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Pintojen mikrobiologiaa — biofilmin muodostus
pinnoille ja poisto pinnoilta, mikrobiologinen
niytteenotto, analysointi ja tulosten tulkinta

Gun Wirtanen ja Satu Salo
DTU National Food Institute, Technical University of Denmark,
Kgs. Lyngby, Tanska
Teknologian tutkimuskeskus VTT Oy, Espoo, Suomi

Yhteenveto

Elintarviketeollisuuden vaarat ovat aineita tai olosuhteita, jotka voivat aiheuttaa hai-
tallisia terveysvaikutuksia, ja ne ovat joko mikrobiologisia esim. biofilmin muodos-
tusta, biologisia, kemiallisia, fyysisid tai informatiivisia. Biofilmin muodostuminen
alkaa mikrobisolun kiinnittymiselld tuotantopintaan, sen jélkeen solu alkaa kasvaa
pinnalla, pintaan kiinnittyneet solut jakaantuvat ja kasvavat muodostaen limaa.
Taysin kehittyneet biofilmit koostuvat mikrobisoluklustereista ekstrasellulaarisessa
polysakkaridi- ja glykoproteiini-matriisissa, jossa on kanavia, jotka mahdollistavat
mikrobisolujen ravinnon ja hapen saamisen biofilmissd. Mikrobit tuotanto- ja ympé-
ristopinnoilla ovat enimmékseen haitallisia tuotteille, koska ne ovat joko pilaajia tai
taudinaiheuttajia. Useat epidemiat Listeria monocytogenes-, Bacillus cereus-, Salmo-
nella- ja entero-hemoraattisella Escherichia coli-bakteereilla viimeisten kymmenien
vuosien ajan ovat haavoittaneet eurooppalaisten ja amerikkalaisten kuluttajien luot-
tamusta elintarviketurvallisuuteen. Oikeaoppiset puhdistus- ja desinfiointimenettelyt
elintarviketuotannon kosketuspinnoilla edesauttavat ettei elintarvikeperiisid epide-
mioita synny. Tarvitaan kdytdnnollisid menetelmid mikrobien ja orgaanisen lian ar-
vioimiseen pinnoilla, jotta voidaan laatia laitteille optimaaliset puhdistusrutiinit ja
my0s varmistaa puhdistuksen tehokkuus.

Biofilmin muodostus ja biofilmiriskit tuotantopinnoilla

Mikrobit kiinnittyvét ja kasvavat mieluummin pinnoille kuin ovat nesteessé ja sik-
si useimmat elintarvikkeita saastuttavat mikrobit 16ytyvét laite- tai tuotantopinnoilta
biofilmin muodossa. Biofilmin muodostuminen (kuva 1) alkaa mikrobisolun kiinnit-
tymiselld pintaan, solun kasvu alkaa kiinnittymisen jélkeen ja samalla solut erittévét
limaa, joka voi koostua sekd polysakkarideista ettd glykoprotelineista, pinnalle. Bio-
filmit ovat monikerroksisia solurakenteita. Biofilmin muodostumiseen vaikuttavia te-
kijoitd ovat esimerkiksi ympériston happamuus, ravinnepitoisuudet ja limpdtila. Li-
massa mikrobisolut suojautuvat ympaéristotekijoiltd kuten epdedulliselta limpétilalta,
virtaukselta sekd kemiallisilta hydkkayksiltd mm. antibiooteilta ja desinfiointiaineil-
ta. Biofilmit koostuvat mikrobisoluklustereista, jotka ovat ekstrasellulaarisessa po-
lysakkaridi- ja glykoproteiinimatriisissa. Niiden siséllé on verkosto sisdisid kanavia
tai onteloita, jotka mahdollistavat ravinteiden ja hapen siirtymisen nesteesti soluthin.
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Elintarviketeollisuuden tuotanto- ja ympéristdpinnoilla olevat mikrobit ovat enim-
mikseen haitallisia, koska ne ovat joko pilaajia tai taudinaiheuttajia ja vasrissi pai-
koissa ne saastuttavat prosessipintoja ja prosessissa tuotettuja tuotteita. On myds tir-
kedd muistaa, ettd jopa 96-98 % biofilmisti koostuy vedestd, mik4 tarkoittaa, etti
vain 2-4 % koko biofilmin tilavuudesta on havaittavissa kuivilla pinnoilla. Seki la-
boratoriotutkimukset biofilmeilli etti hygieniakartoitukset teollisuuspinnoilta ovat
osoittaneet, ettd pintoihin kiinnittyneet taudinaiheuttajat ovat vastustuskykyisempid
desinfiointiaineita vastaan kuin vastaavien mikrobien solut nesteissi. Patogeenien ai-
heuttamista tapauksista on alla koottu tietoa.

