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Tiivistelma

Hiivat tunnetaan ldhinnd hyotyorganismeina oluen, viinin ja leivdn valmistuksessa. Hii-
voilla voi olla my6s epdedullisia vaikutuksia elintarvikkeisiin. Hallitsematon hiivakasvu
tuotantoketjun eri vaiheissa voi johtaa tuotanto-ongelmiin ja tuotteiden aistittavan laa-
dun heikkenemiseen ja siten taloudellisiin tappioihin. Elintarvikkeen mikrobiologisen
laadun takaaminen edellyttddkin koko tuotantoketjun mikrobiologian hallintaa.

Tama katsaus on laaja tietopaketti elintarvikkeiden pilaajahiivoista sekd niiden hallinta-,
tunnistus- ja jaljityskeinoista. Aluksi tarkastellaan hiivojen yleisid ominaisuuksia ja luo-
kittelua sekd hiivojen esiintymistd ja vaikutuksia erityyppisissd elintarvikkeissa. Kat-
sauksen painopiste on pilaajahiivojen kasvun hallintaan vaikuttavien tekijoiden esitte-
lyssd. Mikrobikontaminaatioiden ehkdisyssé tuotantohygienia on avainasemassa. Kat-
saukseen on koottu vihéinen kirjallisuudesta saatava tieto elintarvikeperdisten hiivojen
kyvystd muodostaa prosessipinnoille biofilmid sekd niiden tuhoamiseen testatuista pe-
su- ja desinfiointiaineista. Katsaukseen on kerédtty myds uusin tutkimusaineisto elintar-
vikkeiden sisdisten ja ulkoisten tekijoiden seki eri prosessointi- ja sdilontdmenetelmien
vaikutuksista pilaajahiivoihin. Uusista menetelmistd esitellddn suurpaine, ultradini, va-
lopulssit seké erilaiset pakkaus- ja yhdistelmitekniset menetelmét. Perinteisten proses-
sointi- ja sdilontdkasittelyjen teho pilaajakantoihin on usein huono eivétkd uudet keven-
netyt tekniikat yleensd yksin kdytettynd riitd estdmddn pilaantumista. Kevennettyjen
tekniikoiden yhdistelmékaytto voisi kuitenkin olla varteenotettava vaihtoehto pilaajahii-
vojen kasvun rajoittamisessa. Tutkimus- ja kehitystyotd tarvitaan vield runsaasti. Kon-
taminaation sattuessa on tdrkedtd paikallistaa ja tunnistaa teollisuuden prosesseihin
pesiytyneet pilaajahiivat nopeasti, jotta osattaisiin valita tehokkaat puhdistustoimet ja
kohdistaa ne kriittisiin kohtiin. Katsauksessa selostetaan yksityiskohtaisesti hiivojen
tunnistamiseen ja tyypittdmiseen kehitetyt tekniikat sekd niiden edut, haitat ja sovelluk-
set sekd tarkastellaan niiden kéyttoon liittyvid nakokohtia. Painotus on perimén analy-
sointiin perustuvissa DNA-sormenjilkitekniikoissa. Lopuksi esitelldédn perinteisid ja
nopeita menetelmid hiivojen osoittamiseen ja midrittdmiseen elintarvikkeista.
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Abstract

Yeast are usually known for their beneficial role in the production of fermented foods.
However, yeast can also act as food spoilage agents. Abundant growth of unwanted
yeasts during various stages of production can lead to production problems and quality
defects in the final product. Hence, the production of microbiologically wholesome food
is usually best achieved by controlling microbial contaminations throughout the whole
production chain.

This literature review is an extensive information package about foodborne yeasts and
their control and identification methods. First, general properties and the classification
system of yeasts are summarised alongside with the occurrence and effects of yeast in
various types of food. The review focuses on the presentation of different factors cont-
rolling the contamination and growth of yeasts in food. Good production hygiene has a
key role in the prevention of contaminations. The few published articles about the bio-
films formed by foodborne yeasts and about the effects of different cleaning and disin-
fecting agents on yeasts are summarised, and the latest information about the effects of
different physical, chemical and biological factors on yeasts is presented. Traditional
and state-of-the-art food preservation methods and their effectiveness against yeast are
summarised. Traditional methods, such as chemical preservatives, are often ineffective
against food spoilage strains and there is a tendency to avoid their use. Recently, pro-
mising results have been obtained with the combined use of different minimal proces-
sing methods. However, much research work is still needed in this field. The solving of
contamination problems and the selection of appropriate intervention measures often
necessitates rapid tracing and identification of the contaminating organisms. In this
publication, phenotypic and genotypic methods for the identification, typing and detec-
tion of foodborne yeasts are reviewed in detail and their practicality in routine food
control is discussed.



Alkusanat

Tama kirjallisuuskatsaus on tehty vuonna 2000 kdynnistyneessd Teknologian kehittdmis-
keskuksen (Tekes), Valtion teknillisen tutkimuskeskuksen (VTT) sekd kahdeksan
elintarvikealan yrityksen rahoittamassa projektissa "Hiivakontaminaatioiden hallinta
elintarviketeollisuudessa".

Projektimme tavoitteena on parantaa elintarviketeollisuuden mahdollisuuksia
ennaltachkdistd ja ratkaista pilaajahiivojen aiheuttamia tuotanto-ongelmia selvittimalla
pilaajahiivojen kiinnittymiseen, kasvuun ja kuolemiseen vaikuttavia tekijoitd sekd ke-
hittdiméallad entistd tehokkaampia menetelmid hiivakasvun rajoittamiseen seki
pilaajahiivojen tunnistamiseen ja jljittimiseen elintarvikeprosesseista. Elintarvikkeiden
pilaajahiivat ja niiden hallinta on kansallisesti uusi tutkimusalue ja halusimme koota
aitheeseen liittyvédn taustatiedon yhdeksi tietopaketiksi palvelemaan niin teollisuuden
kuin tutkimuksen tarpeita kotimaassa.

Kiitimme projektin rahoittajia sekd muita johtoryhmityoskentelyyn osallistuneita hen-
kiloitd ja toivomme, ettd katsaus antaa kattavan kuvan olemassaolevista hiivakontami-
naatioiden hallinta- ja tunnistuskeinoista sekd niiden sovellettavuudesta ja tutkimus- ja
kehitystarpeista. Katsaus perustuu kirjallisuushakuun.

Kirjoittajat
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1. Hiivasolun rakenne ja metabolia

1.1 Hiivasolun rakenne

Hiivat ovat eukaryoottisia eli aitotumallisia sienten ryhméén kuuluvia mikrobeja, jotka
esiintyvit padasiallisesti yksisoluisina ja lisddntyvét suvuttomasti yleensd kuroutumalla.
Maiiritelmé kattaa laajan joukon erilaisia organismeja. Tyypillinen hiivasolu on kool-
taan bakteeria suurempi, halkaisijaltaan noin 2-20 pm ja muodoltaan pyored tai soikea
(kuva 1). Lisdédntymisvaiheessa olevissa soluissa voi erottua yksi tai useampi kurouma,
josta on kasvamassa tytirsolu (blastokonidia). Yhdestd emosolusta voi kuroutua enim-
milldén 25 tytdrsolua. Joillakin hiivoilla voi esiintyd nk. valerihmastoa, jolloin tytérsolut
eivit irtoa emosolustaan, vaan muodostavat véliseindllistd, haaroittuvaa rihmastoa (kuva
2). Osa hiivoista on dimorfisia eli ne kasvavat sekd yksittdisind soluina ettd rihmastona.
Suurin osa hiivoista lisddntyy my0s suvullisesti muodostamalla kotelo- tai kantaitioita.
Naitd hiivoja kutsutaan teleomorfisiksi erotuksena anamorfisista hiivoista, joiden on
todettu lisdéntyvén vain suvuttomasti (Boekhoet ef al., 1998; Kurzman, 1998a).

Kuva 1. Tyypillinen hiivasolu.



Kuva 2. Valerihmastoa muodostava hiiva.

Hiivat muodostavat yleensd pyoreitd, pehmeitd, kosteita tai kuivia pesidkkeitd kiintedlla
pinnalla kasvatettaessa. Pesikkeet ovat tavallisimmin vériltdén valkoisia tai kermankel-
taisia, mutta myds ruskeita, vaaleanpunaisia ja oransseja pesdkkeitd muodostavia hiiva-
kantoja esiintyy (kuva 3).

Kuva 3. Elintarviketeollisuuden prosesseista ja tuotteista eristettyjd hiivakantoja YM-
agar-maljoilla.
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Hiivan soluseind koostuu mannoproteiineista, kompleksisista glukoosipolymeereista
(P1,3- ja p1,6-glukaani) ja kitiinistd (N-asetyyliglukosamiini-ketjuja) (Lipke & Ovalle,
1998; Brul & Coote, 1999; Kapteyn et al., 2000). Valtaosa soluseindn materiaalista on
[S-glukaania (50-60 % soluseinidn kuivapainosta) ja mannoproteiineja (30—40 %). Kitii-
nid on soluseindssd 0,6-3 %. Glukaani ja kitiini ovat kovalenttisesti sitoutuneet yhteen
muodostaen jaykdn makromolekulaarisen rakenteen, joka on perusta hiivasolun muo-
dolle ja fysikaaliselle vahvuudelle. f1,3-glukaani-kitiini-kompleksi sijaitsee soluseinén
sisemmassd osassa ja f1,6-glukaani sitoo timén kompleksin soluseinidn ulkopinnalla
tiiviind kerroksena oleviin mannoproteiineihin. Mannoproteiinit rajoittavat aineiden
kulkeutumista soluun, vastaavat isdnnidn immuunivasteen heréttdmisestd ja ilmentévit
solun pinnan ominaisuuksia kuten hiivasolun tarttumiskykyé toisiin soluihin. Tietyilld
mannoproteiinien proteiinikomponenteilla (Cwplp ja Cwp2p) on merkittdvd osuus
normaalin hiivasolun soluseindn muodostumisessa (Dielbandhoesing et al., 1998). Li-
siksi Cwp2p-proteiinikomponentin on todettu vastaavan hiivasolun kyvystd suojautua
antimikrobisia peptidejd vastaan (Dielbandhoesing ef al., 1998).

Hiivan soluseindn alla sijaitseva solumembraani koostuu fosfolipideistd, proteiineista
sekd eukaryoottisoluille ominaisista steroleista. Lipidikaksoiskerros estdd polaaristen
aineiden vapaan liitkkumisen solukelmun lépi ja sterolit stabiloivat solukelmua tehden
sen jaykéksi ja ehkdisten aineiden kulkeutumisen kelmun ldpi. Solunsisdisind organel-
leina hiivoilla on solumembraanin erottama tuma, keskusvakuoli, varastoainerakkuloita
ja mitokondrioita, joissa tapahtuu soluhengitys.

1.2 Hiivan fysiologia

Noin puolet hiivoista on fakultatiiveja eli kykenee tuottamaan energiaa hiiliyhdisteista
aerobisesti respiraatiolla tai anaerobisesti fermentaatiolla. Cryptococcus- ja Rhodotoru-
la-sukujen hiivat kasvavat yleensd vain aerobisissa olosuhteissa. Hiivat voivat kayttda
aerobiseen kasvuun energianldhteendédn mm. heksoosi- ja pentoosisokereita, alkoholeja
ja orgaanisia happoja. Anaerobisella fermentaatiolla tuotetun energian ldhteend hiivat
kayttavat 1dhinnd heksooseja ja oligosakkarideja. Metaboliatuotteina syntyy etanolia ja
hiilidioksidia (Déak, 1992).

Hiivat voivat kiyttdd typenldhteendén sekd orgaanista ettd epdorgaanista typped kuten
ureaa, amiineja, aminohappoja ja ammoniumsuoloja. Hiivoilla on hyvin erilaiset vaati-
mukset vitamiinien ja hivenaineiden suhteen. Useimmat hiivat eivédt pysty valmistamaan
itse biotiinia, niasiinia, tiamiinia, pantoteiinihappoa, foolihappoa tai riboflaviinia (Déak,
1991).
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Hiivoilla kuten muilla soluseindisilld organismeilla solunsisdinen osmoottinen paine on
korkeampi kuin solunulkoinen paine, jolloin solu pystyy ottamaan vettd sisdinsd kasvua
varten ja ylldpitdimadn nk. turgor-painetta. Solun ulkoisen nesteen laimentuessa turgor-
paine solussa kasvaa, miké vaikuttaa hiivan solumembraaniin ja -seindén.

Erilaiset fysiologiset suojautumismekanismit ovat ympéristdolosuhteiden muuttuessa
tarkeitd etenkin elintarvikkeita pilaavien hiivojen elinkyvyn sdilyttdmisessd. Saccharo-
myces cerevisiae reagoi nopeasti ympdriston muutosten aiheuttamaan stressiin aktivoi-
malla erilaisia "mitogeeni-aktivoitu proteiinikinaasi" -reittejd, joiden avulla se pyrkii
sopeutumaan uuteen ympéristoon (Gustin et al., 1998; Garcia-Rodriguez et al., 2000).
Reittejd on l0ydetty viisi, joista cell integrity -reitti aktivoituu ldmpoétilan noustessa tai
solua ympérdivian liuoksen laimentuessa ja high-osmolarity glyserol response (HOG)
-reitti osmoottisen paineen kasvaessa solun ulkopuolella (Gustin et al., 1998). Reittien
aktivoitumisen on havaittu vaikuttavan mm. soluseinikomponenttien synteesiin ja so-
lunsisédiseen glyserolipitoisuuteen (Gustin et al., 1998; Garcia-Rodriguez et al., 2000).
Carvalheiro et al. (1999) ovat havainneet, ettid S. cerevisiae kerdd soluun trehaloosia ja
glyserolia suojautuakseen ympaériston muutosten, kuten kohonneen ldmpdtilan ja os-
moottisen paineen, aiheuttamalta stressilta.
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2. Hiivojen luokittelu ja tunnistaminen

2.1 Hiivojen nimeaminen ja luokittelu

2.1.1 Nimeaminen

Hiivojen ja muiden sienten nimedmisté ja luokittelua sdételee kerran kuudessa vuodessa
ilmestyvé eri artikloista koostuva The International Code of Botanical Nomenclature
(ICBN). Sen mukaan jokainen hiivakanta (= hiivayksild) on luokiteltava kuuluvaksi
tiettyihin toisilleen alisteisiin biologisiin kokonaisuuksiin eli taksoneihin. Luokittelun
perusyksikko on laji, jonka yksilot edustavat sen ominaisuuksia. Muut taksonit muo-
dostuvat jisenistd, jotka ovat jonkun tai joidenkin méériteltyjen ominaisuuksien suhteen
samanlaisia. Jokaisen taksonin nimi ja ominaisuudet on kiinnitetty tyyppiin, jota edustaa
alemman taksonin kokonaisuus. Esimerkiksi lajia edustaa tyyppikanta. Jokaisella tak-
sonilla on vain yksi virallinen nimi, joka on sen vanhin sdéntdjen mukaisesti kuvattu
nimi. Muut nimet ovat synonyymejd. Eri taksoneilla on tunnusomaiset latinankieliset
paitteet (Gams et al., 1998; Kurzman & Fell, 1998a):

e jakso -mycota esim. Ascomycota
e alajakso -mycotina  esim. Ascomycotina
e luokka -mycetes esim. Hemiascomycetes
e lahko -ales esim. Saccharomycetales
e heimo -aceae esim. Saccharomycetaceae

e suku vaihtelee esim. Zygosaccharomyces
e laji vaihtelee  esim. bailii

Lajilla on kaksiosainen latinankielinen nimi esimerkiksi Zygosaccharomyces bailii
(Lindner) Guiellermond (1912) eli suku --> laji ---> (alkuperdisen lajikuvauksen tehnyt
henkil6) ---> lajin nykymuodossa kuvannut henkil6 ---> (vuosiluku).

Monien hiivalajien elinkiertoon kuuluu suvullinen eli teleomorfinen ja suvuton eli ana-
morfinen vaihe, joilla on yleensd omat nimensé. Hiivan teleomorfimuodon nimi kattaa
myods sen anamorfimuodon ja viittaa siten koko hiivaan (holomorfi). Teleomorfinimi on
hiivan virallinen nimi. Osa hiivoista ei lisddnny suvullisesti eli ne ovat holomorfisia
anamorfeja ja niilld on vain yksi nimi. Mikéli teleomorfimuoto 16ytyy my6hemmin, se
on kuvattava uutena lajina (Gams et al., 1998). Taulukossa 1 on lueteltu elintarvikepe-
rdisten hiivojen teleo- ja anamorfimuotojen nimii.
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Taulukko 1. Erdiden elintarvikkeissa tavattavien hiivojen suvullisten (teleomorfi) ja
suvuttomien (anamorfi) muotojen nimet (Kurzman & Fell, 1998b).

Teleomorfin nimi Anamorfin nimi
Debaryomyces hansenii Candida famata
Dekkera anomala Brettanomyces anomalus
Dekkera bruxellensis Brettanomyces bruxellensis
Galactomyces geotrichum Geotrichum candidum
Hanseniaspora guiellermondii Kloeckera apis
Hanseniaspora uvarum Kloeckera apiculata
Issatchenkia occidentalis Candida sorbosa
Issatchenkia orientalis Candida krusei
Kluyveromyces lactis Candida spherica
Kluyeveromyces marxianus Candida kefyr

Pichia anomala Candida pelliculosa
Pichia guiellermondii Candida guiellermondii
Pichia membranifaciens Candida valida
Saccharomyces exiguus Candida holmii
Torulaspora delbrueckii Candida colliculosa
Yarrowia lipolytica Candida lipolytica
Filobasidium capsuligenum Candida japonica
Rhodosporidium sphaerocarpum Rhodotorula glutinis

2.1.2 Luokitteluperiaatteet

Nykymielipiteen mukaan hiivojen luokittelun tulisi heijastaa mahdollisimman pitkélle
niiden luontaisia sukulaisuussuhteita (Gams et al., 1998). Luokittelussa kéytetyt kritee-
rit ja menetelmit sekd niiden painoarvo muuttuvat koko ajan ja siksi myos luokittelu ja
nimedminen muuttuvat (Kreger-van Rij, 1987; Kurzman & Phaff, 1987; van der Walt,
1987; Boekhout et al., 1998; Kurzman, 1998a).

Luokittelukriteereind voidaan kéyttid erilaisia piirteitd, joiden suhteen eri hiivat eroavat
toisistaan (taulukko 2). Piirteiden tulisi olla mahdollisimman stabiileja (Kreger-van Rij,
1987).
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Taulukko 2. Esimerkkejd hiivojen luokittelussa kdytetyistd ominaisuuksista.

Ominaisuus Erottelu- | Viite
kyky
Fenotyyppiset
e Solun ja solun osien morfologia ja hienorakenne | suku ---> | Kreger-van Rij, 1987; Moore, 1998
e Fysiologiset ominaisuudet laji, suku | Kreger-van Rij, 1987; Yarrow, 1998
e Soluseinin ja kapselien polysakkaridikoostumus | suku ---> | Phaff, 1998
e Koentsyymi Q:n homologien tunnistaminen suku ---> | Yamada, 1998
e  Entsyymiprofiilit laji Yamazaki ef al., 1998
®  Mykosiinit vaihtelee | Golubev, 1998
Biologiset
e Kyky tuottaa elinkelpoisia jalkeldisid laji van der Walt, 1987
Genotyyppiset
e DNA:n emiskoostumus (G+C mol-%) laji Kurzman, 1998b
e DNA-DNA/RNA hybridisaatio laji/suku | Kurzman, 1998b
o rRNA/rDNA:n emisjérjestys laji ---> Kurzman & Blanz, 1998

Perinteisesti hiivat on luokiteltu niiden fysiologisten, biokemiallisten ja etenkin morfo-
logisten ominaisuuksien perusteella. Fysiologisista kriteereistd tirkeimpid ovat kyky
fermentoida erilaisia sokereita sekd kyky kéyttdd aerobisesti erilaisia hiili- ja typpiyh-
disteitd ainoana energian tai typen ldhteend (ks. 2.3.1). Hiivojen morfologisia ominai-
suuksia, kuten solumuotoa, lisdéntymistapaa, kykyd muodostaa rihmastoa tai valerih-
mastoa, suvullisten itididen ominaisuuksia, kotelo- ja kantasolujen muotoa seka solusei-
nén ja -septumin hienorakennetta, on kdytetty lajin, suvun ja sitd korkeampien taksonien
rajaamisessa (Kreger-van Rij, 1987; Moore, 1998). Hiivojen luokittelussa hyddynnetéén
myos solun eri makromolekyylien ja rakenneosien kuten soluseinidn polysakkaridien ja
entsyymien kemiallisessa koostumuksessa esiintyvid eroja (Yamazaki et al., 1998;
Phaff, 1998). Monet fenotyyppiset ominaisuudet ovat vain yhden tai muutaman geenin
koodaamia, ja siten ne ilmentidvét mahdollista taksonien vélistd vaihtelua hyvin rajoite-
tusti. Lisdksi monet piirteet ovat vaihtelevia esim. lajin sisdlld (Kurzman & Phaff,
1987). Kaikki fenotyyppiset ominaisuudet eivit kuitenkaan ole arvottomia luokittelussa
(Boekhout et al., 1998; Kurzman & Blanz, 1998). Hiivalajien kuvaus, erottelu ja tun-
nistaminen perustuvatkin edelleen fenotyyppisiin piirteisiin (Barnett et al., 2000; Yar-
row, 1998).

Hiivalaji voidaan rajata my0s biologisesti, koska yleensd vain samaan lajiin kuuluvat
yksilot kykenevit tuottamaan lisdéntymiskykyisiéd jélkeldisid. Hiivakantojen biologista
samankaltaisuutta tutkitaan risteytystekniikoilla. Biologisen lajikdsitteen kayttokelpoi-
suutta rajoittaa se, ettd 1) monet hiivat eivit lisdénny suvullisesti ja 2) osa lajeista on
itsesiittoisia (van der Walt, 1987).

Viime vuosina molekyyligeneettiset menetelmit ovat mullistaneet mikrobien luokitte-
lun. Niilld menetelmilld voidaan tutkia eroja organismien periméssd eli genotyypissd
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(ks. 2.4.1). Mitd kaukaisempia toisilleen organismit ovat sitd enemmén niiden DNA:ssa
esiintyy eroja. DNA:n emédskoostumuksen (G + C mol-%) mééritykselld kaksi kantaa
voidaan osoittaa kuuluviksi eri lajeihin, jos niiden emédskoostumus eroaa 1,0-2,5 %.
DNA/DNA-hybridisaatiossa (ks. 2.4.4) méairitetddn koko genomin samankaltaisuusaste
tutkittavilla kannoilla. Menetelmé soveltuu lajitason sukulaisuussuhteiden tutkimiseen
(Kurzman, 1998b). Sukujen vilisid suhteita voidaan tutkia ribosomaalisen DNA:n
(rDNA) ja genomisen DNA:n hybridisaatiota mittaavilla menetelmilld. Ribosomaalisen
DNA:n (rDNA) tai rRNA:n emaésjirjestyksen méérittiminen eli sekvenointi (ks. 2.4.6)
on monipuolisin olemassa oleva menetelmé hiivojen fylogeneettisten suhteiden arvioi-
miseksi. Sitd voidaan kdyttdd sekd kaukaisten ettd ldheisten sukulaisuussuhteiden méaa-
rityksessd (Kurzman & Blanz, 1998).

Hiivat ovat siis heterogeeninen joukko organismeja eikd niiden luokittelemiseksi voi
kuvata yhtd oikeaa menettelytapaa. Eri menetelmien sopivuus ja painoarvo riippuvat
sekd taksonista ettd taksonitasosta. Tulevaisuudessa luokittelu perustuu todennédkoisesti
enenevisti molekyylibiologisten menetelmien antamaan fylogeneettiseen tietoon. Usei-
den tutkijoiden mielestd luotettava luokitussysteemi voi perustua vain polyfaasiseen
lahestymistapaan, jossa huomioidaan mahdollisimman monesta kannasta mahdollisim-
man monia ominaisuuksia (van der Walt, 1987; Phaff, 1998).

2.1.3 Nykyinen luokittelu

Sienikunta (Fungi) on jaettu neljdén padjaksoon: Zygomycota (yhtymaésienet), Ascomy-
cota (kotelosienet), Basidiomycota (kantasienet) ja Chytridiomycota (Gams et al.,
1998). Jaottelu perustuu l&hinnd suvulliseen lisdédntymiseen liittyviin ominaisuuksiin.
Hiivoja ja hiivankaltaisia organismeja on Basidiomycota- ja Ascomycota-jaksoissa.
Aikaisemmin anamorfiset hiivat luokiteltiin omaksi ryhmikseen (Kreger-van Rij, 1987),
mutta nykyddn ne on sijoitettu basidio- tai askomykeetteihin geno- ja fenotyyppisten
ominaisuuksien perusteella (taulukko 3) (Kurzman, 1998a; Boekhoet et al., 1998). Hii-
vasukuja on télld hetkelld noin 90 ja lajeja noin 800.
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Taulukko 3. Askomykeetti- ja basidiomykeettihiivojen eroja.

Ominaisuus* Askomykeetti Basidiomykeetti Viite
Suvullinen lisddntyminen koteloitidistd kantaitioisté Kreger-van Rij, 1987
Soluseind

* kerrosten lkm 2 >2 Moore, 1998

* pyrofosfaattihappoa - + "

* a-glukaania - + Kreger-van Rij, 1987
* ksyloosia - +/- Moore, 1998

* kitiinid véhin paljon "

Diatsoniumsini B-reaktio + - "

Ureaasiaktiivisuus -(H) + "
Deksiribonukleaasiaktiivisuus - + Kreger-van Rij, 1987
Karotenoidipigmenttien muodostus - + Boekhoet et al., 1998
Ballistokonidiat - + "

Kuroutumistyyppi holoblastinen enteroblastinen "

Koentsyymi Q 6,7,8,(9) (8),9, 10 Déak & Beuchat, 1987
G+C mol-% 27-50 50-70 Kurzman, 1998b

* osa ominaisuuksista vaihtelee ko. ryhmien sisdlla

Askomykeettihiivat lisddntyvét suvullisesti koteloitidistd (kuva 4) ja eroavat muista as-
komykeeteistd (Euascomycetes) siind, ettd itidt eivdt muodostu erityisen itidemén sisél-
1. Ne on nykyéén sijoitettu fylogeneettisesti erillisiin Hemiascomycetes- ja Archiasco-
mycetes-luokkiin, joissa on yhteensd noin 54 hiivasukua ja noin 500 lajia. Hemiasco-
mycetes-luokan hiivat kuuluvat Saccharomycetales-lahkoon (synonyymi Endomyceta-
les), joka on suurin hiivalahko ja siséltdd 11 heimoa. Useat timédn luokan heimot ja su-
vut ovat 1dhinné diagnostisia, koska niiden varmentamiseksi ei toistaiseksi ole riittdvasti
tutkimustietoa. Saccharomycetaceae-heimo késittdd sellaiset yleiset hiivasuvut, kuten
Pichia, Saccharomyces, Zygosaccharomyces ja Kluyveromyces. Saccharomycodaceae-
heimon hiivoille on tyypillistd bi-polaarinen kuroutuminen, jossa kurouma muodostuu
solun molempiin péihin. Dipodascaceae-heimon hiivat kasvavat yksinomaan rihmasto-
na. Useat Endomycetaceae- ja Cephaloascaceae-heimon hiivat itidivdt vanhojen itioi-
densd sisdlle. Niiden koteloitidt ovat usein hatunmuotoisia. Kaikki anamorfiset askomy-
keetit kuuluvat Candidaceae-heimoon, joka on heimoista suurin ja sisdltdd noin 230
lajia. Néistd lajeista 160 kuuluu Candida-sukuun. Pieneen Archiascomycetes-luokkaan
kuuluu vain murto-osa hiivoista. Tillaisia ovat kahtia jakautumalla lisdéntyvét Schi-
zosaccharomyces-suvun hiivat sekid Taphrina-, Protomyces-, Saitoella- ja Pneumocys-
tis-sukujen hiivat. Luokka késittdd nelja heimoa (Kurzman, 1998a; Gams ef al., 1998).
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Kuva 4. Askomykeettihiivojen suvullinen lisddntyminen. a) Koteloitioiden muodostumi-
nen kasvullisen solun sisddn, b) kotelotiéiden muodostuminen kurouman ja emdsolun
vhtymisen jdlkeen, c) koteloitididen muodostuminen kahden solun yhtymisen jdilkeen, d)
hatunmuotoisia koteloitioitd, e) munuaisenmuotoisia koteloitiditd (Gams et al., 1998).

Basidiomykeettihiivoja on 11 lahkossa, jotka kaikki kuuluvat Heterobasidiomycetes-
luokkaan. Tallad hetkelld tunnetaan 36 sukua ja noin 220 lajia (50 teleomortfia ja 170
anamorfia). Teleomorfiset basidiomykeettihiivat erotetaan toisistaan kantasolun morfo-
logian, septumin hienorakenteen sekd soluseinédn koostumuksen perusteella. Monet lajit
ovat dimorfisia. Hiivamuoto on yleensi elinkierron suvuton vaihe, joka vuorottelee su-
vullisen rihmastovaiheen kanssa (kuva 5). Hiivavaiheen solut syntyviét tavallisesti kan-
taitidistd tai suoraan kantasoluista ja ne ovat usein haploideja ja lisdéntyvit kuroutu-
malla. Kantaitiot tuottava kantasolu (basidium) muodostuu joko suoraan rihmasta tai
paksuseindisestd esi-itiostd (telioitid). Yksisoluvaihe pddttyy kaksitumaiseen rihmasto-
vaiheeseen. Yleensd heterobasidiomykeetit ovat heterotallisia eli pariutumiseen tarvi-
taan eri pariutumistyyppid olevat solut. Monet lajit ovat kasvien tai toisten sienten loisia
tai eldvét saprofyytteind. Télld hetkelld vain osa basidiomykeettilajeista on kunnolla
karakterisoitu ja niiden taksonomia ei kaikilta osin heijasta luonnollisia sukulaisuus-
suhteita (Kreger-van Rij, 1987; Boekhout ef al., 1998).
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Kuva 5. Esimerkki teleomorfisen basidiomykeettihiivan elinkierrosta.

Useat anamorfiset basidiomykeetit esiintyvit vain hiivamuotona. Ne on sijoitettu joko
Cryptococcaceae- tai Sporobolomycetaceae-heimoon. Molemmat heimot ovat keinote-
koisia ja niitd ylldpidetddn ldhinnd kdytdnnollisyyden vuoksi. Karotenoidipigmenttien
muodostus on yleistd anamorfisille lajeille. Sporobolomycetaceae-hiivat muodostavat
suvuttomia ballistokonidioita, jotka solu laukaisee ympéristoonsa.

2.2 Hiivojen tunnistaminen ja tyypittaminen

Hiivojen tunnistamiseksi ja tyypittdmiseksi on kehitetty erilaisia menetelmia, jotka pe-
rustuvat joko hiivojen ilmenevissd (fenotyyppisissd) tai perinndllisissd (genotyyppisis-
sd) ominaisuuksissa esiintyviin eroihin (kuva 6). Fenotyyppiin perustuvissa menetelmis-
sd voidaan mitata esimerkiksi fysiologisia, biokemiallisia ja morfologisia ominaisuuksia
tai solun erilaisia kemiallisia komponentteja kuten rasvahappoja ja proteiineja. Sen si-
jaan genotyyppisissd menetelmissd maddritetddn eroja solujen perimdaineksessa eli
DNA:ssa.
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Kuva 6. Hiivojen tunnistusmenetelmien jaottelu.

Yleensd tutkittavasta ndytteestd eristetyistd hiivoista valitaan tunnistettavaksi kaikki
erindkoisen pesdkkeen muodostavat yksilot eli kannat. Pesdkkeiden valinnassa kannat-
taa kayttdd apuna stereomikroskooppia (10-20 x suurennos) tai suurennuslasia (4 x suu-
rennos). Lisédksi solut kannattaa mikroskopoida (400 x suurennos), koska samannékdi-
sen pesidkkeen muodostavat yksilot eivit vélttamaittd ole samoja.

Hiivakanta on yleensd puhdistettava tunnistusta varten. Primaarimaljalta valittu, muista
pesédkkeistd erillinen pesdke voidaan puhdistaa hajottamalla solumassaa silmukalla
yleisalustan pinnalle erillispesidkkeiden aikaansaamiseksi. Vaihtoehtoisesti mahdolliset
kontaminantit voidaan laimentaa pois laimennussarjassa ennen pintaviljelyd. Puhdis-
tusta jatketaan, kunnes kaikki viljelmén pesidkkeet ovat samannikdisid, kuitenkin va-
hintddn kahdesti perdkkéin. Mikali viljelmédssd on kuitenkin vield toistuvien puhdistus-
ten jilkeen erinékoisid pesakkeitd, ne voivat edustaa hiivan eri rakenne- tai pariutumis-
tyyppejd. Talloin molemmat tyypit kannattaa ottaa talteen jatkotutkimuksia varten (Yar-
row, 1998).

2.3 Fenotyyppiin perustuvat tunnistus- ja tyypitysmenetelmat
Fenotyyppisissd menetelmissd kasvatusolosuhteet, kuten inkubointiaika ja -lampétila

sekd alustan koostumus, on tarkasti standardoitu, koska ne vaikuttavat solun fysiologi-
aan ja kemialliseen koostumukseen (Yarrow, 1998).
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2.3.1 Standardimenetelma

Hiivojen standarditunnistusmenetelma perustuu noin 50-100 fysiologisia, rakenteellisia

ja biokemiallisia ominaisuuksia (taulukko 4) mittaavaan testiin. Eri ominaisuuksien
testauksessa kdytetddn yleisesti hyviksyttyjd standardoituja menetelmid, joiden uusim-
mat kuvaukset on esitetty Kurzman & Fell (1998b) ja Barnett ef al. (2000) taksonomia-
teoksissa. Eri tutkijoiden menettelytavoissa on yleensé pienid eroja, koska saman testin
suorittamiseksi on eri vaihtoehtoja. My0s kdytettyjen testien méaird vaihtelee. Tunnis-

tuskdytanto riippuu liséksi tunnistettavien kantojen maarésta, tutkimuksen tarkoituksesta

ja kohteesta.
Taulukko 4. Hiivojen tunnistuksessa kdytetyt ominaisuudet.
Ominaisuus Kurzman & Fell (1998b) | Barnett ef al. (2000) | CBS:n tunnistus-
standardilajikuvaus' standardilajikuvaus menetelmi’
1. Morfologiset
Suvullinen lisddntyminen
* itididen muodostus 1 1 1
* itididen ominaisuudet (muoto, lkm) 1 3 1
* itidpesdn ominaisuudet 1 1 1
Suvuton lisdéntyminen
* lisddntymistapa 1 4 1
* suvuttomien itididen muodostus 1 2 1
* solun muoto 1 1 1
* (vale)rihmastonmuodostus 1 3 1
Makroskooppinen kasvu
* nesteviljelmi 1 0 0
* kiinted alusta 1 1 1
2. Fysiologiset
* hiiliyhdisteiden assimilaatiotestit 36(=9) 44 26
* typpiyhdisteiden assimilaatiotestit 1(=5) 9 4
* sokereiden fermentaatio 7 14 6
* vitamiinivaatimukset 1(10) 10 0
* kasvu eri ldmpdotiloissa =4 5 1
* kasvu alhaisessa a,,:ssd (=6) 2 0
* sykloheksimidiresistenssi (2) 2 1
* 1% etikkahapon toleranssi (1) 1 0
* ureaasiaktiivisuus (1) 1 0
* diatsoniumsini B reaktio (1) 1 0
* hapon tuotto glukoosista (1) 1 0
* tarkkelysmaéisten yhdisteiden eritys (1) 1 0
* rasvan hajotus (1) 0 0
* proteiinien hajotus (1) 0 0
3. Biokemialliset, geneettiset
G+C mol-% 1 1 0
Soluhydrolysaatit basidiomykeetit 0 0
Koentsyymi Q:n rakenne 1 1 0

" numerot sarakkeissa ilmaisevat perustestien lukumiirin, lisitestit ovat suluissa
2 CBS = Centraalbureau voor Schimmelcultures, Hollanti
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Tunnistettavan viljelmén tulisi olla nuori ja aktiivisesti kasvava. Kasvatuslampdtila riip-
puu kannasta, mutta useimmille 25 °C on sopiva. Seuraavassa on esitetty lyhyesti tér-
keimmat tunnistustestit.

Suvulliseen ja suvuttomaan lisdéntymiseen liittyvilld morfologisilla ominaisuuksilla on
suuri painoarvo tunnistuksessa. Hiivat lisddntyvit suvullisesti joko kotelo- tai kanta-
itioistd (ks. 2.1.3, kuvat 4 ja 5). Itidinnin indusoimiseksi on kehitetty useita erityisalus-
toja, joilla itidintinopeus vaihtelee péivistd viikkoihin. Itidivda viljelmdd mikroskopoi-
taessa tulisi kiinnittdd huomiota mm. itiopesédkkeen ja itididen sekd mahdollisen rih-
maston rakenteeseen ja vériin. Itiditd voi olla vaikea havaita useista eri syistd, vaikka
kanta olisi suvullisesti lisddntyva. Hiivat lisdéntyvit suvuttomasti kuroutumalla, kahtia
jakautumalla, pilkkoutumalla tai konidioimalla (kuva 7). Erdit lajit voivat lisdksi muo-
dostaa suvuttomia itiditd. Suvuttomaan lisddntymiseen liittyvien ominaisuuksien tutki-
miseen soveltuvat mm. peruna-dekstroosi-, maissijauho- ja riisiagar. My0s neste- ja
agarviljelmin makroskooppisista ja mikroskooppisista ominaisuuksista voi olla hyotya
tunnistuksessa.

Fysiologiset ominaisuudet ovat tarkeitd lajin ja joskus my0s suvun madrityksessd. Tun-
nistus voi perustua myds yksinomaan fysiologisiin ominaisuuksiin. Hiiliyhdisteiden
assimilaatiotesteilld tutkitaan hiivan kykya kayttdd erilaisia sokereita, sokerialkoholeja
ja orgaanisia happoja ainoana hiilenldhteend aerobiseen kasvuun. Tutkittava yhdiste (2
% tai 50 mM) lisétédédn joko kiinteddn tai nesteméiseen hiilettoméan perusalustaan. Nes-
teviljelmid inkuboidaan 1—4 viikkoa, jonka jidlkeen tulos arvioidaan sameuden perus-
teella. Kiinteilld alustoilla testaus suoritetaan kdyttdmailld auksanogrammi- tai kopioin-
titekniikkaa. Kasvatusaika on noin viikko. Maljamenetelmien kdyttd sdéstdd aikaa ja
materiaalia, koska yhdelld maljalla voidaan analysoida useita kantoja tai ominaisuuksia.
Maljoilta on myds helppo havaita kontaminantit.

Typpiyhdisteiden assimilaatiotesteissa tutkitaan hiivan kykyé kasvaa tutkittava yhdiste
ainoana typenldhteend. Erityisesti nitraatin assimilaatiotesti on hyddyllinen lajin mééri-
tyksessd. Muita kayttokelpoisia yhdisteitd ovat mm. nitriitti, kadaveriini, etyyliamiini ja
L-lysiini. Tutkittava yhdiste lisdtddn typettoméain perusalustaan, mutta muutoin typpi- ja
hiiliyhdisteiden assimilaatiota tutkitaan samoilla tekniikoilla.

Hiivojen kyky kayttdd anaerobisesti eli fermentoida erilaisia sokereita vaihtelee. Ar-
violta noin puolet tunnetuista hiivoista fermentoi ainakin glukoosia. Mééritys perustuu
kdymisessd muodostuvan hiilidioksidin toteamiseen. Kasvatukset tehddian kierrekorkilla
suljetuissa Durham-putkissa, joiden pohjalla on pieni kaaasunkerdysputki. Ravinteikkai-
seen perusalustaan lisdtddn yleensd 2 % tutkittavaa sokeria.
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Kuva 7. Hiivojen suvuton lisddntyminen. a) Eri-ikdiset kuroumat voivat jaddd kiinni
toisiinsa muodostaen soluryppditd tai soluketjuja. b) Multipolaarinen kuroutuminen,
jossa kurouma voi muodostua mihin tahansa kohtaan solua. c) Bi-polaarinen kuroutu-
minen, jossa kuroumat muodostuvat solun molempiin pdihin. d) Kahtiajakautuva hiiva-
solu. e) Sterigmatokondidioita eli kuroumia, jotka muodostuvat lyhyen varren pddhdn.
f) Artrokonidioita, jotka syntyvit solurihmasta, kun siihen muodostuu viliseinid. g)
Ballistokonidiat ovat kuroumia, jotka solu laukaisee ympdristoonsd Ilyhyen varren

pddstd.
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Hiivojen vitamiinien tarvetta voidaan tutkia kasvattamalla kantaa ilman yhti tai kaikkia
vitamiineja. Hiivojen sykloheksimidin, etikkahapon ja sokerin sietokyvyssd esiintyy
myds eroja. Sykloheksimidiresistenssid testataan 0,1 ja 0,01 % sykloheksimidiliuoksis-
sa. Yhdiste inhiboi useilla hiivoilla proteiinisynteesin. Etikkahappoalustaa (1 %) voi-
daan kayttdd Z. bailiin ja Z. bisporuksen erottamiseen Z. rouxiista. Osmotoleranssia
testataan 50 % ja 60 % glukoosia siséltivilld alustoilla. Vain muutamat hiivalajit kasva-
vat yli 40 %:n sokeripitoisuudessa.

