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1

JOHDANTO

Tama opinnaytetyo tehtiin St1 Renewable Energy Oy:n Hameenlinnan tuo-
tantolaitoksen toimeksiannosta. Tuotantolaitos valmistaa biojatteista
bioetanolia. Bioetanolin valmistuksessa syntyy sivuvirtana biomassaa, joka
johdetaan biokaasutukseen. Biokaasuprosessista syntyy sivuvirtana mada-
tejaannodsta, joka separoidaan kuiva- ja nestejakeeksi. Saatuja jakeita jat-
kojalostetaan erilaisiksi lannoitetuotteiksi. Saatu nestejae jatkojalostetaan
rejektivedeksi, joka on erds orgaanisten lannoitteiden tyyppinimi. Lannoi-
tetuotteille on asetettu erilaisia laatuun ja hygieniaan liittyvia saannoksia,
joilla voidaan mm. ehkaista erilaisten taudinaiheuttajien paasy ihmisten ja
eldinten ravintoon. Maa- ja metsdtalousministerion lannoitevalmiste-
asetuksen (2011) mukaan lannoitetuotteiden taudinaiheuttajamikrobeja
ovat salmonella, Escherichia coli ja juuripoltesieni.

Opinnadytetydssa selvitettiin rejektiveden mahdollisia kontaminaatioreit-
teja ja -syita St1:n Hameenlinnan tuotantolaitoksella. Tahan liittyvia tutki-
muskysymyksia olivat:

— Onko rejektivesivarastosailididen ymparistdssa havaittavissa mikro-
bipitoisuuksien nousua kesdakuukausien aikana?

— Mista rejektiveden mahdollinen kontaminoituminen voi johtua?
Mista mahdolliset taudinaiheuttajamikrobit kulkeutuvat rejektive-
teen?

Rejektivesi kay lapi prosessoinnin aikana hygienisoinnin, joka tuhoaa kaikki
taudinaiheuttajamikrobit. Onnistuneesta hygienisoinnista huolimatta on
silti mahdollista, etta rejektivesi voi kontaminoitua varastoinnin aikana eri-
laisista syistd ennen paatymista asiakkaalle. Tutkittavaksi taudinaiheut-
taja- eli indikaattorimikrobiksi valittiin E. coli. Laitokselta kerattiin kesan
2017 aikana erilaisia neste-, ilma- ja pintasivelynaytteitd, joista analysoitiin
kvantitatiivisesti ja kvalitatiivisesti erilaisia mikrobeja ja mikrobipitoisuuk-
sia. Tulosten perusteella voitiin arvioida ja kartoittaa rejektiveden mahdol-
lisia kontaminaatioreitteja ja -syitd. Tulosten perusteella laitoksella voitiin
tehda tarvittavia muutoksia rejektiveden hygieenisen laadun takaamiseksi
myos jatkossa.

Opinnaytetyossa selvitettiin myos Hygienan EnSURE-luminometrin ja Mic-
roSnap E. coli -testin soveltuvuutta rejektiveden mikrobiologiseen laadun-
hallintaan. Tahan liittyva tutkimuskysymys oli:

— Soveltuuko Hygienan EnSURE-luminometri ja MicroSnap E. coli -testi
rejektiveden mikrobiologisen laadun testaamiseen? Jos ei sovellu,
mika siihen voi olla syyna?



Ennen tyon toimeksiantoa ja tydn toteutuksen aikana laitoksella kdytdssa
ollut testausmenetelma ei ollut toivotun nopea laitoksen tarpeisiin. Tyon
tilaajan toivomuksena oli saada helppokayttéinen menetelma, jolla rejek-
tiveden mikrobiologinen laatu voitaisiin selvittda yhden tyovuoron aikana.
EnSURE-luminometrilla ja MicroSnap E. coli -testilla tulokset valmistuvat
6—-8 tunnissa. Menetelma on kehitetty elintarvike- ja juomateollisuuden
tarpeisiin ja silla voidaan testata myos prosessilaitteiden puhtautta pinta-
naytteilla. Tasta syysta menetelman soveltuvuudesta rejektivedelle herasi
tyon alussa kysymyksia: onnistuuko rejektiveden pH:n saato testin vaati-
maan arvoon ja onko rejektiveden sameudella vaikutusta tulosten luotet-
tavuuteen? Menetelmalle suoritettiin kesan ja syksyn 2017 aikana yh-
teensa kolme testia tai koetta, joiden tulosten perusteella menetelman so-
veltuvuus rejektivedelle voitiin selvittaa.

Opinnaytetyon alkuun (luvut 2-6) on etsitty kirjallisuudesta tietoa biokaa-
suprosessin sivuvirroista, lannoitevalmisteiden tuotannon omavalvon-
nasta, lannoitevalmisteiden laatukriteereista, Escherichia colista ja mikro-
biologisista pikamenetelmista E. colin testaamiseen.

2 BIOKAASUN TUOTANTOPROSESSIN SYOTTEET JA POISTEET

Biokaasuprosessi on anaerobinen madatysprosessi, jossa erilaiset mikro-
organismit hajottavat prosessin syOtteiden orgaanista ainesta. Biokaa-
suprosessi koostuu neljasta paavaiheesta: hydrolyysistd, fermentaatiosta,
asetogeneesista ja metanogeneesista. Viimeisessa vaiheessa eli metano-
geneesissa metanogeenimikrobit tuottavat biokaasua eli metaania ja hiili-
dioksidia. (Kymaldinen 2015, 60-62.)

Prosessista jaa jaljelle poiste eli madatysjaannds tai madatejaannds, jota
kutsutaan myos kasittelyjaannokseksi. Tama jaannos sisaltaa runsaasti ra-
vinteita, joten sitd joko kdytetdan sellaisenaan lannoitteena ja maanparan-
nusaineena tai sitd jatkojalostetaan erilaisiksi lannoitetuotteiksi. (Kinnu-
nen & Rintala 2015, 9-10, 18.)

2.1 Biokaasuprosessin syotteet

Biokaasuprosessin syotteinad eli orgaanisen aineksen lahteina kaytetdaan
yleensa helposti hajoavia eloperadisia materiaaleja. Syotteina voi toimia esi-
merkiksi teollisuuden tai yhdyskuntien jatevesilietteet, kasviperaiset jat-
teet ja biomassat seka eldinperaiset sivutuotteet kuten ruokajate ja lanta.
(Latvala 2009, 22.)