On huolestuttavaa, ettd taudinaiheuttajia kuten Listeria monocytogenes, metisillii-
niresistentti Staphylococcus aureus (MRSA), Cronobacter sakazakii, enterohemor-
raattiset Escherichia coli-kannat, Salmonella Typhimurium, Campylobacter jejuni,
Yersinia enterocolitica, Legionella pneumophila ja Candida albicans muodostavat bio-
filmejd elintarviketuotantopinnoille. Biofilmejé on vaikea poistaa niiden tahmeiden
ja limaisten rakenteiden takia. Kirjallisuuden mukaan Jo vuonna 1999 Listeria-bio-
filmejé on ldydetty valmisruokien ja maitotuotteiden kanssa kosketuksissa olevilta
pinnoilta. Ndm4 molemmat tuoteryhmit kuuluvat elintarviketuotantoon, jossa mikro-
biologisen kontaminaation riski on korkeaa. Niiden tutkimusten mukaan 3542 %
tutkituista ympéristdpinnoista oli saastunut Listeria-biofilmeilla. Samassa raportissa
todettiin, ettd kylmissd olosuhteissa S. aureus -16ydéksid oli kontaktipinnoilla 7 % ja
vastaavasti 8 % ympdéristondytteisti. Listeria-biofilmeji on tutkittu teollisuusympé-
ristdissé laajasti aina 1980-luvun alussa olleesta Kanadan coleslaw-tapauksesta ldh-
tien ldhiaikoina Tanskassa tapahtuneisiin seki rullepolse- ettd lohitapauksiin ja ke-
véttalvella 2015 Yhdysvalloissa tapahtuneisiin karamelliomena- ja jadtelotapauksiin.

Kaikista ponnisteluista huolimatta laajoja epidemioita on vuosittain seki Euroopassa
ettd USA:ssa. Joissakin epidemioissa ihmisid joutuu sairaalahoitoon ja heikkokun-
toisia potilaita jopa kuolevat. Euroopan unionin (EU) yhteenvedossa zoonoottisista
tapahtumista (EFSA ja ECDC, 2015) vuonna 2013 ol yhteensd 1763 tapausta. Ra-
portoitu kuolleisuus oli 10,8 % ja kuolemantapauksia yhteenss 191, Listerioositapa-
ukset ovat nousussa vuoteen 2012 verrattuna. Suuntaus on EU / ETA-alueella ollut
kasvussa vuosina 2009-2013. Foodborne Diseases Active Surveillance Network:sta
(FoodNet:sta) periisin olevien Yhdysvaltojen valvontatietojen mukaan vuosina
2004-09 oli yhteensi 762 listerioositapausta. Kaikista tapauksista 18 % johti kuole-
maan. Listeriooseissa on usein korkeat kuolleisuuslukemat, varsinkin silloin, kun sai-
raalahoitoon joutuvat potilaat ovat vanhuksia, imevéisikiisiz lapsia, heikentyneelld
vastustuskyvylld olevia ihmisii tai raskaana olevia naisia. Uusia tutkimuksia tehdéén
jatkuvasti ja 16ydoksid raportoidaan tasasisesti.
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Kuva 1. Biofilmi muodostuksen eri vaiheet solun siirtymisestd liuoksesta pinnalle, solun kiinnit-
tymisesti pinnalle, solun kasvusta solurykelmaksi ja edelleen biofilmiksi sekd biofilmin irtoaminen
ulkoisella voimalla pinnasta takasin liuokseen (Gottenbos ym., 1999).

