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Listeria monocytogenes -patogeenin
tunnistusmenetelmia elintarviketuotannossa

Anna-Liisa Védlimaa, Anu Tilsala-Timisjarvi ja Elina Virtanen

MTT, Biotekniikka- ja elintarviketutkimus, Paavo Havaksen tie 3, 90014 Oulun yliopisto,
anna-liisa.valimaa@mitt.fi

Tiivistelméa

Elintarvikkeet ovat sairautta aiheuttavien mikrobien, kuten bakteerien ja virusten merkittdvid tartuntaldh-
teitd. Erityisesti eldinten ja ihmisten vililld tarttuvat zoonoottiset bakteerit, kuten Campylobacter jejuni,
Salmonella enterica, Listeria monocytogenes ja Escherichia coli O157:H7 sekd muut shigatoksiinia tuot-
tavat E.coli -kannat ja Vibrio spp., ovat aiheuttaneet eniten elintarvikevilitteisid epidemioita kahden-
kymmenen viime vuoden aikana. Epidemioiden uhka kasvaa, kun kansainvilinen elintarvikekauppa li-
sddntyy, ruokailutottumukset muuttuvat ja tuotanto keskittyy yhé suurempiin laitoksiin. Elintarviketurval-
lisuuden kannalta on tirkeda havaita terveysvaarat nopeasti ja reagoida niihin jo elintarvikkeiden tuotan-
tovaiheessa.

Elintarvikepatogeenien mikrobiologiset testit ovat merkittdvissd roolissa ruokaketjun turvallisuuden var-
mistamisessa. Perinteiset viralliset méaritysmenetelmit ovat kuitenkin tyoldita, ja tuloksen saamiseen voi
kulua jopa viikko bakteerilajista riippuen. Siksi viljelymenetelmien rinnalle on kehitetty immunologiaan
ja molekyylibiologiaan perustuvia pikamenetelmid. Vaikka itse maéritystulos saadaan minuuteissa tai
tunneissa, tarvitaan edelleen jonkinasteisia aikaa vievid ndytteen esikisittely- ja rikastusvaiheita.

L. monocytogenes on patogeeni, joka voi eldd useissa iséntdelidissé ja elinympéristdissd. Se voi aiheuttaa
vakavan sairauden, listerioosin, joka on neljanneksi yleisin elintarvikeperdinen tauti Suomessa. L. mono-
cytogenes voi esiintyd kypsentdméttomissd ja prosessoiduissa elintarvikkeissa, jotka ovat kontaminoitu-
neet prosessoinnissa tai sen jélkeen. Patogeeni sietdd pH- ja suoladériolosuhteita ja lisdéntyy jadkaappi-
lampéotilassa, hapellisissa ja hapettomissa olosuhteissa. Elintarviketuotannolle ongelmallinen bakteeri
edellyttddkin valvontaa ruokaketjussa.

Tassé tarkastellaan elintarvikediagnostiikassa kaytettyja L. monocytogenes -bakteerin osoitusmenetelmis,
erityisesti viljelymenetelmille vaihtoehtoisia pikamenetelmid, joiden soveltuvuutta on tutkittu konta-
minoituneilla elintarvikendytteilld. Virallisesti validoitujen kaupallisten menetelmien liséksi esimerkkejd
on koottu kirjallisuudesta. Tavoitteena on esittdd yhteenveto nopeista (< 2 vrk) menetelmistad L. monocy-
togenes -bakteerien havaitsemiseksi. Lopuksi kerrotaan lyhyesti elintarviketeollisuuden kéyttdmisti tun-
nistusmenetelmista.

Avainsanat;

elintarvikediagnostiikka, Listeria monocytogenes, pikamenetelma, validoidut ja validoimattomat mene-
telmat
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Analysis methods for the food borne
pathogen Listeria monocytogenes

Anna-Liisa Védlimaa, Anu Tilsala-Timisjarvi ja Elina Virtanen

MTT, Biotekniikka- ja elintarviketutkimus, Paavo Havaksen tie 3, 90014 Oulun yliopisto,
anna-liisa.valimaa@mtt.fi

Abstract

Food is an important source of microbes, such as bacteria and viruses that causes foodborne diseases. Par-
ticularly zoonotic bacteria, such as Campylobacter jejuni, Salmonella enterica, Listeria monocytogenes,
Escherichia coli O157:H7 and other shiga-toxin producing E. coli —strains, and Vibrio spp. are the patho-
gens that have caused the majority of food borne diseases during the last twenty years.

Microbial pathogen tests have an important role in assuring food safety in the food chain. However, tradi-
tional official methods are laborious and time-consuming. Therefore, immunology and molecular biology
based rapid methods have been developed in order to get results quickly. Although the detection result is
achieved in hours or even in minutes, pre-analytical sample processing is still needed to some extend.

L. monocytogenes is a pathogen that is able to live and survive in different host animals and environ-
ments. It can cause a severe illness, called listeriosis which is among the four main food borne illnesses in
Finland. L. monocytogenes can befound in uncooked and processed food that is contaminated during or
after processing. The pathogen can tolerate a wide range of pH and salt content. Additionally, it can mul-
tiply in refrigerate temperature and in anaerobic and aerobic conditions. For these reasons, this challeng-
ing bacterium has to be monitored in the food chain.

In this article, the analysis methods for L. monocytogenes are reviewed. In particular, the focus is in alter-
native rapid methods by which the results can be obtained in < 2 days and that have been tested with con-
taminated food items. Both officially validated tests and selected examples described in the literature will
be presented. Additionally, the analysis methods used in food industry will be discussed briefly.

Keywords:

food diagnostic, Listeria monocytogenes, rapid methods, validated and non-validated methods

4 MTT RAPORTTI 169



Sisallysluettelo

T JORAANTO .ttt ettt e bt e s bt e s h et e at e e bt e b e e e bt e ehteeateeateeateeate e beesbeesaeeeateeas 6
2 LiSteria MONOCYLOGENES........occviivieteiteeetete et ettt et e ste et esbesteeesesbeeteesseteetsesseeseessasseessassesseessesseessensesseessenns 7
2.1 Listeria monocytogenes -bakteerin OominaiSPiirteita ..........cceeverieererieriesieseeieseeeeieseeeeeseeseeeae e eenens 7
B B 1 £ 4 (0T 1S FO OO OO SUSRURRRPR 8

3 Listeria monocytogenes -bakteerin médritysvaatimukset elintarvikelainsddddnnon mukaan ................. 9
4 Mikrobiologisia menetelmii elintarvikkeiden L. monocytogenes -diagnostiikassa ...........cccecvervvenernnee. 10
4.1 VIlYMENEEIMAL .......ccuiiiiiiiiiiiieeie ettt ettt e st sttt e et e e be e bt e sbeesaeesaeesntesneeenseenseenseens 10
4.2 Vaihtoehtoisia tai pikamenetelMif...........cccvevvveriiiriiieriieriiesiesee e sreeteesteeieesteeseesaeseseesseesseesseesseens 11
4.2.1 ImmunOmMAATitYySMENEEIMAL. .......cceeriireiieeriierieriesieete et et eteeseeseeeseaeesteeseesseesseessnesssesnsessnes 11

4.2.2 Molekulaariset menetelmat / Nukleiinihappojen monistusmenetelmié ............cooceeeeeeeenennee. 12

4.2.3 Molekulaaristen, immunologisten ja perinteisten menetelmien vertailu .............coccveeeveeennenn. 15

4.2.4 BIOSEIISOTT .euveeuieteetieiieeteeiteste et e te s et et e testtem et e esten s e e st enee st eseensesaeemsenseeseenseeseeneaseeneensesseentensens 16

4.3 Kaupallisesti saatavilla olevia nopeita validoituja ja validoimattomia tunnistusmenetelmia ............ 18

5 Elintarviketeollisuuden kéyttimid tunnistusmenetelmif..........ccccveerveiiciiieiiieriee e eeree e 20
6 TulevaiSuUAEn NAKYIMIA. ... ....coverierieiieiteeteestteseestestesbeeseesseesseessaessaessseasseesseesseesseesssesssesssessseesseessenns 21
T Y REEEIIVETO ..ttt ettt sttt h et e b e st e bt eh et e e bt et e st e eb e et e eb e eat e b e bt ea s et e ebe et e sbeestenbe 22
L 21 414 S L <1 7<) U OSSP 23

MTT RAPORTTI 169 5



1 Johdanto

Elintarvikkeet ovat merkittivid sairautta aiheuttavien mikrobien, kuten bakteerien, virusten ja loisten, tar-
tuntaldhteitd. Taudit vaihtelevat miedosta ripulista vakaviin, jopa kuolemaan johtaviin sairauksiin. Yksin-
omaan ripulisairauksiin, joista huomattava osuus on elintarvikevilitteisid, kuolee 2,2 miljoonaa ihmisti
maailmassa vuosittain (WHO).

Zoonoosien - eldinten ja ihmisten vililld tarttuvien tautien - madréé on vaikea ennustaa, mutta muun mu-

assa seuraavat seikat voivat vaikuttaa elintarvikeperiisten sairauksien esiintymiseen (Newell ym. 2010):

- nopea vieston ja sen vanhenevan osuuden kasvu

- maailmanlaajuisesti kasvava vihannesten, hedelmien, lihan, etnisen ruuan ja eldinten kauppa seké ruu-
an alkuperd maista, joissa ei ole kunnollista mikrobiologisen turvallisuuden jarjestelmai

- kuljetuslogistiikan ja -olosuhteiden paraneminen, mikd mahdollistaa kontaminanttien sdilymisen elin-
kykyisind kuluttajalle asti

- ihmisten ja samalla heidén sisdisen mikrobistonsa lisdéntyva liilkkuminen paikasta toiseen

- ruokailutottumusten muuttuessa syodéaédn raakaa tai vahidn kypsennettyja ruokia tai halutaan eksoottisia
ruokia, esimerkiksi villieldinten lihaa

- talouden kasvaessa siirtyminen yha proteiinipitoisempiin ruokiin, miké tarkoittaa suurempaa riippu-
vuutta liha- ja kalatuotteista

- yhi suurempi médrd ihmisid, joiden vastustuskyky on alentunut, kuten vanhukset ja immuunipuutos-
potilaat (sairauden tai hoidon vuoksi)

- viljelykdytint6jen muutos: siirtyminen tehotuotantoon tai luomueldintuotantoon

- ihmisen tunkeutuminen villieldinten luontaisille asuinalueille

- ilmastonmuutos, esimerkiksi uusien mikrobikantajien ilmaantuminen lauhkeille alueille.

Vieston sairastumisesta zoonooseihin seuraa yhteiskunnalle suoria ja vilillisid kustannuksia, joita aiheut-
tavat tartuntojen ehkéisy ja hoito, mahdollisten muiden torjuntaohjelmien kulut, sairastuneiden toiminta-
kyvyn &killinen tai krooninen heikkeneminen, sairauspoissaolot sekd ennenaikaiset kuolemat (MMM
2013). USA:ssa on arvioitu 13 merkittdvimman elintarvikevélitteisen taudinaiheuttajan aiheuttamiin sai-
rastumisiin liittyvien kustannusten olevan yhteensé noin 31,2 miljardia dollaria vuodessa. Kustannuksil-
taan kalleimmat taudinaiheuttajat olivat salmonella, kampylobakteeri, norovirus, toksoplasma ja listeria.
(Byrd-Bredbenner ym. 2013). Suomessa ei ole tehty kattavaa terveystaloudellista arviointia minkddn zoo-
noosin osalta (MMM 2013).