Syotemateriaalit tulee kasitellda ennen kuin ne voidaan syottaa prosessiin.
Kasittelyssa syotteista poistetaan epdpuhtaudet, ne murskataan tarvitta-
van hienoksi ja sekoitetaan tasalaatuiseksi. Saadun massan kuiva-



ainepitoisuus ja orgaanisten aineiden pitoisuus eli orgaaninen kuorma tu-
lee saataa sopivaksi, jotta biokaasuprosessi toimii halutulla tavalla. Syote-
materiaaleista riippuen syotemassalle tulee myos suorittaa tarvittaessa
hygienisointi tai sterilointi haitallisten tai vaarallisten mikrobien tuhoa-
miseksi. Jos syote koostuu useammasta eri materiaalista, sille tehdadan vaa-
tivimman materiaalin mukainen kasittely. Maatilatason biokaasuproses-
seissa syoOtteille ei valttamatta tarvitse suorittaa esikasittelyita, kun tunne-
taan lannan ja viherbiomassojen ominaisuudet ennalta. Naista syotteista
saatavia lopputuotteita ei voi kuitenkaan kutsua lannoitteiksi ja niihin so-
velletaan raakalannalle annettuja kayttosuosituksia ja sopimusmenette-
lyja. Syotteina olevia puhdistamolietteita ei tarvitse hygienisoida, jos niista
saatava kasittelyjaannos jatkojalostetaan jollakin toisella laitoksella. (Lat-
vala 2009, 23-24.)

Eldinperaisia sivutuotteita kasitellessa on noudatettava muiden kuin ihmis-
ravinnoksi tarkoitettujen, eldaimista saatavien sivutuotteiden terveyssaan-
noistda annettua Euroopan parlamentin ja neuvoston sivutuoteasetusta.
Syotteet tulee hygienisoida aina, jos kasiteltavana on luokan 3 eldinperai-
sia sivutuotteita. Luokka 3 sisaltdaa mm. ruokajatteita seka elintarviketeol-
lisuuden sivutuotteita. Hygienisointi tapahtuu 70 asteessa vahintaan tun-
nin ajan, kun syotteen partikkelikoko on maksimissaan 12 millimetria. Hy-
gienisointi voidaan tehda ennen tai jalkeen biokaasuprosessin. Sterilointi
vaatii 133 asteen lammon vahintdan 20 minuuttia 3 barin paineessa. (Lat-
vala 2009, 38.)

Syotteisiin voi esikasittelysta huolimatta jdada epapuhtauksia kuten muo-
veja ja metallia ja ndiden lisdksi syotteet voivat sisaltdaa haitallisia yhdis-
teitd, joita ovat mm. orgaaniset haitta-aineet, lddkeaineet ja hormonijaa-
mat. Namakin komponentit haitallisten mikrobien lisdksi on pystyttava
poistamaan biokaasuprosessin aikana tai sen jilkeen, jotta madatejaan-
noksen hyddynnettavyys lannoitevalmisteiksi pysyisi edelleen toivotulla
tasolla. (Paavola & Kapuinen 2015, 95-96.)

2.2 Biokaasuprosessissa syntyva poiste

Poiste eli madatejaannos tai kasittelyjaannos on erittdin ravinnepitoista ja
se sopii orgaanisen alkuperansa ansiosta hyvin lannoitetuotteeksi ja se on
lannoitteena jopa nopeampitehoisempaa kuin alkuperdinen syétemateri-
aali, koska ravinteet ovat madatejaannoksessa kasveille edullisemmassa
muodossa. Orgaaninen lannoite lisdd maaperan biologista aktiivisuutta ja
auttaa hyvan maarakenteen saavuttamista pelloilla mm. veden ja ravintei-
den sitomiskyvyn ansiosta. (Kari & Hakkinen n.d., 14.)

Madatejadannos on tyypillisesti hyvin markaa ja tasakoosteista ainesta, joka
voidaan etenkin maatilatasolla levittda sellaisenaan pellolle lannoitteeksi,
jos syotemateriaalina on kaytetty tilalla syntyvia kasvi- ja eldinperdisia ja-
keita. Kuitenkin kasittelemattoman madatejaanndksen sisaltama typpi voi
haihtua herkasti ilmaan, jolloin kasveille jaa vahemman typpea
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hyddynnettavaksi. Madatejadnnosta kannattaa siis jollakin tavalla kasitella
ravinteiden sailyvyyden parantamiseksi. (Kari & Hakkinen n.d., 14; Latvala
2009, 50-51.)

Varsinkin laitoskoon kasvaessa madatejaannoksen jatkokdasittely on
yleensa tarpeellista. Madatejaannoksen ensimmainen kasittely on yleensa
sen erottelu neste- ja kuivajakeeksi. Erotusmenetelmia on olemassa
useita, joita ovat mm. erilaiset lingot, seulat, ruuvikuivaimet, kuivaus ja
haihdutus. Erottelusta saatava nestejae sisaltdaa yleensa suurimman osan
madatejaannoksen typesta ja kuivajae suurimman osan fosforista. Nama
ovat kasvien viljelyn kannalta tarkeimmat ravinteet. (Paavola & Kapuinen
2015, 99; Motiva Oy 2013, 13.)

Eroteltua nestejaetta, jota kutsutaan myds rejektivedeksi, voidaan kayttaa
sellaisenaan lannoitteena mutta on yleista, etta sille tehdaan viela jatko-
kasittelyja. Jatkokasittelytekniikoita on useita, mm. strippaus, haihdutus ja
kalvosuodatus. (Paavola & Kapuinen 2015, 102.) Nestejakeen kasittelytek-
niikoilla tavoitellaan yleensa sen sisdltaman ammoniumtypen talteenottoa
erilaisiksi typpiliuoksiksi esimerkiksi ammoniumsulfaatiksi, tai nestejakeen
konsentroimista, jolloin sen kuljettamisesta tulee kannattavampaa (Paa-
vola & Kapuinen 2015, 104; Luostarinen 2013, 20).

Kuivajaetta voidaan kdyttaa sellaisenaan mutta sitd voidaan myos jalkista-
biloida lisadamalla sekaan mm. turvetta ja hiekkaa. Jalkistabilointi muuttaa
jakeen kasiteltavyytta ja vahentda mahdollisia hajuhaittoja. Kuivajakeelle
on myds mahdollista tehda lampokasittely, jossa sita kuivataan ja kuivauk-
sen yhteydessa massasta voidaan valmistaa esimerkiksi pelletteja. (Paa-
vola & Kapuinen 2015, 110-111.)