Biofilmin poisto

Pintojen puhtaus, henkiloston koulutus seké hyvit tuotantotavat ettd hyvét suunnitte-
lukdytannot ovat tirkeimpid vilineitd biofilmiongelmien minimointiin. Oikeaoppiset
puhdistus- ja desinfiointimenettelyt (kuva 2) elintarviketuotannon kosketuspinnoilla
edesauttavat elintarvikeperiisten epidemioiden torjuntaa.
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Prosessointi
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Kuva 2. Puhdistus- ja desinfiointiprosessin eri vaiheet (Wirtanen ja Salo, 2014).

Puhdistus ja desinfiointi toteutetaan elintarviketehtaissa, jotta sielld voidaan tuottaa
turvallisia, sdilyvid ja laadukkaita tuotteita. Biofilmin poisto on kuitenkin vaikea ja
vaativa tehtdvi. Puhdistusjirjestelmén mekaaniset tekijét, kemialliset aineet, limp6-
tila ja vaikutusaika on valittava huolella, jotta puhdistuksen vaikutus olisi riittiva,
Tehokas puhdistus muodostuu pesu- ja desinfiointiainekisittelyisté tehokkailla pitoi-
suuksilla oikeissa lamp6tiloissa sisdltéden tehokkaita vili- ja loppuhuuhteluita. Pesu-
aineiden perus-tehtdvind on vidhentdd pintajénnitystd lian ja pintojen vililld siten,
ettd my0s biofilmié eli mikrobilikaa sekoittuu veteen. Titen mikrobilikajdimit on
huuhdeltavissa pinnoilta. Avain tehokkaaseen puhdistukseen tuotantotilassa on, etti
henkilstd tiedostaa likatyypin (esim. rasvaa, proteiineja, hiilihydraatteja, sokeria,
suolaa ja mikrobeja), mitd heiddn on poistettava pinnoilta. Henkildstén on oltava
asianmukaisesti koulutettu ja heidén pitdi ottaa vastuuta ja siilyttid tehtaan prosessi-
hygienia hyvilld tasolla. Pesuliuosten uudelleenkéytté on rajattava esihuuhteluihin
tai esipesuihin, koska vanhojen pesuliuosten uudelleenkaytts voi saastuttaa laitepin-
nat ja néin heikentda puhdistustulosta.

Puhdistustehoon vaikuttaa my6s pédsy puhdistettavaan laitteeseen. Biofilmin pois-
to vaikeasti puhdis-tettavista laitteista voidaan tehd4 purkamalla laitteet manuaalista
puhdistusta varten. Puretut laiteosat ja vilineet pitda tdmén jélkeen sdilyttdd joko
telineissé tai pdydilld muttei lattialla. Desinfiointiaineiden tehtdvi on tappaa puh-
distuksen jilkeen pinnoille mahdollisesti jd4neet mikrobit. Puhdistus avoimissa pro-
sesseissa suoritetaan enimmadkseen loppudesinfioinnilla. Kosteissa prosessiympéris-
toisséd pinnoille jdljelle jadvit, eldavit mikrobit pitd4 tappaa, koska muutoin ne voivat
pilata tuotettavia tuotteita. Desinfiointiaineiden jaamid ei saa jitt4s prosessipinnoille;
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pinnat on huuhdeltava juomakelpoisella vedelld. Pinnoille pitkédksi ajaksi jatetyt de-
sinfiointiaineet tai liian laimeina pitoisuuksina kiytetyt desinfiointiaineet voivat joh-
taa mikrobien vastustuskyvyn kasvuun. On olemassa niin sanottua fotobakteeritesti,
jota voidaan kiyttad varmistamaan, ettd desinfioituja pintoja on huuhdeltu riittdvésti.
Fotobakteeritesti perustuu bioluminenssiin ja testissd kéytetdén Vibrio fischeri-bak-
teeria. Testissd V. fischeri-bakteerien valotuotto viihenee kun bakteeri altistuu myr-
kyllisille yhdisteille kuten puhdistus- ja desinfiointiaineille. Lopuksi pitd4 todeta ettd
vilineet, laitteet ja prosessilinjat pitdd kuivattaa hyvin ilmastoidussa tilassa, silld mi-
krobit eivit kasva kuivilla, puhtailla pinnoilla.