Listeria monocytogenes on yksi vaarallinen zoonoottinen bakteeri; sen esiintyvyys esimerkiksi salmonel-
laan verrattuna on védhidinen, mutta kuolleisuus sen aiheuttamaan listerioosiin on korkea. Esimerkiksi
vuonna 2011 Euroopan Unionin (EU) alueella L. monocytogenes aiheutti 1 476 sairastapausta, ja kuollei-
suus oli korkea, 12,7 %. (EFSA 2013).

L. monocytogenes voi esiintyd kypsentdméttdmissd ja prosessoiduissa elintarvikkeissa, jotka ovat konta-
minoituneet prosessoinnissa tai sen jialkeen. Patogeeni sietdd pH- ja suoladdriolosuhteita ja lisddntyy jaa-
kaappilampdtilassa, hapellisissa ja hapettomissa olosuhteissa. Edelld mainittujen ominaisuuksien vuoksi
L. monocytogenes -bakteeri muodostaa elintarviketurvallisuusriskin, joten sen valvonta ruokaketjussa lis-
terioosiepidemioiden ehkéisemiseksi on erittdin tarkeda.

L. monocytogenes -bakteerin analysoimiseksi on kehitetty lukuisia teknologioita. Tassé tarkastellaan elin-
tarvikediagnostiikassa kéytettyja L. monocytogenes -bakteerin osoitusmenetelmii, erityisesti viljelymene-
telmille vaihtoehtoisia pikamenetelmid, joiden soveltuvuutta on tutkittu kontaminoituneilla elintarvike-
néytteilld. Virallisesti validoitujen kaupallisten menetelmien liséksi esimerkkeja on koottu kirjallisuudes-
ta. Tavoitteena on esittdd yhteenveto nopeista (< 2 vrk) menetelmistd L. monocytogenes -bakteerien ha-
vaitsemiseksi. Lopuksi kerrotaan lyhyesti elintarviketeollisuuden kayttdmistad tunnistusmenetelmista.

Tutkimus on tuotettu Pohjois-Pohjanmaan liiton myontdmalla Euroopan aluekehitysrahoituksella
[Food Safety Cluster (FSC) —projekti, A31588].
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2 Listeria monocytogenes

2.1 Listeria monocytogenes -bakteerin ominaispiirteita

Listeria-suku koostuu seuraavista lajeista: L. monocytogenes, Listeria ivanovii, Listeria innocua, Listeria
welshimeri, Listeria seeligeri, Listeria grayi, Listeria marthii (Graves ym. 2010), Listeria rocourtiae (Le-
clercq ym. 2010) ja uusimmista lajeista Listeria fleichmannii (Bertsch ym. 2013), Listeria weihens-
tephanensis (Halter ym. 2013) seké Listeria floridensis, Listeria aquatic, Listeria cornellensis, Listeria
riparia ja Listeria grandensis (den Bakker ym. 2014). Naistd L. monocytogenes on ihmisille patogeeni-
nen (Graves ym. 2010).

L. monocytogenes -bakteeria esiintyy ldhes kaikkialla elinympéristdssdémme (maassa, vedessd, kasveissa
ja rehuissa) sekd my0s eldinten ja ihmisten suolistoissa. L. monocytogenes voi selviytyé ja kasvaa laajalla
lampétila-, pH- ja vesiaktiivisuusalueella sekd hapellisissa, vahdhappisissa ja hapettomissakin olosuhteis-
sa (taulukko 1). Optimaalisin pH-alue on 6-8. Listeria voi kasvaa melko “kuivissa” olosuhteissa; vesiak-
titvisuusalueella (aw) <0,92 (Hallanvuo & Johansson 2010). Bakteerit, kuten muutkin mikrobit, tarvitse-
vat vettd elddkseen ja lisdéntydkseen. Liuoksen vesiaktiivisuus (aw) tarkoittaa liuoksen hoyryn paineen
osuutta puhtaan veden hoyryn paineesta samassa lampotilassa, ja se kuvaa mikrobien kéytettdvissd olevan
vapaan veden méadrad. Puhtaan veden aw-arvo on 1,00 ja esimerkiksi 22 %:n NaCl-liuoksen aw-arvo on
0,86 (Salkinoja-Salonen 2002). Liséksi se voi kasvaa noin 20 % suolapitoisuudessa ja sietéd jopa 25 %
suolapitoisuuksia (Hallanvuo & Johansson 2010).

L. monocytogenes -bakteerin selviytymiskyky monenlaisissa ympériston dariolosuhteissa luo valmisruo-
ka- ja elintarviketeollisuudessa yleensékin suuria haasteita sen esiintyvyyden torjunnassa. Se voi kasvaa
jopa -0,4 °C:ssa eiki siten tuhoudu jadkaappildmpotilassa. Lisdksi erityisen ongelmallista on L. monocy-
togenes -bakteerin biofilmin muodostamiskyky ja fakultatiivinen anaerobinen ominaisuus. L. monocyto-
genes nimittdin pystyy tarttumaan monenlaisiin elintarvikkeiden kanssa kosketuksissa oleviin pintoihin,
kuten ruostumattomaan terdkseen, lasiin, graniittiin ja polypropyleeniin (Silva ym. 2008) muodostaen
biofilmeji. Biofilmin sisélld bakteeri on suojassa mm. pesu- ja desinfektioaineiden vaikutuksilta ja voi
siten tuhoutumatta kestdd ndiden aineiden korkeita pitoisuuksia (Hall-Stoodley ym. 2004; Carpentier &
Cerf 2011) sekd muodostaa pysyvid, edelleen taudinaiheuttamiskykyisid kantoja, jotka voivat siirtyd pin-
noilta elintarvikkeeseen. Esimerkiksi kalanjalostustehtaasta 10ytyneen kannan on todettu sdilyneen 2—6
kuukautta (Norton ym. 2001) ja jédtelon pakkauskoneesta 160ytyneen kannan 7 vuotta (Miettinen ym.
1999). L. monocytogenes -bakteeri pystyy myos kasvamaan suojakaasupakkauksissa; itse asiassa suoja-
kaasupakkaaminen saattaa lisdtd sen kasvua leikatuissa tuoretuotteissa (Francis & O'Beirne 1997). Edella
mainittujen ominaisuuksien vuoksi L. monocytogenes -bakteeri muodostaa elintarviketurvallisuusriskin,
joten sen valvonta elintarviketuotannossa listerioosi-epidemioiden ehkéisemiseksi on erittdin tarkeaa.

Taulukko 1. L. monocytogenes -bakteerin kasvuvaatimukset (lampétila, pH, veden aktiivisuus (aw), NaCl:n sieto, ha-
pen tarve) seké esiintyvyys ja luonnolliset kantajat (koottu ja muotoiltu lahteesta Hallanvuo & Johansson 2010).

Lampétila pH (aw) NaCl %, | Hapen tarve, tuhoutuminen Esiintyvyys, luonnolliset kan-
minimi | estaa tajat
kasvun

Kasvu- |Optimi | Kasvu-

alue °C |°C alue

-0,4-44 |35-37 |4,1-9,6 [<0,92 |[>10,0% | kasvaa hapellisissa, vaha- - esiintyy maassa, vedessa,
happisissa ja hapettomissa olosuh- | kasveissa, rehuissa seka
teissa eldinten ja ihmisten suolis-

- lisdéntyy jadkaappilampdtilassa tossa

- sdilyy pakastetuissa ja kuivatuissa
elintarvikkeissa pitkia aikoja, jopa
vuosia

- tuhoutuu pastorointilampétilassa
(72 °C)
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2.2 Listerioosi

Ensimmiinen hyvin dokumentoitu elintarvikeperdinen listerioositapaus raportoitiin Kanadassa 1983
(Schlech ym. 1983). Sen aiheutti kaalisalaatti. Kasvisperdinen oli my0s vakavin viimeaikaisista epidemi-
oista, joka tapahtui USA:ssa vuonna 2011 aiheuttaen 146 vakavaa sairautta, keskenmenon ja 30 kuole-
mantapausta (Laksanalamai ym. 2012). Myds Suomessa on raportoitu elintarvikevilitteisid listerioosi-
epidemioita, viimeksi vuonna 2012. Yksittdistapauksia sen sijaan esiintyy vuosittain noin 40—70 (Tartun-
tatautirekisterin tilastotietokanta). Euroopassa listerioosin keskimdardinen ilmaantuvuus on 0,3/100 000
asukasta, mutta Suomessa sitd on esiintynyt keskimiérdistd enemmén, viime vuosina 0,8-1,4/100 000
(Markkula 2013). Zoonoosikeskuksen mukaan listerioosi on Suomen neljdnneksi yleisin elintarvikeperai-
nen tauti. Kuolleisuus on suuri, silld sairastuneista jopa neljdsosa menehtyy (THL).

L. monocytogenes voi pidtya elintarvikeketjuun joko suoraan ympéristdstd tai tuotantoeldinten valityk-
selld (zoonoosi) (Gahan & Hill 2014). Listerioosi voi esiintyd vakavana (invasiivinen muoto) tai lievana.
Taudin ominaisuuksia on esitetty taulukossa 2. Vaarallisin listerioosi on riskiryhmille, kuten vastustusky-
vyltadn heikentyneille ihmisille, vanhuksille, raskaana oleville ja vastasyntyneille. Terveille henkiloille se
aiheuttaa tavallisesti vatsataudin. Taudin itdmisaika on 1-70 vuorokautta potilaan terveydentilasta riippu-
en (Linnan ym. 1988). Lievdssd muodossa itdmisaika on noin 1 vuorokausi (Aureli ym. 2000).

Sairaus aiheuttaa menetettyjen ihmishenkien lisédksi merkittivid taloudellisia tappioita, kun huomioidaan
terveydenhoitokulut ja menetetty tuottavuus. Elintarviketeollisuudelle aiheutuu huomattavaa taloudellista
haittaa tuotteiden takaisinvetojen ja alentuneen myynnin vuoksi.

Taulukko 2. L. monocytogenes -bakteerin aiheuttama listerioosi ja sen oireet, tartuntaldhteet, infektiivinen annos
(pmy = pesaketta muodostava yksikkd), taudin itdmisaika ja riskiryhméat (koottu ja muotoiltu lahteesta Hallanvuo &
Johansson 2010).

