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Tyossa perehdyttiin ruokamyrkytyksié aiheuttaviin salmonella- ja listeriabakteereihin, jotka
ovat maailmanlaajuisesti yleisimpid ruokamyrkytysbakteereja. Tyon tarkoituksena oli ana-
lysoida kontaminaatioriskeja ja naytteenottomenetelmien tarvetta leipda valmistavassa
leipomossa. Tuotteista tehdaéan tarvittavia patogeenimaarityksia, joten tydssa oli oleellista
keskittya varmistustoimenpiteisiin, kuten mahdollisiin leviamisreitteihin ja ymparistonayte-
testeihin.

Salmonellaepidemiat ovat yleisempia maailmalla, mutta patogeeni kontaminoi paéasiassa
lihatuotteita. Listeriatapaukset ovat lisdéntyneet viimeisen kymmenen vuoden aikana, ja
leipomot sekéa konditoriat kayttavat tuotteissaan usein listeriakontaminaatiolle alttiita raa-
ka-aineita, kuten maitoa, voita ja kananmunia. Leivat taytettyja leipid lukuun ottamatta
ovat kuitenkin mikrobiologisesti melko turvallisia elintarvikkeita, silla ne aiheuttavat vaka-
via ruokamyrkytyksia aarimmaisen harvoin.

Tassa tutkimuksessa seurantaan valittiin 18 néytteenottopistetta, jotka sijaitsivat leipomon
lattiatasoilla, lattiakaivoissa, riskialttiilla tuotantolinjalla ja kylm&sailytyspaikoissa. Tarkein-
ta oli, ettd patogeenisia bakteereja ei l6ytyisi etenkaan sellaisilta pinnoilta, joihin elintarvi-
ke on kosketuksissa kuumennuskasittelyn jalkeen. Pintanaytetestit valittiin sen perusteel-
la, millaiset resurssit leipomolla olisi ottaa ja viljella naytteitd. Pikanaytetesteiksi valikoitui
Salmonella Isolation Transwab, SwabSURE ListeriaP ja DipSlide Listeria.

Tulokset olivat negatiivisia listerian ja salmonellan osalta. Kahdessa salmonellatestissa
tulokset viittaasivat E. colin ja/tai enterobakteerin aiheuttamiin reaktioihin. Listeria Dipslide
-testeissa todennakoisena pidettiin enterokokki- ja hiivakasvustoa. Minkaanlaisia muutok-
sia ei havaittu SwabSURE Listeria néaytteissa, joilla voitiin varmistaa Listeria Dipslide -
testien listerianegatiiviset tulokset.

Listerian ja salmonellan testausta pinnoilta ei pidetty valttamattémana saannollisen nayt-
teenoton kannalta. Vaaratilanteita epéiltdessa leipomolla on kuitenkin hyva olla tietoa,
millaisilla pikatestimenetelmill& voidaan testata patogeeneja pinnoilta, miten ne toimivat ja
mit& tulisi ottaa huomioon.

Avainsanat listeria, salmonella, patogeeni, leipomo, ymparistonaytetesti,
elintarviketeollisuus
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The thesis focused on the food poisoning bacteria Salmonella and Listeria, which are the
most common food poisoning bacteria worldwide. The purpose of this thesis was to analyze
the risks of contamination and the need for sampling methods in a bakery. The necessary
pathogen assays were made from the products, thus it was essential to focus on the precau-
tionary measures, such as possible pathways of propagation and environmental sample
testing.

Salmonella epidemics are more common, but the pathogen contaminates mainly meat prod-
ucts. Listeria cases have increased in the last decade and bakeries and confectioneries of-
ten use raw materials such as milk, butter and eggs, which are susceptible to Listeria con-
tamination. Breads other than stuffed sandwiches are microbiologically safe foods because
they often do not cause serious food poisoning.

In this study 18 sampling points located at bakery floor levels, floor drains, high-risk produc-
tion lines, and cold-storages were selected for monitoring. The worst option was that patho-
genic bacteria would be found on the production line surfaces to which the bread is exposed
after the heat treatment. Surface sample tests were selected so that the bakery had the
necessary resources to process the samples. Salmonella Isolation Transwab, SwabSURE
ListeriaP and DipSlide Listeria were selected for the rapid tests.

The results were negative for Listeria and Salmonella. In two Salmonella tests, the results
referred to E. coli and / or enterobacterial reactions. In Listeria Dipslides tests, eterococci
and yeast growth were the most probable results. There were no changes in SwabSURE
Listeria samples, which was good because they confirmed the negative results of Listeria
Dipslide tests.

Surface testing of Listeria and Salmonella is not considered necessary in the future. Howev-
er, in case of suspected hazards, it is useful for the bakery to know what kind of rapid test
methods can be used to test pathogens on surfaces, how they work and what should be
considered.

Keywords Listeria, Salmonella, pathogen, bakery, environmental sam-
ple test, food industry
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1 Johdanto

Teollistuneissa maissa ruokamyrkytyksiin sairastuu vuosittain noin 30 prosenttia ihmi-
sistd, mutta suurin osa myrkytyksista jaa raportoimatta epidemian ollessa pieni tai oi-
reiltaan lieva. Yha vapaampi ihmisten ja tavaroiden liikkuminen valtioiden valilla on

lisannyt yleisesti ruokamyrkytysepidemioiden riskeja. [1, s. 28, 83.]

Elintarvikkeiden turvallisuuteen vaikuttavat monet tekijat, joihin elintarvikkeen tuottajalla
on velvollisuus perehtya mahdollisimman kattavasti. Ennaltaechkaisevilla toimenpiteilla
voidaan taata kuluttajille hygieeninen elintarvike, estaa ruoan kontaminoituminen ja sitéa
kautta aiheutuvat ruokamyrkytysepidemiat. Biologisia vaaratekijoita elintarvikkeen kon-
taminaatiossa ovat ihmiselle hakymattémat mikrobit seka muut eliét, kuten tuhoeléaimet

ja hydnteiset, jotka voivat vdlillisesti kantaa tauteja tuotantolaitoksiin.

Tassa tydssa perehdyttiin ruokamyrkytyksia aiheuttaviin salmonella- ja listeriabaktee-
reihin, jotka kuuluvat maailmanlaajuisesti tutkituimpiin ruokamyrkytysbakteereihin. Kon-
taminaatioita voidaan ennaltaehkaista elintarviketeollisuustehtaiden tiloissa ja ymparis-
tossa ottamalla sdanndllisesti naytteitd, kehittdmalla parempia toimintatapoja ja paran-
tamalla omavalvontasuunnitelmaa. Kaikki edistavat toimet lisdavat sekd kuluttajien etta
tyontekijoiden varmuutta harjoitettavasta toiminnasta.

Opinnaytetydn tavoitteena oli etsia sopivia mikrobiologisia pintandytemenetelmia lei-
pomolle listerian ja salmonellan seuraamiseksi seka etsia naiden kannalta kriittiset kul-
kureitit ymparistosta tehtaaseen. Tehtdvana oli analysoida naiden ruokamyrkytysbak-
teerien naytteenottomenetelmien tarvetta leipomossa ja tarpeen ilmentyessa lisata me-

netelmat yrityksen naytteenottosuunnitelmaan.
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2 Salmonella

2.1 Yleista salmonellasta

Salmonellasuku kuuluu Enterobacteriaceae-heimoon ja suvulla on kaksi lajia: Salmo-
nella enterica ja Salmonella bongori. Salmonella enterica jaetaan lisaksi kuuteen alala-
jiin. Bakteerin tyyppikanta on Salmonella enterica (subsp. enterica) serovar Typhimu-
rium LT2. Salmonellan serotyyppeja tunnetaan yhteensa noin 2 500, joista 1 500 sero-
varia kuuluu S. enterica subsp. entericalle. Serotyypit jaetaan O- ja H-antigeenien mu-
kaan. Tunnistuksessa nahtdva O-antigeeni lahtee salmonellasolun lipopolysakkaridin
(LPS) sokeriketjusta. H-antigeeni taas sijaitsee bakteerin véarekarvojen eli flagellojen
pinnalla. Flagellojen avulla salmonella pystyy liikkumaan. [1, s. 79.]

Salmonella on gramnegatiivinen sauva ja fakultatiivisesti anaerobinen bakteeri, eli se
kykenee kayttamaan hapenpuutteessa nitraattia. Taman vuoksi se pystyy lisdéantymaan
sekd hapellisessa ettd hapettomassa ymparistossd. Salmonellalla on kemo-
organotrofinen ominaisuus, jolloin se kayttda orgaanisia yhdisteitd aineenvaihdunnassa
kaymisen tai soluhengityksen kautta. Salmonella fermentoi D-glukoosia ja on kata-
laasipositiivinen (hajottaa vetyperoksidia) sekd oksidaasinegatiivinen. Bakteeri myos
dekarboksyloi lysiinia ja ornitiinia seké tuottaa rikkivetya ja kaasua mutta ei hydrolysoi

ureaa. [1, s. 79.]

Salmonellan kasvulampdtilarajat ovat noin 7 °C ja 47 °C, jolloin sita voidaan sanoa
mesofiiliseksi bakteeriksi. Optimikasvulampétila salmonellalla on 37 °C. Salmonella-
bakteerin pH-rajat ovat 4,5 ja 9,5, mutta pH-optimialueena pidetaan 6,5-7,5. Salmonel-
lan Aw-minimiarvo on 0,94. Bakteeri pystyy sdilymaan elavana pakastetuissa ja kuiva-
tuissa elintarvikkeissa mutta vaatii lisd&ntydkseen kosteutta. Bakteerit sailyvat siten
esimerkiksi jauhoissa ja suklaassa. Salmonellan tuhoaa normaalisti +70-asteinen kuu-
mennuskasittely, mutta siipikarjan tapauksessa + 75-asteinen kasittely on tarpeen. Li-

séksi 5-prosenttista suolaliuosta kaytetdan salmonellan kasvun estgjana. [1, s. 79-80.]
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2.2  Salmonelloosi

Samonellabakteeri elad suolistoissa, ja siksi se luokitellaankin suolistobakteereihin.
Bakteerien aiheuttamia tauteja kutsutaan salmonellooseiksi. Salmonelloosin inkubaa-
tioaika on 8—28, vuorokautta ja oireina esiintyy tavallisesti ripulia, vatsakipuja ja pitk&ai-
kaista kuumetta, jotka kestavat alle 30 vuorokautta. Niveltaudit voivat olla salmonelloo-
sin jalkitauteja. [1, s. 81-82.]

Suomessa esiintyvat salmonellatyypit ovat yleensa S. enterica Enteritidis ja S.enterica
Typhimurium, joista jalkimmainen on tyypillisin kotimaista alkuperéaa oleva infektoija.
Suurin osa aiheutuneista suolisto- ja yleisinfektioista on peraisin ulkomailta saaduista
tartunnoista, ja salmonellan esiintyminen muualla Euroopassa on huomattavasti ylei-
sempaa kuin Suomessa. Tama on hyva ottaa huomioon myoés elintarviketeollisuudes-
sa, silla kontaminaatioreittejd on joskus vaikea arvioida jalkikateen, mikali mahdollisia

vaaroja ei ole ajoissa otettu huomioon. [1, s.83.]

Yleisinfektiot voidaan jakaa lavantautiin ja pikkulavantautiin. Liséaksi muut salmonellat
aiheuttavat oireita, mutta lievempéna. Pikkulavantaudissa aiheuttajana on S.enterica
Paratyphi A ja lavantaudissa S. enterica Typhi. Lavantaudissa kantajuus on pitkaaikai-
sempaa. Noin 50 prosenttia salmonelloosipotilaista kantaa tautia 2—4 viikon jalkeen ja
10-20 prosenttia 4-8 viikon jalkeen. Infektioannos on yleensa yli 10° salmonellasolua,

mutta lavantaudissa se voi olla huomattavasti pienempikin. [1, s. 81-82.]

