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Sivut

ESL-tuotteet ovat perinteiseen pastorointiin verrattuna pidemmén sdily-
vyysajan tuotteita. ESL-tuotteita saadaan aikaan muun muassa korkeapas-
toroinnilla ja niiden pidempéid sdilyvyysaikaa edesautetaan aseptisella
pakkauksella seka tiukoilla mikrobiologisen laadun kriteereilla.

Elintarvikkeiden mikrobiologista laatua tutkitaan usein perinteisin malja-
valumenetelmin, jotka vievit aikaa sekd hidastavat tuottajan varaston kier-
tonopeutta. ATP-luminometrimenetelméssd bioluminesenssia hyvéksi-
kéyttden saadaan aikaan mikrobien solunsisdisestd ATP:std johtuva valo-
reaktio, jonka ATP-luminometri havaitsee ja oikein validoituna ilmaisee
elintarvikkeen mikrobiologisen laadun tason.

Tamén opinndytetyon toimeksiantajana oli Valio Oy Turengin tehdas, ja
tyon tutkimukset suoritettiin Valio Oy Turengin laadunvalvontalaboratori-
ossa kesdlla 2016. Valio Turengin tehtaalla valmistetaan muun muassa
UHT- sekd ESL-meijerituotteita. Tehtaan laadunvalvontalaboratoriossa on
kaytossd ATP-kuoppalevyluminometri, jota kédytetddn UHT-tuotteiden
mikrobiologisessa laadunvarmistuksessa. Opinndytetyon tavoitteena oli
tutkia, voiko kdytossd olevaa ATP-kuoppalevyluminometrid kayttdd myds
ESL-tuotteiden mikrobiologiseen laadunvarmistukseen vertailemalla pe-
rinteisid maljatekniikoiden tuloksia luminometrin antamiin tuloksiin.

Tutkimuksissa maériteltiin ESL-tuotteiden soveltuvuuden kriteerit kdytos-
sd olevaa luminometria varten. Soveltuvien tuotteiden osalta todettiin in-
dikaattorimikrobitestissd luminometrin kykenevin erottamaan tuotteissa
mikrobiperdisid RLU-arvon kohoumia. Soveltuville tuotteille saatiin mié-
ritettyd my0s luminometrin antaman RLU-arvon normaali vaihteluvili.
Menetelmédd ei kuitenkaan onnistuttu ottamaan kdyttoon, silld luminomet-
rin ja referenssimenetelmén vélilld oli liian paljon ristiriitaisuuksia. Kehi-
tysehdotuksena péétettiin suurentaa otoskokoa sekd mahdollisesti muuttaa
referenssimenettelyja.
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ESL products (Extended Shelf Life products) have a longer shelf life
compared to traditionally pasteurized products. ESL products are pro-
duced by pasteurizing the product in higher temperatures, packaging them
in aseptic conditions and with high standards for microbial quality.

The microbial quality of foods is often assessed with traditional plate
count methods, which are time consuming and deter the product distribu-
tion process. The modern ATP bioluminescence method can be used to de-
tect the light caused by the enzyme reaction with intracellular microbial
ATP, the presence of which is an indicator of microbial contamination.

This Bachelor’s thesis was commissioned by Valio Oy Turenki plant. The
research was done in Valio Oy Turenki plant’s quality assessment labora-
tory in the summer 2016. The products produced by the plant include
UHT and ESL products. The laboratory has an ATP luminometric instru-
ment, which is already used for the microbial quality assessment of UHT
products. The aim of the thesis was to examine whether the instrument
could also be used for the microbial quality assessment of ESL products
by comparing the method with the results of the traditional plate count
method.

The research defined the criteria to be met by the ESL products for the
luminometric assessment in question. The results of the thesis showed that
the luminometer proved to be capable of detecting microbial contamina-
tion in the indicator microbe test of the selected products. The normal
range of RLU results was defined for the uncontaminated products. How-
ever, the luminometric method could not be validated successfully due to
the differences in the results between the luminometer and the traditional
plate count reference method. Further research is required with an in-
creased sample size and a possibly altered reference method.

ESL, ATP, luminometer, bioluminescence, quality control
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1

JOHDANTO

Nykyisin niin kuluttaja kuin viranomainenkin vaativat elintarvikkeilta laa-
tua ja turvallisuutta, joten teollisuudessakin pyritddn tdyttdmédidn nama
odotukset ja ennen kaikkea minimoimaan huonosta tai viallisesta tuottees-
ta aiheutuvat tappiot sekd nopeuttamaan tuotteidensa matkaa tuotannosta
kuluttajan poydélle. ATP-luminometritekniikka on kehittynyt viime vuo-
sina niin nopeasti, ettd ndilli menetelmilld on mahdollista saavuttaa tar-
kempi varmuus elintarvikkeiden kelpoisuudesta kuin perinteisilld mene-
telmilld ja jopa useita vuorokausia nopeammin kuin perinteisesti. Tama
nopeuttaa elintarvikkeita tuottavan yrityksen varastojen kiertonopeuksia,
vihentdd takaisinvetoja ja lisdd luotettavuutta laadunvalvonnassa; ndin
sddstetddn luontoa, silld nykyiset, perinteiset menetelmdt ovat hitaita,
usein epitarkkoja sekd aiheuttavat runsaasti muun muassa muovijatetta.

Nykyisin on kehitelty runsaasti erilaisille elintarvikkeille soveltuvia ATP-
luminesenssiin perustuvia laadunvarmistusmenetelmié, joiden kehittdjit ja
laitevalmistajat lupaavat paljon menetelmien toimivuudesta. Menetelmien
kayttoonottoa edeltdd kuitenkin yleensi pitkd ja monivaiheinen validointi-
prosessi, jolla kyetddn varmistamaan menetelmien sopivuus halutuille
tuotteille sekd mairittimadn rajat ja rajoitukset kéytettaville laadunvarmis-
tusmenetelmille. Validoinnit ovatkin tdysin tuotekohtaisia, joten toimivan
laadunvarmistuksen ehtona on tarkkuus, kérsivéllisyys sekd maiérdtietoi-
suus.

Opinndytetyossd perehdytdén ESL-tekniikkaan, ESL-tuotteiden ominai-
suuksiin seka tarkastellaan lainsddadénnon mairityksié ja sen asettamia ra-
joituksia tuotteille. Liséksi tydssd perehdytddn ATP-bioluminesenssiin
kemiallisena ilmiona, ATP-luminometreihin seka vertaillaan luminometri-
sid laitteita perinteisiin mikrobiologisiin laadunvarmistusmenetelmiin.
Kokeellisen osion tutkimustavoitteena oli ATP-luminometrisen laadun-
varmistusmenetelmén soveltuvuuden arviointi sekéd kdyttoonoton selvitys
Valio Turengin tehtaalla valmistettaville ESL-tuotteille. Tutkimukset teh-
tiin Valio Turengin laboratoriossa kesélla 2016.
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2 ESL-TUOTTEET

ESL on lyhenne, joka tulee englannin kielen sanoista extended shelf time.
Kirjaimellisesti tdimi tarkoittaa pidennetty sdilyvyysaika”, mikd onkin
tamén kasittelymenetelmén paitavoite. (Maito ja Terveys 2016; Valio
2015; Rysstad & Kolstad 2006.)

ESL-maitotuotteita on ollut markkinoilla maailmalla (mm. Yhdysvallat
sekd Kanada) jo 1960-luvun alkupuolelta, jolloin menetelmalld valmistet-
tiin pienempivolyymisid tuotteita, kuten vispikermaa ja kahvikermaa, nii-
den sdilyvyyden pidentdmiseksi sekd kaupassa ettd kotona (Rysstad &
Kolstad 2006). Suomessa vield vuonna 2011 Valion internet-sivuilla kir-
joitetun esittelyartikkelin mukaan ESL-tekniikkaa pidettiin verrattain uu-
tena kisittelymenetelméind (Valio 2011). Tdstd on osoituksena myos se,
etteivit ESL-tuotteet ole eurooppalaisissa ruokakaupoissa vield kovin ylei-
sid ja havidvat tuotantomddrissd pastoroiduille sekd UHT-kisitellyille
(engl. wultra-high temperature processing, iskukuumennus) tuotteille
(Rysstad & Kolstad 2006).

Yleisesti ESL-tuote méairitellddn maailmalla tuotteeksi, jonka séilyvyysai-
ka on pidempi kuin pastéroidun tuotteen, mutta sille ei ole tehty UHT-
kasittelyd (Koutchma & Barnes 2013; Rysstad & Kolstad 2006). Pastoroi-
tu maito sdilyy valolta ja hajuilta suojattuna +2...+8 °C:ssa vihintddn 6
vuorokautta pakkauspdiviastd (Milk Works n.d.a). Niin ollen ESL-
tuotteeksi voidaan luokitella maitotuotteet, joiden sdilyvyysaika on tétd
pidempi, silld laki ei mirittele ESL-menetelmille lainsédddéntovaatimuk-
sia, kuten pastoroinnille (Milk Works n.d.b). Rysstadin ja Kolstadin artik-
kelissa vuodelta 2006 ESL-tuotteet on madritelty suomennettuna sanoin:
”ESL-tuotteita ovat tuotteet, jotka on ldmpdkdsitelty mikrobipitoisuuden
alentamiseksi pastorointia tehokkaammin, pakattu ddarimmdisen hygienian
vallitessa ja joiden sdilyvyysaika jddhdytettynd on huomattavasti pastoroi-
tua tuotetta pidempi.” Esimerkiksi joidenkin Valion tuotevalikoimaan
kuuluvien ESL-tuotteiden séilyvyysaika on jopa 90 vuorokautta pakkaa-
misesta jadhdytettyna.

2.1 Lampokasittely

Kuten kaikilla maitotuotteilla yleensikin, myds ESL-tuotteiden valmistuk-
sessa tuotteiden ldmpdokasittely ja sen seuranta ovat ddrimmdiisen tédrkeitd
parametreja. Ldmpokasittelylld on suuri merkitys pilaajamikrobien mééran
vihentdmisessd sekd varsinkin patogeenimikrobien hédvittaimisessd, miké
parantaa ndin tuotteen turvallisuutta sekd pidentdd sdilyvyysaikaa.
(Buckenbhiiskes 2014.)

2.1.1 Lampokasittelyn madritelma lainsdddannossa

Pohjois-Amerikassa maitotuotteet luokitellaan pastoroituihin, ultrapasto-
roituithin (UHT) ja steriloituihin (Rysstad & Kolstad 2006). Euroopassa,
mukaan lukien Suomessa, lainsddddntd jaottelee maidot vain kahteen
luokkaan: pastoroituihin ja iskukuumennettuihin (UHT) (Buckenhiiskes
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2014; Rysstad & Kolstad 2006; Euroopan komission asetus (EY)
2074/2005).

Euroopan komission asetuksen (EY) 2074/2005 mukaan pastoroitu tuote
saadaan aikaan késittelyll4, joka on
a) “lyhytkestoinen korkea lampétila (véhintdén +72 °C 15 sekunnin
ajan),
b) pitkdkestoinen matala ldmpétila (vahintddn +63 °C 30 sekunnin
ajan), tai
¢) jokin muu aika- ja lampoétilaolosuhteiden yhdistelma4, jolla saadaan
aikaa vastaava vaikutus.”

Vastaavasti asetus (EY) 2074/2005 madrittelee iskukuumennetun (UHT)
tuotteen sellaiseksi, joka on saanut késittelyn,

a) 7johon kuuluu jatkuva ldmpdvirta korkeassa ldmpotilassa lyhyen
ajan (vdhintddn 135 °C asianmukaiseen késittelyaikaan yhdistetty-
nd) siten, ettd késitellyssd tuotteessa ei ole eldvid pieneliditd tai
kasvukykyisid itiditd, kun se sdilytetdén aseptisissa suljetuissa sii-
116issé huoneenldmmossa; ja

b) joka on riittdvd sen varmistamiseksi, ettd tuotteet pysyvét mikro-
biologisesti stabiileina sen jilkeen, kun niitd on inkuboitu 15 pii-
vin ajan +30 °C:ssa suljetuissa sdilidissd tai 7 pdivdn ajan +55
°C:ssa suljetuissa sdilidissd, tai jonkin muun menetelmén jilkeen,
jolla osoitetaan, ettd tuotteille on tehty asianmukainen 1Ampdokasit-
tely.”

2.1.2  Lampokasittelyn vaikutukset

Lampokasittelyn, eritoten hallitsemattoman ldmpokasittelyn, seurauksena
maitotuotteessa saattaa ilmetd my0s ei-toivottuja muutoksia. Ndistd huo-
mattavimpia ovat ravintoarvojen huononeminen, ei-toivottu maun muutos
(esimerkiksi keitetyn maku), virimuutokset, viskositeettimuutokset seké
kermoutuminen. (Walstra, Wouters & Geurts 2006, 228.)

Pastorointi on maitoteollisuudessa yleisessd kdytdssd oleva, suhteellisen
lievd lampokasittely. Pastoroinnin tarkoituksena on tuhota tuotteesta pato-
geenit, eli terveydelle haitalliset mikrobit. Pastorointiprosessissa maito
kuumennetaan pastoorissd vahintdén +72 °C:een 15 sekunnin ajaksi, min-
ki jélkeen se jadhdytetddn nopeasti alle +6 °C (Arla 2016; Valio 2015).
Téllainen pastoroinnin ldmpdtilan nosto ei aitheuta maidon kemialliseen
koostumukseen, ravintoarvoon eikd makuun haitallisia muutoksia (Valio
2015).

Pastoroinnissa kaytettdva lampokasittelylampotila ei kuitenkaan riitd tu-
hoamaan kaikkia mikrobeja, minkd vuoksi my0s sen sidilyvyysaika on ra-
jallinen, eli melko lyhyt. Téstd syystd UHT- eli iskukuumennuskasittelylla
pyritddn hivittdmédn tuotteesta kaikki mahdollisen mikrobit, jolloin séily-
vyysaika pitenee huomattavasti. Tuote kuumennetaan véhintddn +135
°C:een 14 sekunniksi ja pakataan aseptisesti, jolloin tuote sdilyy huo-
neenldmmaossé jopa useita kuukausia. (Arla 2016; Valio 2015.)
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UHT-késittelyn kééntopuolena on tuotteen kemiallisen koostumuksen
mahdollinen muuttuminen korkean ldmpdtilan vuoksi, mikd saattaa hei-
kentdd esimerkiksi aistittua makua (keitetyn maku) (Buckenhiiskes 2014).
Téstd syystd ESL-tuotteisiin kéytetddn lampdkéasittelynd niin sanottua kor-
keapastorointimenetelmdd. Korkeapastorointi osuu ldmpotilansa puolesta
pastoroinnin ja UHT-késittelyn véliin. Korkeapastoroinnissa tuotetta kuu-
mennetaan +125...+135 °C:een 0,5-2 sekunnin ajan (Arla 2016; Valio
2015; Buckenhiiskes 2014). Kaytetyt 1ampotilat vaihtelevat myos sen mu-
kaan, kdytetddnko suoraa vai epédsuoraa lampokasittelyd (Rysstad & Kol-
stad 2006; Walstra ym. 2006, 430).