Ureaasi- ja diatsoniumsini B -testejd kédytetddn askomykeettihiivojen erottamiseen basi-
diomykeettihiivoista Basidiomykeetit hydrolysoivat ureaa ammoniaksi ja hiilihapoksi,
mikd aiheuttaa testialustan pH:n nousun ja virinmuutoksen. Diatsoniumsini B -reaktion
mekanismia ei tunneta. Vain basidiomykeettihiivat muuttavat yhdisteen tummanpunai-
seksi tai violetiksi.

Tuntemattoman kannan nimeédmiseksi testituloksia verrataan tunnettujen lajien ominai-
suuksiin kayttdmalld esimerkiksi taksonomiateosten tunnistuskaavioita tai -taulukoita
(Barnett et al., 2000; Kurzman & Fell, 1998b) tai hiivojen tunnistamiseen kehitettyja
tietokoneohjelmia (mm. Torok & King, 1991, Déak & Beuchat, 1993). Tietokoneohjel-
mien kdytdssd on huomioitava, etteivdt ne tunnista uusia lajeja eikd korkea tunnistusto-
denndkoisyys merkitse vélttdimaittd aina oikeaa tunnistusta. Lopuksi tunnistus varmiste-
taan vertaamalla kannan ominaisuuksia lajin standardikuvaukseen (Barnett et al., 2000;
Kurzman & Fell, 1998b).

Standardimenetelmé on tarkoitettu hiivalajin maaritykseen. Silld ei voi erotella hiivoja
kantatasolla, eiké se tistd syystd sovellu esimerkiksi kontaminaatioldhteiden jiljitykseen
tai spesifisten hiivakantojen (esim. teolliset hiivakannat, patenttikannat) tunnistamiseen.
Standardimenetelmé edellyttdd huomattavaa asiantuntemusta ja kokemusta ja on myds
lilan ty6léds ja aikaa vievd (14 viikkoa) rutiinilaadunvalvontaan tai ekologisiin tutki-
muksiin. Tunnistaminen fenotyyppisten ominaisuuksien perusteella on toisinaan epi-
luotettavaa tai mahdotonta. Esimerkiksi osa lajeista eroaa toisistaan vain muutaman
vaihtelevan piirteen suhteen (Baleiras Couto et al., 1994; Kurzman, 1990) eivitki eri-
tyisoloihin (esim. teollisuusprosesseihin) sopeutuneet kannat aina muistuta lajin tyyppi-
kantaa (Prillinger et al., 1999). Liséksi osa hiivoista ei kasva ollenkaan tai kasvaa huo-
nosti standardiolosuhteissa (Déak & Beuchat, 1987, 1988, 1993). Muutamat hiivat eivét
kasva laboratorio-olosuhteissa lainkaan (Méntynen, 1999).

2.3.2 Standardimenetelman yksinkertaistetut muunnokset

Elintarvikeperdisten hiivojen tunnistukseen on kehitetty myds erilaisia yksinkertaistet-
tuja menetelmid. SIM-menetelméssd (Simplified Identification Method) standardime-
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netelmin testeistd on eliminoitu noin 80 % ottamalla mukaan vain ne testit, jotka tehok-
kaimmin erottelevat elintarvikeperdiset hiivat toisistaan (Déak & Beuchat, 1987, Déak
1992). Yhden kannan alustavaan tunnistukseen tarvitaan kaksi petrimaljaa ja kolme
koeputkea. Petrimaljoilla testataan kymmenen eri hiiliyhdisteen assimilaatiokyky. Glu-
koosin fermentaatio-, nitraatin assimilaatio- ja ureaasitesti tehdddn putkissa. Liséksi
menetelmd kisittdd viljelmdn makroskooppisen ja mikroskooppisen tarkastelun, silld
pelkdt biokemialliset reaktiot eivédt anna luotettavaa tulosta. Tulos saadaan viikossa.
Tunnistuskaavioita on kaksi: laaja kaavio késittdd kaikki 215 elintarvikeperdistd lajia,
kun taas suppea kaavio sisdltdd 76 elintarvikkeista yleisimmin tavattavaa lajia. Tunnis-
tus tulisi lopuksi varmistaa vertaamalla tuloksia ehdotetun lajin standardikuvaukseen.

Rohm & Lechnerin (1990) mukaan SIM-menetelmé on epéluotettava, koska sen tun-
nistuskaavioissa ei ole otettu huomioon lajien sisdistd ominaisuuksien vaihtelua. Teo-
riassa laajan kaavion 215 lajista vain 19 voidaan tunnistaa yksiselitteisesti. Hapanmai-
tovalmisteista eristetyistd 382 kannasta ja 12 vertailukannasta tunnistettiin vastaavasti
50 % ja 25 % oikein. Torok & King (1991) kéyttivdt samaa menetelmédéd vihanneksista
ja hedelmistd eristettyjen kantojen tunnistamiseen paremmalla menestykselld. SIM:n
havaittiin kuitenkin tunnistavan toistuvasti vddrin tietyt tdrkedt pilaajalajit. Déak &
Beuchat kayttivit (1987 & 1993) SIM:n suppeaa versiota juomien ja elintarvikkeiden
pilaajien identifiointiin. Juomaisolaateista 91 % (151/166) tunnistettiin oikein. Nelj
lajia puuttui tietokannasta. Muista elintarvikkeista eristetyistd kannoista vain 57 %:lle
(17/30) saatiin oikea tunnistus. Elintarvikeperdisille hiivoille on olemassa myds muita
yksinkertaistettuja tunnistuskaavioita ja -menetelmid (Barnett ez al., 2000; Déak, 1991;
Fleet, 1992; Pitt & Hocking, 1997; Mitrakul et al., 1999), mutta niitd ei ole arvioitu yhta
laajasti kuin SIM:4.

Standarditunnistustestit voidaan tehdd my0s pienoiskoossa kuoppalevylld, mikd sddstda
materiaalia, aikaa ja tydmadrdd (Sheree Lin & Fung, 1987; Heard & Fleet, 1990). Yh-
delld levylld voidaan testata jopa 96 ominaisuutta tai kantaa. Kuoppalevypohjaiset me-
netelmit antavat perinteistd menetelmié vastaavan tuloksen.

2.3.3 Kaupalliset tunnistuskitit ja -systeemit

Kliinisten hiivojen tunnistamiseen on markkinoilla useita kittejd (taulukko 5), jotka pe-
rustuvat pddasiassa hiiliyhdisteiden assimilaatioon tai entsyymireaktioihin tai molem-
piin. Néissd kiteissd testisubstraatit on yleensd kuivattu pieniin muovikuoppiin, jotka
siirrostetaan tutkittavalla viljelmélla. Positiivinen reaktio ilmenee tavallisesti joko alus-
tan virin tai sameuden muutoksena. Testitulokset kootaan numeeriseksi profiiliksi, jon-
ka mukaan kanta tunnistetaan kitin mukana tulevasta lajilistasta tai tietokannasta. Jotkut
kitit voidaan lukea automaattisesti. Kitit eroavat toisistaan ldhinna testien lukumaérén ja
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tyypin, tietokannan koon sekéd inkubointiajan suhteen. Tietokannat késittdvat vain 11-63
lajia, kun elintarvikkeista on eristetty yli 200 hiivalajia (Déak & Beuchat, 1987). Tulos
saadaan entsyymitesteilld 4 tunnissa ja assimilaatiotesteilld 24—72 tunnissa.

Taulukko 5. Hiivojen tunnistamiseen kdytettyjd kaupallisia kittejd.

Nimi Assimilaatio- | Entsyymi- | Muita | Lajeja tieto- Inkubointi Valmistaja
testeji testeji kannassa

D32 C* 30 0 2 63 24-48 h, 30 °C | bioMérieux, Ranska

API 20 C* 19 0 1 43 24-72 h, 30 °C "

API Yeast-Ident" 0 20 0 4h37°C "

API Candida® 5 7 0 15 24-48 h, 37 °C "

API 50 CH® 49 0 1 bakteereita 7-28d,25°C "

Auxacolor" 13 1 2 26 24-48 h, 30 °C | Sanofi Diagnostics
Pasteur, Ranska

Fungichrom" I 7 8 1 24 24-48 h, 30 °C | International Mic-
robio, Ranska

Fungifast" I Twin 6 4 11 24-48 h, 37 °C "

Useimmat kitit soveltuvat véhintddn tyydyttdvasti kliinisten hiivojen tunnistamiseen
(Land et al., 1991; Paugam et al., 1999). Ne ovat helppoja kayttia ja sdilyttdd seké anta-
vat tuloksen standardimenetelméd nopeammin. Monia kittejd on testattu myos elintarvi-
keperdisten hiivojen tunnistamiseen, mutta ne on todettu sellaisenaan epiluotettaviksi
tdhin tarkoitukseen (Déak & Beuchat, 1988; Rohm & Lechner, 1990; Torok & King,
1991). Esimerkiksi mehutiivisteistd ja virvoitusjuomista eristetyistd hiivakannoista API
20C ja ID 32C tunnistivat luotettavasti 45,7 % ja 59,8 % (Déak & Beuchat, 1993). Ent-
syymireaktioihin perustuvat kitit (API Yeast-Ident, API-Zym, MicroScan) on osoitettu
assimilaatiokitteja epéluotettavimmiksi niin kliinisille kuin elintarvikeperéisille hiivoille
(Déak & Beuchat, 1988, 1995a ja b; Torok & King, 1991; Land ef al., 1991).

Assimilaatiotesteihin perustuvien kittien epéluotettavuus elintarvikeperdisilld hiivoilla
johtuu ldhinnd erilaisista puutteista niiden tietokannoissa. Useissa tutkimuksissa mer-
kittdva osa tunnistetuista lajeista tai tuloksena saaduista numeerisista profiileista puuttui
tietokannasta (Déak & Beuchat, 1988, 1993, 1995; Rohm & Lechner, 1990; Torok &
King, 1990; Déak, 1992). Lisdksi osa tietokantojen ominaisuuksista oli ristiriidassa
standardilajikuvauksen kanssa (Déak & Beuchat, 1988, 1993). Myos virheelliset testi-
tulokset voivat johtaa vddrdédn tunnistukseen, vaikka yleensé assimilaatiotestien antamat
tulokset korreloivat hyvin vastaavien perinteisten testien kanssa (Déak & Beuchat,
1988, 1993; Rohm & Lechner, 1990). Sen sijaan entsyymitestit ovat usein epéluotetta-
via ja huonosti toistettavia. Lisdksi kittien testivalikoima on liian suppea elintarvikepe-
rdisten hiivojen yksiselitteiseen tunnistamiseen (Déak & Beuchat, 1988, 1993; Fleet,
1992). Kittejd voidaan kéyttda elintarvikeperdisten hiivojen tunnistukseen, kun testivali-
koimaa tdydennetddn muutamalla lisdtestilld ja testien tuloksia verrataan kattavaan tie-
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tokantaan. Esimerkiksi hiivojen identifiointiin kehitetyt tietokoneohjelmat ovat tdhén
tarkoitukseen katevid.

Biolog (Biolog Inc., USA) on kliinisten ja ei-kliinisten hiivojen tunnistamiseen kehitetty
puoliautomaattinen tietokonepohjainen systeemi, joka perustuu 96 hiiliyhdisteen oksi-
daatio- ja assimilaatiotestiin. Testeisti 26 on samoja kuin standardimenetelmissa.
Jarjestelmd koostuu testisubstraatit siséltdvistd kuoppalevyistd, monikanavapipetoijasta,
turbidometristd, automaattisesta kuoppalevyn lukijasta sekd MicroLog-ohjelmasta, jon-
ka tietokannassa on 267 hiivalajin bioprofiilit. Biologia on testattu myos elintarvike- ja
juomaperdisten hiivojen tunnistukseen. Praphailong et aliin (1997) tutkimuksessa sys-
teemi tunnisti 21 lajista 52,4 % toistuvasti oikein. Kaikista kannoista oikein tunnistettuja
oli 68 %. Méntynen (1999) onnistui tunnistamaan mehutiivisteisti eristetyistd hiivoista 83
% (69/83) ja vertailukannoista 29 % (10/34). Biologin suurimpana heikkoutena pidettiin
puutteellista tietokantaa. Myos testisubstraattivalikoimassa oli kehittimisen varaa.

2.3.4 Erottelevat ja valikoivat alustat

Erilaisten elintarvikeperdisten ja kliinisten hiivojen eristimiseen ja alustavaan tunnis-
tukseen sekd hiivakantojen karakterisointiin on kehitetty muutamia valikoivia ja erotte-
levia alustoja. Ne perustuvat yleensé erilaisiin inhiboiviin yhdisteisiin (esim. vérit, anti-
biootit), valikoiviin substraatteihin tai inkubointiolosuhteisiin (esim. ldmpétila, hiilen-
ldhde), orgaanisten vérien absorptioon tai spesifisiin biokemiallisiin reaktioihin (esim.
entsyymiaktiivisuus, hapon tuotto) tai ndiden erilaisiin yhdistelmiin.

Kaupallisella. CHROMagar™ Candida -alustalla voidaan pesdkkeen vérin perusteella
tunnistaa alustavasti C. tropicalis, C. krusei ja C. albicans. Vireja siséltdviad alustoja on
kaytetty my0s Pichia- ja Candida-lajien eristimiseen elintarvikkeista (Sheree Lin &
Fung, 1987), villihiivojen erottamiseen panimohiivasta (van der Aa Kiihle & Jespersen,
1998) seka hyotyhiivakantojen karakterisointiin (Simpson et al., 1992; Gomes et al.,
2000). Erottelevia alustoja on liséksi kehitetty ainakin seuraaville elintarvikkeiden pi-
laajahiivoille: Yarrowia lipolytica (ruskean pigmentin muodostus tyrosiinista), Debary-
omyces hansenii (B-glukuronidaasin osoittaminen), Kluyveromyces lactis ja K. mar-
xianus (-galaktosidaasin osoittaminen), Z. bailii ja Z. bisporus (glukoosi ja muurahais-
happo ainoina hiilen ja energianldhteind), Dekkera/Brettanomyces (4-etyylifenolin
tuotto p-kumariinihaposta) (Pitt & Hocking, 1997; Kurzman & Fell, 1998b; Loureiro &
Querol, 1999).
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2.3.5 FT-IR (Fourier Transform Infrared) -spektroskopia

FT-IR-spektroskopiassa mitataan infrapunaséteilylld (A = 1 uym — 1 mm) viritettyjen
molekyylien virédhtelyjd. Tuloksena saadaan ndytteen kemiallista koostumusta esittdva
infrapunaspektri, joka on erdénlainen niytteen kemiallinen sormenjélki. Mikrobin tun-
nistamiseksi luotettavasti tunnistettujen kantojen spektreistd on ensin luotava kattava
kirjasto. Kiimmerle ez al. (1998) ovat kehittdneet standardoidun menetelmin elintarvi-
keperdisten hiivojen tunnistamiseksi FT-IR-spektroskopialla. Hiivaa kasvatetaan Y GC-
agarilla 24 tuntia, minka jélkeen viljelma kuivataan ndytepidikkeeseen (1 h) ja analysoi-
daan (2 min). Tunnistuskirjasto sisdltdd 332 hiivakannan spektrin. Kun menetelmii
testattiin 722 uuden hiivakannan tunnistamiseen, oli oikeiden tunnistettujen kantojen
osuus 97,5 %. Menetelmd on erittdin herkkd koe-olosuhteiden muutoksille ja laitteisto
suhteellisen kallis.

2.3.6 Rasvahappoanalyysi

Mikrobeja voidaan tunnistaa ja karakterisoida myos niiden rasvahappokoostumuksen
perusteella. Rasvahappoanalyysid varten solut on kasvatettava tarkasti kontrolloiduissa
standardiolosuhteissa, koska useat eri tekijit vaikuttavat mikrobin rasvahappokoostu-
mukseen. Rasvahapot eristetddn soluista saippuoimalla ja analysoidaan metyyliestereina
kaasukromatografilla. Analyysin tulokset késitellddn yleensd tilastollisin menetelmin.
Hiivojen rasvahapoista suurin osa on pitkdketjuisia (C14-C18) ja niissd esiintyy vé-
hemmain vaihtelua kuin bakteerien rasvahapoissa.

Loureiron & Querolin (1999) mukaan elintarvikeperdiset hiivat voidaan jakaa niiden
monityydyttdméttomien C18-rasvahappojen koostumuksen perusteella kolmeen péa-
ryhmaéin: 1) erittdin potentiaaliset pilaajalajit, 2) huonoa hygieniaa tai riittimatonta sai-
lontikasittelyd indikoivat lajit ja 3) fermentatiiviset hiivat, jotka voivat olla pilaajia.
Pitkédketjuisten rasvahappojen analyysilld voidaan erotella hiivoja myds laji-, alalaji- ja
jopa kantatasolle asti. Menetelmén on useissa tutkimuksissa osoitettu soveltuvan viinis-
sd esiintyvien hiivalajien tunnistukseen (Tredoux et al., 1987; Augustyn et al., 1990;
Malfeito-Ferreira et al., 1997). Rasvahappoanalyysilld on pystytty luokittelemaan pani-
moympadristosté eristettyjd hiivoja eri ryhmiin (Oosthuizen et al., 1987; Moreira da Sil-
va et al., 1994) sekd erottamaan toisistaan S. cerevisiae -lajin laboratorio-, panimo-,
tislaamo- ja viinikannat (Bendova et al., 1991). Augustyn & Kockin (1989) tutkimuk-
sessa kaikkien 13 S. cerevisiae -kannan rasvahappoprofiili oli erilainen. Menetelmén
erottelukykyd arvioitaessa on kuitenkin tirkedd analysoida useita saman lajin kantoja,
koska rasvahappokoostumus voi vaihdella lajin sisélld yhtd paljon kuin lajien valilld
(Augustyn et al., 1990).
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Rasvahappoanalyysi on perinteistd menetelméd nopeampi ja antaa tuloksen 2—3 péivis-
sd. Sen toistettavuus on standardiolosuhteissa hyva. Standardikasvatusolosuhteet eivit
kuitenkaan sovellu kaikille kannoille, mikd hankaloittaa menetelmén kéaytt6a tunnistus-
tarkoituksiin. Markkinoilla on mikrobien tunnistamiseen rasvahappojen perusteella tie-
tokonepohjainen ja puoliautomaattinen MIS (Microbial Identification System)
-jarjestelméd (MIDI Inc., USA), joka kisittda tarkkaan standardoidun nédytteenvalmistus-
protokollan, kaasukromatografin ja MIS-analyysiohjelman. Perustietokanta késittda
noin 200 hiivalajin rasvahappoprofiilit, mutta sitd voidaan laajentaa tarpeen mukaan.
Puhtaaksiviljellyn hiivakannan tunnistus vie 2—3 pdivéa.

2.3.7 Proteiinianalyysi

Proteiinit ovat geeniekspression tuotteita ja toimivat soluissa sekd rakennekomponent-
teina ettd biokemiallisten reaktioiden katalysaattoreina (entsyymit). Useimpien proteii-
nien ilmeneminen riippuu ymparistoolosuhteista. Koko solun proteiinianalyysissé tut-
kitaan eroja organismien proteiinikoostumuksessa. Analyysin kohteena voivat olla myds
solun eri entsyymit. Yleensé standardiolosuhteissa kasvatetuista soluista eristetyt prote-
linit erotetaan toisistaan polyakryyliamidigeelielektroforeesissa koon ja varauksen pe-
rusteella, jonka jilkeen ne detektoidaan spesifisten vérjdysten avulla. Solun proteiinit
voidaan leimata myos in vivo kasvattamalla soluja radioisotooppeja sisdltdvélld alustal-
la, jolloin proteiinit voidaan osoittaa autoradiografisesti.

Koko solun proteiinianalyysid on kdytetty eniten Saccharomyces-suvun panimo-, leivin,
tislaamo- ja viinihiivakantojen karakterisointiin. Menetelmélld on onnistuttu tyypitté-
madn Saccharomyces-hiivoja niin laji-, alalaji- kuin kantatasolle asti (van Vuuren & van
der Meer, 1987, Casey et al., 1990; Querol et al., 1992; Gomes et al., 2000). Yleensa eri
kantojen proteiinikoostumuksessa esiintyy kuitenkin enintdin kvantitatiivisia eroja.
Guillamon et aliin (1993) samasta ekosysteemistéd eristimien viinihiivakantojen proteii-
niprofiilit olivat identtiset, mutta eri alkuperdd olevien kantojen proteiinikoostumus ero-
si selvisti toisistaan. Saccharomyces-hiivojen liséksi proteiinianalyysilli on pystytty
erottelemaan toisistaan myds muiden hiivasukujen (mm. Candida, Geotrichum) lajeja
(Bruneau & Guinet, 1989). Isoentsyymien analysointia on kdytetty menestyksellisesti
Saccharomyces sensu stricto -ryhmin hiivojen tunnistukseen (Duarte ef al., 1999).

Proteiinien analysointi on suhteellisen helppoa eiké siind tarvita kalliita laitteita (elekt-
roforeesilaitteisto ja virtaldhde). Tuloksen saaminen vie kasvatusvaiheen jéilkeen kaksi
pdivdd. Koeolot on standardoitava tarkkaan, jotta tulokset olisivat toistettavia ja
vertailukelpoisia keskenddn. Luotettavasti tunnistettujen lajien proteiiniprofiileista tiy-
tyy luoda tunnistuskirjasto identifiointitarkoituksia varten.
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2.4 Genotyyppiin perustuvat tunnistus- ja tyypitysmenetelmat

Evoluution aikana mikrobien geneettisessd materiaalissa (DNA) tapahtuneita muutoksia
voidaan hyddyntdd mikrobien erottelussa eri tasoilla. Genotyyppisissd menetelmissa
tutkitaan eroja organismien DNA:ssa joko suoraan tai epdsuoraan. Genotyyppiset me-
netelmdt eroavat fenotyyppisistd menetelmistd monessa suhteessa. Koska solun DNA-
koostumus ei tavallisesti riipu solun fysiologisesta tilasta, soluja ei tarvitse kasvattaa
standardiolosuhteissa. Genotyyppiset menetelmét mahdollistavat organismien erottelun
toisistaan jopa yksilotasolla ja siten niitd voidaan kdyttdd esim. kontaminaatioreittien
selvittimiseen, spesifisten teollisuus- ja patenttihiivakantojen tunnistamiseen sekd bio-
diversiteettitutkimuksiin. Lisdksi geneettiset analyysit ovat luotettavampia epétyypillis-
ten kantojen (mm. Prillinger et al., 1999) ja ilmiasultaan toisiaan muistuttavien lajien
tunnistuksessa (mm. Kurzman, 1990; Baleiras Couto ef al., 1994) kuin fysiologiaan ja
morfologiaan perustuvat menetelmét. Ne ovat myds standardimenetelmad nopeampia ja
taloudellisempia. Osa tekniikoista soveltuu spesifisten organismien tunnistamiseen suo-
raan ndytteestd ilman puhtaaksiviljelyd (van der Vossen & Hofstra, 1996). Genotyyppi-
silld menetelmilld ei voi erottaa toisistaan hiivan teleo- ja anamorfimuotoja (de Barros
Lopes et al., 1998).

2.4.1 Hiivasolun nukleiinihapot

Deoksiribonukleiinihappo (DNA) ja ribonukleiinihappo (RNA) vastaavat kaikissa so-
luissa geneettisen informaation talletuksesta ja vélityksestd. DNA on kaksijuosteinen
helikaalinen makro-molekyyli, jonka deksiriboosisokerista ja fosfaatista koostuvaan
runkoon on kiinnittynyt neljd emaisté: adeniini (A), tymiini (T), sytosiini (C) tai guaniini
(G). Emisten viliset vetysidokset pitdvat DNA:n vastinjuosteita yhdessi. Vastakkaisissa
juosteissa adeniini on aina pariutunut tymiinin kanssa ja guaniini sytosiinin kanssa.
DNA:n emisjérjestys on joka organismilla ainutlaatuinen ja sithen on koodattu koko
solun geneettinen informaatio. DNA-jaksoa, joka koodaa yhtd polypeptidid (proteiinin
rakenneosa) tai RNA-molekyylid, kutsutaan geeniksi. Soluilla on kolmentyyppisid
RNA-molekyylejd, jotka kaikki osallistuvat tavalla tai toisella proteiinisynteesiin.
RNA:ssa deoksriboosin tilalla on riboosi ja tymiinin tilalla urasiili. Geenien ilmetessa
niiden emadsjdrjestys kopioidaan viestinvieja RNA:han (mRNA), joka kuljettaa tiedon
ribosomeihin. Ribosomit ovat proteiinisynteesiin erikoistuneita kahdesta alayksikosti
(40 S ja 60 S) muodostuneita partikkeleita, jotka koostuvat ribosomaalisesta RNA:sta
(rRNA) ja proteiineista. Siirtdji-RNA (tRNA) kuljettaa proteiinien rakennuspalikat,
aminohapot, ribosomeille. Aktiivisesti kasvavassa solussa RNA-molekyyleistd tRNA:ta
jarRNA:ta on 80-90 % (Lewin, 1994).
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Hiivan genomi on noin 3-5 kertaa suurempi kuin bakteerin. Esimerkiksi S. cerevisiaen
genomissa on noin 1,3 x10” emésparia, kun E. colin genomissa on 4,2 x10° emésparia.
Hiivasolun DNA koostuu ldhinnd proteiineja ja RNA-molekyylejd koodaavista gee-
neistd. Osa geeneistd esiintyy kahtena tai useampana kopiona (Lewin, 1994; Yamagishi
et al., 1999). Joidenkin hiivageenien (< 5 %) sisélld on ei-koodaavia alueita, ns. intro-
neita, joita ei kddnnetd transkriptiossa mRNA:ksi. Introneissa on konservoituneita sek-
venssejd, joiden avulla DNA:ta prosessoivat entsyymit erottavat ne varsinaisista gee-
neistid. Geenien ja geeniryppéiden vilissd esiintyy myos ei-koodaavia alueita tai jaksoja
kuten geenien toimintaa ohjaavia signaalijaksoja ja repetitiivisid elementtejd. Valtaosa
hiivasolun (85 %) DNA:sta on tumassa (= nukleaarinen DNA). Jotta kaikki timid DNA
mahtuisi pieneen tumaan, se on pakattu proteiinien avulla kromosomeihin. Yksi kromo-
somi koostuu yhdestd lineaarisesta DNA-molekyylistd ja kdsittdd muun DNA:n ohella
sen kahdentumisessa ja jakautumisessa tarvittavat sekvenssit. Liséksi joka kromosomin
pédssd on sitd stabiloiva repetitiivinen DNA-sekvenssi eli telomeerinen elementti, jonka
toistuva yksikkd on muotoa C,3A(CA);3. Telomeerien pituus vaihtelee yksilokohtai-
sesti. Kaikissa eukaryoottisoluissa on useita kromosomeja (Lewin, 1994). Hiivoilla nii-
den lukumédérad ja koko vaihtelevat lajista ja jopa kannasta toiseen (Naumova et al.,
1993; Zolan, 1995). Kromosomit ovat erotettavissa toisistaan vain jakautuvassa solussa.
Solunjakautumisten vélilld DNA esiintyy tumassa viljempénd massana ns. kromatiinina
(Lewin, 1994).

Hiivan nukleaarisessa DNA:ssa on useita identtisid kopioita rRNA-geeneistd solun
rRNA:n tarpeen tyydyttdmiseksi. rDNA on jdrjestdytynyt perdkkéin toistuviksi yksi-
koiksi, jotka koostuvat 18 S, 5,8 S ja 25-28 S rRNA -geeneistd. Geenit erottaa toisistaan
kaksi transkriptoitavaa aluetta (ITS; Internal Transcribed Spacer), joilla on spesifinen
rooli ribosomisynteesissd (Musters et al., 1990). rDNA-yksikdiden vélilld on ei-
transkriptoitava alue (IGS; Intergenic Spacer), jonka sisdlld on erdilld hiivoilla 5 S
rRNA -geeni (Kuva 8). ITS- ja IGS-alueiden pituudessa esiintyy lajikohtaista vaihtelua
(Baleiras Couto et al., 1996b; James et al., 1996; Granchi et al., 1999; Yamagishi et al.,
1999). rDNA siséltidd evoluution aikana eri nopeudella muuttuvia alueita, mikd mahdol-
listaa sen kdyton seké ldheisten ettd kaukaisten sukulaisuussuhteiden mittarina. 18 S ja
25-28 S rRNA -geeneisséd esiintyy nukleotidieroja eri hiivalajien vélilld. Erot saman
lajin eri kantojen vélilld ovat olemattomat (0—1 %). Pienid 5 S (~120 bp) ja 5,8 S (~160
bp) rRNA-geenejd voidaan kéyttdd kaukaisempien sukulaisuussuhteiden selvittimiseen
(Kurzman & Blanz, 1998). rDNA:n vilialueet eivit ole yhtd hyvin konservoituneet kuin
rRNA-geenit ja niiden sekvensseissd on osoitettu esiintyvén lajinsiséistd ja lajien valistid
vaihtelua (Molina ef al., 1993; Baleiras Couto et al., 1995; Esteve-Zarzoso et al., 1999).
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[ rDNA | ITS | yDNA | ITS rDNA | IGS | rDNA | IGS rDNA

Kuva 8. Hiivan rDNA-yksikko, joka toistuu genomissa useita kertoja perdkkdin. ITS;
Internal Transcribed Spacer, IGS; Intergenic Spacer.

Nukleaarisessa genomissa (nDNA) esiintyy myos erilaisia ja eriasteisesti itseddn toista-
via (repetitiivisid) DNA-jaksoja, joilla ei ole tunnettua tehtdvii solussa. Ne muuntuvat
nopeammin kuin koodaava-DNA (geenit) ja edistdvdt geneettisen monimuotoisuuden
syntymistd. Mikro- ja minisatelliitit koostuvat 5—50 kertaa perdkkiin toistuvista 1-5 bp
ja 10—-60 bp DNA-jaksoista. Satelliittijaksoja kutsutaan myds SSR (Simple Sequence
Repeat) tai VNTR (Variable Tandem Number Length) -elementeiksi. Niiden koko,
paikka ja lukuméérd genomissa vaihtelevat eri yksiloilla (Lieckfeldt ez al., 1993; Lewin,
1994). Eukaryoottien genomissa esiintyy paikallisina kerdédntymind myos pidempid sa-
telliittijaksoja. Erdiltd hiivoilta on l0ydetty lajispesifisid toistojaksoja intergeenisiltd
alueilta (Carlotti et al., 1997). Transposonit ja retroposonit ovat litkkuvia DNA-
elementtejd, jotka siirtyvit genomin sisdlld suoraan paikasta toiseen aiheuttaen samalla
DNA:ssa mutaatioita ja uudelleenjdrjestdytymisid. Transposonit liikkkuvat koodaamiensa
proteiinien avulla, kun taas retroposonit valmistavat DNA-kopioita omasta RNA:staan
retrovirusten tavoin. Eukaryoottisolussa voi olla useita erilaisia liitkkuvia elementteja,
joista useimmat ovat kuitenkin inaktiivisia. Ty (Transposable Yeast) -elementit ovat
ryhma hiivan retroposoneita. Ndiden elementtien péissd on 330 bp -repetiiviset d-jaksot
ja ne koodaavat kahta eri proteiinia. Genomissa on Tyl- ja Ty917-tyyppisid jaksoja yh-
teensd noin 36 ja yksindisid d-jaksoja noin 100. Yksittdisten Ty-elementtien ja d-
jaksojen sekvensseissd esiintyy huomattavaa heterogeenisuutta. Liséksi niiden sijainti
genomissa vaihtelee kantakohtaisesti (Lewin, 1994).

Hiivasolun mitokondrioilla on oma rengasmainen, suhteellisen pieni (~20-80 kb) ge-
nominsa, josta on joka mitokondriassa useita identtisid kopioita. Aerobisesti kasvavassa
solussa on noin 50 kopiota mtDNA:sta, mikd vastaa 5-25 % kokonais-DNA:sta (Smole
Mozina & Raspor, 1997). MtDNA koostuu introneista, intergeenisistd alueista ja gee-
neistd, jotka koodaavat kaikki mitokondrioiden omassa proteiinisynteesissd tarvittavat
tRNA- ja rRNA-molekyylit sekd osan mitokondriaalisista proteiineista. Mitokondriaali-
set 15 S ja 21 S rRNA -geenit eivit ole jarjestdytyneet operoniksi kuten nukleaarinen
rDNA. Intergeeniset alueet kattavat 2/3 genomista ja ne koostuvat 1dhinni lyhyistd AT-
rikkaista jaksoista (Piskur et al., 1995), minkd vuoksi mtDNA on kevyempdd kuin
nDNA. MtDNA periytyy itsendisesti riippumatta nDNA:sta.

Plasmidit ovat itsendisid kromosomin ulkopuolisia DNA-molekyylejd. Ne ovat kooltaan
suhteellisen pienid ja muodoltaan yleensd rengasmaisia. Usein plasmidit antavat solulle
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jonkin erityisominaisuuden, jonka avulla ne selviytyvdt paremmin. Esimerkiksi monet
antibioottiresistenssigeenit ovat plasmideissa. Plasmidit menetetddn, ellei niiden koo-
daamia ominaisuuksia tarvita. Plasmideja on 16ydetty useilta eri hiivalajeilta ja osan
niistd tiedetdén koodaavan mykosiineja, jotka ovat hiivojen toisia hiivoja vastaan tuot-
tamia antibiootteja (Kurzman, 1998b).

2.4.2 Nukleiinihappojen eristaminen hiivasoluista

Ensimmadinen vaihe nukleiinihappoanalyyseissd on yleensd nukleiinihappojen (genomi-
nen DNA, nDNA, mtDNA, plasmidi-DNA tai RNA) eristiminen soluista. Eristysme-
netelmid on lukuisia (ks. Sambrook et al., 1989), ja menetelmin valinta riippuu l&hinnd
analyysimenetelmastd sekd sen kadyttosovelluksesta.

Genomisen DNA:n uuttomenetelmét voidaan jakaa karkeasti perinteisiin eristys- ja
puhdistusmenetelmiin ja niiden yksinkertaistettuihin muunnoksiin sekd solunhajotus-
menetelmiin. Perinteiset menetelmét kéasittaviat kolme vaihetta: 1) solujen hajotus, 2)
DNA:n puhdistus ja 3) DNA:n saostus. Hiivasolut voidaan hajottaa kayttimalld esimer-
kiksi soluseindn komponentteja pilkkovia entsyymejd, kaotrooppisia ja emiksisid yh-
disteitd, lasihelmid ja mekaanista jauhamista tai ravistelua, kuumennuskasittelyjd, tois-
tuvaa jaddytystd ja sulatusta ja ndiden erilaisia yhdistelmid (mm. Baleiras Couto et al.,
1994; de Barros Lopes et al., 1996; Thanos et al., 1996; Latouche et al., 1997).
Solulysaatit soveltuvat sellaisenaan useisiin PCR-pohjaisiin analyyseihin. PCR:44 var-
ten hiivasoluja ei tarvitse vélttiméttd hajottaa lainkaan, koska ne hajoavat alkukuumen-
nusvaiheessa (Ibeas et al., 1996). Solulysaatit sisdltivdat DNA:n liséksi proteiineja, hiili-
hydraatteja, RNA:ta ja muuta soluperdistd ainesta, eivitkd ne ole kaikkiin sovelluksiin
riittdvdn puhtaita, konsentroituja tai tasalaatuisia. Tavallisesti nukleiinihappouutteista
poistetaan epdpuhtaudet spesifisilld entsyymeilld ja kloroformi-fenoliuutoilla. Lopuksi
DNA saostetaan ja pestddn alkoholilla. RNA poistetaan néytteistd RNaasi-entsyymilld
(Sambrook et al., 1989). Perinteisissd menetelmissd DNA:n saanto ja puhtaus ovat hy-
vid. Ne ovat kuitenkin ty6ldité ja aikaavievid (4—6 h) ja edellyttivit toksisten kemikaa-
lien kédyttod. Hiivan genomisen DNA:n eristdmiseksi on olemassa myo0s erilaisia pika-
menetelmid (mm. Steiner ef al., 1995; Miiller et al., 1998).

Kokonaisten kromosomien eristimiseksi soluseinédé vailla olevat sferoplastisolut immo-
bilisoidaan agaroosiin, ettei kromosomaalinen DNA hajoaisi uuton aikana (Hayford &
Jakobsen, 1999). Plasmidien puhdistuksessa hyddynnetdéin niiden pientd kokoa ja ren-
gasmaista rakennetta. Plasmidit voidaan erottaa muista nukleiinihappofraktioista kéyt-
tdmaélld kesiumkloridi-etidiumbromidi (CsCIl-EtBr) -gradienttisentrifugointia tai kro-
matografisia menetelmid tai ne voidaan saostaa selektiivisesti polyetyleeniglykolilla
(Sambrook et al., 1989). Myds mtDNA eristetdén yleensd CsCl-gradientissa, jossa se on
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muita DNA-fraktioita kevyempi (Aigle et al., 1984). mtDNA:n puhdistukseen on esi-
tetty my0s yksinkertaistettuja menetelmid (mm. Querol & Barrio, 1990).

RNA:ta pilkkovia entsyymejd on ldhes kaikkialla, ja ne on inaktivoitava RNA:ta eris-
tettdessd ndytteistd nopeasti kayttdmalld esimerkiksi RNaasia inhiboivia proteiineja tai
denaturoivia yhdisteitd kuten P-merkaptoetanolia tai guanidiumtiosyanaattia. My0s
liuokset ja laboratoriotarvikkeet on hyva dekontaminoida ennen kéyttod. RNA voidaan
erottaa DNA:sta tiheysgradienttisentrifugoinnilla tai selektiivisilla uutoilla. RNA voi-
daan eristdd puhdistetuista nukleiinihapoista selektiiviselld saostuksella tai tuhoamalla
ndytteiden DNA DNaasilla. Eri RNA-fraktioiden eristykseen on olemassa erityiset me-
netelmét (Sambrook et al., 1989).

Eri nukleiinihappofraktioiden eristimiseen on saatavilla my6s runsas valikoima kaupal-
lisia kittejid, jotka ovat yleensd nopeampia kuin perinteiset menetelmét eikd niissd kay-
tetd terveydelle vaarallisia yhdisteitd. Monet kiteistd perustuvat nukleiinihappoja selek-
titvisesti sitoviin matriiseihin.

2.4.3 Hybridisaatio spesifisilla koettimilla

Hybridisaatiomenetelmissd kéytetdédn yksijuosteisia nukleiinihappofragmentteja (=
DNA- tai RNA-koetin) spesifisten nukleotidisekvenssien tai geenien tunnistamiseen
kohdeorganismin DNA:sta tai RNA:sta. Méarétyissd olosuhteissa koetin emédspariutuu
(= hybridisaatio) spesifisesti vain sille vastakkaisen nukleiinihappojakson kanssa. Hyb-
ridisaatioon on kehitetty monia eri tekniikoita, jotka kaikki kasittdvét kuitenkin tietyt
perusvaiheet. Mikrobin DNA tai RNA denaturoidaan, minka jdlkeen sen annetaan pa-
riutua koettimen kanssa sopivissa olosuhteissa joko kalvon pinnalla tai liuoksessa. Lo-
puksi hybridit osoitetaan koettimeen liitetyn ei-radioaktiivisen tai radioaktiivisen leiman
avulla. Lihtomateriaalina voi olla on pesike, kokonainen solu tai puhdistettu nukleiini-
happo (Grant & Kroll, 1993; van der Vossen & Hofstra, 1996). Hybridisaation spesifi-
syys riippuu koettimesta, joka voidaan suunnitella tunnistamaan esim. tietty laji tai tie-
tyn ominaisuuden omaava mikrobi. Hiivoille on esitetty vain muutamia rDNA:n alu-
eelle suunniteltuja koettimia. Kosse et al. (1997) julkaisivat 18 S rDNA -koettimet 11
jogurttia pilaaville hiivalajille. Lisdksi Metchnikowia reukauffiin (Henriques et al.,
1991) seké C. tropicaliksen ja C. albicansin (Lischewski ef al., 1996) tunnistamiseen on
saatavilla koettimet.

Hybridisaatiomenetelmiéd kdytetddn ldhinnd ndytteistd eristettyjen tai rikastettujen mik-
robien tunnistukseen tai monistustekniikoihin yhdistettynd (ks. 2.4.5), koska niiden
herkkyys (~10°® solua/ml) ei yleensi riitd kohdemikrobien osoittamiseen suoraan nayt-
teistd. Patogeenisille Blastomyces dermatiditis, Histoplasma capsulatum, Cryptococcus
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immitis ja Cryptococcus neoformans -sienille on olemassa tétéd tarkoitusta varten kau-
pallinen kitti (GenProbe, USA) (Hughes et al., 1998).