Uusimpien tutkimustulosten mukaan osa salmonellatyypeista nayttaisi tuottavan samaa
solumyrkkyd kuin lavantaudin aiheuttajabakteeri. Myrkky vaurioittaa ihmissolujen
DNA:ta, jolloin terveyshaitat ovat huomattavasti pitkaaikaisempia. Vastustuskyvyltaan
heikot ihmiset ovat alttiita jopa kuolemalle. WHO:n (World Health Organization) mu-
kaan salmonella aiheuttaa eniten kuolemia ruokamyrkytyksia aiheuttavista bakteereis-

ta. Kuolemantapauksia aiheutuu maailmanlaajuisesti noin 59 000 vuosittain. [2.]
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2.3  Salmonellatilanne Suomessa

Suomen poikkeuksellisen erinomaiseen salmonellatilanteeseen vaikuttavat kylma il-
masto, elintarvikeketjun kattava valvonta, tehokas tuottajien ja viranomaisten véalinen
yhteisty6 sek& suomalainen keksintd, kompetitiivinen ekskluusio. Kompetitiivista eks-
kluusiota on kéaytetty jo vuodesta 1976 lahtien ja siind vastakuoriutuneet broileri untuvi-
kot saavat terveiden broilereiden suolesta eristettyja mikrobeja. Nama valtaavat untu-
vikkojen suoliston, jossa salmonelloilla on huonommat mahdollisuudet selviytyd. Suo-
malaisilla tiloilla ei kayteta salmonellaa siséaltavaa rehua, ja sitd kantavat linnut poiste-
taan tuotannosta. [2.] Alla olevassa taulukossa 1 on esitetty kotimaisten salmonella

tartuntojen yleisimmaét serotyypit vuosilta 2008—-2017.

Taulukko 1.  Vuosien 2008-2017 yleisimmaét salmonellan serotyypit Suomessa. [3, s. 19-20.]

2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017

Lahde: THL Asiantuntijamikrobiologia

S.Enteritidis 48 51 44 47 83 46 49 59 83 79
S.ryhma B 5 7 8 40 35 38 32 30 22 51
S.Typhimurium 85 140 132 94 98 94 92 79 55 34
S.Bareilly 0 1 3 2 2 2 0 2 1 25
S.Infantis 7 2 9 10 36 12 9 10 7 19
S.Agona 15 2 2 11 33 12 8 4 2 15
S.Newport 71 3 8 6 7 11 9 27 5 7
S.Stanley 8 6 7 1 3 1 6 6 6 5
S.Senftenberg 2 0 5 5 1 1 3 1 6 4
Salmonella ssp.lilb 2 3 1 0 1 3 2 0 2 4
S.Derby 2 1 0 0 0 2 0 0 0 4
S.ryhma D 0 1 1 0 1 0 0 0 0 4

Salmonelloositapaukset ovat vahentyneet viimeisen 10 vuoden aikana, ja tapausten
maéra on laskenut melko tasaisesti vuosien aikana. Vuonna 2010 tapauksia raportoitiin
noin 2 400 kun taas vuonna 2018 luku oli noin reilut 1 400. [4.] Arvioiden mukaan todel-
linen sairastumisten lukumé&ara on yli kymmenkertainen, silld suurin osa tapauksista ei

paady raportoitavaksi.
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2.4  Salmonellaepidemiat EU:ssa

Zoonooseja koskevan vuosikertomusraportin mukaan elintarvikkeiden kautta leviavien
salmonellaepidemioiden ja siitd aiheutuvien kuolemien mé&éara EU:ssa oli kuitenkin li-
saantynyt vuonna 2018 verrattuna vuoteen 2017. Salmonella aiheutti joka kolmannek-
sen EU:n ruokamyrkytysepidemioista. EU:n jasenvaltioista 24, ilmoitti yhteensé 1 580
elintarvikkeiden kautta levinnytta salmonellaepidemiaa vuonna 2018. Kaikista elintar-
vikkeista munatuotteet aiheuttavat edelleen suurimman riskin salmonellan leviamiselle
ja niiden osuus salmonellatapauksista vuonna 2018 oli 45,6 %. Lahes kaikkien salmo-
nellaepidemioiden aiheuttajakantana oli S. enteritidis. Toiseksi eniten epidemioita ai-
heutti S.typhimurium. Eniten ilmoituksia tuli Slovakiasta, toiseksi eniten Puolasta ja
kolmanneksi eniten Espanjasta. Nama maat ilmoittivat jopa 67 % kaikista EU-maiden
ilmoituksista. Puolassa ja Slovakiassa salmonellaepidemiat ovat kasvaneet merkitta-
vasti vuosina 2014-2018. [5.]

2.5 Salmonellan levidminen

Tuotantoeldimet ovat selkeasti suurin salmonellan valittdja. Yleinen tartunnan l&hde
elaimille on saastunut rehu. IThmisten ja eldinten suolistosta bakteerit levidvét jatevesiin
ja ymparistdon, joista kulkureitit voivat olla hyvinkin moniulotteisia aina maasta toiseen
elainten, rehujen kuin elintarvikkeidenkin mukana. My6s lemmikkielaimet ja luonnonva-

raiset elaimet, kuten siilit voivat levittdad salmonellaa.

Tuotantoeldinten suolistojen kautta salmonella siirtyy ihmisten ravinnoksi tarkoitettuihin
elintarvikkeisiin, joita voivat olla erilaiset liha-, maito- ja kananmunatuotteet. Lavantau-
din ja pikkulavantaudin aiheuttaja bakteereja ei esiinny elaimilla, silla tapauksissa ai-
heuttajina ovat muut salmonellakannat. Lavantauti levidé feko-oraalisesti ensisijaisesti

elintarvikkeiden ja veden valityksella. [1, s. 83-84.]
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2.5.1 Levidminen elintarvikkeiden valityksella

Maailmanlaajuisesti yleisin kananmunan valityksella levidva patogeeninen bakteeri on
Salmonella enterica. lhminen voi saada kananmunasta tartunnan syéomalla raa’an tai
puolikypsan kananmunan, tai esimerkiksi ndita sisaltavien konditoriatuotteiden kautta.
Suuri vesiaktiivisuus tuotteessa ja huono kylmasailytys lisdavat patogeenin mahdolli-
suuksia selviytya elintarvikkeessa. [1, s. 223, 238.] Siipikarjassa salmonellan esiintymi-
nen on kuitenkin vahaista, koska tutkimusten mukaan vain alle 0,2 prosentissa tode-

taan salmonellaa [6, s. 37].

Suomessa maitovalmisteet valmistetaan enimmékseen pastoroidusta maidosta (kuu-
mennetaan vahintddn +72 asteen lampdétilaan), mutta erilaiset kasittelyvaiheet lisdavat
kontaminaation riskia. Salmonellan on esimerkiksi todettu aiheuttavan joissain maito-
jauheissa jalkikontaminaatiota alttiin valmistusprosessin takia. [1, s. 207.] My06s voi
siséltda vahintdédn 80 prosenttia maitorasvaa ja majoneesin valmistukseen kaytetdan
usein maitoa ja kananmunaa, joten ei siis ihme, etté naistékin elintarvikkeista on rapor-

toitu salmonellabakteerin aiheuttamia infektioita. [1, s. 242—243.]

Jauhoista loydetaan erittdin harvoin salmonellaa mutta erddssa tutkimuksessa sita 10y-
dettiin vaaleasta vehnéjauhosta 1,3 prosenttia 4000 naytteestd. Jauhot ovat yleensa
lian kuivia luodakseen otollisen kasvuympariston salmonellalle, mutta solut voivat kui-
tenkin séilya jauhoissa elinkykyisena lepotilassaan useita kuukausia ja nain yllapitaa
selviytymisstrategiaansa. [7.] Lisdksi muut kuivat elintarvikkeet, kuten maapéahkinavoi,
suklaa ja maitojauhe eivat tue salmonellan kasvua. Tutkimuksissa on kuitenkin arvioitu,
ettd korkealla rasvapitoisuudella yhdistettyna tuotteen matalaan veden aktiivisuusar-
voon saattaa olla synergistinen vaikutus patogeenin selviytymiseen. Kokeellisissa olo-
suhteissa on huomattu liséksi, etta kuivissa olosuhteissa salmonella on vastustuskykyi-
sempi kuin enterobakteeri tai E. coli. Salmonellan [Ammonkestavyyteen kuivissa elin-
tarvikkeissa vaikuttaa monet tekijat ennen lampdokasittelyd (esimerkiksi kasvualustan
koostumus, lampdtila ja muut stressin aiheuttajat, kuten happo) seka tekijat kuumen-
nuksen aikana (esimerkiksi happamuus, rasvapitoisuus, aineiden lisdantyminen matrii-

sissa ja eri salmonellakannat).
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2.5.2 Leviaminen tuotantotiloissa

Varastoinnissa olisi syytd keskittya varastoympariston kuivuuteen ja oikeanlaiseen
lampdtilaan, jotta patogeenilla olisi mahdollisimman huonot olosuhteet sailya elinkykyi-
sena. Elintarviketurvallisuusriski voi kuitenkin ilmentya, kun kontaminaatio tapahtuu
kuumennuskasittelyn jalkeen. Ristikontaminaation syita salmonellatapauksissa ovat
olleet huonot puhdistuskaytannoét, huono raaka-aineiden kontrollointi ja kasittely, epa-
sopivat valineet ja laitteistot seka tyontekijoiden kautta tapahtuva leviaminen. Englan-
nissa eraissa tapauksissa, joissa epidemioiden syyt saatiin selville, oli ristikontaminaa-

tioiden osuus 57 % kaikista otannassa olleista 99 tapahtumasta. [8, s. 1-3.]

Japanilaisessa Moritan tutkimuksessa havaittiin selkea yhteys salmonellan leviamiseen
ymparistdssa, jossa 100 %:sta tyontekijoiden kengistd, 90 %:sta tythansikkaista ja 65
%:sta lattiapyyhkeista I6ydettiin salmonellapositiivinen tulos. Tulos havainnollisti sen,
ettd toiminnanharjoittajien liikkumisen rajoittaminen tehdasalueiden valilla (esimerkiksi
vastaanottaminen ja valmistus) ja tyokenkien desinfiointi eri hygienia-alueiden valilla

tehtaassa ovat merkittavia tekijoitd salmonellan levidmisen ehkaisyssa. [8, s. 1-3.]

Tehdassuunnittelussa lattiamateriaaleilla on myds merkitysta ja silla, miten kaytetyt
desinfiointiaineet ottavat kontaktia lattian materiaaliin. Mikrobiepapuhtauksien lisaksi
heikko laitosten ja niiden laitteiden suunnittelu sekd huonosti organisoidut huoltotoi-
menpiteet, kuten vuotavat katot tai putket, voivat lisata kosteutta normaalisti kuivaan
ymparistoon, mika taas altistaa paremmat olosuhteet salmonellakontaminaatioille. [8, s.
1-3.]

Salmonellabakteeri voi kulkeutua tuhoeldinten ja tyontekijoiden kautta myds muihin
kuin elainperdisia tuotteita kasitteleviin tehtaisiin. Suomessa ei kuitenkaan ole raportoi-
tu tallaisia tilanteita ja todenndkoéisyys on arvioitu niin pieneksi, ettei salmonellan laa-
jempaa tutkimista, kuten pintandytteiden ottoa tallaisista tehdasymparistoistd, pideta
kovinkaan aiheellisena. Suomessa elintarvikkeiden tuotantotilojen ja laheisen ymparis-

ton hyva hygieniataso edistaa elintarvikkeiden puhtautta ja turvallisuutta.
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2.6 Salmonellan naytteenottoa koskeva lainsaadanto

Elintarvikehuoneistojen ja elintarvikkeiden sailytys-, kuljetus- ja kasittelyolosuhteiden
tulee tayttdad lainsaadannon vaatimukset, joista elintarviketoimijaa pidetaan kuitenkin
paavastuullisena. Nautaelainten ja sikojen salmonellavalvontaa koskevassa maa- ja
metsatalousministerion asetuksessa A 1030/2013 mé&aritellaén tuotantoymparistonayt-
teenottoa seuraavalla tavalla:
Tuotantoympaéristonaytteet otetaan pitopaikan rakenteista, erityisesti salmonellan
pesiytymisen kannalta oleellisista kohdista kuten lattiakaivoista, kulkukaytavien
lattioista ja ruokintapdydilta ja -kaukaloista sek& juomakupeista ja -altaista. Nayt-
teiden on riittdvassa maarin edustettava pitopaikan eri osia. Pitopaikasta otetaan
yhteensa 5—50 tuotantoymparistonaytetta. Naytteet otetaan kostutetulla sienella,
kankaalla, vaahtomuovikuutiolla tai vastaavalla naytteenottovalineella hankaa-

malla tutkittavaa kohdetta voimakkaasti. Enintdan viisi samasta kohteesta tai
alueesta otettua tuotantoympéristénaytettd voidaan yhdistda yhteisnaytteeksi.

[9.]

