis automaattilypsylla.

Enterobakteerit lypsytekniikoittain

50

o) 40

.g 30 | — O Parsinavetan putkilypsy
_%, 20 B Pihaton lypsyasema

c O Pihaton automaattilypsy
2 104

0 ﬁ_Ei:l_,_:._A:L
<1 1-9  10-190 200-990 21000
pmy/ mi

Kuva 10. Raakamaitondytteiden jakaantuminen luokkiin enterobakteerien pitoisuuksien
perusteella lypsytekniikoittain.

Enterobakteerien kohdalla poikkeamarajaksi valittiin 200 pmy/ml. Koko otannasta 5,3

% raakamaitondytteistd ylitti poikkeamarajan (kuva 11).

Poikkeamat, enterobakteerit

94,7

100,0
90,0
80,0
70,0
60,0
50,0
40,0
30,0
20,0
10,0

0,0

% naytteista

5,3

<=200 >200
pmy/ml

Kuva 11. Enterobakteerien poikkeamien esiintyvyystiheys koko otannassa.
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Taulukossa 6 on esitetty raakamaitondytteiden enterobakteeripitoisuuksien logaritmiset
keskiarvot lypsytekniikoittain sekid kesilld ettd talvella. Ndmaé tulokset on esitetty myds
kuvassa 12. Otanta 1 vastaa kesidotantaa ja otanta 2 talviotantaa. Kesdotannan tulokset
ovat jokaisella lypsytekniikalla talviotantaa suuremmat. Tulosten mukaan pihaton au-
tomaattilypsylld lypsetyssd raakamaidossa enterobakteeripitoisuudet ovat suurempia
kuin lypsyasemalla tai parsinavetan putkilypsykoneella lypsetysséd raakamaidossa. Niyt-
tdisi myoOs siltd, ettd pihaton lypsyasemalla esiintyy hiukan suurempia bakteeripitoi-

suuksia kuin parsinavetassa.

Taulukko 6. Enterobakteerien pitoisuuksien logaritmiset keskiarvot lypsytekniikoittain
kesdlli (otanta 1) ja talvella (otanta 2).

Ka. Log pmy
OTANTA 1 OTANTA 2 p-arvo
. pihatto / . ) . pihatto / ) .
parsinavetta asema pihatto / robotti| parsinavetta asema pihatto / robotti Kontrasti 1 | Kontrasti 2

0,69 0,80 1,11 0,23 0,45 0,76 0,004 0,014
Kontrasti 1: parsinavetta vs. pihatto
Kontrasti 2: lypsyasema vs lypsyrobotti

Enterobakteerit

== otanta

i i i 1
Parsinavetta Pihatto/Asema Pihatto/Robotti —¢- otanta

2
Lypsytekniikka

-0,2

Kuva 12. Enterobakteerien pitoisuuksien logaritmiset keskiarvot lypsytekniikoittain
kesdlld (otanta 1) ja talvella (otanta 2).
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Parsinavetan ja pihaton enterobakteeripitoisuuksien vililld havaittiin tilastollisesti mer-
kitsevi ero, silld p-arvoksi saatiin 0,004 (taulukko 6). Pihattotiloilla todettiin suurempia
enterobakteeripitoisuuksia kuin parsinavetoissa. Kontrastin 2 kohdalla p-arvoksi saatiin
0,014, joten lypsyaseman ja automaattilypsyn vililld todettiin my®os tilastollisesti mer-
kitsevd ero enterobakteeripitoisuuksien suhteen. Enterobakteeripitoisuudet olivat auto-

maattilypsytiloilla suurempia kuin lypsyasemilla.

Enterobakteerien raakamaidon suurempi pitoisuus automaattilypsyssi on odotettu tulos,
silld automaattilypsysséd ihminen ei kontrolloi utareen ja vedinten puhtautta ennen lyp-
simen kiinnitystd. Jos eldimet ja eldinten ldhiympéristo on likainen, on suolistoperiisten
bakteerien siirtyminen raakamaitoon lypsyn yhteydessd todenndkdisempédd automaatti-
lypsyssi kuin perinteisissd tekniikoissa. Tdssd otannassa enterobakteeripitoisuudet ovat

kuitenkin varsin kohtuullisia automaattilypsyssakin.
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6.2 Pilaajamikrobit

6.2.1 Klostridi-itiot

Kuvassa 13 on esitetty raakamaitoniytteiden jakaantuminen luokkiin klostridi-itiGiden
pitoisuuksien perusteella. Klostridi-itiditd todettiin 38,8 prosentissa raakamaitondytteis-
td (n = 281). Klostridi-itididen esiintymistiheys on kasvanut 10 vuotta sitten tehtyyn
kartoitukseen niahden huomattavasti, silld raakamaidon mikrobiflooran kartoituksessa
vuonna 1998 todettiin klostridi-iti6itd 11,6 prosentissa (n = 69) tuottajamaitoja (Tulkki

1999).

Klostridi-itididen koko otannan logaritmiseksi keskiarvoksi saatiin 2,48 MPN/I. Alan-
komaissa todettiin hieman suurempi tulos, 2,7 MPN/I, tutkittaessa 142 raakamaitoniy-

tettd (Vissers ym. 2007b).