Hiivojen spesifiseen osoitukseen kehitetyistd sovelluksista useimmat perustuvat fluore-
senssi in situ-hybridisaatioon (FISH), jossa osoitetaan spesifisid rRNA-jaksoja kokonai-
sista soluista fluoresoivilla RNA-oligonukleotidikoettimilla (mm. Lischewski et al.,
1996; Kosse et al. (1997). Fluoresoivat solut analysoidaan virtaussytometrilla tai fluo-
resenssimikroskoopilla. Kosse et al. (1997) pystyivét osoittamaan FISH:illd jogurtista
aktiivisesti kasvavat P. anomala ja S. cerevisiae -solut niiden pitoisuuden ollessa 10°/g.
Kaytinndssa jogurtti tdytyy esirikastaa ennen madritystd, koska ei-kasvavat solut eivit
sisdlld rRNA:ta riittdvid méérid. Teoriassa FISH:illd on mahdollista osoittaa suoraan
ndytteestd jopa yksi spesifinen solu. Menetelmd on teknisesti suhteellisen hankala ja
edellyttdd investointia mikroskooppiin tai virtaussytometriin.

2.4.4 DNA/DNA-hybridisaatio (reassosiaatio)

DNA/DNA-hybridisaatiossa mitataan eri organismien koko nukleaarisen DNA:n sa-
mankaltaisuutta. Miéritys tehddédn testipareittain ja se perustuu joko muodostuneiden
hybridien reassosiaatioasteen tai stabiiliuden mittaamiseen. Menetelmistd riippuen
reaktioissa kdytetddn joko leimattua tai leimaamatonta DNA:ta. DNA/DNA-
reassosiaatio voidaan tehdi joko kalvon pinnalla tai liuoksessa kuten spesifinen hybridi-
saatio (ks. 2.4.3). Testiparin DNA-homologia ilmoitetaan prosentteina homologisen
DNA:n mittaustuloksesta. nDNA-hybridisaatio soveltuu vain ldheisten sukulaisuussuh-
teiden tutkimiseen, koska DNA-juosteiden pariutuminen edellyttdd 75-80 %:n emdis-
homologiaa. Sitd kdytetdén 1dhinna lajin maaritysmenetelminé hiivataksonomisissa tut-
kimuksissa. Yleensd saman lajin eri kantojen DNA-homologia on > 70 %, eri alalajien
40-70 % ja eri lajien < 40 % (Kurzman, 1998b). nDNA-hybridisaatio on liian vaativa,
aikaavievé ja tyolds hiivojen tunnistusmenetelmiksi. Tuntemattoman hiivan tunnistus
menetelmilld edellyttdisi sen nDNA:n vertaamista pareittain kaikkien eri hiivojen
rDNA:n, kunnes homologinen DNA 16ytyisi.

2.4.5 PCR spesifisilla alukkeilla

Polymeraasiketjureaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) avulla voidaan valmistaa
in vitro -olosuhteissa nopeasti suuria mairid kopioita mistd tahansa DNA- tai RNA-
jaksosta. PCR on kolmivaiheinen termosyklinen prosessi, joka perustuu kahden lyhyen
(15-25 bp) synteettisesti valmistetun oligonukleotidin (= alukkeet) ja [immonkestédvén
DNA-polymeraasin kéyttoon. Aluksi DNA-juosteet erotetaan toisistaan korkeassa 1dm-
potilassa, minké jdlkeen alukkeiden annetaan kiinnittya toisessa ldmpdtilassa niille vas-
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takkaisiin kohtiin DNA:n vastinjuosteissa. Kolmannessa vaiheessa DNA-polymeraasi
syntetisoi alukkeesta ldhtien uuden DNA-juosteen kayttamilld mallina vanhaa juostetta.
DNA:n miird kasvaa joka syklissd eksponentiaalisesti ja toistettacssa syklid 30—40
kertaa kohdejakso monistuu miljardikertaisesti. Alukkeiden kiinnittymiskohtien vdlinen
etdisyys vastinjuosteissa madrdd rikastuvan jakson pituuden. PCR-tuotteet tunnistetaan
yleensd joko niiden koon tai sekvenssin perusteella kdyttamalld geelielektroforeesia tai
erilaisia hybridisaatiotekniikoita.

PCR:n avulla voidaan tunnistaa spesifisesti tietyn nukleotidisekvenssin omaava mikrobi
kaikkien muiden mikrobien joukosta. PCR:n spesifisyys médrdytyy ldhinnd kaytetyistd
alukkeista. Ne voidaan suunnitella tunnistamaan jollekin taksonille (esim. laji, suku,
luokka) spesifinen sekvenssi tai jonkin spesifisen ominaisuuden méaédrdadava geeni
(Hughes et al., 1998; Yamauchi et al., 1998; Nishikawa et al., 1999). PCR:114 on mah-
dollista osoittaa jopa yksi kopio kohdesekvenssistd. Kéytdnndssa pieni ndytetilavuus (5—
10 pul) sekd useimpien néytteiden sisdltamat PCR-reaktiota inhiboivat yhdisteet nostavat
detektiorajan paljon korkeammaksi. PCR ja PCR-tuotteiden osoitus vie vain 1-5 tuntia,
mutta PCR:n soveltuvan DNA-ndytteen valmistus voi olla tyoldsté ja aikaavievdd. PCR
el erota eldvid soluja kuolleista ja se antaa ainoastaan kyll4 tai ei -vastauksen spesifisen
mikrobin esiintymisestd ndytteessd (Grant & Kroll, 1993; van der Vossen & Hofstra,
1996).

Patogeenisten hiivojen osoitukseen on kehitetty useita spesifisid PCR-menetelmid, joilla
on yleensd pystytty toteamaan kliinisistd ndytteistd noin 10 pmy/ml (Holmes et al.,
1994; Hughes et al., 1998). Elintarvikkeiden pilaajahiivoille on julkaistu vain muutamia
sovelluksia. Yamauchi et al. (1998) ovat kehittidneet 2-vaiheisen menetelmén S. cere-
visiae var. diastaticus -pilaajahiivan osoittamiseen oluesta. ATP-bioluminesenssi-
menetelmailld selvitetdén aluksi onko néytteessd eldvid soluja. Positiiviset ndytteet ana-
lysoidaan PCR:1la kayttdmailld kohdeorganismin glukoamylaasigeenille spesifisid aluk-
keita. Analyysi vie yhteenséd noin 30 tuntia, koska riittdvén herkkyyden saavuttamiseksi
solut on kasvatettava mikropesédkkeiksi. Esikasvatuksen sijasta herkkyyttd voidaan pa-
rantaa kayttdmailla ns. kaksivaiheista PCR:d4, jossa toisessa vaiheessa kiytetty alukepari
monistaa fragmentin ensimmadisen vaiheen PCR-tuotteen siséltd. Ibeas et al. (1996)
pystyivit osoittamaan 2-vaiheisella PCR:114 alle 10 D. bruxellensis -solun kontaminaa-
tion sherryviineistd alle 10 tunnissa. RNA:n monistamiseen perustuvaa RT-PCR
-tekniikkaa on kaytetty eldvien mikrobien osoittamiseksi PCR:1ld. RNA hajoaa yleensd
kuolleista soluista nopeasti. Vaitilingom et al. (1998) esittivdt lupaavan sovelluksen
eldvien hiivojen (C. albicans, S. cerevisiae), homeiden ja bakteerien osoittamiseen mai-
dosta yhdessd PCR-reaktiossa. Silld voitiin todeta kontaminoidusta maidosta neljdssa
tunnissa alle 10 solua/ml, ja se soveltui myds jogurtti- ja olutnéytteille.
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PCR-pohjaisia menetelmid voidaan kéyttdd myds nopeana ja helppona tunnistusmene-
telménd. PCR:n spesifisyyden vuoksi viljelmaa ei tarvitse viljelld puhtaaksi ennen ana-
lyysid. Tekniikka ei kuitenkaan sovellu yleiseksi hiivojen tunnistumenetelmaksi, koska
tuntemattoman isolaatin analysointi kaikilla mahdollisilla lajispesifisilld alukkeilla olisi
liian tyolédstd. Pearson & McKee (1992) kehittivit S. cerevisiaen, Z. rouxiin, ja Z. bailiin
tunnistamiseksi yhdessd PCR-reaktiossa menetelmén, joka perustuu lajispesifisten
plasmidien osoittamiseen. Nishikawa et al. (1999) ovat esittdneet D. hansenii/C. famata
-spesifisen PCR:n.

Monissa sovelluksissa PCR:44 on kiytetty vain DNA:n monistukseen spesifisen tun-
nistuksen perustuessa esimerkiksi hybridisaatioon (Hughes et al., 1998), ligaasiketju-
reaktioon (Ligase Chain Reaction, LCR; Stubbs et al, 1994), RFLP-analyysiin (ks.
2.4.7.1) tai erityisiin elektroforeesitekniikoihin (ks. 2.4.7.3).

PCR:44 varten tarvitaan laitteet DNA:n monistamiseen ja PCR-tuotteiden detektioon
(esim. geelielektroforeesilaite) sekd vahintdan kaksi erillistd tilaa: yksi huone PCR:44
edeltdville vaiheille ja yksi sen jilkeisille vaiheille (ks. myos 2.4.7.5). Markkinoilla on
mybs nk. reaaliaikaisia PCR-laitteita (mm. Rochen LightCycler™ ja Applied Biosys-
temsin GeneAmp” 5700 Sequence Detection System), joissa PCR ja PCR-tuotteiden
tunnistus tapahtuvat samanaikaisesti eikd erillistd PCR-tuotteiden analyysivaihetta tar-
vita. Reaaliaikaiset PCR-laitteet sdédstavit aikaa, tyotd ja reagenssikustannuksia, mutta
ovat perinteistd laitteistoa selvésti kalliimpia. Koko analyysi tapahtuu yhdessé suljetussa
putkessa ja siksi monistuneesta DNA:sta aitheutuvien védrien positiivisten tulosten mah-
dollisuus on véhidinen.

2.4.6 DNA:n emasjarjestyksen maarittaminen (sekvenointi)

DNA:n emaisjdrjestyksen mééritystd eli sekvenointia voidaan kdyttdd mikrobien tunnis-
tamiseen ja karakterisointiin eri tasoilla. Yleensd kohdesekvenssind on rDNA, koska se
soveltuu yleisesti eri taksonien tunnistamiseen. Tavallisesti sekvenoitava DNA-jakso
monistetaan ensin PCR:114, minka jdlkeen se liitetdén sopivaan vektoriin ja kloonataan
tai sekvenoidaan suoraan ilman kloonausvaihetta (Takamatsu, 1998). Eri rDNA-
alueiden monistamiseksi sekvenointia varten on julkaistu useita alukkeita (mm. White et
al., 1990).

DNA-jakso sekvenoidaan kiyttaimélld kemialliseen hydrolyysiin perustuvaa Maxam-
Gilbertin menetelméé tai entsymaattisen DNA:n replikaation keskeyttimiseen perustu-
vaa Sangerin dideoksimenetelméd. Leimatut tuotteet erotetaan toisistaan elektroforee-
sissa ja detektoidaan autoradiografian tai fluoresenssin avulla. Nykyiset sekvenointi-
laitteistot ovat pitkdlle automatisoituja. Mikrobien tunnistamiseksi sekvenssin perus-
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teella on luotava sekvenssikirjasto, johon tuntematonta sekvenssid voidaan verrata.
Tunnistuksessa voidaan kiyttdd apuna myds sdhkoisid tietokantoja (GenBank, EMBL,
DDB), joihin on talletettu useiden eri mikrobien rDNA-sekvenssejd. Tulos puhdasvil-
jemadstd saadaan aikaisintaan 2—3 paivéssa.

Standardoitujen analyysimenetelmien ja tunnistuskirjastojen kehittymisen ja halventu-
misen myotd on tulevaisuudessa mahdollista, ettd sekvenoinnista kehittyy mikrobien
standarditunnistusmenetelmi. Bakteerien sekd hiivojen ja homeiden tunnistamiseen
rDNA-sekvenssien perusteella on jo olemassa kaupallinen MicroSEQ™-systeemi (Ap-
plied Biosystems). Se sisdltdd kaikki sekvenointiin tarvittavat reagenssit, tulosten ana-
lyysiohjelman sekd valinnaisen rDNA-sekvenssitietokannan. Lisdksi tarvitaan PCR-laite
(esim. GeneAmp" PCR System 9600), sekvenointilaitteisto (esim. ABI PRISM® 310
Genetic Analyzer) ja vakuumi- ja mikrosentrifuugi sekd muutamia muita pienlaitteita.

2.4.7 DNA-sormenjalkitekniikat

DNA-sormenjidlkitekniikoilla voidaan tutkia epdsuorasti eroja organismien DNA-
sekvensseissd eli DNA:n polymorfismia. Erot voivat johtua yksittdisten nukleotidien
deleetioista, insertioista tai monistumisista tai lyhyiden DNA-jaksojen litkkumisesta
genomin sisélld. Tekniikoita ja niiden muunnoksia on lukuisia, ja niiden nimedminen on
kirjavaa. Tekniikan mukaan kohteena on yleensd tietty geeni tai nukleiinihappofraktio
tai kokonaiset kromosomit. Mahdollisen polymorfismin osoittamiseen kdytetddn joko
DNA:ta spesifisesti pilkkovia entsyymejd (RFLP), elektroforeettisia tekniikoita, mo-
nistustekniikoita (AFLP) tai ndiden erilaisia yhdistelmid. Sormenjdlkitekniikat eroavat
toisistaan my0s mm. erottelukyvyltddn, toistettavuudeltaan, nopeudeltaan, tyoméaéraltdan
sekd materiaali- ja laitekustannuksiltaan. Tulokseksi saadaan viivakoodia muistuttava
sormenjdlkikuvio. Tekniikoita voidaan kéyttdd hiivojen tyypitykseen, tunnistukseen ja
karakterisointiin. Hiivojen tunnistus sormenjélkien perusteella edellyttdd kirjaston luo-
mista luotettavasti tunnistettujen lajien sormenjéljistd tai tuntemattoman kannan vertaa-
mista samassa analyysissd tunnettuihin lajeihin. Tdssd katsauksessa keskitytdan 1dhinna
elintarvikeperdisten hiivojen karakterisoinnissa kdytettyihin tekniikoihin ja ne on ni-
metty padasiallisesti Vaneechoutten (1996) mukaan.

2.4.7.1 RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) -analyysi
Kaikki RFLP-pohjaiset menetelmit perustuvat spesifisiin restriktioendonukleaasient-
syymeihin, jotka tunnistavat ja sitten katkaisevat kaksijuosteisen DNA:n tietyn sekvens-

sin kohdalta. Sormenjilkikuvio syntyy, kun pilkkoutumistuotteet erotetaan toisistaan
elektroforeettisesti koon perusteella. Erot tutkittavien DNA-néytteiden restriktiofrag-
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menttien pituuksissa voivat johtua eroista restriktioentsyymien tunnistusekvensseissa tai
niiden vilisten alueiden pituudessa tai emdisjérjestyksessd tai molemmissa. Myds tétd
vaihtelua kutsutaan RFLP:ksi.

RFLP

RFLP:ssd, jota kutsutaan myds restriktioentsyymianalyysiksi (REA), DNA pilkotaan
yhdellé tai usemmalla restriktioentsyymilld, minkd jélkeen fragmentit erotellaan geeli-
elektroforeesilla ja visualisoidaan spesifiselld varjaykselld. Hiivan genominen DNA
pilkkoutuu yhdelld entsyymilld noin miljoonaksi eri fragmentiksi. Geelissd nikyvit sel-
visti yleensd vain genomissa useana kopiona esiintyvét jaksot kuten rDNA. Mitokond-
riaalisen DNA:n RFLP-profiliit ovat yleensd informatiivisempia. RFLP:n erotteluky
riippuu pitkélti kéytetysté restriktioentsyymistd (Meaden, 1990).

RFLP:td on kéytetty ldhinna kliinisten ja teollisten hiivakantojen tyypitykseen. Eri Can-
dida-lajien tyypityksessd genomisen DNA:n RFLP-analyysi oli muita tekniikoita epé-
herkempi (Bostock et al., 1993; Hayford & Jakobsen, 1999; Falconi di Fransesco et al.,
1999). RFLP-analyysi soveltui huonosti my0s spesifisten leivin- ja panimohiivakantojen
tunnistamiseen (Aigle et al., 1984; Casey et al., 1990; Meaden, 1990; Martinéz et al.,
1995). Sen sijaan viinihiivakantojen erottelussa on kéytetty menestyksellisesti
mtDNA:n RFLP-analyysid (Querol et al., 1992, 1994; Martinéz et al., 1995; Sabate et
al., 1998). Juustoperiisid Candida zeylanoides - ja D. hansenii -kantoja tyypitettdessi
mtDNA:n RFLP osoittautui herkemmaksi kuin RAPD (Romano et al., 1996). Tekniik-
kaa on sovellettu my0s Zygosaccharomyces- (Guillamon et al., 1997) ja Kluyveromy-
ces-lajien (Belloch et al., 1997) sekd Saccharomyces sensu stricto -ryhmén lajien
(Guillamon et al., 1994) karakterisointiin.

Genomisen DNA:n RFLP-analyysi on suhteellisen helppo menetelmi, joka antaa tulok-
sen 3—4 pdivéssd. Sen erottelukyky on kuitenkin huono useisiin muihin tyypitysmene-
telmiin verrattuna. MtDNA:n RFLP-analyysi on mtDNA:n hankalan eristysvaiheen (ks.
2.4.2) vuoksi yleensd tyolaampi ja hitaampi menetelmd. Querol et al. (1992) ovat ke-
hittdineet mtDNA-restriktioanalyysiin rutiinilaadunvalvontaan soveltuvan seitsemén
tunnin menetelmin, joka perustuu mtDNA:ta vain muutamista kohdista katkoviin ent-
syymeihin eiké edellytd mtDNA:n eristysta.

Makrorestriktioanalyysi

Makrorestriktioanalyysissd (low frequence RFLP analysis) kdytetdidn DNA:ta vain har-
voista kohdista pilkkovia restriktioendonukleaaseja (esim. Apal, Notl, Sfil), jolloin pilk-
koutumistuotteita muodostuu vihemmén ja ne ovat pitempid kuin RFLP:ssd (van der
Vossen & Hofstra, 1996). DNA-fragmentit erotetaan toisistaan kayttiméalld pulssikent-
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taelektroforeesia (PFGE), koska tasaiseen sdhkokenttddn perustuva elektroforeesi ei
sovellu pitkille (> 50 kb) DNA-molekyyleille. PFGE:ssd sdhkokentdn suuntaa muute-
taan méériajoin, jolloin isot molekyylit tarvitsevat enemmain aikaa uudelleensuuntau-
tumiseen kuin pienet molekyylit ja molekyylien liikkumisnopeus on suoraan verrannol-
linen niiden kokoon. PFGE soveltuu jopa kokonaisten hiivakromosomien kokoerotte-
luun. Tekniikoita on useita ja ne eroavat toisistaan ldhinnd sdhkokenttien orientaation
suhteen (ks. Lai et al., 1989). Laitteistoja on saatavana kaupallisesti.

Makrorestriktioanalyysilld voidaan erottaa hiivalajin eri kantoja toisistaan ja sen on to-
dettu soveltuvan esimerkiksi C. famata, K. apiculata ja Brettanomyces/Dekkera
-kantojen tunnistamiseen (Versavaud & Hallet, 1995; Mitrakul et al., 1999). Menetel-
min yleisin kdyttdsovellus on kuitenkin kromosomikartoitus (Zolan, 1995).

Restriktiofragmenttien selektiivinen hybridisaatio (SRFH)

SRFH (Selective Restriction Fragment Hybridisation) -menetelmissé restriktiofrag-
menttien joukosta osoitetaan vain méérityn sekvenssin sisdltdvit fragmentit kayttdmalla
kyseiselle sekvenssille spesifistda DNA-koetinta. DNA pilkotaan yhdellé tai useammalla
restriktioentsyymilld, minka jdlkeen pilkkoutumistuotteet erotetaan toisistaan elektrofo-
reettisesti, denaturoidaan ja immobilisoidaan kalvolle hybridisaatiota varten. Hybridi-
saatiossa yksijuosteisen DNA-koettimen annetaan pariutua vastakkaisen jakson omaa-
vien restriktiofragmenttien kanssa. Hybridit osoitetaan esim. entsymaattisen viri- tai
fluoresenssireaktion avulla tai autoradiografialla. SRFH-menetelmien erottelukykyyn
vaikuttavat ldhinnd koetin, restriktioentsyymi ja hybridisaatio-olosuhteet (mm. Meaden,
1990; Lieckfeldt et al., 1993; Lavallée et al., 1994). Hiivojen karakterisoinnissa on
kaytetty lukuisia eri geeneille tai niiden osille (Meaden, 1990; Querol et al., 1992), eri-
laisille toistojaksoille (Magee et al., 1987; Meaden, 1990; Lieckfeldt et al., 1992, 1993;
Piskur et al., 1995; Hayford & Jakobsen, 1999) seki tuntemattomille sekvensseille (Paffetti
et al., 1995; Cavalieri et al., 1998) vastakkaisia koettimia vaihtelevalla menestyksella.

SRFH:hon perustuvia sovelluksia on kehitetty etenkin bioteknologisesti tdrkeiden S.
cerevisiae -kantojen tunnistamiseksi. Panimohiivakantojen tyypityksessd Ty-
elementteihin perustuvat menetelmit ovat osoittautuneet useimmiten herkimmiksi
(Meaden, 1990). Ty-elementteja on kdytetty menestyksellisesti myds viinihiivakantojen
tunnistamisessa sekd geneettisen stabiiliuden seurannassa. My0s subtelomeerisille Y-
elementeille spesifisilld koettimilla on onnistuttu tyypittimééan viinihiivoja kantatasolle
asti (Lavallée et al., 1994; Cavalieri et al., 1998). Mikro- ja minisatelliittikoettimilla on
pystytty erottelemaan hiivoja (Arxula, Kluyveromyces, Saccharomyces ja Candida spp.)
suku-, laji- ja kantatasolla (Lieckfeldt et al., 1992, 1993). rRNA-operonin geeneja on
kéytetty hiivoille kehitetyissa SRFH-sovelluksissa koettimena hyvin harvoin (Magee et
al., 1987).
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C. krusei ja C. albicans -kantojen tyypityksessd on hyddynnetty menestyksellisesti néi-
den lajien genomissa esiintyvid lajispesifisid toistojaksoja (Carlotti et al., 1997; Hayford
& Jakobsen, 1999). Saccharomyces sensu stricto -lajien mtDNA:ssa on biologisesti ak-
tiivisia ori-rep-tra-intergeenisia sekvenssejd, joiden perusteella ne voidaan erottaa ldhi-
sukuisista hiivoista (Piskur ef al., 1995).

SRFH-pohjaisten menetelmien toistettavuus on hyvé, ja ne ovat suhteellisen yksinker-
taisia suorittaa. Menetelmaét siséltdvét kuitenkin useita pitkid tyovaiheita, joten ne ovat
ty0ldita ja aikaavievid ja niiden ndytekapasiteetti on pieni. Kokonaisanalyysiaika on 2—5
pdivad ja riippuu mm. DNA:n puhdistusmenetelmésti, restriktiofragmenttien siirtotek-
niikasta sekd hybridien detektioon kéytetystd leimasta. Menetelmidn investointi- ja
kayttokustannukset ovat suhteellisen korkeat.

Restriktiofragmenttien selektiivinen monistaminen (SRFA)

SRFA (Selective Restriction Fragment Amplification) -tekniikoissa havaittavissa ole-
vien restriktiofragmenttien mairdd vdhennetdin monistamalla PCR:n avulla selektiivi-
sesti vain osa fragmenteista. SRFA-tekniikoista on eniten kdytetty vuonna 1993 paten-
toitu AFLP™. Siini genominen DNA pilkotaan kahdella eri restriktioentsyymill4, jonka
jélkeen restriktiofragmenttien péihin liitetddn kaksijuosteiset DNA-adapterit. Restriktio-
fragmentit monistetaan PCR:114 kayttimalld adapteri- ja restriktiosekvenssille vastak-
kaisia alukkeita, joiden 3 -péddssd on 14 ylimdirdistd selektiivistd emistd. Talloin mo-
nistuvat vain ne fragmentit, joiden sekvenssi restriktiokohdan vieressd on vastakkainen
alukkeen selektiivisen pddn kanssa. Amplikonit erotetaan toisistaan polyakryyaliamidi-
tai agaroosigeelissd ja visualisoidaan fluoresenssin tai autoradiografian avulla (Va-
neechouette, 1996; Sreenivasaprasad & Mills, 1998). Sienigenomi (5 x 10’ bp) pilk-
koutuu kahdella restriktioendonukleaasilla 150 000 fragmentiksi, joista AFLP:11d voi-
daan erottaa noin 60-70 (Sreenivasaprasad & Mills, 1998). Tekniikan on osoitettu so-
veltuvan hiivakantojen tyypitykseen ja lajitason identifiointiin sekd geneettisten sukulai-
suussuhteiden tutkimiseen (de Barros Lopes ef al., 1999)

AFLP ei edellytid aikaisempaa tietoa tutkittavasta DNA:sta ja soveltuu minkd tahansa
DNA:n karakterisointiin. AFLP:n erottelukyky on hyva ja sitd on helppo modifioida.
Analyysi ovat myds erittéin toistettava (Vaneechouette, 1996) ja helposti automatisoita-
vissa. Tulos on mahdollista saada kahdessa pdiviassd. AFLP-analyysin suorittamiseen on
saatavilla kaupallisia kittejad (esim. Applied Biosystems, Life Technologies).

PCR-RFLP

PCR-RFLP-menetelmissé tutkitaan jonkin tietyn geenin tai geeniryhmén emésjérjestyk-
sen eroja. Kohdesekvenssi monistetaan PCR:11d ja pilkotaan spesifiselld restriktioent-
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syymilld, minkd jélkeen restriktiofragmentit erotetaan toisistaan geelielektroforeesissa.
Erot fragmenttien pituudessa ja lukuméérédssa syntyvét eroista restriktiokohdissa tai nii-
den vilisissd sekvensseissd tai molemmissa. Yleensd PCR-RFLP-analyysissd on tutki-
muksen kohteena rDNA tai sen tietty osa. rDNA:n analysointiin perustuvia RFLP-
menetelmid kutsutaan usein myods PCR-ribotyypitykseksi tai ARDRA:ksi (Amplified
Ribosomal DNA Restriction Analysis) (Vaneechouette, 1996). Hiivojen rRNA-geenit
ovat suhteellisen konservoituneita ja siksi ldhisukuisten lajien karakterisointiin soveltu-
vat paremmin heterogeenisemmat ITS- ja [GS-alueet (James et al., 1996; Bridge & Aro-
ra, 1998; Kurzman & Fell, 1998). Kohdesekvenssin lisdksi vaikuttaa erottelukykyyn
ratkaisevasti myds restriktioentsyymi (Baleiras Couto et al.,, 1995 &1996b; Smole
MozZina et al., 1998).

ITS- ja IGS-alueiden RFLP:td on kéytetty Saccharomyces-kantojen tyypitykseen vaih-
televalla menestykselld (Molina et al., 1993; Baleiras Couto et al., 1996b; Yamagishi et
al., 1999). ITS-alueen restriktioanalyysin on kuitenkin osoitettu soveltuvan erinomai-
sesti useimpien elintarvikkeissa ja juomissa esiintyvien hiivalajien tunnistamiseen.
Granchi et al. (1999) kehittivit viiniperdisille hiivoille helpon 30 tunnin tunnistustestin,
jonka avulla onnistuttiin tunnistamaan oikein kaikki 144 viinistd eristettyd kantaa. Sac-
charomyces sensu stricto -ryhmin hiivoilla ei paisty lajitason tunnistukseen. Esteve-
Zarzoso et al. (1999) osoittivat vastaavan menetelmén soveltuvan ldhes 132 elintarvike-
perdisen lajin tunnistamiseen lukuun ottamatta Cryptococcus albidus/C. bhutanensis/C.
kuetzingii, Debaryomyces polymorphus/D. pseudopolymorphus, Pichia segobenis/P.
stipitis, Saccharomyces bayanus/S. pastorianus ja Zygosaccharomyces cidri/Z. fermen-
tati -pareja.

Viiniperdisten Hanseniaspora/Kloeckera-lajien tunnistamiseen on kéytetty koko rDNA-
operonia ja eri Torulaspora- ja Saccharomyces-lajeja on tunnistettu 18S-ITS1-25/28 S
rDNA:n RFLP-analyysilld (Smole Mozina et al., 1997 & 1998). 18S rDNA:n RFLP-
analyysid on sovellettu menestyksellisesti Z. bailii, Z. rouxii, S. cerevisiae, C. valida ja
C. lipolytica -lajien tunnistamiseen sekd mehutiivisteistd eristettyjen pilaajahiivojen ja
leivinhiivakantojen karakterisointiin (Baleiras Couto et al., 1995; Méntynen, 1999).

PCR-RFLP-menetelmien toistettavuus on hyvd. Ne soveltuvat ensisijaisesti hiivalajien
tunnistukseen, kun taas muut RFLP-menetelmét ovat ensisijaisesti tyypitysmenetelmié.
rDNA-pohjaisia menetelmid voidaan kédyttdd myds taksonomisiin tarkoituksiin (Shen et
al., 1994; Montrocher et al., 1998). PCR-RFLP-analyysit ovat helpompia, edullisempia
ja nopeampia kuin SRFA- ja SRFH-analyysit, koska ne siséltdvdt vihemmén ja ly-
hyempia tyovaiheita.
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2.4.7.2 AFLP (Arbitrariry Fragment Length Polymorphism) -analyysi

AFLP-menetelmissd tutkitaan eroja PCR-tekniikalla monistettujen tuntemattomien
DNA-fragmenttien pituudessa, lukuméérédssa ja intensiteetissd. Ne eivét edellytd aikai-
sempaa tietoa tutkittavan organismin genomista ja PCR:44n perustuvina menetelminé ne
ovat yleensd nopeampia, yksinkertaisempia sekd edullisempia kéyttdd kuin muut DNA-
sormenjélkitekniikat. TyOpéivén aikana on mahdollista analysoida noin 50 DNA-uutetta
(Lavallée et al., 1994; Baleiras Couto, 1996b; Laidlaw et al., 1996; Karp & Edwards,
1997). DNA:ta tarvitaan vdhin eikd sen tarvitse olla vilttimattd hyvilaatuista, mika
helpottaa ndytteen késittelyd (Lieckfeldt et al., 1993; de Barros Lopes et al., 1996).

AP-PCR

AP (Arbitrarily Primed) -PCR:ssé, jota kutsutaan myds RAPD (Randomly Amplified
Polymorphic DNA) -PCR:ksi, kéytetddn yleensd yhtd lyhytta (8§—10 bp) aluketta, jonka
emdsjérjestys ei vastaa mitdin tunnettua DNA-sekvenssid. PCR suoritetaan olosuhteissa
(30-36 °C), joissa aluke voi sitoutua sekd vastakkaisiin ettd osittain vastakkaisiin DNA-
jaksoihin. DNA:n vastinjuosteisiin sopivalle etdisyydelle toisistaan sitoutuneiden aluk-
keiden viliset sekvenssit rikastuvat PCR-reaktiossa. Elektroforeettisesti toisistaan ero-
tetut fragmentit muodostavat niytteen sormenjilkikuvion. AP-PCR-alukkeita on saata-
vana kaupallisesti useilta eri valmistajilta (esim. Operon Technologies, USA).

AP-PCR:1ld voidaan erotella hiivoja suku-, laji-, alalaji- ja kantatasolla. Erottelukyky
riippuu pitkélti kdytetyistd alukkeista ja PCR-olosuhteista (Baleiras Couto ef al., 1994,
1995, 1996b; Smole Mozina et al., 1998; Mitrakul et al., 1999). Menetelmii on sovel-
lettu mm. viiniperdisten S. cerevisiae - (Quesada & Cenis, 1995; Cavalieri et al., 1998)
ja H. uvarum -kantojen (Smole Mozina et al., 1998), panimo- ja tislaamohiivakantojen
(Laidlaw et al., 1996; Tompkins et al., 1996; Gomes et al., 2000), kliinisten Candida -
kantojen (Bostock et al., 1993; Falconi di Francesco ef al., 1999) sekd viinid ja olutta
pilaavien S. cerevisiae - (Baleiras Couto et al., 1996b) ja D. bruxellensis -kantojen (Mit-
rakul et al., 1999) tyypittdmiseen. Useimmissa tutkimuksissa AP-PCR-profiileissa
esiintyi vain rajoitetusti lajinsisdistd vaihtelua ja kannat pystyttiin luokittelemaan kar-
keasti eri tyyppeihin. Yleensa suurin osa kannoista saatiin erilleen toisistaan, kun useista
eri AP-PCR- reaktioista saadut tulokset yhdistettiin.

AP-PCR:n on osoitettu soveltuvan useiden elintarvike- ja juomateollisuudelle merkitté-
vien Zygosaccharomyces-, Saccharomyces-, Candida- ja Kluyveromyces- ja Dekke-
ra/Brettanomyces-lajien sekd kliinisten hiivojen tunnistukseen (Baleiras Couto et al.,
1994, 1995; Paffetti et al., 1995; Thanos et al., 1996; Mitrakul et al., 1999; Prillinger et
al., 1999). Vertailututkimuksissa AP-PCR oli fenotyyppisid menetelmid luotettavampi
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etenkin epityypillisten kantojen ja samankaltaisten lajien tunnistamisessa. Menetelmaa
voidaan kdyttdd myoOs apuna hiivojen luokittelussa (Baleiras Couto et al., 1995) sekéd
hiivapopulaatioiden heterogeenisuuden tutkimisessa (Quesada & Cenis, 1995; Cavalieri
et al., 1998; Smole Mozina et al., 1998).

AP-PCR on herkki koeolosuhteiden muutoksille mm. siksi, ettd PCR-olosuhteet sallivat
helposti alukkeiden kiinnittymisen eri kohtiin DNA:ssa. Etenkin juovien intensiteetissa
voi esiintyd eroja eri madrityskertojen vélilla (Quesada & Cenis, 1995). Hyvin toistetta-
vuuden saavuttamiseksi koeolosuhteet kannattaa standardoida huolellisesti.

IR-PCR

Erotuksena AP-PCR:std IR(Inter Repeat)-PCR-menetelmissd kédytetdén genomissa haja-
naisesti sijaitseville suhteellisen lyhyille toistojaksoille spesifisid alukkeita. PCR-
reaktiossa monistuu sopivan etdisyyden padssi toisistaan sijaitsevien toistojaksojen vi-
linen alue. Koska toistojaksojen pituus, mééri tai sijainti tai molemmat hiivagenomissa
vaihtelevat, niin my0s monistuneiden fragmenttien pituus ja lukuméérd vaihtelevat.
Alukkeet voivat sitoutua myods epidspesifisesti eri kohtiin genomia kuten AP-PCR:n
alukkeet (de Barros Lopes et al., 1996; Vogel & Scolnik, 1997). IR-PCR:44 on pidetty
usein toistettavampana kuin AP-PCR:44, koska alukkeiden pituus (15-20 bp) mahdol-
listaa korkeamman hybridisaatiolampétilan kdyton PCR:ssd (50-60 °C).

IR-PCR-menetelmissd on yleisimmin kéytetty alukkeina erilaisia mini- ja mikrosatel-
liittijaksoja, jotka periaatteessa soveltuvat minka tahansa hiivan karakterisointiin. Aluke
vaikuttaa sormenjélkien informatiivisuuteen, ja paras aluke tiytyy valita kokeellisesti.
Mikro- ja minisatelliitti- PCR:n sekd AP-PCR:n erottelukyvyt ovat verrattavissa toisiin-
sa, ja yleensd satelliittijaksoihin perustuvilla menetelmilld on pystytty erottelemaan hii-
voja parhaiten laji- ja alalajitasolla. Menetelmén on todettu soveltuvan erilaisten Candi-
da- (Thanos et al., 1996; Latouche et al., 1997), Zygosaccharomyces- (Baleiras Couto et
al., 1996a), Kluyveromyces- ja Saccharomyces-lajien (Lieckfeldt et al., 1993) sekd
juustoperdisten hiivojen (Prillinger ef al., 1999) tunnistamiseen. Prillinger et al. (1999)
pystyivit tunnistamaan IR-PCR:I14 useita fenotyyppisiltd ominaisuuksiltaan epétyypilli-
sid juustoisolaatteja. Baleiras Couto et al. (1996a) onnistuivat jdljittiméain mikrosatel-
liitti-PCR:114 majoneesia ja salaaattikastikkeita pilanneen Z. bailiin alkuperén.

Ness et aliin (1993) esittdmalld delta (5)-elementtien vilisten DNA-alueiden monista-
miseen perustuvalla PCR:114 on pystytty tunnistamaan jopa yksittdisid panimo- ja viini-
hiivakantoja (Lavallée et al., 1994; Pecar et al.,1999). Menetelmé soveltuu vain Saccha-
romyces-suvun hiivoille. De Barros Lopes et aliin (1996) kehittdmissd IR-PCR-
sovelluksessa kdytetddn yhtd tai kahta 16 emiksen pituista aluketta, jotka koostuvat in-
tronien konservoituneille silmukoitumisalueille vastakkaisista ja satunnaisista sekvens-
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seistd. Alukkeet soveltuvat kaikille hiivoille. Intronit ovat hyvin heterogeenisid konser-
voituneita alueita lukuun ottamatta. Menetelmilld on pystytty erottelemaan kaupallisia
ja luonnollisia viinihiivoja kantatasolle asti (de Barros Lopes et al., 1996). Sitd on kay-
tetty myds viiniperdisten hiivalajien tunnistamiseen (de Barros Lopes ef al., 1998). Me-
netelma on helppo ja toistettava. Myds telomeerisid toistojaksoja ja tRNA-geenien viéli-
silld alueilla esiintyvia toistojaksoja on hyodynnetty kliinisten hiivojen karakterisoinnis-
sa (Thanos et al., 1996; Falconi di Francesco et al., 1999).

Geeni-AFLP-menetelméit

Spesifisten geenien ja toistojaksojen kopioluku sekd geenien vilisten alueiden pituus
voivat vaihdella eri organismeilla. Nididen pituuserojen tutkimiseen kaytettdvid sor-
menjadlkitekniikoita kutsutaan kollektiivisesti geeni-AFLP-menetelmiksi. Geeni tai gee-
nien vidlinen alue monistetaan PCR:114 ja monistunut tai monistuneet fragmentit erotel-
laan koon mukaan geelielektroforeesilla.

Yamagishi et al. (1999) tutkivat FLO1-flokkulaatiogeenin ja sen homologien polymor-
fismia Saccharomyces- ja ei-Saccharomyces-hiivoilla. Saccharomyces-kantojen FLO-
geeneissd el esiintynyt tyyppi- eiké lajispesifistd polymorfismia. Menetelmélld voitiin
kuitenkin erottaa Saccharomyces-hiivat muista hiivoista. C. kruseille on kehitetty spesi-
finen tyypitysmenetelmad, joka perustuu rIGS-alueella sijaitsevan lajispesifisen CKRS-1-
toistojakson pituuden vaihteluun eri kannoilla. Hayford & Jakobsen (1999) pystyivit
jakamaan menetelmalld 48 maissitaikinasta eristettyd C. krusei -kantaa kuuteen luok-
kaan.

Hiivojen tunnistamisessa on hyddynnetty myos ITS- ja IGS-alueiden koossa esiintyvia
lajien vélisid eroja (Baleiras Couto et al., 1996b; James et al., 1996; Granchi et al.,
1999; Yamagishi et al., 1999). Granchi et al. (1999) tutkimuksessa rITS oli kaikilla 30
viiniperdiselld hiivalajilla erikokoinen lukuun ottamatta Saccharomyces sensu stricto
-lajeja. Kokoerot olivat joskus vain muutamia nukleotideja.

2.4.7.3 Elektroforeettiset tekniikat

Elektroforeesiin perustuvilla sormenjilkitekniikoilla voidaan erottaa toisistaan plasmi-
deja, kromosomeja, geenejd tai muita nukleiinihappofragmentteja niiden koon, varauk-
sen, konformaation ja/tai sekvenssin perusteella.
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PFGE-karyotyypitys

PFGE-karyotyypitykselld tarkoitetaan eukaryoottisolun kromosomien lukumidirdn ja
koon maédéritystd pulssikenttielektroforeesilla (PFGE). Tulokseksi saatava kromosomi-
profiili on kuin viivakoodi, jossa juovien miira, paikka ja intensiteettti voivat vaihdella.
Hiivakromosomeissa esiintyy luonnollista vaihtelua. Muutoksia kromosomien pituuteen
aiheuttavat mm. pitkien DNA-fragmenttien (=10 kb) deleetiot, kahdentumiset ja inserti-
ot kromosomien sisdlld sekd niiden siirtyminen eri kromosomien vélilld. Hiivoilla on
myos tarpeettomia kromosomeja, joiden esiintyvyys lajin sisdlld vaihtelee. Yleensd ve-
getatiivisesti kasvavan hiivapopulaation karyotyyppi on suhteellisen stabiili. Suvulli-
sesti lisdéntyvilla hiivoilla meioottinen rekombinaatio lisdd muuntelua (Zolan, 1995).