Mikali tata asetusta halutaan hyddyntaa leipomossa, naytteenottokohdat ovat hieman
erilaisia. Tiedon soveltamisessa hyvind naytteenottokohtina voidaan pitaa leipomon
lattiakaivoja ja kulkukaytavien lattioita. Lisaksi muuta asetuksen sisaltavaa tietoa, kuten
naytteiden lahettamista ja sailyttamista koskevaa tietoa voidaan hyddyntdad leipomon

pintandytteenotossa, jota maaritellaan seuraavalla tavalla:

° Naytteet on lahetettdva laboratorioon ensisijaisesti naytteenottopaivana.
Jos tama ei ole mahdollista, naytteet on sailytettava jaahdytettyind ennen
[&hettamista.

° Naytteet voidaan kuljettaa ymparistdn lampétilassa, kunhan valtetaan nii-
den altistuminen korkeille Iampdtiloille (yli 25 °C) ja auringonvalolle. Labo-
ratoriossa naytteita on sailytettava jaahdytettyiné tutkimukseen saakka.

. Naytteiden tutkiminen on aloitettava viimeistdan 48 tunnin kuluttua niiden
vastaanottamisesta ja 96 tunnin kuluttua naytteenotosta. [9.]

Tuotantoympaériston naytteenotto-ohjelma sisaltdd kuvailtuna naytteenoton tuotteiden
kanssa kosketuksissa olevilta pinnoilta ja kohteista, joista voidaan saada selville laitok-
sen yleinen puhtaustaso (lattiat, viemarit, koneiden paallykset, keskuspoélynimurijauhe

jne.) seka naytteenottoaikataulu. [1, s. 371.]
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Ruokavirasto ottaa vastaan salmonellaa tutkivilta laboratorioilta tuloksia, joita kerataan
kuukausi- ja vuosi-ilmoituksina. Keratyilla tiedoilla pystytddn osoittamaan muun muas-
sa Suomen alhainen salmonellan esiintyvyys. Salmonella -néytteet perustuvat seuraa-

viin asetuksiin:

. Maa- ja metsatalousministerion asetus nautaeldinten ja sikojen salmonel-
lavalvonnasta 1030/2013 (24 pykéala)

o Maa- ja metsatalousministerion asetus kanojen ja kalkkunoiden salmonel-
lavalvonnasta 1037/2013 (34 pykéala)

. Maa- ja metsatalousministerion asetus salmonellavalvonnasta liha-alan
laitoksissa 134/2012 (8 pykéala). [10.]

3 Listeria

3.1 Listerian ominaisuudet

Listeriasuku jaetaan kuuteen bakteerilajiin: L. gray, L. innocua, L. ivanovii, L. mono-
cytogenes, L. seeligeri ja L. welshimeri. L. monocytogenes on ainoa humaanipatogeeni
ja tunnettu elainpatogeeni. L.monocytogenes on grampositiivinen sauva, joka lisdantyy
sekd hapellisessa ettd hapettomassa ymparistdéssa. Bakteeri on psykrotrofinen, ja sen
kasvun lampdtila-alue on laaja: -0,4—45 °C. Listeriabakteerin tapauksessa pH-rajoina
pidetddn 4,4 ja 9,6 valia. Suuret suolapitoisuudet eivat haittaa bakteerin kasvua, silla
sen on todettu lisdéntyvan jopa 10-12 prosenttisessa suolaliuoksessa. Ax-minimiarvo
on 0,92 mutta alhaisemmat veden aktiivisuusarvot eivéat kuitenkaan ole este bakteerin

sailymiselle. [1, s. 55.]

3.2 Listerioosi

Listerioosi esiintyy ihmisilla invasiivisessa ja ei-invasiivisessa muodossa. Invasiivinen
listerioosi esiintyy etenkin riskiryhmilld, joita ovat vanhukset, raskaana olevat naiset,
syntymassa olevat lapset ja sellaiset, joiden immuunijarjestelmé@ on heikentynyt. Ei-
invasiivinen muoto aiheuttaa kuumeisen gastroenteriitin ja sairastuminen tapahtuu il-

man altistavaa tekijaa, joka voidaan todeta riskiryhmé&éan kuuluvalla. [1, s. 57-58.]
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Listerioosin itamisaika on 2—70 vuorokautta, mutta tavallisimmin 2—3 vuorokautta. Ta-
vallisimpia oireita ovat kuume, vatsakivut ja ripuli. Infektiossa bakteeri tunkeutuu veren-
kiertoon ja voi pahimmillaan aiheuttaa aivokalvontulehduksen tai verenmyrkytyksen.
Raskaana oleville listerioosi saattaa aiheuttaa keskenmenon. Kuolleisuus riskiryhmaan
kuuluvilla paaasiassa invasiiviseen listerioosiin infektoituneilla on noin 20-30 %. Tode-
tut listerioosipotilaat ovat kuitenkin lahes poikkeuksetta olleet riskiryhmaan kuuluvia.
[11, s. 200-201.]

3.3 Listerian yleisyys ja epidemiat

L. monocytogenesin aiheuttamat listeriainfektiot ovat lisdéntyneet Suomessa vuodesta
2009 lahtien, silla tapauksia on raportoitu viimeisen kymmenen vuoden aikana vuosit-
tain noin 35-90 kun taas vuosien 1995-2005 tapauksia ilmeni vuosittain noin 20-50.
Vuonna 2018 Suomessa infektioita todettiin 79 ja vuonna 2017 maaréa oli jopa 92. Lis-
terioosin ilmaantuvuus on noin 2-10 sairastumistapausta miljoonaa asukasta kohden.
[12.]

Viimeisimmat listeriasta saadut kotimaisista elintarvikkeista lahtdisin olevat ruokamyr-
kytysepidemiat Suomessa ovat olleet perdisin lihahyyteldsta vuonna 2012, graavilohes-
ta vuonna 2010 ja itse sailotyista suolasienista vuonna 2006. [13.] Listerioosia todetaan
vuosittain alle sadalla suomalaisella. Listerioosin lisddntyminen johtuu pitkélti vaeston
vanhenemisesta, ja joka viides suomalainen kuuluu listerioosin riskirynmaan. Suomes-
sa ei ole ilmoitettu leipomosta lahtéisin olevia listeriaepidemioita. Toisaalta esimerkiksi
marraskuussa vuonna 2019 tuotteiden takaisinvedot koskivat taytettyja leipid, kuten
kolmioleipia ja voileipakakkuja.[14.]

EU-maissa ilmoitettujen listeriaepidemioiden maéarat ovat kuitenkin laskeneet, vaikka
Suomessa sairastuneiden lukuméarat ovatkin nousseet. Eniten vuosina 2015-2018
listeriaruokamyrkytyksia on raportoitu Saksasta, Tanskasta ja Yhdistyneesta kuningas-
kunnasta. Paaasiallisia tartuntalahteitd ovat olleet juusto, naudanlihasta valmistetut

tuotteet, valmisruuat, vihannekset ja mehut. [5.]
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3.4 Listerian leviaminen

L. monocytogenes on maaperan hajottajabakteeri, jota esiintyy maaperassa, sailore-
hussa, eldinten ulosteissa, jatevesissa ja vesissa. L. monocytogenesia voi esiintya

missa tahansa elain- tai kasviperédisessa elintarvikkeessa.

3.4.1 Leviaminen elintarvikkeiden valityksella

Kontaminaatioita on tavattu eri raaka-aineissa, tavallisesti siipikarjassa, kaloissa, mai-
dossa ja kasviksissa. Etenkin kylmésavu- ja graavikalat ovat olleet riskielintarvikkeita.
Lisaksi riskielintarvikkeina on pidetty eldin- ja kasviperéisia tuotteita ja valmisruokia,
joita sailytetd&n kylméssa pitkid aikoja, silla psykrotrofisena bakteerina listeria sailyy
esimerkiksi jAdkaappiolosuhteissa. L.monocytogenes viihtyy myods ymparistdissa, jois-
sa esiintyy etenkin maitohappobakteereita. [1, s. 58.] Jadkaapin lampdtila olisi hyva
saataa riittavan kylmaksi, mika tarkoittaa kalatuotteille korkeintaan +3 °C ja muille elin-
tarvikkeille +5 °C. Listeria sietdd myts 0-3°C:ta, mutta lisddntyminen on silloin huomat-
tavasti hitaampaa. [12, s. 201-202.]

Vuosien saatossa elintarvikkeiden sailyvyyden parantamiseksi on otettu kayttéon toi-
mintoja, jotka vaikeuttavat pilaajabakteerien kasvua ja pidentdvat tuotteiden myyntiai-
kaa, mutta saattavat samalla antaa L. monocytogesille paremman kilpailukyvyn. Merkit-
tavimpina naistd ovat kylmaketjun parantaminen, tyhjid- ja suojakaasupakkaaminen

seka lisdaineiden ja suolan kayton vahentaminen. [1, s. 59-60.]

Listerian kasvua on esimerkiksi tutkittu yhdessa riskinarvioinnissa, jossa kylmésavu- ja
graavisuolattuja kalatuotteita sailytettiin eri lampdotiloissa. Listerioositapaukset lisaantyi-
vat ikaantyneilla lahes kaksikymmenkertaiseksi, kun tuotteita sailytettiin kymmenessé
asteessa. Jadkaappilampotilasuositus kyseisille tuotteille on kuitenkin nollasta kolmeen
astetta. Lisaksi terveilla aikuisilla riski sairastua listerioosiin kasvoi kolminkertaiseksi.
Listeriabakteerit eivat myodskaan huononna elintarvikkeiden aistinvaraista laatua ja voi-

vat taten kontaminoida tuotteita salakavalasti. [15.]

Useat epidemiat ovat olleet peraisin saastuneesta raakamaidosta tai siitd valmistetuista
tuotteista. Maidon pastoroinnin yleistyminen on kuitenkin vahentanyt merkittavasti liste-
rioosiepidemioita. Pastéroiduissa maitovalmisteissa, etenkin pehmeissa juustoissa,

sopiva pH ja vesipitoisuus ovat L. monocytogenesille edullisia. [1, s. 209.]
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Yhdysvalloissa listerioositapauksia esiintyy noin 0,27 sataatuhatta asukasta kohden.
Laakarinhoitoon hakeutuvat yleensa vain ne potilaat, joilla todetaan vakava infektio, ja
siksi suurin osa tapauksista jadkin huomaamatta. Vuonna 2007 eraan Yhdysvaltain
Massachusettsin osavaltiossa tapahtuneen epidemian aiheutti pastéroitu maito ja siita
valmistetut maustetut maitotuotteet. Kaikki, jotka sairastuivat tassé epidemiassa, olivat
listerian riskiryhmaéan kuuluvia. Selvityksessé otettiin meijerin jalostuslaitoksesta ympéa-
ristonaytteita, joista esimerkiksi lopputuotannon alueen lattiakaivoista I0ytyi positiivinen
tulos L. monocytogenes -bakteerin suhteen.

Epidemiassa pastdrointimenetelmat todettiin riittaviksi, joten tuotteiden pilaantuminen
aiheutui todenndakoisesti kuumennuksen jalkeen, kun laitoksen fyysinen suunnittelu ja
yllapitomenettelyt osoittautuivat puutteellisiksi. Vuoteen 2007 mennessa tdma oli kui-
tenkin vasta kolmannes L. monocytogenes -bakteerin aiheuttama infektio, jossa pasto-
roitu maito oli osallisena. Viimeisen kymmenen vuoden aikana toimintamenettelyt ovat
kuitenkin parantuneet, joten pastoroidun maidon listeriariski nykyaan onkin erittain pie-
ni. Epidemioiden ehkaisyssa painotetaan laitteiden suunnittelun ja ristikontaminaatioi-
den valvonnan merkitysta. [16.]

Listeriaa on loydetty myds nestemaisistda munavalmisteista, mutta munavalmisteiden
kautta ilmenneita listerioositapauksia ei ole raportoitu [1, s. 224]. Salmonellabakteerin
lisaksi listeriabakteerit ovat aiheuttaneet ruokamyrkytyksia voin ja majoneesin kautta,
koska naissa kaytetaan raaka-aineina maitorasvaa ja kananmunia. [1, s. 242-243.]
Suomessa eras raportoitu tapaus koski vuonna 1999 tapahtunutta listeriaepidemiaa,
jossa kontaminoitunut pakkauskone aiheutti voinappien saastumisen. Voinapit paatyi-
vat infektoimaan useita heikkokuntoisia listerian riskiryhmaan kuuluneita sairaalapotilai-
ta. [12, s. 69.]
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3.4.2 Elintarvikkeiden jalkikontaminoituminen

L. monocytogenesin torjunta elintarvikkeiden valmistuksessa on otettava huomioon
my0s tehdassuunnittelussa. Raaka-aineiden ja kypsennettyjen tuotteiden kasittelyosas-
tot tulisi eristaa toisistaan tehokkaasti ja ylimaaraista tyontekijoiden liikkumista osasto-
jen valilla tulisi valttaa ristikontaminaatioiden estadmiseksi. Koneiden ja kuljettimien hy-

valla sijoittamisella helpotetaan niiden puhtaanapitoa ja edistetaan hygieenisyytta.
Jalkikontaminaatiolle altteinta aluetta kutsutaan korkean hygienian alueeksi, jossa tuote
ei yleensa kay lapi endd kuumennuskasittelya. [1, s. 60-61]. Taulukossa 2 on esitetty

esimerkkeja elintarviketeollisuuden hygienia-alueista. [17.]