Suomen suurimpien maidontuottajien Arlan sekd Valion info-sivuilla kor-
keapastorointi on tulkittu termiksi “ESL-kisittely” (Arla 2016; Valio
2015), mutta ESL-tuotteiden valmistukseen liittyy paljon muutakin huo-
mioitavaa kuin vain ldmpokésittely, joka yksindén on riittdmiton takaa-
maan pidemman séilyvyyden tuotteelle (Buckenhiiskes 2014).

2.2 Pakkaus ja varastointi

Yksi tiarkeimmistd vaiheista ESL-tuotteiden valmistuksessa on tuotteen
pakkaus, silld riippumatta suoritetuista 1ampokasittelyistd, kontaminaatio
pakkauksen yhteydessé johtaa pilaantuneeseen lopputuotteeseen (Rysstad
& Kolstad 2006). ESL-tuotteiden pakkaukseen kéytetddn aseptisia tdytto-
koneita, joiden kéyttd varmistaa myds purkitetun tuotteen puhtauden.

Nykyédén kéytdssd olevia aseptisen tdyton metodeja ovat muun muassa
pakkausmateriaalin desinfiointi vetyperoksidilla (H202), UV-valolla tai
molemmilla (Tetra Pak 2016; Rysstad & Kolstad 2006). Kéytettdessd ma-
talakonsentraatiollista vetyperoksidia yhdessd UV-valon kanssa, niiden
yhteisvaikutus on hyvin tehokas desinfioija, eikd vetyperoksidia ndin pai-
dy lopputuotteeseen kuumuudella tehostetun haihtumisen vuoksi (Rysstad
& Kolstad 2006). Mikili pakkaus on esimerkiksi lampoherkkdd muovia,
eikd UV-valoa voida titen kdyttdd, on myds mahdollista kayttdd peretik-
kahappoa (C2H403) yhdessd vetyperoksidin kanssa, jolloin saavutetaan
samanlainen desinfiointiteho (Rysstad & Kolstad 2006). Paineilmallisissa
tayttokoneissa on my0s riskind, etti puhdistamaton ilma saattaa siséltda
kontaminaatioldhteitd. Néin ollen on varmistuttava, ettd pakkauskoneen
ottama ilma on steriilid, ja muun muassa koneen ottaman ilman HEPA-
suodatus laskee ilmaperdisen kontaminaation riskia. (Tetra Pak 2016.)

2.3 ESL-maitotuotteiden pilaajamikrobit ja kontaminaatioldhteet

ESL-tuotteet, kuten maito ja maitotuotteet yleensékin, ovat erinomainen
ravinnonlihde maidon pilaajamikrobeille, jotka ovat bakteereita, homeita
tai hiivoja. Toiset mikrobit eivit ole ihmiselle vaarallisia, mutta pilaavat
tuotteen kayttokelvottomaksi. Itse maitotuotteen pilaantumisen liséksi vaa-
rana on, ettd mikrobi on esimerkiksi myrkkyjé tuottava tai sairastumista
aitheuttava eli patogeeninen, mikili se kykenee kasvamaan maidossa.
(Walstra ym. 2006, 190.)
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Lampdokasittely on ensisijaisen tirked keino havittdd mahdolliset patogee-
niset mikrobit maitotuotteista ja taata turvallinen tuote kuluttajalle, ja sama
patee my0Os ESL-tuotteisiin. Korkeapastorointilampdétila (+125...+135 °C)
riittdd siihen, ettd suurin osa yleisistd patogeenisista mikrobeista, kuten
Mycobacterium tuberculosis, Coxiella burnetii, Staphylococcus aureus,
Salmonellat, Listeria monocytogenes ja Campylobacter jejuni tuhoutuu,
mutta itidt ovat silti vaarana. Néissd ldmpoétiloissa myds bakteerit, kuten
Bacillus cereus, jotka ovat myrkyllisid suurissa konsentraatioissa, tuhou-
tuvat. Jotkut mikrobien tuottamat myrkyt ovat lampokestadvampid kuin itse
mikrobi, esimerkiksi Staphylococcus spp., joten raaka-ainemaidon mikro-
bipitoisuutta on tarkkailtava myos ennen lampokésittelyd, silld mitd mitta-
vampi kontaminaatio on tapahtunut ennen lampdokésittelyd, sitd suurempi
on riski, ettd osa mikrobeista jdd eloon lampdkasittelyn jalkeen. (Walstra
ym. 2006, 202, 225.)

Suurin riskitekiji ESL-prosessin kontaminoitumisessa lampokasittelyn
epdonnistumisen ohella on jdlkikontaminoituminen. Valmiin tuotteen pak-
kauksen yhteydessd tapahtuva kontaminaatio on johtaa pilaantuneeseen ja
mahdollisesti vaaralliseen tuotteeseen riippumatta siitd, onnistuiko 1ampo-
késittely tai ei. Syitéd jdlkikontaminaatioon pakkauksen yhteydessd voivat
olla esimerkiksi

— pakkauskoneelle vievin putkiston peseytymittomyys

— puutteellinen koneenhoitajan hygienia

— pakkausmateriaalien asiaton sdilytys

— pakkauskoneen viat tai vuodot

— pakkauskoneen kdyttdmin paineilman epidpuhtaus

— viemdristd, lattialta yms. ilmaan ldhtevit aerosolit

— riittdméton vetyperoksidin konsentraatio tai UV-valon teho

pakkausmateriaalin viat tai vuodot.
(Walstra ym. 2006, 416.)

Kun tuote on pakattu, on tirkedd, ettd pakkaus jadhdytetddn varastointi-
lampdtilaan nopeasti, eikd ldmpdotila muutu endd merkittdvasti tuotteen
elinkaaren aikana. Ndin viltetddn pilaajamikrobien optimildmpdtilat ja
mahdollinen selviytyneen mikrobin herddminen ldmpokaisittelyn aiheutta-
masta shokista. (Rysstad & Kolstad 2006.)

Kirjallisuudessa mainitaan, ettd aseptisen pakkauksen yhteydesséd on erit-
tdin tirkedd ottaa tuotannon aikana mahdollisimman paljon néytteitd mik-
robiologisen laadun varmistamiseksi, erityisesti silloin, kun kontaminaa-
tioriski on suurin (esimerkiksi pakkausmateriaalin vaihto, koneen hiirioti-
lat jne.). Néitd ndytteitd tulisi inkuboida +30 °C:ssa riittdvén pitkdén, jotta
mahdolliset lampokasittelystd henkiin jddneet mikrobit ehtisivét heréti ja
monistua havaittaviin pitoisuuksiin, siltd varalta, ettd pakkaus niitd sisil-
tdd. Adrimmiiselld huolellisuudella taataan tuotteen turvallisuus kulutta-
jalle. (Walstra ym. 2006, 417.)
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2.4 ESL-maitotuotteita koskeva lainsdadanto

ESL-tuotteet ovat suhteellisen uusi tuoteryhmé markkinoilla. Siind missi
Pohjois-Amerikassa niitd on ollut saatavilla kaupassa jo 1960-luvulta asti,
Euroopassa tuotteita ei ole ollut saatavilla suurissa médrin. Euroopan
markkinoilla UHT-késitellyt maitotuotteet ovat pidennetyn sidilyvyysajan
maitotuotteista suosituimpia. (Rysstad & Kolstad 2006.)

Komission asetuksessa (EY) n:o0 2074/2005 ei mainita korkeapastorointia
tai ESL-tuotteita lainkaan, eivétkd tuotteet ominaisuuksiltaan sovi pitkén
sdilyvyysajan omaavaan UHT-tuotekategoriaan. Léhin kategoria korkea-
pastoroiduille tuotteille on pastéroinnin kohta c), eli tuote on saanut jon-
kun muun aika- ja ldmpdtilaolosuhteiden yhdistelmén, joilla taataan tuot-
teen mikrobiologinen puhtaus asianmukaisesti pakattuna, jadhdytettyni ja
varastoituna.

Maitotuotteilla on muiden elintarvikkeiden tapaan lainsdadéntdvaatimuk-
set, jotka koskevat niiden mikrobiologista laatua, miki takaa kuluttajille
turvallisen elintarvikkeen. Elintarvikkeissa ei komission asetuksen (EY)
n:o 2073/2005 mukaan saa olla mikrobeja tai niiden tuottamia myrkkyji
tai aineenvaihduntatuotteita sellaisissa pitoisuuksissa, ettd ne niistd olisi
vaaraa ihmisen terveydelle. Asetuksessa mainitaan, ettd elintarvikealan
toimijat péattavit itse osana HACCP-omavalvontasuunnitelmaansa tuot-
teidensa tarvitsemat ndytteenotto- ja testaustiheyden mikrobiologisille tes-
teille. Asetuksessa todetaan, etti eri kdytettdvat médritysmenetelméit anta-
vat erilaisia tuloksia, joten kaikilla mikrobiologisilla vaatimuksilla on tiet-
ty standardivertailumenetelma. Elintarvikkeen tuottajien ei kuitenkaan ole
valttdimétontd kayttdd asetuksessa madrittyjd vertailumenetelmis, vaan
menetelmien kédyttd on tuottajan harkinnan varaisena, kunhan se tuottaa
vastaavia tuloksia kuin vertailumenetelma.

Komission asetuksen (EY) n:0 2073/2005 mukaan pastdroidun maidon ja
muiden pastoroitujen nestemdisten maitotuotteiden enterobakteeripitoisuus
valmistusprosessin lopussa pitdd olla <1 pmy/ml.

Erillinen lausunto on annettu erityisesti Listeria monocytogenes -bakteerin
pitoisuudesta elintarvikkeissa. Sen mukaan kaikissa elintarvikkeissa pitoi-
suus pitdisi olla alle 100 pesdkettd muodostavaa yksikkod grammaa tai
millilitraa kohden (pmy/ml), eiké sitd saa esiintyd 25 grammassa lainkaan,
ennen kuin tuote on poistunut tuottajan valvonnasta. (Komission asetus
(EY) n:0 2073/2005.)

ESL-tuotteilla ei ole omaa kategoriaa lainsdddédnnossé, joten ESL-tuotteet
noudattavat pitkélti pastdroitujen tuotteiden vaatimuksia, eli tuotteista ei
tulisi 10ytya lainkaan Listeria monocytogenesid ja enterobakteerien pitoi-
suus tulee olla <1 pmy/ml. Liséksi elintarviketuottajan on valvottava, ettd
raaka-aineiden hankinta, kédsittely ja jalostaminen toteutuvat hygieniavaa-
timukset tayttden. (Komission asetus (EY) n:o 2073/2005). Néiden lisdksi
voidaan madrittdd tuotteesta esimerkiksi kokonaispesdkemadra per millilit-
ra, mikd antaa yleiskuvan voimakkaasti 1dmpodkésitellyn tuotteen laadusta
ja lampokdsittelyn onnistumisesta. Esimerkiksi UHT-tuotteet ovat voi-
makkaan ldmpokasittelynsd vuoksi kdytdnnossd steriilejd, jolloin niiden
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pmy/ml tulisi olla <1 pmy/ml. Samaa kéytdntod toteutetaan myos ESL-
tuotteille elintarviketuottajan omavalvontasuunnitelmassa sekd riskiana-
lyysissd (Valio 2016).

On myo6s huomioitavaa, ettd ESL-tuotteen ei tarvitse valttamattd olla kor-
keapastoroitu eivitkd lainsdddokset maédrittele nimenomaan ESL-
tuotteiden lampokésittelyd milldén tavalla, vaan termi liittyy yksinomaan
pidempididn sdilyvyysaikaan. Ndin ollen ESL-tuotteena voi myydd myos
tuotetta, joka on saanut UHT-lampdkasittelyn ja aseptisesti pakattu. Tuote
on télldin kiytdnndssd mikrobivapaa ja omaa selvisti pidemmain sdily-
vyysajan. (Walstra ym. 2006, 430.)

3 ATP-LUMINOMETRIT

Termi ATP-luminometri tulee sanoista ATP eli adenosiinitrifosfaatti, sekd
luminometri, joka tarkoittaa kdytdnndssd samaa kuin fotometri, eli suo-
meksi valonmittauslaite. ATP-luminometrien havaitsema valonldhde on
perdisin nimenomaan bioluminesenssi-ilmidsta.

ATP-luminometrit ovat alun perin 1950-luvun aikoihin NASAn (National
Aeronautics and Space Administration) kehittimi menetelmé avaruusalus-
ten puhtauden tarkkailuun, tarkoituksenaan myds Maan ulkopuolisen mik-
robiologisen elimédn havaitseminen (AIB International 2013; Valigra
2010). Avaruusaluksista ja avaruudesta menetelméé kehitettiin elintarvike-
teollisuuteen, missad enenevissd méérin kuluttaja sekéd valvontaviranomai-
set vaativat laatua ja elintarvikkeiden turvallisuutta, sekd elintarvikkeita
valmistavat tahot pidempéaé sdilyvyysaikaa (Griffiths 1993).

ATP-luminometrit ovat nykyéén jo laajalti yleistyneit laitteita, jotka téh-
tddvit muun muassa nestemadisten elintarvikkeiden, erilaisten pintojen, ku-
ten teollisuuslaitteiden ja tyotasojen, ilman ja veden mikrobiologiseen
puhtaustarkkailuun ja laadunvarmistukseen seké tuoteturvallisuuteen (AIB
International 2013; Shama & Malik 2013; Valigra 2010). Laitteita on pe-
rinteisistd injektoivista pdytdmalleista taskukokoisiin ja kannettaviin mal-
lethin, joissa ndytteen ottaminen tapahtuu pyyhkaisemalld tutkittavaa pin-
taa esimerkiksi pumpulipuikolla (Valigra 2010).

ATP-luminometrien toiminta perustuu biologiseen valoilmidon, jota kut-
sutaan termilld bioluminesenssi (AIB International 2013).

3.1 ATP-Bioluminesenssi

Bioluminesenssi on eldin-, kasvi-, sieni- ja mikrobimaailmassa usein tavat-
tu 1lmid, jossa kemiallisten reaktioiden kautta organismi kykenee muun-
tamaan energiaansa valoksi. ATP-luminometreissd toimintaperiaatteena
selviasti yleisin kéytetty kemiallinen reaktio perustuu alun perin kiiltoma-
doista eristettyyn entsyymiin, lusiferaasiin. Bioluminesenssireaktio tapah-
tuu useassa vaiheessa kuvan 1 (s. 8) mukaisesti. (Chollet & Ribault 2012.)
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D-luciferin + luciferase + ATP —% 5 Luciferil adenylate complex +PPi
Luciferil adenylate complex 2, Oxyluciferin + AMP+ CO2 + light

Kuva 1.  Lusiferiinin/lusiferaasin aiheuttamat ATP-bioluminesenssiin pohjautu-
vat kemialliset reaktiot. (Chollet & Ribault 2012)

Reaktio vaatii lusiferiinisubstraatin, happea, magnesium-kationin seki
ATP-molekyylin. Reaktioissa lusiferiini hapettuu lusiferaasin vaikutukses-
ta. Reaktion lopputuloksena on luminometrin toiminnan kannalta tarkeinté
valon syntyminen, minkd luminometri havaitsee. Valon voimakkuus on
suoraan verrannollinen reaktiossa kéytettdvissd olevan ATP:n méérdan.
(Chollet & Ribault 2012.) Luminometrin mittaama valon maéréd ilmoite-
taan yksikdssd RLU (relative light units, suom. suhteellinen valon mitta-
yksikkd) (AIB International 2013).