Kaikki PFGE-tekniikat eivit sovellu karyotyypitykseen yhtd hyvin. Eniten hiivojen tyy-
pityksessd on kdytetty CHEF:1d ja TAFE:a (Casey et al., 1990; Meaden, 1990; Boek-
hout et al., 1993). Ensimmadinen hiivan elektroforeettinen karyotyyppi julkaistiin vuon-
na 1985 (Casey et al., 1990). Sittemmin lukuisten eri asko- ja basidiomykeettihiivojen
karyotyyppi on méiritetty (taulukko 6).

Taulukko 6. Hiivojen elektroforeettisia karyotyyppejd.

Laji Genomin | Kromosomien | Kromosomien | Viite

koko (Mb) koko (Mb) lkm (haploidi)
Candida albicans 16-17 0,66-4,3 8-9 Zolan, 1995
Candida famata 11,5-14 0,5-3 7-8 Versavaud & Hallet, 1995
Candida glabrata el arvioitu 0,45 ->22 10-11 Falconi di Francesco ef al., 1999
Candida utilis el arvioitu 0,4->35 >8 Zolan, 1995
Kloeckera apiculata 9,9-10 0,7-2,2 67 Versavaud & Hallet, 1995
Saccharomyces cerevisiae 13,5-14,5 0,24-3 16 Zolan, 1995
Schizosaccharomyces pombe 14 3,5-5,7 3 Zolan, 1995
Yarrowia lipolytica 12,7-22,1 1,4-6,2 3-6 Naumova et al., 1993

Monien hiivalajien karyotyyppissé esiintyy mittavaa vaihtelua ja useimmiten lajin siséi-
nen vaihtelu on yhtd runsasta kuin lajien vélinen vaihtelu. Yleensd PFGE soveltuukin
parhaiten hiivakantojen tyypitykseen (Boekhout et al., 1993; Naumova et al., 1993;
Zolan, 1995). Menetelméilld on pystytty erottelemaan toisistaan hyvinkin ldheisid Sac-
charomyces-suvun panimo- leivin- ja viinihiivakantoja (Casey et al., 1990; Meaden et
al., 1990; Querol et al., 1992; Pedersen, 1994; Sato et al., 1994). My0s Brettanomy-
ces/Dekkera-, Candida- ja Zygosaccharomyces-suvun lajien karyotyypeissd esiintyy
runsaasti vaihtelua (Boekhoet et al., 1993; Torok et al., 1993; Oda & Tonomura, 1995).
Kuitenkin valikoivissa olosuhteissa eldvin hiivapopulaation kannat voivat kehittyd ka-
ryotyypiltddn samanlaisiksi (Martinez et al., 1995). PFGE:ti voidaan kayttdd esim. spe-
sifisten tuottokantojen tunnistamiseen, spontaanien kdymisprosessien etenemisen seu-
rantaan sekd epidemiologisiin tutkimuksiin. Karyotyypitystd on ehdotettu myds teolli-
suushiivakantojen geneettisen stabiiliuden mittariksi.
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Karyotyypitys ei yleensd sovellu lajin tunnistukseen eikd taksonomisiin tarkoituksiin
(Boekhout et al., 1993). Kuitenkin Cardinali & Martini (1994) onnistuivat jakamaan
Saccharomyces sensu stricto -ryhmén kannat kromosomiprofiilien perusteella neljdin
ryhméin, jotka vastasivat nDNA-hybridisaation tuloksia. Myos C. krusein karyotyy-
peissd on raportoitu esiintyvén vain vihén lajin sisdisid eroja (Mitrakul et al., 1999).

Karyotyypitys on herkkd ja melko toistettava, mutta suhteellisen aikaavievi tyypitys-
menetelmd. Kromosomien eristiminen soluista on vaativaa ja vie yleensd 2-3 piivéa.
PFGE-geelejd on ajettava védhintddn 16 tuntia, mutta yleensd ajoaika on 2448 tuntia.
Ty6lddn naytteenkasittelyvaiheen takia menetelmén nédytekapasiteetti on alhainen. Ka-
ryotyypitys edellyttdd investointia pulssikenttidelektroforeesilaitteistoon (Querol et al.,
1992).

DGG-, SSCP- ja Bisbentsimidi/PEG-elektroforeesi

Usein saman taksonin eri edustajien geenit ovat kooltaan samanlaisia, mutta sekvens-
siltddn erilaisia. DGG(Denaturing Gradient Gel)-, SSCP(Single-Strand Conformational
Polymorphism)- ja bisbentsimidi/PEG-elektroforeesia kéyttdmadllda samankokoiset
DNA-fragmentit voidaan erottaa toisistaan niiden sekvenssin perusteella. Yleensd tut-
kittava DNA-fragmentti monistetaan PCR:114 ennen analyysid. Sekaviljelmastd, esim.
suoraan niytteestd, on mahdollista tunnistaa useita eri lajeja samanaikaisesti kayttamalla
PCR:ssd kohdemikrobiryhmaélle spesifistd aluketta.

DGGE perustuu DNA:n denaturoitumisen riippuvuuteen sen emiskoostumuksesta.
DGGE-geelissi DNA-fragmentit etenevit denaturoivassa gradientissa nopeasti kunnes
niiden denaturoituminen asteittain hidastuttaa kulkunopeutta. Yleensd yksi ajo kestda
ainakin 12 tuntia. Sovellusten sisddnajo ja optimointi ovat yleensi aikaavievid, ja tulok-
sen tulkitseminen voi olla hankalaa (Waver et al., 1995).

Lyhyiden yksijuosteisten nukleiinihappojen avaruusrakenne riippuu niiden sekvenssista.
SSCP perustuu avaruusrakenteeltaan erilaisten DNA- tai RNA-molekyylien erottumi-
seen toisistaan ei-denaturoivassa polyakryyliamidigeelissd. (Vaneechouette, 1996).
SSCP:114 voidaan osoittaa jopa yhden nukleotidin ero tutkittavissa DNA-fragmenteissa.
Analyysi voidaan tehdd paivédssd. Walsh ef al. (1995) ovat soveltaneet 18 S rDNA:n
SSCP-analyysid patogeenisten sienten tunnistamiseen. Menetelmélld pystyttiin erotta-
maan toisistaan Aspergillus spp., Candida spp. ja Cr. neoformans, Pseudallescheria
boydii ja Rhizopus arrhizus, mutta eri Candida-lajien SSCP-profiilit olivat identtiset.

Bisbentsimidi/PEG-elektroforeesissa agaroosigeeliin lisdtdin fluoresoiva bisbentsimidi-

véri, johon on kiinnitetty pitkdketjuisia polyetyleeniglykolimolekyyleja (PEG 6000).
Bisbentsimidi sitoutuu A- ja T-emiksid sisdltdviin sekvensseihin, jolloin ndiden frag-
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menttien eteneminen geelissd hidastuu. Tekniikka ei vaadi erityislaitteistoja eikéd opti-
mointia ja on siten helpompi kuin SSCP tai DGGE. Ajo kestdd muutamia tunteja (Wa-
ver et al., 1995).

Pienten stabiilien RNA-molekyylien erottelu SC (staircase) -elektroforeesilla

SCE on uusi elektoroforeesitekniikka, jolla voidaan erottaa toisistaan solun pienet sta-
biilit RNA-molekyylit. Hiivoilla tdma fraktio kisittdd 5S ja 5.8S rRNA -molekyylit seka
luokkien 1 ja 2 tRNA -molekyylit. Askettdin tekniikan on osoitettu soveltuvan hiivojen
lajitason erotteluun (Vélazquez et al., 2000).

2.4.7.4 Tekniikoiden yhdistelmakaytto

Eri tekniikoiden erottelukykya voidaan parantaa yhdistdmalla niitd toisiinsa. Esimerkik-
si AP-PCR:n herkkyyttd voitiin parantaa analysoimalla PCR-tuotteet DGGE:114 (Va-
neechouette, 1996). Yhdistimilld monella eri tyypitysmenetelmélld saadut tulokset saa-
vutetaan yleensd parempi erottelukyky kuin yhdelld tekniikalla (Baleiras Couto et al.,
1996b; Falconi di Francesco et al. 1999; Mitrakul ef al., 1999).

2.4.7.5 Sormenjalkitekniikoiden vertailu

Eri sormenjélkitekniikoiden ominaisuuksia on verrattu taulukossa 7. Tekniikat eroavat
toisistaan monessa suhteessa eikd mikdin yksittdinen tekniikka ole optimaalinen kaik-
kiin kdyttotarkoituksiin. Tekniikan valinta riippuu pitkélti kdyttosovelluksesta ja kohde-
organismista. Tunnistustarkoituksiin kannattaa valita tekniikka, jolla saadaan toistetta-
vat ja selkedt lajispesifiset sormenjéljet. Liian hyvi erottelukyky on tidssd sovelluksessa
haitta, koska se vaikeuttaa lajispesifisten piirteiden tunnistamista. Hiivalajien tunnistuk-
seen soveltuvat yleensd hyvin esim. PCR-RFLP ja AP/IR-PCR, jotka PCR-pohjaisina
menetelmind ovat suhteellisen nopeita ja helppoja. PCR-RFLP on hitaampi, ty6laampi
ja kalliimpi mutta toistettavampi kuin AP/IR-PCR-tekniikka. Kontaminaatioreittien
kartoituksessa, epidemiologisissa tutkimuksissa sekd spesifisten tuotto- ja patenttikan-
tojen tunnistamisessa tekniikalla on pystyttavé erottelemaan saman lajin eri kannat toi-
sistaan. Kontaminaatioldhteitd paikallistettacssa menetelmaltd vaaditaan lisdksi suurta
kapasiteettia ja nopeutta. Hiivakantojen tyypitykseen soveltuvat etenkin SRFA, SRFH
(etenkin mikrosatelliitti-SRFH), PFGE-karyotyypitys (tietyt hiivalajit) ja IR/AP-PCR
(kéytettdessd useita alukkeita). Néaistd AP/IR-PCR-menetelmien erottelukyky on huo-
noin. Ne ovat kuitenkin muita tekniikoita helpompia ja nopeampia.
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Taulukko 7. Sormenjdlkitekniikoiden ominaisuuksia.

Piirre SRFH SRFA PCR-RFLP | AP-jaIR-PCR | Karyotyypitys

Kohde kokonais-DNA | kokonais-DNA | geeni kokonais-DNA | kromosomit

DNA:n méairi Paljon, Melko paljon, | Vidhén, puh- | Vidhén, puhtaus- | Paljon,

ja puhtaus puhdasta puhdasta tausvaatimus | vaatimus vaihte- | puhdasta
vaihtelee lee

Kehitys- korkeat/kohta- | kohtalaiset alhaiset alhaiset kohtalaiset

Kustannukset laiset

Investointi- korkeat korkeat alhaiset alhaiset kohtalaiset

kustannukset

Kaytto- korkeat kohtalaiset kohtalaiset alhaiset kohtalaiset

kustannukset

Naytteitd/pvi 20 50 50 50 20

(tutkimus)

Vaativuusaste keskivaikea keskivaikea helppo helppo keskivaikea

Tyomiira iso kohtalainen vihdinen vihiinen kohtalainen

Automaatio- ei kylla kylla kylla ei

mahdollisuus

Analyysiaika (d) | 2-5 2-3 1-2 1 2-5

Erottelukyky kanta, (laji) kanta, (1aji) laji laji, (kanta) kanta, (I1aji)

Toistettavuus hyva hyva hyva kohtalainen/ kohtalainen/

huono hyvd
Ensisijainen tyypitys tyypitys tunnistus tunnistus, alus- | tyypitys
kiyttosovellus tava tyypitys

Eri tekniikoiden laite- ja tilavaatimukset ovat erilaiset (taulukko 8, kuva 9). PCR-
pohjaisia menetelmid kaytettdessd PCR:d4 edeltdvdat vaiheet (DNA:n eristys, PCR-

reaktioseosten valmistus) on eristettdivd PCR:n jélkeisistd (PCR, geelielektroforeesi)
vaiheista tiysin, jotta voitaisiin estdd monistuneen DNA:n joutuminen ndytteisiin. TAméa
tarkoittaa erillisid tiloja, laitteita, tyGtakkeja ja pipettisarjoja ja muita vilineitd (Orrego,

1990). Onnistuneessa PCR:ssd syntyy ainakin 6 x 10° molekyylid/pl haluttua tuotetta.
Radioaktiivisten aineiden kayttd edellyttdd isotooppilaboratoriota. Nykyddn radioaktii-
viset aineet voidaan useimmiten korvata ei-radioaktiivisilla aineilla. SRFA- ja SRFH-
tekniikoissa tarvitaan enemman erityislaitteita kuin muissa tekniikoissa (taulukko 8).
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Taulukko 8. DNA-sormenjdlkitekniikoiden laite- ja tilavaatimukset*.

Tekniikka

Laitteet

Tilat

RFLP

- RFLP-analyysi

Agaroosigeelielektroforeesi- tai SDS-PAGE-laitteisto, valoku-
vaussysteemi esim. kamera ja UV-valopoyté

Ei erityista

- makrorestriktioanalyysi

Pulssikenttdgeeliclektroforeesilaitteisto (esim. CHEF, TAFE),
valokuvaussysteemi esim. kamera ja UV-valopdyté

Ei erityista

SRFH Agaroosigeelielektroforeesilaitteisto, kuivausuuni (80 °C), hybri- | Isotooppilaboratorio
disaatiouuni (60-65 °C), ravisteleva inkubaattori, ravistelija gee- | (radioaktiiviset
leille, rontgenfilmi leimat)

SRFA PCR-laite, automaattinen sekvenointilaitteisto tai agaroosigeeli- | 2-3 erillistd huonetta,
elektroforeesi- tai SDS-PAGE-laitteisto + rontgenfilmi tai valoku- | isotooppilaboratorio
vaussysteemi, UV-valolla varustettu laminaarivirtauskaappi (radioaktiiviset

leimat)

PCR-RFLP PCR-laite, agaroosielektroforeesi- tai SDS-PAGE-laitteisto, valo- | 2—3 erillistd huonetta
kuvaussysteemi, UV-valolla varustettu laminaarivirtauskaappi

AFLP (AP-PCR, IR- | PCR-laite, agaroosigeeliclektroforeesi- tai SDS-PAGE-laitteisto, | 23 erillistd huonetta

PCR) valokuvaussysteemi, UV-valolla varustettu laminaarivirtaus-
kaappi

Elektroforeesi

- plasmidikartoitus Agaroosigeelielektroforeesilaitteisto Ei erityisté

- PFGE Pulssikenttigeelielektroforeesilaitteisto (esim. CHEF, TAFE) Ei erityisté

- DGGE DGGE-geeliclektroforeesilaitteisto 2-3 erillistd huonetta

- SSCP SDS-PAGE-laitteisto 2-3 erillistd huonetta

- PEG/bisbentsimidi Studier-tyyppinen elektroforeesilaitteisto 2-3 erillistd huonetta

*Monista tekniikoista on olemassa eri muunnoksia, joiden laite- ja tilavaatimukset voivat erota toisistaan.

Laitelista ei kata

useiden laboratorioiden normaalivarustukseen kuuluvia laitteita ja tarvikkeita kuten mikrsosentrifuugia, pipettisarjoja,
inkubaattoreita, koeputkisekoittimia ja -telineitd eikd DNA:n tarkkaan kvantitointiin tarvittavaa spektorofotometrid tai

fluorometria.
ENNEN PCR:44 PCR ja SEN JALKEEN
HUONE 1: HUONE 2 tai UV-VALOLLA HUONE 3:
- hiivojen puhtaaksiviljely VARUSTETTU LAMINAARI - PCR-monistus
- DNA:n eristys HUONEESSA 1: - PCR-tuotteiden késittely esim.

- DNA:n restriktioentsyymi-

kisittely

- geelielelektroforeesi DNA:sta

> PCR—reaktloseiosten Valestus
- PCR-reagenssien valmistus
- ndytteiden pipetointi seoksiin

restriktioentsyymeilla
- PCR-tuotteiden analysointi
esim. geeliajot

ISOTOOPPILABORATORIO:

- tydvaiheet, joissa késitellddan radioaktiivisia aineita

- varustettava tarvittavilla tyopisteilld ja huoneilla

Kuva 9. Laboratorion tilajdrjestelyt.
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3. Hiivojen esiintyminen
3.1 Hiivat ymparistossa

Hiivoja esiintyy kaikkialla ympéristossd: makeassa vedessd ja merissd, maaperéissi,
ilmassa ja elidissd. Maaperd on hiivojen kasvulle usein liian niukkaravinteinen ympé-
ristd: siind hiivat 1dhinnd sidilyvét hgngisséi, mutta eivét lisddnny (Hagler & Ahearn,
1987). Hiivoja on vesistdissd noin 10 —10 solua/ml. Saastuneiden vesien hiivapitoisuus
on korkeampi kuin puhtaiden ja niukkaravinteisten vesien (Fleet, 1992).

Useimmat hiivat voivat eldd 0—45 °C:n lampotilassa. Osa psykrofiileistd hiivoista voi
kasvaa alle 0 °C:ssa, kun taas eldinten ruuansulatuskanavassa eldd 4648 °C:ssa kasva-
via termofiilejd hiivoja. Monet hiivat sietdvit hyvin auringonvaloa ja kuivuutta sekd
veden aktiivisuuden (ay) eli ympardivén liuoksen vikevyyden muutoksia. Siksi hiivoja
esiintyy yleisimmin kasvien pinnoilla kuten lehdilld, kukissa ja hedelmissd. Hiivoja voi
olla runsaasti myds elididen ulko- ja sisépinnoilla etenkin hyonteisissd ja nisdkkéissi
(Carlile & Watkinson, 1996). Yleensd hiivat ovat isdntdelidlle haitattomia, mutta op-
portunistisesti patogeeniset lajit voivat aiheuttaa tauteja vastustuskyvyltdén heikenty-
neessd eliossd. Thmiselle tauteja aiheuttavat hiivat kuuluvat l1dhinnd Candida-sukuun.
Yleisin taudinaiheuttaja on C. albicans, joka kuuluu ihmisen ihon normaaliflooraan.
Patogeeniset hiivat voivat aiheuttaa iho-, limakalvo-, suolisto- ja hengitystieinfektioita,
sekd systeemisid infektioita, joissa hiiva levidd verenkierron vélitykselld elimistossd ja
voi johtaa vakavaan tulehdustilaan. Erityisen alttiita hiivainfektioille ovat immuniteetil-
taan vajavaiset henkildt, joille hiivat voivat aiheuttaa em. hyvin vakavia infektioita. Tau-
lukossa 9 on lueteltu kliinisesti tirkeimpid, mahdollisesti tautia aiheuttavia hiivalajeja.
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Taulukko 9. Kliinisistd ndytteistd eristettyjd hiivoja. (Larone, 1995, Silvennoinen-
Kassinen, 1996; Hannula et al., 1997, Gilfillan et al., 1998.)

Hiivasuku Hiivalaji Teleomorfimuoto (suvullinen)
Candida C. albicans*
C. famata Debaryomyces hansenii
C. dupliniensis Pichia guilliermondii
C. guilliermondii* Kluyveromyces marxianus
C. kefyr* Issatchenkia orientalis
C. krusei* Yarrowia lipolytica
C. lipolytica* Clavispora lusitaniae
C. lusitaniae* Saccharomyces cerevisiae
C. parapsilosis*
C. robusta*
C. rugosa

C. tropicalis*
C. zeylanoides™

Cryptococcus C. albidus
C. neoformans* Filobasidiella neoformans
Hansenula spp.*
Malassezia M. furfur*
M. pachydermatis*
Rhodotorula R. minuta
R. mucilaginosa*
R. rubra
Torulopsis T. glabrata*(Candida glabrata)

* osoitettu taudinaiheuttajaksi
3.2 Elintarvikkeita pilaavat hiivat

Elintarvikkeita pilaavat hiivat voivat aiheuttaa suuria taloudellisia tappioita, mutta vain
muutamasta lajista on potentiaalista haittaa ihmisen terveydelle (taulukko 9 yll). Elin-
tarvikkeen hiivakontaminaation ldhteend voivat olla raaka-aineet, prosessilaitteet ja
-vesi sekd elintarvikkeen sdilytys- ja pakkausastiat. Elintarvikkeita pilaavat hiivat kil-
pailevat ravinteista nopeakasvuisempien bakteerien kanssa, ja bakteereille suotuisissa
olossa mahdollinen hiivakontaminaatio voi peittyd bakteerikasvun alle. Elintarvikkeen
fysikaaliset, kemialliset ja rakenteelliset ominaisuudet vaikuttavat niiden pilaantumis-
alttiuteen. Merkittavimmaét hiivan kasvuun vaikuttavat tekijit elintarvikkeissa ovat ve-
den aktiivisuus, ravinteet ja happamuus. Elintarvikkeista on eristetty ja identifioitu yli
70 eri hiivalajia (Déak, 1991).

Tavallisimpia hiivojen kontaminoimia elintarvikkeita ovat erilaiset juomat, mehut, hillot
ja soseet, makeiset, sdilykkeet, salaatit, meijerituotteet, erikoislihatuotteet, kastikkeet ja
majoneesit. Seuraavassa on esitelty kukin tuoteryhmai kerrallaan. Tuoteryhmat ja niiden
tavallisimmat pilaajahiivat on koottu taulukkoon 10. Hiivojen eri elintarvikkeille ai-
heuttamia virheitd on esitelty taulukossa 11 (Loureiro ja Querol, 1999).
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Taulukko 10. Eri elintarvikkeiden yleisimmdt pilaajahiivat (Déak, 1991; Fleet, 1992;
Westall & Filtenborg, 1998a ja 1998b;, Welthagen & Viljoen, 1999; Sancho et al.,

2000).
Elintarvikeryhma Kontaminoivia hiivasukuja Tuotteita tyypillisesti kontaminoivia hiivalajeja
Lihatuotteet
Tuore liha Candida C. zeylanoides, C. lipolytica, C. famata,

Cryptococcus, Debaryomyces
Rhodotorula

Cr. laurentii var. laurentii, D. hansenii

Prosessoidut lihavalmisteet
- kestomakkarat
- suolaliha, pekoni ym.

Candida
Debaryomyces, Rhodotorula

C. famata (D. hanseniin anamorfi),
D. hansenii

Veden eliosto Candida C. lipolytica (Yarrowia lipolytican anamorfi)
- kalat Cryptococcus, Debaryomyces | R. rubra
- simpukat, ayridiset Rhodotorula, Trichosporon
Meijerituotteet
Jogurtit Candida C. famata
Debaryomyces D. hansenii
Pichia P. anomala
Kluyveromyces K. marxianus
Saccharomyces S. cerevisiae
Juustot Candida C. famata, C. parapsilosis
Cryptococcus Cr. albidus
Debaryomyces D. hansenii
Kluyveromyces K. marxianus
Pichia P. membranaefaciens, P. fermentans, P. norvegensis,
Rhodotorula P. anomala
Saccharomyces S. cerevisiae
Torulaspora T. delbrueckii
Zygosaccharomyces Z. rouxii
Muut maitotuotteet, mm: Candida

- voi

Cryptococcus, Rhodotorula

- jaateld

- kerma

- maito

Hedelmiit

Tuoreet hedelmat Candida C. krusei, C. stellata, C. guilliermondii
Hanseniaspora H. uvarum
Kloeckera K. apiculata
Pichia P. kluyveri

Prosessoidut hedelmaét Candida C. krusei, C. sake

- sdilykkeet Hanseniaspora H. valbyensis

- hedelmdmehut Pichia S. cerevisiae

- mehutiivisteet Kloeckera T. delbrueckii

- kuivatut hedelmat Saccharomyces Z. bailii, Z. rouxii
Torulaspora
Zygosaccharomyces
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Taulukko 10. jatkuu

Vihannekset

Tuoreet vihannekset Cryptococcus Cr. albidus, Cr. laurentii, Cr. macerans
Kluyveromyces K. marxianus
Rhodotorula R. glutinis
Sporobolomyces S. roseus
Prosessoidut vihannekset Candida C. lambica, C. lipolytica, C. sake, C. zeylanoides
- hapankaali Debaryomyces P. membranaefaciens
- oliivit Kluyveromyces S. dairensis, S. exiguus
- pikkelsi Pichia
- majoneesipohjaiset salaatit | Rhodotorula
Saccharomyces
Sokeriset elintarvikkeet
- mehut Debaryomyces D. hansenii
- hillot Pichia P. anomala
- konvehdit Schizosaccharomyces T. delbrueckii
- makeiset Torulaspora Z. bailii, Z. rouxii
- hunaja, siirapit, uutteet Zygosaccharomyces
- kuivatut hedelmét
Suolaiset elintarvikkeet
- fermentoidut vihannekset Candida C. famata, C. krusei, C. lipolytica
- juustot Debaryomyces D. hansenii
- soijakastike Pichia P. subpelliculosa, P. membranaefaciens
- margariini Torulaspora T. delbrueckii
- majoneesi Zygosaccharomyces Z. bailii, Z. rouxii
- tomaattisose
Leipomotuotteet
- leipa Endomycopsis E. burtonii
- taikina Pichia P. anomala var. anomala
- pizza Hyphopichia S. cerevisiae
- leivonnaiset Saccharomyces
Virvoitusjuomat
Brettanomyces/Dekkera
Candida C. intermedia
Pichia P. anomala
Saccharomyces Z. bailii
Zygosaccharomyces
Alkoholijuomat
Olut Brettanomyces/Dekkera B. intermedius
Candida P. anomala, P. fermentans, P. membranaefaciens
Pichia S. cerevisiae(villihiivat)
Saccharomyces
Viini Brettanomyces/Dekkera B. intermedius

Candida
Hanseniaspora
Kloeckera

Pichia
Saccharomyces
Saccharomycodes

K. apiculata
P. anomala

S. cerevisiae
S. ludvigii
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Taulukko 11. Hiivojen aiheuttamat pddasialliset pilaantumismuodot elintarvikkeissa
(Loureiro ja Querol, 1999).

= 5] % <. £ = 3 =
£ £ 22 3 EE2 E 53 g%
£ E 5g : ¥z 5 E£8 £3
A > M g n w3 M > o & g
Tuoreet kasvikset X X X
Suolatut kasvikset X X X X X X
Kasvisvalmisteet X X X
(ready-to-eat)
Tuoreet hedelmat X X X X
Hedelmédmehut X X x X X
Hedelmévalmisteet (ready-to-cat) x X X
Majoneesit, salaatinkastikkeet X X X X
Viini, olut X X X
Virvoitusjuomat x X X
Makeiset, hillot, hyytelot X X X X X X
Siirappi, hunaja, hedelmatiivisteet x X X
Voi, kerma X
Juustot X
Jogurtit X X X
Viipaloitu leipd X
Taikina X
Makkarat, lihatuotteet X X X X

3.2.1 Tuoreet ja prosessoidut hedelmat ja marjat

Tuoreiden hedelmien pinnalla eldd paljon hiivoja, noin 10°~10° solua/cm”. Olosuhteet
ovat hiivoille suotuisat, silld hedelmédn pinnan pH on alhainen ja mehu sokeripitoista.
Lisiksi ay, on alhainen, jos hedelmin pinta on kuiva. Hedelmén pinnan rikkoutuessa voi
hiivojen maéri kohota 10°~10® soluun/cm? (Fleet, 1992).

Hedelmivalmisteita kontaminoivat hiivat ovat perdisin joko raaka-aineista tai prosessi-
laitteistosta (Déak, 1991). Hiivojen méérda hedelmdmehujen raaka-aineina kéytettavissa
mehutiivisteissd voi vaihdella <1-2,9 x 103 pmy /g (Sancho et al., 2000). Olosuhteet
hedelmivalmisteissa suosivat hiivojen kasvua, koska useimmille bakteereille ympéristd
on liian hapan ja a,, liian alhainen korkean sokeripitoisuuden (40—70 %) vuoksi. Kuu-
mennuskésittely inaktivoi yleensd hiivojen vegetatiivisolut tehokkaasti, mutta ei véltté-
mittd niiden koteloitioitd. Lisdksi valmisteiden korkea sokeripitoisuus voi lisdtd hiivo-
jen lammonkestdvyyttd. Hedelmdmehujen sokeripitoisuus on noin 10 %, rypilemehujen
<25 %, ja hedelmdmehutiivisteiden < 67 % (Steels et al., 1999). Tuotteen a,, :n ollessa
alle 0,85 on pilaajalajina yleensd Z. rouxii.
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Séilontdaineiden kiyttd kaventaa entisestddn pilaajahiivojen kirjoa. Valtalajeina esiinty-
vt yleensd Z. bailii, Z. rouxii ja C. krusei. Jotkut pilaajahiivat, kuten C. krusei ja S. ce-
revisiae, sietdvit hyvin etanolia ja voivat siten muodostua kdyneissd tuotteissa valtala-
jeiksi. Jadhdytetyissd mehuissa, joissa on muodostunut etanolia, viihtyvit parhaiten
Candida- ja Kloeckera-suvun kannat. Pilaajahiivat eivit kasva jdddytetyissd hedelma-
mehutiivisteissd, mutta ldmpoétilan noustessa > 5°C voivat osmotolerantit hiivat lisdén-
tya tuotteessa (Fleet, 1992).

Runsas hiivakasvu voi aiheuttaa sakanmuodostusta sekd maku- ja hajuvirheitd. S. cere-
visiaen etikkahapon tuotto lisdéintyy matalassa 1dmpdétilassa ja korkeassa sokeripitoisuu-
dessa, joten etenkin hedelm@mehuissa timén tyyppinen pilaantuminen on yleistd. Hii-
vakdymisen tuotteena syntyvd CO»-kaasu voi aitheuttaa pakkausten pullistumista ja jopa
rdjahtamista.

3.2.2 Tuoreet ja prosessoidut vihannekset

Hiivoja esiintyy tuoreitten vihannesten pinnalla, mutta yleensd vihemman kuin hedel-
missd. Bakteerit ja homeet ovat tavallisimpia tuoreitten vihannesten pilaajia, mutta tuo-
reita, pilkottuja vihanneksia sdilytettiessd saattaa hiivojen méird nousta 10° g (Fleet,
1992). Hiivojen on havaittu pilaavan séilytyksen aikana mm. kaaleja, porkkanoita, si-
puleita sekd herneité.

Fermentoitujen vihannestuotteiden pilaajahiivat kestdvéat heikkojen orgaanisten happo-
jen antimikrobisia vaikutuksia ja tuottavat usein pektinolyyttisid entsyymejéd kasvisolu-
seindn hajottamiseksi. Tavallisimmat pilaajahiivat néissé tuotteissa kuuluvat Candida-,
Debaryomyces-, Pichia-, Rhodotorula- ja Saccharomyces-sukuihin (Fleet, 1992). To-
maattisoseen ym. sen kaltaisten tuotteiden tyypillisid pilaajia ovat Z. bailii, P. membra-
nifaciens ja C. krusei, jotka kestdavit korkean sokeri -ja suolapitoisuuden lisdksi my0s
korkeaa etikkahappopitoisuutta (Fleet, 1992).

3.2.3 Meijerituotteet

Hiivoja on raakamaidossa ja pastéroidussa maidossa yleensd vain alle 10° solua/ml.
Hiivat kasvavat heikosti kylmassi séilytetyssd maidossa, jolloin pilaajana on useammin
hiivaa nopeammin kasvava psykrofiili bakteeri. Sen sijaan joidenkin erikoistuotteiden,
kuten makeutettujen maitotiivisteiden sekd probioottisia bakteereja siséltdvien maito-
tuotteiden, on havaittu olevan herkempii hiivakontaminaatiolle (Fleet, 1992).
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Jogurtit ovat hyvin herkkid hiivojen aiheuttamalle pilaantumiselle, silld pilaajahiivat
voivat kasvaa alhaisessa ldmpotilassa sdilytyksen aikana ja kdyttdd hiilenldhteendin
mm. maitohappoa, laktoosia, sakkaroosia sekd tuottaa proteolyyttisid ja lipolyyttisid
entsyymejd jogurtin proteiinien ja rasvojen pilkkomiseen. Jogurteissa on yleensd kyse
pastoroinnin jilkeisistd kontaminaatioista. Hedelmijogurteissa kontaminaatioldhteind
ovat usein hillot tai muut hedelmétuotteet. Jogurtteihin liséttavistd hedelmituotteista
eristettyja yleisié lajeja ovat S. cerevisiae, D. hansenii, Pichia anomala ja T. delbrueckii
(Scholte 1996). Hiivojen kontaminaatioreittejd jogurtinvalmistuksessa on jdljitetty myos
pesuihin ja desinfektioihin, hedelma- tai meijeriraaka-aineiden pastdrointiin, kypsytys-,
jadhdytys- ja varastointitankkeihin, pumppuihin, venttiileihin, limmonvaihtimiin ja
tiytto- tai pakkausvaiheeseen (Scholte, 1996). Pilaantuminen ilmenee pakkauksen pul-
listumisena, tuotteen rakenteen muuttumisena seké haju- ja makuhaittoina.

Monissa juustoissa kdytetddn hiivoja hyviksi prosessoinnin eri vaiheissa. Juuston omi-
naisuudet, kuten happamuus, alhainen kosteus ja korkea suolapitoisuus, suosivat myds
pilaajahiivojen kasvua, jolloin juuston rakenne, maku ja haju saattavat muuttua ja
myyntipakkaus pullistua (Fleet, 1992; Westall & Filtenborg, 1998a ja b). Kontaminaa-
tion ldhteind voivat olla raaka-aineet ja tuotteen valmistus- ja pakkaustilat sekéd laitteet.
Goudan valmistuksessa yleisimpid kontaminaatioldhteitd olivat laitteisto ja suolaliuos,
mutta myos ilmasta, lattioilta ja seiniltd eristettiin kontaminoivia hiivalajeja. Eniten
Goudassa oli D. hansenii -hiivaa, mutta myos S. cerevisiae, Y. lipolytica, K. marxianus,
T. delbrueckii, R. glutinis, Cr. albidus ja C. catenulata -hiivoja esiintyi. Ndma lajit ovat
enimmékseen samoja kuin raaka-maidossa, vaikka kypsytyksen aikana esiintyvit hiivat
ovat pastoroinnin jilkeisid kontaminantteja (Welthagen & Viljoen, 1998).

3.2.4 Lihatuotteet

Tuoreissa lihaleikkeissd voi olla hiivoja 101—103 solua/g tai cm”. Hiivojen osuus tuoreli-
hatuotteiden kokonaismikrobimééréstd on kuitenkin vain 5-10 %. Meren elidistéd pilaa-
jahiivojen on raportoitu kontaminoineen ldhinné kaloja ja ostereita (Fleet, 1992). Kyl-
masdilytys sekd vakuumiin ja CO,-ilmakehddn pakkaaminen hidastavat hiivojen kasvua
ndissé tuotteissa.

Prosessoiduissa lihatuotteissa, kuten kestomakkaroissa, olosuhteet voivat olla epédsuo-
tuisat bakteereille, jolloin etenkin ksero- ja happotolerantit hiivakannat padsevit kasva-
maan. Pilaajahiivat voivat lisddntyd kylmaésailytyksestd tai vakuumipakkauksesta huo-
limatta. CO,- tai Np-ilmakehéédn pakkaamisen on todettu estédvén hiivojen kasvua (Fleet,
1992). Pilaajahiivat voivat aiheuttaa tuotteisiin vdrinmuutoksia, limaisuutta, makuvir-
heitd sekd kaasun muodostuksesta johtuvaa pakkauksen pullistumista.
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3.2.5 Kastikkeet ja majoneesit

Majoneesit ja kastikkeet ovat usein hyvin suolaisia (5-20 %) ja siksi niitd pilaavat 1a-
hinnd osmotolerantit hiivalajit. Yleisimmat lajit ovat samoja kuin muissa alhaisen ay:n
tuotteissa. Lipolyyttiset, korkeaa suolapitoisuutta sietdvit hiivat, kuten C. lipolytica,
voivat aiheuttaa majoneesin ja margariinin pilaantumista. Salaattikastikkeiden ja majo-
neesien pH on usein hyvin alhainen (pH 3-4). Z. bailii on tyypillinen pilaajahiiva néissd
tuotteissa, koska se kestdd korkean sokeri -ja suolapitoisuuden lisdksi myds etikkahap-
poa (Wind & Restaino, 1995).

3.2.6 Makeiset

Makeisista suklaan ja toffeen veden aktiivisuus (ay,) on noin 0,6, joka yleensd estdd
mikrobikasvun. Tavallisimpia hiivoilla kontaminoituneita makeisia ovat marsipaanit ja
suklaakonvehdit, joissa hiivat kasvavat ldhinnd tdytteessd. Marsipaanin, marmeladin,
hunajan ja erilaisten makeisissa kiytettyjen hillojen ja tdytteiden ay; on 0,6-0,8, mikd
mahdollistaa kestdvimpien pilaajalajien kasvun. Makeisia pilaavat hiivat sietdvit kor-
keaa sokeripitoisuutta ja kuumennusta ja ovat siten samantyyppisid kuin hedelmi- ja
marjavalmisteiden pilaajat. Yleisin makeisten kontaminantti on Z. rouxii, joka voi kas-
vaa alle 0,85 veden aktiivisuudessa.

3.2.7 Virvoitusjuomat

Virvoitusjuomia kontaminoivat hiivat sietivit CO;:a, painetta, sdilontdaineita, lampoka-
sittelyd, korkeaa sokeripitoisuutta ja alhaista pH:ta. Jotkut fermentatiiviset hiivat, eten-
kin Brettanomyces/Dekkera-lajit, sietivdt korkeita COs-pitoisuuksia (0,5 MPa liuen-
nutta CO;:a) ja ovat yleisimpid virvoitusjuomien pilaajia (Déak, 1991). Hiivakontami-
naatio on tavallisesti perdisin prosessilinjalta, jossa kontaminaatioldhteind ovat pumput,
tankit ja pullojen pesulaitteet. Pilaajahiivat voivat muodostaa sakkaa ja aiheuttaa maku-
virheitd. Kdymisessd muodostunut kaasu voi aiheuttaa pullon rdjdhtdmisen.

3.2.8 Alkoholipitoiset juomat

Hiivat eivét ole merkittivd ongelma pullotetuissa oluissa oluen pastdroinnin ja aseptisen
pakkaamisen vuoksi. Prosessin kontaminoituessa pilaajahiivana on yleensda "villi" S.
cerevisiae -kanta tai muu Saccharomyces-suvun laji, kuten S. cerevisiae var. diastaticus.
Oluen kypsyessd tankeissa alhaisessa lampotilassa pilaajahiivojen (esim. S. cerevisiae
var. diastaticus, Brettanomyces/Dekkera, Candida spp.) kasvu voi kuitenkin aiheuttaa
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tuotteeseen haju- ja makuvirheitd. Tynnyriolut pilaantuu herkemmin kuin pullotettu
olut, etenkin jos astiaan pddsee happea, jolloin Pichia- ja Candida-sukujen hiivat voivat
kasvaa aerobisesti oluen pinnalla.

Kuten oluen, my0s viinin valmistuksessa hiivan kontrolloimaton kasvu voi johtaa tuot-
teen pilaantumiseen. Kontaminantti voi olla ldht6isin rypédleen pinnalta tai maasta tai
tuotteen valmistuksessa kdytetyistd astioista tai laitteista. Z. bailiin on todettu useimmi-
ten olevan perdisin viinin valmistuksessa kdytetystd mehutiivisteestd ja se on tavallisin
viinin pilaajahiiva (Déak, 1991). Tuotteen steriilisuodatus pullotusvaiheessa tai kuu-
mennuskésittely vihentdd kontaminaatioriskid pulloissa. Kuitenkin jo 5-100 etanolia ja
rikkidioksidia sietdvdd Z. bailii tai S. cerevisiae -solua pullossa voi aiheuttaa viinin pi-
laantumisen (Fleet, 1992).
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4. Pilaajahiivojen kasvun hallintaan vaikuttavat
tekijat
4.1 Tuotantohygienia

Tuotantohygienialla tarkoitetaan kaikkia niitd toimenpiteitd, joilla pyritdén estdmédn
tuotteen kontaminoituminen valmistuksen aikana. Kontaminaation ldhteitd voivat olla
raaka-aineet, laitteet ja astiat, ilma sekéd tyontekijat. Hyvin tuotantohygienian ldhtokoh-
tana on, etti tilojen ja laitteistojen puhdistettavuus on huomioitu jo suunnitteluvaiheessa
(Mattila-Sandholm & Wirtanen 1992; EHEDG, 1993a, b, c; EHEDG, 1994). Pesuissa
oikeat olosuhteet (lampdtila, aika ja virtausnopeus) seké oikein valittu pesuaine ja vike-
vyys ovat olennaisia tuloksen kannalta. Laitteistojen ja tilojen puhdistumiseen
vaikuttavat lisdksi lian laatu (rasva, proteiini, sokeri), ikd, kiinnittymisaste ja pesutiheys.