Listerioosi ja sen oireet / Taudin itdmisai- | Tartuntalahteet Infektiivinen an- | Riskiryhmat ja
ka nos, pmy taudin vaarallisuus
1. listerioosi vakava infektio (invasiivinen | - sellaisenaan syotavat Riskiryhmat: - immuunipuutos-
muoto): elintarvikkeet, joilla on pitkd | <10-10 000 potilaat, raskaana
myyntiaika ja joissa Listeria | pmy/g olevat, vastasynty-
a) raskaana oleva: pystyy lisédntymaén neet ja vanhukset
- kuume ja/tai paansarky ja/tai lihaskivut Terveet henkil6t:
ja/tai ripuli, ennenaikainen synnytys, kes- | - erityisesti tyhjiépakatut, 100 000 — 1 milj. | - kuolleisuus
kenmeno, sikion kuolema / ei tiedeta kylmésavustetut ja graavi- pmy/g 20-30 %
suolatut kalastustuotteet ja
b) vastasyntyneen tartunta aidisté synny- | mati - listerioosi on ilmoi-
tyksessa: tettava THL:n tar-
- verenmyrkytys, keuhkokuume / 1-2 vrk | - pastéroimaton maito ja tuntatauti-rekisteriin

siitd valmistetut juustot

C) sairaalassa toisesta vastasyntyneesta: | - pehmeéat juustot, kuten
- aivokalvontulehdus, verenmyrkytys / 5— | home- ja tuorejuustot
12 vrk

- leikkeleet ja pateet
d) muusta syysta heikentynyt vastustus-
kyky:

- oireeton tai lieva sairaus, aivokalvontu-
lehdus, verenmyrkytys / 1 vrk — useita
kuukausia

2. suolisto-oireet (ei-invasiivinen muoto):
- vatsakivut ja/tai pahoinvointi ja/tai ripuli
ja/tai kuume ja/tai lihaskivut ja/tai paan-
sarky tai vain tilapainen suolistokantajuus
/<1 vrk
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3 Listeria monocytogenes -bakteerin
maaritysvaatimukset elintarvikelainsaadanndn
mukaan

Lainsdddantd on elintarviketurvallisuuden keskeinen perusta, mutta sitd ei ole harmonisoitu kansainvéli-
sesti. Euroopan unionin (EU) alueella mikrobiologista turvallisuutta koskeva lainsdédanté on kuitenkin
pitkélle yhteniistetty. EU:ssa mikrobikriteeriasetuksen ((EY)No 2073/2005 muutoksineen elintarvikkei-
den mikrobiologisista vaatimuksista) mukaan elintarvikealan toimijat ensisijaisesti vastaavat tuottamiensa
tuotteiden mikrobiologisesta turvallisuudesta omavalvonnan avulla. Mikrobikriteeriasetuksessa on asetet-
tu erikseen vaatimukset elintarvikkeiden turvallisuudelle (turvallisuusvaatimus) ja prosessin hygienialle
(prosessihygieniavaatimus). Prosessihygieniavaatimusten tarkoituksena on varmistaa, ettd tuotantoproses-
si toimii hyvaksyttavasti. Turvallisuusvaatimuksissa tietyille elintarvikepatogeeneille, niiden tuottamille
toksiineille tai metaboliiteille on asetettu pitoisuuksien raja-arvot. Turvallisuusvaatimuksia sovelletaan
markkinoilla oleviin tuotteisiin niiden myyntiajan loppuun asti kotimaassa valmistettuihin elintarvikkei-
siin, toisesta EU-jdsenvaltiosta toimitettuihin ja EU:n ulkopuolisesta maasta tuotuihin elintarvikkeisiin.
(Evira 2009).

L. monocytogenes -bakteerin vaatimusten suhteen sellaisenaan syotavit elintarvikkeet jaetaan kolmeen
luokkaan: 1) imevdéisille ja erityisiin 144kinnéllisiin tarkoituksiin sellaisenaan syotivét elintarvikkeet, 2)
elintarvikkeet, joissa L. monocytogenes voi kasvaa ja 3) elintarvikkeet, joissa L. monocytogenes ei kasva.
Kohdassa 1) mikrobiologinen raja-arvo on: ei todettu / 25 g. Elintarvikkeissa, joissa L. monocytogenes voi
kasvaa (lampokdsitellyt ja tyhjiopakatut tuotteet, joiden myyntiaika on pitkd, sekd kalajalosteet, kypsit,
lampokasitellyt tuotteet, joita ei kédsitelld ennen pakkausta), sallitaan pitoisuus 100 pmy/g, mikéli toimija
pystyy luotettavasti osoittamaan, ettei kyseinen pitoisuus ylity myyntiaikana. Sellaisenaan syotéviin elin-
tarvikkeisiin, joissa L. monocytogenes ei pysty kasvamaan (stabiloidut tuotteet), raja-arvo on 100 pmy/g.
(Evira 2009).

Mikrobikriteeriasetuksessa on maédritelty, milli menetelmilla L.monocytogenes -bakteerin pitoisuuksia
tarkkaillaan omavalvonnassa. Vaihtoehtoina ovat vertailumenetelma, muut analyysimenetelmat ja vaihto-
ehtoiset (=pikamenetelméit) menetelmait. Vertailumenetelméit ovat yleensd kansainvélisten standardisointi-
jérjestdjen, kuten CEN- ja ISO -menetelmid. L. monocytogenes -bakteerin vertailumenetelmét ovat ISO
11290-1:1996 ja muutos 1:2004 (kvalitatiivinen) ISO 11290-2:1998 ja muutos 1:2004 (kvantitatiivinen).
Vertailumenetelmilld saatua tulosta pidetdén oikeana. Muita analyysimenetelmid voidaan kayttaa, mikéli
niilld voidaan taata vahintddn yhtd hyvé elintarviketurvallisuustaso kuin vertailumenetelmid kayttamalla.
Vaihtoehtoisiakin menetelmié voidaan kayttdd, mikéli menetelméd on validoitu mikrobikriteeriasetuksen
vertailumenetelméd vastaan EN/ISO 16140 -standardin tai muun samanlaisen, kansainvélisesti hyvéksy-
tyn protokollan mukaisesti. (Evira 2009).
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4 Mikrobiologisia menetelmia elintarvikkeiden
L. monocytogenes -diagnostiikassa

Mikrobiologisia menetelmid on ollut kaytossa yli 50 vuoden ajan elintarvikevilitteisten bakteerien havait-
semiseksi elintarvike- ja ympéristondytteistd. Viljelymenetelmiin perustuvia tekniikoita pidetidén yha kul-
taisina standardeina, joiden ominaisuuksien tasolle uusien analysointimenetelmien pitéisi yltdd (Dwivedi
& Jaykus 2011). Mikrobiologisina analyysimenetelminé voidaan kdyttda kvantitatiivisia tai kvalitatiivisia
menetelmid. Kvantitatiivisissa menetelmissid saadaan mikrobien lukumééri selville, kun taas kvalitatiivi-
sissa menetelmissd osoitetaan niiden ldsnéolo tai sen puuttuminen (Jasson ym. 2010). Analyysimenetel-
mien ja laitteiden kirjo on nykyisin laaja. Téssd yhteydessé keskitytdédn elintarvikediagnostiikassa kéytet-
tyihin perinteisiin viljelymenetelmiin sekd immunologisiin ja molekulaarisiin menetelmiin. Menetelma-
kuvaukset koostuvat kehitysasteella olevista (kirjallisuudesta 16ydetyt) ja kaupallisista validoituista ja va-
lidoimattomista tunnistusmenetelmista. Liséksi luodaan katsaus elintarviketeollisuudessa kéytossé olevis-
ta menetelmisté.

4.1 Viljelymenetelmat

Klassisia osoitusmenetelmid, jotka nojaavat yleensa rikastus- ja maljaustekniikoihin, kédytetddn patogeeni-
en ldsné- tai poissaolon testaamiseen tavallisesti 25 g:n elintarvikendytteessd, ja niiden toteamisraja on
noin 1-5 pmy (pesdkettd muodostava yksikko)/testiannos (Jasson ym. 2010). Mikrobiologiassa toteamis-
raja (detection limit, LOD) on pienin mikrobipitoisuus, joka voidaan todeta luotettavasti (kvalitatiivisella)
menetelmalld; yleensd se on (1-) 5 solua/ndytemddrd. Madritysraja (quantification limit, LOQ) on alhaisin
mikrobipitoisuus, joka pystytddn menetelméalld maarittdmain kvantitatiivisesti.

Viljelymenetelmit ovat perinteisid kvantitatiivisia menetelmid ja ne ovat yhd hyviksyttyjd virallisina
médritysmenetelmind. Tulokset ovat luotettavia, mutta niiden saaminen voi kestéé jopa (yli) viikon mik-
robilajista riippuen. Viljelymenetelmét perustuvat kohdeorganismin moninkertaistumiseen kasvatus-
liemessa tai -agarissa siten, ettd lukumaéran kasvu voidaan nihdd sameutena, varinmuutoksena tai laskea
pesikkeind mikrobikohtaisten inkubointiolosuhteiden jélkeen. (Jasson ym. 2010). Laajimmillaan viljely-
menetelmit on suunniteltu havaitsemaan yksittiisid soluja 10-375 g:n néytteistd. Yleisesti menetelmd
koostuu eri vaiheiden sarjasta, jossa tehdddn perdkkdin viljelmén rikastukset, valikoiva ja eriyttdva malja-
us, varmistukset sekd lajityypitys. Viljelma rikastetaan esirikastuksessa ja valikoivassa rikastuksessa.
(Dwivedi & Jaykus 2011).

Esirikastuksessa elvytetddn vaurioituneita soluja ja/tai lisdtddn kohde-organismien méédrdd néytteessi.
Elintarvikkeissa olevat mikrobit voivat olla vahingoittuneita erilaisten ymparistdtekijoiden vuoksi (kuu-
muus, jadtyminen, kuivuminen, suolat, siilontdaineet) (Wu 2008). Liséksi eldvit bakteerikannat saattavat
reagoida ympériston aiheuttamaan stressiin menemélla tilaan, jossa solut ovat eldvid mutta eivét viljelta-
vissd. Kun solut elvytetddn tdsté tilasta, ne tulevat jélleen viljelykelpoisiksi ja infektiokykyisiksi (Oliver
2010). Néin ollen on erittdin tirkedd saada ne nédkyviin viljelyn aikana. Esirikastus voi myds laimentaa
madritystd haittaavia tekijoitd, kuten séilontdaineita. Liséksi kuivatuissa tai prosessoiduissa elintarvike-
ndytteissid olevat solut saavat nestesiséltonsé takaisin. Valikoivassa rikastuksessa kéytetty erityiskasvu-
alusta lisdd kohde-organismien médrad samalla, kun se vahentdd muun mikrobiston kasvumahdollisuuk-
sia. Viljelmén rikastuksessa saadaan kohdeorganismi monistettua miljoonakertaisesti, mikd mahdollistaa
sen madrityksen. (Dwivedi & Jaykus 2011).

Rikastusvaiheiden jilkeen seuraa valikoiva ja erotteleva maljaus esimerkiksi kromogeenisilla tai fluoro-
geenisilld kasvatusalustoilla. Niissé valikoivana tekijand on antibiootti tai niiden yhdistelmé, joka ehkéi-
see kilpailevien mikrobien kasvua. Erottelevana tekijand kiytetddn tiettyjd vérejd (kromogeeninen aine)
tai fluoresoivaa ainetta (fluorogeeninen aine) ja entsyymiin yhdistettyd kromogeenisté tai fluorogeenisti
substraattia. Mikrobin kasvaessa entsyymiin sidottu substraatti vapautuu kasvualustaan, mikd nihdaén va-
rin muutoksena, saostuskehéni tai fluoresenssina. Siten kohdeorganismi voidaan helposti erottaa muista
mikrobeista. Tuloksena saadaan yksi tai useampi peséke, joka tdyttda oletetut positiiviset tuntomerkit. Ta-
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hin voi mennd useampia vuorokausia. Mikéli tyypillisid pesdkkeitd ei ole, analyysi on valmis ja tulos ne-
gatiivinen. Oletettu positiivinen tulos tdytyy varmistaa morfologisilla, biokemiallisilla, fysiologisilla ja/tai
serologisilla lisétesteilld, ja se voi kestdd jopa noin viikon. (Dwivedi & Jaykus 2011, Jasson ym. 2010).