Reaktiossa pddosassa on ATP-molekyyli. Kaikki toistaiseksi tunnetut eli-
vit solut, niin eldinten, kasvien, bakteerien, hiivojen kuin homeidenkin, si-
saltaviat ATP:td, jota ne kdyttdvdt energianlihteenddn (AIB International
2013). Solunsisdinen ATP hajoaa nopeasti solun kuollessa (Bottari, Santa-
relli & Neviani 2015). Léhes kaikki elintarvikkeet kuitenkin sisdltdvit
ATP:td, joka ei ole perdisin mikrobeista, kuten esimerkiksi lihatuotteet,
joissa saattaa olla lihassolujen sisdltimadd ATP:td tai hedelmaélihaa sisdlta-
vit mehut. Tdmi johtaa sithen, ettd mikéli tuotetta, joka sisdltdd ei-
mikrobiperédistd ATP:td testataan luminometrilld, saadaan tuloksesta posi-
titvinen, mikd ei ndytteen mikrobiologisesta laadusta kerro mitédn, silld
tavallinen luminometri ei kykene erottamaan mikrobi-ATP:std perdisin
olevaa valoa muista ldhteistd (Dostalek & Branyik 2005.) Ennen ndytteen
mikrobiologisen laadun selvittimistd, on siitd poistettava ns. taustahdly-
ATP (background ATP), eli ei-mikrobiperdinen ATP, mitd varten on kehi-
tetty erilaisia liuottimia (Bottari ym. 2015). Taustahdly-ATP:n poisto on-
nistuu tdmén jélkeen esimerkiksi entsyymein, jolloin ei-solunsisdinen ATP
hajoaa kemiallisten reaktioiden seurauksena eikd aiheuta héirioité, jolloin
laite mittaa vain halutusta ATP:std johtuvan valon (Dostalek & Branyik
2005). Esimerkkini tdllaisesta teollisuudessa kéytetystd entsyymistd myy-
dididn nimikkeelld ATX lyophilized ATP depletion enzyme, joka on suo-
mennettuna “kylmékuivattu ATP:n loppuunkuluttajaentsyymi” (Celsis
2011). Mikali luminometristd laadunvarmistusta kiytetdin tuotteille, jotka
sisdltavit runsaasti ei-mikrobiperdistd ATP:td, kuten esimerkiksi hedelma-
lihaa sisdltdvat mehut, tulisi tuote esimerkiksi suodattaa tai sentrifugoida
taustahdly-ATP:n vdhentdmiseksi (Bottari ym. 2015).

Bakteereilla, hiivoilla ja homeilla, joita mikrobiologiset elintarvikkeiden
pilaajat yleisimmin ovat, omaavat kovan ja suojaavan solurakenteen, solu-
seindn. Taustahdly-ATP:n hajottua, on mikrobi-ATP:n havaitsemiseksi ha-
jotettava mikrobien solurakenteet, jotta solujen sisdinen ATP vapautuisi,
mikd onnistuu erilaisilla kemiallisilla liuottimilla tai mekaanisella solujen
rikkomisella. Liuottimien kdytdssd on kuitenkin véltettdvda kemikaaleja,
jotka kykenevét vahvistamaan valoreaktiota ja vairistdvit ndin mitattua
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RLU:ta. (Chollet & Ribault 2012.) On huomattava, ettd mikéli kontami-
noivat bakteerit ovat muodostaneet itiditd, on niitd luminometrilla erittdin
hankalaa havaita, silld itididen sisdltimid ATP:n mddrd jai usein erittdin
véhiiseksi. Mikéli testattavan tuotteen esi-inkubointi on lyhyt tai tapahtuu
vadrassd ldmpotilassa mikrobien kannalta, itiot eivat vélttdimatta ehdi hera-
td ja monistua ajoissa, eikd itioperdistd kontaminaatiota havaita. (Shama &
Malik 2013.)

Mikrobisolujen rikkoutuessa niiden sisdltimit ATP-molekyylit vapautu-
vat, jolloin ne paisevit reagoimaan liuokseen lisdtyn lusiferaasi-entsyymin
kanssa, mikd aiheuttaa luminometrien havaitseman valoreaktion (Celsis
2011). Luminometri havaitsee aallonpituudeltaan 550-570 nm valon, ja
muuntaa sen RLU-yksikkd0n sen intensiteetin perusteella, joka riippuu
kéytettdvissd olevan ATP:n méadréstd (Chollet & Ribault 2012).

3.2 Luminometrit vs. perinteiset pesdkeméairitysmenetelmait

ATP-bioluminesenssimenetelmén kehityksen alkuvaiheessa luminometrit
olivat isoja laitteita, joissa ndytteet piti esikdsitelld manuaalisesti ja lisdtd
reagenssit itse pipetoiden (Valigra 2010). Nykyédén luminometrit ovat ke-
hittyneet huomattavasti niin kokonsa puolesta kuin automaationkin: pdy-
tamallin luminometri annostelee usein tarvittavat reagenssit itse ohjel-
moidussa jirjestyksessd, sekoittaa tarvittavan ajan asianmukaisella nopeu-
della ja antaa tulokset RLU-muodossa suoraan nayttopéétteelle laitteiden
toimittajien kehittimaélld ohjelmistolla (Celsis 2015). Pienemmit, esimer-
kiksi taskukokoiset pintahygienialuminometrit, toimivat pumpulipuikko-
kapseleilla, jotka sisdltdvét kaikki tarpeelliset reagenssit, eivitkd vaadi sen
monimutkaisempaa asiantuntijakoulutusta. Pintahygienialuminometrit
myo0s antavat tulokset muutamassa minuutissa, verrattuna jopa useamman
vuorokauden odotukseen perinteisilld mikrobien kasvatusmenetelmilla.
(Hygiena 2016.)

Monet elintarvikkeet ovat herkki pilaantumaan tai niiden kontaminaatio-
vaara on suuri niiden tuotantoprosessin tai pakkauksen yhteydessi. Tuo-
tantoyrityksen asiakkailla on kuitenkin olettamus, ettd kaikki tuotantoerét
testataan kontaminaation varalta, ja tuote sdilyy ilmoitetun ajan, eiké ole
asiakkaan terveydelle vaarallinen, ennen kuin tuote siirtyy tehtaalta jake-
luun. Tuotantolaitoksella on oltava HACCP-omavalvontasuunnitelmat
(Hazard Analysis and Critical Control Points, vaarojen arviointi ja kriitti-
set hallintapisteet) kunnossa, mika takaa tuotteen lainsddddanndllisen mi-
nimilaadun, silld elintarvikkeilla on lainsddddnndssd maéritellyt mikrobio-
logiset rajat. Tdmé tarkoittaa, ettd eristd on otettava omavalvontasuunni-
telman mukaisesti sadanndllisin ajoin ndytteet, ja testattava ne kontaminant-
tien varalta. (Evira 2016.)

Perinteisiin mikrobiologisiin testausmenetelmiin elintarvikkeille kuuluu
muun muassa agarmaljamenetelmi, jossa esimerkiksi UHT-tuotteilla mia-
ratyn pituisen esi-inkuboinnin jdlkeen puhdasta tuotetta levitetdén eri valu-
tai levitystekniikoilla maljoille, ja maljoja inkuboidaan lampdkaapissa jo-
pa useamman vuorokauden ajan, minké jdlkeen lasketaan muodostuneet
pesdkkeet (pmy). Luminometrimenetelmilld tuote vaatii ainoastaan esi-
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|
inkuboinnin, minkd jidlkeen laite antaa oikein validoituna luotettavan ja
usein tarkemman tuloksen tuotteen mikrobiologisesta laadusta kuin mihin
perinteisilld tekniikoilla padstaéan. (Celsis 2015.)

Kuvassa 2 on erddn ATP-luminometrilaitevalmistajan realistinen esitys
luminometrimenetelmien nopeudesta verrattuna perinteisiin maljavalutek-
niikoihin. Talloin silld aikaa kun maljavaletut ndytteet inkuboituvat ja
mahdollisesti kasvavat, on luminometrid kdyttden tuote jo ldhtenyt eteen-
pdin jakeluun tai sijaitsee usein jo jakeluvarastolla. Kuvan 2 mukaisesti
luminometriset tuotteiden tutkimiset ovat myds melko nopeita, silli kerral-
la on mahdollista tutkia kymmenid, jopa satoja tuotteita luminometrimal-
lista riippuen.

Rapid Resultz
96 samples in
<30 minutes

Celsis . oc
et [ — i
Traditional
Microbiological Product Incubation
Methods

0 2 4 & 8 10 12

Kuva2.  Celsisin nikemys luminometrimééritykseen menevésti ajasta vs. pe-
rinteiset menetelmat. (Celsis 2015)

Spesifisten elintarvikkeiden luminometriselld testauksella on vaatimukse-
na, ettd luminometrin antamat tulokset validoidaan yksittdiselle tuotteelle
kéyttdmalla rinnakkaismenetelménd perinteistd agarmaljaa tai muuta toi-
mivaksi todettua referenssimenetelmdi, jolloin varmistutaan, ettd lu-
minometri soveltuu tuotteen testaukseen. Lisdksi on varmistuttava, ettid
tuote on fysikaalisilta ominaisuuksiltaan sopiva kéytettyyn luminometriin.
Tuotteen rakenteessa ei saa olla muun muassa isoja, valoa absorboivia par-
tikkeleja eikd tuote voi olla hyvin korkeaviskositeettinen, jolloin reagens-
sien sekoittumisessa tuotteen kanssa saattaa ilmetd ongelmia, eikd tuotteen
tarkka annostelu onnistu. Korkeaviskoosista tai vaimentavia partikkeleita
sisdltdvad tuotetta olisi myos mahdollista laimentaa HEPES-puskurilla
héiriéiden poistamiseksi. Tuotteen tulisi myos olla mikrobiologisesti hyvin
puhdas: esimerkiksi pelkdstddn pastoroitujen tuotteiden luminometrinen
testaus ei ndin ollen onnistu, silld pastdroinnissa ldmpokésittely on sen
verran heikko, ettd esi-inkuboinnin jialkeen mikrobiméérad (pmy/ml) on jo
erittdin korkea. Téstd syystdi muun muassa ESL- ja UHT-maitotuotteet
ovat ldmpokasittelynsé ja aseptisen pakkauksensa vuoksi sopivia. (Virta-
laine, haastattelu 29.3.2016.)
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4 LUMINOMETRISEN ATP-MENETELMAN SOVELTUVUUS ESL-
KASITELTYJEN MAITOTUOTTEIDEN LAADUNTARKKAILUUN

Tyon kokeellinen osuus suoritettiin Valion Turengin tehtaalla laboratori-
ossa, jossa kaikki tehtaan nykyiset tuotteiden kemialliset ja mikrobiologi-
set laadunvarmistukset suoritetaan.

Turengin tehdas valmistaa sekd UHT- ettd ESL-tuotteita. Suurin osa UHT-
tuotteiden mikrobiologisesta laadusta mitataan sddnnollisesti ATP-
luminometrilld. Laboratorion kéytdssd oleva ATP-luminometri oli merk-
kid Celsis CellScan Innovate.

4.1 Tutkimuksen tarkoitus

Tyo6n kokeellisen osuuden tarkoituksena oli
— ottaa selvdd, voiko ESL-tuotteiden mikrobiologista laatua mitata
kéytossd olevalla ATP-luminometrilld, ja mitkd tekijdt mahdolli-
sesti estidvit luminometrin kiyton
— mairittdd sopiva inkubointiaika tuotteille
— selvittdd mahdollisuuksia validoida luminometrinen menetelma
ESL-tuotteille.

Testattavien tuotteiden nimikkeet on toimeksiantajan pyynndstd muutettu
ja tuotteet numeroitiin sattumanvaraisessa jarjestyksessd (tuote 1, tuote 2,
jne.).

4.2 Nykyiset kdytannot ESL-tuotteilla

Valio Turengin laboratoriossa normaalit ESL-tuotteiden mikrobiologisen
laadun varmistusmenetelmaét ovat perinteisid maljamenetelmii. Valio Tu-
rengin ESL-tuotteiden laatusuunnitelmien mukaisesti pakkauksen yhtey-
dessd otetaan nidytteenottosuunnitelmaa seuraten tuotepurkkeja sdannolli-
sin véliajoin.

Pakkauksen alussa néytteitd otetaan lisdksi kahdeksan kappaletta perdk-
kéistd purkkia molemmilta linjoilta. Tdma takaa sen, ettd pakkauksessa
kéytetyn Tetra Pak® TT/3 XH -koneen kaikki pakkausten muotoilutuurnat
(kahdeksan kappaletta) tutkitaan tarkemmin mikrobiologisten kontaminaa-
tioiden varalta.

Pakkaustiloista tuodut ESL-tuotepurkit inkuboidaan huoneenldimmdssa
yhden vuorokauden ajan (24 tuntia), tai useamman, mikili ajankohta osuu
vitkonlopulle. Liséksi osa pakkauksista viedddn kylmidon ja tutkitaan era-
pdivdn umpeutuessa tuotteen sdilymisen laatu. Pakkaukset (kuva 3, s. 12)
avataan mahdollisimman aseptisesti, ja aloituspurkeista pipetoidaan sterii-
leilld pipetin kérjilld 1 ml tuotetta kahdelle petrimaljalle. Toiselle maljalle
kaadetaan maljavaluna kokonaispesdkemdiérdn tutkimiseksi mPCA:ta
(Milk Plate Count Agar, kasvatusalusta) ja toiselle enterobakteerien tutki-
miseksi VRBGA:ta (Violet Red Bile Glucose Agar, enterobakteerispesifi-
nen kasvatusalusta). Kokonaispesdkemaljoja inkuboidaan yhteensd viisi
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vuorokautta huoneenldimmdssa (+22 °C), mutta alustava tulos saadaan jo
kolmen vuorokauden kuluttua. Enterobakteereista saadaan tulos jo yhden
vuorokauden kuluttua +35 °C:ssa.