Taulukko 2.  Esimerkkeja elintarviketeollisuuden hygienia-alueista [17].

Likainen tila Jatehuone, tekniset tilat
Perustason tila (neutraali) Tuote tai raaka-aine suljetussa pakkauksessa
Keskitason tila (hyvan hygienian tila) Raaka-aine tai puolivalmiste avonaisena, lampo-

kasittely seuraa

Korkean hygienian tila (esim. pakkaamo) Herkéasti pilaantuva elintarvike, tuote pakkaama-
ton, ei enda lampdokasittelya

Kuumennus tuhoaa bakteerit, jolloin elintarvikkeessa ei ole enda luonnollisia kilpailijoi-
ta. L. monocytogenes sailyy erittéin hyvin elintarvikkeiden tuotantotiloissa ja voi jalki-
kontaminaationa saastuttaa valmiin tuotteen ennen pakkaamista. Listeria voi muodos-
taa biofilmeja pintamateriaaleihin, kuten ruostumattomaan terakseen ja siksi huolelli-

seen pintojen puhdistuksen on syyta kiinnittda huomiota [6, s. 37].
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3.4.3 Biofilmien muodostuminen

Biofilmin syntymista edesauttavat epatasaiset pinnat, joissa sijaitsee mikrobeille edulli-
sia “piilopaikkoja”. Biofilmit koostuvat mikrobisoluista, jotka tuottavat esimerkiksi poly-
sakkaridirihmastoa ja glykoproteiineja eli glykokalyksia. Polysakkaridit suojaavat biofil-
meja antibakteerisilta aineilta, kuten desinfiointiaineilta. Ne muodostavat biofilmille suo-
jakerroksen, jonka sisalla mikrobit jatkavat lisdantymistaan. Taman vuoksi biofilmeja
(esimerkiksi listeriaa) on joskus erittdin hankala tuhota. Lisaksi biofilmeille ominainen

piirre on niiden limanmuodostus.

Biofilmien syntymista edesauttaa lisaksi pieni vesiméara, kuten kondenssivesi, jota voi
syntya elintarviketeollisuudessa, kuten leipomoiden tuotantolinjoilla herk&sti erinéisista
syista. Biofilmien muodostumisen kannalta otollisia paikkoja ovat putkistoissa ja lait-
teissa esiintyvéat kuolleet kulmat ja ylimaaraiset taskut seka lilan pitk&t yhteet, jotka
muodostavat katvealueita ja hankaloittavat hyvan pesutuloksen onnistumista. Laittei-
den tulisi olla mahdollisimman sileita ja hyvakuntoisia, eika niissa saisi esiintyd hiushal-
keamia tai sargja. [18, s. 14-19.]

Laitoskannoiksi tai persistenteiksi kannoiksi kutsutaan tuotantotiloissa useasti tavatta-
via bakteerikantoja. Tunnetaan esimerkiksi tilanteita, joissa L. monocytogenes -kannat
ovat sailyneet seuratussa tuotantotilassa perati seitseman vuoden ajan. Tavallisesti
bakteereille riskipaikkoja ovat lattiakaivot seka erilaiset pinnat, joissa esiintyy orgaanis-
ta jatettd. Yleensa tuotteet kontaminoituvat kuitenkin pinnoilta, joiden kanssa elintarvike

on kosketuksessa. lImavalitteistd L. monocytogenesin saastuttamista ei ole raportoitu.

Persistentit kannat alkavat pesiytya helpommin teraspinnoille kuin ei-persistentit kannat
seka kestavat paremmin tuhoamiskasittelyja. Desinfiointiainekestavyyksissa on kuiten-
kin eroja. Yleisesti otollisimmat paikat ovat sellaisia, joita desinfiointikasittely ei helposti
saavuta. Rakenteeltaan monimutkaiset laitteet ovat vaikeasti puhdistettavia ja kerrytta-
vat usein orgaanista jatetta pitkiksi ajoiksi. Laitteita, jotka pystyvat taten helpoiten saas-
tuttamaan elintarvikkeen, ovat suolauskoneet, kuutioimiskoneet, siivutuskoneet ja kul-
jettimet. [1, s. 58-59.]
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Hygieeniset tyoskentelytavat ovat oleellisimpia keinoja valttda ristikontaminaatiot ja
valillinen bakteerien saastuttaminen. Bakteerikantojen ilmaantuessa syy kontaminaa-
tioille tulee selvittdd ja poistaa. Saneerauspesuissa koneet puretaan niiden desinfioi-
miseksi ja pesuissa kaytetdan vahvoja happo- ja emasliuoksia. L. monocytogenes -
maaria tulee seurata, silla ne riippuvat suuresti tuotantolaitoksen hygieniasta. Riskielin-
tarvikkeet on syyta tunnistaa, jotta voidaan maaritella sopiva seurantaohjelma tuotanto-
laitokselle. [1, s. 60—61]

3.5 Listerian naytteenottoa koskeva lainsaadanto

Listerian valvonta kuuluu yleisesti elintarviketehtaan omavalvontaan seka viranomais-
valvontaan. Valvonta kohdistetaan erityisesti sellaisenaan sy6taviin valmiisiin tuottei-
siin, joissa L. monocytogenes voi kasvaa. Vahittaismyyntipaikkojen yleinen vahimmais-
saanto tallaisille tuotteille on, ettéd tuotteita sailytetdan kylmassa. Yrityksen valmistamis-
ta elintarvikkeista, joista voi aiheutua listeriariski, tulee tutkia listeriaa etenkin kuumen-
netuista valmiista tuotteista sekad tuotantolinjoista. Euroopan elintarviketurvallisuusvi-
rasto eli EFSA maéarittelee elintarvikkeen turvallisuusriskin pieneksi, jos listeriapitoisuus
kulutushetkella jaa alle 100 pmy/g (EU-lainsaadannén raja-arvo). Pitoisuus ei saa ylit-

tya tuotteissa niiden viimeisena kayttopaivana. [19.]

Leipomoissa ja konditorioissa, joissa valmistetaan helposti pilaantuvia, sellaisenaan
syotavia leipomotuotteita, otetaan listerian tutkimiseksi naytteitd, muussa tapauksessa
naytteenotto ei ole pakollista. Pintapuhtausnaytteiden naytteenottotiheys maaraytyy
"Elintarvikehuoneiston riskiluokitus ja valvontatarpeen maarittdminen” -oppaan (Evira
10503) toimintaluokittelun mukaan. Toimintaluokissa 3 ja 4 n&ytteenottotiheyteen vai-
kuttaa valmiiden helposti pilaantuvien tuotteiden tuotantomaarien suuruus leipomossa.
Tuotenaytteiden osalta ndytteenotosta voidaan luopua, kun tutkittavaksi nahtyjen tuot-
teiden valmistusmaara on alle 100 000 kg vuodessa. Naytteenottoa voidaan harventaa,
mikali tulokset ovat hyvaksyttyja kolmena perdkkadisena vuonna tai valvontaviranomai-
sen sallimana, kun tuotteen turvallisuus ei ndhda vaarantuvan naytteenoton harventa-

misen vuoksi.
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Virallisten Eviran ohjeiden maaritelmien mukaan sellaisenaan sydtavat leipomotuotteet,
joissa L. monocytogenes ei voi kasvaa ja joiden sdanndllisesta testauksesta ei nahda
olevan hyotya, on maaritelty kohdissa 1 ja 2.
1 Elintarvikkeet, joille on tehty kyllin tehokas Listeria monocytogenes -bakteerin
tuhoava lampdokasittely tai muu kasittely, jolloin uudelleen saastuminen kasittelyn

jalkeen ei ole mahdollista (esim. lopullisessa pakkauksessaan lampokasitellyt
tuotteet) - leipd, keksit ja vastaavat tuotteet

2 Tuotteet, joiden pH on < 4,4 tai Aw < 0,92 tai joiden pH on < 5,0 ja Aw < 0,94
TAI tuotteet, joiden myyntiaika on alle 5 vrk, katsotaan automaattisesti kuuluvan
tdhan luokkaan. Myds muut tuoteluokat voivat kuulua té&han luokkaan, jos se on
tieteellisesti perusteltua. [20.]

Naytteiden ottaminen tuotantoymparistosta ja -laitteista nahdaan aiheelliseksi, kun
valmistetaan sellaisia elintarvikkeita, jotka ovat maaritelty kohdissa 1 ja 2. Ympaéristo-
naytteista tutkitaan padasiassa indikaattoribakteereita, joita ovat esimerkiksi aerobiset
mikro-organismit ja enterobakteerit. Tarvittaessa listerian osalta suositeltu naytteenot-
totiheys on 4-12 krt/v, silloin kun valmistetaan tuotteita, joissa L. monocytogenes voi
kasvaa. Hyvét ty6ohjeet, niiden noudattaminen ja aistinvaraiseen arviointiin luottami-
nen siivousjalkeéa tarkasteltaessa ovat oleellisimmat keinot. Pintapuhtausnaytteilla pys-

tytaan kuitenkin osoittamaan konkreettisesti siivoustytn laatua ja luotettavuutta. [20.]

Leipomotuotteita voidaan jakaa pH-arvon mukaan kolmeen ryhméaéan. Happamiksi lei-
pomotuotteet voidaan ryhmitella, kun pH jaa alle arvon 4,6 pH, vahan happamiksi ar-
von sijoittuessa vélille 4,6—7 ja hapottomiksi, kun pH ylittda arvon 7. Vaalean ja kokojy-
valeivan pH on noin 5,5-5,8, ja tallaisia leipia tuottaa myos tydn kohteena oleva yritys.
Leivan erilaiset raaka-aineet nostavat tai laskevat pH:ta niiden kemiallisten ominai-

suuksien mukaan.

Veden aktiivisuus eli Ay-arvo on mygs tarked tekija méaaritellessa leivan pilaantumis-
herkkyyttd. Leipomotuotteissa matalana Ay-arvona voidaan pitaa, kun A<0,6, keskias-
teisena kun Ay on 0,6-0,85 ja korkeana kun A,>0,85. Useimmat bakteerit, jotka pilaa-
vat elintarvikkeita, tarvitsevat korkeaa ymparistén vesiaktiivisuutta, yleensa yli 0,90.
Hiivojen kasvun kannalta tarvittava Aw-arvo on vahintaan 0,88, kun taas homeet tarvit-
sevat vahemman vapaata vetta ja kasvua tapahtuu jopa arvossa 0,80. Taulukossa 3 on

esitetty esimerkkeja leipomotuotteista eri veden aktiivisuusarvoilla.
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Taulukko 3.  Erilaisille leipomotuotteille esitettyja keskimaaraisia veden aktiivisuusarvoja [7].

Product Ay

LLow moisture content

Cookies 0.2-0.3
Crackers 0.2-0.3
Intermediate moisture content
Chocolate coated doughnuts 0.82-0.83
Danish pastries 0.82-0.83
Cream filled cake 0.78-0.81
Soft cookies 0.5-0.78
High moisture content
Bread 0.96-0.98
Pita bread 0.9
Fruit pies 0.95-0.98
Carrot cake 0.94-0.96
Cheese cake 0.91-0.95
Pizza crust 0.94-0.95
Pizza 0.99

Kohteena olleen leipomon leip&tuotteet vaikuttaisivat olevan kuvan taulukon mukaan
veden aktiivisuusarvoiltaan 0,96-0,98, mika on leipomotuotteille korkea arvo, mutta
elintarviketeollisuudessa yleisesti nahdaan matalana arvona. Tarkempia maarityksia
varten leivista pitaisi kuitenkin ottaa tuotekohteittain veden aktiivisuusarvot, jotta voitai-
siin varmistaa leipien kuuluvan korkean Aw:n luokkaan. Kuten aikaisemmin todettiin,
virallisten maaritelmien mukaan sellaisenaan syotavat leipomotuotteet, joissa L. mono-
cytogenes ei voi kasvaa, ovat kun tuotteissa pH on < 4,4 tai Ay < 0,92 tai joiden pH on
< 5,0 ja Aw =< 0,94 seka tuotteet, joiden myyntiaika on alle 5 vrk. Kohteena olevan lei-
pomon leivat eivat sisally tallaisten maaritelmien sisélle, joten listerianaytteitd ei ole

kovinkaan perustelua ottaa leipaa valmistavassa leipomossa. [7.]
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4 Hygieniariskien maaritteleminen

4.1 Leipomon raaka-aineiden merkitys kontaminaatiossa

Viljatuotteita pidetaan mikrobiologisesti melko turvallisina elintarvikkeina, silla ne eivat
pilaannu helposti ja aiheuttavat ruokamyrkytyksia aarimmaisen harvoin. Yleensa Bacil-
lus subtilis- ja Bacillus cereus -bakteerit seka homeet ovat viljatuotteiden, kuten leivan,

tyypillisimpia pilaaja mikrobeja. [11, s. 71.]