4.2 Vaihtoehtoisia tai pikamenetelmia

Tyoldiden ja aikaavievien viljelymenetelmien rinnalle on nopeamman tuloksen saamiseksi kehitetty vaih-
toehtoisia tai pikamenetelmid, jotka ovat usein eri tekniikoiden (viljely, immunologiset testit, molekulaa-
riset testit) yhdistelmid. Taulukossa 4. on esitetty vertailumenetelmien sekd nopeimpien kirjallisuudesta
loytyneiden L. monocytogenes -bakteerin havaitsemis-/tunnistusmenetelmien raja-arvoja ja rikastusaikoja.
Taulukkoon on sisdllytetty pikamenetelmaét, joiden kokonaisanalyysiaika on alle 2 vrk.

Vertailumenetelmien herkkyystaso on saavutettu myos muilla tekniikoilla, mutta nopeammin, erityisesti
lyhyemmain rikastusvaiheen ansiosta. Liséksi on julkaistu menetelmid, joihin ei sisdlly rikastusta ollen-
kaan. Kaikkien menetelmien havaintorajoja ei ole mahdollista verrata suoraan toisiinsa, koska toteamisra-
ja-arvot on esitetty eri yksikkdja ja tilavuuksia kdyttden. Nayttdd kuitenkin siltd, ettd monistusmenetelmil-
14, erityisesti RT-PCR:1l4, on saavutettu vastaavia herkkyystasoja kuin vertailumenetelmilld. Kaikkein
nopeimmilla menetelmilld tulos on saatu 1-3,5 tunnissa, kun toteamisrajat ovat olleet 1040 pmy/g —
10°-10° pmy/ml (taulukko 4).

4.2.1 Immunomaaritysmenetelmat

Kaikki immunoméiéritysmenetelmét perustuvat erityisen vasta-aineen ja sen antigeenin véliseen spesifi-
seen sitoutumiseen. Antigeenimolekyylissd on rakenneosia, epitooppeja, jotka vasta-aineen tarttumisosa
tunnistaa tarkasti ja joihin se sitoutuu. Vasta-aine miirdd menetelmén toimivuuden. Vasta-aine voi olla
monoklonaalinen tai polyklonaalinen. Monoklonaalinen vasta-aine voi tunnistaa tdsmaéllisesti yhden epi-
toopin, jolloin esimerkiksi yksittdisen bakteerilajin serotyyppi, kuten E. coli O157:H7, saadaan tunnistet-
tua. Polyklonaalinen vasta-aine voi tunnistaa useita saman tai monien antigeenien epitooppeja. Silld voi-
daan tunnistaa tietyt bakteerilajit, esimerkiksi Listeria-lajit. Immunomééritykselld saatu postitiivinen tulos
vaatii varmistuksen jollakin muulla menetelmlli. Toteamisraja on keskimérin 10°~10" pmy/ml riippuen
vasta-ainetyypisté ja sen affiniteetista vastaavaan epitooppiin sekd immunologisen testin tyypistd. Immu-
nomédritysmenetelmissa tarvitaan yleensd naytteen rikastus, useimmiten kaksi, ennen varsinaista mittaus-
ta. Elintarvikediagnostiikassa on kéytettdvissd monia erilaisia immunoméaéritysmenetelmid, joista eniten
kaytettyjd ovat lateraalivirtaustestit (lateral flow devices, LFD) sekd ELISA- (enzyme linked immunosor-
bent assay) ja ELFA (enzyme linked fluorescent assays) -menetelmat. (Jasson ym. 2010). Lisédksi koh-
desolujen erottamiseksi ja konsentroimiseksi voidaan kéyttdd immunomagneettista erottelutekniikkaa
(IMS). Tasséa tekniikassa paramagneettiset partikkelit on pééllystetty vasta-aineilla, jotka sieppaavat koh-
desolut (elintarvike)matriisista.

L ateraalivirtaustestit tai immunokromatografia

Lateraalivirtaustesti tai liuskatesti perustuu vasta-aineen ja sen kohdepatogeenin viliseen reaktioon, joka
voidaan néhda paljain silmin. Ndyte kulkeutuu huokoisesta kalvosta, tavallisesti nitroselluloosasta valmis-
tettua kiintedd alustaa pitkin kapillaarisesti. Kohdeanalyytin sieppaajavasta-aineet on kiinnitetty alustaan
tietylle etdisyydelle ndytteen lisdyskohdasta. Néiden lisdyskohtien ldhelle on asetettu detektoiva vasta-
aine, johon on yhdistetty kolloidinen kulta- tai lateksipartikkeli. Naytteessd oleva kohdemolekyyli sitou-
tuu detektoivaan vasta-aineeseen, ja syntynyt kompleksi siirtyy lateraalisesti kapillaarin voimalla kohti
sieppaajavasta-ainetta. Tulos ndhdddn varillisend viivana. Liikkuva nestevirta voi eriytyd kahdeksi eri
sieppausvyohykkeeksi: kohdeorganismille spesifiseksi ja sitoutumattomalle vasta-aineelle spesifiseksi.
Kohdespesifinen reaktio antaa silminnihtdvin kontrollista eroavan viivan. Tulos saadaan 5—10 minuutis-
sa, mutta lateraalivirtausmenetelma vaatii suhteellisen korkean kohdeorganismipitoisuuden (10’-10%), jo-
ten néyte tdytyy aina rikastaa. Liséksi saadaan virheellisid positiivisia tuloksia enemmén kuin ELISA:ssa.
(Dwivedi & Jaykus 2011).

Cho & Irudayaraj (2013) ovat osoittaneet L. monocytogenes -bakteerin havaitsemisen kontaminoidussa 2

% maidossa kdyttden magneettierottelua ja immunokromatografista lateraalivirtaustestid kohdespesifisten
monoklonaalisten vasta-aineiden avulla. Kahden tunnin testi havaitsi 10 pmy/ml ilman rikastusta. Shim
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ym. (2008) kehittivit sekd immunokromatografisen ettd ELISA-testin yhdessd IMS-erottelun kanssa L.
monocytogenes - ja Listeria-bakteerien havaitsemiseksi kvalitatiivisesti. Testejd kdytettiin yli sadalle ai-
dosti pilaantuneelle lihaniytteelle, ja kromatografisella testilld voitiin havaita 10> pmy/10 g 15 tunnissa,
josta rikastuksen osuus kesti 14 tuntia.

ELISA- entsyymi-immunologinen maaritys

ELISA-menetelméssi yhdistyvit immunologinen ja entsymaattinen maéritys. Menetelmén 1dhestymistapa
voi olla suora tai epdsuora médritys, kilpailutus- eli syrjaytymismenetelmd tai sandwich-menetelma.
Useimmissa elintarvikepatogeenien vaihtoehtoisissa madritysmenetelmissé kdytetddn sandwich-tyyppista
ELISA-teknologiaa, jossa kohdeantigeenin péétepistemittaus perustuu vérilliseen substraattiin. Suorassa
ELISA-menetelméssi tietyt sieppaajavasta-aineet sidotaan ensin esimerkiksi 96-kuoppalevyn pohjalle.
Seuraavaksi lisdtddn néyte, ja siind mahdollisesti olevat kohdeantigeenit sitoutuvat vasta-aineisiin, ja si-
toutumaton néyte (sitoutumattomat antigeenit) pestdin pois. Tdmaén jdlkeen lisdtdén detektoiva vasta-aine,
joka sitoutuu antigeeniin. Sitten lisitdén entsyymiin liitetty (entsyymilld leimattu) vasta-aine, jonka anne-
taan sitoutua detektoivaan vasta-aineeseen, ja sitoutumattomat vasta-aine-entsyymikompleksit pestdan
pois. Viimeiseksi lisdtddn substraatti, jonka entsyymi muuntaa mitattavaksi, vérilliseksi yhdisteeksi.

Portanti ym. (2011) validoivat L. monocytogenes -spesifisen ELISA-testin tutkimalla 190 luonnollisesti
ja 30 keinotekoisesti kontaminoitua ndytettd (lihatuotteita, mereneldvid ja meijerituotteita). Menetelma
sisélsi yhden ISO-standardin mukaisen rikastusvaiheen, ja tulokset olivat yhdenmukaiset vertailumene-
telmén kanssa. Testin suhteellinen toteamisraja vertailumenetelméén néhden oli 5-10 pmy/g keinotekoi-
sesti saastutetuissa néytteissa.

Immunofluor ometriatai fluor esoiva immunomaaritys, FIA

FIA-menetelmd on pdiperiaatteeltaan ELISA-menetelmin kaltainen, mutta paitepisteen havaitsemisessa
kaytetddn hyviksi herkkyyttd lisdava fluoresenssia. Kaupallisessa VIDAS®-menetelméssi vasta-aineet on
sidottu pipettiin (SPR, the Solid Phase Receptacle) ja testiliuskassa on tarvittavat analysointireagenssit
nédytteen laimennusta, puskurointia ja pesuja varten. Analysoinnin péitepisteessd mitataan fluoresenssin
emissio.

Muitakin erityyppisid fluoresenssia hyddyntévid testejd on kehitetty immunologisten testien herkkyyden
parantamiseksi. Wang ym. (2011) havaitsivat L. monocytogenes -bakteerin samanaikaisesti E. coli- ja
Salmonella  typhimurium -bakteereiden kanssa. He erottelivat mikrobit magneettipartikkelien avulla ja
kayttivét fluoresenssin tuottamiseen quantum dot -fluoroforeja. Menetelmén toimivuus testattiin 50 keino-
tekoisesti kontaminoidulla néytteelld (kananruhon huuhteluneste, naudan jauheliha, parsakaali, salaatti) ja
sen médritysrajaksi saatiin 20-50 pmy/ml. Analyysi kesti vain kaksi tuntia eiké siséltinyt rikastusta. Cho,
I. ym. (2014) kéyttivdat hieman herkempdd menetelmad, joka sisdlsi IMS-erottelun lisdksi fluoroforilla
leimatun vasta-aine-BSA-kompleksin. Télld havaittiin neljdssd tunnissa <5 pmy/ml maidosta, johon oli
lisdtty L. monocytogenes -bakteereja.

Bakteriofageihin pohjautuvia menetelmia

Bakteriofageihin perustuvia sovellutuksia elintarviketurvallisuuden ja -diagnostiikan yhteydessé ovat tar-
kastelleet mm. Lu ym. (2013), Singh ym. (2013) ja Smartt ym. (2012). Faagipohjaisen tunnistuksen etuja
ovat kohdespesifisyys, herkkyys, eldvien ja kuolleiden solujen erottaminen sekd ilmaisimen (faagin)
helppo lisddminen.

Aiemmin mainitusta kaupallisesta VIDAS®-menetelméstd on uusi versio VIDAS UP®, jossa kohteen
(Listeria spp. tai L. monocytogenes ) tunnistamiseksi vasta-aineiden sijasta kéytetddn kohdespesifisia re-
kombinantteja faagiproteiineja.