3 LANNOITEVALMISTEIDEN TUOTANNON OMAVALVONTA

Lannoitevalmisteita tuottavan yrityksen on tunnettava kriittiset valmistus-
ja kasittelyvaiheet, jotka liittyvat lannoitevalmisteiden laatuun. Vaiheista
ei saa aiheutua vaaraa ihmisten tai eldinten turvallisuudelle eikd ihmisten,
eladinten ja kasvien terveydelle eikd ymparistolle. Valmistuksen ja kasitte-
lyn kriittisia vaiheita tulee valvoa saannoéllisesti, omavalvontavelvoittei-
sesti. Evira on velvollinen auttamaan omavalvontasuunnitelman laatimi-
sessa ja toteuttamisessa. (Lannoitevalmistelaki 2006/539 § 13.)

Omavalvontasuunnitelma on kirjallinen suunnitelma, joka toimitetaan Evi-
ralle ja suunnitelmaa on toteutettava kdytannossa. Suunnitelmaan tulee
selvittda toimintaan liittyvat tyovaiheet, tyovalineet, koneet, laitteet, lop-
putuotteet ja niiden valvonta. Toiminnan kriittiset vaiheet ja menetelmat
vaiheiden valvomiseksi tulee madaritella. Kriittisille vaiheille maaritellaan
toimenpiderajat ja menettelyt, joihin ryhdytdaan toimenpiderajojen mah-
dollisesti ylittyessa. Myos suunnitelma toimenpiteista lannoitteen laadun



ollessa puutteellista tulee kuvata. Noudattaessa omavalvontasuunnitel-
maa, toiminnanharjoittaja pystyy ennaltaehkdisemaan puutteellisen laa-
tuisen tuotteen paasyn kdyttoon. (Evira 2012.)

Evira antaa omavalvontasuunnitelman laadintaohjeissa (2012) kuvauksen
suunnitelman sisallosta. Suunnitelmasta tulee |16ytya seuraavat asiat:

— toiminnasta vastuussa olevat henkil6t ja henkilokunnan perehdytta-
minen

— raaka-aineiden vastaanotto

— maahantuonti ja sisdmarkkinointi

— eradkohtainen jaljitettavyys

— tuotanto- ja toimintaprosessit

— hadirictilanteet

— laadunvalvonta- ja ndytteenottosuunnitelma

— laatupoikkeamat

— varastointi, sadilytys ja kuljetus

— tuotekehitys- ja koetoiminta.

Toiminnanharjoittajan on toimitettava vuosittain Eviralle omavalvontara-
portti, josta ilmenee kriittisten valmistus- seka kasittelyvaiheiden valvon-
nan tulokset, omavalvonnassa havaitut ongelmat ja puutteet ja kuinka nii-
hin on reagoiduttu. (Lannoitevalmistelaki 2006/539 § 15.)

Omavalvontaan liittyvien analyysien virallisena laboratoriona toimii Evira.
Jos toiminnanharjoittaja haluaa kayttaa analyysien teettdamiseen jotakin
muuta laboratoriota, tulee sen olla Eviran hyvaksyma. Tallainen laborato-
rio on pateva tekemaan analyyseja EY:n lainsddadannon mukaan tai vahin-
taankin kansainvalisesti hyvaksytyilla standardimenetelmilla. My6s yhta
patevat validoidut lannoitevalmisteiden analysointiin ja ndytteenottoon
liittyvat menetelmat ovat hyvaksyttavia. (Lannoitevalmistelaki 2006/539 §
19.)

4 LANNOITEVALMISTEIDEN LAATUKRITEERIT

Lannoitevalmisteiden tulee tayttda lannoitevalmistelaissa sekd sen nojalla
annetuissa saadoksissa asetetut vaatimukset. Yksi ndista saadoksista on
maa- ja metsatalousministerion asetus lannoitevalmisteista. Asetuksessa
on annettu tarkemmin sdadannoksia lannoitevalmisteiden tyypeista ja niiden
vaatimuksista, tyyppinimiryhmistd seka valmisteiden laatu-, merkinta-,
pakkaus-, kuljetus-, varastointi-, kaytté- ja muista vaatimuksista. Asetuk-
sen liitteessa IV on annettu rajoitukset lannoitevalmisteiden haitallisille ai-
neille, elicille ja epdpuhtauksille. (Lannoitevalmistelaki 2006/539 § 5; Maa-
ja metsatalousministerion asetus lannoitevalmisteista 24/11.)



Lannoitevalmisteisiin luetaan lannoitteet, kalkitusaineet, maanparannus-
aineet, kasvualustat ja mikrobivalmisteet. Kaikki edellad luetellut ovat lan-
noitevalmistetyyppinimiryhmia. Esimerkiksi biokaasuprosessista saatava
madatejaannos ja siita separoitu kuivarakeeksi jalostettu kuivajae luokitel-
laan maanparannusaineeksi. Madatejaannoksesta separoitu nestejae taas
luokitellaan lannoitteeksi. (Maa- ja metsatalousministerio n.d; Marttinen,
Paavola, Ervasti, Salo, Kapuinen, Rintala, Vikman, Kapanen, Torniainen,
Maunuksela, Suominen, Sahlstrom & Herranen 2013, 11.) Kaikki koti-
maassa markkinoille tuotetut seka ulkomailta tuodut lannoitevalmisteet
tulee kuulua kansalliseen lannoitevalmisteiden tyyppinimiluetteloon tai
EY-lannoitteiden osalta lannoitetyyppien luetteloon (Maa- ja metsatalous-
ministerio n.d.).

4.1 Tuotteiden laatukriteerit

Lannoitteiden paaravinteita ovat typpi, fosfori ja kalium. Lannoitteissa tu-
lee olla myds tietty maara sivu- ja hivenravinteita (kalsium, magnesium,
natrium, rikki), joiden pitoisuus tulee ilmoittaa tuotteessa. Lannoitevalmis-
teasetuksessa on ilmoitettu lisaksi muitakin ravinteita, joiden vahimmais-
pitoisuus voidaan ilmoittaa tuotetyypista riippuen. Epdorgaanisiin lannoit-
teisiin voidaan lisata sallittuja orgaanisia aineita seka kelaatteja ja komp-
leksin muodostajia. Kaikille lannoitevalmisteille on lueteltu erilaisia ravin-
teisiin ja muihin ominaisuuksiin liittyvida poikkeamia, jotka sallitaan tuot-
teessa. (Maa- ja metsatalousministerion asetus lannoitevalmisteista
24/11.)