§

Kuva3.  Tetra Pak® TT/3 XH -pakkauskoneen muovaaman ja tiyttimén pak-
kauksen malli. (Tetra Pak 2016)

Muista kuin pakkauksen aloitusndytteistd tutkitaan mikrobinen laatu sil-
mukkaviljelylld. Jaetulle, esivaletulle petrimaljalle levitetddn pieni maira
tuotetta steriililla silmukalla, ja inkuboidaan viisi vuorokautta huoneen-
lammosséd. Tuloksena tdstd on joko positiivinen tai negatiivinen tulos, eli
nédyte on joko puhdas mikrobeista tai kontaminoitunut. Alustava tulos saa-
daan jo kolmen vuorokauden kuluttua. Kylmiossa séilytettdvien viimeisen
kayttopdivan tuotteista tarkastetaan silmukkaviljelylld mikrobiologinen ta-
so viimeisen kdyttopdivdn umpeutuessa samalla tavoin.

Valion asettamat mikrobiologisen kasvun rajat néille ESL-tuotteille ovat
adrimmaéisen tiukat. Sallitut rajat aloituspurkeille ovat kokonaispesike-
médrin osalta <1 pmy/ml (pesikkeen muodostava yksikkd yhtd millilitraa
kohden) ja enterobakteerien osalta samoin <I pmy/ml. Silmukkaviljelyissi
tuloksen on oltava negatiivinen. Muussa tapauksessa epdillyt kontaminoi-
tuneet pakkaukset poistetaan ajanjaksolta huuhteisiin ja tarkistetaan tehos-
tetusti ajallisesti seuraavat pakkaukset maljavaluna. Lukuun ottamatta sel-
visti pilaantuneita purkkeja, kaikki niytteet arvioidaan aistinvaraisesti (ha-
ju, maku, ulkondkd) ennen vapauttamista karanteenivarastosta. (Valio
2016.)

Valio Turengissa maljavaluin ja pintaviljelyin tehdyt ESL-tuotteiden mik-
robiologiset varmistukset vievdt yhteensd siis 1+5 vuorokautta (1 vrk esi-
inkubointi + 5 vrk maljojen inkubointi), ennen kuin lopulliset tulokset
tuotteiden laadusta saadaan. Téstd syystd luminometrinen laadunvarmistus
nopeuttaisi huomattavasti tuotteiden saantia jakeluvarastolle ja eteenpéin.

4.3 Celsis CellScan Innovate -luminometri

Valio Turengin laboratorion kdytdssd oleva ATP-luminometri oli Celsis
CellScan Innovate -kuoppalevyluminometri (kuva 4, s. 13). Laite koostui

12



Luminometrisen ATP-menetelmén soveltuvuus ESL-tuotteiden laaduntarkkailuun

|
itse luminometriyksikostd, reagenssien jidhdytysalustasta seki laitteeseen
kytketystd tietokoneesta (Windows 7 Enterprise Edition Service Pack 1,
64-bit).

Kuva4.  Celsis CellScan Innovate -kuoppalevyluminometri.

Laitteen kayttdjaltd vaadittava toiminta rajoittuu luminometrin virran kyt-
kentddn, reagenssien ennallistamiseen sekoittamalla kylmékuivattu rea-
genssi ja sen liuotin, reagenssien injektoriputkien pesujen alullepanoon
sekd nidytteiden pipetointiin luminometrin kuoppalevylle (kuva 5, s. 14).
Yhdelle kuoppalevylle mahtuu yhteensi 96 kappaletta naytteitd, kuhunkin
kuoppaan pipetoidaan 50 pl yhtd niytetti. Kuoppalevy asetetaan lu-
minometriin ja valitaan Innovaten omasta ohjelmasta kullekin kuopalle si-
sdltod vastaava menettelyprotokolla, jolloin laite suorittaa itse ohjel-
moidun mukaisen niytteiden kisittelyn.
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Kuva 5.  Luminometrin kuoppalevy.

Celsis CellScan Innovate -kuoppalevyluminometri kéyttdd kolmea eri rea-
genssia:

— ATX, lyophilized ATP depletion enzyme, jonka tehtdviana on kulut-
taa mahdollisen ei-mikrobiperdisen taustahdly-ATP:n loppuun.

— CellSolver, microbial extractant, jonka tehtdvind on hajottaa ndyt-
teissd mahdollisesti olevan kontaminanttimikrobit ja vapauttaa nii-
den solunsisdiset ATP-molekyylit. CellSolver-liuotin on valmista-
jan mukaan epispesifinen, ja liuottaa kaikki mahdolliset solut niyt-
teestd.

— Sensilux, lyphilized luciferase enzyme, joka on itse lusiferaasient-
syymisekoitus, jonka lisdyksen seurauksena aiheutuu ATP:sti joh-
tuva ja luminometrin havaitsema valoreaktio.

Luminometrin analyysiprosessi oli alun perin kalibroitu ja validoitu aino-
astaan tehtaalla tuotettavien UHT-tuotteiden mittaukseen. Luminometrin
laitetoimittajan ammattilaisarvion mukaan UHT-tuotteet eivit kuitenkaan
teoriassa poikkea merkittavasti tehtaalla valmistettavista ESL-tuotteista
rakenteensa eivdtkd mahdollisen mikrobisisédltonsd puolesta, joten lu-
minometrin kaytolle halutuille tuotteille ei olisi estettd. N&din ESL-
tuotteiden validoinnissa kéytettdisiin samoja analyysiparametrejd kuin
UHT-tuotteilla. Celsis CellScan Innovate -kuoppalevyluminometrin UHT-
tuotteille ohjelmoitu analyysiprosessi etenee seuraavassa jirjestyksessi:

1. Reagenssi 1:n (A7X; 60 pl) injektointi kuoppalevyyn ndytteiden
paille, minké jélkeen 600 sekunnin pituinen ravistelu neliomaiselld
liikkeelld keskivaiheen nopeudella.

2. Reagenssi 2:n (CellSolver; 60 pl) injektointi kuoppalevyn kuop-
piin, minka jdlkeen laite suorittaa taustan mittauksen, johon lumi-
nesenssin voimakkuutta verrataan.
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3. Reagenssi 3:n (Sensilux; 60 ul) injektointi kuoppalevyn kuoppiin
yksitellen, minka jdlkeen laite mittaa vilittdomaisti tapahtuvan valo-
reaktion voimakkuuden.

Laitetoimittajan mukaan 2. ja 3. vaiheen aikana reagenssien injektointino-
peus kuoppalevyyn on riittdvin voimakas siihen, ettd reagenssit ja kuoppa-
levyssd olevan néyteliuos sekoittuvat perusteellisesti, jolloin raviste-
lusekoitus ei ndiden vaiheiden vilissa ole tarpeellinen.

Kolmannen vaiheen edetessé, laite antaa ohjelmansa kautta nayttopaétteel-
le kutakin kuoppaa vastaavan RLU-arvon, jonka suuruus riippuu valoreak-
tion voimakkuudesta. Tuotteen fysikaalisista ominaisuuksista riippuen,
tuotteilla on oma tuotekohtainen RLU-vaihteluvili ja jokaisella tuotteella
on oma tyypillinen pohja-RLU-taso, joka voi vaihdella suurestikin tuot-
teesta riippuen. Tama vaihteluvéli tulisi maarittdd erikseen jokaiselle tuot-
teelle, jolloin kontaminoituineita néytteitd ovat yli ylarajan menevét. Alle
tuotteen tyypillisen pohja-RLU-tason menevit mittaukset olisi yleensd hy-
va suorittaa uudelleen luotettavan tuloksen takaamiseksi. Tyhjd kuoppa
antaa tyypillisesti arvoksi 1-5 RLU. Laitteen antaessa niytteelle RLU-
arvoksi 1 tai 0 RLU tai alle tuotteen tyypillisen pohja-RLU-tason, on tar-
kistettava, ettd taustamittaus on onnistunut. Ohjelma ilmoittaa tulostulos-
teessa BckgHigh, mikéli taustan mittaus epdonnistui. Samoin silloin, kun
RLU-taso ylittdd yldrajan, olisi hyvé suorittaa mittaus uudelleen, mikéli
tuote muuten vaikuttaa aistinvaraisesti virheettomaltd. Télloin eliminoi-
daan mahdolliset kontaminaatiot esimerkiksi pipetoinnin yhteydessd, mika
takaa luotettavan tuloksen, silld muun muassa kuoppalevyyn ilmasta las-
keutunut pdlyhiukkanen saattaa aiheuttaa RLU-lukeman kohoamisen.

Luminometrid kdyttdvad ohjelma muuttaa kaikki luminometrilld saadut tu-
lokset muotoon, josta ne pystytddn syottimddn tehtaalla kaytettdavain
MMC-jérjestelméddn. Tdmd mahdollistaa nopean poikkeamien tekemisen
ja jaljitettivyyden, sekd poistaa inhimillisistd ndppdilyvirheistd johtuvat
virheet tietojen manuaalisessa siirrossa.

5 TOTEUTUS

Koska selvitettiin, voidaanko menetelma validoida, halutut ESL-tuotteet
seulottiin niiden fysikaalisten ominaisuuksien perusteella. Tdmén jélkeen
tuotteille tehtiin ymppdystestit, joilla madritettiin luminometrisen mene-
telmén havaintorajat indikaattorimikrobilla. Viimeisend vaiheena tavoitel-
tiin jo validointia testaamalla, vastaavatko luminometrin antamat tulokset
maljaviljelyin saavutettuja tuloksia.

5.1 Tuotteiden soveltuvuus

Ennen koejérjestelyjen aloittamista mietittiin, ovatko kaikki tehtaalla val-
mistettavat ESL-tuotteet soveltuvia ATP-luminometritestaukseen laborato-
riossa kéytettidvissd olevalla luminometrilli. Luminometrin vaatimuksina
on, ettd
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— tuote ei sisélld i1soja, mahdollisesti valoa absorboivia tai héiritsevid
partikkeleita

— tuotteen viskositeetti mahdollistaa sen, ettd 50 pl niytettd kyetdan
pipetoimaan mahdollisimman tarkasti kuoppalevyyn ja viskositeet-
ti ei estd reagenssien sekoittumista

— tuote on kdytdnndssa steriili lampokasittelyn vuoksi.

Yksi tuotteista arvioitiin heti sopimattomaksi ATP-luminometrille, silld se
sisdlsi isoja, mahdollisesti hdiritsevid partikkeleita sekd sen silmdmaarii-
nen viskositeetti oli niin korkea, ettd hyvin pienien méérien tarkka pipe-
tointi arvioitiin liian hankalaksi. Luminometritestaukseen hyvéksyttiin yh-
teensd 7 erilaista tuotetta, jotka tdyttivat kaikki ylla esitetyt ehdot.

Tarkoituksena soveltuvuustestauksessa oli saada tieto, miten testattava,
tarkoituksella kontaminoitu tuote kiayttdytyy rinnakkain maljoilla ja lu-
minometrilld. Tavoitteena oli saastuttaa tutkittavat tuotteet tunnetulla indi-
kaattorimikrobimdérélld (pmy/ml), ja méadrittdd havaintoraja, jolloin lu-
minometrilld mitattuna RLU-arvot olivat juuri ja juuri kohonneet verrattu-
na puhtaisiin.

5.2 Kontaminaatiokanta

Kontaminaatiota varten valmistettiin mikrobeita sisédltdvd liuos, jonka
pmy-taso arvioitiin maljavalutekniikalla, silld laboratorion kaytdssé ei ol-
lut esimerkiksi kaupallisesti saatavia tarkasti tietyn pmy-tason sisdltdvia
kuivattuja pelletteji. Kontaminaatiokanta valmistettiin mikrobeista, joita
oli 16ytynyt tuotantoajosta poistetuista maitotuotepurkeista. Télld varmis-
tettiin, ettd kanta pystyi kasvamaan maitopohjaisessa alustassa. Vahintddn
kolmea eri tunnettua mikrobia (Enterobacter asburiae, Staphylococcus
aureus, Serratia liquefaciens, Valion T&K osaston maarittimid), seka se-
kakasvustoa mPCA-maljalta, siirrostettiin puhtaaseen maitopurkkiin.

Kontaminoitua maitopurkkia sekoiteltiin hyvin ja jétettiin huoneen lam-
poon vuorokaudeksi. Taémédn jilkeen maidosta tehtiin laimennossarja 0:sta
(laimentamaton) -7:d#n (107). Jokaista laimennossarjan laimennosta pipe-
toitiin kahdelle petrimaljalle, ja asetettiin 1dmpdkaappiin inkuboitumaan.
Toisen maljoista oli mddrd inkuboitua +22 °C:ssa ja toisen +30 °C:ssa
kolme vuorokautta. Lisdksi kontaminoitua maitoa kaadettiin pieniin, tila-
vuudeltaan 1,5 ml kyvetteihin my6hempaé kéyttod varten, ja laitettiin pa-
kastimeen.

Maljojen kasvu oli erittdin runsasta. Kaikilla maljoilla, lukuunottamatta
laimennosta -7, oli yli 300 pesdkettd ja maljat olivat kasvun peitossa. Mal-
jalta laimennosta -7 laskettiin yhteensd 106 pesikkeen muodostavaa yk-
sikkod, mikd vastaa laimentamattomassa kontaminoidussa maidossa
1 060 000 000 pmy/ml. Lukema tarkistettiin myds kolmesta pakastetusta
purkista, jotka laimennettiin samalla laimennossarjalla. Mikrobipitoisuus
oli 3-kertaisella varmistuksella pakastetussa ympissd noin 1 000 000 000
pmy/ml. Téstd oli tarkoitus siirrostaa testattaviin tuotepurkkeihin noin 10
pmy sisdltdvd kontaminaatioannos, minkd arveltiin vastaavan mahdollista
kontaminaatiota tuotannossa.
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5.3 Esikoe

Esikokeessa oli tarkoitus siirrostaa tuotepurkkeihin kolme eri pmy-méaéaria,
ja antaa purkkien inkuboitua rinnakkain sekd huoneenlammossa (+22 °C)
ettd laboratorion spesifisessd avaamattomien pakkausten inkubointihuo-
neessa (+30 °C), minka jidlkeen ndiden kahden eri lampdtilojen mikrobitu-
loksia vertailtiin maljavaluin ja luminometrilld. Purkkien oli mdird inku-
boitua yhteensd kolme vuorokautta, jolloin maljavalut sekd mittaukset lu-
minometrilld suoritettaisiin vuorokauden vélein eli kolme kertaa.

Esikokeeseen tuotteiksi valittiin tuotannosta siltd viikolta koostumuksel-
taan mahdollisimman erilaisia tuotteita, jotka saivat toimeksiantajan pyyn-
ndstd raportointia varten nimet tuote 1, tuote 3 ja tuote 6. Kustakin tuot-
teesta pyydettiin ndytteet pakkauskoneilta liitteen 1 mukaisesti (liitteestd 1
muunnettu tuotenumerot, -nimet ja pakkauspaivit). Tarkoituksena oli saa-
da 15 perdkkaistd purkkia linjastolta satunnaiselta ajankohdalta, jolloin ei
ollut esimerkiksi pakkauspaperin vaihtoa tai muuta hairitd, jolloin tuot-
teiden mahdollisilta kontaminaatioilta edelld olevista l4hteistd viltyttéisiin.
Mahdollisen mikrobiologisen toiminnan hidastamiseksi purkit tuotiin la-
boratorioon, jossa ne sijoitettiin kylmiéon (+6 °C).