4.2.2 Molekulaariset menetelmat / Nukleiinihappojen monistusmenetelmia

Molekulaariset menetelmédt voivat perustua mm. DNA:n ja RNA:n monistamiseen tai hybridisaatioon.

Téassd yhteydessd késitellddn vain menetelmid, joissa nukleiinihappoja monistetaan perinteiselld PCR:114
tai sen uudemmilla sovelluksilla, koska suurin osa kaupallisista ja kirjallisuudessa julkaistuista moleku-
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laarisista menetelmistd L. monocytogenes -bakteerin havaitsemiseksi elintarvikendytteissd perustuu tdhin
teknologiaan.

Monistusmenetelmien herkkyytté lisétddn tavallisesti rikastamalla néyte. Useissa julkaisuissa on raportoi-
tu toteamisraja 1-5 pmy/25 g 20-30 h viljelyn jélkeen (taulukko 4). Lyhin rikastusaika (3—6 h) (Zeng ym.
2006) oli perinteisessd moni-PCR-analyysissé Listeria spp.- ja L. monocytogenes -bakteerien havaitsemi-
seksi keinotekoisesti kontaminoiduissa maitondytteissé ja maidon prosessointiympéristdstd (raakamaito,
viemdrivesi, sdiliOpinnat) eristetyissd, oletetuissa L. monocytogenes -isolaateissa. PCR- ja API-
menetelmit tunnistivat samat isolaatit. PCR:n LOD-arvo oli 1,4x10* pmy/ml suoritettuna suoraan konta-
minoidusta maidosta. Lyhyt rikastus (3—6 h) tuotti raja-arvon 1,45 pmy/ml.

PCR -menetelméa

PCR (polymerase chain reaction, polymeraasiketjureaktio) -menetelmaissa tiettyd alukkein rajattua DNA-
jaksoa monistetaan suuria médrid (Mullis ym. 1986). DNA:n kaksoisjuosteet irrotetaan toisistaan ja yksi-
juosteisia molekyyleji mallina kéyttden rinnalle valmistetaan uudet juosteet tietyilld ldmpdtila-
aikayhdistelmill4 ja entsyymeilld. Tutkittavan DNA:n méérd ndytteessd kasvaa eksponentiaalisesti monis-
tussyklien aikana. PCR-menetelmalld voidaan monistaa jopa vain yhden solun DNA miljoonakertaisesti
muutamassa tunnissa. Perinteinen kvalitatiivinen tai puolikvantitatiivinen PCR nojaa monistustuotteiden
padtepisteanalyysiin (elektroforeesi, fluoresenssi). Tavallisesti monistustuotteet havaitaan agaroosigee-
lielektroforeesilla ja vérjaykselld, jossa monistunut DNA saadaan nédkyviin fluoresoivina vyohykkeind.
Lopputuloksen varmistamiseksi vyohykkeiden sisdltimd DNA voidaan identifioida sekvensoimalla
DNA:n nukleiinihappojérjestys.

PCR-menetelméd on herkkd, mutta silld saadaan kvalitatiivinen tulos. Silld ei voida myo6skéén erotella elé-
vid ja kuolleita soluja, koska DNA siilyy pitkddn solun kuoleman jélkeen. Kuolleen solun DNA monistuu
PCR:ssd, miké johtaa vdiriin positiivisiin tuloksiin ja on siten PCR:44 rajoittava tekija. DNA:han sitoutu-
via vérejd, kuten etidiumbromidimonoatsidia (EMA) ja propidiummonoatsidia (PMA), on kuitenkin kéy-
tetty eldvien solujen erottamiseksi kuolleista (katsaus esimerkiksi Elizaquivel ym. 2013). Niitd on testattu
my0s L. monocytogenes -solujen kanssa (Rudi ym. 2005). Namai vérit ldpdisevét vain kuolleen solun so-
lukalvon. Ne toimivat interkalatoivina yhdisteind, jolloin ne asettuvat DNA:n kaksoisjuosteiden viliin
tiettyyn kohtaan sitoen ne kovalenttisesti toisiinsa. Koska juosteet eivit pysty irtautumaan toisistaan, ne
eivit mydskddn monistu PCR-syklissa.

Perinteisa PCR-menetelmia

Kirjallisuudesta 10ytyy runsaasti esimerkkeji PCR:n kéytostd L. monocytogenes -bakteerien havaitsemi-
seksi elintarvikendytteistd. Tdhédn katsaukseen on siséllytetty nopeimpia ja herkimpié menetelmié (tauluk-
ko 5). Rip ja Gouws (2009) havaitsivat perinteiselld PCR:1ld 8§ pmy/ml camembert-juusto- ja strutsinliha-
ndytteistd, joihin oli lisdtty L. monocytogenes -bakteeria ja rikastettu 22 tuntia. Kaupallista L. monocyto-
genes -kittid arvioidessaan Amagliani ym. (2007) havaitsivat 1 pmy/g keinotekoisesti saastutetuista por-
saan raakamakkara- ja mozzarellajuustondytteistd, joita oli rikastettu vuorokauden ajan.

Monianalyysi-PCR

Erilaiset PCR-jérjestelmdt mahdollistavat useiden kohdelajien havaitsemisen saman ajon aikana tai sa-
massa reaktiossa. Listeria spp. ja L. monocytogenes tunnistettiin kolmella alukeparilla samassa reaktiossa
(Zeng ym. 2006), ks. edelld luvun alussa. Germini ym. (2009) osoittivat L. monocytogenes -, Salmonella
spp.- ja E. coli -patogeenien havaitsemisen samassa PCR-reaktiossa nestemdisistd kananmunanéytteista.
Testilld voitiin havaita 10 solua/25 g, kun rikastusaika oli 15 tuntia. Chiang ym. (2012) puolestaan lisisi-
viat PCR:n herkkyyttd tuotteiden hybridisaation ja vérireaktion avulla osoittaecssaan useiden patogeenien,
mukaan lukien L. monocytogenes, havaitsemisen samanaikaisesti. Kun he testasivat keinotekoisesti kon-
taminoituja maito- ja kananlihanéytteitd, menetelmilld havaittiin 1 pmy/ml 8 tunnin rikastusvaiheen jél-
keen.

Useiden alukeparien samanaikainen kaytto saattaa kuitenkin vidhenti reaktion herkkyytti. Lisdksi eri pa-

togeenien rikastaminen samanaikaisesti voi olla haasteellista erilaisten kasvuolosuhdevaatimusten takia
(Wiedmann ym. 2014).
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Kvantitatiivinen reaaliaikainen PCR

Kvantitatiivisessa reaaliaikaisessa PCR:ssd (quantitative real-time PCR; qPCR tai RT-PCR) PCR-tuote
tunnistetaan fluoresoivalla leimatulla osalla. Se sitoutuu kohteeseen PCR:n aikana, ja tuloksena saadaan
automaattisesti luettava fluoresoiva signaali. Néin kohdespesifinen DNA rikastetaan ja havaitaan saman-
aikaisesti (Dwivedi & Jaykus 2011). Reaaliaikaisesta PCR:std on kehitetty monenlaisia versioita, jotka
perustuvat joko interkalatoivan virin (SYBR Green) tai erilaisten koettimien (TagMan, molekyylimaja-
kat, scorpion-alukkeet) kdyttoon reaktiossa. Kvantitatiivinen PCR on nopeampi kuin perinteinen PCR ja
sitd kdytetddn nykyddn yleisesti elintarvikepatogeenien havaitsemiseksi. Katsauksia aiheesta ovat laati-
neet mm. Cocolin ym. (2011) ja Postollec ym. (2011).

Rossmanith ym. (2006) yhdistivdt 24 tunnin rikastuksen RT-PCR -menetelmdin L. monocytogenes -
bakteerin havaitsemiseksi. Keinotekoisesti kontaminoidusta raakamaidosta havaittiin 7,5 pmy/25 ml ja
lohesta, pateesta ja juustosta 1-9 pmy/15 g. Menetelmaélla tutkittiin myos luonnollisesti kontaminoituneita
kala-, liha- seka lihatuote- ja maitotuotendytteits, jolloin standardiin ISO-menetelméén verrattuna mene-
telmén tarkkuus oli 96 %, spesifisyys 100 % ja herkkyys 76,9 %. Oravcova ym. (2007) kayttivat L. mo-
nocytogenes -bakteerin havaitsemiseksi ja kvantifioimiseksi 24+6 tunnin rikastusta ja RT-PCR:44 ja ar-
vioivat menetelméd [SO-standardiin ndhden 205 liha-, kala-, meijerituote- tai kasvisndytteelld (joista 144
oli kontaminoitunut luonnostaan ja 61 keinotekoisesti). Menetelmailld havaittiin 1 pmy/25 g, myds kol-
mesta keinotekoisesti kontaminoidusta niytteestd, jotka antoivat negatiivisen tuloksen ISO-menetelmalla.
Samoin O’Grady ym. (2009) kuvasivat rikastuksen (28 tuntia) ja RT-PCR:n yhdistelmén ja vertasivat sitd
ISO-standardiin tutkimalla L. monocytogenes -bakteeria erityyppisistd elintarvikendytteista tai prosessilai-
toksen ymparistondytteistd (yhteensd 175 kpl). Spesifisyys oli 99,44 %, herkkyys 96,15 % ja tarkkuus
99,03 % seka toteamisraja 1-5 pmy/25 g.

Aiemmin julkaistua RT-PCR -menetelméé (Rodriguez-Lazaro ym. 2004; Rodriguez-Lazaro ym. 2005) L.
monocytogenes -bakteerin osoittamiseksi on hiljattain arvioitu tai validoitu eri elintarvikematriiseissa.
Gianfranceschi ym. (2014) raportoivat menetelmén validointikokeista 11 eurooppalaisessa laboratoriossa,
kun néytematriisina oli keinotekoisesti kontaminoitu pehmeé juusto. Tulosten perusteella menetelmén
(ISO-standardin mukainen rikastus + DNA:n eristys + RT-PCR) suorituskyky oli huomattavasti parempi
kuin vertailumenetelmén, silld se antoi vihemmén vairid negatiivisia ja vadrid positiivisia tuloksia. To-
teamisraja oli 10 pmy/25 g 27 tunnin analyysissé, ja suhteellinen tarkkuus oli 82,75 %, suhteellinen spesi-
fisyys 96,70 % ja suhteellinen herkkyys 97,62 %. Tétd RT-PCR -menetelmié on kéytetty myds sianlihan,
siipikarjan lihan, valmissalaatin ja lampaanmaitojuustojen tutkimiseen (Rodriguez-Lazaro ym. 2014). Pa-
ras tulos saavutettiin, kun néyte oli laimennettu 1:10, rikastettu 24 tuntia ja DNA uutettu kaupallisen sili-
kapylvéddn avulla. Toteamisraja oli 2-4 pmy/25 g 27 tunnissa. Suorituskykya tutkittiin 200 aidolla nayt-
teelld, ja tulokset olivat samanlaisia kuin vertailumenetelmall&.