Sallittujen tai vahimmaisravinnepitoisuuksien lisdksi asetuksessa on an-
nettu enimmaispitoisuuksia haitallisille aineille, eliille ja epapuhtauksille.
Haitallisia aineita ovat erilaiset alkuainemetallit. Haitallisia elioitd ovat tau-
dinaiheuttajat (ks. luku 4.2) ja kasvintuhoojat. Kasvintuhoojia ei saa esiin-
tya ollenkaan kasviperdisistd raaka-aineista tai multajakeista valmiste-
tuissa lannoitevalmisteissa. Kasvintuhoojien leviamiseksi ja ennaltaehkai-
semiseksi on annettu asetuksessa erilaisia ohjeita. Lannoitevalmisteiden
epapuhtauksiksi on lueteltu enimmaispitoisuuksina erilaiset rikkakasvin-
siemenet, roskat (mm. lasi, metalli ja muovi), hukkakaura seka kasvin osat.
(Maa- ja metsatalousministerion asetus lannoitevalmisteista 24/11.)

4.2 Tuotteiden mikrobiologiset laatukriteerit

Maa- ja metsatalousministerion lannoitevalmisteasetuksessa (2011) on il-
moitettu kolme taudinaiheuttajaa ja indikaattorieli6ta, joille on annettu
enimmaispitoisuusrajat lannoitetuotteissa. Taudinaiheuttajat ovat salmo-
nella, Escherichia coli ja juuripoltesieni. Salmonellaa ei saa esiintya ollen-
kaan 25 grammassa ndytettd, E. colia saa olla korkeintaan 1 000 pmy/g ja
ammattimaiseen kasvihuoneviljelyyn tarkoitetuissa kasvualustoissa kor-
keintaan 100 pmy/g. Juuripoltesientd ei saa esiintyd ollenkaan



taimituotannossa kaytettadvissa kasvualustoissa. (Maa- ja metsatalousmi-
nisterion asetus lannoitevalmisteista 24/11.)

4.2.1 Salmonella

Salmonella on suolistobakteeri, joka voi lisddntya hapellisissa ja hapetto-
missa olosuhteissa ja se voi sdilya hengissa suoliston ulkopuolella. Se on
myo6s zoonoosi eli se voi levitd eldimista ihmisiin ja pdinvastoin. Tuotan-
toeldimet voivat saada tartunnan saastuneesta rehusta tai juomavedesta.
Myads ihmisiin salmonella voi tarttua ruoan ja veden valityksella. Suomessa
on tehokas salmonellavalvontaohjelma ja Suomessa esiintyykin Ruotsin ja
Norjan lisdksi hyvin vdahan salmonellatartuntoja. (Evira 2016a.) Salmonel-
lalla saastuneet lannoitteet on kasiteltava uudelleen siten, etta salmonella
tuhoutuu. Kasittelematon saastunut erd voidaan kayttaa esimerkiksi sulje-
tulla teollisuusalueella tai kaatopaikan maisemoinnissa siten, etta kaytosta
ei aiheudu salmonellan levidmisvaaraa. (Evira 2017.)

4.2.2 Escherichia coli

Escherichia colia tavataan normaalisti ihmisten ja eldinten suolistossa ja se
on hyodyllinen suoliston bakteeri, joka osallistuu mm. haitallisten baktee-
rien kasvun ehkaisyyn suolistossa. Jotkin E. coli -kannat ovat kuitenkin
muuntuneet ominaisuuksiltaan siten, ettd ne voivat sairastuttaa eldimen
tai ihmisen. Yksi tallainen muuntunut E. coli on EHEC-bakteeri eli entero-
hemorraaginen E. coli. Tama on shigatoksiineja tuottava bakteeri (STEC).
(Evira 2016b; WHO 2017; Terveyden ja hyvinvoinnin laitos 2015.)

Nautakarja ja muut marehtijat voivat olla bakteerin oireettomia kantajia.
Nautaeldinten suoliston voidaankin katsoa olevan EHEC-bakteerin luon-
nollinen varasto ja lahde. Jos bakteeria esiintyy esimerkiksi elintarvik-
keissa, on se aina merkki ulosteperdisesta saastumisesta. Elintarvikkeet
voivat saastua jo aikaisessa vaiheessa, jos esimerkiksi lypsettava maito tai
teurastettava liha kontaminoituu huonon hygienian vuoksi. Likaantuneet
kasteluvedet voivat saastuttaa esimerkiksi vihanneksia. Tartunnan saanut
ihminen voi levittdd bakteeria eteenpadin, jos tehokkaasta kasihygieniasta
ei huolehdita. Tartunnan voi saada myds saastuneen uimaveden valityk-
sella. (Evira 2016b.) EHEC-bakteeri tuhoutuu yli 70 asteessa (Hallanvuo &
Johansson 2010, 49).

EHECin tarttumiseen vaaditaan vain pieni maara bakteereja, 10-100 kap-
paletta, ja sen itdmisaika on yleensda 3-4 paivda. Tartunnan saanut saa
yleensa voimakkaita vatsan kouristuksia ja veriripulin. Joillekin voi kehittya
sairauden jalkeen vakava munuaisten hairid, tajunnanhairidita tai anemia.
Erityisia riskiryhmia EHECille ovat etenkin lapset ja vanhukset. (Terveyden
ja hyvinvoinnin laitos 2015; Jalava, Kuusi, Siitonen & Ruutu 2007, 3-4.)



4.2.3

Juuripoltesieni

Juuripoltesieniin kuuluu mm. Fusarium eli punahome. Sitd tavataan
yleensa viljoissa ja maississa. Punahomeet tuottavat aineenvaihdunta-
tuotteina homemyrkkyja. Pitkdaikainen altistuminen naille toksiineille voi
aiheuttaa terveydelle haittoja kuten elimiston puolustusmekanismien
heikkenemista. (Maa- ja metsatalousministerion asetus lannoitevalmis-
teista 24/11; Evira 2016c.)