Ennen kontaminointia tuotepurkit otettiin huoneenldmp6dn, jossa ne saivat
lammeté noin tunnin. Suunnitelmana oli siirrostaa purkkeihin 10 pmy, 20
pmy sekd 30 pmy valmistettua mikrobiymppid, jolloin olisi teoriassa mah-
dollista seurata, vaikuttaako kaksin- tai kolminkertainen ymppimiéra
RLU-arvoon lineaarisesti. Jokaista tuotetta oli 15 purkkia, joista pareittain
purkit merkittiin tussilla tunnistettavin merkinndin:

— 110.1 ja 110.2: siirrostettiin 10 pmy ja inkuboitiin +30 °C

— 120.1 ja120.2: siirrostettiin 20 pmy ja inkuboitiin +30 °C

— 130.1 ja130.2: siirrostettiin 30 pmy ja inkuboitiin +30 °C

— h10.1ja h10.2: siirrostettiin 10 pmy ja inkuboitiin +22 °C
— h20.1 ja h20.2: siirrostettiin 20 pmy ja inkuboitiin +22 °C
— h30.1 ja h30.2: siirrostettiin 30 pmy ja inkuboitiin +22 °C
— 10.1,10.2 10.3: puhtaita vertailupurkkeja, inkuboitiin +30 °C

Pakastettua mikrobiymppid tidytyi laimentaa runsaasti, jotta siiti saataisiin
10 pmy, 20 pmy ja 30 pmy:td vastaavat maarét purkkeihin. Laimennossar-
ja toteutettiin seuraavasti:

— sulatettua noin 1 000 000 000 pmy/ml mikrobiymppiéd pipetoitiin
steriililld pipetinkdrjelld 1 ml 99 ml:n laimennosvesipulloon ja se-
koitettiin hyvin, jolloin laimennosvesipullossa mikrobipitoisuus oli
noin 10 000 000 pmy/ml.

— saadusta laimennoksesta pipetoitiin 10 pl ymppid 99 ml:n laimen-
nosvesipulloon ja sekoitettiin erittdin hyvin, jolloin pullossa oleva
mikrobipitoisuus oli noin 1 000 pmy/ml.

— tistd laimennoksesta pipetoitiin 10 pl:lla merkittyihin purkkeihin
10 pl, 20 pl:lla merkittyihin purkkeihin 20 pl ja 30 pl:lla merkit-
tyihin purkkeihin 30 pl, jolloin lisétyt mikrobiméérit vastaisivat
teoreettisesti noin 10, 20 ja 30 pmy:ta.
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Kaikki purkit sekoitettiin kdéntdmalla suljettu purkki ylosalaisin viisi ker-
taa.

Pakastetun ympin mikrobipitoisuus varmistettiin myds viljelemalld lai-
mennetuinta ymppid 10 pl:n verran kahdella mPCA-maljavalulla (tulos 3

pmy + 1 pmy).

Inkubointihuoneeseen tarkoitetut purkit (i) vietiin inkubointihuoneeseen
(+30 °C) ja huoneenlammossd inkuboituvat purkit (h) vietiin varastoon,
jonka ldmpotilaa tarkkaillaan laboratorion henkilokunnan toimesta (+22
°C). Puhtaat vertailundytteet sijoitettiin inkubointihuoneeseen. Vield tissa
vaiheessa ei ollut tiedossa, miten puhtaat ESL-tuotteet kdyttdytyisivit in-
kubointihuoneessa, joten sekd puhtaisiin ja kontaminoituihin purkkeihin
varauduttiin asettamalla ne vuodon varalta valumisastioihin.

Vuorokauden kuluttua tutkittavat purkit olivat inkuboituneet tarpeeksi
kauan ensimmadisen vuorokauden mittausta varten. Purkkeja tarkasteltiin
ulkonddltd, jolloin inkubointihuoneessa olleet purkit olivat selvésti hieman
pullistuneet. Huoneenldmpdisessd varastossa olleet purkit eivit olleet ul-
kopuolelta muuttuneet. Jokaisesta purkista pipetoitiin 50 pl nédytettd lu-
minometrin kuoppalevyihin steriileilld pipetinkérjilld, ja samalla tehtiin
purkeista laimennossarja ja maljavalut. Laimennossarja tehtiin inkubointi-
huoneessa olleista ndytteistd -1...-5, ja huoneenlammaossé olleista niytteis-
td samoin 0...-5. Maljojen inkubointilimpdtila oli tdssd vaiheessa vield
maidrittelematon, joten paddyttiin valamaan jokaista laimennosta jokaisesta
purkista kahdesti, jolloin yksi malja menisi ldmpétilaltaan +22 °C 1amp0-
kaappiin, ja toinen ldmpdtilaltaan +30 °C lampdkaappiin.

Kuoppalevyyn annostellut ndytteet ajettiin luminometrill, jolloin tulos oli
liitteen 2 mukainen. Taulukossa on esitetty myds tuotteita vastaavat mal-
javiljelytulokset, joita kasvatettiin 3 vuorokautta.

5.4 Havaintorajan méairittiminen indikaattorimikrobilla

Varsinainen (onnistunut) havaintorajan méaérittdminen suoritettiin ensim-
méiistd mukaillen. Tarkoituksena oli edelleen kontaminoida néytepurkit
samalla mikrobiympilld, mutta esi-inkubointi tapahtuisi vain +30 °C:ssa ja
mittausvilejd lyhennettiin, jotta saataisiin tarkempi RLU:n kohoamisajan-
kohta selville. Mittausvélit olivat tunnin mittaisia. Mikrobiympin siirros-
tamisesta puhtaaseen purkkiin mitattiin néytteestd tunnin vélein lu-
minometrilld RLU-arvo ja samalla tehtiin maljavalu mPCA:lla vertailuksi.
Maljavaluihin tehtdviat laimennossarjat vaihtelivat ajan mukaan niin, ettd
aluksi maljalle laitettiin laimentamatonta néytettd ja ajan kuluessa laimen-
nettiin -1...-4, jotta maljauksen tarkkuus paranisi. Oletuksena oli, ettd kéy-
tetylld mikrobiympilld tapahtuisi ndkyvid muutoksia RLU-arvossa 12-24
tunnin vaiheilla tuotteesta riippuen, vihemmén viskoosisella tuotteella to-
dennékoisesti aiemmin kuin korkeaviskoosisella tuotteella.

Tuotepakkaajille 1dhetettiin samanlainen nédytteenottopyyntdé kuin ensim-
madiselld kerralla (liite 1). Tuotannosta ndytepurkit tuotiin laboratorioon,
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jossa ne laitettiin kylmioon +6 °C mikrobiologisten muutosten varalta.
Kokeessa kaytettiin yhteensd 4 purkkia per tuotenimike, jotka saivat tun-
nukset:

1. Puhdas A (pA)

2. Puhdas B (pB)

3. Kontaminoitu A (kA)

4. Kontaminoitu B (kB)

Tuotetestaus tehtiin kahtena eri kertana, ensin tuotteet 1-3, sitten tuotteet
4-7.

Naytepurkkien annettiin seistd huoneen ldmmdossd noin tunnin ennen ko-
keen aloittamista. Kontaminointiin kdytettyd mikrobiymppié laimennettiin
samalla tavalla kuin ensimmaiselld kerralla:

— sulatettua noin 1 000 000 000 pmy/ml mikrobiymppiéd pipetoitiin
steriililld pipetinkidrjelld 1 ml 99 ml:n laimennosvesipulloon ja se-
koitettiin hyvin, jolloin laimennosvesipullossa mikrobipitoisuus oli
noin 10 000 000 pmy/ml.

— saadusta laimennoksesta pipetoitiin 10 pl ymppid 99 ml:n laimen-
nosvesipulloon ja sekoitettiin erittdin hyvin, jolloin pullossa oleva
mikrobipitoisuus oli noin 1 000 pmy/ml.

— téstd laimennoksesta pipetoitiin 10 pl kontaminoituihin purkkeihin
eli purkkeihin, jotka oli merkitty kA sekd kB. Mikrobiannos vasta-
si laskennallisesti 10 pmy:td, mutta maljavaluin testattuna annos
vaihteli valilld 1-10 pmy.

Néytepurkit sekoitettiin sulkemalla korkki ja kdanteleméilld ne ylosalaisin
viisi kertaa yhdenmukaisesti. Purkeista, puhtaista ja kontaminoiduista,
otettiin sen jdlkeen heti 0 h ndytteet sekd luminometrille ettd maljoille.
Puhtaita purkkeja késitellessd pidettiin huolta, etteivit tuotteet kontami-
noidu kayttimélld steriileja pipetinkérkid, kertakédyttohanskoja, vetokaap-
pia seka yritettiin suorittaa pipetointi mahdollisimman nopeasti. Puhtaiden
purkkien maljavalut tehtiin laimennoksella 107!, jotta mahdollisten konta-
minaatioiden tapahduttua olisivat niidenkin tulokset luettavissa. Oletus oli,
ettd puhtaiden purkkien taso pysyy nollassa koko kokeen ajan. Lu-
minometrinen mittaus ja maljavalut toistettiin tunnin vélein. Néytepurk-
kien kasittelyiden vélissd niitd pidettiin inkubointihuoneessa +30 °C lam-
potilassa.

Maljavalujen maljoja inkuboitiin +30 °C ldmpokaapissa kolme vuorokaut-
ta, minka jdlkeen pmy-tulokset laskettiin manuaalisesti.

Tuotteiden 4—7 testaus suoritettiin tuotteiden 1-3 jilkeen. Téll6in oli huo-
mattu, ettd mikrobiologiset tasot nousevat erittdin vihdn ensimmaéisten 10
tunnin aikana. Téstd syystd ensimmadisten 10 tunnin aikana ei otettu luke-
mia. Tulokset on taulukoitu liitteessi 3.

Kokeiden paityttyd kontaminoiduista tuotteet arvioitiin aistinvaraisesti ha-

jun ja ulkondon suhteen ennen asianmukaista havittimisti. Tuotteista, tuo-
tetta 1 lukuun ottamatta, mitattiin myds pH.
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5.5

Validointikokeilu

Tuotteiden soveltuvuustestauksessa oli tarkoituksena ottaa selvdd, havait-
siko luminometri halutuilla tuotteilla verrattain pienid RLU-arvon ko-
houmia, jolloin my0s orastava kontaminaatiosta johtuva mikrobiméérin
kasvu paljastui. Validointikokeiluvaiheessa kaikki hyviksytyt tuotteet oli
tarkoitus mitata luminometrilld niin, ettd saataisiin varmuus luminometrin
antamien RLU-arvojen yhdenmukaisuudesta ja sdédnnollisyydestd kullakin
tuotteella. Validointikokeilun tuloksista olisi siten mahdollista paatelld,

— onko saman tuotteen eri pakkausten vilill4 suuria eroavaisuuksia

— onko saman tuotteen tuotantoerien vélilld suuria eroavaisuuksia

— normaalit puhtaan tuotteen RLU-arvon vaihteluvilit, eli yli- ja ala-
raja RLU:lle

— kuinka hyvin perinteisten maljavalujen tulokset vastaavat lu-
minometrin antamia tuloksia.

Tuotteita testattiin tehtaan tuotantosuunnitelmaa mukaillen, eli eri tuotan-
toerien vililld saattoi olla pitkidkin véleja.

Validointikokeilussa oli mukana seitsemén eri ESL-tuotetta. Validointi-
suunnitelma laadittiin niin, ettd yhtd tuotetta kohti oli méara suorittaa noin
100 toistoa. Tdmé tarkoitti kdytdnndssd noin sadan purkin ajamista lu-
minometrilld. Tdmin sadan toiston oli tarkoitus koostua vdhintdéin kolmes-
ta eri tuotantoerdsti, jotta erien véliset vaihtelut voitaisiin huomioida.

Inkubointi tapahtui avaamattomien tuotteiden inkubointihuoneessa +30
°C:n lampotilassa. Tuotteet aseteltiin valumisastioihin vuotojen varalta.
Tuotteiden inkubointiajaksi pédtettiin asettaa kolme vuorokautta, mukail-
len tehtaalla kéytettyjd kaytidnt6ja UHT-tuotteiden luminometriselle laa-
dunvarmistukselle. Tehtaalla UHT-tuotteiden kidytdntdjen mukaan inku-
bointiaika kuitenkin muuttui hieman sen mukaan, milloin tuotetta oli val-
mistettu. Maanantaina ja tiistaina valmistetut tuotteet luonnollisesti mitat-
tiin torstaina sekd perjantaina, mutta keskiviikkona pakattujen tuotteiden
kolmen vuorokauden mittaamisajankohta olisi osunut lauantaille. Tehtaal-
la tuotantoa on keskeytyvissd kolmivuorotydssa viitend vuorokautena vii-
kossa, jolloin lauantaisin ja sunnuntaisin ei kolmen vuorokauden inku-
bointeja pystytd mittaamaan. Néin ollen keskiviikkoisin ja torstaisin paka-
tut tuotteet mitattiin maanantaisin viiden sekd neljan vuorokauden ikdisi-
né.

Luminometrin antamia tuloksia verrattiin normikaytintdjen mukaan teh-
tyihin maljatuloksiin (sivu 11). ESL-tuotteiden kohdalla timé oli yhden
vuorokauden pituinen esi-inkubointi huoneenldmmdossi ja silmukkaviljely,
ja sitd seuraava viiden vuorokauden maljojen inkubointi +22 °C:ssa, sekd
laimentamattomasta tuotteesta tehdyt maljavalut aloituspurkkien kohdalla.
Maljatulos silmukkaviljelyin kasvatetuilla maljoilla ilmoitettiin joko posi-
titvisena (kasvua) tai negatiivisena (ei kasvua). Koska tuotepurkit tissé ka-
sittelyssd avattiin ja tuotetta tokittiin pipetilld, ei nditd samoja purkkeja
voinut kayttdd endd kolmen vuorokauden inkuboinnissa ja luminometri-
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sessd testauksessa kontaminaatioriskin vuoksi. Ongelma véistettiin kayt-
tamaélla linjastolta perdkkaisid rinnakkaispurkkeja.