Elintarvikkeiden hiivakontaminaatiot voivat olla perdisin prosessilaitteistosta, raaka-
aineista, pakkausmateriaaleista tai ilmasta. Siirtolaitteistot, tdyttokoneet, epdhygieeniset
venttiilit, pumput ja putkiyhteet ovat usein esiintyvid kontaminaatioldhteitd (Mattila-
Sandholm & Wirtanen, 1992; Scholte, 1996). Prosessin sisdltdessd kuumennusvaiheen,
kuten meijerituotteiden pastoroinnin tai leipomotuotteiden paiston, kyseessd on useim-
miten jilkikontaminaatio.

Ilmassa hiivat kestidvit gram-negatiivisia bakteereita paremmin siteilyd ja kosteuden
muutoksia. Ilmassa esiintyvien hiivahiukkasten ldpimitan oletetaan olevan noin 2-20
um. Téllaisten hiukkasten laskeutuminen (gravitaatio) on riippuvainen Stokesin laista,
jolloin 2 pm:n hiukkanen laskeutuu metrin matkan 130 minuutissa ja 16 um hiukkanen
2 minuutissa. Tdmin seurauksena hiivojen maird pintojen l&helld on yleensd suurempi
kuin kauempana pinnoista. Thmisen toiminta ja ilmavirtaukset vaikuttavat kuitenkin
voimakkaasti hiivojen jakautumiseen ilmassa (Scholte, 1996). Liséksi ilman mikrobi-
pitoisuudet riippuvat ilman kosteudesta ja lampdétilasta. Korkea kosteuspitoisuus ja lam-
potila ovat edullisia mikrobien selviytymiselle hengissd ilmassa (Henriksson & Haikara,
1991; Oriet & Pfenniger, 1998).

[Iman mikrobiologinen laatu on erityisen tirked pakkaus- ja tdyttdosastoilla. Hiivojen
on todettu olevan yleisempid ilmassa virvoitusjuomien pullotusratojen luona kuin oluen
tai kivenndisvesien pullotuslinjojen luona. Sen sijaan vuodenajalla ei ollut vaikutusta
hiivojen médrdén ilmassa toisin kuin homeiden mééradn (Henriksson & Haikara, 1991).
Puhtaan pakkauksen kontaminoituminen riippuu pakkauksen aukon koosta, ilman mik-
robiméérdsti ja ajasta, jonka pakkaus on alttiina ilmalle. Ilmasta méadritetyt hiiva- ja
homepitoisuudet ovat voimakkaasti riippuvaisia mééritysmenetelméstid ja siksi myos
raja-arvoja on vaikea asettaa.
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Pakkausten hiiva- ja homepitoisuudet riippuvat kéytetystd materiaalista ja staattisesta
sdhkoisyydestd. Pakkausmateriaaleissa (paperi, PVC jne.) hiiva- ja homepitoisuudet
ovat tyypillisesti 10 pmy / 100 cm® (Jesenka, 1993), kun taas kierrityskuidusta valmis-
tetuissa pakkauksissa méirit voivat nousta yli 100 pmy / 100 cm® (Scholte, 1996). Al-
hainen ilmankosteus lisdd staattisen sdhkon méédrdd ja polyhiukkasten kerdédntymisti
pinnoille.

4.1.1 Biofilmit elintarviketeollisuudessa

Mikrobien kiinnittyminen pinnoille on yleinen ilmid luonnossa. Kiinnittyminen kiin-
tedlle pinnalle on mikrobien enemmistolle normaalin eldmaén ja lisddntymisen edellytys.
Kiinnittymisté edistdd orgaanisen aineksen kasautuminen pinnalle. Kiinnittyneet mikro-
bisolut kasvavat ja lisddntyvdt muodostaen mikropesédkkeitd. Ne erittivit my0s ympa-
rilleen polymeereja, jotka stabiloivat kasvustoa. Biofilmi koostuu kiinnittyneistd mikro-
bisoluista ja niiden solun ulkopuolelle erittimisti tuotteista. Koostumus elda jatkuvasti
vanhan biofilmin irrotessa ja uuden muodostuessa. Biofilmin sisédlle muodostuvat pak-
suuden kasvaessa mikroaerofiiliset tai anaerobiset olosuhteet. Soluilla on eri puolilla
biofilmié erilaiset olosuhteet ravinteiden ja fysikaalis-kemiallisten tekijoiden suhteen.
Mikrobisolut kiinnittyvét pinnoille muutamassa minuutissa, mutta aidon biofilmin muo-
dostumisen on arvioitu vievén tunteja tai paivid (Costerton et al., 1987; Noterman et al.,
1991; Carpentier & Cerf, 1993; Hood & Zottola, 1995).

Useimmat luonnon tai teollisen ympariston biofilmit muodostavat monimutkaisen yh-
teison, joka koostuu monesta eri lajista. Téllaisen mikrobiyhteison toiminta on huomat-
tavasti tehokkaampaa kuin sen yksittdisten jasenten (James et al., 1995).

Biofilmin polymeerikerrostuma on keskeinen mikrobien henkiinjddmiselle ja lisdénty-
miselle, koska se toimii ravinnepyydyksend ja suojaa mikrobisoluja antimikrobisten
aineiden vaikutuksilta. Pddasiassa polysakkarideista ja glykoproteiineista koostuvan
suojakerroksen ansiosta antimikrobiset aineet, kuten pesu- ja desinfektioaineet, eivét
pddse tunkeutumaan mikrobisoluihin (Mattila-Sandholm & Wirtanen, 1992). Liséksi
antimikrobisten aineiden reaktiot polymeerikerrostuman kanssa vihentdvit niiden tehoa.
Ravinteiden rajallinen saatavuus ja biofilmin heterogeenisyys lisddvit lepotilassa ole-
vien solujen madrdd biofilmissd. Tamid vdhentdd edelleen antimikrobisten aineiden te-
hoa, joiden vaikutus kohdistuu yleensé aktiivisesti kasvaviin soluihin (Brown & Gilbert,
1993). Biofilmissd mikrobisolut ovat suojassa myds muilta ympériston rasituksilta ku-
ten séteilyltd, limmolta ja bakteriofaageilta (Carpentier & Cerf, 1993).

Elintarviketeollisuudessa biofilmiksi voidaan kutsua mikrobien yhteis6d, joka kehittyy
madrdtyssd ajassa pesu- ja desinfektio-ohjelmista riippuen, tai sitd mikrobien pientd
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joukkoa, joka sdilyy hengissé pesuohjelmista riippumatta (Holah & Gibson, 1999). Bio-
filmid on todettu esiintyvan meijereissd, myllyisséd ja mallastamoissa, panimoissa, siipi-
karjateurastamoissa, sokeriteollisuudessa ja vihannesséilyketehtaissa (Holah ez al. 1989;
Mafu et al. 1990; Czechowski & Banner, 1992; Mattila-Sandholm & Wirtanen, 1992;
Carpentier & Cerf, 1993). Biofilmid muodostuu paikkoihin, joissa tehokkaat puhdis-
tustoimet ovat hankalia. Biofilmid on havaittu putkistojen mutkissa ja kuolleissa kul-
missa, tiivisteissd, kuljetusradoilla, ruostumattomilla teréspinnoilla, lattioilla ja vieméa-
reissd. Biofilmit voivat elintarviketeollisuudessa aiheuttaa ongelmia, koska ne voivat
toimia kontaminaatioldhteend. Liséksi ne korrodoivat tai hajottavat materiaaleja kuten
ruostumatonta terésté tai tiivistekumeja. Biofilmikerrostumat heikentavét myds proses-
sien suorituskykyé esimerkiksi suodatuslaitteistoissa tai limmdnvaihtimissa.

4.1.2 Hiivojen muodostamat biofilmit

Hiivojen muodostamista biofilmeistd (kuva 10 ja 11) elintarviketeollisuudessa on hyvin
niukasti julkaistua tietoa. Lihes kaikki elintarviketuotannon biofilmeistd julkaistu kir-
jallisuus kisittelee bakteeribiofilmeja (Mattila-Sandholm & Wirtanen, 1992; Carpentier
& Cerf, 1993; Zottola & Sasahara, 1994; Kumar & Anand, 1998; Holah & Gibson,
1999).

Saccharomyces-, Candida- ja Rhodotorula-sukuihin kuuluvia hiivoja on eristetty bio-
filmeistd juomateollisuuden pakkausosastojen liukuhihnoilta ja pulloldmmittimistad
(Banner, 1994). Hiivojen on myds havaittu muodostavan biofilmid oluen annostelulait-
teistoissa (Harper, 1981; Casson, 1985; Thomas & Whitham, 1997). Edelld mainituissa
esimerkeissd hiivat muodostivat seosbiofilmejd bakteerien kanssa (Harper, 1981; Cas-
son, 1985; Thomas & Whitham, 1997) tai sekd bakteereiden ettd homeiden kanssa
(Banner, 1994).

Oluesta tai panimondytteistd eristettyjen hiivojen D. anomala, Issatchenkia orientalis
(anam. C. krusei var. krusei), Pichia anomala, P. membranaefaciens, R. mucilaginosa ja
S. cerevisiae taipumusta muodostaa biofilmid ruostumattomalle terdkselle on tutkittu
(Storgards et al., 1997). Kaikki tutkitut hiivakannat kiinnittyivit terdkseen muodostaen
biofilmid semistaattisissa olosuhteissa. Biofilmin mééri oli riippuvainen hiivakannasta,
inkubointiajasta ja kasvatusalustasta. Véhiten biofilmid muodostavat kannat peittivét
tutkitusta pinta-alasta 2—4 % 10 pdivéssi, kun taas voimakkaasti biofilmid muodostavat
kannat peittivdt 100 % tutkitusta pinta-alasta jo 2 pédivdssd. Saman hiivalajin eri kannat
poikkesivat merkittavisti toisistaan biofilmin muodostajina. Kasvatusalustan sisaltimét
sokerit lisdsivit biofilmin muodostumista. Myohemmin maitohappobakteerien, entero-
bakteerien ja hiivan (Lactobacillus lindneri, Enterobacter sp. ja D. anomala) seosbio-
filmejd on kaytetty puhdistuvuustutkimuksissa (Yli-Juuti, 1999; Storgérds et al., 1999c).
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b) Dekkera anomala (anam. Brettanomyces anomalus) VTT C-91183.

Kuvat 10a ja b. Epifluoresenssimikroskooppikuvia hiivojen muodostamasta biofilmistd
ruostumattomalla terdkselld. Suurennos 1000x.
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Kuva 11. Elektronimikroskooppikuva hiivojen muodostamasta biofilmistd muovi-
pinnalla. Kuvassa ndkyvdt selvdsti fimbriot, jolla solut tarttuvat pintaan ja toisiinsa.

4.1.3 Hiivojen kiinnittymiseen vaikuttavat tekijat

Kliinisessd mikrobiologiassa hiivojen kiinnittymistd pintoihin ja biofilmin muodosta-
mistaipumusta on tutkittu jonkin verran. Tdlloin mielenkiinnon kohteena ovat olleet
lahinnd Candida-suvun hiivat, erityisesti C. albicans. Sokereiden on havaittu olevan
tarkeitd Candida-hiivojen kiinnittymisessd muovipintoihin (El-Azizi & Khardori, 1999).
Toiset sokerit edistdvét hiivojen kiinnittymistd pintoihin, koska ne ovat oleellisia kom-
ponentteja solunulkoisissa polymeereissa, jotka helpottavat hiivasolun kiinnittymista.
Galaktoosilla kasvaneiden C. albicans -solujen on todettu kiinnittyvén akryyliin ja poly-
styreeniin helpoimmin. Seuraavaksi helpoimmin kiinnittyivéit sakkaroosilla kasvaneet
solut ja ndiden jdlkeen glukoosilla kasvaneet solut. Samaan jirjestykseen asettui myos
solunulkoisten polymeerien tuotto (galaktoosi =* sakkaroosi =¥ glukoosi). Galaktoosilla
kasvaneiden solujen suurempi kiinnittymistaipumus voi olla seurausta voimakkaam-
masta solunulkoisten polymeerien tuotosta, voimistuneesta sferoplastien muodostumi-
sesta tai solun hydrofobisuuden kasvusta (El-Azizi & Khardori, 1999).

C. albicans -hiivan kiinnittymisen akryylipintaan on todettu riippuvan myds sokeripitoi-
suudesta, jossa hiivaa oli esikasvatettu. Kiinnittyminen oli voimakkainta, kun solut oli
kasvatettu 50 mM glukoosia siséltdvélld alustalla. Sitd suuremmat sokeripitoisuudet
inhiboivat hiivan kiinnittymisté (El-Azizi & Khardori, 1999).

64



Divalentit kationit kuten Ca®" ja Mg®" edistivit Candida-hiivojen kiinnittymisti muovi-
pintoihin. Kaikissa eldvissd soluissa on negatiivinen pintavaraus, joka estdd sen kiinnit-
tymisen negatiivisesti varautuneisiin pintoihin. Divalentit kationit vdhentdvét elektro-
staattista potentiaalia solun ja pinnan vilill ja siten edesauttavat kiinnittymisti. Ca'- ja
Mg "-kationien lisndolo lisisi C. albicans -hiivan kiinnittymistd akryylipintaan ja poly-
styreenin (El-Azizi & Khardori, 1999). Monovalentit kationit vihensivét kiinnittymista
akryylipintaan ja Fe’” kiinnittymisté polystyreeniin.

Hiivojen kiinnittymiseen vaikuttaa myos pH, mutta sen vaikutusta on tutkittu 1dhinna
soluviljelmissd. pH:n alentaminen on yleensd lisdnnyt hiivasolujen kiinnittymisti eld-
viin soluihin (El-Azizi & Khardori, 1999).

Hiivojen kiinnittymiseen vaikuttaa myds lampétila. C. albicans -hiivan kiinnittyminen
polystyreeniin oli voimakkainta 40 °C:ssa ja selvésti voimakkampaa 35 °C:ssa kuin
25 °C:ssa tai 30 °C:ssa (El-Azizi & Khardori 1999). Oluen annostelujérjestelmien let-
kuissa panimohiivan kiinnittyminen oli voimakkaampaa 35 °C:ssa kuin 25, 13 tai
5 °C:ssa (Thomas & Whitham, 1997).

Hiivasolujen kiinnittymistaipumus vaihtelee eri hiivalajeilla ja jopa saman lajin sisdlla
(Branchini et al., 1994; Webb et al., 1995; El-Azizi & Khardori, 1999). C. albicansin on
yleisesti todettu kiinnittyvan voimakkaammin kuin muiden Candida-lajien. Toisaalta C.
krusein on todettu kiinnittyvdn voimakkaammin muoviin kuin C. albicansin (El-Azizi
& Khardori, 1999).

Kasvatusolosuhteet vaikuttavat hiivasolujen kiinnittymiseen. Staattisessa viljelmissa
kasvatettu C. albicans kiinnittyi akryylipintaan voimakkaammin kuin ravistelussa kas-
vatetut solut (El-Azizi & Khardori, 1999). Myds kasvatusalusta vaikutti kiinnittymiseen
(El-Azizi & Khardori, 1999). Natriumhypokloriitin on todettu inhiboivan C. albicans ja
muiden Candida-hiivojen kiinnittymistd polystyreeniin, mutta lisddvan koaggregaatiota
streptokokkien kanssa (Webb et al., 1995).

Solujen morfologia ja kasvuvaihe ovat oleellisia tutkittaessa hiivojen kiinnittymisté pin-
noille. Stationaarivaiheen solut kiinnittyvdit voimakkaammin kuin eksponentiaalisen
kasvuvaiheen solut. Limanmuodostumisen on todettu indikoivan hiivojen taipumusta
kiinnittyd pinnoille (Branchini et al., 1994; Webb et al., 1995; Sen et al., 1997). Liséksi
myseelinmuodostuksella on vaikutusta kiinnittymistaipumukseen (Webb et al., 1995;
Sen et al., 1997; El-Azizi & Khardori, 1999).

Hiivojen on todettu kiinnittyvdn yhdessd bakteereiden kanssa. Kliinisten hiivojen on
todettu koaggregoituvan Streptococcus spp., Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ja
Porphyromonas gingivalis -bakteereiden kanssa. Vdhiisen ravinnon on havaittu lisdi-
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vin koaggregoitumista streptokokkien kanssa jopa kymmenkertaisesti (El-Azizi &
Khardori, 1999).

4.2 Elintarviketuotannossa kaytetyt desinfiointiaineet
4.2.1 Yleista desinfiointiaineista

Desinfiointiaineiden tarkoituksena on tuhota mikrobeja kayttokohteessa. Niilld ei ole
valttdmattd itiitd tuhoavaa vaikutusta. Desinfiointiaineina kaytetdan yleisesti klooriyh-
disteitd, alkoholeja, hapettavia yhdisteitd, jodofooreja, fenoleja tai halogenoituja feno-
leja sekd kationisia tensidejd (taulukko 12; Wirtanen, 1995; Skogman, 1997). Desin-
fiointiaineen valintaan vaikuttaa moni tekija. Desinfiointiaineen tulisi sopia yhteen itse
prosessin ja siind kdytettyjen pintamateriaalien kanssa. Se ei saisi aiheuttaa kdyttokoh-
teiden korroosiota eikd tuottaa kdyttdjille yliméérdisia riskejd kuten ihon ja limakalvojen
arsytystd. Liséksi valintaan vaikuttavat desinfiointiaineen omat ominaisuudet kuten
mikrobisidinen teho, pinta-aktiivisuus, vesiliukoisuus, kayttoturvallisuus, herkkyys or-
gaaniselle lialle, tehon kesto, huuhtoutuvuus ja helppokayttoisyys (Mattila-Sandholm &
Wirtanen, 1992; Ojajérvi, 1996).

4.2.1.1 Alkoholipohjaiset desinfiointiaineet

Alkoholeilla on monia hyvid puolia kemiallisena desinfiointiaineena. Ne ovat halpoja,
vérittomid, helppokéyttdisid, myrkyttomid, helposti haihtuvia ja hajoavia eivitkd drsytd
thoa (Flemming, 1991; Troller, 1993). Alkoholit tehoavat vegetatiivisiin bakteerisolui-
hin, mutta eivit itidihin. Niiden vaikutus on enemmaénkin mikrobien kasvua estdva kuin
tuhoava (Morton, 1957). Alkoholipohjaisten desinfiointiaineiden ominaisuudet perustu-
vat niiden kykyyn denaturoida proteiineja. Proteiinit, kuten entsyymit, ovat vélttdmét-
tomid solun kasvulle ja lisddntymiselle. Itiditd muodostavat bakteerit voivat itididd de-
sinfioinnin jilkeenkin, koska alkoholi ei denaturoi itionmuodostuksessa tarvittavia ent-
syymejé (Larson & Morton, 1991).

Etanolia kdytetddn padasiallisesti lddketieteessd ihon ja vilineiden desinfioimiseen.
Metanolin mikrobisidinen teho on heikoin eikd sen katsota kuuluvan desinfiointiainei-
siin (Larson ja Morton, 1991). Desinfiointiaineina kéytetyistd alkoholeista propanolilla
on korkein molekyylipaino ja se on voimakkain desinfiointiaine. Etanolia toksisempaa
isopropanolia kdytetddn useammin kuin propanolia, koska se ei drsytd ihoa. Teollisissa
desinfiointiaineissa alkoholeja kdytetddn useimmiten laimennettuina tai seoksina mui-
den yhdisteiden esim. aldehydien kanssa, jolloin ne ovat tehokkaimpia (Morton, 1957).
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Taulukko 12. Elintarviketeollisuudessa kdytettyjen desinfiointiaineiden ominaisuudet
(Wirtanen, 1995).

Desinfiointiaine Kiyton hyodyt ja haitat

Alkoholit hyodyt: myrkyton, helppokdyttdinen, viriton, tehokas vegetatiivisoluja vastaan,
vaaraton iholle, hajoaa helposti, useimmat vesiliukoisia, haihtuvia
haitat: mikrobistaattisia, suhteellisen tehoton itiditd vastaan

Vetyperoksidi hyodyt: hajoaa vedeksi ja hapeksi, suhteellisen myrkyton, helppo kayttdd in situ;
heikentda biofilmia, avustaa biofilmin rrottamisessa
haitat: tarvitaan korkeat konsentraatiot (> 3 %), resistentti, syovyttava

Peretikkahappo  hyddyt: erittdin tehokas pienissid konsentraatioissa, laaja kdyttdalue, tappaa itiditd,
hajoaa etikkahapoksi ja vedeksi, myrkyton, tunkeutuu biofilmeihin
haitat: syovyttava, epistabiili

Kloori hyodyt: toimii laajalla kdyttdalueella, aktiivinen alhaisissa pitoisuuksissa, tuhoaa
biofilmimatriisia, edesauttaa lian irtoamista
haitat: myrkyllisid sivutuotteita, resistenssin kehittyminen, jddmadt, syOvyttava,
reagoi solunulkoisten polymeerien kanssa, huono tunkeutuvuus biofilmeihin

Hypokloriitti hyodyt: halpa, tehokas, helppo kdyttdd, irrottaa biofilmimatriisia, toimii laajalla
kayttoalueella
haitat: epéstabiili, myrkyllinen, hapettava, sydvyttiva, nopea jilkikasvu, ei kykya
kontrolloida alkukiinnittymisid, tuotteen véri voi muuttua

Kloramiini hyoédyt: tunkeutuu hyvin biofilmeihin, reagoi mikrobien kanssa
haitat: tehokkuus nesteessd olevia bakteereja kohtaan heikompi kuin kloorilla, ha-
vaittu resistenssin kehittymisté, jalkivaikutuksia

Klooridioksidi hyodyt: tehokas alhaisissa pitoisuuksissa, voidaan valmistaa paikan péélld, vihem-
mén pH-riippuvainen kuin muut klooriyhdisteet
haitat: myrkyllisid sivutuotteita, rdjahtava kaasu

Kvatit hyodyt: tehokkaita, myrkyttomid, edesauttavat biofilmin irrotusta ja estdvét sen
kasvua, ei-syovyttivia, ei-drsyttavia, ei pahoja hajuja eikd makuja
haitat: inaktivoituvat alhaisessa pH:ssa, Ca- ja Mg-suolat, resistenssin kehittymi-
nen, tehottomia gram-negatiivisille bakteereille

Otsoni hyodyt: samanlainen tehokkuus kuin kloorilla, hajoaa hapeksi, ei jadmid, heikentda
biofilmimatriisia
haitat: reagoi orgaanisten aineiden kanssa muodostaen epoksideja, syovyttavi, lyhyt
puoliintumisaika, herkkd veden komponenteille

Jodoforit hyodyt: ei-syovyttavid, myrkyttomid, helppo kéyttaa, ei-drsyttivid, toimivat laajalla
kayttoalueella
haitat: pahoja hajuja ja makuja, muodostavat punaisia yhdisteitd tarkkelyksen kans-
sa, kallis

Glutaraldehydi hyodyt: tehokas alhaisissa pitoisuuksissa, halpa, ei hapeta, ei syovyti
haitat: ei tunkeudu biofilmeihin hyvin, hajoaa muurahaishapoksi, nostaa DOC-
lukua
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4.2.1.2 Peroksipohjaiset desinfiointiaineet

Peroksiyhdisteiden eli padasiassa vetyperoksidin ja peretikkahapon kdyttd desinfiointi-
aineina on lisddntynyt niiden hajoavuuden vuoksi. Peroksiyhdisteiden desinfiointiomi-
naisuudet perustuvat niiden kykyyn hapettaa proteiineja ja lipideja.

Vetyperoksidi on vesiliuokoinen, kirkas ja pistdvanhajuinen liuos (Baldry & Fraser,
1988). Se tehoaa bakteereihin, hiivoihin, homeisiin, viruksiin ja itidihin. Se on tehok-
kaampi happamissa kuin eméksisissd olosuhteissa. Itididen tuhoamiseen voidaan kiyt-
tad tarvittaessa korkeaa ldmpdétilaa (50-80 °C) ja vetyperoksidipitoisuutta (20 %), mutta
tdméa voi aiheuttaa korroosiota ajan kuluessa. Vetyperoksidi hapettaa myds orgaanista
likaa ja vapauttaa happea sekéd auttaa lian irroittamisessa (Block, 1991). Elintarviketeol-
lisuudessa pakkaukset ja laitteeet desinfioidaan vetyperoksidilla sumuttamalla tai uitta-
malla (Baldry & Fraser, 1988).

Peretikkahappo on kirkas, viriton ja hapettava biosidi, jolla on pistdvd haju. Se toimii
happamissa ja eméksisissd olosuhteissa, alhaisissa lampdétiloissa (2—10 °C) sekd orgaa-
nisen lian ldsndollessa. Peretikkahappo on tehokas jo alhaisina pitoisuuksina ja tappaa
itidt. Sen teho perustuu mikrobien membraaniproteiinien rikkisidosten hapettamiseen.
Desinfiointiaineissa peretikkahappoon on sekoitettu vettd, etikkahappoa ja vetyperoksi-
dia (Flemming, 1991; Troller, 1993). Meyer ja Thyborski (1999) osoittivat tutkimuksis-
saan peretikkahappopohjaisen desinfiointiaineen tehoavan C. albicans -hiivaan.

Elintarviketeollisuudessa peretikkahappoa on hyddynnetty paljon, koska se on myrky-
tontd (laimennettuna) ja tehokasta alhaisissa lampdtiloissa (Wirtanen, 1995). Peretikka-
happo ei kuormita luontoa oikeina pitoisuuksina kdytettdessd, koska se hajoaa taydelli-
sesti etikkahapoksi ja vetyperoksidiksi ja edelleen hiilidioksidiksi, vedeksi ja hapeksi
(Maunuksela, 1995). Haittapuolia on, ettd se korrodoi pintamateriaaleja ja on epéstabiili.

4.2.1.3 Klooripohjaiset desinfiointiaineet

Klooriyhdisteitd on kéytetty jo 1850-luvulla sairaaloiden ja jdtevesien desinfioimiseen
(Block, 1991). Kloori ei esiinny puhtaana aineena luonnossa vaan se muodostaa yhdis-
teitd natriumin, kaliumin, kalsiumin ja magnesiumin kanssa. Kloorilla on voimakas tai-
pumus sitoa elektroneja, minkd vuoksi se on hyvin voimakas hapetin. Vesiliuoksessa
kloori on vapaana tai sidotussa muodossa. Kloori esiintyy vapaana esimerkiksi hypo-
kloriittthappona (HOCI), hypokloriitti-ionina (OCI) tai kloorimolekyylind (Cl,) (Dych-
dala, 1991).
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Kloorin desinfioivat ominaisuudet johtuvat hypokloriittihappomolekyyleistd, joilla on
mikrobisidisid ominaisuuksia (Mattila-Sandholm & Wirtanen, 1992). Kloorin tehoon
vaikuttavia tekijoitd ovat mm. happamuus, ldmpdétila, orgaanisen lian méérd ja veden
kovuus. Néistéd tekijoistd tehoon vaikuttaa eniten happamuus. Mitéd alhaisempi pH sitd
enemman liuoksessa on hypokloriittia ja sitd parempi sen desinfiointiteho on (Hadfield,
1957). Epdorgaaninen materiaali (ammonium- ja aminoyhdisteet) alentaa kloorin tehoa,
kun taas pieni miiré jodia tai bromia nostaa sen tehoa. Klooridesinfioinnille optimaali-
set olosuhteet ovat alhainen klooripitoisuus, korkea pH, alhainen 1dmpdtila ja orgaani-
sen lian sekd katalyyttien poissaolo (Dychdala, 1991).

Hypokloriitti on vériton ja myrkytén aine, jonka vaikutusspektri on laaja. Mikrobien
kuolleisuussuhde on suoraan verrannollinen hypokloriittihapon dissosioitumisasteeseen.
Sen teho on parempi happamissa kuin eméksisissd liuoksissa. Hypokloriittihapon sta-
biilisuus happamissa olosuhteissa on kuitenkin huono. Esimerkiksi pH 5:ssd 25 °C lam-
potilassa 100 mg/l hypokloriittia menettdd tehonsa 10 minuutissa (Granum & Magnus-
sen, 1987). Eméksisissd liuoksissa hypokloriitti on ionimuodossa. Hypokloriitti-ionit
eivit ole yhtd mikrobisidisid kuin hypokloriittthappo (Dychdala, 1991). Hypokloriitin
mikrobisidiseen tehoon vaikuttavat mm. vaikutusaika, ldmpdétila, mikrobityyppi, disso-
sioitumisaste, stabiilius, happamuus ja orgaanisen lian ldsniolo (Granum ja Magnussen,
1987). Mosley et al. (1976) tutkimuksessa jodipohjainen hypokloriitti tehosi Candida-
hiivaan. Cantoni & Comi (1988) havaitsivat hypokloriitin tehoavan prosessilaitteiden
pinnalla kasvavaan P. farinosa -hiivaan. Klooriyhdisteet ovat taloudellisia, turvallisia ja
helppokiyttoisia desinfiointiaineita (Dyschdala, 1991).

4.2.1.4 Jodofoorit

Jodofoorit ovat jodipohjaisia desinfiointiaineita, joilla on hyvin laaja mikrobisidinen
teho. Jodofoorit eivit aiheuta korroosiota ja niitd on helppo kéyttdd. Jodofoorit ovat
osoittautuneet tehokkaiksi S. cerevisiae ja Candida-hiivoja sekd tuoremehussa esiinty-
vid villihiivoja vastaan (Winniczuk & Parish, 1997; Mosley et al., 1976). Mosley et al.
(1976) mukaan jodofoorit tuhosivat jopa laimennettuina enemmaén hiivasoluja kuin hy-
pokloriitti. (Cantoni & Comi (1988) osoittivat, ettd P. farinosa -hiiva inaktivoitui jodo-
foorikisittelyssd puhdistettaessa prosessitankkeja.

Jodofoorien haittapuolena on niiden kyky muodostaa tdrkkelyksen ldsnédollessa orans-

sinpunaista virid, ja ne voivat my0s aiheuttaa maku- ja hajuhaittoja tuotteeseen ja pin-
noille (Flemming, 1991; Troller, 1993).
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4.2.1.5 Kvaternaarisia ammoniumyhdisteita sisaltavat desinfiointiaineet

Kvaterndériset ammoniumyhdisteet (kvatit) ovat sekd desinfiointiaineita ettd pinta-
aktiivisia aineita, jotka alentavat veden pintajénnitystd. Ne ovat vérittomid, hajuttomia,
stabiileja ja oikeaa pitoisuutta kdytettdessd myrkyttomia. Niiden teho on paras yli pH
9,5:ssa. Kvatit auttavat biofilmin irrottamisessa ja estidvét biofilmin kiinnittymistd. Kvat-
tipohjainen desinfiointiaine tehosi Candida-hiivaan suspensiossa hyvin. Pinnoille kiin-
nittyneisiin hiivasoluihin jodofoorit ja hypokloriitit olivat kvatteja tehokkaampia (Mosley
et al., 1976). Ne eivit aiheuta korroosiota, maku- tai hajuhaittoja (Flemming, 1991; Trol-
ler, 1993; Skogman, 1997). Eniten kéytetty kvatti on bentsalkoniumkloridi, joka kuuluu
monoalkyylidimetyylibentsyyliammonium-ryhméén. Muita tunnettuja ryhmii ovat mono-
alkyylitrimetyyli-, dialkyylidimetyyli-, heteroaromaattiset, polysubstituoidut, bis- ja po-
lymeroidut kvaternéddriset ammoniumyhdisteet (Merianos, 1991). Kvattien huonoja puolia
ovat tehottomuus gram-negatiivisia bakteereja vastaan, suolojen muodostus kalsium- ja
magnesium-ionien kanssa ja inaktivoituminen alhaisessa pH:ssa. Mikrobit voivat myos
kehittyd kvateille resintenteiksi (Flemming, 1991; Troller, 1993; Skogman, 1997).

4.2.1.6 Otsoni

Otsoni on kaasu alhaisissa ldmpotiloissa. Se on voimakas mikrobisidi ja osittain veteen
liukeneva. Otsonin liukenevuus veteen lisddntyy veden ldmpotilan laskiessa. Otsonilla
on ainutlaatuinen kyky hajota itsestdén erilaisiksi vapaiksi radikaaleiksi, joista merkitté-
vin on hydroksyyli-ioni (OH") (Graham, 1997). Liuoksen pH:n noustessa liuenneen ot-
sonin pitoisuus kasvaa ja molekulaarisen otsonin (O3) hajoaminen lisd4 vapaiden radi-
kaalien tuottoa. Kuitenkin jos pH nousee 10:een, otsoni hajoaa vélittdmésti. Otsoni on
luokiteltu turvalliseksi (GRAS = generally recognised as safe) desinfiointiaineeksi Yh-
dysvalloissa (Kim ef al., 1999).

Otsonilla on monia hyvid puolia. Se hajottaa biofilmejd eikd aiheuta jidmid pinnoille
(hajoaa hapeksi) ja sen desinfiointiteho on vastaava kuin kloorilla. Otsonin heikkouksia
ovat mm. lyhyt puoliintumisaika, herkkyys veden komponenteille ja reagointi orgaani-
sen lian kanssa, jolloin muodostuu korrodoivia epoksideja (Flemming, 1991; Troller,
1993). Lisidksi ylimdirdinen otsoni voi aiheuttaa tuotteiden hapettumista, esim. véri-
muutoksia (Kim et al., 1999). Otsonia voidaan kayttdd elintarviketeollisuudessa tuote-
pintojen kuten liha-, kana-, muna-, kala-, hedelmé ja vihannespintojen puhdistukseen
(Kim et al., 1999). Muita kiyttosovelluksia ovat kasvisten ja hedelmien sdilyvyyden
parantaminen varastoinnin ja kuljetuksen aikana seké elintarviketeollisuudessa kédytetyn
veden puhdistus (Graham, 1997). Otsonointia on kdytetty noin sadan vuoden ajan juo-
maveden puhdistuksessa. Otsonoinnin on todettu alentavan merkittavasti C. albicans ja
Z. bailii -hiivojen pitoisuutta vedesséd (Restaino et al., 1995).
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4.2.2 Desinfiointiaineiden tehon testaus

Desinfiointiaineiden ja antiseptisten aineiden mikrobisidisen tehon varmentamiseksi on
kehitetty standardoituja maédritysmenetelmid (Bloomfield et al, 1991). Tuotanto-
olosuhteissa suoritettavat testit ovat kalliita ja vaikeita, minkd vuoksi useimmat testit
perustuvat laboratorio-olosuhteisiin (Bloomfield et al., 1994). Euroopassa on useita
kansallisia standardimenetelmid (AFNOR, DIN, BSI). Vastaavia menetelmid on kehi-
tetty myds Yhdysvalloissa AOAC:n (Association of Official Analytical Chemists) joh-
dolla (Anon., 1980). Eurooppalainen komitea CEN ty0stdé elintarvikehygienian, lddke-
tieteen, eldinlddketieteen ja maatalouden sektoreille EU:n jasenmaille yhtendisid stan-
dardoituja testimenetelmiéd (Bloomfield ef al., 1991). CEN:n testimenetelmien perustana
on kéytetty Ranskan AFNOR-standardisuspensiotestid (Anon., 1989a, b). Standardime-
netelmét kasittdvit desinfiointiaineiden mikrobisidisen tehon méiirityksen suspensio-,
kapasiteetti- ja kantajatestilld (esim. pintatesti) (Reybrouck, 1986). Taulukossa 13 on
esitetty eri suspensiotesteissd kéytettdvid parametrejd ja taulukossa 14 vastaavasti eri
pintatestien parametrejd (Skogman, 1997).

Taulukko 13. Eroja Euroopan kansallisten suspensiotestien ja kansainvdlisen suspen-

siotestin vdlilld (Skogman, 1997).

Menetelmé/ VTT-4278 CEN/TC 216 BSI AFNOR QCT
Parameteri (Suomi) (Eurooppa) (Iso-Britannia) (Ranska) (Hollanti)
Mikrobi- suolaliuos peptoni- peptonisuolaliuos  vesi suolaliuos
suspensio suolaliuos
Lika 1,5 % naudan - 0,03% tai 1% - 1,5 % naudan al-
albumiinia naudan albumiinia bumiinia
Esikasittely 2 ml likaa ja - 4 ml likaaja 1 ml 4 ml likaa ja 2 ml likaa ja 2 ml
2 ml mikrobi- mikrobisuspen- 1 ml mikrobi- mikrobisuspensiota
suspensiota, siota ravistellaan  suspensiota ravistellaan 2 min
ravistellaan 2 min ravistellaan
2 min 5 min
Desinfiointi- | 24 ml ainetta ja 8 ml ainetta, 5 ml ainetta ja S5mlainettaja 24 ml ainetta ja
kasittely 1 ml mikrobi/ 1 ml vetti ja 5 ml mikrobi/ 5 ml mikrobi/ 1 ml mikrobi/
likasuspensiota 1 ml mikrobi- likasuspensiota likasuspensiota  likasuspensiota
suspensiota
Vaikutusaika | 5 min 5 min 5 min 5 min 5 min
Inaktivointi inaktivointiliuos  inaktivointiliuos inaktivointiliuos  inaktivointi- inaktivointiliuos
5 min tai membraani- 5 min livos 10 min tai 5 min
suodatus membraani-
suodatus
Logaritminen | >5 >5 >5 >5 >5
teho
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Taulukko 14. Eroja Euroopan kansallisten pintatestien ja kansainvdlisen pintatestin
vdlilld (Skogman, 1997).

Menetelma/ VTT:n testi DIN CEN/TC 216 AFNOR QCT
Parametri (Suomi) (Saksa) (Eurooppalainen (Ranska) (Hollanti)
ehodotus)

Pinta ruostumaton keraaminen ruostumaton kellolasi, terés terds, formica

terds, J12mm pinta, PVC terds, @2cm

(AISI304 2B) (AISI304 2B)
Mikrobi- peptonisuola- tryptonisoija-  peptonisuola- vesi kova vesi
suspensio livos liemi livos
Lika maitokerma, tryptonisoija- - 0,1% tryptonia,  0,03% naudan al-

rasva, varasto- liemi 0,5% rasvatonta  bumiinia

olut yms maitoa
Tilavuus/pinta 70 pul 100 pul 50 pul 50 pul 100 pul
Kuivaus yon yli, 30°C 90 min, 25°C 60 min, 37°C 45 min, 37°C kuiviin, 25°C
Desinfiointiaine | 2 ml 200 pl 100 pl 200 pl 100 pl
Vaikutusaika 2,5, 10, 30 min 15,30,60 min  1...60 min 1,5, 15, 60 min 15, 30, 60 min
Mikrobien hankaus tupolla, ravistelu ravistelu huuhtelu 1 min ja ravistelu inakti-
irrottaminen ravistelu inaktivointi- inaktivointi- hankaus huuhte-  vointiliuoksessa
pinnasta inaktivointi- liuoksessa liuoksessa lasi-  luaineessa lasihelmilla

liuoksessa lasihelmilla helmilla 2 min
2 min

Logaritminen >3 >5 >5 >5 >3
teho

4.2.2.1 "555"-suspensiotesti

Suspensiotestid kdytetddn desinfiointiaineiden tehon seulontaan. "555"-suspensiotesti on
VTT:n menetelméd (VTT-4278-96) liuoksina kdytettivien pesu- ja desinfiointiaineiden
mikrobisidisen tehon testaamiseen. Testissd kéytetddn viittd mikrobikantaa (Pseudo-

monas aeruginosa, Salmonella choleraesuis, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,

Saccharomyces cerevisiae), joihin tutkittavan aineen annetaan vaikuttaa nesteviljelmas-
sd viiden minuutin ajan. Pesu- tai desinfiointiaineen vaikutus pysédytetdin inaktivointi-
liuoksella ja eldvien solujen lukumiird méaéritetddn viljelemélld ndytteet kiinteille kas-
vualustoille. Mikrobisidistd tehoa verrataan mikrobikantojen késitteleméttomiin kont-
rolliviljelmiin (VTT-4278-96, Menetelmdohje). Tutkittavasta pesu- ja desinfiointiai-
neesta kdytetddn yleensd alhaisinta valmistajan suosittelemaa pitoisuutta. Pesu- ja desin-
fiointiainetta voidaan pitdd tehokkaana, mikéli mikrobipopulaatio pienenee kdyton jil-
keen viidelld logaritmiyksikolld (Skogman, 1997).
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4.2.2.2 Eurooppalainen suspensiotesti

Eurooppalaisissa standardeissa (EN 1276 ja EN 1650) on esitetty testausmenetelmat
kemiallisten desinfiointiaineiden ja antiseptisten aineiden bakteeri- ja fungisidisen tehon
madrittdmiseksi sekd vihimmdiisvaatimukset ndiden aineiden teholle. Ndissd menetel-
missd kdytetddn rasituskeinona kovaa vettd. Standardia sovelletaan maataloudessa (pait-
si kasvinsuojelussa), kotitalouksissa, elintarviketeollisuudessa ja muilla teollisuuden
aloilla, julkisella sektorilla sekd lddke- ja eldinlddketieteessd kéytettdviin aineisiin
(Anon., 1997, 1994).