Klostridi-itiot, koko otanta

700 612
60,0
50,0 1
40,0 -
30,0 1
16,4

20,0 1 17,4
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0,0

10,0

1,1

<300 300-690 700-1490 1500-9290 29300

Kuva 13. Raakamaitojen jakaantuminen luokkiin klostridi-itividen pitoisuuksien perus-
teella.
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Klostridi-itididen pitoisuustulokset on jaettu lypsytekniikoittain luokkiin kuvassa 14.
Klostridi-iti6itd todettiin parsinavetan putkilypsyn néytteistd 29,7 prosentissa ja pihaton
lypsyaseman néytteistd 27,0 prosentissa. Pihaton automaattilypsylld vastaava tulos on
huomattavasti suurempi, 57,4 %. Automaattilypsyn klostridi-itididen esiintymistiheys
on muita lypsytekniikoita suurempi kaikissa muissa luokissa paitsi luokassa < 300
MPN/1. Tulosten perusteella voidaan todeta, ettd automaattisella lypsylaitteistolla lyp-
settdessd raakamaitoon joutuu enemmin klostridi-itiditd kuin lypsettdessd muilla teknii-
koilla. Kuitenkaan esiintymistiheyden kasvu edellisen raakamaidon mikrobiologisen
kartoituksen 11,6 prosentista tdmin kartoituksen 38,8 prosenttiin ei johdu ainoastaan
automaattilypsytekniikan korkeasta esiintymistiheydestd. Myos parsinavetan ja lypsy-

aseman esiintymistiheydet ovat kasvaneet huomattavasti kymmenessd vuodessa.

Klostridi-itiét lypsytekniikoittain
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70,0 4
60,0
50,0 o Parsinavetan putkilypsy
40,0 m Pihaton lypsyasema

30,0 1 O Pihaton automaattilypsy

20,0 —
0,0 - )
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Kuva 14. Raakamaitondytteiden jakaantuminen luokkiin lypsytekniikoittain klostridi-
itididen pitoisuuksien perusteella.
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Klostridi-itididen poikkeamaraja on 3100 MPN/I. Koko otannassa poikkeamarajan ylitti

3.2 % niytteistd (kuva 15).

120,0

Poikkeamat, klostridi-itiot

100,0 -
80,0
60,0 -

% naytteista

40,0
20,0

3,2

0,0

<=3100

MPN/1

>3100

Kuva 15. Klostridi-itididen poikkeamien esiintyvyystiheys koko otannassa.

Klostridi-itididen pitoisuuksien logaritmiset keskiarvot lypsytekniikoittain sekd kesilld

ettd talvella on esitetty taulukossa 7 ja kuvassa 16. Tuloksista voidaan huomata, ettid

parsinavetan putkilypsykoneella seki pihaton lypsyasemalla lypsettyjen raakamaitojen

klostridi-itididen pitoisuudet ovat talviotannassa hieman suurempia kuin kesidotannassa.

Automaattilypsylld kesd- ja talvipitoisuudet ovat ldhes samansuuruisia. Pihaton auto-

maattilypsyn pitoisuudet ovat selvésti parsinavettaa ja lypsyasemaa suurempia.

Taulukko 7. Klostridi-itididen pitoisuuksien logaritmiset keskiarvot lypsytekniikoittain
kesdlld (otanta 1) ja talvella (otanta 2).

Ka. Log pmy
OTANTA 1 OTANTA 2 p-arvo
. pihatto / . . ) pihatto / . )
parsinavetta asema pihatto / robotti| parsinavetta asema pihatto / robotti Kontrasti 1 | Kontrasti 2
2,34 2,30 2,65 2,47 2,42 2,68 0,052 0,000

Kontrasti 1, parsinavetta vs. pihatto
Kontrasti 2. lypsyasema vs lypsyrobotti
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Klostridi-iti6t
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Kuva 16. Klostridi-itividen pitoisuuksien logaritmiset keskiarvot lypsytekniikoittain
kesdlli (otanta 1) ja talvella (otanta 2).

Pihaton ja parsinavetan vililld ei havaittu merkitsevdd eroa klostridi-itididen pitoisuuk-
sien suhteen (taulukko 7). Lypsyaseman ja automaattilypsyn vililld puolestaan merkit-

tidvid ero havaittiin, ja tulos oli suurempi automaattilypsyssa.

Rasmussen ym. (2002) havaitsivat vastaavan tuloksen tanskalaisessa tutkimuksessa.
Anaerobisten itididen pitoisuudet kasvoivat merkittdvisti siirryttdessd tavanomaisesta
lypsystd automaattilypsyyn. Aikaisemmassa suomalaisessa tutkimuksessa ei havaittu
eroa klostridi-itididen esiintymistiheyksissd ennen automaattilypsyyn siirtymistd ja sen
jédlkeen (n = 144), mutta tutkimuksessa oli mukana vain kolme lypsytilaa (Salovuo ym.

2005).