Tuotepakkaajille ldhetettiin liitteen 4 (muokattu) mukainen nidytepyynto.
Kaikista luminometriseen testaukseen soveltuvista tuotteista tuli ottaa kak-
sinkertainen ndytemé&érd niistd ndytteistd, joista mikrobiologinen mééritys
tehdddn. Lisdndytteisiin tulostettiin identtinen viivakoodilla varustettu
ndytetarra kuin normaaleihin néytteisiin, mikd mahdollisti lisdnéytteiden
sekd normaalindytteiden tulosten nopean loytdmisen MMC-jérjestelmasta
ja kirjaamisen. Normaalindytteistd tehtiin normaalit nykykéytdntéjen mu-
kaiset mikrobiologiset testit, ja ndiden rinnakkaiset lisdnéytteet laitettiin
inkuboitumaan +30 °C:n ldmpdétilaan. Luminometrisid tuloksia verrattiin
ndin samalta ajalta otettuihin ja normaalimenetelmien mukaan késiteltyi-
hin rinnakkaisten purkkien tuloksiin. Tulokset on taulukoitu liitteessé 5.

Kaikista havaituista RLU:n kohoumista ilmoitettiin laboratoriovastaavalle,
joka paitti tarvittavat toimenpiteet.

6 TULOKSET JA TULOSTEN TARKASTELU

Téssd osiossa on esitetty kaikkien kokeiden tulokset seka tarkasteltu tulok-
sia tarkemmin johtopdatosten tekemistd varten.

6.1 Esikoe

Inkubointihuoneessa olleiden néytteiden sekd RLU- ettd pmy-tulokset oli-
vat niin korkeita, ettd koe oli pakko keskeyttdd jo yhden vuorokauden jil-
keen (liite 2). Kaikkien niiden maljojen pmy-tulokset olivat yli 3*10°
pmy/ml, mikd ylitti maljojen luettavuus- sekd luettavuusrajan. Myos lu-
minometrin antamat lukemat olivat liian korkeita, kun tavoitteena oli saa-
da lukema juuri ja juuri kohoamaan puhtaan niytteet tasosta. Huoneen-
lammossd inkuboituneiden néytteiden tulokset néyttivét realistisemmilta,
mutta tuotteen 6 sekd RLU- ettd maljatulokset eivdt kohonneet lainkaan,
minkd takia pditettiin odottaa tuotteen 6 kanssa vield yksi vuorokausi ja
testata luminometrilld, 1dhteek6 RLU-arvo kohoamaan vai epdonnistuiko
kontaminointi (liite 2 alhaalla).

Myo6s inkubointihuoneessa vuorokauden olleet ndytteet piditettiin jattda
vield toiseksi vuorokaudeksi inkuboitumaan, silld tuotteet olivat aistinva-
raisesti (ulkon@kd, haju) kunnossa. Purkit kuitenkin jatettiin varotoimenpi-
teend valumisastiothin. Tuloksena oli purkkien rdjahtdminen mikrobiolo-
gisen toiminnan seurauksena ja levidiminen valumisastiaansa. Rdjahtami-
sen syynd olivat todenndkdisesti mikrobiympissd olevien kaasunmuodos-
tajabakteerien rdjdhdysméinen kasvu sekd tiiviisti suljetut purkkien korkit.

Koejirjestelysté todettiin, ettei se ollut paras mahdollinen tapa tutkia kon-
taminaation etenemisté, silld kohonneet lukemat olivat liian korkeita odo-
tettuun verrattuna. Purkkeihin siirrostettava mikrobiympin pmy/ml ei
mydskédn ollut kovin tarkka, mistd osoituksena se, ettd eri méérien (10 pl,
20 pl ja 30 pl) siirrostuksella ei ollut havaittavissa mitddn vaikutusta ndy-
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tepurkkien RLU:n tai pmy:n vililld, vaan tulokset olivat pitkalti samaa ta-
soa jokaisessa purkissa.

Koejirjestelyn muuttamisen pohdinnan aikana kuitenkin todettiin, ettd mi-
kdli ATP-luminometrimenetelmi otetaan kdyttoon haluttujen tuotteiden
myyntiinhyviksynnéssd, tapahtuu niiden esi-inkubointi todennékdisesti
+30 °C:ssa, kuten laitetoimittajakin suositteli. Samoin referenssimaljava-
lujen maljojen inkubointi +30 °C:ssa olisi todennékoistd, silld ensimmaéi-
sessd kokeessa +22 °C:ssa inkuboituneiden ja +30 °C:ssa inkuboituneiden
maljojen pmy:ssi ei ollut havaittavissa selkeitd eroja, joiden mukaan vilje-
lylampdtilalla olisi merkitysta tdssé vaiheessa.

6.2 Havaintorajan miérittiminen indikaattorimikrobilla

Kaikkien tuotteiden tulokset havaintorajan maérittdmisessd indikaattori-
mikrobilla on esitetty liitteessa 3, jossa tuotteet 1—7 ovat taulukoitu nume-
rointinsa mukaan. Taulukoissa on esitetty sekd puhtaat ettd kontaminoidut
rinnakkaiset purkit ajan mukaan.

Taulukossa 1 on esitetty esimerkkini tuotteen 1 pmy- sekd RLU-tulokset
16 tunnilta, eli kunnes tuotteelle saatiin huomattava RLU-arvon nousu.

Taulukko 1 Tuotteen 1 pesdkemaidrit (pmy/ml) ja ATP-tulokset 16 h inkuboinnin (+ 30
°C) aikana kahdella rinnakkaisnéytteelld a ja b. Lyhenteet p a & p b tarkoitta-
vat puhtaita néytteité, k a & k b kontaminoituja.

tuote 1

aika pa pb ka kb

h [pmy/m| RLU |pmy/ml RLU [pmy/m| RLU |pmy/m| RLU
0 <1 13 <1 14 <1 15 <1 14
2 <10 14 <10 15 <10 13 <10 14
4 <10 15 <10 13 <10 15 <10 15
6 <10 14 <10 12 <10 12 <10 14
7
8
9

<10 13 <10 12 <10 14 <10 14
<10 10 <10 11 <10 10 <10 11

<10 11 <10 11 <10 7 <10 8
10 <10 10 <10 11| <100 11| <100 11
11 <10 11 <10 9 40 9 150 11
12 <10 8 <10 8 200 9] 1000 11
13 <10 9 <10 7| 1000 11| 10000 13
14 <10 7 <10 11| 9000 16| 16000 16
15 <10 8 <10 10| 30000 31| 36000 27
16 <10 8 <10 8| 164000 114) 484000 265

Tuotteen 1 tapauksessa puhtaat kontrollipurkit (p a & p b) ovat tarkoituk-
senmukaisesti pysyneet hyviné niin pmy/ml- ettd RLU-tulostensa puolesta,
eikd tuloksissa ole havaittavissa epdmaérdisid poikkeamia. Huomattavaa
on, ettd puhtaiden purkkien RLU-arvon kehitys ensimmaéisten mitatun 16
tunnin kohdalla on laskujohteinen, mikd saattaa johtua myds siitd, ettd
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purkit olivat jadkaappilampdtilassa ennen testien aloittamista. RLU-arvot
kuitenkin pysyvét melko tasaisina koko testin ajan ja vaihtelevat myos to-
denndkdisesti sen mukaan, miten tarkasti pipetointi kuoppalevyn kuop-
paan on onnistunut, silli kuoppalevyyn pipetoitaessa 50 pul verrattain vis-
koosia ndytettd, saattaa osa ndytteestd jadda pipetin kdrkeen kiinni.

Kontaminoitujen niytteiden pmy/ml-tulokset alkavat noin yhdentoista
tunnin kohdalla olemaan havaittavissa, mistd mikrobien méaara kasvaakin
eksponentiaalisesti aina kokeen lopettamiseen saakka. RLU-arvot kohoa-
vat ensimmadistd kertaa noin neljdntoista tunnin kohdalla, mutta toisaalta
16 RLU on vield ldhelld tuotteen normaalia RLU-arvon vaihteluvélid néi-
den tulosten perusteella. Tastd johtuen tima ei vield valttdmatta olisi indi-
kaattori pilaantuneesta tuotteesta. Tuotteella 1 selvd pilaantuneen tuotteen
raja rikkoutuu viidentoista tunnin kohdalla, jolloin p a & p b antavat tulok-
set 31 RLU sekd 27 RLU. Tadmé on huomattavasti korkeampi arvo kuin
mitd puhtaalle tuotteelle saadaan. Koe lopetettiin tunnilla 16, silld siitd
eteenpdin sekd pmy/ml- ettd RLU-arvot todennikdisesti kasvaisivat eks-
ponentiaalisesti, lopputuloksena esitestin kaltaiset rdjéhtivét ja luettavuus-
rajan ulkopuolelle menevit tulokset.

Tuotteille 2, 4, 5 ja 7 saatiin hyvin samanlaiset tulokset tuotteeseen 1 ver-
rattuna. Tuotteella 2 kontaminoitujen purkkien RLU:ssa on huomattavissa
samoin noin 15 tunnin kohdalla pieni kohoama, minkai jilkeen kuudentois-
ta tunnin kohdalla on lukema selvisti koholla.

Tuotteilla 4-7 rinnakkainen mittaaminen aloitettiin vasta kymmenen tun-
nin kuluttua kontaminoinnista. Tuotteella 4 RLU:n kohouma on havaitta-
vissa kuudentoista tunnin kohdalla, ja 17 tunnin kohdalla lukema on jo
selkedsti yli puhtaan tuotteen rajojen. Tuotteella 5 RLU on hieman koholla
23 tunnin jdlkeen, ja 26 tunnin kohdalla RLU-arvo on ldhtenyt jo voimak-
kaaseen kasvuun. Samoin on kdynyt tuotteen 7 kohdalla, jossa tosin jo 20
tunnin kohdalla k b -ndytteessd on havaittavissa nousujohteisuutta. Kaik-
kien ndiden tuotteiden kohdalla myds pmy/ml on selvésti nousussa, mutta
pmy/ml oli ajallisesti havaittavissa aiemmin maljalta kuin luminometrilld
kontaminoinnin jilkeen.

Tuotteella 3 kontaminoitujen nédytteiden pmy/ml sekd RLU kasvoivat ku-
ten tuotteella 1, mutta puhtaan purkin a (p a) kohdalla oli ilmeisesti tapah-
tunut jdlkikontaminaatio mitd todennékdisimmin pipetoinnin seurauksena.
Puhtaan purkin tulokset olivat kahdentoista tunnin kohdalla 130 pmy/ml ja
RLU-arvon selvd kohouma kuudentoista tunnin kohdalla (61 RLU).

Tuotteen 6 kohdalla puhtaat ndytteet olivat sdilyneet puhtaina ja kontami-
noidun purkin b pmy/ml- ettd RLU-tulokset olivat selvdssd kasvussa. Kon-
taminoidun purkin a tulokset eivit kuitenkaan koskaan ldhteneet nousuun,
miki saattoi johtua esimerkiksi kontaminaatioliuoksen pipetoinnin yhtey-
dessd, jolloin hdvidvén pieni midrd (10 pl) mikrobiymppii ei jostain syys-
td lahtenyt pipetin kérjesta.

Tuloksista kily myos ilmi, ettd eri tuotteilla on tdimén kokeen mukaan hy-
vinkin erilaiset rajat sille, milloin pmy/ml:n kohoama havaitaan RLU-
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arvon nousuna. Esimerkiksi tuotteella 1 luminometri havaitsee mikrobien
toiminnan silloin, kun niiden mééra on noin 30 000-36 000 pmy/ml. Tuot-
teella 2 tdmd lukema oli noin 26 000 pmy/ml ja tuotteella 3 noin 32 000
pmy/ml. Tuotteella 4 lukema oli noin 13 900 pmy/ml, tuotteella 5 noin 4
000 pmy/ml, tuotteella 6 noin 13 000 pmy/ml ja tuotteella 7 noin 6 000
pmy/ml. Erot saattoivat johtua muun muassa tuotteiden viskositeettien
eroista tai ominaisuuksista, kuten tuotteen véri.

Kontaminoiduista purkeista mitattiin pH ja tuotteet arvioitiin aistinvarai-
sesti hajun ja ulkondon osalta ennen hévittimistd kokeen jdlkeen. Tulokset
on taulukoitu taulukossa 2. Aistinvarainen arviointi on tehty asteikolla 1—
5, missd 5 on erinomainen ja 1 kelpaamaton/selkeésti pilaantunut. Aistin-
varaisen arvioinnin tarkoituksena oli pitkalti vain todeta, miten hyvin edel-
13 saadut tulokset ovat todennettavissa aistinvaraisesti. Aistinvaraisesti ja
pH:n puolesta jotkin néytteet (esimerkiksi tuote 3 ja 4) vaikuttivat moit-
teettomilta, mutta olivat tunnistettavissa pilaantuneiksi luminometrilla. Pi-
laantuneen tuotteen ominaisuudet riippuvat kuitenkin myds pilaajamikro-
bista.

Taulukko 2 Kontaminoitujen tuotteiden aistinvarainen arviointi ja pH luminometristen
mittausten paatteeksi.

ulkondké haju pH
tuote 1 a 5 1|ei mittausta
b 5 1|ei mittausta
tuote 2 a 3 5|"normaali"
b 3 5|"normaali"
tuote 3 a 4 5|"normaali"
b 4 5|"normaali"
tuote 4 a 5 4 6,65
b 5 4 6,60
tuote 5 a 5 2 6,49
b 5 2 6,50
tuote 6 a 5 5 6,15
b 5 3 6,07
tuote 7 a 5 1 6,12
b 5 1 6,10

6.3 Validointikokeilu

Liitteessd 5 on taulukoitu validointiosiossa saadut tulokset tuotteista 1-7.
Taulukoissa on esitetty tulokset niin, ettd ndytteet on numeroitu, niistd on
esitetty RLU tulokset ja niitd vastaavat maljatulokset (0/1), joita seuraa
huomiokenttd, johon on selvennetty lyhyesti punaisella merkityt poik-
keavuudet. Purkkien numeroinnit eivit merkitse ajallisesti mitddn, silld in-
kubointihuoneeseen tuodut ndytteet olivat usein hyvin sekaisin eivitka
ajallisessa jarjestyksessd, jolloin ne numeroitiin satunnaisessa jérjestykses-
sd. Eri tuotantoerit on erotettu toisistaan poikkiviivalla ndytteiden vélilla.
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6.3.1

Pilaantuneet néytteet

Kaikki punaisella merkityt ruudut olivat niin sanottuja aloituspurkkeja, eli
tarkempaan tarkasteluun joutuvia ndytteitd tuotannon aloitusvaiheesta, joi-
ta on aina joka erdn alussa kahdeksan kappaletta per linja. Vain niist
aloitusniytepurkeista 10ytyi pilaantuneita ndytteitd timin kokeen aikana,
ja ndma purkit ovatkin niitd todennékdisimpid kontaminoituneita purkkeja
normaalisti.

Riippuen tuotannon vaiheesta seki tuotteista, nimé purkit viljeltiin joko
maljavaluna pipetoiden 1 ml laimentamatonta niytettd tai silmukkaviljely-
nd, joista ensimmadisesta oli tulos yksikdssd pmy/ml ja jalkimmaéisestd joko
positiivinen tai negatiivinen (0/1).