Bakteerisidisen tehon mairityksessd kiytetddn testiorganismeina P. aeruginosa (ATCC
15442), E. coli (ATCC 10536), S. aureus (ATCC 6538) ja E. hirae (ATCC 8043)
-kantoja. Fungisidinen teho mééritetddn C. albicans (ATCC 10231) ja 4. niger (ATCC
16404) -kannoilla. Testattavan desinfiointiaineen (1,25 x lopullinen pitoisuus) annetaan
vaikuttaa 20 °C:ssa bakteereihin 5 min ja sieniin 15 min. Desinfiointiaine voidaan tes-
tata joko puhtaissa (0,03 % naudan albumiinia) tai likaisissa (0,3 % naudan albumiinia)
olosuhteissa. Testi voidaan suorittaa joko laimennus- ja inaktivointimenetelmaélld tai
membraanisuodatusmenetelmélld. Inaktivointiaineena suositellaan kéytettdvdksi mm.
natriumsulfaattia ja L-kysteiinid sisdltdvid liuoksia. Eurooppalaiset normit siséltivit
my6s menetelmid suspensiotestin validoimiseksi. Normeissa validoidaan testiolosuh-
teet, inaktivointi, suodatus sekd inaktivointiliuoksen myrkyttomyys. Lisdksi niissd an-
netaan malli testitulosten raportoinnista (Anon., 1997, 1994).

4.2.2.3 Pintatestit

Pintatestejd on olemassa useita erilaisia (taulukko 14). Ne eroavat toisistaan mm. kay-
tettyjen pintamateriaalien, mikrobisuspension valmistuksen, pintojen likaamisen, pin-
nalle pipetoidun mikrobisuspension ja desinfiointiaineen mééraén, pinnan kuivauksen ja
desinfiointiaineen vaikutusajan suhteen. Lisdksi kontrolliliuosten koostumuksessa, mik-
robien irroitusmenetelmissé, inaktivointivaiheen pituudessa, laimennosliuoksissa ja vil-
jelytekniikoissa esiintyy eroja (Bloomfield ef al., 1994; Wirtanen, 1995; Skogman,
1997).

VTT:n pintatestisséd pesu- ja desinfiointiaineiden mikrobisidistd tehoa testataan puhtailla
tai likaisilla metallipinnoilla. Orgaanisena likana voidaan kdyttdd esim. maitokermaa,
rasvaa tai varasto-olutta. Pinnoille pipetoidaan testattavaa pesu- tai desinfiointiainetta ja
kontrolliviljelmien péédlle pipetoidaan fysiologista suolaliuosta. Pesu- ja desinfiointiai-
neiden annetaan vaikuttaa esim. kolmessa eri ajanjaksossa. Kisittelyn jélkeen desin-
fiointiaineen teho pysédytetddn inaktivointiliuoksella. Mikrobisidinen teho maédritetdén
vertaamalla kasiteltyjen ja késittelettomien (kontrolli) naytteiden pesdkeméérid (Skog-
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man, 1997). Pesu- ja desinfiointiaineita pidetddn tehokkaina, mikéli niilld saavutetaan
kolmen logaritmiyksikon alenema mikrobipitoisuudessa (Mosteller & Bishop, 1993).

4.2.2.4 Biofilmitesti

Biofilmitesteissé tutkitaan desinfiointiaineiden mikrobisidistd tehoa pinnoilla biofilmind
kasvaviin mikrobeihin. Biofilmi muodostuu, kun pinnoille kiinnittyneet mikrobisolut
lisddntyvit pinnoilla ja muodostavat ympérilleen suojaavan polysakkaridi- ja glykopro-
teiiniverkoston (Wirtanen, 1995; Yli-Juuti, 1999; Storgérds, 2000). Testeissd voidaan
kayttdd puhtaita tai prosessilialla liattuja pintoja. Tavallisesti pintamateriaalina on kéy-
tetty valssattua ruostumatonta (AISI 304 tai AISI 316, 2B) terdstd (Wirtanen, 1995).
Ruostumattomat terdspinnat voidaan myos pintakésitelld esim. narulaikkarépytyksell,
hiekka- tai keraamisella puhalluksella, elektrolyyttiselld tai mekaanisella kiillotuksella.
Tutkittavan prosessiosuuden mukaan voidaan kayttdd my0s erityyppisid muovi- ja ku-
mipintoja esim. EPDM, NBR, silikon, teflon ja Viton (Storgards ef al., 1999 a & b).

Esiliatuille ja likaamattomille levyille kasvatetaan biofilmid valituista pudas- tai seos-
viljelmistd kayttdmélld sopivaa alustaa kuten lima- tai vierresokerilientd. Kasvatus suo-
ritetaan ravistelussa (60—75 rpm) joko kylmaéssd (4-5 °C) tai huoneenldammaossa (25 °C).
Kasvatusaika vaihtelee kahdesta kymmeneen vuorokauteen. Kasvatusalusta vaihdetaan
tuoreeseen joka toinen pdivd. Kasvatuksen paittyessd levyt huuhdellaan steriililld ve-
delld, jolloin vain kiinnittyneet solut jadavat levyihin (Wirtanen, 1995; Yli-Juuti & Stor-
gérds, 1999).

Eri desinfiointiaineen tehoa pinnalle kasvatettuun biofilmiin tutkitaan upottamalla testi-
levyt viideksi minuutiksi temperoituun (20 °C), sopivasti laimennettuun desinfiointi-
aineeseen tai tislattuun veteen (kontrolli). Késittelyn jdlkeen desinfiointiaine inaktivoi-
daan neutralointiliuoksessa. Desinfiointiteho mééritetdin sively- ja viljelymenetelmalla.
Vaihtoehtoisia maaritysmenetelmid viljelylle ovat impedimetria, eldvyysvérjdys ja ATP-
menetelmd (Wirtanen et al., 1997; Yli-Juuti & Storgérds, 1999).

4.2.2.5 Alginaattigeelitesti

Alginaattigeelitesti on uusi sovellus desinfiointiaineiden tehon testauksessa. Testissd
tutkitaan desinfiointiaineiden kykyé ldpdistd alginaattigeelijyvésisti muodostuva keino-
tekoinen biofilmi. Desinfiointiaineen tehoon vaikuttavat sen omien ominaisuuksien li-
séksi alginaattijyvasten koko ja siirrosteen solupitoisuus. Desinfiointiaineen teho laskee,
kun geelijyvésen siddettd tai solupitoisuutta kasvatetaan (Stewart et al., 1998).
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Alginaattiliuos valmistetaan veteen ja siirrostetaan tutkittavalla mikrobikannalla. Liuok-
sen lopullinen alginaattipitoisuus on 2 p-%. Alginaattigeelijyviset valmistetaan tiputta-
malla alginaatti-mikrobiseos pisaroittain kalsiumkloridiliuokseen (Stewart et al., 1998).
Alginaattigeelijyvisten desinfiointiainetestaus suoritetaan seuraavasti: geelijyvéset se-
koitetaan kalsiumkloridiliuokseen ja tietty midra biosidid lisdtdan joukkoon. Eri vaiku-
tusaikojen jdlkeen jyvéset kerétddn ja liuotetaan natriumsitraattiliuokseen, jonka jilkeen
niiden mikrobipitoisuus madritetddn maljavalutekniikalla. Mikrobipitoisuus saadaan
jakamalla pesdkemaddrd lasketulla pallomaisen geelijyvén tilavuudella. Kontrollina kéy-
tetddn biosidilld kéasitteleméattomiad alginaattigeelijyvdsid. Yhden log-yksikon alenema
lasketaan vertaamalla kisiteltyjen ja késittelettométtomien jyvésten pesikeméérid (Ste-
wart et al., 1998).

4.2.2.6 Hydrogeelitesti

Hydrogeelitestissé tutkitaan desinfiointiaineen tehoa biofilmid simuloivassa hydrogeelissé
(esim. Poloxamer F127) kasvaviin soluihin, jotta voitaisiin paitelld kuinka hyvin se tun-
keutuu biofilmiin ja vaikuttaa pinnoilla esiintyviin mikrobeihin. Poloxamer F127 on po-
lyoksietyleenin ja polyoksipropyleenin hydrogeelikopolymeeri, joka on nesteend alle
15 °C:ssa ja geelind yli 15 °C:ssa. Hydrogeelin valmistamiseksi Poloxamer-hiutaleet liuo-
tetaan jadkaapissa kasvatusliuokseen, jonka jidlkeen geeli autoklavoidaan ja siirrostetaan
testiorganismilla. Siirrostettu geeli pipetoidaan pisaroina autoklavoiduille metallinapeille
ja geelid inkuboidaan pesékkeiden kasvattamiseksi muutamia tunteja. Tutkittava desinfi-
ointaine laimennetaan kayttoliuokseksi veteen. Kontrollina kdytetdédn steriilid vettd. Inku-
boitumisen jéilkeen hydrogeelinapit siirretdéin temperoituun (20 = 1 °C) desinfiointiaine-
liuokseen viideksi minuutiksi. Desinfiointiaine inaktivoidaan jddkaappikylméssd inakti-
vointiliuoksessa ja sen teho maééritetddn ravintoagarilla pintaviljelymenetelmid kaytta-
malld (Wirtanen et al., 1998; Harkonen et al., 1999). Desinfiointiaineen mikrobisidinen
teho tulisi hydrogeelitestissd olla vdhintddn 0,3 log-yksikkdd pisaraa kohti, jotta sen
teho biofilmimikrobeihin olisi riittava.

4.2.3 Desinfiointiaineiden vaikutukset hiivoihin

Winniczuk & Parish (1997) midrittivdt eri pesu- ja desinfiointiaineiden alimman inhi-
boivan pitoisuuden (MIC) S. cerevisiae, Lactobacillus plantarum, Leuconostoc mesen-
teroides ja Gluconobacter oxydans -mikrobeille sekd kahdeksalle tuoremehu- ja sit-
rushedelmaéisolaatille, joista kaksi oli hiivoja. Tutkimuksessa klooridioksidi, jodofoori ja
kvatti olivat tehokkaita alhaisissa pitoisuuksissa, kun taas dimetyylidikarbonaattia, hy-
pokloriittia, peretikkahappoa ja fosforihappoa sisdltivdt aineet olivat merkittivisti te-
hottomampia. Sitruuna- ja maitohappoa sisdltivit aineet eivit tehonneet testattuihin
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organismeihin lainkaan. Mosley et al. (1976) tutkivat jodofoorien ja jodipohjaisia hy-
pokloriitteja ja kvatteja siséltdvien desinfiointiaineiden tehoa Candida sp. -hiivaan sus-
pensiossa. He kehittivit myos pintatestin kiillotetuille metallipinnoille, jotta testit vas-
taisivat ldhemmin desinfiointiaineiden kdytt6d elintarviketeollisuudessa. Tulokset osoit-
tivat, ettd jodofoori ja hypokloriitti olivat kvatteja tehokkaampia. Laimennettuina jodo-
foorit tuhosivat enemmaén hiivasoluja kuin hypokloriitti (Mosley et al, 1976). P. fa-
rinosa voidaan inaktivoida jodofooreilla ja hypokloriitilla sorbitoliliuostankeista puh-
distuksen yhteydessd (Cantoni & Comi, 1988). Remus (1992) osoitti, ettd klooria sisél-
tdva alkaalinen pesuaine oli paljon tehokkaampi poistamaan bakteeri- ja sienibiofilmeji
prosessipinnoilta kuin kéytossa ollut kuumavesikésittely. Webb et al. (1995) kayttivét
hyvin laimeita hypokloriittiliuoksia (pitoisuudet alle MIC-arvojen) ja tulivat siihen tu-
lokseen, ettd hypokloriitti voi estdd Candida sp:n kiinnittymisen pinnoille.

Viidentoista kaupallisen desinfiointiaineen tehoa 25 sienikantaan, joista kuusi oli hiivo-
ja, on tutkittu suspensiotestilld. 0,5 % dodekyylidietyleenitriamiinietikkahappoa, 10 g
kloramiini-T:td, 2,0 % formaldehydia, 0,1 % kaliumhydroksidia, 3,0% vetyperoksia tai
0,3 % peretikkahappoa sisiltineet desinfiointiaineet eivit olleet fungisidisia. Konidiat ja
vegetatiivisolut kuolivat alkoholikasittelyssa, koteloitiot sen sijaan kestivit alkoholika-
sittelyn hyvin. Koteloitididen resistenssi 70 %:n etanolilla kasvoi itididen vanhetessa
(Bundgaard-Nielsen & Nielsen, 1996). Myo6s Blessmann (1992) on tutkinut suspensio-
testilld eri desinfiointiaineiden tehoa erilaisiin elintarvikkeiden pilaajahiivoihin ja
-homeisiin (esim. C. albicans, Aspergillus niger, A. foetidus, A. fumigatus, Absidia co-
rymbifera ja Penicillium verrucosum). Desinfiointiaineet sisélsivit orgaanisia happoja,
vetyperoksidia, hypokloriittia, amfotensideja, alkoholia ja kvatteja aldehydi- tai bigua-
nidilisélla tai ilman lisdystd. C. albicans oli hyvin vastustuskykyinen kaikille testatuille
desinfiointiaineille. Blessmannin (1992) mukaan A. niger -homeen (ATCC 16404) itiot
olivat kuitenkin sopivin materiaali desinfiointitesteihin.

McGrath ef al. (1991) ovat tutkineet suspensiotestein leipomoympaéristostd eristettyjen
S. cerevisiae ja P. anomala -hiivojen vegetatiivisolujen ja koteloitididen herkkyyttd
kvatteja, amfoteereja ja hypokloriittia sisdltdville desinfiointiaineille. Tulokset osoitti-
vat, ettd S. cerevisiaen vegetatiivisolut olivat P. anomalan vegetatiivisoluja herkempié.
Koteloitiot kestivét desinfiointiainekisittelyt paremmin kuin vegetatiivisolut (McGrath
et al., 1991). Kun peretikkahappoa ja kvatteja siséltivid desinfiointiaineiden tehoa tut-
kittiin Saccharomyces-vegetatiivisoluihin ja koteloitidihin, osoittautuivat koteloitiot
vegetatiivisoluja vastustuskykyisemmiksi. Tulos oli pdinvastainen kiytettdessd bigu-
anideja siséltidvid desinfiointiaineita (Neumayr et al., 1988). Tutkimusten tulokset viit-
tavat siithen, ettd elintarvikeollisuudessa kdytdssd olevat desinfiointiaineet kannattaisi
testata myds pilaajahiivojen koteloitioilla.
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Ei-vaahtoavaa, vetyperoksidia ja peretikkahappoa siséltidvié stabiloitua Klenade Oxonia
Active -desinfiointiainetta on suositeltu esipuhdistettujen laitepintojen (esim. putket,
tankkien, tdyttokoneet, haihduttimet, pastoorit, aseptiset laitteet) desinfiointiin, koska
aineen pitdisi tehota bakteereihin, hiivoihin, homeisiin ja viruksiin (Anon., 1992). Mey-
erin & Thyborskin (1999) tutkimuksessa peretikkahappopohjainen P3-topactive DES
-desinfiointiaine osoittautui tehokkaaksi sekéd bakteereille ettd C. albicansille. Muut
testatut peretikkahappopohjaiset, kvattipohjaiset ja klooripohjaiset aineet eivdt olleet
yhté tehokkaita. Sapersin (1996) suorittamissa sédilyvyyskokeissa huuhteluveteen lisitty
vetyperoksidi ei vaikuttanut pinnoilla oleviin hiivoihin eikd homeisiin.

C. albicans -hiivan kasvunestokokeissa on kdytetty muurahaishappoa, sitruunahappoa,
etikkahappoa, propionihappoa, 5 % etikkaa ja Sabona D:td. Aineiden tehokkuus oli jér-
jestyksessd: muurahaishappo, Sabona D > etikkahappo > sitruunahappo > propionihap-
po (Bohm, 1987). Wilcocks & Smart (1995) osoittivat, ettd happopesu vaikuttaa hiiva-
solujen hydrofobisuuteen ja tdten niiden kiinnittymiseen. Erdissd panimoiden puhdis-
tusprosesseissa bakteerit ja hiivat voivat sdilyd elossa eméksisissd liuoksissa ja tdimén
kautta saastuttaa pesuliuokset ja mahdollisesti kiinnittyd myds laitepintoihin. Lisddmalla
suolaliuokseen 0,05-0,10 % Imunell AS55:sta mikrobit kuolivat 2—5 minuutissa (Gra-
jecki & Schmalz, 1995).

Otsoni on tehokas myrkkyjen (esim. mykotoksiinit, pestisidit) poistaja maataloustuot-
teista. Suhteellisen matala pitoisuus ja lyhyt vaikutusaika riittdvat bakteerien, homeiden,
hiivojen, virusten ja alkueldinten inaktivointiin. Mikrobin herkkyys otsonille riippuu
kasvuvaiheesta, pH:sta, ldampotilasta, kosteudesta ja kdytetyistéd lisdaineista (Kim, et al.,
1999). Otsonoidun veden tehoon vaikuttavia tekijoitd on tutkittu kiertoreaktoreissa
kayttdimalla bakteereita, hiivoja ja homeitiditd testiorganismeina. Liuenneen tarkkelyk-
sen lisdys veteen ei vaikuttanut otsonin tehoon, sen sijaan 20 ppm naudan albumiinia
vihensi tehoa merkittdvasti. C. albicans ja Z. bailii -hiivojen pitoisuudet alenivat otso-
noidussa vedessd heti yli 4,5 log-yksikkod, kun tas homeitidistd tuhoutui alle 1 log-
yksikko 5 min kisittelyn jélkeen (Restaino ef al., 1995).

Klooridioksidikaasun (ClO;) soveltuvuutta epoksipééllystettyjen tuoremehusiilididen
desinfiointiin on tutkittu aseptisessa pilot-tankkisysteemissd. Pilaantuneista mehuista
eristetyt mikrobit mukaanlukien Candida spp. ja S. cerevisiae siirrostettiin epoksipail-
lystetyille ruostumattomille terdslevyille, terdslevyt laitettiin pilot-tankkiin ja altistettiin
erityyppisille Cl0,-kaasukasittelyille. C1O,-kaasun pitoisuus vaihteli 2—-14 mg 1", suh-
teellinen kosteus 50-98 %, vaikutusaika 5—-120 min ja lampétila 9-31 °C. L. buchneri
osoittautui kestdavimmaksi mikrobiksi ndissd kokeissa. Hiivat ja homeet olivat yleensa
herkempid ClO;-kaasulle kuin bakteerit (Han et al., 1999).
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4.3 Tuoteominaisuuksien vaikutus hiivoihin
4.3.1 Veden aktiivisuus
Elintarvikemikrobiologiassa mikrobien kéytettdvissd oleva vesi ilmaistaan veden aktii-
visuutena (ay) eli elintarvikkeen vapaan veden méddrdni. Veden aktiivisuus voidaan
madrittdd liuosta ympardivin ilman suhteellisesta kosteudesta (relative humidity; RH),

koska liuoksen ay, = RH / 100. Taulukossa 15 on lueteltu erdiden aineiden ay-arvoja.

Taulukko 15. Joidenkin aineiden ja elintarvikkeiden veden aktiivisuus -arvoja.

Veden aktiivisuus (aw) Aine (g /100 ml) Esimerkkiaine, -tuote tai -ilmio
1,0 puhdas vesi
0,99 tuore liha
0,98 NaCl35¢g merivesi
0,96 NaCl 7 g, sakkaroosi 65 g
0,95 leipd, juusto
0,90 NaCl 16 g, sakkaroosi 140 g kinkku, siirappi
0,85 salami, hillo
0,80 NaCl 30 g (kylldstetty liuos)
0,70 kuivakakku, keksi
0,60 kasvun raja mikrobisoluille
0,55 kylldstetty glukoosiliuos DNA denaturoituu

Yleinen menetelmi elintarvikkeen sdilyvyyden parantamiseksi on nostaa sen osmoot-
tista painetta eli alentaa sen veden aktiivisuutta kuivaamalla elintarviketta tai lisddmalla
sithen sokeria tai suolaa. Hiivat sietidvét alhaista veden aktiivisuutta paremmin kuin
bakteerit ja kasvavat yleensd ay:n ollessa 0,90-0,95 (Déak 1991). Monet elintarvikkei-
den pilaajahiivoista ovat kuivuutta sietdvid eli kserotolerantteja ja kasvavat tuotteissa,
joiden ayy korkean suola- tai sokeripitoisuuden vuoksi on hyvin alhainen (ay, 0,7-0,9).
Kserotolerantit hiivat kuuluvat usein Zygosaccharomyces-sukuun, jonka yleisin laji on
Z. rouxii. Kselotolerantteja hiivakantoja on tavattu my6s mm. Z. bisporus, C. lactis
condensi, C. krusei, Debaryomyces hansenii, P. anomala, Sc. pombe ja T. delbrueckii
-lajeissa. D. hansenii ja C. krusei sietdvit hyvin korkeaa suolapitoisuutta, kun taas Z.
rouxii kasvaa paremmin korkeassa sokeripitoisuudessa. Z. bailiin kasvu estyy tdysin
alustan sokeripitoisuuden ollessa 2,5 M (Jenkins et al., 2000).

Kserotoleranttien hiivojen on havaittu korkeassa sokeri- tai suolapitoisuudessa synteti-
soivan ja kerddvén solun sisélle glyserolia tai muita polyoleja, kuten ksylitolia, arabito-
lia ja mannitolia, joiden avulla ne tasapainottavat korkean solunulkoisen osmoottisen
paineen vaikutuksia (Fleet, 1992). Ndmi pienet orgaaniset molekyylit voivat esiintyé
solun sisdlla korkeina tai matalina pitoisuuksina sdddellen siten solunsisdistd osmoot-
tista painetta (Abee & Wouters, 1999). S. cerevisiaen on osoitettu kerddvin solun sisille
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trehaloosia solunulkoisen osmoottisen paineen ollessa korkea (ay, 0,866), kun taas ma-
talammassa paineessa (ay, 0,97) solu varastoi glyserolia (Hounsa et al., 1998). Myos
Carvalheiro et al. (1999) ovat tutkineet S. cerevisiaen kykya syntetisoida ja kerété tre-
haloosia ja glyserolia eri ldmpdtiloissa ja eri suolapitoisuuksissa. He havaitsivat, ettd
osmoottisen paineen nousulla oli huomattavasti suurempi vaikutus trehaloosin ja glyse-
rolin kerdédntymiseen soluun kuin kohonneella ldmpétilalla. Trehaloosi kerddntyy solui-
hin stationaarivaiheessa ja se voi toimia solun varastoaineena. Yhdiste otetaan kayttoon
kasvun alkaessa. Lisédksi trehaloosi suojaa solua kuivuuden ja kuumuuden vaikutuksilta
suojaamalla solukalvoa kuivumiselta tai lisidmaélla proteiinien ldmpostabiiliutta (refe-
roitu Hounsa et al., 1998).

Ympiriston liuenneet aineet sekd ldmpotila vaikuttavat hiivan kykyyn sietdd alhaista
veden aktiivisuutta. S. cerevisiae -soluista sdilyi 85-90 % eldvind, kun nédytettd inkuboi-
tiin matalassa ldmpotilassa (5 ja 11°C) glyserolilla aiheutetun osmoottisen paineen ol-
lessa jopa 100 MPa. Korkeammassa lampdtilassa (15 ja 22°C) kuolleisuus kasvoi no-
peasti osmoottisen paineen ylittdessd 50 MPa (Beney et al., 2000).

4.3.2 Happamuus

Monet hiivat kykenevit kasvamaan pH 3-8:ssa, vaikka niiden optimikasvualue on
yleensd lievisti happamalla alueella. Hiivat ovatkin usein ongelmana happamissa tuot-
teissa. Erittdin happotolerantti Z. bailii voi kasvaa etikkahapolla sdddetylld alustalla pH
2,9:ssd ja sitruunahapolla sdddetylld alustalla jopa pH 2,2:ssa (referoitu Jenkins et al.,
2000).

Orgaaniset hapot inhiboivat hiivojen kasvua voimakkaammin kuin epidorgaaniset hapot
ja niitd on kéytetty hyvin paljon elintarvikkeissa sdilontdaineina mikrobikasvun estdmi-
seksi (Fleet, 1992; Lambert & Stratford, 1999). Taulukossa 16 on esitetty sdilontdainei-
na kdytettyjen bentsoe-, sorbiini- ja etikkahapon vaikutus joidenkin pilaajahiivojen kas-
vuun. Heikkojen orgaanisten happojen antimikrobinen teho on paras alhaisessa pH:ssa,
jolloin hapot ovat liuoksessa varauksettomina (dissosioitumattomina) ja pystyvét siir-
tymidn vapaasti solukalvon lédpi sisdlle hiivasoluun. Solunsisdinen pH (pH;) on l4helld
neutraalia, jolloin happomolekyylit dissosioituvat varauksellisiksi ja konsentroituvat
soluun. Happomolekyylien dissosioituminen vapauttaa protoneja sytoplasmaan, jolloin
sytoplasman pH; laskee ja solun metabolia sekd kasvu héiriintyvét (Lambert & Strat-
ford, 1999).
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Taulukko 16. Sdilontdaineena kdytetyn orgaanisen hapon pitoisuuden vaikutus hiivan

kasvunestoon (Fleet, 1992).

Alin hapon pitoisuus hiivan kasvunestoon pH 3,5:ssé

Hiivalaji Bentsoehappo mg/l sorbiinihappo mg/l etikkahappo g/l |
Candida krusei 300 (440)* 300 15
Kluyveromyces marxianus 125 150 6
Pichia membranifaciens 200 200 20
Rhodotorula sp. 100 <100 <1
Saccharomyces cerevisiae 100 (175) 200 10
Zygosaccharomyces bailii 600 (1300) 600 (1200) 25
Z. rouxii 200 (330) 500 (1200) 3

*suluissa pitoisuudet, jotka miiritetty sdilontdaineeseen sopeutuneilla hiivasoluilla

Pilaajahiivojen kasvun estdmiseksi elintarvikkeissa on tutkittu niiden mekanismeja sie-
tdd happamia olosuhteita ja heikkoja happoja (Holyoak et al., 1996; Sousa et al., 1996;
Piper et al., 1998; Sousa et al., 1998; Chambel et al., 1999; Lambert ja Stratford, 1999;
Gero6s et al., 2000). S. cerevisiaen heikkojen orgaanisten happojen sietokyky perustuu
sen kykyyn pumpata protoneja ja dissosioituneita happoja ulos solusta kahden erilaisen
solukalvossa sijaitsevan proteiinin (H'-ATPaasi, Pdrl2 ABC) avulla, jolloin pH; ei
muutu (Holyoak et al., 1996; Piper et al., 1998; Chambel et al., 1999; Lambert ja Strat-
ford, 1999). Reaktio toimii solun ATP-energian avulla. Solu sditelee ATP:n tuottoa

siten, ettd se voi myoOs kasvaa téssd stressitilanteessa (Holyoak et al., 1996). Piper et al.
(1998) ovat ehdottaneet bioteknologisen sovelluksen kehittdmistdi Pdr12 ABC-
pumppuproteiinin inhiboimiseksi pilaajahiivoissa, jolloin ne herkistyisivdt orgaanisille

hapoille. Gerds et al. (2000) ovat olettaneet, ettd D. anomalalla olisi mekanismi liian

etikkahapon pumppaamiseksi solusta ulos, mutta mekanismia ei ole vield tutkittu tar-

kemmin.

Hiivojen happamuudensietokyky ja sithen liittyvdat mekanismit voivat vaihdella eri la-

jeilla. Eréat yleiset alhaista pH:ta sietdvit pilaajahiivat, kuten S. cerevisiae, Z. bailii ja

D. anomala, voivat kiyttad etikkahappoa ainoana energian- ja hiilenldhteenéén. S. cere-
visiaella 1,5 % (v/v) etikkahappo aiheutti solukalvon vaurioitumisen, kun taas Z. bailii
sieti < 2,65 % pitoisuuksia (Prudéncio et al., 1998; Jenkins et al., 2000). Z. bailii ja D.
anomala ovat yleisid viinin kontaminantteja, koska ne kykenevét kasvamaan happamis-

sa olosuhteissa (pH 3.,5) ja sietdvit etanolia paremmin kuin S. cerevisiae. Ndma hiivat

voivat siirtdd aktiivisesti etikkahappoa soluun sitd ympérodivistd liuoksesta (Sousa et al.,
1996; Geros et al. 2000). Liséksi ne voivat kidyttdd samaa mekanismia propioni-, muu-
rahais- ja/tai sorbiinihapon kuljetukseen (Sousa et al., 1996; Geros et al. 2000). Etanolin
on havaittu inhiboivan etikkahapon kuljetusta soluun Z. bailiilla, mikd suojaa hiivaa

liialta etikkahapon akkumuloitumiselta ja solun toimintojen héiriintymiseltd (Sousa et
al., 1996). D. anomalalla on indusoituva etikkahapon kuljetusmekanismi. Sitd inhiboi
kohonnut solunsisdinen glukoosipitoisuus sekd ympérdivassd liuoksessa olevat disso-
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sioitumattomat etikkahappomolekyylit (Geros et al., 2000). Sorbiinihappo indusoi S.
cerevisiaen trehaloosisynteesid alhaisessa pH:ssa (3,5), kun taas Z. bailii sietdd vastaa-
via oloja ilman titd suojautumismekanismia (Cheng et al., 1999). pH:lla ei ole myds-
kdédn vaikutusta Z. bailiin lammonkestdvyyteen, kun taas S. cerevisiaen lammmonkesta-
vyys heikkenee huomattavasti pH:n laskiessa (Cheng et al., 1999).

Usean eri stressitekijan, kuten esimerkiksi happamuuden ja osmoottisen paineen, vai-
kuttaessa samaan aikaan, niiden inhiboiva vaikutus saattaa tehostua. Jenkins et al.
(2000) havaitsivat, ettd mitd suurempi oli dissosioitumattomien etikkahappomolekyy-
lien maara Z. bailii -hiivan kasvatusalustassa, sitd heikommin tdma hiiva sietdd korkeaa
sokeri- ja suolapitoisuutta. Heidén kehittdmiensd mallien avulla on mahdollista arvioida
pH:n, etikkahappo-, suola- ja sokeripitoisuuksien vaikutusta yhdessé ja erikseen pilaaja-
hiivan kasvuun tuotteessa. Yhteisvaikutusta tutkittaessa dissosioitumattoman etikkaha-
pon pitoisuuden lisdys rajoitti nopeammin pilaajahiivan kasvua kuin sokerin ja suolan
mairin lisdys.

4.4 Tuotteeseen lisattavien aineiden vaikutus hiivoihin
4.4.1 Sailontaaineet

Yleisimpid elintarvikkeissa kdytettyjd sédilontdaineita ovat erilaiset heikot orgaaniset
hapot kuten bentsoehappo ja sen johdannaiset, etikkahappo, sorbiinihappo, propioni-
happo ja sulfiitti sekd rikkidioksidi. Nama yhdisteet tehoavat hiivoihin parhaiten alhai-
sessa pH:ssa, mutta happotoleranteimmilla pilaajahiivoilla on todettu mekanismeja,
joilla ne kykenevdt suojautumaan nididen yhdisteiden vaikutuksilta (ks. tarkemmin
4.3.2).

Rikkiyhdisteitd kédytetddn hiivojen kasvunestoon ldhinnd happamissa ja kuivissa tuot-
teissa, kuten kuivatuissa hedelmissd sekéd alkoholijuomissa. Rikkidioksidin vaikutuksen
on osoitettu perustuvan yhdisteen kykyyn dissosioitua nesteessd molekulaariseksi rikki-
dioksidiksi (SO»), sulfiitiksi (SO32‘) ja bisulfiitiksi, joiden suhde mééraytyy vallitsevan
pH:n mukaan. Sulfiitti ja bisulfiitti voivat sitoutua irreversiibelisti elintarvikkeessa mm.
sokereihin ja asetaldehydeihin ja siksi kdytetyn pitoisuuden tulisi olla melko korkea (>
200 mg/l). Vain molekulaarisella rikkidioksidilla on antimikrobinen vaikutus alhaisessa
pH:ssa (< 4), koska tilloin dissosioitumattomat happomolekyylit pddsevit soluun. Rik-
kidioksidille vastustuskykyisten hiivakantojen on todettu erittdvin solusta paljon asetal-
dehydiid rikkidioksidin kanssa kasvatettaessa. Asetaldehydi sitoutuu anioniseen sulfiit-
tiin vdhentden ndin rikkiyhdisteiden pitoisuutta kasvatusalustassa (Fleet, 1992). Rikki-
dioksidille resistenttejd hiivakantoja on mm. Saccharomycoides ludwigii, Z. bailii, S.
cerevisiae, P. anomala ja C. krusei -lajeissa (Fleet, 1992).
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Etanolia on kédytetty joidenkin elintarvikkeiden suojaamiseen mikrobikasvulta, koska se
alentaa tehokkaasti tuotteen veden aktiivisuutta. Etanoli tehoaa bakteereihin ja homei-
siin (8—11 vol-%) paremmin kuin hiivoihin (15-18 vol-%). Monet mm. alkoholijuomia
pilaavat hiivat, kuten Z. bailii, voivat kasvaa 18 vol-% etanolipitoisuudessa.

Natriumbentsoaatin ja kaliumsorbaatin vaikutusta on testattu erikseen ja yhdessa Z. bai-
liin kasvuun salsa-majoneesissa huoneenldmpétilassa. Vaikka kaliumsorbaatti hidasti Z.
bailiin kasvua, ei tutkituilla pitoisuuksilla (< 0,30 p-%) voitu estdd pilaantumista (Wind
& Restaino, 1995). Steels et al. (1999) raportoivat uudesta Z. [lentus
-pilaajahiivasta, joka oli hyvin resistentti tutkituille sdilontdaineille (etikka-, sorbiini-,
bentsoehappo, etanoli, dimetyylikarbonaatti eli DMDC, Velcorin™). Sen sdilontiainei-
den sietokyky oli verrattavissa sdilontdaineita hyvin sietdvien vertailukantojen sietoky-
kyyn (S. cerevisiae, Z. bailii). Liséksi sekd Z. lentus ettd vertailukannat sopeutuivat sie-
tdimaan korkeita bentsoehappopitoisuuksia (600-1400 mg/l; vaihdellen eri hiivakan-
noilla). Z. lentus osoittautui tutkituissa olosuhteissa resistentiksi myos DMDC:lle, kun
taas Z. bailii ja S. cerevisiae olivat herkempid sen vaikutukselle. DMDC:ti kéytetddn
mikrobikasvun estdmiseeen viineissd, virvoitusjuomissa ja oluessa. Se hydrolysoituu vedes-
sd hitaasti tuottaen pienid mairid CO»:ia ja metanolia. Vaikutus on siis pitkdaikainen.

4.4.2 Biologiset tekijat

Kitiini on veteen liukenematon polysakkaridi (poly-f-1,4-asetyyliglukosamiini), jota
syntetisoidaan elikunnassa vuosittain 10°—10'° tonnia. Sitd on runsaasti etenkin dy-
ridisten ja simpukoiden kuorissa sekd homeiden (noin 20-30 %) soluseindssd. Hiivaso-
luilla on kitiinid kuivapainosta 1-3 %. Kitosaania voidaan valmistaa kitiinistd eméksi-
selld deasetylaatiolla ja siitd on olemassa runsaasti erilaisia kemiallisia muunnoksia
(Shahidi ef al., 1999). Toisin kuin kitiini, kitosaani on polykationinen ja liukoinen hap-
pamissa olosuhteissa ja reagoi herkidsti negatiivisesti varautuneiden komponenttien ku-
ten proteiinien, anionisten polysakkaridien, rasvahappojen ja fosfolipidien kanssa. Kito-
saania kdytetddn hyvin monissa eri sovelluksissa esimerkiksi elintarviketeollisuudessa
mehujen kirkastajana, pH:n sdételijdnd, ravintolisédnd ja pilaajaorganismien kasvun es-
tdjand (Shahidi et al., 1999).

Roller & Covill (1999) raportoivat kitosaani-glutamaatin antimikrobisista vaikutuksista
erilaisiin pilaajahiivoihin omenamehussa (pH 3,5, 25°C). Kitosaani inhiboi kaikkien
tutkittujen pilaajahiivojen kasvua. Etenkin Z. bailii oli hyvin herkkd kitosaanille.
Useimpien pilaajahiivojen inaktivoimiseen omenamehusta kahdeksi viikoksi riitti hyvin
matala kitosaanipitoisuus (0,1 g/l). Jotkut hiivat (mm. S. cerevisiae) pystyivit kasva-
maan, kun juomaa sdilytetddn yli 14 vrk, jolloin kasvu estettiin 0,4 g/l kitosaanipitoi-
suudella. Kontaminoituneesta siideristd eristetty S. ludwigii oli tutkituista pilaajahii-
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voista kestdvin, silld vasta 5 g/l pitoisuus kitosaania esti hiivan kasvun tiysin 14 vrk
aikana. Rhoades & Roller (2000) osoittivat kitosaanin estdvin pilaajahiivojen kasvua
hedelmidmehussa. Kitosaanin antimikrobinen aktiivisuus eri elintarvikematriiseissa
vaihteli.

Kitinaasi on Penicillium janthinellium -homeen tuottama entsyymi, jonka tehoa elintar-
vikkeita pilaaviin mikrobeihin on tutkittu jonkin verran (Fenice et al., 1999). Fenice et
al. (1999) osoittivat kitinaasin ja suurpaineen kdyton yhdessd olevan tehokas menetelma
Mucor plumbeus -homeen inaktivointiin (ks. tarkemmin kohta 4.7).

Haihtuvien kasviéljyjen antimikrobisista vaikutuksista hiivoihin on vdhén tietoa. Man-
gena & Muyima (1999) tutkivat muutamien eteldafrikkalaisten kasvien haihtuvien 6ljy-
jen tehoa elintarvikkeita pilaaviin hiivoihin. Tutkituista kasveista Artemisia afran haih-
tuvat Oljyt estivdt tutkittujen hiivojen kasvua. Inhibition voimakkuuteen vaikutti anti-
mikrobisen aineen pitoisuus.

Nisiini on Lactococcus lactis ssp. lactis -maitohappobakteerin tuottama noin 34 amino-
haposta muodostuva proteiini, joka kestdd autoklavointia ja on tehokas etenkin gram-
positiivisten bakteerien inhibiittori (Montville & Chen, 1998). Dielbandhoesing et al.
(1998) osoittivat, ettd nisiini ei vaikuta ehjiin S. cerevisiae -soluihin. Kuitenkin S-
kasvuvaiheen solut olivat herkkid, koska tilloin solujen permeabiliteetti oli suurimmil-
laan. Tiettyjen hiivan soluseinén proteiinien (Cwplp, Cwp2p) osoitettiin olevan keskei-
sid solun nisiiniresistenssissd. Vastaavasti ter Steeg et al. (1999) totesivat nisiinin ole-
van S. cerevisiaen kasvun inhibiittori vain, jos soluseindd oli ensin heikennetty tai jos
esim. Cwp2-proteiini puuttuu. Talloinkin antimikrobisen tehon saavuttaminen edellytti
korkeaa nisiinipitoisuutta (> 50 pg/ml). Toinen maitohappobakteeriperdinen, hiivoille
mahdollisesti antimikrobinen peptidi on pediosiini, jota tuottaa Lactobacillus pentosus.
Sen on havaittu estdvén useiden bakteerien kasvua ja inhiboivan hieman myos C. albi-
cansin kasvua (Okkers ef al., 1999).

Lowes et al. (2000) osoittivat Williopsis mrakii -hiivan tuottamalla mykosiinitoksiinilla
(HMK) olevan antimikrobista vaikutusta rehujen ja jogurtin pilaajahiivoihin. Toksiini
on ldmpdostabiili, happostabiili ja vaikuttaa moniin eri hiivalajeihin. Toksiini esti C. kru-
sein ja S. cerevisiaen kasvun tiysin eri lampdotiloissa (4, 10, 20 °C) inkuboidussa jogur-
tissa. Toksiini inaktivoi hiivasolut sitd nopeammin mitd nopeammin viljelmé kasvaa.
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4.5 Prosessimenetelmien vaikutus hiivoihin
4.5.1 Lampokasittely

Erilaiset lampdkasittelyt ovat tavallisin menetelma mikrobien inaktivoimiseksi elintar-
vikkeiden raaka-aineista tai valmiista tuotteesta. Elintarvikkeen rakenne ja kemiallinen
koostumus méaérdadvit tuotteelle soveltuvan kuumennuskisittelyn ja toisaalta myos
kuumennuskasittelyn antimikrobisen tehon. Pastoroitaessa tuote kuumennetaan lyhyeksi
ajaksi yli 62 °C:een. Mitd korkeampaa lampdétilaa kéytetdén, sitd lyhyempi kisittelyaika
yleensd on. Lampotila-aika yhdistelmd riippuu tuotteen ominaisuuksista. D-arvoa (de-
cimal reduction time) kdytetddn usein ilmaisemaan kuumennuskasittelyn antimikrobista
vaikutusta tutkittavaan mikrobiin. Se on aika, jonka kuluessa mikrobien lukumé&éra
nédytteessd laskee tietyssd lampotilassa yhden log-yksikon. Taulukossa 17 on esitelty
joidenkin hiivojen lammdnkestdavyyttd + 60 °C:ssa. Lampokasittely voi tuhota solun tai
vahingoittaa sitd, jolloin solun elpymiskykyyn vaikuttavat vaurioitumisasteen liséksi
ympdristotekijat (mm. pH, sdilontdaineet). Elintarvikkeita voidaan kuumentaa veden,
hoyryn, ilman, ultraddnen, valon, sdhkon sekd mikroaaltojen avulla.