Klostridi-iti6itd esiintyy maaperissé ja sdilorehussa, joista ne kulkeutuvat herkisti lan-
nan kautta utareisiin. Automaattilypsytiloilla ihminen ei kontrolloi utareiden puhdistu-
mista, jolloin utareet saattavat jddda likaisemmaksi kuin muilla lypsytekniikoilla. Tél-
16in itiot padsevit kulkeutumaan helposti utareista raakamaitoon. Tilanne on erityisen

hankala, jos sdilorehun laatu on huono.
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Téssd raakamaitokartoituksessa todettiin klostridi-itioitd 38,8 %:ssa néytteistd. Kaasua
muodostaneista raakamaitondytteistd maéritettiin Clostridium tyrobutyricum ja Clostri-
dium sporogenes -lajien esiintyvyydet lajispesifisilli PCR-menetelmilld. Kaasua muo-
dostaneista niytteistd todettiin C. tyrobutyricum 27,3 prosentissa ja C. sporogenes 3,6
prosentissa. 2,7 prosentissa todettiin sekd C. tyrobutyricum etti C. sporogenes. Muita
klostridi-iti6itd ei tunnistettu lajitasolle asti. Tulos on yllittivé, silld aikaisemmin on
todettu, ettd C. tyrobutyricum ja C. sporogenes -lajien osuus maidosta eristetyistd klost-

rideista on 75 % (Mantere-Alhonen 1990).

6.2.2 Aerobiset bakteeri-itiot

Aerobisia bakteeri-iti6itd todettiin 60,4 prosentissa tutkituista nidytteistd (kuva 17). Ko-
ko otannan geometriseksi keskiarvoksi saatiin 2,63 pmy/ml (n = 273). Niytteistd 1,1
prosentissa todettiin aerobisia bakteeri-itiditdi > 1000 pmy/ml. Aerobisten bakteeri-
itididen pitoisuus on kasvanut 10 vuotta sitten tehtyyn kartoitukseen nihden huomatta-
vasti. Raakamaidon mikrobiflooran kartoituksessa tutkituista niytteistéd todettiin tuolloin
aerobisia bakteeri-itiditd 49,2 prosentissa raakamaitoja ja aerobisten bakteeri-itididen

maksimipitoisuus oli 30 pmy/ml (Tulkki 1999).

Aerobiset bakteeri-itiot, koko otanta

45,0 39.6
40,0 35,9
35,0 1
30,0
25,0 1
20,0
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10,0 4 20

5,0 11

0,0 f |

<1 1-9 10-99 100-990 >=1000

Kuva 17. Raakamaitojen jakaantuminen luokkiin aerobisten bakteeri-itividen pitoi-
suuksien perusteella.
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Kuvassa 18 aerobisten bakteeri-itididen pitoisuustulokset on jaettu luokkiin lypsyteknii-
koittain. Parsinavetan putkilypsykoneella lypsetyssd raakamaidossa aerobisia bakteeri-
itiditd todettiin 50,6 prosentissa, pihaton lypsyasemalla 53,0 prosentissa ja pihaton au-
tomaattilypsyssid 75,2 prosentissa niytteistd. Pihaton automaattilypsy erottuu tulosten
perusteella selvisti parsinavetan putkilypsykoneesta ja pihaton lypsyasemasta. Auto-
maattilypsyssd raakamaidon joukkoon joutuu kuumennuskisittelyn kestdvid bakteeri-
itioitd parsinavetan putkilypsykonetta ja pihaton lypsyasemaa enemmén. Pihaton lypsy-
aseman ja parsinavetan putkilypsykoneen aerobisten bakteeri-itididen pitoisuudet ovat
joka luokassa lihes samansuuruisia. Eroa syntyy siind, ettd lypsyasemalla lypsetyssi
raakamaidossa havaittiin suuria poikkeamia (> 1000 pmy/ml) 1,2 prosentissa niytteista,

kun taas parsinavetassa lypsetyssd raakamaidossa suuria poikkeamapitoisuuksia ei ha-

vaittu.
Aerobiset bakteeri-itiot lypsytekniikoittain
60,0
50,0 -
40,07 @ Parsinavetan putkilypsy
30,0 m Pihaton lypsyasema
20.0 | [] O Pihaton automaattilypsy
10,0
ool G .
<1 1-9 10-99  100-990  >=1000

Kuva 18. Raakamaitondytteiden jakaantuminen luokkiin aerobisten bakteeri-itididen
pitoisuuksien perusteella lypsytekniikoittain.
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Aerobisten bakteeri-itididen poikkeamarajaksi valittiin 100 pmy/ml. 5,1 % niytteistd

ylitti timén pitoisuuden (kuva 19).

Poikkeamat, aerobiset bakteeri-itiot
100,0 94,9
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® 40,0
2
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0,0 : e ——
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Kuva 19. Aerobisten bakteeri-itividen poikkeamien esiintyvyystiheys koko otannassa.