5 ESCHERICHIA COLIN KASVU- JA SAILYMISOLOSUHTEET

Escherichia coli eli E. coli tai kolibakteeri kuuluu lampdkestoisiin koliformi-
siin bakteereihin. Koliformiset bakteerit ovat fakultatiivisesti anaerobisia ja
gramnegatiivisia sauvabakteereja, joita voidaan kutsua myds kolimuotoi-
siksi bakteereiksi. (Tassd opinnaytetydssa on kdytetty nimitysta koliformit.)
Koliformisia bakteereja on olemassa montaa eri tyyppid, joista tunnetuim-
pia ovat Escherichia-, Enterobacter- ja Klebsiella-sukujen lajit. (Valvira
2016, 8.)

E. colin havaitseminen kertoo aina suolisto- tai ulosteperaisesta saastumi-
sesta ja se on yksi parhaista kdytettdvissa olevista indikaattorimikrobeista
suolistoperadiselle saastumiselle. E. coli ei lisdanny ainakaan merkittavasti
suoliston ulkopuolella. (Valvira 2016, 6.) Kuitenkin van Elsas ym. (2010,
176) toteavat raportissaan E. colin selviytymisesta ymparistossa E. colin
pystyvan lisdantymaan avoimissa ymparistoissa, riippuen tosin lajista ja
ympariston olosuhteiden vakaudesta. Muut koliformiset bakteerit taas
pystyvat lisddntymaan esimerkiksi maaperassa ja jatevesissa (Valvira 2016,
6).

Toisin kuin E. coli, muut koliformiset bakteerit voivat olla peraisin muual-
takin kuin ihmisen tai eldimen suolistosta, kuten maaperastd, kasveista tai
teollisuusjatevesista. Esimerkiksi vesianalytiikassa koliformisten baktee-
rien havaitseminen vesindytteesta ei siis aina valttamatta ole merkki ulos-
teperdisesta saastumisesta. Koliformiset bakteerit toimivat kuitenkin hy-
vana indikaattorina talousveden yleiselle saastumiselle ja loydettdessa
niita talousvedests, valittdomana toimenpiteena aletaan selvittaa kontami-
naation syyta ja vesiverkostoa aletaan kasitelld esimerkiksi huuhteluilla ja
desinfioinneilla. (Valvira 2016, 8-9.)

Ihssen ym. (2007, 2053) kertovat Savageaun raportin (1983) mukaan, etta
E. coli -bakteerin elama on kaksivaiheista: isdnnasta riippuvaista ja isan-
nasta riippumatonta. Kun E. coli paatyy ihmisen tai eldimen ruoansula-
tuselimistoon, se joutuu hetkellisesti suuren stressin alaiseksi vatsalaukun
alhaisen pH:n vuoksi (lhssen, Grasselli, Bassin, Francois, Piffaretti, Koster,
Schrenzel & Egli 2007, 2062). Mutta se kestaa hyvinkin happamia olosuh-
teita, esimerkiksi EHEC-bakteerille on ilmoitettu ainakin pH-arvot 2,5 (van



Elsas, Semenov, Costa & Trevors 2010, 174) ja 3,6 (Albrecht n.d.), joista se
voi selviytyd. Kun E. coli on selviytynyt vatsalaukusta suolistoon, silld on
erinomaiset olosuhteet kasvulle ja lisdantymiselle (van Elsas ym. 2010,
175). Ulosteperaisten koliformisten bakteerien lisédntymisnopeus on ylei-
sesti ottaen korkea, jos olosuhteet ovat hyvat (Oram 2014). Suoliston ul-
kopuolella E. coli pystyy elamaan haasteellisissa olosuhteissa. Evoluutio on
muovannut E. colia selviytymaan laajalti erityyppisilla ravintoaineilla avoi-
missa ympadristoissa. (lhssen ym. 2007, 2062; ks. myds van Elsas ym. 2010,
175.) Esimerkiksi EHEC-bakteeri voi sdilya jopa useita viikkoja erilaisissa
elintarvikkeissa ja se kestaa myos pitkia aikoja kylmissa vesissa (Hallanvuo
& Johansson 2010, 49).

Jotkin E. coli -lajit pystyvat luomaan siimamaisia rakenteita, joilla ne pysty-
vat tarttumaan esimerkiksi viljelykasvien pinnoille saastuneen lannoitteen,
veden tai jopa E. colin kantajana toimivan karpasen (Talley, Wayadande,
Wasala, Gerry, Fletcher, DeSilva & Gilliland 2009, 1551) valityksella. E. coli
pystyy jopa loytamaan tiensa kasvin rakenteen sisdosiin esimerkiksi kasvin
juurien kautta (Solomon, Yaron & Matthews 2002, 400), jolloin E. colin kul-
keutumista ihmisen tai eldimen ravintoon on viela vaikeampi ehkaista kas-
vin huuhteluista ja pesuista huolimatta. Talléin on vaarana, etta harmitto-
mien E. coli -bakteerien lisdksi patogeenisia E. coli -bakteereja (esim. EHEC)
levida saastuneesta kasvista muihin tuotteisiin esimerkiksi elintarvikkeiden
tuotantolaitoksilla. (van Elsas ym. 2010, 176.)

EHEC-bakteeri on mikrobiologisilta ominaisuuksiltaan samankaltainen kuin
tavallinen E. coli. Mahdollinen tartunta tapahtuu suoraan esimerkiksi saas-
tuneen elintarvikkeen, kasien tai sairastuneen ihmisen tai eldimen ulos-
teen valityksella. (Jalava ym. 2007, 3-7.) My0s saastuneesta uimavedesta
voi saada tartunnan. Esimerkiksi Suomen ensimmainen raportoitu EHEC-
epidemia vuonna 1997 sairastutti 18 ihmista ja syyksi voitiin osoittaa saas-
tunut uimavesi. (Hallanvuo & Johansson 2010, 52.) Voi olla kuitenkin mah-
dollista, etta sairastuminen tapahtuisi myos ilman valitykselld. USA:ssa on
raportoitu tapauksia, joissa ihmisid on saanut E. coli -tartunnan maatalous-
messujen tyyppisissa tapahtumissa. Sairastumisien syyksi on epailty polyi-
sia elainnadyttelytiloja, jolloin on todennakdista, ettd kuivuneesta eldinten
ulosteesta on levinnyt E. colia pélyn mukana tarjolla olleen ruoan joukkoon
tai suoraan ihmisten suuhun. (Christie 2002.)