Lampokasittely vaikuttaa etenkin ribosomeihin, mutta myds nukleiinihappoihin sekd
solujen ja solumembraanien proteiineihin kuten entsyymeihin (Abee & Wouters, 1999).
Suurin osa hiivasoluista kuolee 50 °C:ssa 30 minuutissa tai 60 °C:ssa 10 minuutissa.
Lamporesistentit S. cerevisiae, K. marxianus, Z. bailii ja Z. rouxii -kannat saattavat sel-
vitd 20 minuutin kuumennuksesta 62 °C:ssa, mutta eivit 65 °C:ssa (Déak, 1991). Kor-
kea sokeri- tai suolapitoisuus suojaa niitd aineita sietdvid hiivoja kuumennuskasittelys-
sd, kun taas suolalle herkén hiivan (esim. Rhodotorula rubra) tuhoamiseen korkea suo-
lapitoisuus yhdistettynd kuumennuskésittelyyn tehoaa hyvin (Déak, 1991; Fleet, 1992).
Hiivojen itidt ovat vegetatiivisoluja kestdvimpid kuumennukselle. Esimerkiksi S. cere-
visiaen koteloitididen D-arvo oli 55 °C:ssa 106 minuuttia ja vegetatiivisolujen 0,9 mi-
nuuttia.

Taulukko 17. Lampokdsittelyn vaikutus pilaajahiivojen eldvyyteen. (Fleet, 1992).

D60 °C (min)
Hiivalaji kasvulliset solut itiot alustassa 60 % glukoosi
Saccharomyces cerevisiae 0,1-0,4 4-13
Zygosaccharomyces bailii 0,1-0,4 0,54 2,5-10
Z. rouxii 2-5 2,5-10

D60 °C = aika, jossa inkubointi +60 °C:ssa laskee nédytteen hiivasolujen méérdd yhdelld logaritmisella
yksikolla.

pH:n alentaminen ja sidilontdaineiden (kaliumsorbaatti tai natriumbentsoaatti; 0,1-1,0

%) tai orgaanisten happojen, etenkin asetaatin, lisdys heikentévit hiivojen ldmmonkes-
tavyyttd (Déak, 1991). Toisaalta alhainen veden aktiivisuus kompensoi mainittujen te-
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kijoiden antimikrobista tehoa kuumennuskasittelyssd. Etanolin on havaittu herkistavin
hiivaa ldmpokasittelylle, mistd on ollut hydtyd esimerkiksi pullotettaessa viineja kuu-
mennettuina.

Lampokasittelyjen vaikutusta hiivoihin solu- ja molekyylitasolla on tutkittu paljon ja
erilaisia mekanismeja on kuvattu (Gustin et al., 1998; Tamura et al., 1998; Garcia-
Rodriguez et al., 2000). Lampokasittelyn on osoitettu aktivoivan hiivasoluissa hsp104-
proteiiniryhmén (hsp; heat shock protein), joka kdynnistdd solun suojautumismekanis-
meja sekd auttaa hiivaa sopeutumaan ldmpdostressiin (Tamura et al., 1998). Gustin et al.
(1998) raportoivat lampokésittelyn aktivoivan S. cerevisiaella nk. mitogeeni-aktivoitu
proteiinikinaasi -reiteistd cell integrity -reitin. Reitin aktivoitumisen on havaittu vaikut-
tavan mm. hiivasolun sopeutumiseen kohonneisiin lampdétiloihin sekéd soluseindkompo-
nenttien synteesiin ja solunsisdiseen glyserolipitoisuuteen (Gustin et al., 1998; Garcia-
Rodriguez et al., 2000). Lampdkasitellyt S. cerevisiae -solut syntetisoivat trehaloosia ja
glyserolia, joiden on oletettu suojaavan hiivasolua kohonneelta lampdétilalta (Carval-
heiro et al., 1999).

4.5.2 Kylmasailytys

Hyvin monet pilaajahiivat kasvavat jadkaappilampdétiloissa ja muutamien lajien kuten C.
zeylanoideksen, C. laurentiin ja D. hanseniin on raportoitu kasvavan alle 0 °C:ssa
(Fleet, 1992; Steels et al., 1999). Hiivojen minimikasvuldmpétila voi nousta, jos tuot-
teen sokeripitoisuutta nostetaan tai tuotteeseen lisdtddn antioksidantteja, etanolia tai nat-
riumbikarbonaattia (Fleet, 1992). Liséksi antimikrobisten aineiden, kuten etanolin, te-
hon on havaittu olevan voimakkaampi alle 5 °C:ssa. Toisaalta Beney et al. (2000) ra-
portoivat péinvastaista. He osoittivat S. cerevisiae -solujen kestdvdn korkeaa osmoot-
tista painetta (< 100 MPa) paremmin matalassa lampdtilassa (5 ja 11 °C). Korkeammas-
sa lampdatilassa (15 ja 22 °C) kuolleisuus kasvoi nopeasti > 50 MPa osmoottisessa pai-
neessa.

Hiivojen pakastaminen hitaasti ~15—25 °C:seen ja séilytys tdssd ldmpotilassa on niille
vahingollisempaa kuin nopea jdddyttaminen -80—196 °C:seen. Elintarvikkeissa olevien
sokerien, aminohappojen, tirkkelyksen ja proteiinien on havaittu suojaavan hiivaa pa-
kastettaessa, kun taas sédilontdaineet ja orgaaniset hapot heikentdvét hiivojen elinkykyi-
syyttd. Osmotoleranttien hiivojen, kuten Z. rouxiin, on osoitettu vahingoittuvan pakas-
tettaessa herkemmin kuin muiden hiivojen. Tdmén on oletettu johtuvan osmotolerantti-
en hiivojen membraanin rakenteesta seké solun erilaisesta metabolisesta aktiivisuudesta
(Déak, 1991).
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Kun Betts ef al. (2000) tutkivat ldmpdtilan (1-22 °C), suolapitoisuuden (0,5-10 %, w/v)
ja pH:n (2,6-6,3) yhteisvaikutusta tavallisimpiin elintarvikkeiden pilaajahiivoihin, vai-
kutti 1lampoétila eniten lag-vaiheen pituuteen. Siilytyslampdtilan laskiessa 15 °C:sta
1 °C:seen pidentyi lag-vaihe 15 tunnista 875 tuntiin (= noin 36 vrk). Muiden stressite-
1 °C:ssa vield pidempi. Tutkimuksessa havaittiin, ettd pilaajahiivat voivan kasvaa pit-
kénkin lag-vaiheen jdlkeen eksponentiaalisesti ja pilata tuotteen nopeasti, mikd on tér-
kedd ottaa huomioon maééritettidessi elintarvikkeelle varastointilimpotilaa ja -aikaa.

4.5.3 Paine

Suurpainekasittelyn taustalla on kaksi paddperiaatetta: isostaattisuuden periaate ja le
Chatelierin periaate. Isostaattisuuden takia paine kohdistuu tuotteeseen heti ja tasaisesti
riippumatta tuotteen koosta ja muodosta. Tama on suuri etu verrattuna perinteiseen lam-
pokésittelyyn, silli mm. késittelyajat lyhenevét. Le Chatelierin periaatteen mukaan kor-
kea paine suosii reaktioita, jotka johtavat tilavuuden pienenemiseen. Tilavuutta pienen-
tidvit reaktiot nopeutuvat ja tilavuutta suurentavat reaktiot estyvét. Paineen lisdys suosii
vetysidoksia, kun taas ionisidokset rikkoutuvat. Pienimolekyyliset yhdisteet, kuten mo-
net aistittavaan ja ravitsemukselliseen laatuun vaikuttavat aineet, sdilyvit painekisitte-
lyssd muuttumattomina. Sen sijaan isojen molekyylien, kuten hiilihydraattien ja proteii-
nien, rakenne ja toiminta muuttuvat painekésittelyn vaikutuksesta. Suurpainetekniikkaa
voidaan kéyttdd mm. elintarvikkeiden sidilyvyyden parantamiseen ja rakenteen muok-
kaamiseen.

Painekisittely voidaan tehdd alhaisessa lampdtilassa, jolloin raaka-aineen monet tarkeit
laatutekijdt saadaan pysyméddn muuttumattomina. Suurpainetekniikka on lisdys elintar-
vikkeiden prosessointiin kéytettidvissad oleviin yksikkdoperaatiohin, ja se voi mahdollis-
taa uusien tuotteiden ja prosessien kehittimisen (Knorr, 1995). Suurpainekésittelyn tér-
keimmait prosessimuuttujat ovat paine, késittelyaika ja kéasittelyldmpdtila, joita muutte-
lemalla saadaan késittelyn tehoa sdddeltya.

Paine tuhoaa mikrobeja vaikuttamalla samanaikaisesti useisiin kohtiin mikrobissa, mm.
vaurioittamalla solukalvoa ja inaktivoimalla térkeitd entsyymejd. Suurpainekisittelyssa
solukalvon ldpidisevyys muuttuu, jolloin soluista poistuu vettd ja liuoksia ja solun tila-
vuus pienenee huomattavasti (Hayert et al., 1997). Painekésittely 300-600 MPa:ssa
inaktivoi hiivat, homeet ja suurimman osan vegetatiivisista bakteereista mukaan lukien
monet patogeeniset bakteerit. Painekésittely on titen varteenotettava vaihtoehto 1ampd-
pastoroinnille, koska paine ei vaikuta pieniin molekyyleihin kuten moniin aromiainei-
siin ja vitamiineihin. Vasta erittdin korkea paine (>1000 MPa) tuhoaa bakteerien itiét.
Bakteeri-itiot voidaan kuitenkin drsyttéd itdmédan 50-300 MPa:n paineella, jonka jélkeen
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ne voidaan tuhota varsin miedoilla [&mp6- tai painekisittelyilld. Pieni osa itidistd voi
kuitenkin sdilyd hengissa tésta kasittelystd, joten suurpainekésittelyd ei voi pitdd tiysin
toimivana sterilointimenetelménd (Smelt, 1998). Hiivat ovat varsin herkkid painekésit-
telylle, silld 300400 MPa késittely muutaman minuutin ajan 20 °C:ssa voi vdhentdd
hiivojen maardd yli 6 log-yksikkoa (Patterson, 1999).

Yleensd kuumuutta kestdvat mikrobit kestédvit myds painetta hyvin, mutta sddnndsti on
useita poikkeuksia. Hiivojen ja homeiden vegetatiivimuodot inaktivoituvat 200—
300 MPa:n paineessa ja niiden itiét noin 400 MPa:n paineessa. Gram-positiiviset
bakteerit kestdvdt kuumuutta ja painetta paremmin kuin Gram-negatiiviset. Virukset
ovat heterogeenisii ja niiden paineenkesto vaihtelee suuresti (Smelt, 1998).

Mikrobien kestdvyyteen suurpainekisittelyssd vaikuttavat monet tekijét, kuten mikro-
bien madrd ja ominaisuudet, ldmpotila, késiteltdva materiaali, paineen voimakkuus ja
kasittelyaika (Palou et al., 1998b, Abee & Wouters, 1999). Jopa mikrobikantojen valilld
voi olla eroja herkkyydessé suurpainekdsittelylle, samoin kuin mikrobin kasvuvaiheella.
Hiivojen on todettu olevan eksponentiaalisessa kasvuvaiheessa herkempid painekisit-
telylle kuin stationddrivaiheessa, jossa solujen metabolinen aktiivisuus on hidastunut ja
soluihin saattaa olla akkumuloitunut varastoaineita, jotka voivat lieventdd paineen vai-
kutusta soluihin (Palou et al., 1998b).

Elintarvikkeen koostumus ja mikrobisto vaikuttavat merkittivésti suurpaineen mikro-
bisidiseen tehoon. Hiivasolut olivat herkempid suurpainekésittelylle korkeammassa ve-
den aktiivisuudessa (0,98) kuin ay, arvon ollessa 0,95 (Palou et al., 1998b). Havainto on
merkittdvd kehitettdessd suurpainetekniikkaan perustuvia yhdistelmiteknisid menetel-
mid mikrobien inaktivoimiseksi elintarvikkeista. 340 MPa:n paine 90 minuutin ajan ei
riittdnyt kokonaan tuhoamaan Salmonella-bakteeria (alkupitoisuus 10’ pmy/ml) kana-
liemestd tai puskurista, kun taas erilaisiin hedelmdmehuihin siirrostettu S. cerevisiae
(alkupitoisuus 10°® pmy/ml) inaktivoitui kokonaan kolmessa minuutissa 280 MPa:n pai-
neessa. Hiivat tuhoutuvat bakteereja herkemmin ja toisaalta mehut ovat happamampia
kuin kanaliemi tai puskuriliuos (Hoover et al., 1989). Tuotteen pH voi vaikuttaa paine-
kasittelyn tehoon, tosin tutkimustulosten perusteella vaikutus vaihtelee tuotteen ja
mikrobin mukaan. Puskuriliuoksissa tehdyissd tutkimuksissa mikrobit yleensd tuhoutu-
vat helpommin kuin vastaavissa olosuhteissa oikeissa elintarvikkeissa (Patterson, 1999).
Taulukkoon 18 on koottu muutamia esimerkkejd suurpainekisittelyn vaikutuksesta hii-
vojen médrddn eri tuotteissa.
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Taulukko 18. Esimerkkejd suurpainekdsittelyn vaikutuksesta hiivojen mddrddn erdissd
tutkimuksissa.

Tuote Paine Aika Liampdétila Mikrobilaji/ryhmi  Vaikutus' Viite
(MPa) (min) O

ananaspalat 200 5-60 4,21ja38 hiivat ja homeet 0,3-1,2 log-yks. véh. Aleman et al.,
270 5-60 4,21ja38 0,3-2,3 log-yks. vih. 1994
340 5-60 4,21ja38 1,4-4,0 log-yks. vih.
ananasmehu 270 0,7 n. 23 S. cerevisiae 0,7 log-yks. véh. Aleman et al.,
6,7 5,1 log-yks. véh. 1996
malliaine 345 5 21 Z. bailii 6 log-yks. vidh. Palou et al,
1998b
banaanisose 517 10 21 hiivat ja homeet médrd < 10 log (pmy/g) Palou et al.,
689 10 15 vrk 25 °C:ssa 1999
avokadosose 345, 10, 20 21 hiivat ja homeet madrd < 10 log (pmy/g) Lopez-Malo et
517 ja ja30 100vrtk 5, 15 ja al., 1998
689 25 °C:ssa
mansikkapa-  500— 3 ei tiedossa hiivat 5 log-yks. véh. Carpi et al,
lat nektarissa 600 1996

"log-yks. vih. = logaritmiyksikon viheneminen mikrobiméarissa

Pastoroituun appelsiinimehuun siirrostettujen S. cerevisiaen koteloitididen D-arvo (de-
cimal reduction time) 350-500 MPa:n (25 °C) painekaésittelyssé oli 4-76 s ja vegetatii-
visolujen 1-38 s. Pastoroimattoman appelsiinimehun luontaisen mikrobiflooran D-arvo
oli 3-74 s. Paineen nostaminen noin 100 MPa:lla kasvattaa S. cerevisiaen inaktivoitu-
misnopeuden kymmenkertaiseksi (Parish, 1998).

Oskilloiva painekésittely lyhensi Z. bailiin miirdn vahentdmiseen 6 log-yksikkod tar-
vittua aikaa verrattuna tasaisessa paineessa tehtyyn kdsittelyyn (Palou et al., 1998a).
Pulssitettu painekdsittely on myos osoittautunut tehokkaammaksi kuin vastaava yhté-
jaksoinen kasittely (Aleman ef al., 1996, 1998).

Suurpaineprosessia suunniteltaessa pitdd ottaa huomioon hiivojen tuhoutumisen lisdksi
my06s muiden mikrobien, erityisesti pilaajamikrobien ja patogeenien, tuhoutuminen seka
tuotteen aistittavan ja muun laadun sdilyminen. Tuotteen aistittavat ominaisuudet voivat
muuttua suurpainekasittelyssé erilaisiksi kuin perinteisessad lampokasittelyssa ja tuotteen
mukaan muutos voi olla haitallinen tai mydnteinen.

Suurpainetekniikasta on EU:ssa vield suhteellisen vdhdn kokemusta, joten se on EU-
asetuksen (EY 258/97) mukainen uusi elintarvikkeiden valmistusprosessi. Ennen kuin
suurpainekdsitellyt tuotteet hyvéksytddn markkinoille, niille on haettava hyvéksynti
uuselintarvikelautakunnalta. Valmistajan tulee hakemuksessaan osoittaa elintarvikkeen
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turvallisuus. Parhaillaan arvioitavana on mm. uuselintarvikehakemus suurpainepasto-
roiduista hedelmisti elintarvikkeiden ainesosina (Elintarvikevirasto, 1999).

4.5.4 Ultraaani

Elintarviketeollisuudessa ultradéntd kiytetddn mm. sekoittamisessa, rasvojen ja 6ljyjen
emulgoinnissa ja lithan mureuttamisessa. Suuritehoista ultraddntd (taajuudet 20—100
kHz) kéytetddn laajasti myos puhdistamisessa (Kinnunen et al., 1998). Ultraddnen vai-
kutuksesta késiteltdvidn aineeseen muodostuu kuplia, joiden hajotessa syntyy paikalli-
sesti hyvin korkeita paineita ja lampoétiloja. Késittely hajottaa biologisia rakenteita ja
riittdvdn suuria taajuuksia kéytettdessd se voi aiheuttaa solujen kuoleman. Ultradénta
voidaan kayttdd tehostamaan ldmpokasittelyn, kuten pastoroinnin, mikrobeja inakti-
voivaa vaikutusta. Késiteltdessd S. cerevisiae -viljelméa etenkin alle 50 °C:ssa ultrada-
nen kéyttd (taajuus 20 kHz) lisdsi lampokasittelyn tehoa verrattuna lampokaésittelyihin
yli 50 °C:ssa (Lopez-Malo et al., 1999). Ultraddnen kiyttod elintarvikkeiden proses-
soinnissa on esitelty laajemmin Tekesin teknologiakatsauksessa Elintarvikkeiden uudet
prosessointi- ja kypsennysmenetelmét (Kinnunen et al., 1998).

4.5.5 Valopulssit

Valopulsseja voidaan kayttdd kirkkaiden nesteiden, ldpindkyvien pakkausmateriaalien
sekd tuotteiden pintojen mikrobipitoisuuksien alentamiseen. Valopulssikasittelylld
tuotteelle saadaan tuoreenkaltaiset ominaisuudet, koska tuote ei ldmpene. Mikrobiologi-
nen vaikutus perustuu perittdisten hiili-hiili-kaksoissidosten absorptioon 200-500 nm:n
alueella. Téllaisia sidossysteemejd on valkuaisaineissa ja aminohapoissa. Absorptio ja
sitd kautta paikallinen ldmpeneminen aiheuttaa vaurioita mikrobien DNA:ssa, mikd
johtaa mikrobien kuolemaan. Lapindkyvilld pakkauksilla ja kirkkailla nesteilld saavute-
taan jopa 7-9 log-yksikon alenemia mikrobipitoisuuksissa. Menetelma ei tehoa itidihin.
Kasittelemélld pulssitetulla valolla (200 pulssia), jonka UV-valopitoisuus oli korkea,
saatiin S. cerevisiae -hiivan pitoisuutta agarin pinnalla vihennettyd noin 5 log-yksikkoa
(Rowan et al., 1999).

Valopulssien kéyttod elintarvikkeiden prosessoinnissa sekd muita uusia prosessimene-
telmid on esitelty Tekesin teknologiakatsauksessa Elintarvikkeiden uudet prosessointi-
ja kypsennysmenetelmét (Kinnunen ef al., 1998).
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4.6 Pakkaustekniset menetelmat

Elintarvikkeiden sdilyvyyttd lisddvid pakkausteknisid menetelmid ovat muunnetun ilma-
kehén pakkaaminen (MAP, modified atmosphere packaging), johon kuuluvat mm. suo-
jakaasupakkaaminen seké erilaisia aktiivisen pakkaamisen muotoja kuten esim. hapen-
poistajat, hiilidioksidin ja etanolinerittdjdt, kosteudenpoistajat ja antimikrobiset pak-
kauskalvot. Aktiivisia ja dlykkaitd pakkaustekniikoita on esitelty tarkemmin julkaisuissa
”Aktiiviset ja dlykkéat pakkaukset elintarvikkeiden laadun varmistajina” (Vaari et al.,
1994), ”Technical report: Active and smart packaking of food” (Hurme et al., 1998) ja
”Active and smart packaking for food products” (Ahvenainen et al., 1999).

4.6.1 Suojakaasupakkaaminen

Suojakaasupakkaamisessa tuotetta ympéardivin kaasukehdn koostumus muutetaan nor-
maalin ilman kaasukoostumuksesta poikkeavaksi. Suojakaasupakkaamisessa kaytetdén
yleensd joko yksindén tai erilaisina seoksina hiilidioksidia, typped ja happea. Hiilidiok-
sidi on tehokas gram-negatiivisten aerobisten pilaajabakteerien ja homeiden kasvun
estdjd, mutta voi hidastaa my0s joidenkin hiivojen kasvua. Suurina pitoisuuksina hiili-
dioksidi saattaa aiheuttaa elintarvikkeisiin hapanta hajua ja makua. Lisdksi hiilidioksidi
liukenee hyvin nesteeseen eli kosteisiin ja rasvaisiin elintarvikkeisiin, mikd johtaa pak-
kauksen painumiseen kasaan.

Happi estdd anaerobisten bakteerien kasvua, mutta edistdd aerobisten pilaajabakteerien
kasvua ja aiheuttaa rasvojen hapettumista sekd vitamiinien ja aromiaineiden hajoamista.
Hiivojen kasvua happi ei ehkéise, koska hiivat ovat useimmiten fakultatiivisesti anaero-
beja eli ne voivat kasvaa sekd hapen ldsni ollessa ettd ilman sitd. Liséksi hiivat voivat
vaihtaa energian tuottonsa hengityksesti kdymiseen olosuhteiden mukaan (Stanier ef al.,

1980).

Typpi on inertti kaasu, joka ei vaikuta mikrobien kasvuun eikd reagoi elintarvikkeen
kanssa. Typped kdytetddn hapen korvaamisessa eli tdytekaasuna pakkauksissa. Se estdd
pakkauksen kokoon painumista, koska se liukenee huonosti sekd veteen ettd rasvaan ja
tdten myds pakattuun tuotteeseen.

4.6.2 Hapenpoistajat
Hapen poistaminen pakkauksen sisdltd voidaan tehdd suojakaasupakkaamisen ja va-

kuumipakkaamisen lisdksi myds hapenpoistajalla. Hapenpoistajien kdyton etuna on,
ettd oikein mitoitettu hapenpoistaja laskee happipitoisuuden pakkauksessa jopa alle
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0,0001 %, mikd ei olisi edes taloudellista fysikaalisia menetelmid kayttaméllad (Abe &
Kondoh, 1989). Lisédksi hapenpoistaja poistaa pakkausmateriaalin ja saumojen lépi tule-
van hapen sekd esim. huokoisten elintarvikkeiden (leipomotuotteet) sisélle jadvad hap-
pea. Kayttdmilld hapenpoistajia elintarvikepakkauksissa voidaan estdd hapen aiheutta-
mia virheitd eli estdd pilaajabakteerien, homeiden ja my0s joidenkin hiivojen kasvua,
6ljyjen ja rasvojen hapettumista ja virimuutoksia.

Hapenpoistajien toiminta perustuu yleensd yhteen tai useaan seuraavista reaktioista tai
reagensseista: rautajauheen hapettuminen, askorbiinihapon hapettuminen, valoherkin
vériaineen hapettuminen, entsymaattinen hapettumisreaktio (esim. glukoosi- tai etanoli-
oksidaasi), metallisuolat, tyydyttimattomét rasvahapot (esim. Oljyhappo tai linoleeni-
happo), kiintedédn aineeseen immobilisoitu hiiva ja ndiden erilaiset yhdistelméit (Floros
etal., 1997).

Hapenpoistajien toimintaan vaikuttavia tekijoitd pakkauksessa ovat lampdétila, aika,
tuotteen veden aktiivisuus ja hapenpoistajan sijainti pakkauksessa. Hapenpoistaja voi
olla esimerkiksi

erillisend pussina tai tarrana, joka laitetaan pakkauksen sisélle

liitettynd pakkauskalvoon

liitettynd pullon korkkiin (nestemdiset elintarvikkeet)

hapettumisen estoaineena, jolloin se on sekoitettu suoraan elintarvikkeeseen.

Hapenpoistajista on olemassa useita kaupallisia ratkaisuja (taulukko 19) sekd monia
patentteja. Hapenpoistajien seki hiilidioksidin erittdjien kdyttod ja kdyton kustannuksia
on esitelty Pakkausteknologiaryhmi r.y:n raportissa “Hapenpoistajien ja kaasuneritté-
jien sovellettavuus elintarvikkeiden pakkaamisessa” (Hurme & Ahvenainen, 1997).
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Taulukko 19. Kaupallisia hapenpoistajia ja niiden valmistajia.

Toimintamuoto Kauppanimi Valmistaja/myyja Maa

- Reagenssipussi tai tarra: Ageless® Mitsubishi Gas Chemical Co. Japani
ATCO® Standa Industrie Ranska
Bioka Bioka Oy Suomi
Freshilizer® Toppan Printing CO. Japani
Freshpax® Multisorb Technologies Inc. USA
Freshmax®
Sanso-Cut Finetec Co. Japani
Vitalon® Toagosei Chem. Industry Co. Japani

- Valmis pakkauskalvo tai liitet- Oxyguard Toyo Seikan Kaisha Japani

tivissd pakkausmateriaaleihin:

Oxbar™ Carnaud-Metal Box UK
Amosorb® Amoco Chemicals USA

Leskinen (1988) vertaili jauhelihapihvin sdilyvyyttd kdytettdessd pakkauksissa erilaisia
hapenpoistomenetelmid (suojakaasupakkaaminen ja erilaiset hapenpoistajat) tai nor-
maalia ilmaa. Tulosten mukaan kaikilla tavoilla tapahtunut hapenpoisto esti homeiden ja
hiivojen kasvun jauhelihapihveissd. Hapenpoistajien ja kaasunerittdjdn (hiilidioksidin
erittdjd) kdyttd kaasupakatuissa tuotteissa, kuten kinkkumakkaroissa, kinkkupizzassa ja
raa’assa broilerissa, pidensi ndiden tuotteiden aistinvaraisen laadun séilymisté ja hidasti
jonkin verran homeiden ja hiivojen kasvua (Hurme & Ahvenainen, 1997). Taulukossa
20 on esitetty muutamia esimerkkejd VTT Biotekniikassa tehdyistd elintarvikkeiden
sdilyvyys- ja pakkaustutkimuksista, joissa suojakaasupakkaaminen tai hapenpoistaja
hidastivat hiivojen kasvua. Ooraikul (1991) on todennut, etteivét anaerobiset olosuhteet
(esim. suojakaasu) tai hapenpoistajat vaikuta hiivojen kasvuun leipomotuotteissa. Me-
netelmit, joilla voitaisiin rajoittaa hiivojen kasvu ovat a) sdilontdaineiden kéytto sekd b)
pakkauksen kaasutilassa kéytettidvit desinfioivat kaasut, kuten esim. etanoli.
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Taulukko 20. Esimerkkejd elintarvikkeiden suojakaasupakkaamisen ja hapenpoistajan
kéyton vaikutuksesta hiivojen kasvuun verrattuna normaaliin ilmaan pakattuun ndyttee-

seen. Vaikutus: — hiivojen kasvu hitaampaa kuin ilmapakkauksessa.

Elintarvike Suojakaasupakkaaminen | Hapenpoistaja | Kirjallisuuslihde
(kaasuseos CO, + N;)

Sillisalaatti - (ei tutkittu) Ahvenainen, R. 1989. Gas packaging of chilled
meat products and ready-to-eat foods. VTIT
Publications 58, Espoo. 68 p. + app. 80 p.

Jauhelihapihvi - (ei tutkittu) Ahvenainen, R. 1989. Gas packaging of chilled
meat products and ready-to-eat foods. VTT
Publications 58, Espoo. 68 p. + app. 80 p.

Viipaloitu kinkku a — (ei tutkittu) Ahvenainen, R. 1989. Gas packaging of chilled
meat products and ready-to-eat foods. VTIT
Publications 58, Espoo. 68 p. + app. 80 p.

Kinkkupizza - — Julkaisematonta tietoa (Hurme, E. ja Ahvenai-
nen, R. 1994)

Broilerpyorykka (ei tutkittu) — Heiska, K. 1998. Broilerpyorykoiden séilyvyy-
den mallitus ja pakkauksen optimointi. EKT-
sarja 1142, Helsingin yliopisto. 118 s.

Raa'at kalafileet — — Lyijynen, T. 1996. Ahven- ja kuhafileiden sily-
vyys erilaisissa véhittdispakkauksissa. Diplomi-
tyo, TKK. 139 s. + liitt.

Lamminsavustetut ) — Julkaisematonta tietoa (Lyijynen, T., Luoma, T.,

kalafileet @ Skyttd, E. ja Mylldrinen, P. 1999)

' = Verrattu niytteeseen, joka on pakattu vakuumiin, mutta viipalepinojen vilille jé4nyt suuri ilmatila.

2 = Verrattu niytteeseen, joka on pakattu vakuumiin.

4.6.3 Hiilidioksidin erittajat

Pakkauksen kaasutilan kaasukoostumusta voidaan muuttaa myds hiilidioksidin erittdjien
avulla. Hiilidioksidin eritys on kaupallisissa valmisteissa yhdistetty yleensd hapen
poistoon, joten my0s tuotenimet ja valmistajat ovat samoja kuin hapenpoistajilla, esim.
Ageless G (Mitsubishi Gas Chemical, Japani), Freshlizer C ja CW (Toppan Printing Co,
Japani), Freshpax M (Multisorb technologies, USA) ja Vitalon G (Toagosei Chem. Ind.
Co., Japani) (Vermeiren et al., 1999). Hiilidioksidin eritys voi perustua mm. hapen ja
rautakarbonaatin tai askorbiinihapon reaktioon. Myds pelkkid hiilidioksidin erittdjid on
olemassa, kuten esim. Verifrais (S.A.R.L. Codimer, Ranska).

4.6.4 Etanolinerittajat

Etanolin mikrobien kasvua estéva vaikutus perustuu etanolin veden aktiivisuutta alenta-
vaan vaikutukseen ja toimimiseen mikrobisidisend aineena (Shapero et al., 1978). Eta-
nolia voidaan joko sumuttaa elintarvikkeen pédlle ennen pakkaamista tai pakkauksen
sisélle voidaan laittaa etanolia erittdvid reagenssipusseja (etanolinerittdja).
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Kaupallisia etanolinerittdjid ovat mm. (Vermeiren ef al. 1999)

- Ethicap® , Antimold® ja Negamold® (Freund Industrial Co., Japani)
- Oitech™ (Nippon Kayaku, Japani)

- Ageless® type SE (Mitsubishi Gas Chemical Co., Japani)

- ET Pack (Ueno Seiyaku, Japani).

Smith e al. (1987) kiyttivit Ethicap®-etanolinerittdjad omenakakulle, jota séilytettiin
25 °C:n lampdtilassa. Suojakaasuun tai ilmaan pakattuna omenakakun sdilyvyys oli vain
14 vuorokautta, ja sdilyvyyttd rajoittivat S. cerevisiaen kasvu ja hiilidioksidin tuotto.
Kayttamalld etanolinerittdjdd omenakakun pakkauksessa sdilyvyysaika saatiin piden-
nettyd 21 vuorokauteen. Tokuoka et al. (1992) ja Naito ef al. (1991) ovat todenneet hii-
van kasvun estyvin tehokkaimmin hapenpoistaja-etanolinerittdjdyhdistelmélld. Pelkkid
etanolin erittdjid kéytettdessd hiivan kasvun on todettu estyvin PDA (Potato dextrose
agar) -alustalla, kun kaasutilan etanolipitoisuus on 1,54 % (v/v) ay:ssd 0,90 ja 0,56 %
(v/v) ay:ssd 0,85 (Smith et al., 1987). Ooraikul (1991) suosittelee Ethicap:in kiyttoa
yhdessé tai erikseen suojakaasupakkaamisen kanssa, tuotteen ay:n ja muiden ominai-
suuksien mukaan.

4.6.5 Kosteudenpoistajat

Elintarvikkeiden pakkauksiin jddva tai esim. kuljetuksen aikana muodostuva kosteus voi
imeytyé elintarvikkeisiin, jolloin mm. mikrobien kasvuolot parantuvat, kuivien tuottei-
den rakenne pehmentyy ja jauhemaiset aineet paakkuuntuvat. Elintarvikkeiden siily-
vyyden parantamiseksi onkin kehitetty erilaisia kosteudenpoistajia. Kosteudenpoistajien
padtarkoituksena on alentaa elintarvikkeen veden aktiivisuutta (ay), jolloin saadaan
hidastetuksi homeiden, hiivojen ja pilaajabakteerien kasvua. Kosteudenpoistaja voi olla
pakkauskalvo, joka kuivattaa tai ldpdisee sopivasti vesihOyryd. Kosteudenpoistajana
voidaan kéyttdd myos pakkauksen sisdlle pantavia kosteutta imevid pusseja tai tyynyja
(Vermeiren ef al., 1999).

Muun muassa seuraavanlaisia kaupallisia kosteudenpoistajia on olemassa (Vermeiren et
al., 1999):

- nesteen absorbointityyny tai materiaali (perustuvat kosteutta absorboivaan polymee-

riin): Thermarite®(Australia), Toppan™ (Japani) tai Peaksorb® (Peakfresh Products,
Australia)
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- pussi tai tarra (perustuvat silikageeliin, kalsiumoksidiin, saveen, tms.): MiniPax®,
DesiMax®, StripPax® (Multisorb technologies, USA), Desi Pak®, Sorb-It®, Tri-
Sorb®, 2-in-1™ (United Desiccants, USA)

- kalvo (polyvinyylialkoholi(PVA)-kerroksen vilissd kosteutta imevd propyleenigly
kolikerros): Pichit™ (Showa Denko, Japani).

4.6.6 Antimikrobiset kalvot

Pakkausmateriaalien siséltimien mikrobien kasvua estdvien tai hidastavien aineiden
kayttd on yksi aktiivisen pakkaamisen osa-alue. Toimintaperiaatteita on yleensd kaksi:
joko pakkauksen kaasutilaan erittyy mikrobien kasvua estivid ainetta tai elintarvikkeen
kanssa kosketuksessa oleva pakkausmateriaali sisdltdd kasvua estdvid aineita (Labuza &
Breene, 1989).

Kirjallisuudesta 16ytyy esimerkkejd antimikrobisiin kalvoihin soveltuvista tai niissd
testatuista aineista, jotka estdvét hiivojen kasvua:

- natamysiini (Davitson & Doan, 1993)
- natriumsorbaatti (Han & Floros, 1997)
- kitiini, kitosaani ja niiden johdannaiset (Shahidi ef al., 1999)

- hopea-zeoliitti (Vermeiren et al., 1999).

4.7 Yhdistelmateknisten menetelmien vaikutus hiivoihin

Yhdistelmitekniikoissa kdytetddn samanaikaisesti useaa erilaista mikrobien kasvua es-
tdvaa tekijdd tai tekniikkaa elintarvikkeen suojaamisessa, jotta raaka-aineista tai proses-
sista tuotteeseen joutuneet kontaminantit eivdt aiheuttaisi tuotteen pilaantumista. Eri
tavoilla yhdisteltidvid kasittelyitd ovat mm. kuumennus, jadhdytys tai jaddytys, happa-
muuden sdidté heikoilla hapoilla, sdilontdaineiden kéyttd, suurpaine, ultradini, erilaiset
pakkaustekniset menetelmét (esim. CO; ja aktiivinen pakkaaminen), veden aktiivisuu-
den alentaminen sekd erilaisten antimikrobisten biologisten yhdisteiden kuten nisiinin
tai kitosaanin kaytto.

Esimerkkejd yhdistelmétekniikoiden soveltamisesta hiivan kasvunestoon on tullut esille

jo aiemmin tdsséd katsauksessa tarkasteltaessa yksittdisten tekijoiden antimikrobista vai-
kutusta hiivoihin. Seuraavaksi esitellddn vield muutamia esimerkkejd antimikrobisten
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aineiden ja tekniikoiden yhdistdmisestd hiivan tai joidenkin muiden elintarvikepilaaja-
mikrobien kasvun hallitsemiseksi.

Yhdistamélld painekésittelyyn kohtuullinen lampokasittely tai muita tekniikoita (esim.
ultraddnikésittely tai tuotteen kasittely erilaisilla aineilla) tehostetaan paineen vaikutusta
mikrobeihin. Téll6in voidaan kdyttdd alhaisempaa painetta vastaavan vaikutuksen saa-
miseksi (Knorr, 1995). Ter Steeg et al. (1999) raportoivat nisiinin (5 pg/ml) kaytolla
yhdessa suurpainekasittelyn (200 MPa) kanssa olevan synergistisesti inhiboiva vaikutus
S. cerevisiaen kasvuun, vaikka vastaava suurpainekdsittely yksinddnkin inhiboi hiivan
kasvua. Fenice et al. (1999) osoittivat kitinaasin (10 U/ml) olevan yhdessd suurpaineen
(400 MPa) kanssa tehokas elintarvikkeita pilaavan Mucor plumbeus -homeen kas-
vunestdjd. Kasvunesto saavutettiin pienemmaélld paineella (300 MPa) esikasiteltdessi
sieniviljelmé kitinaasilla (1 U/ml). Myos kasviperdisten eteeristen 6ljyjen lisdédminen
painekdésiteltivadn tuotteeseen on osoittautunut lupaavaksi menetelmiksi. Esimerkiksi
75 ng/ml a-terpineenid ja tunnin késittely 180 MPa:n paineessa vdhensi S. cerevisiaen
madrdd 5 log-yksikolld, kun pelkkd painekdsittely vihensi médrdd vain 2 log-yksikolla
ja pelkkd oa-terpineeni ei vaikuttanut hiivan maarddn lainkaan (Adegoke et al., 1997).
Painekisittely alle 0 °C:n ldmpdétilassa (-10 ja -20 °C) tehosti huomattavasti S. cere-
visiaen inaktivoitumista verrattuna huoneenldimmdssd tehtyyn painekésittelyyn.
190 MPa:n kisittelylld -20 °C:ssa oli sama vaikutus kuin 320 MPa:n kaisittelylld huo-
neenldmmdossd (Hashizume et al., 1995).

Betts et al. (2000) tutkivat suolapitoisuuden (0,5-10 %, w/v), pH:n (2,6-6,3) ja [ampo-
tilan (1-22 °C) yhteisvaikutusta elintarvikkeiden tavallisimpiin pilaajahiivoihin. Lam-
potila osoittautui kriittisimméksi arvioitaessa eri tekijoiden vaikutusta lag-vaiheen pi-
tuuteen. Lag-vaihe saattoi epdsuotuisissa kasvuolosuhteissa kestdd jopa 40 vrk:ta. Lag-
vaiheen pituus ja siithen vaikuttavat tekijét olivat merkittdvid arvioitaessa hiivojen kykya
pilata erilaisia tuotteita, silld lag-vaiheen aikana hiivat voivat sopeutua diriolosuhteisiin
ja kasvaa sen jilkeen eksponentiaalisesti pilaten tuotteen nopeasti.

Steels et al. (1999) esittelivdt uuden elintarvikkeita pilaavan Z. lentus -hiivan, joka on
osmofiili, useille sédilontdaineille resistentti ja kasvaa hyvin 4-25 °C:ssa ja pH 2,2—
7,0:ssd. Lajia on eristetty mm. hedelmidmehuista, viineistd ja tomaattisoseesta. Tamén-
kaltaiset kontaminantit voidaan torjua parhaiten elintarvikkeista yhdistelmateknisin keinoin.

4.8 Mikrobien kasvun ja tuhoutumisen ennustaminen
matemaattisilla malleilla

Elintarvikkeissa esiintyvien mikrobien kasvua ja ldmpdkuolemista ennustavia mate-
maattisia malleja, joissa huomioidaan eri tekijéiden (esim. ldmpétila, pH, ayy,) vaikutuk-
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set samanaikaisesti, on viimeisen 5—10 vuoden aikana kehitetty runsaasti. Suurin osa
malleista kisittelee elintarvikepatogeenien kasvun ennustamista, mutta my0s pilaaja-
mikrobien kasvua sekd patogeenien ja pilaajamikrobien lampdkuolemista ennustavia
malleja on kehitetty. Malleja voidaan soveltaa tutkittaessa yhdistelméatekniikoiden mah-
dollisuuksia elintarvikkeita pilaavien hiivojen kasvunestossa sekd arvioitaessa hiivojen
lammonkestoa ja erilaisten antimikrobisten menetelmien tehoa elintarvikematriiseissa.