Taulukossa 8 on esitetty aerobisten bakteeri-itididen pitoisuuksien logaritmiset keskiar-
vot lypsytekniikoittain sekd kesilld ettd talvella. Samat tulokset on esitetty kuvassa 20.
Jokaisen lypsytekniikan aerobisten bakteeri-itididen pitoisuudet ovat talvella hieman
korkeampia kuin kesilld. Vastaavia tuloksia on havaittu aikaisemminkin (Sutherland &
Murdoch 1994; Waes 1976). Lehmien utareiden kontaminoitumista makuualustamateri-
aaleilla on pidetty osasyyni talviaikaan tapahtuvaan itiopitoisuuden nousuun (Suther-

land & Murdoch 1994).

Taulukko 8. Aerobisten bakteeri-itividen pitoisuuksien logaritmiset keskiarvot lypsy-
tekniikoittain kesdlld (otanta 1) ja talvella (otanta 2).

Ka. Log pmy
OTANTA 1 OTANTA 2 p-arvo
. pihatto / . . . pihatto / . .
parsinavetta asema pihatto / robotti| parsinavetta asema pihatto / robotti Kontrasti 1 | Kontrasti 2
0,14 0,16 0,64 0,37 0,40 0,74 0,025 0,001

Kontrasti 1: parsinavetta vs. pihatto
Kontrasti 2: lypsyasema vs lypsyrobotti
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Kuva 20. Aerobisten bakteeri-itividen pitoisuuksien logaritmiset keskiarvot lypsyteknii-
koittain kesdlld (otanta 1) ja talvella (otanta 2).

Parsinavetan ja pihaton vililld havaittiin tilastollisesti merkitsevé ero aerobisten baktee-
ri-itididen pitoisuuksien suhteen kiytettdessd 5 %:n riskitasoa (taulukko 8). Aerobisia
bakteeri-itiditd havaittiin enemmaén pihattotiloilla lypsetyssd raakamaidossa kuin par-
sinavetoissa lypsetyssd raakamaidossa. My0Os lypsyaseman ja automaattilypsyn vililld
todettiin tilastollisesti merkitsevd ero aerobisten bakteeri-itididen suhteen ja tulos oli

suurempi automaattilypsytiloilla.

Edellisessd raakamaidon mikrobiologisessa kartoituksessa aerobisia bakteeri-itiditd to-
dettiin 49,2 prosentissa raakamaitondytteistd (Tulkki 1999). Tulos vastaa timén tutki-
muksen tuloksia parsinavettaan ja lypsyasemaan verrattaessa, silld nidissd lypsyteknii-
koissa esiintymistiheydet olivat 50,6 % ja 53,0 %. Automaattilypsylld lypsetyssd raa-
kamaidossa aerobisten bakteeri-itididen esiintymistiheys oli huomattavasti suurempi,
75,2 %. Syyni tidhdn voidaan pitdi sitd, ettd automaattilypsytekniikassa ihminen ei kont-
rolloi utareen ja vedinten puhtautta ennen lypsyd. Aerobisia bakteeri-itiGitd esiintyy
maaperissd, kuivikkeissa ja lannassa, mistd ne kulkeutuvat helposti likaisten utareiden

kautta raakamaitoon.
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6.2.3  Bacillus cereus -itiot

B. cereus -itiditd todettiin koko otannassa 1,4 prosentissa ndytteistd. Kesdotannassa po-
sitiivisten ndytteiden osuus oli 2,1 % (3/144) ja talviotannassa 0,7 % (1/138). B. cereus

—pitoisuudet olivat hyvin pienid, 1-3 pmy/ml.

Alankomaissa vuosina 1993-1994 tutkituista raakamaitondytteistd todettiin B. cereus -

itiGitd 5 prosentissa néytteistd (n = 288) (Slaghuis ym. 1997).

6.3 Patogeenit

6.3.1 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes madritettiin sekd kvantitatiivisella ettd kvalitatiivisella mene-
telmélld. Raakamaitondytteistd osan kohdalla ndytemiird jdi hieman vajaaksi. Nami
niytteet ja ndytemiirit on esitetty liitteessd 4. Kvantitatiivinen tulos todettiin vain kah-
dessa niytteessi eli 0,7 prosentissa koko otannan néytteistd. Nididenkin néytteiden pitoi-
suudet jdivét alhaisiksi, 10 pmy/ml ja 40 pmy/ml. Muut raakamaitonéytteet saivat kvan-
titatiivisesta listeriaméérityksestd tuloksen < 10 pmy/ml. Tulos vastasi Lovettin ym.
(1987) tutkimusta, jossa todettiin tilatankeista 10ytyneiden L. monocytogenes positiivis-

ten néytteiden pitoisuuksien olleen suuruudeltaan 1 solu/ml tai vihemmin.

Kvalitatiivisessa médrityksessd rikastettiin 25 ml raakamaitondytettd, jotta alhaisetkin
listeria-pitoisuudet 16ydettdisiin. Taulukossa 9 on esitetty positiivisten listeriandytteiden
%-osuudet lypsytekniikoittain sekd kesi- ettd talviotannassa. Koko otannasta positiivisia
listeriandytteitd oli 4,3 %. Néistd 2,8 prosentissa todettiin L. monocytogenes ja 1,4 pro-
sentissa Listeria innocua. Tdssd otannassa listeriaa ei todettu parsinavetan putkilypsy-

koneella lypsetystd raakamaidosta.
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Taulukko 9. Positiivisten Listeria-ndytteiden %-osuudet otannan ja lypsytekniikan mu-
kaan kesdlld (otanta 1) ja talvella (otanta 2).