Mikrobiologinen niytteenotto prosessipinnoilta ja niiytteiden analysointi
Elintarviketeollisuudessa ensimméinen askel hygienian parantamiseen on tunnistaa
biofilmiongelmat prosesseissa tai prosessilinjoilla. Kiytinnollisid menetelmii (tau-
lukko 1) tarvitaan mikrobien ja orgaanisen lian madrittimiseksi prosessipinnoilla,
jotta voidaan optimoida laitteiden puhdistusta ja tarkastaa puhdistuksen tehokkuut-
ta. Biofilmit eivit ole pysyvii ja ndin ollen vililld vaikeasti mitattavissa. Biofilmin
madritysmenetelmat perustuvat mikrobiologisiin ja kemiallisiin menetelmiin sekd
molekyylibiologiaan ettd mikroskopiaan. Biofilmin médrittimisessd kaytettdvit ke-
mialliset menetelmat perustuvat spesifisten yhdisteiden muodostumiseen tai hyo-
dyntdmiseen esimerkiksi orgaaninen hiili, happi, polysakkaridit ja proteiinit, eldvien
solujen médrat ja sisdltd kuten adenosiini-5 -trifosfaatti (ATP). Térkeitd tydkaluja
modernissa biotekniikan tutkimuksessa ovat erityyppiset mikroskopointitekniikat.
Monia eri fluorokromeja kiytetdsin mikrobien virjadmiseen elintarvikendytteissé,
biofilmeissd ja ympéristondytteissd. Biofilmisolujen havaitsemiseen ja eristimiseen
ja edelleen karakterisointiin on myds térkeata kayttad parhaiten soveltuvia menetel-
mis mm. molekyylibiologisia tai biokemiallisia menetelmid. Erilaisia havaitsemis- ja
tunnistamis menetelmii voidaan kdyttas joko tunnistamaan lika tai mikrobit suoraan
nidytemateriaalista tai valillisesti ndytteiden puhdasviljelmistd. Eniten kdytetyt mo-
lekyylibiologiset tekniikat bakteerien havaitsemiseen ja tunnistamiseen ovat poly-
meraasiketjureaktioon (PCR), sekvensointiin ja hybridisaatioon perustuvat tekniikat.
Seuraavan sukupolven sekvensointitekniikat mahdollistavat tutkimukset mikrobiyh-
teisojen syvemmissé kerroksissa kun taas perus PCR-tekniikkaa kiytetdin taudinai-
heuttajien 16ytimiseen. Sekvensoinnin viimeaikaiset kehitykset mm. uudet reagenssit
ja vilineet sekd myos kehitykset bioinformatiikassa ovat mullistaneet mikrobiekolo-
giaa ja genomiikkaa. In situ fluoresenssihybridisaatio havaitsee nukleiinihapposek-
venssit kayttimilld fluoresoivaa leimattua koetinta, joka hybridisoituu spesifisesti
komplementaariseen kohdesekvenssiin ehjén solun sisdlld. Tulokset voidaan tarkas-
tella kdyttamalld epifluoresenssimikroskopiaa tai konfokaalilasermikroskoopiaa tai
virtaussytometriaa.