E. colin selviytymista aerosolissa on tutkittu jonkin verran ja yleisesti ot-
taen E. coli kestaa paremmin matalampia lampétiloja ja korkeita kosteus-
pitoisuuksia mutta esimerkiksi typpikaasussa E. coli selviaa ehka paremmin
painvastaisissa olosuhteissa (Wathes, Howard & Webster 1986, 489). Wat-
hes ym. (1986, 489) toteavat tutkimuksessaan, etta E. colin kuoleminen oli
varsin nopeaa alle 50 % suhteellisissa kosteuksissa — 30 asteessa (puoliin-
tumisaika 3 minuuttia) nopeampaa kuin 15 asteessa (puoliintumisaika 14
minuuttia). Korkeassa kosteuspitoisuudessa ja 30 asteessa puoliintumis-
aika oli 14 minuuttia ja 15 asteessa 83 minuuttia.
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6 MIKROBIOLOGISIA PIKAMAARITYSMENETELMIA E. COLILLE

Mikrobiologiset maaritysmenetelmat voidaan jakaa karkeasti perinteisiin
menetelmiin ja pikamenetelmiin. Perinteiselld menetelmalla tarkoitetaan
yleensa maljaviljelyd, joka on aikaa vievaa. Erilaisissa tuotantotiloissa myds
aistinvarainen puhtaustarkkailu voidaan lukea kuuluvaksi perinteisen me-
netelman tueksi. Pikamenetelmat ovat nimestdaan huolimatta kayttdkel-
poisia vaihtoehtoja kdytossa oleville referenssimenetelmille, joskin ne ti-
lanteesta riippuen eivat valttamatta voi taysin korvata perinteisia mene-
telmia. Mikrobiologiset pikamenetelmat voivat perustua esimerkiksi impe-
danssiin, varin muodostukseen, luminesenssiin, spesifisten vasta-aineiden
madritykseen tai DNA-tekniikkaan. (Nurmela 2006; Johansson 2007.)

Luvuissa 6.1-6.4 on esitelty nelja mikrobiologista pikamaaritysmenetel-
maa E. colin testaamiseen.

6.1 Colilert

Colilert-menetelma soveltuu talousveden seka lahde- ja jatevesien testaa-
miseen ja se perustuu kromogeeniseen ja fluorogeeniseen reaktioon. Ana-
lysoitavaan ndytteeseen lisataan reagenssi ja saatu seos kaadetaan erdan-
laiseen pussiin tai liuskaan (Kuva 1), jossa on kammioita. Jos naytteessa on
koliformeja, kammioita muuttuu keltaiseksi (kromogeeninen reaktio) ja jos
ndytteessa on E. colia, keltaisen varin lisdksi kammiossa voidaan havaita
fluoresenssia (fluorogeeninen reaktio). Fluoresenssi voidaan havaita par-
haiten 6 watin ja 365 nanometrin UV-valolla pimedssa huoneessa. (Pitka-
nen, Kalso, Vepséldinen, Rapala & Niemela 2009, 12; IDEXX 2017a; IDEXX
2017b.) Colilert-menetelmaa kaytettdaessa tulokset varmistuvat 18-24 tun-
nin kuluessa analyysin aloittamisesta. Inkubointi tapahtuu 35-36 asteessa.
Analyysin tekijalle menetelman kayttd on helppoa; ndytteen saa inkuboi-
tumaan alle minuutissa. (Pitkdnen ym. 2009, 3—-4; IDEXX 2017a.)

Kuva 1. Tulosten lukemista Colilert Quanti-Tray -liuskalta (IDEXX 2017b).
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6.2 3M Petrifilm E. coli / Coliform Count Plate ja Select E. coli Count Plate

Petrifilmit ovat perinteisida maljoja nopeampi ja vihemman tilaa vieva vaih-
toehto mikrobien maarittamiseen ndytteesta. Filmit on alun perin suunni-
teltu elintarviketeollisuuden tarpeisiin mutta niilla voi my0s testata esi-
merkiksi ymparistonaytteita. (3M Food Safety 2013; 3M Food Safety 2010.)

3M E. coli / Coliform Count Plate -filmeilla (Kuva 2) voidaan maarittaa E.
coli ja koliformit 35 asteessa ja 24-48 tunnissa riippuen ndytteesta. Fil-
missd on VRBL-agaria, hyyteldimisainetta seka glukuronidaasi- ja tetrazo-
lium-indikaattoria. Koliformipesakkeet varjaytyvat alustalla punaisiksi ja
glukuronidaasipositiiviset E. coli -kannat nakyvat sinisina saostumina bak-
teeripesakkeiden ymparilla. Pesdakkeet voidaan laskea filmilta kasin tai sii-
hen tarkoitukseen suunnitellulla lukijalla. (Labema n.d.a; 3M 2015.)

Kuva 2. 3M Petrifilm E. coli / Coliform Count Plate (3M 2017a).

3M Select E. coli Count Plate -filmeilld (Kuva 3) voidaan maarittaa nayt-
teesta E. coli 24 tunnissa 42 asteessa. My0s talla alustalla E. coli -pesakkeet
varjaytyvat sinisiksi glukuronidaasipositiivisuudesta johtuen. (Labema
n.d.b; 3M 2017b.)

Kuva 3. 3M Petrifilm Select E. coli Count Plate (3M 2017b).
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6.3 Compact Dry EC

Compact Dry -kuivamaljat ovat valmiita kromogeenisia elatusainealus-
toja, joita on valmistettu mm. koliformien ja E. colin maarittamiseen: Com-
pact Dry EC (Kuva 4). Compact Dry -maljoja kaytetddan mm. tuotteiden seka
pintahygienian laadun analysointiin. Naytetta pipetoidaan maljalle, tai
maljalle voidaan ottaa pintandyte painamalla sitd kohdetta vasten. Tulok-
set valmistuvat 24-48 tunnin inkuboinnin jalkeen maljatyypista riippuen.
Compact Dry EC -maljoilla on kaksi kromogeenista substraattia: Magenta-
Gal (koliformit) ja X-Gluc (E. coli). Maljoilta lasketaan sinisiksi varjaytyneet
E. coli -pesakkeet sekd punaisiksi varjaytyneet koliformipesakkeet. (La-
bema n.d.c; Hardy Diagnostics 2017a.)