RT-PCR:d34 on hyddynnetty myds eldvien ja kuolleiden solujen erottamiseen. Esimerkiksi D’Urso ym.
(2009) yhdistivit suodatusesikasittelyn ja kvantitatiivisen RT-PCR:n ja havaitsivat 10 eldvéda L. monocy-
togenes -solua 10 g:ssa kontaminoitua jogurttia ilman naytteen rikastusta. Tulokset olivat yhdenmukaisia
standardin viljelymenetelméin kanssa. Ye ym. (2012) kéyttivit DNA:n sijasta RNA:ta ja kéénteiskopio-
entsyymid RT-PCR-reaktiossa elévien solujen osoittamiseksi. He havaitsivat 1 pmy/ml L. monocytogenes
-soluja keinotekoisesti kontaminoiduissa jaddytetyissd porsaanlihanéytteissd. Tassdkéddn tyOssd ndytteitd
ei rikastettu.

Naytteen esikésittelylld on merkitystd RT-PCR:n suorituskykyyn. Duodu ym. (2009) arvioivat suodatuk-
sen ja immunomagneettisen erottelun (IMS) yhdistimistda RT-PCR -menetelmédén L. monocytogenes -
bakteerin havaitsemiseksi. IMS vihensi huomattavasti PCR-inhibiittorien méaraé reaktiossa. Menetelmal-
14 tutkittiin tahallisesti saastutettuja lamminsavulohindytteitd, jolloin toteamisraja oli 20-40 pmy/g. Testi
kesti 3,5 tuntia eikd néytteitd rikastettu.

Monianalyysi-RT-PCR

Myos RT-PCR:d4 on hyddynnetty useiden kohdepatogeenien samanaikaiseen analyysiin. Omiccioli ym.
(2009) kuvasivat menetelmén, jolla osoitettiin samanaikaisesti L. monocytogenes, E. coli ja Salmonella.
Se koostui rikastuksesta (16—20 tuntia), DNA-eristyksestd ja RT-PCR:std joko eri véreilld leimattujen ko-
ettimien tai sulamiskdyrdanalyysin avulla. Kasvatusliemen valinnalla oli merkitysté, silld L. monocyto-
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genes kasvoi parhaiten nro 17 -elatusliemessd ilman L-dekstroosia. Kunkin lajin toteamisraja oli 1 pmy
125 ml:ssa kontaminoitua maitoa, joka oli jaettu viideksi 25 ml:n osanéytteeksi. Ruiz-Rueda ym. (2011)
kayttivit erillisid kasvatusalustoja L. monocytogenes - ja Salmonella spp. -bakteerien havaitsemiseksi RT-
PCR:1l4. Listeria-bakteeria tutkittiin meijerituotteista, kasviksista, kalasta ja lihasta seké sellaisenaan syo-
tavistd elintarvikkeista (54 aitoa néytettd). Menetelmdn LOD-arvo oli 5 pmy/25 g sekd herkkyys 94,1 %
ja tehokkuus (oikein mééritettyjen ndytteiden osuus) 94,4 % ISO-standardiin verrattuna. Analyysiaika oli
alle 30 tuntia. Koppel ym. (2013) kuvasivat yleiskasvatusalustan patogeenien L. monocytogenes-, Salmo-
nella- ja E. coli -bakteerien samanaikaista kasvatusta (18 tuntia) varten. Testiin sisdltyi myos kampylo-
bakteeri, joka kasvatettiin erikseen. RT-PCR sisélsi yhdeksdn kohdealukeparia sisdisine kontrolleineen.
Menetelmin toteamisraja oli 2 pmy/g, kun matriisina oli juusto ja jogurtti, ja sitd kéytettiin yli 200 elin-
tarvikendytteen (pasta, riisi, peruna, liha, kala, kasvikset, kastikkeet) testaamiseen. Tulokset olivat yh-
denmukaisia [SO-menetelmén kanssa.

| soter minen monistus

Perinteisten ja reaaliaikaisten PCR-menetelmien lisdksi on kuvattu monia muitakin nukleiinihappojen
monistusmenetelmid. Viime aikoina ovat yleistyneet erilaiset isotermiset monistustekniikat, erityisesti
silmukkavdélitteinen isoterminen monistus (loop mediated isothermal amplification, LAMP) (Notomi ym.
2000). Useimmat Listeria -bakteerille kehitetyt isotermiset monistustestit perustuvat tdhan tekniikkaan ja
niitd on saatavissa my0s kaupallisesti. Reaktio tapahtuu vakioldmpdtilassa ja sisdltdd useita alukepareja,
mikd parantaa spesifisyyttd. Erillisid laitteita ei tarvita, vaan reaktiot voidaan monistaa lampdhauteessa,
jopa kenttdolosuhteissa. Tuotteiden muodostuminen voidaan havaita suoraan vérireaktion, saostumisen tai
fluoresenssin avulla. Menetelma on erittdin nopea ja sietdd paremmin néytteen epdpuhtauksia kuin PCR
tai RT-PCR. Isotermisissd monistusreaktioissa ldhtomateriaalina voi kéyttdd myos RNA:ta. LAMP-
tekniikan kéyttoa elintarvikepatogeenien testaamisessa ovat tarkastelleet Niessen ym. (2013).

Wang ym. (2010) arvioivat kehittimaansa L. monocytogenes LAMP-testid 125 aidolla maitondytteella.
Toteamisraja oli 186 pmy /ml tai 8—10 solua reaktiossa ilman rikastusta. Menetelma antoi yhdenmukaiset
tulokset ISO-menetelmén kanssa, kun siithen sisdltyi kuuden tunnin rikastus, muutoin yksi positiivinen
ndyte (yhteensd 12) jdi havaitsematta. LAMP-menetelméd on myos kéytetty eldvien L. monocytogenes -
solujen havaitsemiseksi elintarvikendytteistd (kananliha porsaanliha, naudanjauheliha sekd maitojauhe),
joihin oli lisdtty kyseistd patogeenid (Wan ym. 2012). Néaytteet késiteltiin PMA:lla ennen DNA:n uuttoa
ja monistusta. Testin toteamisraja ilman rikastusta oli 3,1x10° pmy/g testatuissa matriiseissa ja 3,1x10°
puhdasviljelmissid. Cho A.R. ym. (2014) rikastivat maitondytteitd 12 tai 24 tuntia ennen LAMP-reaktiota
ja havaitsivat 2,22x10' pmy/ml ja 2,22 pmy/ml néytteisiin lisittyd L. monocytogenes -bakteeria. Ilman
rikastusta puhdasviljelman LOD oli 2,22 x10* pmy/ml, jolloin analyysi kesti 20 minuuttia. Yleisesti vai-
kuttaa, ettd kirjallisuuden LAMP-menetelmit eividt vield ylld herkkyydessi PCR- tai RT-PCR -
menetelmien tasolle, ainakaan ilman rikastusvaihetta. Tilanne mitd todenndkodisimmin muuttuu menetel-
mien kehittyessé. Erdiden kaupallisten kittien herkkyydeksi on ilmoitettu 1-5 pmy/néyte noin vuorokau-
den rikastuksen jélkeen.

4.2.3 Molekulaaristen, immunologisten ja perinteisten menetelmien vertailu

Perinteiset viljelymenetelmét, immunologiset ja molekulaariset (PCR- ja hybridisaatio) analysointimene-
telmit eroavat tietyssd méadrin taulukossa 3. lueteltujen tekijoiden suhteen. Yleensd néissd kaikissa mene-
telméatyypeissd kuitenkin vaaditaan esirikastus, rikastus tai molemmat ennen mittausta. Viralliset méaari-
tysmenetelmét nojaavat pitkélti perinteisiin mééritysmenetelmiin, jotka perustuvat mikrobien morfologi-
aan (muoto ja ulkon#kd) ja biokemiallisiin reaktioihin. Ne soveltuvat hyvin myos elintarvikenéytteiden
analysointiin, ovat herkkié ja tehokkuudeltaan luotettavia. Merkittdva rajoittava tekija on kuitenkin ana-
lyysin pitkd kesto (Jasson ym. 2010, Yeni ym. 2014). Immunologisten testien spesifisyydessé ja herkkyy-
desséd on parannettavaa molekyylimenetelmiin verrattuna, mutta niiden etuja ovat nopeus ja parempi mat-
riisista aiheutuvien hiirididen sieto (Yeni ym. 2014). Nukleiinihappopohjaiset menetelmit ovat puoles-
taan kaikkein spesifisimpid. Liséksi ne ovat nopeita ja mahdollistavat useiden kohteiden samanaikaisen
testauksen (Jasson ym. 2010). Vaikka niitd sanotaan kalliiksi, RT-PCR:n on laskettu olevan kustannuste-
hokkaampi kuin vertailumenetelmén, erityisesti kun kaikki analyysikustannukset otetaan huomioon (Rod-
riguez-Lavaro ym. 2014, De Medici ym. 2014).
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Taulukko 3. Molekulaaristen ja immunologisten tekniikoiden ominaisuuksia perinteisiin menetelmiin verrattuna (muo-

kattu lahteestd Jasson ym. 2010).

venssit

geenin sitoutuminen,
myds faagiligandit

Ominaisuus Molekulaariset Immunologiset tekniikat | Perinteiset
tekniikat menetelméat
Spesifisyyden perusta DNA- tai RNA- sek- Vasta-aineen ja anti- Fenotyyppiset

testit (morfologia,
biokemialliset re-
aktiot)

Herkkyys 1 genomi / PCR reak- |10*-10° pmy/ml 1 pmy/25 g
tio / 10°-10° pmy/ml
Mittaustulokseen kuluva aika 1-3 h* 10 min - 1 h* 3-7 paivaa

Elintarvikenaytteesta aiheutuvat |vaikuttavat eivat vaikuta eivat vaikuta
hairiotekijat
Monen parametrin samanaikai- | kylla ei
nen testaus

Automatisointimahdollisuus kylla kylla ei

Tyolays melko ty6las melko tyblas tosi tyblas
* rikastukseen kuluvaa aikaa ei ole huomioitu

4.2.4 Biosensori

Elintarviketuotteiden nopean ldpivirtauksen kannalta mikrobiologiset mittaukset pitdisi pystyd toteutta-
maan mahdollisimman nopeasti, mieluimmin reaaliaikaisesti tuotannon aikana. Biosensori voisi olla yksi
ratkaisu reaaliaikaiseen mittaukseen. Kirjallisuudesta 16ytyykin lukuisia tutkimuksia biosensorien kéytos-
td elintarvikepatogeenien, my0s L. monocytogenes -bakteerin, méarittdmisessd. Niissd on kehitetty pato-
geenien mittaamiseen ldhinna optisia, sdhkokemiallisia tai pietsosdhkoisid biosensoreita. Lisdksi biosen-
soripohjaisia menetelmié kisittelevien tutkimusten suhteellinen osuus on kasvamassa. Tuoreita katsauksia
elintarvikepatogeeneihin liittyen ovat laatineet esimerkiksi Velusamy ym. (2010) sekd Sharma ja Mutha-
rasan (2013a).

Madritelmdn mukaan biosensori on analyyttinen laite, joka muuntaa biologisen vasteen mitattavaksi sah-
koiseksi signaaliksi. Se koostuu kahdesta paddkomponentista: bioreseptorista tai biotunniste-elementisti ja
muuntimesta. Bioreseptori on molekyyli, joka tunnistaa kohde-analyytin biokemiallisella mekanismilla ja
vastaa sen sitoutumisesta sensoriin mittausta varten. Bioreseptori voi olla esimerkiksi vasta-
aine/antigeeni, yksijuosteinen DNA tai bakteriofaagit. Bioreseptori tai biotunniste-elementti mééria bio-
sensoriteknologian spesifisyyden. (Velusamy ym. 2010, Sharma & Mutharasan 2013a).