Hygieniaseurantamenetelmét perustuvat edelleen lihinnd perinteisiin viljelymene-
telmiin, jossa mikrobindyte otetaan tutkittavasta pinnasta vanutupolla, sideharsotai-
toksella tai teipilld, huuhtelua tai painamalla selektiivisid tai yleisid ravintoalustoja
pintaan. Ensimméiset haasteet ovat ndytteen irrotus pinnalta ja sen jélkeen nédytteen
sekoittaminen asianmukaisesti viljelyd varten. Laboratorioiden vilisessd vertailu-
rutkimuksessa huomasimme, ettd mikrobisaanto oli samalla tasolla kun ndytteet
oli otettu sekd kontaktimaljatekniikalla ettd tupottamalla viljelyd varten. Rajoittava
tekija menetelmissd, jotka perustuvat ndytteenottoon tupoilla, sienilld, non-woven
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sideharsoilla tai mikrokuituliinoilla on pintoihin kiinnittyneiden mikrobien irrotta-
minen. Saantoa pinnoilta voidaan parantaa kastelemalla pintaa steriililld vedelli tai
vastaavalla laimennusliuoksella ennen ndytteenottoa. Liian voimakas kisittely bio-
filmin pinnasta irtoamisen yhteydessé voi vahingoittaa soluja, jolloin ne eivit pysty
kasvamaan ravinneagarmaljoilla, kun taas myds riittdiméton késittely voi aiheuttaa
epétarkkoja tuloksia. Ultradénikésittely biofilmisolujen irrottamisessa pinnasta on
noin 10 kertaa tehokkaampi tupotukseen verrattuna. On kuitenkin muistettava etti
vertailtaessa tuloksia ndytteenoton ja néytteenkésittelyn pitid olla samalla tavalla
tehtyjd. Jatkuvatoiminen seuranta biofilmin mittauksissa olisi suljetuissa jirjestel-
missé ihanteellinen.

Tulosten tulkinta

Pintahygieniatestauksessa yleisindikaattoreina pitdisi kiytti4 aerobisten bakteerien,
hiivojen, homeiden ja koliformien méérid. Erityiset mikrobit kuten Listeria monocy-
togenes, Salmonella, Staphylococcus aureus ja Echerichia coli voidaan lisitd niyt-
teistd analysoitavien mikrobien listalle tuotettujen tuotteiden mikrobiriskien mukaan.
Hygieniandytteet otetaan tavallisesti puhdistuksen jilkeen juuri ennen toiminnan al-
kua vuorossa, mikd tarkoittaa, ettd ainakin kosketuspintojen pitdisi olla hyvilli hy-
gieeniselld tasolla. Eri mikrobien raja-arvot voidaan asettaa esim. kolmeen ryhméin
(I6ysd, normaali ja tiukka) riippuen tuotannollisesta toiminnasta eri alueilla. Kullekin
alueelle voidaan itsendisesti méérittad tavoitetasot eri mikrobeille. Tavoitearvojen pe-
rusteella voidaan laatia hygieniatason luokittelussa kéytettivit asteikot (esimerkiksi
kolme luokkaa: hyvi, riittdvé ja huono hygieniataso). Luokittelu ja tavoitetasojen
médrittely voi perustua joko omiin tuloksiin tai kirjallisuudesta otettuihin arvoihin,
mikéli omia tuloksia ei ole kdytettdvissd. Tieto aerobisten bakteerien miiristi on
erityisen tarpeellinen, silloin kun tuotetaan tuotteita, joilla on pitkd myynti-aika. Li-
siksi suhteellisen hygieenisissi tiloissa aerobisten mikrobien méérit voivat paljastaa
paikkoja, joissa tarvitaan parannuksia. Koliformien esiintymisti pidetdan merkkini
huonosta hygieniasta. Sienten ldsndolo on merkkini joko mahdollisesta kosteuson-
gelmasta tai heikentyneesti ilmanlaadusta. Tuotteiden pilaantumisherkkyys on pi-
dettévd mielessd, kun asetetaan raja-arvoja eri ryhmille. Mit4 alttiimpia tuotteet ovat
pilaantumiselle sitd tiukemmat pitdisi rajojen olla. Hygieniavalvonnan p4dpaino pi-
tdd tietenkin olla elintarvikekosketuspinnoilla. Ympérist6pinnat voivat kuitenkin olla
osana tartuntareiteistd esimerkiksi ristikontaminaation kautta. Ympéristopinnoilta
esimerkiksi lattioilta, seiniltd, ovilta ja hyllyiltd 16ytyvit mikrobit voivat siten vai-
kuttaa tuotteiden laatuun erityisesti niissi tuotteissa, mitkd on tuotettu avoimissa tai
puoliavoimissa prosesseissa. Mikrobien kulkeminen ympériston pinnoilta elintarvi-
kekosketuspintoihin voi tapahtua ilmavirtauksien mukana tai henkiliden liikkeil-
1a. On huomioitava, ettd ympéristdpintojen hygienia voi vaikuttaa tuotteisiin, jotka
valmistetaan suljetuissa prosesseissa esimerkiksi maitosiilidissi saastuneen korvaus-
ilman kautta.
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Taulukko 1. Menetelmid prosessihygieniatestauksiin esim. biofilmin médrittimiselle pinnoilta