Kuva 4. Tulosten laskemista Compact Dry EC -kuivamaljalta (Hardy Diag-
nostics 2017b).

6.4 EnSURE ja MicroSnap E. coli

Hygienan EnSURE-luminometri (Kuva 5, s. 13) on valmistajan mukaan
markkinoiden herkin valodiodiluminometri ja se soveltuu erityisen hyvin
MicroSnap-testien tekemiseen (Net-Foodlab Oy n.d.a). Luminometrien toi-
mintaperiaate perustuu luminometriaan eli ATP-mittaukseen. ATP-
molekyyli eli adenosiinitrifosfaatti kuuluu osana kaikkien solujen energia-
aineenvaihduntaan. ATP:lld on kyky tuottaa valoa reagoidessaan lusiferii-
nin kanssa reaktiossa, jossa lusiferaasi-entsyymi toimii katalyyttina, ja
”syntyvan valon maara on suorassa suhteessa naytteen sisaltamaan solu-
maaraan ja se mitataan luminometrilla”. (Net-Foodlab Oy n.d.b.) Lu-
minometriaa kdytetaan erityisesti pintapuhtauden analysoinnissa. Monet
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pintapuhtauden analysointiin tarkoitetuista luminometreista kayttaa
”singleshot”-reagensseja. ”Singleshot”-reagenssit ovat naytepuikkoja,
jotka sisaltavat naytteenottopuikon seka kaikki analyysiin tarvittavat rea-
genssit ja mittaus voidaan tehda laittamalla koko naytepuikko luminomet-
riin. EnSURE-luminometrilla nadytepuikon tulos saadaan 15 sekunnissa.
(Net-Foodlab Oy n.d.b; Hygiena n.d.a.)

Kuva 5. Hygienan EnSURE-luminometri (Hygiena 2017).

Hygienan MicroSnap-testit ovat nopeita bioluminesenssiin perustuvia me-
netelmia. MicroSnap soveltuu pintojen (koneet, laitteet, kadet jne.) seka
nesteiden ja kiinteiden aineiden hygienian analysointiin. (Net-Foodlab Oy
n.d.c.) MicroSnapilla tulokset analysoitavasta naytteestd saadaan joko 6-
7 tai 8 tunnin inkuboinnin jalkeen. 6-7 tunnissa saadaan selville mikrobien
lukumaara ja 8 tunnin inkuboinnilla voidaan varmistaa, sisdltaako nayte
tutkittavia mikrobeja vai ei. MicroSnap-testeja on E. colin ja koliformien
(Kuva 6, s. 14) seka enterobakteerien ja kokonaisbakteerien analysoimista
varten. (Hygiena n.d.b.)
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Kuva 6. 1. alhaalta MicroSnap Coliform & E. coli -rikastuspuikko, 1. ja 2.
ylhdalta Coliform- ja E. coli -detektiopuikot (Food Processing
Technology 2017).

E. colin testaamista varten analysoitavaa naytetta pipetoidaan ensin rikas-
tuspuikkoon tai rikastuspuikolla sivellaan analysoitavaa pintaa. Rikastus-
puikkoa inkuboidaan 6 (kvantitatiivinen tulos) tai 8 (kvalitatiivinen tulos)
tuntia 37 asteessa, jonka jalkeen rikastuspuikon sisdltoa pipetoidaan de-
tektiopuikkoon. Detektiopuikkoa inkuboidaan 10 minuuttia 37 asteessa,
jonka jalkeen puikko laitetaan luminometriin ja luminometri ilmoittaa tu-
loksen RLU-arvona (Relative Light Unit). RLU-arvot ovat muunnettavissa
niita vastaaviksi pesakettda muodostaviksi yksikoiksi millilitrassa naytetta
(pmy/ml) Hygienan MicroSnap Coliform & E. coli -menetelmaohjeessa
(2014) olevan taulukon avulla. (Hygiena 2014.) EnSURE-luminometri voi
havaita MicroSnap E. coli -testista suoralla mittauksella (10 minuutin inku-
bointi) 10 000-100 000 pmy/ml E. coli -pitoisuuksia ja 6 tunnin inkuboin-
nilla jopa 1-5 pmy/ml E. coli -pitoisuuksia (Net-Foodlab Oy n.d.c).

7 KAYTETYT MENETELMAT JA ESIVALMISTELUT

Tassa opinndytetyodssa selvitettiin rejektivesilannoitteen mahdollisia kon-
taminaatioreitteja ja -syita seka tutkittiin EnSURE-luminometrin ja Micro-
Snap E. coli -testin soveltuvuutta rejektivesilannoitteelle. Kontaminaa-
tioreittien ja -syiden selvittamiseksi kerattiin neste-, pinta- ja ilmanayt-
teitd, joista tehtiin mikrobianalyyseja valmiiksi valetuilla maljoilla, perintei-
silla maljaviljelyilla seka petrifilmeillda. Myds luminometrin testauksen rin-
nalla kaytettiin tukena maljaviljelyita ja petrifiimeja. Jotta mikrobianalyy-
seja voitiin alkaa tehd3, tuli rejektivesilannoitteen pH:n sdaatéon ja suodat-
tuvuuteen tutustua ensin.

Mikrobianalyysit

Taman opinndytetyon laboratoriotdissa kdytettiin erilaisia elatusaineita ja
petrifiimeja eri mikrobien analysoimiseen. E. coli ja koliformit analysoitiin
Chromocult-elatusaineella (Chromocult Coliform Agar ES), aerobiset koko-
naisbakteerit THG:IId (tryptoni-hiivauute-glukoosiagar), johon lisattiin na-
tamysiinia estdamaan homeiden ja hiivojen kasvua sekd homeet ja hiivat 2
% mallasuuteagarilla (2 % Malt Extract Agar, LAB550), johon lisattiin
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kloramfenikolia estdamaan bakteerien kasvua paitsi kesakuun naytteissa.
Naiden lisdksi joidenkin naytteiden analyysien tukena kaytettiin myos 3M
petrifilmeja SEC (Select E. coli) E. colille, EC (E. coli / Coliform Count Plates)
E. colille ja koliformeille, AC (Aerobic Count Plates) aerobisille kokonaisbak-
teereille ja YM (Yeast and Mold Count Plates) homeille ja hiivoille. (Tau-
lukko 1.)