OTANTA 1 OTANTA 2
Parsina- | Pihatto/ | Pihatto/ | Parsina- | Pihatto/ | Pihatto/ YHT
vetta Asema | Robotti vetta Asema | Robotti
Listeria positiivisia
(% naytteistd) 0.0 2.1 248 0.0 1.4 2.2 43
Listeria monocytogenes | 14 14 0.0 14 14 238
(% naytteists)
Listeria innocua
(anaytteista) 0.0 0.7 1.4 0.0 0.0 0.7 1.4

Tulos oli vastaavaa tasoa kuin edellisessd raakamaidon mikrobiflooran kartoituksessa,

jolloin todettiin L. monocytogenes 1,6 prosentissa ja L. innocua 4,8 prosentissa ndytteis-

ti (n = 63) (Tulkki 1999).

Muissa maissa tehdyissi tutkimuksissa on my0s saatu vastaavia tuloksia. Espanjalaises-
sa tutkimuksessa todettiin raakamaitoniytteistd (n = 774) 3,62 prosentissa L. monocyto-
genes ja 2,71 prosentissa L. innocua (Gaya ym. 1998). Englannissa ja Walesissa 5,08
prosenttia naytteistd (n = 2009) oli L. monocytogenes positiivinen (O’Donnel 1995).
Samaan suuruusluokkaan p#ddyttiin myods Yhdysvalloissa, missd L. monocytogenes
todettiin 4,2 prosentissa néytteistd (Lovett ym. 1987). Hieman matalampi tulos todettiin
Kanadassa, Ontariossa, jolloin L. monocytogenes todettiin 1,3 prosentissa néytteistd (n =
455) (Farber ym. 1988). Huomattavasti muita korkeampia tuloksia havaittiin kahdessa
yhdysvaltalaisessa tutkimuksessa, jolloin L. monocytogenes todettiin 12 prosentissa
raakamaitondytteistd (n = 121) (Hayes ym. 1986) ja 19,7 prosentissa raakamaitonéyt-

teistd (n = 172) (Latorre ym. 2009).

Téssd tutkimuksessa ei todettu eroa listerian esiintyvyydessid kesi- ja talviotannan vilil-
la (taulukko 9). Skotlannissa tehdyssd tutkimuksessa (n = 180) havaittiin kesdotannassa
3,8 prosentissa niytteistd L. monocytogenes ja syysotannassa 1,0 prosentissa (Fenlon &
Wilson 1989). Toisaalta Yhdysvalloissa tehdyssid tutkimuksessa havaittiin esiintymisti-
heyden olleen matalin limpimimp&in vuodenaikaan ja korkein kylmimpien kuukausien

aikana (Lovett ym. 1987).
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7 Yhteenveto

Tyon tarkoituksena oli tutkia kolmella eri lypsytekniikalla lypsetyn raakamaidon mik-
robiologisen laadun eroja sekd selvittdd raakamaidon mikrobiologista laatua vuonna
2008. Saatuja tuloksia verrattiin Valio Oy:ssid vuonna 1998 tehdyn raakamaidon mikro-
biologisen kartoituksen tuloksiin. Lisédksi tydssd selvitettiin vuodenajan vaikutusta raa-

kamaidon mikrobipitoisuuksiin.

Suomessa ei ole aikaisemmin tehty laajempaa tutkimusta automaattilypsytekniikan vai-
kutuksesta raakamaidon mikrobiologiseen laatuun. Tdma tutkimus antaa uutta tirkeéda
tietoa maidon tuottajille ja raakamaitoa jalostaville meijereille. Tyon tuloksia voidaan
hyodyntdd tarkasteltaessa raakamaidosta jalostettavien tuotteiden laatua, sdilyvyyttd
sekd tuoteturvallisuutta. Tutkimuksen tuloksia voidaan lisdksi hyodyntidd automaattilyp-
sytekniikan kehittdmisessd, jotta tulevaisuudessa automaattilypsytekniikalla saadaan

lypsettyd mikrobiologisesti entistd laadukkaampaa raakamaitoa.

Téssd tutkimuksessa raakamaidon mikrobiologinen laatu todettiin erittdin hyviksi. Yk-
sittdisissd ndytteissd todettiin muutamia suuria poikkeamia, mutta yleisesti ottaen raa-

kamaitondytteet olivat mikrobiologisesti laadukkaita.