Menetelma Sovellus kommentteineen

Kontaktimalja Kiytetty hygieniatestauksissa

ja/tai -teippi Edut: tunnistaminen, selektiiviset kasvualustat, helppokdyttdinen
(viljely) Rajoitus: herkkyys, aikaa vievaa

Tupotus ja/tai Kiytetty hygieniatestauksissa

sideharsopyyhintd Edut: tunnistaminen, selektiiviset kasvualustat

(viljely) Rajoitus: herkkyys, aikaa vievdd

impedanssi Kaytetty hygieniatestauksissa, hyodyllinen my0s laboratoriotestauksissa

Edut: nopeampi kuin viljely, selektiiviset kasvualustat
Rajoitus: herkkyys

ATP-kitit Kiytetty hygieniatestauksissa, suuret hajonnat analysoitaessa monikerroksisia
biofilmej3, silli solukerrosten solut ovat eri metabolisessa tilassa

Edut: on-site ATP-pohjaiset biofilmimittarit

Rajoitus: herkkyys

proteiinikitit Kiytetty hygieniatestauksissa
Edut: nopea, helppokayttoinen
Rajoitus; vain proteiiniliat

Uusi trendeji biofilmivalvonnassa

Henkiloston koulutusta tarvitaan clintarviketurvallisuuden ja -hygienian ylldpitoon
elintarviketuotannossa. Térkeétd tuotannossa oOn ettd riskinarvioinnissa hyddynne-
t44n kvantitatiivisia ja jarjestelmallisid menettelyjd enemmin ja ettd ne perustuvat
alan tieteeseen. Mikrobiologian ja kemian merkitys tuotantohygieniassa on aina ollut
suuri, mutta tulee ajan mukaan muuttumaan entisti tirkeimmiksi, koska tulevaisuu-
dessa elintarvikkeiden, rehujen ja pakkausmateriaalien yms. puhtaus valmistuksessa
korostuu mm. siitd syystd ettd tiedostetaan eri asiakasryhmien tarpeet huolellisemmin
kuin ennen. Prosessilinjojen ja niiden siivousjdrjestelmien hygieenistd suunnittelua
on parannettava kayttamalld esimerkiksi 3D-tulostukseen, ultradineen, kuivajddhén,
otsonointiin ja UVC-siteilytykseen perustuvia tekniikoita. Elintarviketuotannossa
ja kisihygieniassa kiytettdvien desinfiointiaineiden tehokkuuksia voidaan parantaa
kayttimélld uusia yhdisteitd mm. eteerisid 6ljyja. Kaupallisten tuotteiden on oltava
biosididirektiivin mukaisesti hyviksyttyja.
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