Tuotteen 1 kohdalla oli eniten poikkeavuuksia. Naytteet #17 seké #20 oli-
vat saman erdn aloitusta. Luminometrilld havaittiin yksi poikkeavuus kah-
deksasta ndytepurkista, tuloksena 56 561 RLU, mikd on hyvin korkea ja
normaalitasosta poikkeava tulos. Télle vastaava maljatulos ylitti lasketta-
vissa olevan 300 pmy/ml:n rajan, jolloin tulokseksi Kkirjattiin >999
pmy/ml. Néytteen #20 maljatulos oli sama, mutta tésti aloituksesta ei lu-
minometrille todenndkdisesti sattuman vuoksi osunut kontaminoitua purk-
kia. On huomattava, ettd niin maljatuloksilla kuin luminometrillikin myds
pelkéstddn yksi positiivinen ndyte aiheuttaa tuotteiden havittimisen ajan-
jaksolta ja tehovalvonnan seuraavilta. Ndyte #24 oli maljattuna myds posi-
titvinen, mutta ajalta ei 16ytynyt luminometrilld pilaantuneita néytteita.
Uusi aloitus — ndyte on aloitusndytteen tapainen tarkempi niytteenotto, jo-
ka suoritetaan koneen pitkittyneen hiiridtilan tai pidempien taukojen jil-
keen. My0s niytteet #59 sekd #60 olivat aloitusndytteitd toisesta valmis-
tuserdstd. Niistd kahdeksasta ndytteestd yksi eli #60 oli luminometrille
otetuista purkeista pilaantunut, antaen tulokseksi 12 165 RLU. Samalta
ajalta maljaviljelyssd 10yty1 kaksi kontaminoitua purkkia, joiden tulokseksi
saatiin 16 pmy/ml sekd 41 pmy/ml.

Tuotteen 2 kohdalla pilaantuneet niytteet #23, #34 sekd #39 olivat kaikki
saman erdn aloituksia samalta ajalta, eli kolme kahdeksasta purkista olivat
pilaantuneita. Taltd ajalta ei kuitenkaan havaittu pilaantuneita néytteita pe-
rinteiselld maljavalulla. Pilaantuneiden purkkien méédrd samalta ajalta on
kuitenkin kohtalaisen suuri ollakseen sattumaa. Tuotteella 2 oli myds yksi
BckgHigh-tulos eli taustan RLU-arvon mittauksen epdonnistuminen néyt-
teelld #75, sekd yksi hieman kohonnut ndyte #101 ja yksi kohtuuttoman
pieni RLU-lukema #105. Ndista tehtiin uusintamittaukset, joiden tulokset
olivat normaalit.

Tuotteilla 3, 4 ja 5 ei 16ytynyt kokeen aikana yhtddn positiivista tulosta
maljoilta eikd luminometrilld. N&illd ei my0Oskddn ollut muita hdirioitd tai
uusintamittausten tarvetta, silld tulokset puhtaille tuotteille olivat melko
tasaisia.

Tuotteella 6 oli viimeisessd erdssd kaksi positiivista tulosta néytteille #80
sekd #86. Namd olivat samalta aloitusajalta perdkkaiset purkit (2/8 pilaan-
tuneita), mutta maljamenetelmailld ei aloituksesta havaittu yhtdén pilaantu-
nutta naytetta.

25



Luminometrisen ATP-menetelmén soveltuvuus ESL-tuotteiden laaduntarkkailuun

Tuotteen 7 osalta tutkimukset keskeytettiin varhaisessa vaiheessa, silld sitd
valmistettiin tuotantosuunnitelmien mukaan niin harvoin, ettd noin sadan
ndytteen saaminen olisi vienyt kohtuuttoman kauan aikaa. Téstd johtuen
tuotteesta 7 on tilastoitu vain yksi eré.

Kaikki pilaantuneet ndytteet pystyttiin toteamaan pilaantuneiksi aistinva-
raisesti, silld kaikki pilaantuneet ndytteet haisivat selvdsti happamalle.
Nadin kyettiin varmistumaan, etteivdt luminometrin antamat korkeat tulok-
set pilaantuneille tuotteille olleet pipetoinnin yhteydessd tapahtunutta
kuoppalevyn kontaminaatiota.

6.3.2 RLU-arvon vaihteluvilit

Osana validointitestid oli tarkoitus myos méérittad tyypilliset vaihteluvalit
puhtaiden tuotteiden RLU-arvoille tutkittujen noin sadan tuotteen perus-
teella. Néin saataisiin jonkinlainen arvio siitd, mitd luminometri nayttia
puhtaalle tuotteelle, jolloin tulosten perusteella voidaan paitelld, onko lait-
teen antama RLU-arvo kohonnut vai normaalien rajoissa.

Tuotteelle 1 saadaan RLU-arvojen keskiarvoksi 5,2 ja moodiksi, eli
useimmin esiintyvéksi arvoksi 5 RLU. RLU-arvot tuotteen 1 puhtailla
tuotteilla vaihtelevat vililld 1-8 RLU. Luminometrilld tutkittavista UHT-
tuotteista esimerkkind erds ominaisuuksiltaan samanlainen tuote, jonka
RLU-vaihteluvéli on 2—-14 RLU. Tuotteen 1 eri tuotantoerien vélilld on
havaittavissa pienid eroja (5-8 RLU, 1-5 RLU, 4-8 RLU), mutta kaikki
erien vaihteluvilit ovat kuitenkin melko 14helld toisiaan.

Tuotteelle 2 RLU-arvojen keskiarvo on 7,2 ja useimmin esiintyvd arvo 7
RLU. RLU-arvojen vaihteluvili puhtaille tuotteille on 4-11 RLU. Erédédn
UHT-tuotteen, jonka ominaisuudet ovat samanlaiset kuin tuotteen 2, RLU-
vaihteluvéli on 2—13, mikd osuu melko hyvin samoihin raameihin testatun
tuotteen 2 kanssa. Eri erien vaihteluvilit tuotteella 2 osuvat véleille 511,
4-8 sekd 611 RLU, eli melko ldhelle toisiaan.

Tuotteen 3 RLU-arvojen keskiarvo on 10,9 ja useimmin esiintyvé arvo 12
RLU. Vaihteluvéli puhtaille ndytteille on 7-16 RLU. Vertailuna suunnil-
leen samoja ominaisuuksia omaava UHT-tuote, jonka vaihteluvilind on 3—
16 RLU. Eri tuotantoerien vaihteluvilit tuotteella 3 olivat 7—12, 814, 8—
12 sekd 9-16.

Tuotteella 4 RLU-arvojen keskiarvo on 4,2 ja useimmin esiintyvé arvo 4
RLU. Vaihteluvéli puhtaille néytteille on 2—7 RLU. Erdédn verrattavissa
olevan UHT-tuotteen vaihteluvélind on 2—19 RLU. Eri tuotantoerien vaih-
teluvilit olivat 2—6, 2—6, 3—6 sekd 3—7 RLU, eli ne menevit melko tasai-
sesti.

Tuotteella 5 RLU-arvojen keskiarvo on 5,5 ja useimmin esiintyvé arvo on

5 RLU. Puhtaiden néytteiden vaihteluvéli on 1-10 RLU. Tuotteelle 5 ei
ole UHT-tuotteissa vastaavanlaista tuotetta, mutta Idhimmaéin vastineen
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RLU vaihteluvili on 1-26 RLU. Eri tuotantoerien vaihteluvilit olivat 1-7,
4-10 sekd 5-8 RLU.

Tuotteen 6 RLU-arvojen keskiarvo on 6,0 ja useimmin esiintyvd arvo 7
RLU. Puhtaiden néytteiden vaihteluvili on 1-11 RLU. Tuotteelle 6 ei ole
tehtaalla valmistettavien UHT-tuotteiden joukossa ominaisuuksiltaan sa-
manlaista tuotetta, joten vertailuvaihteluvélid ei ollut. Tuotantoerien vaih-
teluvilit olivat 7-11, 6-10, 1-6 sekd 2—6. Tuotteella 6 erien vililld oli
enemmaén vaihtelua, mutta arvot kuitenkin pysyvét melko ldhelld toisiaan,
varsinkin erien sisilla.

Tuotetta 7 testattiin vain yhden erdn verran. Vaihteluvdlind on kahdesta-
kymmenestd ndytteestd saatu 3—5 RLU. Myo6skédédn tuotteelle 7 ei 10ydy
UHT-tuotteista vastaavaa vertailutuotetta.

7 JOHTOPAATOKSET JA POHDINTA

Johtuen referenssimenetelmind kiytetystd silmukkaviljelytekniikasta tulos
on aina joko negatiivinen tai positiivinen. Aloituspurkeissa oli myos
pmy/ml:n tarkkuudella ilmoitettuja tuloksia, mutta nekin olivat useimmi-
ten epitarkkoja >999 pmy/ml:n tuloksia. Tésti syystd validointi néilld ar-
voilla on epitarkkaa ja jossain tilanteissa mahdotonta. On huomattava, ett-
ei RLU-arvon perusteella pystytd estimoimaan tuotteen pmy/ml-lukemaa.
Mikaili tavoitteena luminometrilld on kuitenkin ainoastaan saada selville,
onko ndyte pilaantunut tai ei silmukkaviljelyn tapaan, eikd saadulla RLU-
tuloksen suuruudella ole vilid, soveltuu sithen myds luminometrinen me-
netelma.

Esimerkiksi tuotteen 1 kohdalla luminometrilld kyettiin 16ytdmaan kahdes-
ta eri kontaminoituneesta aloituksesta molemmat, mutta yksi kontaminoitu
uusi aloitus-ndyte jdi huomaamatta. Tdma saattoi kuitenkin johtua myos
sattumasta, silld uusi aloitus-ndytteistd myos maljalla 16ydettiin vain yh-
delld kahdeksasta kasvua.

Ongelmia kuitenkin syntyy esimerkiksi tuotteen 2 kohdalla, jossa oli lu-
minometrilld huomattu kolme pilaantunutta ndytettd kahdeksasta, mutta
viljelylld néitd ei huomattu lainkaan. Jilkikdteen on vaikea arvioida, mika
tilanteeseen vaikutti. Todennékdisesti yhtenevdmpid tuloksia olisi saatu,
mikili referenssimenetelmissd kaytetyt ndytepurkit olisivat olleet samoja
kuin mitd luminometriseen menetelméén kaytettiin, mutta eri lampdtilassa
tapahtuvan inkuboinnin sekd inkubointiajan erot tekevét tilanteesta mut-
kikkaamman, muun muassa ajallisesti haastavan ja materiaaleiltaan hinta-
van. Tdstd herdd myos jatkokysymys, onko referenssimaljamenetelmén
inkubointiaika riittdvdn pitkd kaikkien positiivisten tulosten huomaa-
miseksi, ja pitdisikd ESL-tuotteiden tapauksessa luminometrisen mene-
telmén inkubointiaikaa kenties lyhentdd. Samanlaisia pohdintoja heréttavét
my0s tuotteen 6 tulokset.

Validointiongelmia on huomattavissa myo0s tuotteella 3, 4, 5 sekd 7. Teh-

dyn validointikokeen yhteydessd saadut RLU-arvot tuotteille menevét yksi
yhteen saatujen maljatulosten kanssa. Tdma tarkoittaisi sitd, ettd esimer-
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kiksi tuotteen 3 luminometriset tulokset ovat tdysin samat maljatulosten
kanssa, kun tarkastellaan tuloksia positiivisena tai negatiivisena, ja lu-
minometrinen laaduntarkkailumenetelmi voitaisiin nédin ottaa kayttoon.
Tuotteella 3 toisaalta ei ole téssd tarkkailussa osunut yhtdén pilaantunutta
ndytettd neljdn tuotantoerdn aikana. Tastd syystd on tdysin mahdotonta en-
nustaa ilman lisdtutkimuksia, miltd tulokset niyttdisivét, mikéli pilaantu-
neita ndytteitd olisi 10ytynyt kuten tuotteen 2 kohdalla.

Validointitesteissd saadut tulokset pilaantuneille tuotteille olivat myos erit-
tdin korkeita verrattuna tyypillisiin pilaantuneisiin UHT-tuotteisiin. Tulok-
sena saadut RLU-arvot nousivat kaikissa pilaantuneissa ndytteissd yli 10
000 RLU:n, muutamassa tulos oli jopa yli 50 000 RLU. Néin korkeat tu-
lokset ovat tdysin eri luokkaa kuin mitd kolmen tai useamman vuorokau-
den inkuboinnin jilkeen on havaittavissa luminometrisessa UHT-
tuotteiden testauksessa. Pilaantuneella UHT-tuotteella lukema on yleensi
hieman yli normaalin RLU-arvon vaihteluvélin, harvemmin hyvin pilaan-
tuneessa purkissa noin 1 000 RLU.

Indikaattorimikrobitesteistd on myds huomattava, ettd puhtaan tuotteen
RLU-vaihtelee ajan mukaan jonkin verran. Vaihtelun suunta riippuu tuot-
teesta. Esimerkkind tuote 1, jonka puhtaan tuotteen RLU oli ensimmaéisen
vuorokauden aikana vélilld 8-15 RLU, mutta validointitesteissd vaihtelu-
vili oli 1-8 RLU kolmen vuorokauden ikdisend. Téstd syysté eri inkuboin-
tiaikoja kokeiltaessa on otettava huomioon myos puhtaan tuotteen RLU:n
vaihtelut, silld yhden vuorokauden inkuboinnin jdlkeen puhtaan ndytteen
RLU-tulos ei vilttimatta ole sama kuin kolmen vuorokauden jélkeinen
RLU-tulos.

Tutkimuskohteina opinndytetydssé olivat seuraavat:

— voiko ESL-tuotteiden mikrobiologista laatua mitata kdytdsséd ole-
valla ATP-luminometrilld, ja mitkd tekijat mahdollisesti estivit
luminometrin kiyton

— madrittdd sopiva inkubointiaika tuotteille

— selvittdd mahdollisuuksia validoida luminometrinen menetelma
ESL-tuotteille

ESL-tuotteiden mikrobiologista laatua voidaan mitata kdytdssd olevalla
ATP-luminometrilld, mikali tulos negatiivinen/positiivinen riittdd. Tuot-
teen ominaisuudet, kuten véri, viskositeetti sekd partikkelikoko, vaikutta-
vat yksittdisen tuotteen soveltuvuuteen. Indikaattorimikrobitesteissd kui-
tenkin huomattiin, ettd kaikkien tutkittavien tuotteiden kohdalla oli mah-
dollista havaita hyvin pienikin RLU-arvon kohoaminen. Kolmen vuoro-
kauden inkubointiajalla +30 °C:ssa saadaan tulos, joka on tulkittavissa po-
sitiivisena tai negatiivisena, mutta korkeista RLU-arvoista paitellen my0s
vihempi, esimerkiksi kahden vuorokauden inkubointi olisi riittdnyt. Asia
vaatisi kuitenkin lisdtutkimuksia. ATP-luminometrid ei tdssd tutkimukses-
sa kyetty validoimaan ESL-tuotteille onnistuneesti, silld referenssimene-
telméin ja ATP-luminometrin tuloksissa oli liikaa ristiriitaisuuksia. Joiden-
kin tuotteiden kohdalla tutkimuksia pitdisi jatkaa, kunnes pilaantuneita
ndytteitd 10ytyy, jolloin saadaan varmistus menetelmédn toimivuudesta ja
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|
voidaan eliminoida virheelliset esiintymit. Tyossd saadut RLU-arvojen
vaihteluvilit toimivat kuitenkin jatkotutkimusten osviittana. Myds kaytos-
séd olevaa referenssimenetelméda pitdisi harkita niin, ettd samat naytepurkit
olisivat kaytdssd sekd luminometrisessd ettd maljavalutestissd, jolloin
varmuus tulosten vastaavuudesta paranisi merkittavésti.
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Liite 1

NAYTTEENOTTO VIIKOLLA A

Lisandytteet viikolla A

Otetaan 15 perdkkaistd TTOP-purkkia yhdeltd puolelta seuraavia
tuotteita:

o i XXX (F*.** **) [nimikenumero, tuotenimi, pak-
kauspvm. ]

o HHHHIHE YYY (F* . F* F¥)

o HHHHHE 177, (F* ¥ K¥)

Purkit tulee ottaa ajankohdalta, joka ei ole esim. paperinjatkon tai
hiirion jilkeen kontaminaatioiden valttdmiseksi. Naytteisiin lisa-
nayte-tarra.