Salmonellan esiintyminen leipomoissa on erittéin harvinaista etenkin Suomessa mutta
myds ulkomailla. Toisaalta salmonella on ruokamyrkytysbakteerina huomattavasti ylei-

sempi ja epidemioita esiintyy useammin listeriaan verrattuna.

Kyseinen leipomo on keskittynyt tuotannossaan leivan tuottamiseen. Leipomon myy-
malassd myydaan kuitenkin laajemmin erilaisia leipomo- ja konditoriatuotteita, joissa
paaraaka-aineena on viljatuotteiden lisaksi kaytetty kananmunaa tai maitotuotteita,

jotka taas ovat listerialle tyypillisimpia elintarvikkeita.

Listeriaepidemiat ovat lisdéntyneet vuoden 2009 jalkeen (toisin kuin salmonellaepide-
miat), mika tarkoittaa kaytannodssa sita, etta elintarviketeollisuudelta vaaditaan jatkossa
tarkempaa valvontaa, ennaltaehkaiseviad toimenpiteita ja varasuunnitelmien kehittdmis-

ta.

4.2 Pintojen puhtaus leipomossa

Hygieniavalvonta tulisi kohdistaa leipomon tuotantolinjoilla etenkin sellaisille pinnoille,
joissa elintarvikkeet ovat kosketuksissa ennen niiden pakkaamista, eli kuumennuskasit-
telyn jalkeen. Vaakojen nappaimistt peitetaan muovilla, joka vaihdetaan riittavin va-
ligjoin tai nappaimistot pyyhitaan puhtaaksi. Turvallisinta on kuitenkin kayttaa laitteisto-
ja, joissa ei ole ndppaimia. Tallaisten pintojen puhtaus perustuu silmamaaraiseen arvi-
ointiin sekd mikrobiologisiin pintapuhtausnaytteisiin. Siirtopdydat ja -valineet seka ja-
teastiat ja niiden pydrat tulisi pesta tietyin valiajoin, etenkin jos niita liikutellaan likaisilla
alueilla. Laitteiden pinnoilta tulee pyyhkia likaa ja polya sekéa pesta lattioita. Markame-
netelmien jalkeen puhtaiden pintojen tulee antaa kuivua riittdvan kauan, jotta mikrobit

eivat lisdantyisi ja siirtyisi paikasta toiseen.
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Pesutulokseen vaikuttaa pesu- ja desinfiointiaineiden, lampdétilan, vaikutusajan, pesu-
valineiden, orgaanisen jatteen lasnaolon ja puhtaan veden liséaksi veden kovuus, joka
vaikuttaa pesuaineen valintaan ja sen annosteluun. Kovaa vetta kaytettaessa tarvitaan
rinnalle tehokas pesuaine. Maapera, josta vesi otetaan, vaikuttaa veden kovuuteen, ja
sen maarittelemiseksi mitataan veden suolojen maaria. Veden kovuus voi siis vaihdella
eripuolilla Suomessa. Yleisimmin vesi on pehmead, mutta se voi olla myds keskikovaa
tai kovaa, etenkin porakaivoveden tapauksessa. Kovuus ilmoitetaan °dH-asteikolla,
jossa 1 dH vastaa 10 mg/l kalsiumoksidia CaO. [6, s. 52-53.]

Leipomossa leivat kulkevat ennaltapakkausalueella repijan eli siivutuskoneen kautta.
Siivutuksessa terat ovat kosketuksissa leivan kanssa ja leivistad irtoaa usein niiden
pehmedaa sisusta, joka kuivuu ja kovettuu repijan teriin. Repija voi siis toimia bakteerien
levittgjand, ja sen puhtauteen on kiinnitettava erityistd huomiota. Talla hetkella leipo-
mossa mekaanisen lian irrottamisen jalkeen kaytetaan desinfiointiainetta, Exitolia, joka
on paaasiassa etanolia eli alkoholia. Alkoholin kaytté on nopea ja helppo ratkaisu, silla
se kuivuu nopeasti, eika sita tarvitse huuhdella pois pinnoilta. Etanolin maara liuokses-

sa olisi hyva olla vahintaan 70 tilavuusprosenttia.

Resistenttikantojen ennaltaehkaisemiseksi desinfiointiaineita olisi hyva vaihtaa silloin
talléin. Mikali desinfiointiainetta ei huuhdella, sen on oltava myrkytontd. Ammattikayt-
toon tuotekehitetty TEVAN Panox 200 on suomalaisen Kiilto Oy:n valmistama desinfek-
tioaine, jota voidaan kayttaa elintarvikkeille kosketuksessa oleville pinnoille, silloin kun

pinnat huuhdellaan jalkeenpéin tai liuoksen annetaan haihtua taysin pinnoilta.

Tuotteen koostumus sisaltdd vetyperoksidia 2 % ja peretikkahappoa <0,1 %. Kasitelta-
vien pintojen tulee sietdd happamia aineita. Téllaisia pintoja eivat ole marmori-, kupari-

ja messinkipinnat eivatka sinkitetyt pinnat. [21.]

Leipomon tyontekijoiltd vaaditaan terveydentilan selvitys ennen tydsuhteen alkua ja
samalla heiltd otetaan salmonellanayte, jonka tulee olla negatiivinen. Lisaksi tulee ottaa
huomioon salmonellan ominaisuudet suolistobakteerina ja sen leviamisen kautta mah-
dolliset kulkureitit. Riskien minimoimiseksi Yleinen elintarvikehygienia-asetus 852/2004
maarittelee kaymaldiden, kéasienpesupisteiden ja viemarijarjestelmien sijoittamisesta

seuraavasti:
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Elintarvikehuoneistoissa on oltava riittava maara kaymaloita, joissa on vesihuuh-
telu ja jotka on liitetty tehokkaaseen viemarijarjestelméaén. Kaymalat eivat saa
avautua suoraan tiloihin, joissa elintarvikkeita kasitellaan.

Tiloissa on oltava riittdva maaré asianmukaisesti sijoitettuja ja kasienpesuun tar-
koitettuja pesualtaita.

Viemarijarjestelmat on suunniteltava ja rakennettava siten, etté niisté ei aiheudu
saastumisriskid. Jos viemdrikourut ovat kokonaan tai osittain avoimia, niiden
suunnittelulla on varmistettava, etté jate ei valu saastuneelta alueelta puhdasta
aluetta kohti tai puhtaalle alueelle, varsinkaan sellaisten elintarvikkeiden kasitte-
lyalueelle, jotka saattavat aiheuttaa huomattavan riskin lopulliselle kuluttajalle.
[22.]

Lisaksi elintarvikejatteita koskevaa lainsaadantéa maaritelladn samassa asetuksessa

seuraavalla tavalla:

Elintarvikejatteiden, syotavaksi kelpaamattomien sivutuotteiden ja muiden jattei-
den sdilyttamisesta ja havittdmisestda on huolehdittava asianmukaisesti. Kaikki
jatteet on poistettava hygieenisella ja ymparistoa saastavalla tavalla asiaa kos-
kevan yhteison lainsdaadannon mukaisesti, eivatka ne saa saastuttaa suoraan tai
epasuorasti. Astioiden on oltava rakenteeltaan tarkoituksenmukaisia, ne on pidet-
tava hyvassa kunnossa ja niiden on oltava helposti puhdistettavia ja tarvittaessa
desinfioitavia. [22.]

4.3 lhmisten ja tuhoeldinten merkitys valittajina

Useimmiten ruokamyrkytykset liittyvét virheelliseen kuumennukseen tai jaahdytykseen,
mutta joskus niita aiheuttavat myos laitoksen henkilékunnan mukana kulkeutuneet mik-
robit. TAman tyon tarkoituksena oli kartoittaa salmonella- ja listeriabakteerien kulkureit-
teja tehtaassa ja maaritella niihin siséltyvia leipomon tuotteisiin kohdistuvia kontami-
naatioriskeja. Leipomo, jonka kanssa yhteistydssa tdma tyd tehtiin, on suurin kyseisen
leipomoyrityksen oma Suomessa sijaitseva leipomo. Leipomo toimii ymparivuorokauti-
sesti, ja tyontekijoiden maaréa on suuri. Mitd suurempi elintarvikelaitos on, sitd enem-

man toimintaan sisaltyy riskeja ja sita tarkempaa toiminnan on oltava.

Tyontekijdiden hygieniaosaamista maaritelladn hygieniaosaamisen todistavalla kokeel-
la, joka tulee lapaistd ennen tytsuhteen alkua. Sen suorittaminen ei kuitenkaan viela
takaa hygienian ymmartamysta vaan hygieniakoulutusta tulisi antaa saanndllisesti ja
kohdennetusti eri tydpaikoissa ja tyovaiheissa. Tyontekijoiden késista otetaan saannol-
lisesti k&sihygieniandytteitd, joista maaritelladn kokonaisbakteeriméaria seka stafylo-
kokki- ja enterobakteereita. Hygieenisesti tyypillisimmat kriittiset tydvaiheet ovat pak-

kaaminen ja jaahdyttdminen, joissa tydskentelevilla tyontekijoilla pitdisi olla enemman
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tietoa ja koulutusta, kuin vahemman kriittisissé tydvaiheissa tydskentelevilla. Kuumen-
nettu pakkaukseen meneva elintarvike kuljettaa mukanaan pinnan mikrobien lisaksi
tuotetta koskeneen tydntekijan mikrobeja. Kartoitetut hygieeniset tydolot tukevat ja hel-
pottavat tydntekijoiden oikein toimimista. Tassa tydssa lahdettiin selvittamaan leipomon
henkilokunnan toimintaan liittyvia kohtia, joita olisi hyva tarkastella hygieenisyyden na-
kokulmasta. Asiat, joihin kannattaisi tulevaisuudessa kiinnittda huomiota, ovat seuraa-

vanlaisia:

e Sosiaalitilojen ja tuotantotilojen véaliset reitit mahdollisimman suoraviivaisia

o Tyontekijoiden kulkureitit eivéat kulje hygienia-alueelta toiselle

e Kasienpesupisteita riittavasti, myos lahella tyopistetta

e Jatteiden kuljettamisreitit organisoitu.
Vanhoissa kiinteistdissa muutosten suoraviivainen tekeminen ei aina ole helppoa ja
talléin vaihtoehtoisten toimintamenettelyjen kautta voidaan varmistaa yhta hyva loppu-
tulos esimerkiksi erilaisilla puhdistus- ja jalkineiden vaihto-ohjeilla. Monimutkaisia ohjei-
ta tulee kuitenkin valttaa, jotta kynnys niiden toteuttamiseen voidaan pitdd matalana.
Vakiintuneet kaytannot tuovat usein ongelmia ja niiden muuttaminen vaatii ty6ta. Usein
haasteet liittyvat pukeutumiseen, ruokalassa kdymiseen ja kulkemista koskeviin ohjei-
siin. [1, s. 373-374.]