Tutkimuksessa todettiin, ettd automaattilypsytekniikalla ei saada lypsettyd mikrobiolo-
gisesti yhtd laadukasta maitoa kuin parsinavetan lypsykoneella tai pihaton lypsyasemal-
la. Enterobakteerien, aerobisten bakteeri-itididen ja klostridi-itididen esiintymistiheydet
sekd pitoisuudet olivat automaattilypsytekniikalla lypsetyssid raakamaidossa huomatta-
vasti suuremmat kuin kahdella muulla lypsytekniikalla lypsettdessd. Syynd tihdn voi-
daan pitdd sitd, ettd automaattilypsytekniikassa ihminen ei tarkasta utareen ja vedinten
puhtautta ennen lypsimen kiinnitystd. Jos lehmét ja niiden lahiympéristd on likainen, on
mikrobien siirtyminen raakamaitoon lypsyn yhteydessid todennidkéisempédd automaatti-
lypsyssi kuin perinteisisséd lypsytekniikoissa. Erot automaattilypsytekniikan ja perinteis-
ten lypsytekniikoiden vililld eivit kuitenkaan olleet kohtuuttoman suuria, joten auto-

maattilypsytekniikallakin saadaan lypsettyéd laadukasta raakamaitoa.
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Parsinavetassa ja pihaton lypsyasemalla lypsettyjen raakamaitojen mikrobipitoisuudet ja
esiintymistiheydet vastasivat suurelta osin toisiaan, eiké niiden vililld todettu huomatta-

vaa eroa minkdin mikrobin suhteen.

Tutkimuksessa ei havaittu mesofiilisten aerobisten mikrobien ja klostridi-itididen mik-
robipitoisuuksissa huomattavaa eroa talven ja kesin vililla. L. monocytogenes ja B. ce-
reus —esiintymistiheydet olivat niin matalia, ettei niistd voitu todeta kesén ja talven vi-
listd eroa. Sen sijaan enterobakteeripitoisuudet olivat kesélld korkeampia kuin talvella.
Aerobisten bakteeri-itididen pitoisuudet olivat puolestaan talvella hieman korkeampia

kuin kesilld, kuten aikaisemmissa tutkimuksissakin on todettu.

Tutkimuksen tulosten perusteella suurimpana raakamaidon mikrobiologiseen laatuun
vaikuttavana ongelmana voidaan pitdéd aerobisten bakteeri-itididen pitoisuuden ja esiin-
tymistiheyden kasvua kymmenen vuoden aikana. Korkeita itiGpitoisuuksia todettiin
kaikissa lypsytekniikoissa. Huomattavan suuri esiintymistiheys havaittiin pihaton auto-
maattilypsylld lypsetyssd raakamaidossa (75,2 %), joten automaattilypsytekniikkaa voi-

daan pitda aerobisten bakteeri-itididen esiintyvyystiheyden kasvun péddasiallisena syyni.

Tutkimuksessa todettiin my0s klostridi-itididen esiintymistiheyden kasvaneen kymme-
nen vuoden aikana merkittivisti, 11,6 prosentista 38,8 prosenttiin. Esiintymistiheyden
kasvun pidiasiallisena syynéd voidaan pitdd automaattilypsytekniikan korkeata klostridi-
itididen esiintymistiheyttd, 57,4 %. Kuitenkin myd6s parsinavetan (29,7 %) ja lypsyase-
man (27,0 %) klostridi-itididen esiintymistiheydet ovat kasvaneet huomattavasti kym-
menen vuoden aikana, joten kasvuun vaikuttaa tekniikan muutoksen lisdksi myds muita

tekijoita.

Raakamaidon mesofiilisten aerobisten mikrobien pitoisuudet vaihtelivat vililld 1,8)(102
- 6,5x10° pmy/ml. Geometrinen keskiarvo oli matala, 4,6x10° pmy/ml. Yksittéisistad
raakamaitondytteistd 97,9 % taytti tuotantotilalta luovutettavalle raakamaidolle asetetun
lakisdéteisen vaatimuksen, jonka mukaan pesidkemiiridn on oltava < 1,0x10° pmy/ml
(kahden kuukauden geometrinen keskiarvo, EY N:o 853/2004). Vuonna 1998 tehdyssi

raakamaidon mikrobifloorakartoituksessa vastaava prosenttiosuus oli 94,5 %, joten raa-
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kamaidon mikrobiologisen laadun voidaan todeta parantuneen kymmenen vuoden aika-

na mesofiilisten aerobisten mikrobien osalta.

Listeria monocytogenes —bakteerin esiintyvyystiheys, 2,8 % vastasi vuoden 1998 raa-
kamaidon mikrobiologisen kartoituksen tutkimustulosta. Kvantitatiivinen L. monocyto-
genes -tulos todettiin tdssd tyossd vain 0,7 prosentissa nidytteistd ja niidenkin kohdalla
pitoisuudet olivat erittdin matalia. Mikrobipitoisuudet olivat matalia myos B. cereus —

itididen kohdalla, joita todettiin 1,4 prosentissa raakamaitonéytteista.

Mikrobipitoisuudet vaihtelivat paljon kaikilla kolmella lypsytekniikalla. Voidaankin
todeta, ettd jokaisella lypsytekniikalla on mahdollista lypsdd mikrobiologisesti seké hy-
vélaatuista ettd huonolaatuista raakamaitoa. Tuotettaessa mikrobiologisesti laadukasta
raakamaitoa, on tilalla otettava huomioon mm. navetan, lehmien ja lypsylaitteistojen
puhtaus ja hygieenisyys, jddhdytysjirjestelmien toimivuus sekd rehun laatu. Varsinkin
sdilorehun laadulla on tirked merkitys raakamaidon itidpitoisuuksin. Jotta klostridi-
itididen ja aerobisten bakteeri-itididen médrid raakamaidossa saataisiin pidettyéd alhaise-

na, on siilorehun laatua tarkkailtava ja pyrittdva pitdmiin se mahdollisimman hyvina.