Purkit toimitetaan labraan, jossa ne sijoitetaan jaddkaappiin.

Néytteitd tarvitaan laadunvalvontaan liittyvdin opinnédytetyohon.

t. Kristian
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Liite 2
ESIKOKEEN ATP- (RLU) JA PESAKETULOKSET (PMY) 1 & 2 VRK:N JALKEEN
+30 °C | tulos tulos +22 | tulos +30 | +22 °C | tulos tulos +22 | tulos
inkuboi- | (RLU) °C °C inkuboi- (RLU) °C +30 °C
dut (pmy/ml) | (pmy/ml) | dut (pmy/ml) | (pmy/
ml)
tuote 1 | 115108 >3*10° >3%10° tuote 1118 49000 44000
i10.1 h10.1
tuote 1 | 102331 >3%10° >3%103 tuote 1| 150 48000 45000
i10.2 h10.2
tuote 1 | 125336 >3*10° >3%10° tuote 1|91 64000 92000
i20.1 h20.1
tuote 1 | 131949 >3*10° >3%10° tuote 1|17 59000 87000
i20.2 h20.2
tuote 1 | 142165 >3%10° >3%103 tuote 1| 313 75000 70000
i30.1 h30.1
tuote 1 | 145385 >3*10° >3%10° tuote 1| 286 69000 62000
i30.2 h30.2
tuote 1 | 8 0 0
i0.1
tuote 3 | 123945 >3%105 >3%]103 tuote 3|15 92000 86000
i10.1 h10.1
tuote 3 | 103524 >3%105 >3%]103 tuote 313 89000 81000
i10.2 h10.2
tuote 3 | 91113 >3%103 >3%103 tuote 3|54 3300 3200
i20.1 h20.1
tuote 3 | 117721 >3%105 >3%]103 tuote 3|15 3000 3100
i20.2 h20.2
tuote 3 | 110491 >3%105 >3%]103 tuote 3|14 30000 28000
i30.1 h30.1
tuote 3 | 139757 >3%103 >3%103 tuote 3116 26000 34000
i30.2 h30.2
tuote 3 | 10 0 0
i0.1
tuote 6 | 18666 >3%105 >3%]103 tuote 6| 13 <10 <10
i10.1 h10.1
tuote 6 | 4876 >3%103 >3%103 tuote 6| 13 <10 <10
i10.2 h10.2
tuote 6 | 3735 >3%105 >3%]103 tuote 6| 15 <10 <10
i20.1 h20.1
tuote 6 | 7027 >3%105 >3%]103 tuote 6| 16 <10 <10
i20.2 h20.2
tuote 6 | 9329 >3%103 >3%103 tuote 6 | 15 <10 <10
i30.1 h30.1
tuote 6 | 5521 >3%105 >3%]103 tuote 6 | 14 <10 <10
i30.2 h30.2
tuote 6 | 15 0 0
i0.1
+22 °C inkuboidut tulos (RLU)
tuote 6 h10.1 1671
tuote 6 h10.2 5331
tuote 6 h20.1 4775
tuote 6 h20.2 4676
tuote 6 h30.1 4526
tuote 6 h30.2 4420
tuote 6 i0.2 16
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TUOTTEIDEN SOVELTUVUUSTESTAUS

Tuotteet 1 ja 2

tuote 1
aika pa pb ka kb

h pmy/ml| RLWU |pmy/ml| RLU [pmy/ml|{ RLU |pmy/mi| RLU
0 <1 13 <1 14 <1 15 <1 14
2 <10 14 <10 15 <10 13 <10 14
4 <10 15 <10 13 <10 15 <10 15
6 <10 14 <10 12 <10 12 <10 14
7 <10 13 <10 12 <10 14 <10 14
8 <10 10 <10 11 <10 10 <10 11
9 <10 11 <10 11 <10 7 <10 8

10 <10 10 <10 11 <100 11 <100 11
11 <10 11 <10 9 40 9 150 11
12 <10 8 <10 8 200 9 1000 11
13 <10 9 <10 7 1000 11 10000 13
14 <10 7 <10 11 9000 16 16000 16
15 <10 8 <10 10 30000 31 36000 27
16 <10 8 <10 8 164000| 114 |484000( 265

tuote 2
aika pa pb ka kb

h pmy/ml{ RLU [pmy/ml| RLU |pmy/ml|{ RLU |[pmy/ml| RLU
0 <1 9 <1 10 <1 8 <1 11
2 <10 8 <10 8 <10 9 <10 11
4 <10 11 <10 11 <10 9 <10 12
6 <10 9 <10 10 <10 9 <10 3

7 <10 9 <10 10 <10 7 10 11
8 <10 10 <10 10 <10 7 <10 9

9 <10 10 <10 9 <10 8 <10 10
10 <10 10 <10 12 <100 10 <100 9

11 <10 9 <10 11 20 9 <10 10
12 <10 7 <10 13 100 400 10
13 <10 9 <10 9 1000 11 2000 11
14 <10 9 <10 9 4000 9 8000 16
15 <10 10 <10 8 11000 12 26000 23
16 <10 11 <10 12 50000 90 175000 226

Liite 3/1
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Liite 3/2
TUOTTEIDEN SOVELTUVUUSTESTAUS

Tuotteet 3 ja 4

tuote 3
aika pa pb ka kb
h pmy/ml| RLU |pmy/ml| RLU [pmy/ml{ RLU |[pmy/ml| RLU
0 <1 21 <1 22 <1 24 <1 23
2 <10 22 <10 18 <10 23 <10 18
4 <10 17 <10 19 <10 21 <10 20
6 <10 15 <10 18 <10 17 <10 18
7 <10 15 <10 16 <10 17 10 18
8 <10 18 <10 17 <10 14 <10 15
9 <10 16 <10 15 <10 17 10 17
10 <10 16 <10 17 <100 18 <100 14
11 <10 14 <10 17 10 15 20 15
12 130 15 <10 17 <100 14 200 14
13 360 16 <10 15 <1000 16 2000 18
14 1310 16 <10 15 3000 14 1000 16
15 1930 17 <10 14 8000 16 4000 18
16 >3000 61 <10 14 32000 43 10000 29
17 >3000 118 <10 15 77000 61 26000 45

tuote 4
aika pa pb ka kb
h pmy/ml{ RLU [pmy/ml| RLU |pmy/ml|{ RLU |[pmy/ml| RLU
0 <1 8 <1 7 <1 7 <1 8
10 <10 8 <10 8 <10 7 10 7
11 <10 8 <10 6 50 8 30 8
12 <10 8 <10 7 110 7 60 6
13 <10 9 <10 10 360 7 100 6
15 <10 6 <10 7 7800 8 6000 8
16 <10 7 <10 8 23600 1 13900 28
17 <10 8 <10 9 76000 67 44000 35
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Liite 3/3

TUOTTEIDEN SOVELTUVUUSTESTAUS

Tuotteet 5 ja 6
aika pa pb ka kb
h pmy/ml| RLU |pmy/ml| RLU [pmy/ml[{ RLU |[pmy/ml| RLU
0 <1 10 <1 12 <1 12 <1 12

10 <10 10 <10 14 <10 13 <10 13
11 <10 13 <10 13 <10 11 <10 13
12 <10 11 <10 13 <10 12 <10 11

13 <10 11 <10 9 <10 11 10 12
15 <10 14 <10 8 200 11 <100 10
16 <10 12 <10 12 100 12 100 12
17 <10 11 <10 12 190 12 10 12
18 <10 13 <10 15 230 10 40 13
19 <10 10 <10 10 280 10 30 10
20 <10 9 <10 10 400 12 200 10
23 <10 10 <10 11 4000 20 3000 16
26 <10 9 <10 6 >300000[ 1419 (161000| 124
[ twte ]
aika pa pb ka kb
h pmy/ml| RLU ([pmy/ml| RLU [pmy/ml| RLU |pmy/ml|{ RLU
0 <1 4 <1 5 <1 5 <1 4
10 <10 5 <10 5 <10 6 <10 4
11 <10 6 <10 6 <10 5 30 6
12 <10 5 <10 5 <10 10 20 6
13 <10 6 <10 8 <10 10 40 8

15 <10 11 <10 13 <100 13 1300 12
16 <10 16 <10 17 <100 31 900 20
17 <10 14 <10 16 <10 13 250 12
18 <10 15 <10 14 <10 14 1530 13
19 <10 15 <10 13 <10 14 4000 19
20 <10 15 <10 14 <100 13 6000 20
23 <10 14 <10 12 <100 12 13000 29
26 <10 9 <10 10 <100 8 >30000| 2264
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TUOTTEIDEN SOVELTUVUUSTESTAUS

Tuote 7

aika pa pb ka kb
h pmy/ml| RLU |pmy/ml| RLU [pmy/ml[{ RLU |[pmy/ml| RLU
0 <1 10 <1 10 <1 11 <1 9
10 <10 10 <10 11 <10 10 <10 10
11 <10 8 <10 8 <10 16 <10 8
12 <10 10 <10 9 <10 12 <10 11
13 <10 10 <10 10 <10 8 <10 11
15 <10 10 <10 7 <100 10 100 11
16 <10 10 <10 12 300 11 100 9
17 <10 11 <10 10 50 8 280 9
18 <10 8 <10 8 350 8 1540 12
19 <10 7 <10 8 540 8 2820 10
20 <10 9 <10 7 1200 10 3700 17
23 <10 11 <10 8 4000 24 6000 30
26 <10 10 <10 8 >300000[ 2737 [>300000] 11546

Liite 3/4
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Liite 4
NAYTTEENOTTO VIIKOLLA B

Lisanaytteet viikolla B

TTOP-Koneenhoitajat:

Otetaan naytteitd viikolla 28 kaksinkertainen maara kaikista
TTOP-tuotteista lukuun ottamatta XXX. Eli aloitus-, uusi aloitus-,
vili- ja loppundytteet.

Ei koske OP-, laktoosi- ja kylméandytteita.

Extrandytepurkkeihin laitetaan samat tarrat kuin normindytteisiin,
ja ndytteet toimitetaan normaalisti laboratorioon ajon péétteeksi.

Laboratorio:

Liséndytteet sijoitetaan inkubointihuoneen johonkin nurkkaan.

Naytteita tarvitaan laadunvalvontaan liittyvdan opinniytetyohon.

t. Kristian
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Liite 5/1
VALIDOINTIKOKEEN TULOKSET
tuote 1
# RLU maljatulos (1/0) huom # RLU maljatulos (1/0) huom
1 5 0 48 1 0
2 6 0 49 4 0
3 5 0 50 5 0
4 5 0 51 4 0
5 4 0 52 3 0
6 6 0 53 3 0
7 5 0 54 5 0
8 6 0 55 4 0
9 6 0 56 3 0
10 7 0 57 1 0
1" 7 0 58 5 0
12 7 0 59
13 7 0 60
14 7 0 61 6 0
15 7 0 62 6 0
16 7 0 63 8 0
18 6 0 65 6 0
19 7 0 66 6 0
21 6 0 68 5 0
22 7 0 69 7 0
23 6 0 70 5 0
25 7 0 72 6 0
26 8 0 73 7 0
27 8 0 74 5 0
28 5 0 75 8 0
29 6 0 76 7 0
30 5 0 77 4 0
31 4 0 78 7 0
32 2 0 79 5 0
33 3 0 80 5 0
34 3 0 81 3 0
35 5 0 82 6 0
36 5 0 83 5 0
37 3 0 84 5 0
38 2 0 85 5 0
39 4 0 86 7 0
40 2 0 87 5 0
41 5 0 88 7 0
42 4 0 89 5 0
43 4 0 920 5 0
44 4 0 91 5 0
45 3 0 92 6 0
46 1 0 93 7 0
47 5 0 94 6 0
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Liite 5/5
tuote 5
# RLU maljatulos (1/0) huom # RLU maljatulos (1/0) huom
1 5 (o] 56 6 o]
2 5 0 57 5 0
3 4 0 58 4 0
4 7 o] 59 5 o]
5 6 0 60 8 0
6 5 0 61 5 0
7 5 (0] 62 7 (0]
8 7 0 63 5 o]
9 4 0 64 4 0
10 3 (0] 65 8 0]
1 4 o] 66 6 o]
12 6 0 67 5 0
13 6 0] 68 7 0]
14 5 o] 69 7 o]
15 5 0 70 5 0
16 4 0 71 6 0
17 3 o] 72 4 o]
18 5 0 73 5 0
19 5 0 74 5 0
20 4 0] 75 5 o]
21 4 0 76 10 0
22 5 0 77 5 0
23 5 0] 78 7 0]
24 4 0 79 6 0
25 5 0 80 5 0
26 4 0] 81 6 (0]
27 7 o] 82 6 (o]
28 5 0 83 5 0
29 5 0 84 8 0
30 6 o] 85 6 o]
31 4 0 86 5 0
32 5 0 87 6 0
33 6 0] 88 5 0]
34 5 0 89 5 0
35 7 0 90 5 0
36 1 o] 91 5 o]
37 6 0 92 5 0
38 4 0 93 5 0
39 6 0] 94 5 0]
40 6 (o] 95 5 o]
41 6 0 96 7 0
42 7 (0] 97 6 (0]
43 6 (o] 98 7 (o]
44 5 0 99 6 0
45 5 0] 100 7 0]
46 7 (o] 101 5 o]
47 7 0 102 6 0
48 6 0 103 7 0
49 4 o] 104 8 o]
50 6 0 105 6 0
51 5 0 106 7 0
52 5 0] 107 6 0]
53 7 0 108 6 0
54 8 0 109 5 0
55 7 0]
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