Kohdeyrityksena oleva leipomo valmistaa padasiassa vain leipaa, ja siksi etenkin kuivil-
le elintarvikkeille ominaisimmat tuhohydnteiset voivat liata tuotteita. Niveljalkaislajeista
erityisesti russakka voi levittda salmonellaa ja pilata jauhoja, leipaa, pahkinéita seka
vihanneksia ja hedelmid. Russakat muodostavat yhdyskuntia lampimiin ja kosteisiin
paikkoihin, kuten uunien ymparistoon ja lampoéputkistojen laheisyyteen. Russakat le-
vidvat useimmiten kuljetuslaatikoiden mukana. Paivasaikaan ne viihtyvat katkoissa ja
Oisin lahtevat etsim&an ravintoa, jota ovat esimerkiksi viljatuotteet ja kasvikset. Russa-
kat saadaan esille sumuttamalla pyretriini-sumutetta niiden esiintymispaikkoihin. [1, s.
376; 23, s. 19-20.]
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Jyrsijoista rotat, hiiret ja myyrat voivat levittdd tauteja, kuten salmonelloosia. Liséksi
haittalintuina pidetdan rakennuksiin hakeutuvia lintuja, jotka ovat myds hygieeninen
ongelma ja voivat levittaa salmonellaa [1, s. 376; 23, s. 19-20]. Jyrsijdiden ennaltaeh-

kaisemiseksi voidaan kayttaa alla lueteltuja toimenpiteita ja valineita:

¢ Ulko-ovien tarkistaminen, tarvittaessa asennetaan alareunaan jyrsijaeste.

e Mahdollisten aukkojen paikkaus esimerkiksi paksulla metalliverkolla.

e Tehokkaasti hoidettu jatehuolto.

o Myrkyttémia syotteja saannollisesti tarkastettuina jyrsijoiden seuraamiseksi.

o Ultradanikarkottimien kayttd. Nama estavat jyrsijoiden tunkeutumisen siséatiloi-
hin. Ei suositella kaytettavaksi yhtajaksoisesti, jotta jyrsijat eivat tottuisi &&neen.
[23, s. 84.]

Lintujen torjumiseksi voidaan kayttdd seuraavia toimenpiteita:

o Erilaisten lintuesteiden asennus (piikkilevyt, metallilangat ja verkot). Vaikeutta-
vat istuskelua ulokkeilla, ikkunalaudoilla ja muilla vastaavilla paikoilla.

e Varastojen ovien tiivistAminen esimerkiksi muoviliuskoailla.

e Loukkupyyntien kayttd. Elavana vangitseminen mythempaa vapauttamista var-
ten.

e Varastojen sisétiloihin erilaisten pyydysten asentaminen esimerkiksi varpusille
rengastusverkot. [23, s. 91.]

5 Materiaalit ja menetelmat

5.1 Pintandytemenetelmat

Mikrobiologisessa pintahygienian seurannassa menetelmat jaetaan sivelymenetelmaan
ja kontaktiagarmenetelmaan. Sivelymenetelmassa pintaa sivellaéan sienelld, harsolla tai
pumpulitikulla, minka jalkeen kontaminoitu véline siirretaan laimennusliuokseen. Lai-
mennusliuosta siirretdan elatusaineelle viljeltavaksi. Naytteiden otossa tarkkuus vaikut-
taa tuloksiin herkasti. Kaytettavd hankausvoima vaikuttaa mikrobien saantiin, ja taméa
riippuu siten usein naytteenottajasta. Taman vuoksi naytteenottajan on syyta olla sama

kaikkien naytteiden kohdalla, jotta tuloksia voidaan pitaa vertailukelpoisina.

Laitoksissa suositaan yleensa kontaktiagarmenetelmaa, silla laitoksilla harvemmin on
sivelymenetelmaan vaadittavaa laboratoriolaitteistoa. Kontaktiagarmenetelméa perus-

tuu agarpintaan, joka painetaan haluttua kohdetta vasten. Taman tyén naytteenotoissa
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kaytettin muun muassa kontaktiagariin perustuvia Listeria Dipslide -testeja (kuva 1).
Pinnan mikrobit tarttuvat tahmeaan agariin. Vaadittava laitteisto kyseisessa menetel-
massa on vain lampdkaappi. Dipslide -menetelméssa kontaktiagarpinta taipuu ja mu-
kautuu kontaktipinnan muotoon. Sivelymenetelmalla saadaan kuitenkin usein enem-
man bakteereja talteen kuin kontaktiagarmenetelmalld, koska hankausvoima ja yleises-
ti ottaen parempi mukautuminen epatasaisiin pintoihin ja ahtaisiin paikkoihin tuovat sille
paremman edun. Molemmissa menetelmien nopeus on 1-3 vuorokautta riippuen bak-
teeriryhmasta. [1, s. 371-372.]

Kuva 1. Kontaktiagarmenetelmaan perustuva Listeria Dipslide -testi.

Validoituja pintanaytteenottomenetelmia nayttaisi 16ytyvan enemman listerian kuin sal-
monellan tutkimiseen. Naytteenottoa listerian ehkaisemiseksi myos suositellaan
enemman leipomoissa, ja pintapuhtausnaytteiden ottaminen kaksi kertaa vuodessa

olisi silloin arvioiden mukaan sopiva maara [24].

Suurin osa validoituihin listerian ja salmonellan ymparisténaytteenottomenetelmiin kuu-

luu seuraavia vaiheita tai osaa naista:

° esirikastusta ja rikastusta

o nayteliemen pipetoimista ja viljelya
. useita inkuboimiskertoja

. oksidaasi- ja katalaasi -pikatesteja

. PCR- ja elektroforeesigeeliajoa.
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Taman tyon yhteistyoyrityksena olevassa leipomossa ei kuitenkaan ole edellisiin mene-
telmiin sopivia laitteita tai valineita ja naihin investoimista ei nahda riittavan tarpeellise-
na muun muassa kustannusten ja vahaisen kaytén vuoksi. Muutamia erittédin nopeita
validoituja ja validoimattomia testeja listerian ja salmonellan tutkimiseen kuitenkin 16y-
tyy, ja naiden positiivisten tulosten antamina voidaan edetd haastavampiin ja tarkem-

piin tutkimuksiin.

Kohteena oleva leipomo tilaa tutkimuksiinsa vélineitd suomalaiselta toimittajalta La-
bema Oy:lta, joka koettiin tutuksi ja luotettavaksi. Taméan vuoksi pikandytemenetelmia
salmonellan ja listerian tutkimiseen pééatettiin valita kyseiselté toimittajalta.

Labema Oy on Life Science- ja bioteknologia-alan asiantuntijayritys. Yritys maahantuo
ja toimittaa diagnostisia valineita ja laboratoriotuotteita muun muassa teollisuuden ja
tutkimuksen tarpeisiin. Yritykselta voi tilata testejd ja valineitd hygieenisyyden testaa-
miseen sekd mikrobiologisiin ja kemiallisiin analyyseihin, joita kdytetddn osana oma-
valvonnan (HACCP) toteutumista. Yhtend keskeisena erikoistumisalueena Labeman
sivuilla mainitaan elintarvikediagnostiikka, jonka tavoitteena on parantaa elintarvikealan
toimijoiden laadunvalvontaa esimerkiksi patogeenien, hometoksiinien ja allergeenien

maarittamisella. [25.]

Ulkomailta tilattavia validoituja testeja, jotka ovat Labemalta tilattavien testien suhteen
vastaavanlaisia pikatestimenetelmid, l6ydettiin muutamia hyvid vaihtoehtoja: Listeria
PDX-LIB ja Salmonella PDX-LIB (kuva 2) seka listerialle tarkoitettu InSite L.mono Glo
(kuva 3). Kaikille kyseisille ymparistonaytteiden pikatesteille on tehty AOAC-
validointiorganisaation sertifiointi. Menetelmien kayttoon tarvittava laite on inkubaattori,
joka nopeuttaa naytteiden viljelya ja antaa kasvustolle staattiset olosuhteet ja lampoti-
lan. Testeissa inkuboimisaika on pikatesteille tyypillinen 24—48 tuntia. Positiivisten tu-
losten varmistamiseen tarvitaan kuitenkin lisamaaritelmien tekemista ja jatkoviljelyita.
[26; 27.]
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Kuva 2. Listeria- ja Salmonella PDX-LIB -pikatestit [26].

NATURAL LIGHT UV LIGHT

— + + + +
Spp. spp. Spp. spp.

NO GREEN

NEGATIVE FOR PRESUMPTIVE
PRESUMPTIVE POSITIVE FOR LISTERIA SPP. L. MONO POSITIVE FOR L. MONO

Kuva 3. InSite L.mono Glo -pikatesteilla voidaan etsia patogeenisia Listeria Spp. ja L. mono-
cytogenes bakteereita [27].
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5.2  Salmonellan naytteenotto

Salmonellan testaamiseen kaytettiin Labemalta tilattuja Salmonella Isolation Transwab
-testeja, jotka on tarkoitettu salmonellan tunnistamiseen ymparistonaytteista. Testeja
toimittaa Labemalle englantilainen Medical Wire & Equipment Co Ltd. Valmistaja kayt-
taa kyseisissa testeissdan kasvualustana XLT-4:88 (Xylose Lactose Tergitol™ 4). Liit-
teessa 2 on tarkemmin lueteltuna ravinnepohjan ainesosat ja niiden maéarat litraa koh-

den.

Kyseinen agarpohja alustaa ksyloosin, laktoosin ja sakkaroosin fermentoitumisen seka
lysiinin dekarboksyloinnin. Kasvualustan pH:n pysyminen neutraalina edesauttaa kay-
mis- ja dekarboksylointireaktioita, jotka saavat fenolinpunaisen muuttamaan varia aga-
rissa. Proteoosi peptone nro 3 XLT-4-agarissa toimii lahteena monimutkaisille typpiyh-
disteille, ja hiivauutetta taas lisatdan vitamiinien ja kofaktoreiden vuoksi. Tergitol 4
(tunnetaan myo6s nimella Niaproof 4 tai natriumtetradekyylisulfaatti) on anioninen pinta-
aktiivinen aine ja estdd grampositiivisten bakteerien ja homeiden seké lukuisten gram-
negatiivisten bakteerien kasvua, sisaltden Proteus-, Providencia- ja Pseudamonas-lajit.
Nama edella mainitut ominaisuudet edesauttavat salmonellan eristamista ja havaitse-

mista XLT-4-agarilla.

18-24 tunnin inkubaation jalkeen Salmonella enteritidis nayttaytyy kauttaaltaan musti-
na tai punaisen/keltaisen reunuksen ymparéimind mustina pesakkeina. Mikali testeja
inkuboidaan edelleen, pesakkeet muuttuvat taysin mustiksi tai vaaleanpunaisen sakan
ymparoimiksi mustiksi keskuksiksi. Salmonellat kykenevat pelkistamaan tiosulfaatin
rikkivedyksi, joka aiheuttaa ferri-ioneiden lasnaolon ja pesdkkeiden mustumisen. Sal-

monellakannat, jotka eivat tuota rikkivetya, ilmenevat pinkkiné/keltaisena agarilla.

Enterobakteereihin kuuluvan sitrobakteerin aiheuttama kasvusto taas voidaan erottaa
alustalla keltaisena vérin muutoksena ilman mustia varireaktioita. Lis&ksi E. coli ja En-
terobakteeri aerogenes -pesédkkeet, jotka eivat inhiboidu, nayttaytyvat myos keltaisina,
ilman mustumista. E.coli fermentoi laktoosia aiheuttaen pH-arvon laskun, jonka seu-
rauksena fenoli-indikaattorin vari muuttuu punaisesta keltaiseksi. Bakteerien, kuten
Proteuksen, Providencian, Pseudomonaksen, Alteromonas putrefaciensin, Yersinia
enterocolitican ja Acinetobacter calcoaceticuksen kasvun on tarkoitus inhiboitua, jotta

halutut kannat saataisiin kasvamaan XLT-4-agarilla. [28, 29.]
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Testit ovat helppokayttbisia ja vaativat vain inkuboimiskaapin, jotta naytteet pysyvat
tasaisessa lampdétilassa. Naytteenotossa kaytetaan pumpulipuikkoa, joka bakteerien
keraamisen jalkeen siirretdan elatusaineputkeen. Inkubointi suoritaan 37 °C:ssa 24—-36
tuntia. Salmonellan tunnistaminen tapahtuu elatusaineen varireaktion avulla, jossa liu-
0S muuttuu positiivisessa tuloksessa punaisesta keltaiseksi tai tummanpunaisek-
si/mustaksi. Kuvassa 4 ndkyy salmonellatestin varin muutos, negatiivisessa tuloksessa

varimuutosta ei tapahdu lainkaan. [30.]

Kuva 4. Salmonella Isolation Transwab -testin varinmuutos. [30.]

5.3 Listerian naytteenotto

Listerian tutkimiseen valittiin Labemalta kaksi pikandytemenetelmaa: SwabSURE Liste-
riaP ja DipSlide Listeria. Molempia testeja kaytetdan tuotantopintojen ja ymparistossa
mahdollisesti lisaantyvien listeriabakteerien osoittamiseen. Lisaksi DipSilde -testilla

voidaan tutkia listeriaa vedesta.