Vaikka automaattilypsytekniikan mikrobipitoisuudet olivat téssd kartoituksessa perin-
teisid lypsytekniikoita suurempia, saattaa tulevaisuudessa automaattilypsytekniikalla
lypsetyn raakamaidon mikrobiologinen laatu parantua. Tekniikan kehittyessd automaat-
tilypsyjérjestelmét puhdistavat vetimet ja utareet entistd huolellisemmin ja tehokkaam-
min seki saattavat osata tarkastaa vedinten puhtauden ennen pesua seké puhdistustulok-

sen pesun jilkeen.

Lypsyasemien ja automaattisten lypsylaitteistojen madrit tulevat kasvamaan Suomessa,
ja yhd suurempi osa maidosta lypsetiddn pihatoissa. Tdmén takia on tirkedd ottaa huo-
mioon varsinkin pihaton lypsytekniikoilla lypsetyn raakamaidon mikrobiologinen laatu
ja arvioida sen kehittymisti tulevaisuudessa. Tdamin tutkimuksen tuloksista voidaan
havaita, ettd raakamaidon korkea laatu ei synny itsestdin uutta tekniikkaa kdytt6onotet-

taessa. Raakamaidon laadun eteen on siis tehtdvi tyotd jatkossakin.
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Liite 1: Kasvualustat ja reagenssit

Pesiikelaskenta-alusta (MPCA-alusta, Plate Count Agar + maitojauhelisdys)

Hiivauute
Tryptoni
Glukoosi

Rasvaton maitojauhe

Agari

Tislattu vesi

25¢g
50¢g
10g
10g
12-15 ¢
1000 ml

Sterilointi 15 min 12141 °C. Alustan pH steriloinnin jilkeen 7,0+0,2

VRBG-ravintoalusta

Peptoni
Hiivauute
Sappisuolat
Glukoosi
Natriumkloridi
Neutraalipuna
Kristallivioletti
Agari

Tislattu vesi

70¢g
30g
15¢g
10,0 g
50¢g
0,03 g
0,002 g
10-18 g
1000 ml

Aineet liuotettiin veteen ja kuumennettiin alusta kiehuvaksi. Kasvualusta jadhdytettiin

45 °C:een. Alustan pH keittdmisen jilkeen 7,4+0,2.

Tryptoni-soija-agari (TSA)

Tryptoni-soijaliemi 30,0 g
Hiivauute 6,0g
Agari 12-18 g
Tislattu vesi 1000 ml

Sterilointi 15 min 121+1 °C. Alustan pH steriloinnin jidlkeen 7,3+0,2.
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Liite 1: Kasvualustat ja reagenssit

Bryant ja Burkey —alusta (BB-laktaatti)

Kaseiinipeptoni 150¢g
Lihauute 75¢g
Hiivauute 50¢g
Natriumasetaatti (CH3COONax3H20) 50¢g
Kysteiinihydrokloridi 05¢g
Natriumlaktaatti 50¢g
Tislattu vesi 1000 ml

Seosta annosteltiin 10 ml koeputkiin, joissa oli Durham-putket. Steriloitiin 15 min

121+1 °C. Alustan pH steriloinnin jédlkeen 5,9+0,2. Bryant ja Burkey —alustaputkia kei-

tettiin ennen siirrostusta noin 15 minuuttia hapen poistamiseksi. Keittimisen jdlkeen

putket jadhdytettiin nopeasti kylmévesihauteessa.

MYP-ravintoalusta

Lihauute 10g
Peptoni 10,0 g
D-Mannitoli 10,0 g
Natriumkloridi 10,0 g
Fenolipuna 0,025 g
Agari 12-18 g
Tislattu vesi 900 ml

Sterilointi 15 min 121+1 °C. Alustan pH steriloinnin jilkeen 7,2+0,2. Ennen maljojen

valamista 90 ml:aan M'YP-agaria (45 °C) lisittiin 1 ml polymyksiini B-sulfaatti -liuosta

ja 10 ml munankeltuaisemulsiota.



Liite 1: Kasvualustat ja reagenssit

Palcam-agari
Perusalusta:
Peptoni
Téarkkelys
Natriumkloridi
Mannitoli
Ammoniumrauta(Ill)sitraatti
Eskuliini
Dekstroosi
Litiumkloridi
Fenolipuna
Agari

Tislattu vesi

70

230¢g
10g
50¢g
10,0 g
05¢g
0,8¢g
05¢g
150¢g
0,08 g
12-18 g
1000 ml

Sterilointi 15 min 121+1 °C. Alustan pH steriloinnin jilkeen 7,2+0,2

Lisdaine:

Polymyksiini B-sulfaatti
Keftatsidiimi
Agriflaviini

Tislattu vesi

Aineet livotetaan tislattuun veteen.

10 mg
20 mg
5 mg
S5Sml

Steriloituun ja jddhdytettyyn (45 °C) perusalustaan lisitdén steriilisuodatettu lisdaine ja

valetaan maljoiksi.