Hiivojen kasvun mallittamista ovat tutkineet mm. Lambert ja Stratford (1999), Membré
et al. (1999), Jenkins et al. (2000), Lopez-Malo et al. (2000) ja Reyns et al. (2000).
Loépez-Malo et al. (2000) kayttiviat matemaattista mallia (logistinen regressiomalli) ar-
vioidakseen veden aktiivisuuden (ay,), pH:n ja kaliumsorbaattipitoisuuden merkitystd S.
cerevisiaen kasvunestossa. Mallin avulla voitiin esimerkiksi osoittaa, ettd hiivan kasvu
estyi korkeassakin pH:ssa veden aktiivisuuden ollessa alhainen ja kaliumsorbaattipitoi-
suuden korkea.

McDonaldin ja Sunin (1999) katsausartikkelin mukaan saatavilla on kolme tietokone-
pohjaista ennustavan mikrobiologian ohjelmistoa: Pathogen Modeling Program
(USDA/ARS Eastern Regional Research Center, Microbial Food Safety Research Unit,
http://www.arserrc.gov/mfs/), Food MicroModel (valmistaja Food MicroModel Ltd,
UK) ja The Pseudomonas Predictor (Tasmanian yliopisto, Australiassa), joista kaksi
ensiksi mainittua ovat kédytossi VTT Biotekniikassa. Food MicroModel(FMM)-
ohjelmistossa on patogeenien kasvu- ja ldmpdkuolemismallien lisdksi kasvumalli ja
lampokuolemismalli S. cerevisiae -hiivalle sekd kasvumalli Z. bailii -hiivalle. FMM:n
hiivojen kasvumallien suuri puute on siind, ettd niissid lampdtilaa ei voi syottdd 1dhto-
tictona, kuten useimmissa muissa malleissa. S. cerevisiae -kasvumalli kehitettiin alun
perin ennustamaan S. cerevisiaen aiheuttamaa pilaantumista viineissd. Validoinnissa on
kaytetty viinien liséksi hedelmi- ja vihannesmehuja. Z. bailii -kasvumallin validoinnissa
on kdytetty hedelmidmehuja, -hilloja ja -soseita.

Kasvumalleista (taulukko 21) saadaan ennusteena kasvuunldhtoviiveaika (lag-aika),
populaation kaksinkertaistumisaika, kasvunopeus (eksponentiaalisen kasvun vaiheessa),
aika tietyn mikrobimddrin saavuttamiseen ja maard tietyn ajan jdlkeen sekd kaksi- ja
kolmiulotteisia kuvia halutuilta olosuhdetekijéiden vaihteluvileilta.
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Taulukko 21. Food MicroModel -ohjelmiston S. cerevisiae ja Z. bailii -hiivojen kasvu-
mallien kontrolloivat tekijdit.

Tekija S. cerevisiae Z. bailii

Lampdétila 25 °C, vakio 23 °C, vakio
Etanolipitoisuus 0-12 % (tilavuus-% nestefaasissa)

Fruktoosipitoisuus 0-50 % (paino-% nestefaasissa) 20-55 % (paino-% nestefaasissa)
ay, 0,891-0,976 *

pH 2,5-8,0 2,54

* vaihtoehtoinen tieto fruktoosipitoisuudelle

S. cerevisiae -kasvumallin mukaan pH:lla on vain vdhidinen vaikutus S. cerevisiaen kas-
vuun. Kasvua voidaan estdd lisddamalld etanoli- ja fruktoosipitoisuutta. Vedenaktiivi-
suutta alentavan vaikutuksen lisdksi etanolilla on myds pitoisuudesta riippuva antimik-
robinen vaikutus S. cerevisiaeen. Z. bailii -kasvumallin mukaan pH:lla on vdhdisempi
vaikutus Z. bailiin kasvuun kuin vedenaktiivisuudella.

Lampokuolemismallista (taulukko 22) ennusteena saadaan aika tietyn mikrobipitoisuu-
den saavuttamiseksi, jaddnnospitoisuus tietyn ajan jilkeen ja kaksi- tai kolmidimensioisia
kuvaajia olosuhdetekijoiden vaikutuksesta.

Taulukko 22. Food MicroModel -ohjelmiston S. cerevisiae -hiivan ldmpokuolemismallin
kontrolloivat tekijdit.

Tekija Vaihtelualue

Lampotila 58-70 °C

Fruktoosipitoisuus 0-60 % (paino-% nestefaasissa)
pH 2,4-5,5

Mallin mukaan ldmpdtila vaikuttaa eniten S. cerevisiaen tuhoutumiseen. Alhainen ve-
denaktiivisuus suojaa S. cerevisiaeta 1ampokasittelyssd. Kun vedenaktiivisuus on alhai-
nen, myos matala pH tuo lisdd suojavaikutusta. Vedenaktiivisuusarvojen kohotessa
pH:n vaikutus vdhenee ja muuttuu pdinvastaiseksi kuin matalilla vedenaktiivisuusar-
voilla.
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5. Hiivojen osoittaminen elintarvikkeista

Hiivojen miirittdmiseen ja osoittamiseen elintarvikkeista kédytetddn perinteisesti vilje-
lymenetelmid, jotka perustuvat ndkyvin pesdkkeen muodostumiseen yksittdisestd so-
lusta sen kasvaessa kiintedlld alustalla tai nestemdisen viljelmén samentumiseen. Elin-
tarvikkeiden hiivakontaminaation osoittamiseen on kehitetty myos viljelyd nopeampia,
nk. pikamenetelmii, jotka perustuvat suoraan solulaskentaan (mikroskooppiset teknii-
kat) tai solun metaboliseen aktiivisuuden (impedimetria) tai sen jonkun komponentin
(ATP) mairittdimiseen (taulukko 23). Pikamenetelmien kehittdiminen hiivoille on ollut
vihdistd bakteereihin verrattuna. Eniten on sovellettu fluoresenssimikroskooppisia tek-
niikoita. Immunologisia ja etenkin molekyylibiologisia menetelmid on alettu kayttdi
vasta viime aikoina spesifisten hiivakontaminanttien osoittamiseen (ks. PCR, spesifinen
hybridisaatio). Erilaisia mikrobien méarittimiseen kehitettyjd pikamenetelmii ovat tar-
kemmin kuvanneet mm. Jalava & Skurnik (1994), Pitt & Hocking (1994), Vanne et al.
(1996) ja de Boer & Beumer (1999).

Taulukko 23. Erilaisten mikrobien mddritysmenetelmien ominaisuuksia (de Boer &
Beumer, 1999).

Menetelmi Herkkyys Tulos® Spesifisyys
(pmy/ml tai g)
Maljaviljely 1-10 1-5 vrk Hyvé
ATP-bioluminesenssi 10" 30 min Huono
Virtaussytometria 10*° 30—60 min Huono/Hyvi’
DEFT 10 30 min Huono
Impedimetria 1 1-3 vrk Hyvid
Nukleiinihappopohjaiset 107 1-12h Erinomainen
menetelmait
? esirikastusaikaa ei ole otettu huomioon ® riippuu vérjdysmenetelmésti

5.1 Viljelymenetelmat

Hiivojen eristdmiseen ja osoittamiseen elintarvikendytteistd kédytetddn tavallisesti kiin-
teitd kasvatusalustoja, jotka voivat olla selektiivisid ja haittaavat tai estdviat muiden mik-
robien kasvua. Tavallisesti alustat ovat ravinteikkaita ja sisdltdvdt energian ldhteen
(esim. glukoosi, fruktoosi, sakkaroosi), hydrolysoituja proteiineja (esim. peptoni, tryp-
toni, kasitoni), vitamiinilisdn (esim. hiivauute, mallasuute) ja mahdollisesti myos pH-
indikaattorin (esim. bromokresolivihred). Matala pH estdd useiden bakteerien kasvua,
samoin kuin tiettyjen antibioottien (esim. kloramfenikoli, oksitetrasykliini) lisdys. Anti-
biootit estdvét bakteerikasvun alhaista pH:ta varmemmin eikd niilld ole mahdollisesti
hiivoja inhiboivaa vaikutusta (Pitt & Hocking, 1997; Loureiro & Querol, 1999). Yleen-
sd homeet kasvavat samoilla alustoilla kuin hiivat. Homepesédkkeiden levidmisen esté-
miseksi alustoihin voidaan lisétd esimerkiksi pinta-aktiivisia aineita (esim. Triton X-
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100), dikloraania tai rose bengalia tai molempia (Pitt & Hocking, 1997). Tavallisimmat
hiivojen viljelyyn kdytetyt kasvatusalustat on koottu taulukkoon 24.

Maiiritettdessé elintarvikkeen hiivapitoisuutta tutkittava ndyte homogenisoidaan esimer-
kiksi 0,1 %:n peptoniveteen, ndyte laimennetaan (esim. 10-1-10-%) ja laimennokset levi-
tetddn agarmaljoille. Viljelyyn suositellaan pintalevitystekniikkaa. Alhaisen hiivakon-
taminaation havaitsemiseksi voidaan kdyttddd membraanisuodatustekniikkaa tai rikas-
tusviljelyé vedelld (1:1) tai kasvatusalustalla laimennetussa niytteessd. Hiivojen optimi-
kasvuldmpdtila on tavallisesti 20-25 °C, ja elintarvikendytteistd viljeltyjd maljoja inku-
boidaan yleensd 25 °C:ssa. Hiivojen kasvunopeus vaihtelee eri kannoilla sekd eri kas-
vatusolosuhteissa, joten hiivaviljelmid voidaan inkuboida muutamasta vuorokaudesta
kuukauteen, mutta tavallisesti inkubointiaika on 5 vrk (Pitt & Hocking, 1997). Kasva-
tusalustoille muodostuneita pesdkkeitd tarkastellaan mikroskooppisesti. Pesdkkeistd
tehdddn jatkoviljelyt kiintedlld yleisalustalla sekd mahdollisesti myos selektiiviselld
alustalla eristettdvan hiivakannan puhtauden varmistamiseksi.
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Taulukko 24. Tavallisimpia elintarvikeperdisten hiivojen mddrittdmiseen kdytettyjd kas-

vatusalustoja.
Alusta Selektiivinen tekiji Kayttotarkoitus Valmistaja
(mm.) tai
viite
DRBC Dichloran Rose Bengal | Bakteerien kasvun esto anti- Yleisalusta hiivoille ja Oxoid
Chloramphenicol biootilla; Homepesédkkeiden homeille; tuoreet ja kor-
levidmisen esto dikloraanilla ja | kean a,:n omaavat elin-
rose bengalilla; pH 5,6 tarvikkeet
RBC Rose Bengal Chlo- Bakteerien kasvun esto anti- Yleisalusta hiivoille ja Difco, Oxoid
ramphenicol biootilla; Homepesédkkeiden homeille; tuoreet ja kor-
levidmisen esto rose bengalilla; | kean a,:n omaavat elin-
pH 7,0 tarvikkeet
OGY/ Oxytetracycline Gluco- | Bakteerien kasvun esto antibi- Yleisalusta hiivoille Oxoid
OGYE se Yeast Extract ootilla; pH 7,0
YGC Yeast Extract Glucose | Bakteerien kasvun esto antibi- Yleisalusta hiivoille Merck
Chloramphenicol ootilla
TGY* Tryptone Glucose Yleisalusta; 10 % glukoosia; pH | Yleisalusta hiivoille Difco
Yeast Extract agar 5,5-6,0
MEA* Malt Exract Agar pHn.5 Yleisalusta hiivoille Difco
PD* Potato Dextrose Yleisalusta; vihin ravinteita; Yleisalusta hiivoille ja Difco
pH 5,6 homeille
YM* Yeast Malt Extract Yleisalusta, pH 6,2 Yleisalusta hiivoille Difco
WA* Wort agar Happamuus inhiboi joitakin Yleisalusta hiivoille Difco, Oxoid
bakteereita; pH 4,8
WLNA Wallerstein Laboratory | pH 5,5 Teollisuuden fermen- Difco, Oxoid
Nutrient Agar taatiot, etenkin panimo- ym.
prosessin hiivat
DGI18 Dichloran Glycerol Bakteerien kasvun esto antibi- Kserofiilit hiivat ja ho- Oxoid
ootilla; matala a,; pH 5,6 meet, kuivat tuotteet
Scarr Scarr Korkea glukoosi- ja sakkaroosi- | Osmotolerantit hiivat, Beuchat &
pitoisuus sokeriset tuotteet Hocking, 1990
TGYA TGY + 0,5 % etikka- Etikkahappo Séilontdaineresistentit Pitt &

happoa

hiivat

Hocking, 1997

* nditd alustoja voi modifioida seuraavasti:

e  bakteerikasvun estdmiseksi lisddmaélld antibiootteja (kloramfenikoli, kloro- ja oksitetrasykliini)

bakteerikasvun estdmiseksi laskemalla alustan pH matalaksi (pH 3,5-pH 5,0, suola- tai fosforihapolla)
e osmotoleranteille selektiiviseksi alentamalla veden aktiivisuutta liséamalld esim. glukoosia tai sakkaroosia

Yleisalustoilla ei voida erottaa pilaajahiivoja haitattomista hiivoista, ja tiettyjd yhdisteité
(esim. sdilontdaineet) tai erityisid olosuhteita sietéville hiivoille onkin kehitetty joitakin
valikoivia tai erottelevia alustoja (ks. taulukko 24 sekd 2.4.3, 2.4.5). Ne ovat yleensa

yleisalustoja, joihin on lisétty kyseinen yhdiste tai joita inkuboidaan valikoivissa olo-

suhteissa (esim. kylméssa).

Osmotoleranttien hiivojen valikoivaan mairittdmiseen elintarvikkeista voidaan kayttaa
alustoja, joiden a,, on sdéddetty alhaiseksi esim. sokerilla, sokerialkoholilla, suolalla tai
ndiden yhdistelmilld (Beuchat & Hocking, 1990). Niilld alustoilla myds solusaanto so-

kerisista tai suolaisista tuotteista on parempi kuin yleisalustoilla (a,, >0,99) (Jermini &
Schmidt-Lorenz, 1987a). Osmoottisen shokin vélttimiseksi myos laimennosvesiliuosten
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ay tulisi sdétdd analysoitavan elintarvikkeen tasolle (Pitt & Hocking, 1997). Alustat in-
kuboidaan tavallisesti 25-30 °C:ssa, mutta myds korkeampaa inkubointildmpdtilaa on
suositeltu. Inkubointiaika on yleensd 5—10 vuorokautta (Beuchat & Hocking, 1990).
My0s osmotolerantit hiivat voidaan rikastaa helposti itse tuotteessa korvaamalla sen
sisdllostd 30-50 % vedelld (Pitt & Hocking, 1994). Jerminin & Schmidt-Lorenzin
(1987a) kehittdmassa rikastusmenetelméssa niytteet homogenoidaan suoraan 50 % glu-
koosia sisdltdvddn hiivauuteliemeen. Hiivat osoitetaan liemestd joko mikroskooppisesti
tai viljelemalld. Alhainen hiivakontaminaatio (10 pmy/g tai ml) voidaan todeta 3—4 vuo-
rokaudessa. Zimmerlin (1980) menetelmissd néytteet rikastetaan 60 %:n glukoosilie-
messéd. Kaasukuplat kasvatuspullojen kaasulukon bariumhydroksidiliuoksessa osoittavat
ndytteen siséltdvén hiivoja. Hiivapitoisuus arvioidaan MPN-tekniikalla.

Hiivoille on kehitetty myds yksinkertaistettuja viljelymenetelmiz kuten Petrifilm™ YM
(3M, USA), Hygicult Y & F (Orion Diagnostica, Suomi) ja Hycheck'™ (Becton &
Dickinson, USA), joista kaksi jalkimmadistd soveltuvat etenkin pintandytteiden viljelyyn.
Petrifilmeissé kasvatusalusta kostutetaan tutkittavalla ndytteelld ja peitetddn suojakal-
volla. Filmejd inkuboidaan 4-5 vrk 25 °C:ssa. Menetelmé eliminoi petrimaljojen tarpeen
ja se antaa yleensd saman tuloksen kuin tavallinen viljely (Pitt & Hocking, 1997).

5.2 Mikroskopiaan perustuvat menetelmat

Mikroskopiaan perustuvia menetelmid sovellettiin elintarvikemikrobiologiassa etenkin
1980-luvulla ja 1990-luvun alkupuolella, mutta nykyddn uusia sovelluksia julkaistaan
harvoin.

5.2.1 DEFT (Direct Epifluorescence Filter Technique)

DEFT-tekniikassa solut kerdtddn niytteestd imusuodatuksella polykarbonaattimembraa-
nille, vérjitdén fluoresoivalla vérilld ja lasketaan fluoresenssimikroskoopin avulla.
Membraanisuodatus parantaa herkkyyttd ja fluoresoivilla véreilld elédvét solut erotetaan
kuolleista soluista ja taustasta. Periaatteessa DEFT:114 voidaan todeta 1 solu/membraani,
mutta kiytinnossi detektioraja on 10°~10* solua/ml. Perinteisessd DEFT-testissd solut
varjataan nukeliinithappoihin kompleksoituvalla akridiinioranssilla. Akridiinioranssin on
kuitenkin todettu olevan epiluotettava eldvyysindikaattori (Karwoski, 1994; Russell &
Dowhanick, 1996) ja sen asemesta hiivoille on kdytetty myds muita vériaineita (mm.
Cootes & Johnson, 1980; Koch et al., 1986; Rowe & McCann, 1990; Russell & Dow-
hanick, 1996, kuva 12).
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Kuva 12. Fluoreskeiinidiasetaatilla (FDA) ja propidiumjodidilla (Pl) vdrjdtty hiivasus-
pensio. FDA vdrjdd eldvdt solut vihreiksi ja PI kuolleet solut oranssin punaisiksi.

DEFT:4 on sovellettu hiivojen osoittamiseen mm. jogurtista, leipomotuotteista, oluesta,
viinistd ja virvoitusjuomista. Hiivat erotetaan bakteereista solumuodon perusteella. Jo-
gurtista voidaan havaita noin 9-10° hiivaa/g ja kermatiytteisti noin 5-10* hiivaa/g. Vuo-
rokauden esirikastuksen jdlkeen néistd tuotteista voidaan todeta alle 10 hiivaa/g (Pet-
tipher, 1987; Rowe & McCann, 1990). Menetelmélld ei ole mahdollista erottaa osmo-
tolerantteja hiivoja ei-osmotoleranteista ilman esirikastusta (Pettipher, 1987). Suodattu-
vista virvoitusjuomista voidaan todeta 5,0:10-6:10° hiivaa/ml (Koch et al., 1986).
DEFT ei ole ilman esirikastusta riittdvan herkkd (30—40 hiivasolua/100 ml) oluen hiiva-
kontaminaation osoittamiseen (Jakobsen & Lillie, 1984).

DEFT-analyysi ndytteenvalmistuksineen vie yleensd noin 30 minuuttia. Preparaattien
mikroskopointi on kuitenkin ty6ldsté, aikaavievdd ja vasyttdvad, minkd vuoksi yksi hen-
kilo pystyy paivéssd kasittelemdén enintdin 30—40 ndytettd. Solujen laskenta voidaan
automatisoida liittdmilld videokameraan kytketty fluoresenssimikroskooppi kuva-
analysaattorisysteemiin (Vanne et al., 1996).

5.2.2 Mikropesaketekniikka

Mikropesiketekniikka on perinteisen viljelymenetelmidn muunnos, jossa kidytetddn mik-
roskopiaa pesdkkeiden havaitsemisen aikaistamiseksi. Membraanisuodatettu niyte in-
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kuboidaan kiintedlld kasvatusalustalla tai ndyte viljellddn objektilasille valetun agarin
pinnalle. Pesdkkeiden erottumisen parantamiseksi membraani voidaan vérjdtd inkuboin-
nin jédlkeen tai se voidaan inkuboida fluorokromeja siséltidvélld alustalla, jolloin solut
varjaytyvat jo kasvatuksen aikana (Russell & Dowhanick, 1996).

Mikropeséketekniikalla on voitu osoittaa oluen hiivakontaminaatio vuorokaudessa (Ja-
kobsen & Lillie, 1984). Viinin pilaajahiivojen mikropesdkkeet voitiin detektoida 20-36
tunnin inkuboinnin jdlkeen (Andrews, 1982). Nestesokereista hiivakontaminaatio ha-
vaittiin 14 tunnissa ja siirapeista 24 tunnissa (Posti, 1991). Mikropesédketekniikalla voi-
daan osoittaa jopa 1 pmy/membraani (Jakobsen & Lillie, 1984). Kiyttdmalld sopivia
kasvatusalustoja voidaan maarittdd valikoivasti eri mikrobeja tai mikrobiryhmié. Mikro-
skooppisena tekniikkana menetelmé on kuitenkin ty6lds. Kuten DEFT-preparaattien on
mikropesikkeidenkin automaattiseen laskentaan kehitetty kuva-analyysiin perustuvia
laitteistoja (mm. Niwa, 1993).

5.3 Virtaussytometria

Virtaussytometria on suora optinen tekniikka, jolla voidaan laskea soluja ja muita par-
tikkeleita nesteestd automaattisesti. Solut pakotetaan virtaamaan tasaisessa nestevirtauk-
sessa yksitellen voimakkaan valonldhteen (laser, lamppu) lédpi ja niiden taittama ja fluo-
resoima valo rekisterdiddin sopivilla detektoreilla (kuva 13). Yhden néytteen (0,1-0,2
ml) mittaus vie enintddn muutaman minuutin, silld laitteet analysoivat noin 100—1000
solua sekunnissa. Primaarituloksena saadaan histogrammi, joka esittdd solumddrdn ja-
kautumista mitatun parametrin intensiteetin funktiona. Eldvien solujen madarittimiseksi
ndyte on varjittivd ennen analyysid. Tdhdn tarkoitukseen kdytetddn useimmiten ent-
syymisubstraatteja, solukalvon kuntoa tai sen sdhkoistd potentiaalia osoittavia véreja tai
ndiden yhdistelmid (Davey & Kell, 1996).
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VALONLAHDE: LASER TAI LAMPPU DETEKTORI
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Kuva 13. Virtaussytometrian periaate.

Chemunex S.A (Ranska) markkinoi elintarvike- ja juomateollisuuden mikrobiologiseen

laadunvalvontaan Chemflow-systeemid, joka késittdd virtaussytometrin, tulostimen,
tietokoneen ja véarjdysreagenssit. Sithen voidaan kytked myds automaattinen naytteen-

valmistusautomaatti. Eldvien solujen varjdykseen kdytetddn esteraasisubstraattia, jonka
solunsiséiset esteraasit muuttavat fluoresoivaksi yhdisteeksi (Mulard, 1995; Roy &
Mulard, 1996). Analyysi vie 30—45 minuuttia. Chemflowta on kéytetty hiivojen osoit-
tamiseen erityyppisisté elintarvikkeista ja silld on voitu osoittaa

eri virvoitusjuomista 5,0-10'-3,0-10* solua/ml (Pettipher, 1991),

jogurtista 10° pmy/g (Karwoski, 1994),

valmissalaateista 10% pmy/g (Roy & Mulard, 1996),
UHT-mehuista 3 pmy/l 48 tunnin rikastuksen jalkeen,

prosessoiduista hedelmivalmisteista 1 pmy/20 g 48 tunnin rikastuksen jdlkeen
(Mulard, 1995; Roy & Mulard, 1996).

Chemflowta on kidytetty my0s hapanmaitovalmisteiden sdilyvyysajan arviointiin (Mu-

lard, 1995) ja sen antamien tulosten on todettu vastaavan hyvin maljaviljelytuloksia
(Bruetschy et al., 1994).
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Kuva 14. PAS-virtaussytometri (Partec GmbH, Saksa).

Virtaussytometrialla voidaan maarittdd myos spesifisid mikro-organismeja kayttdmalla
fluoresoivia vasta-aineita tai DNA-koettimia tai valikoivaa esirikastusta. Fluoresoivia
vasta-aineita on sovellettu S. cerevisiae -pintahiivan ja S. pastorianus -pohjahiivan
erotteluun toisistaan (Hutter, 1991) seki eri pilaajamikrobien osoittamiseen oluesta sa-
manaikaisesti (Hutter, 1994). My6s rRNA-koettimia on kiytetty hiivojen spesifiseen
osoittamiseen virtaussytometrialla (Bertin et al., 1994). Selektiivisti esirikastusta kéyt-
tamalla 10° panimohiivasolun joukosta on voitu havaita 1 villihiivasolu 4872 tunnissa
(Jespersen et al., 1993)

Virtaussytometria on nopea, pitkélle automatisoitu ja objektiivinen solulaskentamene-
telmd, jolla voidaan havaita puhdasviljelmastid noin 10>~ solu/ml. Elintarvikkeiden esi-
késittely analyysid varten voi kuitenkin olla tyoléstd ja aikaavievid, silld niiden sisélté-
mat ei-biologiset partikkelit ja kaasukuplat héiritsevit yleensd analyysii ja alentavat sen
herkkyyttd. Menetelmé edellyttdd investointia virtaussytometriin (= 200 000 mk, kuva
14). Téll4 hetkelld markkinoilla on useita eritasoisia laitteita (valmistajia mm. Becton
Dickinson, Coulter, Partec), joista osa on kannettavia. Yhden ndytteen reagenssi- ja tar-
vikekustannukset (vérjdys esteraasisubstraatilla) ovat < 30 mk.

5.4 Impedimetria

Impedanssimittausmenetelmissd seurataan mikrobien aineenvaihdunnan aiheuttamia
sdhkoisid muutoksia vaihtovirtapiirin impedanssissa (Z), konduktanssissa (G) tai kapa-
sitanssissa (C). Impedanssi on vaihtovirran kulkua vastustava komponentti, joka riippuu
systeemin konduktanssista ja kapasitanssista. Suorassa menetelmissi niyte ja kasvatus-
alusta sijoitetaan kennoon, jossa on metallielektrodipari, ja systeemin ldpi johdetaan
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pienitaajuinen vaihtovirta (kuva 15). Menetelméssd mitataan kasvatusalustan tai elekt-
rodien pintojen sdhkoisisissd ominaisuuksissa tapahtuvia muutoksia, kun mikrobit
kayttdvat alustan komponentteja ravinnokseen (Firstenberg-Eden & Eden, 1984). Epa-
suorassa menetelméssd mitataan konduktometrisesti mikrobien aineenvaihdunnassa
syntyvad hiilidioksidia. Mittauselektrodit upotetaan emaisliuokseen ja nédyte sijoitetaan
kennon sisddn niin, ettei se ole kosketuksissa elektrodien kanssa (kuva 15). Naytteessd
muodostuva hiilidioksidi reagoi emisliuoksen hydroksidi-ionien kanssa muodostaen
karbonaatti-ioneja, ja liuoksen konduktanssi laskee (Owens et al., 1989).

) -

ndyte ja kasvatus-
« alusta
ndyte ja kasvatus-
alusta 94— emisliuos
elektrodit

Kuva 15. Esimerkki a) suoran ja b) epdsuoran impedanssimittausmenetelmdn mittaus-
kennosta.

Sahkoisissd ominaisuuksissa voidaan havaita muutoksia vasta, kun ndytteessd on 10+
hiivasolua/ml tai 10®” bakteerisolua/ml. Tétd muutoshetked kutsutaan detektioajaksi ja
se on kddntiden verrannollinen néytteen alkuperdiseen mikrobipitoisuuteen. Mitd enem-
mén ndytteessd on mikrobeja, sitd nopeammin ne havaitaan. Kun mittausta jatketaan
detektiohetken jélkeen, saadaan mikrobin kasvukdyrdd muistuttava, mitatun parametrin
muutosta ajan funktiona kuvaava kéyrd (signaali). Se ei ole kuitenkaan pééllekkdinen
kasvukayrin kanssa (Firstenberg-Eden & Eden, 1984; Bolton & Gibson, 1994).

Epédsuora impedimetria on suoraa impedimetriaa herkempi, nopeampi ja yksinkertai-
sempi menetelma hiivojen madrittdmiseen elintarvikkeista. Liséksi hiivat tuottavat epa-
suorassa menetelmissd huomattavasti suuremman sdhkoisen vasteen kuin suorassa me-
netelmdssd (Betts, 1993; Déak & Beuchat, 1993 a, b). Hiivojen osoittaminen suoralla
menetelmailld edellyttdd yleensd tdhdn tarkoitukseen kehitettyjen alustojen kayttod, kos-
ka hiivojen piddmetaboliatuotteet johtavat huonosti sdhkod. Osa ndistd erityisalustoista
on herkkié elintarvikeperdiselle materiaalille (Schaertel et al., 1987). Epdsuorassa me-
netelmdssd voidaan kdyttdd mitd tahansa alustaa tai ndytteet voidaan analysoida sellai-
senaan (Betts, 1993). Suoran ja epdsuoran impedimetrian elintarvikesovelluksia hii-
voille on esitetty taulukossa 25.
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Impedanssimenetelmilld on useita etuja viljelymenetelmiin verrattuna:

e lyhyempi analyysiaika,
o alhaisemmat reagenssikustannukset,
e vihemmin tyovaiheita,

e parempi toistettavuus.

Liséksi laitteistojen kapasiteetti on suuri. Impedanssimenetelmien kdyttdmahdollisuudet
ovat laajat. Sovelluksia on kehitetty 1dhes kaikkiin mikrobiologisiin rutiinimaérityksiin
(Bolton & Gibson, 1994; Silley & Forsythe, 1996). Impedanssimenetelmén detektioraja
on kuitenkin moniin muihin pikamenetelmiin verrattuna melko korkea. Jos ndyte sisél-
tdd vahin hitaasti kasvavia organismeja ajansddstd viljelyyn verrattuna on véhdinen.
Lisiksi jokainen tuote tai tuoteryhma on kalibroitava erikseen, koska eri tuotteiden mik-
robifloora tai mikrobien metabolinen tila on erilainen. Viljelymenetelméssd voidaan
kayttdd samaa alustaa useille eri tuotteille, mutta impedimetriassa pienetkin néytteenka-
sittelytavan muutokset voivat vaikuttaa detektioaikaan. Usein mainittuna menetelmén
haittapuolena on liséksi laitteistojen hinnakkuus. Impedanssimenetelmé on rutiinikéy-
tossd useilla eri teollisuudenaloilla ympéri maailmaa (Firstenberg-Eden & Eden, 1984;
Bolton & Gibson, 1994).
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Taulukko 25. Suoran ja epdsuoran impedanssimittausmenetelmdn sovelluksia hiivoille.

Mittaus- | Tuote Hiivoja | Detektioaika, h r Viite

mene- pmy/ml

telma

Suora viini (S. cerevisiae, Z. bailii, 10° 48-72 - Henschke & Thomas, 1988
P. anomala) (sameita)
sameat alkoholijuomat 1 72 - "
olut (panimohiiva) >1 48 -0,99 Adams & Bryan, 1989

(n=50)
jogurtti (S. cerevisiae, Y. <10° 42 (1 d esirikastus) | - Shapton & Cooper, 1984
lipolytica)
hedelmai, hedelméaseokset 1/20ml | 40 (1 d esirikastus) | - Fleischer et al., 1984
appelsiinimehu 10? 26 - Zindulis, 1984
mehutiiviste (kontaminoitu) 10* 15,8 - Weihe et al., 1984
mehutiiviste (luonnollisesti 102 <72 - Betts, 1993
kontaminoitunut) 10° <48
" 3,7x10" | 60-70 -0,69 Déak & Beuchat, 1993a
50-60 (esirikastus)
Episuora | " 3,7x10" | 48,9 0,73 "
38,9 (esirikastus)
kuusi hiivapuhdasviljelmiéa 10! <48 -0,952— | Déak & Beuchat, 1993b
0,979
hedelmiamehu (S. bayanus, S. | 10 <30 - Betts, 1993
cerevisiae, T. delbrueckii)
hedelmiamehu (Rhodotorula) | 10* 16,7-24.,6 - Druggan ef al., 1993
10° 13,1-21,3

hedelmamehu (Z. bailii) 10 46,5 - Druggan ef al., 1993
siilontdaineita sisaltivit 10'-10° | 72-144 - Déak & Beuchat, 1995
juomatiivisteet (Z. rouxii,
Z. bailii)
hiilihapotetut virvoitusjuomat | 10"-10" | 84-120,8 - "
(Z. rouxii, Z. bailii)
jogurtti (kahdeksan eri hiiva- | 10" <35 >-0,96 | Betts, 1993

lajia)

85 (Z. rouxii)

5.5 ATP-bioluminesenssimenetelma

ATP-bioluminesenssimenetelmi on epédsuora biomassan madritysmenetelmd. Siind mi-

tataan kaikkien eldvien solujen sisdltdimda energiatalouden avainyhdistettd, adenosiini-
5’-trifosfaattia (ATP), tulikdrpdsen herkén ja ATP:lle spesifisen bioluminesenssireak-
tion avulla (kuva 16). Reaktiossa ATP:n sisdltimé energia muuttuu keltavihredksi va-

loksi lusiferaasientsyymin katalysoidessa D-lusiferiinin oksidatiivista dekarboksylaa-
tiota hapen ja magnesiumionien ldsndollessa. Reaktiossa yhtd moolia ATP:a kohden
syntyy ldhes yksi kvantti valoa. Syntyvd valo mitataan luminometrilld. (Kyriakides &
Patel, 1994)
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lusiferaasi, + Mg *
ATP + happi + D-lusiferiini » dekarboksilusiferiini +
AMP + epaorgaaninen fosfaatti + CO, +

Kuva 16. Tulikdrpdsen bioluminesenssireaktio.

ATP:n kéyttd biomassan mittana perustuu sithen oletukseen, ettd solun ATP-sisiltdé on
suhteellisen vakio. Solun metabolinen aktiivisuus vaikuttaa kuitenkin jossain méérin sen
sisdltdmidn ATP:n midrdédn. Myos ympadriston dkilliset muutokset voivat nopeasti laskea
solun ATP-sisdlt6d (Chapman & Atkinson, 1977; Karl, 1980). Lisdksi solun ATP-maira
on sidoksissa solun massaan. Esimerkiksi hiivasolussa on noin 100 kertaa enemmaén
ATP:ta kuin bakteerisolussa.

ATP-miiritys sisdltdd yleensd seuraavat vaiheet: ndyteperdisen ATP:n poisto, ATP:n
uutto mikrobisoluista, lusiferaasireagenssin lisdys ja valon mittaus. Useimmissa elintar-
vikkeissa ja juomissa on itsessdéin ATP:a, joka on poistettava nédytteistd ennen mikrobi-
ATP:n uuttamista (Kyriakides & Patel, 1994).

ATP-bioluminesenssimenetelmid on sovellettu hiivojen miérittdmiseen hiivakontami-
naatioille alttiista tuotteista. Mehutiivisteiden hiivapitoisuus voidaan arvioida ATP-
mittauksen perusteella niiden sisiltiessd yli 10° pmy/ml aktiivisesti kasvavaa hiivaa
(Graumlich, 1985). Hedelmédmehun steriiliyden testaus vie 24-30 tuntia (Vossen &
Vanstaen, 1981). Oluen hiivakontaminaatio (~1 pmy/250 ml) voidaan osoittaa yleensd
16-24 tunnin esirikastuksen jialkeen (mm. Avis & Smith, 1989; Miller & Galston, 1989;
Harrison et al., 1990). Ilman esirikastusta oluesta voidaan yleensi todeta ~2-10" hii-
vaa/suodatettu niyte (Miller & Galston, 1989), mutta herkimmilld sovelluksilla on
padsty alle 10 pmy hiivaa/250 ml (Simpson et al., 1989). Erityisreagensseihin ja auto-
maattiseen kuvankasittelyyn perustuvalla RMD-menetelmélld voidaan méérittdd oluesta
1-200 hiivasolua/membraani 10 minuutissa (Dowhanick et al., 1995). ATP-menetelmén
on osoitettu soveltuvan my0s virvoitusjuomien hiivapitoisuuden arviointiin. Menetel-
malld havaittiin 1-10 pmy hiivaa/ml, ja tunnissa voitiin analysoida 30 ndytettd (LaRoc-
co et al., 1985). Hiivalla kontaminoitujen virvoitusjuomien seulontaan on esitetty myos
yksinkertainen sovellus (Littel & LaRocco,1986). Kun menetelmii testattiin 182 kola-
juomalla, se antoi viddrid positiivisia tuloksia vain 3 %. Nestesokerista on voitu todeta
kvantitaviisesti aina 3 pmy/g kahdessa tunnissa. Yhden hiivan osoittamiseksi 100 ml:sta
nestesokeria tarvitaan 24 tunnin esirikastus (Tesch, 1993).

ATP-bioluminesenssimenetelmin merkittdvin etu on sen nopeus. Harvalla muulla pi-

kamenetelmélld on mahdollista saada tulos heti. ATP-menetelmadn huonoimpina puolina
elintarvikesovelluksissa ovat epidspesifisyys ja epdherkkyys. Mikrobiperdisen ATP:n
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erottaminen tuoteperdisestd ATP:sta on tyoldstd ja aikaavievédd ja onnistuu harvoin tiy-
dellisesti. Lisdksi epdspesifisyys rajoittaa menetelmén sovellusmahdollisuuksia ja vai-
keuttaa kvantitointia. Herkkyyttd tarvittaisiin lisdd prosessoitujen elintarvikkeiden kon-
taminanttien osoittamiseksi ilman esirikastusta. Talld hetkelldi ATP-menetelméin vah-
vimpia sovelluksia elintarviketeollisuudessa ovat yksinkertaiset sovellukset, joissa tuo-
teperdistd ja mikrobiperdistd ATP:a ei tarvitse erotella. Téllaisia ovat hygieniamééritys
ja biomassan arviointi heréteviljelmistd, kiymisnéytteistd ja prosessivesisté.

Markkinoilla on nykyéén laaja valikoima eritasoisia ja -hintaisia laitteita. Lisdksi kitteja

on saatavilla ainakin oluen ja hedelmdmehun mikrobikontaminaatioiden osoitukseen
sekd hygieniaméérityksiin.
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Hiivakontaminaatioiden hallinta elintarviketeollisuudessa
Kirjallisuusselvitys

Tiivistelma

Hiivat tunnetaan ldhinnd hyotyorganismeina niiden kdytosti oluen, viinin ja leivdn valmistukses-
sa. Hiivoilla voi olla my6s epédedullisia vaikutuksia elintarvikkeissa. Hallitsematon hiivakasvu
tuotantoketjun eri vaiheissa voi johtaa tuotanto-ongelmiin ja tuotteiden aistittavan laadun heik-
kenemiseen seké ndistd seuraten taloudellisiin tappioihin. Elintarvikkeen mikrobiologisen laadun
takaaminen edellyttddkin yleensd koko tuotantoketjun mikrobiologian hallintaa.

Tédmai katsaus on laaja tietopaketti elintarvikkeiden pilaajahiivoista sekd niiden hallinta-, tunnis-
tus- ja jéljityskeinoista. Alussa tarkastellaan lyhyesti hiivojen yleisid ominaisuuksia ja luokittelua
sekd hiivojen esiintymistd ja vaikutuksia erityyppisissd elintarvikkeissa. Katsauksen painopiste
on pilaajahiivojen kasvun hallintaan vaikuttavien tekijoiden esittelyssd. Mikrobikontaminaatioi-
den ennaltachkéisysséd tuotantohygienialla on avainasema. Katsaukseen on koottu se vihdinen
kirjallisuudessa saatavilla oleva tieto elintarvikeperdisten hiivojen kyvystd muodostaa prosessi-
pinnoille biofilmid sekd prosessiin pesiytyneiden hiivojen tuhoamiseen tutkituista pesu- ja puh-
distusaineista. Katsaukseen on kerdtty my0s uusin tutkimusaineisto elintarvikkeiden sisdisten ja
ulkoisten ominaisuuksien seki eri prosessointi- ja sdilontdmenetelmien vaikutuksista pilaajahii-
voihin. Uusista menetelmistd esitellddn suurpaine, ultradini, valopulssit ja erilaiset pakkaus- ja
yhdistelmédtekniset menetelmét. Perinteisten prosessointi- ja sdilontikasittelyjen teho pilaajakan-
toihin on usein huono eivitkd uudet kevennetyt tekniikat yleensd ole yksinddn riittdvin tehok-
kaita pilaantumisen estdmiseksi. Kevennettyjen tekniikoiden yhdistelmékayttd voisi kuitenkin
tarjota varteenotettavan vaihtoehdon pilaajahiivojen kasvun rajoituksessa. Tutkimus- ja kehitys-
tyotd tarvitaan vield runsaasti. Teollisuuden prosesseihin pesiytyneiden pilaajahiivojen nopea
paikallistaminen ja tunnistaminen on kontaminaation sattuessa tidrkedd tehokkaiden puhdistus-
toimenpiteiden valitsemiseksi ja kohdistamiseksi kriittisiin kohtiin. Katsauksessa kdyddan lipi
yksityiskohtaisesti hiivojen tunnistamiseen ja tyypittdmiseen kehitetyt tekniikat sekéd ndiden tek-
niikoiden edut, haitat ja sovellukset sekd niiden kdyttoon liittyvid ndkdkohtia. Painotus on peri-
man analysointiin perustuvissa DNA-sormenjdlkitekniikoissa. Lopuksi esitellddn hiivojen osoit-
tamiseen ja médrittdmiseen elintarvikkeista kiytettyjd perinteisid ja nopeita menetelmia.
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