5.3.1 SwabSURE ListeriaP

SwabSURE ListeriaP erottelee L. monocytogeneksen, L. ivanoviin ja L. innocuan seké
muut listeriat muista ympaéristdon mikrobeista. Liséksi testi on ISO 18593:2004:n mukai-
nen. Naytteenotossa kaytetaan pumpulipuikkoa, joka on upotettu putkessa neutralointi-
liemeen. Liuos neutraloi mahdollisten pintojen desinfiointiaineiden vaikutukset ja edis-
taa listerian elpymista. Naytteenoton jalkeen tikku laitetaan takaisin liuokseen viipy-
maan mahdollisten kuljetusten ajaksi. Naytetikku siirretaan lopuksi elatusaineputkeen,

jossa mahdollinen patogeeni voi kasvaa.
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Putkia inkuboidaan vaakatasossa 37 °C:n lampdétilassa 24-48 tuntia. Inkubaatiokaapis-
sa lampotila voidaan sadatdd patogeenien kasvulle optimaaliseksi ja hairidtekijat mini-
moidaan. Testi perustuu kromogeeniseen varireaktioon, jossa kasvatusliuos muuttuu
olienkeltaisesta turkoosin siniseksi, mikali tulos on positiivinen. Kuvassa 5 on esimerkki

positiivisesta L. monocytogenes -l6ydoksesta. [31.]
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Kuva 5. Varimuutos turkoosiksi ilmaisee fosfolilipaasi C -entsyymin lasnéolon, mika liitetdén
patogeenisyyteen. [32.]

5.3.2 Listeria Dipslide

Dipslide voidaan luokitella kontaktiagarmenetelmaan, silla testivaline on paallystetty
molemmin puolin elatusaineella. Dipslide upotetaan joko nesteeseen, elatusainepinta
painetaan tutkittavaa pintaa vasten tai nayte siirrostetaan Dipslidelle naytteenottotikul-
la. Naytteenoton jalkeen Dipslide laitetaan takaisin steriilin pakkaukseensa, jonka
kanssa nayte inkuboidaan. Testeja on kaytetty osana elintarvikehuoneiston puhtauden
omavalvontasuunnitelmaa seké sairaalahygienian ja teollisuusvesien mikrobiologiseen
tarkkailuun. [33.]

Listeria Dipslidessa on kaytetty Columbia agar -ravinnepohjaa. Ravinnepohja sisaltaa
litiumkloridia, joka inhiboi enterokokkien kasvua. Liséksi se sisaltda akriflaviinia, joka
estaa tai hidastaa joidenkin gramnegatiivisten ja grampositiivisten bakteerien kasvua.
Elatusaineen eskuliini taas toimii indikaattorina eli paljastaa L.monocytogenesin kas-
vun. L. monocytogenes hydrolysoi eskuliinin eskuliitiksi, joka reagoi rautasuolan kans-

sa, mika havaitaan kasvualustalla mustana sakkana pesakkeiden ymparilla.
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Naytteitd inkuboidaan 24-48 tuntia 35—-37 asteessa. Valmistajan mukaan L. monocyto-
genes pesakkeet ovat kooltaan 0, 5-1, 0 mm ja nayttaytyvéat alustalla yleenséd harmaan
vihertavina tai joskus myos pesakkeiden ymparilla nahtavana mustan ruskeana sakka-
na. Enterokokkien kasvu alustalla on my®ds mahdollista hieman pidemman, noin 40
tunnin inkuboimisajan jalkeen, positiivisissa l0ydoksissa pesakkeet nayttaytyvat musti-
na noin 0, 5 mm:n suuruisina. Useimmat tutkittavat lajit testissa tulevat nakyviin kuiten-

kin jo 24 tunnin kuluttua, mutta jotkin hitaasti kasvavat kannat tarvitsevat pidemman

inkuboimisajan. [34.]

Kuva 6. L. monocytogenesin vihertava kasvusto Listeria Dipslide:n Columbia-agarilla.

\

Kuva 7. Listeria Dipslide -testin mustanruskea kasvusto elatusaineella. [35.]
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Vertailemalla testitulosta vertailukuvaan (kuva 8) voidaan maaritella kuinka puhtaa-

na/epapuhtaana naytteenottokohtaa ja mahdollisesti sen lahiymparistda voidaan pitaa.
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Kuva 8. Dipslide-testitulosten bakteerikasvustoja voidaan arvioida vertailemalla tuloksia kuvan
maaritelmiin. [36.]

TyOssa naytteita ei otettu nesteista, joten tuloksien maaritelmana kaytetaan CFU/cm?,

joka tarkoittaa pesakkeen muodostamaa yksikkda per nelidsenttimetri.

6 Tyo6n kokeellinen osa

6.1 NaAaytteenottokohtien maaritteleminen

Naytteenotto kohdat leipomolla maariteltiin tietyin perustein sen mukaan, miten salmo-
nellalla ja listerialla on kyky selviytyd eri paikoissa ja mitk& voisivat olla niiden kriittiset
kulkureitit tehtaaseen ja lopulta tuotantoon. Tassa tydssa ei julkaista kuvia naytteenot-
tokohteista yrityksen liikesalaisuuksien suojaamiseksi. Kohteet kuvaillaan verbaalisesti.

Naytteenottokohdat numeroitiin, jotta naytteet eivat sekoittuisi keskenaan ja niiden
merkitseminen lyhentyisi ja helpottuisi. Taulukossa 4 on lueteltu, mika numero vastaa
mitakin naytteenottokohtaa. Kohteista 1-6 naytteet otettiin lattiasta ja pakkaamon puo-

lelta naytteet otettiin tuotantolinjastolta 4.
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Taulukko 4.  Naytteenottokohteet numeroituina

1 Konttori 10 Roska-astian pyorat L4

2 Tuotannon sisdankaynti 11 Tiskihuoneen lattiakaivo

3 Saapuvan tavaran tila 12 Pakkaamon lattiakaivo L4
4 Myymala 13 Pakkaamon kuljetin L4

5 L&htohuone 14 Pakkaamon sahantera L4
6 Jatehuone 15 Pakkaamon muovilapét L4
7 Leipomolaatikko puhdas 16 Taukohuoneen jaékaappi
8 Leipomolaatikko likainen 17 Maitojauheen astia

9 Puulava 18 Tyontekijan kenka

Tehdasta kierrettdessa naytteenottokohteet kaytiin loogisessa jarjestyksessa tehtaan
pohjapiirroksen mukaan seuraavanlaisesti 3, 6, 7, 10, 11, 12, 17, 13,8, 5,9, 4, 2, 1, 16,
18 seka lopuksi 14 ja 15. Naytteenottokierrokseen kului yhteensa aikaa noin puolitoista

tuntia.

6.1.1 TyoOvaatteet

Huomioitavana seikkana nahtiin tyontekijéiden kulkeminen pukuhuoneisiin ja taukoti-
laan. Talla hetkell& ulko-oven ja tehdastilaan avautuvan oven valinen k&ytava on melko
lyhyt ja samalta kaytavaltd avautuvat ovet myds naisten ja miesten pukuhuoneisiin,
seka kulkureitti taukotilaan. Tauolle tultaessa tehtaan tyontekijat kulkevat pukuhuonei-
siin ja kahvihuoneeseen, mutta samalla kulkureitit ristedvat suoraan ulkoa tulevien
kanssa. Kenkien ja ulkovaatteiden riisumisen olisi hyva tapahtua aikaisessa vaiheessa,
jotta ristedmista jo tybasuun pukeutuneiden kanssa voitaisiin valttda ja ulkopuolelta
kantautuvat mikrobit eivat siirtyisi henkilokunnan ty6kenkiin ja -vaatteisiin. Ulkona ole-
vissa elainten jatoksissa voi eldd salmonellabakteereja, joiden on mahdollista levita
ihmisten kenkiin ja sitéd kautta eri ymparistoihin ja tiloihin. Taman todennakdisyys on

pieni mutta olemassa [37].

TyOvaatteita pestaan ja niitd vaihdetaan joka viikko. Jokaisella tyontekijalla on oma
pukukaappi, jossa séilytetaan seka tyovaatteet ettd omat henkilokohtaiset vaatteet ja
tavarat. Ristikontaminaatioiden valttamiseksi tamé ei kuitenkaan ole optimaalisin vaih-

toehto.
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Liséksi kenkien puhdistamiseen aika-ajoin olisi hyva keksia ratkaisu, silla lattiataso on
likaisinta aluetta tehtaassa. Alhaisemman hygienian tilasta kulkeutuu enemman mikro-
beja korkean hygienian tilaan, mikali kulkua ei ole estetty tai jalkineita ei puhdisteta eri
hygienia-alueiden valilla [1, s. 375]. Tyopaivan aikana liikutaan usein myos esimerkiksi
varastossa, lastauslaiturilla ja jatteiden kerayspisteilla ilman kasien tai kenkien puhdis-

tamista. Yhdeksi naytteenottokohdaksi valittiinkin tyontekijan kengénpohja.

6.1.2 Lattiataso

Lattiataso on yleisesti yksi likaisimmista alueista tehtaassa, silla siella bakteerit leviavat
paikasta toiseen. Naytteenotto lattiatasolta suoritettiin kuudesta eri tilasta, jotka olivat
konttori, tuotannon sisdankaynti, saapuvan tavaran tila, myymala, l&ahtéhuone ja jate-
huone. Tyontekijat saapuvat leipomoon padasiassa kahdesta sisaankaynnistd, joista
toinen avautuu konttorin tiloihin ja toinen kaytavalle, mista kulkee reitti pukuhuoneisiin,
taukotilaan ja tuotantotiloihin. Jalkimmaisesta kaytetdan tassa tydssa nimea tuotannon
sisdankaynti.

Saapuvan tavaran tilassa, jossa sijaitsee raaka-ainevarasto, ristedvat sekd suomalais-
ten ettd ulkomailta tulevien kuljettajien ja leipomon tydntekijoiden kulkureitit. Liséksi
tehtaan myymalassa ja lahtdhuoneessa asioivat asiakkaat ja muut ulkopuoliset tehtaan
vierailijat. Jatehuone voidaan maaritella likaiseksi tilaksi jo itse nimenkin perusteella,
silla sinne tuodaan jatteita ympari tehdasta. Pddasiassa isot jateastiat, eli mollat, tyh-
jennetaan jatehuoneessa ja ndma sisaltavat tuotannon sivuvirtaa. Jatehuoneen betoni-
lattiassa havaittiin myds muutamia isompia kolhuja, jotka ovat alttita kondenssiveden
kertymiselle. Kondenssivesi on riski patogeenisten bakteerien lisdantymiselle, minka

vuoksi naytteita paatettiin ottaa lattian nirhaumakohdista.

Salmonellan ja listerian ympéaristondytteenottoa suoritetaan usein lattiakaivoista [38].
Tydsséa kohteiksi valittiin tiskihuoneen ja pakkaamon lattiakaivot. Tiskihuoneen lattia-
kaivoon kulkeutuu tehtaan likaisinta vetta, ja pakkaamon lattiakaivot sijaitsevat korkean
hygienian alueella, jossa mahdolliset kontaminantti-bakteerit voivat aiheuttaa eniten

riskeja valmiisiin tuotteisiin.
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6.1.3 Kuljetusvélineet

Kuljetukseen ja varastointiin kaytetddn leipomon laatikoita ja puulavoja, jotka voivat
kayda hetkellisesti ulkotiloissa ja paatya takaisin sisatiloihin. Kuljetuslaatikoita ja eten-
kin lavoja siirrelladn usein lattiatasolla, mikad johtaa helposti niiden likaantumiseen. Laa-
tikoita pestdaan, mutta ennen sitd niiden kulkureitit voivat olla pitkia ja niiden kasittely
usein epahygieenista. Puulavojen padlle kasataan esimerkiksi raaka-ainetavaraa ja
valmiita tuotteita laatikoituina. Leipomon laatikoista paatettiin ottaa naytteita sekd puh-
taista ettd likaisista. Tuholaisista russakka voi levita kuljetuslaatikoiden mukana ja levit-
taa salmonellaa ulosteissaan. Liséksi jateastioita siirrelladn leipomossa paikasta toi-
seen ja tyhjennysten aikana ne kayvat jatehuoneessa, eika niita mydskaan pesta joka
tyhjennyksen valissd. Taman vuoksi paadyttiin ottamaan néytteet myods isosta jateasti-
asta pakkaamon puolelta.