Liite 1: Kasvualustat ja reagenssit

ALOA-agari

Perusalusta:

Lihapeptoni 180¢g
Kaseiinipeptoni 6,0¢g
Hiivauute 10,0 g
Natriumpyruvaatti 20¢g
Glukoosi 20¢g
Magnesiumglyserofosfaatti 10g
Magnesiumsulfaatti (vedeton) 05¢g
Natriumkloridi 50¢g
Litiumkloridi 10,0 g
Dinatriumvetyfosfaatti (vedeton) 25¢g

5-Bromi-4-kloori-3-indolyl-B-D-glukopyranosidi 0,05¢
Agari 12-18 g
Tislattu vesi 930 ml

Sterilointi 15 min 1211 °C. Alustan pH on steriloinnin jdlkeen 7,2+0,2

Lisdaine: Nalidiksiinihappo
Nalidiksiinihapon natriumsuola 0,02 ¢

Natriumhydroksidi (0,05 M) 5ml

Lisdaine: Keftatsidimiliuos
Keftatsidimi 0,02 ¢

Tislattu vesi 5 ml

Lisdaine: Polymyksiini-B liuos
Polymyksiini-B-sulfaatti 76 700 IU

Tislattu vesi 5 ml
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Lisdaine: Sykloheksimidi liuos
Sykloheksimidi
Etanoli

Tislattu vesi

Lisdaine: L-a-phosfatidyyli-inositoli liuos
L-a-phosfatidyyli-inositoli

Tislattu vesi

Valmis ALOA-alusta
Perusalusta

Nalidiksiinihappo
Keftatsidimiliuos
Polymyksiini-B-liuos
Sykloheksimidiliuos
L-a-phosfatidyyli-inositoli-liuos

72

0,05 g
2,5ml
2,5ml

2g
50 ml

930 ml
5 ml

5 ml

5 ml
Sml
50 ml

Perusalusta steriloidaan 15 min 121+1 °C. Jadhdytetdédn 50 °C:een ja lisitdén lisdaineet

huolellisesti sekoittaen. Valmiin alustan pH 7,2+0,2.

75 Fraser -elvytysliemi (Fraser Broth Base LAB 164, Lab M Limited)

Peptoniseos

Hiivauute

Eskuliini
Dinatriumvetyfosfaattidihydraatti
Kaliumdivetyfosfaatti
Natriumkloridi

Litiumkloridi

Tislattu vesi

15,0¢g
50¢g
10g
9,6 g
1,35 ¢
20,0 g
30¢g
1000 ml

Sterilointi 15 min 121+1 °C. Alustan pH on steriloinnin jdlkeen 7,2+0,2
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Supplementti:

2 Fraser supplement X164, Lab M Limited

Fraser-rikastusliemi (Fraser Broth Plus LAB 212, Lab M Limited)

Peptoniseos

Hiivauute

Eskuliini
Dinatriumvetyfosfaatti
Kaliumdivetyfosfaatti
Natriumkloridi
Litiumkloridi
Akriflaviini
Nalidiksiinihappo

Tislattu vesi

150¢g
50g
10g
9,6 g
1,35 ¢
20,0 g
30g
0,025 ¢g
0,02 ¢
1000 ml

Sterilointi 15 min 12141 °C. Alustan pH on steriloinnin jilkeen 7,2+0,2

Supplementti:

Rauta-ammoniumsitraatti X211, Lab M Limited

Veriagari
Lihapeptoni
Maksauute
Hiivauute
Natriumkloridi
Agari

Tislattu vesi

15,0 ¢g
25¢g
50¢g
50¢g
12-18 g
1000 ml

Sterilointi 15 min 121+1 °C. Alustan pH on steriloinnin jilkeen 7,2+0,2. Steriloinnin

jélkeen jadhdytettyyn alustaan (45 °C) lisétddn 70 ml defibrinoitua lampaan verta.
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Liite 1: Kasvualustat ja reagenssit

Sokerinkayttoalusta:
Proteoosipeptoni
Lihauute
Natriumkloridi
Bromkresolipurppura

Tislattu vesi

74

10,0 g
10g
50¢g
0,02 ¢
1000 ml

Annostellaan putkiin niin, etté steriloinnin (15 min 121+1 °C) jilkeen putkissa on 9 ml

livosta.

Sokerilisdykset (mannitoli, ramnoosi, salisiini, ksyloosi, a-metyylimannosidi)

100 ml:aan tislattua vettd liuotetaan 5 g sokeria. Sterilointi 15 min 121£1 °C.

Ennen méirityksen aloittamista 1 ml sokeriliuosta lisdtddn 9 ml:aan sokerinkdyttoalus-

taa.

Lahde: Valio Oy, 2008.



Liite 2: Klostridi-itioiden MPN-taulukko

Positiivisten putkien

Tulos
lukumaéira

1ml 0,1 ml MPN/
0 0 <300
0 1 300
1 0 400
1 1 700
2 0 900
2 1 1500
2 2 2100
3 0 3100
3 1 4300
3 2 9300

3 3 >9300

Ldhde: Valio Oy. 2008.
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