Muuntimen (transducer) tehtdvad on muuntaa tunnistus mitattavaksi sdhkdiseksi signaaliksi. Muunnin voi
olla optinen, elektrokemiallinen, l&mpokemiallinen, piezoséhkodinen, magneettinen, massaan perustuva tai
edelld mainittujen tekniikoiden yhdistelmi. Eniten kdytettyjd ovat optiset, elektrokemialliset ja piezoséh-
koiset laitteet. Optisista tekniikoista pintaplasmaresonanssia ja fluoresenssi ovat eniten kéytettyjd pato-
geenisten bakteerien maiérityksissd herkkyyden vuoksi (Velusamy ym. 2010, Sharma & Mutharasan
2013a).

Useimmat kirjallisuudessa esitetyt nopeat Listeria-biosensorit ovat vield demonstraatiovaiheessa, kuten
impedanssispektroskopiaan ja vasta-aineisiin perustuva sensori, jolle Radhakrishnan ym. (2013) laskivat
LOD-arvon 4 pmy L. monocytogenes/ml ilman rikastusta. Néytteend oli tomaattiuute, johon oli lisdtty pa-
togeenisoluja. Davis ym. (2013) yhdistivdt ELISA-mééritykseen kertakdyttoisid amperometrisid sensorei-
ta (seripainetut hiilielektrodiliuskat) ja osoittivat L. monocytogenes -bakteerin havaitsemisen (10* pmy/g)
saastutetuissa mustikoissa noin tunnissa. Sihkokemiallisen sensorin sijaan Sharma ja Mutharasan (2013b)
kayttivit massamuutoksia mittaavaa pietsosdhkoisti biosensoria ja vasta-aineita. Kun jérjestelmissé kay-
tettiin kolmea sitomisvasta-ainetta, silld havaittiin 10* solua/ml yhden tunnin analyysissa.

Kuituoptinen biosensori, jossa oli sieppausmolekyylind vasta-aine ja reportterimolekyylind lyhyt nukleo-
tidijakso, havaitsi 10 pmy/25 g L. monocytogenes -bakteeria sellaisenaan syGtivistd lihandytteisti (Ohk
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ym. 2010). Patogeenid oli lisdtty néytteisiin, joita oli rikastettu 18 tuntia. Kédytetyn kasvatusliemen tyyppi
vaikutti analyysin onnistumiseen.

Vaikka osa néisté biosensorimenetelmistd on hyvin nopeita, ne eivét ole niin herkkia kuin nukleiinihappo-
jen monistusmenetelmét. Menetelmié pitdisi my0s testata laajemmissa tutkimuksissa kiyttden vertailu-
kantoja ja erityyppisié elintarvikkeita.

Taulukko 4. Standardi- ja valittujen vaihtoehtoisten L. monocytogenes -bakteerin tunnistusmenetelmien havaitsemis-
rajoja.

Menetelméa Havaitsemisra-  Matriisi Rikastus Ko- Viite
ja konais-
aika
1ISO 11290 <1 pmy/25 g kaikki elintarvikkeet 24+48+24 4-7 vrk  1SO, 2004
/48 h
Immunotesteja
Immunokromatografia + 10° pmy/10 g liha (K/L) 14 h 15h Shim ym. 2008
IME
Lateraalivirtaus + IME 10% pmy/ml maito (K) Ei 2h Cho ja lrudayaraj
2013
ELISA 5-10 pmy/g liha, &yridiset, meijeri- 24 h Portanti ym. 2011
tuotteet (K/L)
IME-kerros-IT <5 pmy/ml maito (K) 2hRT 4h Cho I. ym. 2014
Kerros-IT + koetin 20-50 pmy/ml liha, salaatti (K) Ei 2h Wang ym. 2011
Nukleiinihappojen monistus
PCR 1 pmy/g makkara, juusto (K) 24 h 2 vrk Amagliani ym. 2006
8 pmy/ml juusto, liha (K) 5+17 h Rip ja Gouws 2009
Multiplex-PCR 1,45 pmy/ml maito, viemarivesi, 6 h (Ei) <30h Zeng ym. 2006
(1,4x10% pmy)  sailiépinnat (K/L)
10 pmy/25 g nestemainen kanan- 15 h Germini ym. 2009
muna (K)
PCR-+makroarray 1 pmy/mi maito, liha (K) 8h 18 h Chiang ym. 2012
Reaaliaikainen PCR 1pmy/i5¢g juusto, patee (K/L) 24 h Rossmanith ym.
(RT-PCR) 2006
2-4 pmy/25 g liha, meijerituotteet, 24 h 27h Rodriquez-Lazaro
kasvikset (K) ym. 2014
1 pmy/259g liha, kala, juusto, mei- 24+6 h 2 vrk Oravcova ym. 2007
jerituotteet (K/L)
1-5 pmy/25 g liha, kala, meijerituot- 24+4 h 2 vrk O’Grady ym. 2009
teet, jalkiruuat (K/L)
10 pmy/10 g jogurtti (K) Ei D’Urso ym. 2009
RT-PCR RNA:lle (kdan- 1 pmy/ml liha (K) Ei Ye ym. 2012
teistranskriptaasi)
IME+RT-PCR 10-40 pmy/g kala (K) Ei 35h Duodu ym. 2009
Multiplex-RT-PCR 1 pmy/5x25 ml  maito (K) 18+2 h 2 vrk Omiccioli ym. 2009
5 pmy/25 g meijerituotteet, kala, 24 h <2vrk Ruiz-Rueda ym.
kasvikset, liha (K/L) 2011
2 pmy/g juusto, jogurtti (K/L) 18 h 24 h Kdppel ym. 2013
Isoterminen 10° pmy/ml liha, maitojauhe (K) Ei 25h Wan ym. 2012
2 (22) pmy/ml maito (K) 24 h (12 h) Cho, A.R. ym. 2014
186 pmy/ml maito (K/L) Ei Wang D. ym. 2010
Biosensoreita
Amperometrinen 10% pmy/g mustikat (K) Ei Davis ym. 2013
Impedanssispektros- 4 pmy/ml tomaattiuute (K) Ei Radhakrishnan ym.
kopia 2013
Pietsosahkdinen 10*-10° maito (K) Ei 1h Sharma ja Muthara-
pmy/ml san, 2013
Kuituoptinen 10° pmy/25g  liha (K) 18 h 24 h Ohk ym. 2010

K = keinotekoisesti kontaminoitu, L = luonnollisesti kontaminoitunut, IME = immunomagneettinen erottelu
FIT = fluoresenssi-immunotesti, IT = immunotesti
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4.3 Kaupallisesti saatavilla olevia nopeita validoituja ja validoimatto-
mia tunnistusmenetelmia

Yhdysvaltalainen U.S. Department of Agriculture/The Food Safety and Inspection Service (USDA-FSIS)
julkaisee verkkosivuillaan pari kertaa vuodessa paivitettdvaad luetteloa kaupallisista elintarvikepatogeeni-
en testikiteistd, jotka jokin riippumaton validointiorganisaatio (AOAC, AFNOR, MicroVal tai NordVal)
on sertifioinut. Luettelo siséltdd yli 90 menetelméd Listeria- tai L. monocytogenes -bakteereille, mutta
sama kitti on usein sertifioitu useampaan kertaan, esimerkiksi eri matriiseille tai eri kdyttotarkoitukseen
(osoittaminen/tunnistus). Kaikkia luettelon kittejd ei ole saatavilla ollenkaan tai ei ole Suomessa. Taulu-
kossa 5. on kooste L. monocytogenes -bakteerin méérittdmiseen tarkoitetuista kiteistd, joiden valmistajilla
on edustus Suomessa tai Euroopassa. Kaupallisesti on saatavissa myos testikitteji, joilla ei ole (vield) vi-
rallista sertifikaattia. N&itd internet-haun perusteella 16ytyneitd tuotteita on lueteltu taulukossa 6. Osalla
testikiteistd on toimittaja Suomessa. Suurin osa nopeista kaupallisista menetelmistéd perustuu johonkin
nukleiinihappojen monistustekniikkaan, erityisesti reaaliaikaiseen PCR-monistukseen (RT-PCR).

USDA-FSIS -luettelon validoitujen menetelmien nopeimmat ilmoitetut analyysiajat ovat 20,5+2 h
ADIAFOOD Ligteria- ja L. monocytogenes -testeille (bioMérieux SA; ei ole saatavissa tdlld hetkelld) se-
kd 20+2 h GeneDisc Listeria monocytogenes -testille raakamaitondytteessd (Pall Corporation), jotka
kaikki perustuvat nukleiinihappojen monistukseen. Vidas LMX Listeria monocytogenes (bioMérieux SA)
on immunologinen testi, jolla tulos on saatavissa 24 tunnissa.

Taulukko 5. L. monocytogenes -bakteerin maarittdmiseen tarkoitettuja testikittej&, joiden valmistajilla on edustus
Suomessa tai Euroopassa.

L. monocytogenes viljely- L. monocytogenes immunologi- |L. monocytogenes molekulaariset menetelmét
menetelmat set menetelméat
Tuotteen  Valmista- Tuotteen nimi Valmista- Tuotteen nimi Valmista-
nimi ja/toimittaja jaltoimittaja ja/toimittaja
A.L. Agar Bio-Rad Labor- | TRANSIA® Plate BioControl | Assurance GDS™ for BioControl Sys-
atories/Bio-Rad | Listeria Systems/ Listeria monocytogenes tems/Euroopassa
monocytogenes Euroopassa
ALOA® bioMérieux/ VIDAS® Listeria bioMérieux/ |BAX® System PCR Assay  DuPont
Count bioMérieux DUO bioMérieux | for Listeria Qualicon/Thermo
monocytogenes 24E Fisher Scientific
CHRO- CHROMagar VIDAS® Listeria bioMérieux/ | BAX® System PCR Assay  DuPont
Magar™  /Labema monocytogenes Il bioMérieux | for Listeria monocytogenes  Qualicon/Thermo
Listeria Fisher Scientific
ChromID  bioMérieux/ VIDAS® Listeria bioMérieux/ | Foodproof® Listeria BIOTECON Diag-
Lmono bioMérieux monocytogenes bioMérieux | monocytogenes nostics/VWR
Xpress
Com- Solabia/ GeneDisc® Plate Pall GeneDisc
pass® Lis- Euroopassa Listeria monocytogenes Technologies/Colly
teria Agar Company
Listeria Oxoid/Thermo GeneDisc® Plate Pall GeneDisc
Precis™ Fisher Scientific Listeria DUO Technologies/Colly
Company
Micro- Microgen Biop- GeneQuence™ for Neogen Corporati-
gen™ Lis- roducts/Labema Listeria monocytogenes on/Labema
teria-1D
Micro-ID Remel/Thermo iQ-Check™ Listeria Bio-Rad Laborato-
Listeria Fisher Scientific monocytogenes ries/Bio-Rad
RAPID’L. Bio-Rad Labor- MicroSEQ Listeria Life Technolo-
mono atories/Bio-Rad monocytogenes gies/Thermo Fisher
Scientific
SureTect™ Thermo Scien-
Listeria monocytogenes tific/Thermo  Fisher
PCR Assay Scientific
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Taulukko 6. Kaupallisia validoimattomia L. monocytogenes -testeja.