6.1.4 Tuotantolinjan laitteet

Leipomossa tuotantolinjalla 4 valmistetaan leipad, jonka yhtena raaka-aineena kayte-
tddn maitojauhetta. Maitojauheesta tutkitaan listeriaa ja salmonellaa ennen maitojau-
heen kayttdd. Tuotantolinjalla nelja tuotettavan kyseisen leivan kohdalla nahtiin aiheel-
liseksi tutkia varmuuden vuoksi myds pakkaamon puolelta patogeeneja pintanaytteen-
otolla. Valituiksi naytteenottokohteiksi tuotantolinjalla nelja paatyivéat jadhdytysradoilta
lahteva kuljetin, viipaloinnin suorittavat sahanterat sek& muoviliuskat, jotka ohjaavat
leipia pussitukseen. Tehtaan kylmitssa sailytetdan maitojauheen astiaa, jonka sisasei-

namasta paadyttiin myos ottamaan naytteet.

6.1.5 Jaakaappi

Viimeiseksi kohteeksi valittiin taukotilan jAdkaappi, koska listeria kasvaa monia muita
pilaajabakteereja paremmin kylmissa olosuhteissa. Jadkaapissa séilytetdan tyonteki-
j6iden evaitd, joiden biologista laatua on vaikea arvioida, ja etenkin eldinperaiset ruoat
voivat muodostaa riskin listerian levidmiselle. TAman vuoksi taukotilojen jaakaappien
puhtauteen on hyva kiinnittdd huomiota ja siella sijaitsevien jateastioiden kuljetus tulisi
organisoida lyhinta reittia ulkotiloihin laitoksen jatekerdyspisteelle. Esimerkiksi ristisaas-
tumisen mahdollisuus on olemassa silloin, kun jatteet viedd&n tehtaan 1api ja ne ristea-

vat valmiiden tuotteiden kanssa.
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6.2 Tulokset

6.2.1 Salmonellatestien tulosten tulkinta

Opinnaytetytn salmonellatestien tulos 40 tunnin inkuboimisajan jalkeen naytteenotto-
kohteiden 4 ja 11 naytteissa oli selva keltainen varinmuutos. Testeja inkuboitiin 37 as-
teessa. Muissa naytteissa ei tapahtunut varimuutoksia lainkaan, joten nama luettiin
negatiivisiksi tuloksiksi. Kemiallisten reaktioiden ja varinmuutosten seurauksena kui-
tenkin voidaan paéatella, etté kohteiden 4 ja 11 testeissa ei ollut salmonellaa, silla mus-
taa tai pinkkia sakkaa ei ollut erotettavissa. Tulokset viittasivat selkeasti E. colin ja/tai
enterobakteerin muun muassa sitrobakteerin aiheuttamiin reaktioihin. Testit jatettiin
inkuboimiskaappiin vielda yhden paivan ajaksi mutta tama ei vaikuttanut tuloksiin. Sal-

monellatestien positiiviset tulokset E. colin ja/tai enterobakteerin osalta ovat alla ole-

vassa kuvassa 9.

Kuva 9. Kuvassa Salmonella Isolation Transwab pintandytetestien positiiviset tulokset E. colin
jaltai enterobakteerin osalta naytteenottokohteista 4 ja 11.

6.2.2 Listeriatestien tulosten tulkinta

Listeria Dipslide -testeja kaytettiin kaikissa muissa naytteenottokohteissa lukuun otta-
matta kohtaa 18, eli tyontekijan tyokenganpohjaa, silla salmonellan levidminen tata
kautta on todennékoisempaa kuin listerian. Lahes aina pintapuhtautta testaavissa Dips-
lide -naytteissa esiintyy kasvustoa, vaikka juuri kyseisen etsittavan patogeenin kasvus-
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toa ei havaittaisi. Otetuista Dipslide -naytteista ei havaittu tyypillista listerialle ominaista
kasvustoa, jossa peséakkeet olisivat olleet vihertavan harmaita. Vaikka muita bakteereja
[6ytyi runsaasti naytteistd, on otettava huomioon, ettd naytteenotto suoritettiin suurim-

maksi osaksi tehtaan likaisimmista kohdista, kuten esimerkiksi lattiatasolta.

Liitteesséd 1 ndkyy Dipslide -testien tulokset jarjestyksessé kohteista 1-12 seka 16 ja
17. Kasvustoa esiintyi siis lahes kaikissa Dipslide -naytteissa paitsi linjastolta 4 otetta-
vista naytteista 13-15. Tama oli erittiin toivottu tulos, silla naytteenottokohteet sijaitsi-
vat korkean hygienian alueella, jossa leipien kuuluu olla hygieenisesti puhtaimpia ja
syotavaksi valmiita tuotteita. Voidaan kuitenkin todeta, ettd taukohuoneen jaékaapin
Dipslide -tulos olisi voinut olla myés taysin puhdas, silla jadkaapissa sailytetaan tyonte-
kijoiden evditd ja tdman vuoksi haitallisia bakteereja pitdisi esiintyd mahdollisimman
vahan. Taukohuoneen jaékaapin lampdtila on sédadetty viiteen plusasteeseen, jota pi-

detééan listerian ennaltaehkéisyn ja elintarvikkeiden kannalta oikeana lampétilana.

Mustanruskea kasvusto (lite 1) elatusaineilla voisi olla listerian aiheuttamaa, mutta
todennakdisempi tulos viittaisi kuitenkin enterokokkibakteeriin tai hiivakasvustoon. Paa-
telmaa tukee vahvasti myts sakan/kasvuston esiintyminen samannakoisena jokaises-
sa naytteessa, myds lattiatasolta, kuten konttorin ja tuotannon sisaankaynnin luota ote-
tuissa naytteissa. Lisaksi varmistuksena otetut SwabSURE Listeria -naytteet olivat ne-

gatiivisia.

Liitteen 1 kuvien perusteella voidaan paatya seuraavanlaisiin tuloksiin (taulukko 6) bak-
teerikasvuston runsautta analysoidessa, kun naytteita vertaillaan inkuboinnin jalkeen

kuvan 6 maaritelmiin.

Taulukko 5.  Dipslide-naytekasvustojen arviointi viidella asteikolla naytteenottokohteittain
Very slight Slight growth/ Moderate Heavy growth/ Very heavy
growth/ vahainen kasvu | growth/ kohta- voimakas kasvu | growth/

hyvin vahéinen lainen kasvu hyvin voimakas
kasvu kasvu

Kohteet Kohteet Kohde Kohteet Kohteet
1,5,7,8jal6 2jal7 12 3ja9 4,6,10ja 11
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SwabSURE Listeria -naytteet otettiin niistd paikoista, joissa listeria todennakdisimmin
Voisi esiintya ja joissa se voisi pahimmassa tapauksessa aiheuttaa tuotteiden takaisin-
vetoja. Nama kohteet liittyivat etenkin linjaston 4 ymparistéon, mutta myos lattiakaivois-
ta ja jadkaapista otettiin varmistusnaytteitd. SwabSURE Listeria -naytteissa ei tapahtu-
nut varireaktioita turkoosiksi, mik& oli hyva varmistuskeino Dipslide -naytteiden liste-

rinegatiivisten tulosten osoittamiseen. Kuvassa 10 ndhdaan tulokset 40 tunnin inku-

boinnin jalkeen.

Kuva 10. Negatiiviset SwabSURE Listeria tulokset esimerkkina naytteenottokohteista 10-13.

Listerian ja salmonellan testausta pinnoilta ei nahty valttdmattdmaksi ainakaan séan-
ndllisen naytteenoton kannalta. Suomessa leipaa valmistavista leipomoista ei ole todet-
tu salmonellasta tai listeriasta aiheutuneita ruokamyrkytysepidemioita, ja liséksi ne ovat
erittdin harvinaisia myds muualla maailmassa. Pikatestimenetelmista 16ytyi kuitenkin
jonkin verran positiivisia tuloksia muiden bakteerien osalta, joten puhdistustoimenpitei-
den tiukentamista voisi olla hyva pohtia tulevaisuudessa. Listerian ja salmonellan osal-
ta vaaratilanteita epailtdessa leipomolla on kuitenkin hyva olla tietoa, millaisilla pikates-
timenetelmilla voidaan testata patogeeneja pinnoilta, miten ne toimivat ja mita tulisi

ottaa huomioon.
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7 Yhteenveto

Insindoritydssa selvitettiin listeria- ja salmonellabakteerien osalta sdanndllisen ymparis-

tonaytteenoton tarvetta leipomossa, etenkin leip&é valmistavassa tehtaassa.

Naytteenottoa tehtaassa voisi teoriassa puoltaa erilaiset syyt. Mainittavia syitéd ovat
leipomon suuri tuotantomaara ja maitojauheen kayttd yhdella tuotantolinjalla seka li-
saksi se, ettd tehtaaseen saapuu vierailijoita ympari maailmaa, missa piilee etenkin
lisdantynyt salmonellatartuntojen riski. Konditoriatuotteet ja eldinperdisia ainesosia si-
saltavat leipomotuotteet ovat taas riskialttiita listerialle. Lisaksi listeriainfektiot ovat li-

saantyneet Suomessa vuodesta 2009 lahtien.

Suomessa néiden patogeenien hallinta ja seuranta on tarkasti organisoitua ja taten
my0s naista aiheutuvat ruokamyrkytysepidemiat ovat harvinaisia. Lainsaadantd kohdis-
taa ohjeistukset paadasiassa eldinperaisia tuotteita kasitteleville elintarviketuotantolai-
toksille, mutta yleispéatevéat hygieniaohjeistukset koskevat kaikkia elintarviketehtaita.
Viljatuotteet kuivina elintarvikkeina tarjoavat huonot kasvumahdollisuudet patogeenisil-
le bakteereille, ja etenkin leivan vedenaktiivisuus- ja pH-arvot harvoin sijoittuvat riskialt-
tiina pidettyjen raja-arvojen sisalle.

Ympaéristopikanaytetesteja otettiin tehtaassa kyseisten patogeenien kannalta kriittisim-
milta alueilta. Korkean hygienian alue, jossa tuotteet eivat enaa lapikay kuumennuska-
sittelyja, on hygieniavalvonnankannalta kriittisinta aluetta. Salmonellaa tutkittiin lattiata-
son kohteista seké lattiakaivoista. Listerianaytteitd otettiin paitsi lattiakaivoista, mutta
my6s pakkaamon puolelta, etenkin linjastolta nelja seka bakteerin psykrotrofisen omi-
naisuutensa vuoksi jaakaapista ja kylmahuoneesta. Pikatesteilld ei saatu positiivisia

salmonella- tai listeriatestituloksia.

Edella mainitut syyt johtivat siihen lopputulokseen, ettd ymparistonaytteenottoja ei ole
tarvetta lisatd kyseisen yrityksen naytteenottosuunnitelmaan. Mahdolliset tulevaisuu-
dessa esille tulevat listeria- tai salmonellapositiiviset tulokset raaka-aineita tai tuotteita
tutkittaessa voivat antaa syyn ottaa ympadristénaytetesteja pinnoilta. Tassa tapaukses-
sa yritys voisi kayttaa nopeita pikanaytemenetelmia, mutta lisaksi tarkemmat ymparis-
tonaytteiden tutkimusmenetelmat ja jatkoviljelyt olisivat tarpeellisia positiivis-

ten/negatiivisten tulosten varmistamiseksi.
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Dipslide —testien tulokset
Kuvissa positiivisten Dipslide -testien tulokset muiden bakteerien kuin listerian osalta,

jota ei todettu naytteista. Kuvat ovat jarjestyksessé 1-12 seka 16 ja 17 kohteista.
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Salmonella -testin kasvualustan ainesosat

Ravinnepohjan ainesosat ovat lueteltuna litraa kohden ionisoidussa vedessa

[30].

Laktoosi (Lactose) 7.5gm
Sakkaroosi (Sucrose) 7.5gm
Natriumtiosulfaatti (Sodium Thiosulfate) 6.8gm
Natriumkloridi (Sodium Chloride) 5.0gm
L-Lysiini (L-Lysine) 5.0gm
Xyloosi (Xylose) 3.75gm
Hiivauute (Yeast Extract) 3.0gm
Proteoosi peptoni nro.3 (Proteose Peptone No. 3) 1.6gm
Rauta-ammoniumsitraatti (Ferric Ammonium Citrate) 0.8gm
Fenolin punainen (Phenol Red) 80.0mg
Tergitol 4 4.6ml
Agar 18.0gm
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