Testi Valmistaja Testityyppi

SwabSURE Listeria P (my6s L. ivanovii)* Technical Service Con- Viljely+Véri
sultants Ltd

Listeria monocytogenes Rapid Test Creative Diagnos- Immunokromatografinen
tics/Immuno Diagnostic
Oy

Singlepath® L'mono** Merck Millipore Immunokromatografinen

BactoReal Listeria monocytogenes ingenetix GmbH RT-PCR

genesig Listeria monocytogenes Primerdesign/genesig RT-PCR

Listerfast Microbial SL RT-PCR

Listeria monocytogenes BioGX RT-PCR

Listeria monocytogenes with internal Control GEN-IAL GmbH RT-PCR (TagMan)

Listeria monocytogenes Real Time PCR Kit Liferiver/BioSB RT-PCR

Listeria monocytogenes PCR Detection Kit NORGEN Biotek PCR/RT-PCR
Corp./Miliot Science

Listeria monocytogenes PCR detection Kit Diatheva PCR

Listeria monocytogenes FLUO kit Diatheva RT-PCR

QuickBlue (RealQuick) Listeria monocytogenes Q-Bioanalytic GmbH PCR/ RT-PCR

SureFood® PATHOGEN Listeria monocytogenes | R-Biopharm AG RT-PCR

PLUS***

Loopamp Listeria monocytogenes Detection Kit Eiken Chemical CO. Ltd./ | LAMP, Reaaliaikainen
Mast Group Ltd.

TwistAmp® exo+ListeriaM TwistDx IAMP  (Rekombinaasi) Reaali-

aikainen
HybriScan Listeria monocytogenes Sigma Aldrich Kerroshybridisaatio

* Toimittaja Suomessa Labema
** Toimittaja Suomessa VWR
*** Toimittaja Suomessa Medigq Suomi
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5 Elintarviketeollisuuden kayttamia
tunnistusmenetelmia

Mikrobien vaihtoehtoisten tunnistusmenetelmien mééra kasvaa ja niitd on ollut jo kauan saatavilla kau-
pallisesti. Tutkittua tietoa ei kuitenkaan ole paljon siitd, mitd nopeita tunnistusmenetelmid on oikeasti
kaytossd elintarviketeollisuudessa. Tuorein tutkimus on suoritettu EU-projektissa MoniQA, Monitoring
and Quality Assurance in the Total Food Supply Chain, jossa kerittiin tietoa analyysimenetelmien, my0s
nopeiden menetelmien, kéytostd ja niiden tarpeesta tulevaisuudessa 11 EU:n jisenvaltiossa ja 6 ei-
jasenvaltiossa (Lebesi ym. 2010, Lebesi ym. 2011). Naytteisti tutkittiin tavallisimmin lopputuotteita (94
% vastaajista) ja raakamateriaaleista (90 %), ympéristondytteistd (69 %) ja vilituotteista (59 %) (Lebesi
ym. 2010). Tuotteittain suurimpia yritysryhmié olivat liha- ja kala-, juoma-, meijeri- sekd hedel-
méi/vihannesalan yritykset. Yhdeksdn prosenttia vastaajista suoritti analyysit pelkéstién yrityksen sisélla,
35 % kaytti vain ulkopuolisia laboratorioita, kun taas 56 % teetti testejd sekd yrityksen sisilld ettd ulko-
puolella. Mikrobiologisia kontaminantteja oli 90 % testatuista analyyteista.

Itse testejéd tekevistd vastanneista elintarvikeyrityksistd kaksi kolmasosaa kéytti nopeita, tavallisimmin
mikrobiologisia, menetelmii rutiininomaisesti. Kaytetyimmat pikatestit olivat E. coli (32 %), kokonais-
mikrobit (23 %) ja Salmonella (18 %). Nopeita Listeria-testeja kaytti noin 12 % vastaajista, ja 16 % il-
maisi tarvetta sellaisille (Lebesi ym. 2011). Yleisesti ei-validoitujen nopeiden mikrobiologisten testien
madrdksi mainittiin noin 160 ja validoitujen menetelmien méairdksi yli 50, kun elintarviketeollisuuden
kaytossa oli yli 40 pikamenetelmé&a.

Lahes kaikki vastaajat olivat kiinnostuneita kéytetyn testivalikoiman laajentamisesta ja nopeat mikrobio-
logiset testit nimettiin ensisijaiseksi tarpeeksi tulevaisuudessa. Nopeiden menetelmien kéyttéonoton nih-
tiin parantavan elintarviketurvallisuuden seurantaa (62 % vastaajista). Kaiken kaikkiaan uudet nopeat
menetelmit olivat jo laajalti elintarviketeollisuuden kéytdssa tai yritykset olivat valmiita ottamaan niitd
kéyttoon.

Suomessa on 34 hyviksyttyd viranomais- tai omavalvontalaboratoriota, joissa tehddén akkreditoitu-
ja/arvioituja Listeria spp. tai L. monocytogenes -analyysejd elintarvikendytteistd (www.evira.fi). Kaikissa
on kaytossd jokin vertailuviljelymenetelmé (ISO, NMKL), lisdksi yhdekséssd on kdytdssd immunologi-
nen maéritysmenetelmé (Vidas, MiniVidas) ja kolmessa PCR-menetelmi (BAX, méirittelemdton). Pel-
késtddn viljelymenetelméa kéyttad 23 laboratoriota.

Tietoa eri mikrobiologisten menetelmien kaytdstd elintarviketeollisuudessa voidaan saada myds konsult-
tiyritysten valmistamista markkinaraporteista. Raportit paljastavat samanlaisuuksia ja eroja maantieteelli-
sesti elintarviketurvallisuuden testauksessa. Kokonaistestimaarit ovat lisdéntyneet 15 vuodessa 128 %, ja
patogeenien testauksen suhteellinen osuus on kasvanut 13,7 %:sta 23,2 %:iin (Weschler 2013). Euroopas-
sa rutiinitestien (kokonaismikrobit, koliformit/E. coli, hiivat/homeet, stafylokokit, muut, ATP) osuus oli
81 % ja patogeenitestien osuus 19 % (Weschler 2013). Yleisimmét patogeenitestit olivat Listeria/L. mo-
nocytogenes, Salmonella ja E. coli.

Raakamateriaalindytteet muodostavat Euroopassa 16 % kaikista kerdtyistd elintarvikendytteistd, proses-
si/ympdristondytteet 26 % ja lopputuotteet 59 %, mutta globaalisti vaihtelu on suurta (Weschler 2013).
Tam4 heijastaa elintarviketurvallisuuden erilaisia trendeji ja késityksid. Myds kéytetyt tunnistusmenetel-
mit vaihtelevat maantieteellisesti. EU:ssa kdytetddn rutiinitestaukseen perinteisid testejd (63 %), USA:ssa
sen sijaan enimmaékseen helppokéyttdisid viljelytesteja (52 %). Myds patogeenitestauksessa Eurooppa no-
jaa perinteisiin tai helppokayttéisiin viljelytesteihin (61 %), kun USA:ssa kédytetddn vasta-aine- ja mole-
kyylipohjaisia menetelmié (yhteensé 94 %). (Weschler 2012).
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6 Tulevaisuuden nakymia

Olemassa olevia elintarvikepatogeenien tunnistusmenetelmid muokataan jatkuvasti paremmiksi ja uusia
tekniikoita kehitellddn. On esimerkiksi osoitettu, ettd Salmonella voidaan havaita tuoreen elintarvikkeen
pinnalta reaaliaikaisesti kdyttden magnetoelastista biosensoria (Chai ym. 2013). Sen biologisena tunnisti-
mena oli bakteerin virus, joka kiinnittyy vain kyseiseen lajiin. Systeemin havaitsemisraja oli pienempi
kuin 1,5x10° pmy/mm?®.

Alan kirjallisuudessa ndkyy my0s suuntaus useiden patogeenien havaitsemiseen samanaikaisesti yhden
testin aikana tai yhdessé testireaktiossa. Useissa tutkimuksissa L. monocytogenes pyritidén tunnistamaan
muiden elintarvikepatogeenien, erityisesti Salmonella- ja E. coli —bakteerien kanssa. Validoimattomat
vaihtoehtoiset menetelmit pohjautuvat enimmékseen nukleiinihappojen monistukseen, joten voisi odot-
taa, ettd myds validoitujen vaihtoehtoisten menetelmien luetteloa dominoivat ldhitulevaisuudessa nukle-
iinihappomenetelmét. Molekyylimenetelmistd erityisesti nukleiinihappojen isotermiseen monistukseen
pohjautuvien julkaisujen méaird on lisddntynyt (Niessen ym. 2013), myo6s L. monocytogenes -bakteerin
tunnistamiseksi, ja tdhén tekniikkaan perustuvia tunnistuskittejd on jo markkinoilla (taulukko 6).

Konsulttiyritys Strategic Consulting, Inc. (SCI) (2014) on ennustanut raporttiensa pohjalta tiettyja trende-
ja elintarviketurvallisuuden testauksessa. Ensinndkin testaus lisddntyy yleisen huolestuneisuuden, aktiivi-
sen median ja lisddntyvien sddnndsten takia, mutta nopeiden menetelmien kayttodnotto etenee eri tahtia
eri alueilla. Turvallisuustestaus on my®0s siirtymaissa yritysten ulkopuolisiin laboratorioihin, koska analyy-
sit talon sisélld edellyttévit kasvavia resursseja akkreditointien lisdksi. Uusien sddnndsten takia my0s ym-
péaristondytteiden testaus lisddntyy elintarviketeollisuudessa, etenkin patogeenien suhteen.
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7 Yhteenveto

L. monocytogenes -patogeenien havaitsemiseksi 16ytyy laaja valikoima erilaisia menetelmid. Seké vali-
doituja ettd muita kaupallisia menetelmid on markkinoilla useita kymmenid. Molekulaariset menetelmat
ovat nousseet suurimmaksi ryhmaéksi, joskin viljelyyn perustuvat menetelmét ovat edelleen merkittidvassa
asemassa. Alan kirjallisuudessa julkaistut menetelmét perustuvat useimmiten erilaisiin nukleiinihappojen
monistusmenetelmiin, ja erityisesti isotermistd monistusta hyddyntdvien menetelmien lukumééra on kas-
vussa. Yleisesti kdytetyt RT-PCR -pohjaiset menetelmit pystyvét haastamaan perinteiset viljelymenetel-
mit toteamisrajojen suhteen elintarvikendytteitd analysoitaessa. Rikastusajat lyhenevét tai rikastusta ei
edes sisdlly menetelmiin.

Vaihtoehtoisten menetelmien kéyttd elintarvikepatogeenien analysoinnissa vaihtelee maantieteellisesti.
USA:ssa suurin osa testeistd tehdddn jo nopeammilla molekulaarisilla ja immunologisilla testeilld. Tieto
Suomessa ja muualla Euroopassa kéytettidvistd menetelmisté sitd vastoin ei ole yksiselitteistd; toisen tut-
kimuksen mukaan analysointi perustuu perinteisiin viljelymenetelmiin, kun taas toisen mukaan nopeat
immunologiset ja molekulaariset menetelmét ovat valtaamassa alaa.
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