Taulukko 1. Mikrobianalyyseissa kaytetyt elatusaineet ja petrifilmit

Aerobiset Homeet
Alusta Koliformit E. coli kokonaisbak-|. ..
- ja hiivat
Chromocult X X
Petrifilm EC X
Petrifilm SEC
THG + natamysiini X
Petrifilm AC X
2 % mallasuuteagar* X
2 % mallasuuteagar +
kloramfenikoli X
Petrifilm YM X

*Kesdkuun 2017 analyyseissa ei kloramfenikolia

Laitokselta kerattiin kesdlla kolmenlaisia naytteita: neste-, pintasively-
seka ilmanaytteita.

Nestenaytteet otettiin steriileihin muoviastioihin, joissa ne kuljetettiin la-
boratorioon pakastimeen tai kylmasailytykseen. Nestendytteet analysoi-
tiin viimeistaan kolmen paivan kuluessa naytteenotosta. Nestenadytteista
tehtiin maljaviljelyitd, joita varten naytteesta tehtiin kolme rinnakkaista
laimennossarjaa peptonisuolaveteen. Naytteen sekd peptonisuolaveden
pH saddettiin eri elatusaineiden ja petrifilmien vaatimiin arvoihin joko 1-
molaarisella natriumhydroksidilla (NaOH) tai 1-molaarisella rikkihapolla
(H2S04). Maljaviljelyiden tulokset laskettiin Eviran mikrobiologisten tulos-
ten laskemisohjeen LAB 703/3 (2011) mukaan.

Pintasivelyndytteet otettiin kertakayttoisilla, steriileillda naytteenotto-
puikoilla valmiiksi valetuille elatusainemaljoille. Pintandytteet pyrittiin ot-
tamaan aina samalla tavalla (sivelytekniikka), jotta tulokset pysyivat luo-
tettavina. Pintasivelyndytemaljat toimitettiin naytteenoton jilkeen mah-
dollisimman nopeasti inkubointiin. Pintasivelyndytteiden tulokset olivat
kvalitatiivisia eli ndytteita ei otettu tietyn suuruiselta pinta-alalta eika ote-
tuista nadytteista tehty laimennossarjoja. Maljoille kasvaneita pesdkkeita ei
mikroskopoitu vaan niita ja niiden maaraa tulkittiin silmamaaraisesti.
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[Imanadytteet otettiin valmiiksi valetuille elatusainemaljoille. limandyttei-
den keraamiseen kaytettiin Andersen-kerdintd eli 6-vaiheimpaktoria.
Ndytteenoton ajaksi kerdimeen asetettiin jokaiselle tasolle (6 tasoa) kan-
neton elatusainemalja. lImandytteiden naytteenottoaika oli 10 minuuttia
jailmavirtaus 28,3 litraa minuutissa. Naytteenoton jalkeen kerdimen kaikki
tasot pyyhittiin 70 % etanolilla ennen uusien maljojen asettamista ke-
raimeen. Naytteenoton jalkeen kaikki maljat toimitettiin mahdollisimman
nopeasti inkubointiin. Inkuboiduilta maljoilta laskettiin pesakkeiden luku-
maara ja kerdaimen tasoilla 3-6 olleiden maljojen eli vaiheiden 3—-6 pesak-
keiden lukumaarat korjattiin Sosiaali- ja terveysministerién asumisterveys-
ohjeessa (2003, 90) olevan 6-vaiheimpaktorin korjaustaulukon mukaan.
Korjauksen jalkeen naytteen mikrobipitoisuus laskettiin asumisterveysoh-
jeessa (2003, 87) olevan laskentakaavan mukaan.

Taulukossa 2 on esitetty eri elatusaineiden ja petrifilmien inkubointilam-
potilat ja -ajat, joita kaytettiin taman tyon analyyseissa. Pintasively- ja il-
manadytteista viljeltyjen aerobisten kokonaisbakteerien seka homeiden ja
hiivojen inkubointiolosuhteet pyrittiin valitsemaan laitoksella kesalla val-
litsevien, todellisten olosuhteiden mukaan eli inkubointilampatilaksi valit-
tiin 25 astetta (tai huoneenlampd). Joidenkin naytteiden kohdalla kaytet-
tiin taulukosta 2 poikkeavia arvoja, ja ne on ilmoitettu aina erikseen nayt-
teiden tulostaulukoissa luvussa 10.

Taulukko 2. Elatusaineiden ja petrifilmien inkubointiolosuhteet

Alusta Lampétila (°C) Aika

Chromocult 37 48 h
Petrifilm EC 37 48 h
Petrifilm SEC 42 24 h
THG (pinta, ilma) 25 7 vrk
THG (neste) 35 48 h
Petrifilm AC 35 48 h
2 % mallasuuteagar (pinta, ilma) 25 7 vrk
2 % mallasuuteagar (neste) 25 5 vrk
Petrifilm YM 25 5 vrk

7.2 Rejektivesilannoitteen pH:n sdito ja suodattuvuus

Tassa opinndytetyossa tutkimuksen kohteena oli rejektivesilannoite. Ky-
seessa oli St1 Renewable Energy Oy:n Bionolix Lannoite, joka on tyyppi-
nimeltdan rejektivesi. Tuotteen kuiva-ainepitoisuus on 15 %. (St1 2017.)
Rejektivesi on ulkonadltdan sameaa, tummanruskeaa lienta. Laitokselta il-
moitettiin, ettd rejektiveden pH on noin 5 ja sen laatu on keskimaarin ta-
saista ympari vuoden.
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Laitokselta toimitettiin toukokuussa 2017 rejektivesindyte tutustumista
varten. Koska rejektivesi on hapanta, sen pH:n sdatoa tuli testata, jotta voi-
tiin varmistaa tulevien mikrobianalyysien ja kokeiden onnistuvuus. pH:ta
sdadettiin 1-molaarisella natriumhydroksidilla neutraaliksi ja todettiin,
ettd rejektiveden pH ei laske kolmen vuorokaudenkaan kuluessa merkitta-
vasti. pH:ta saadettiin taman jalkeen eri elatusaineiden ja petrifilmien seka
luminometrin testauksessa kaytettavan MicroSnap-testin vaatimiin arvoi-
hin. MicroSnap E. coli -testissa naytteen pH:n tulee olla 7,8. Pipetointi teh-
tiin suurpiirteisesti pipetoimalla aina pieni maara natriumhydroksidia tiet-
tyyn maaraan rejektivetta. Lopulta saatiin selville eri pH-arvoihin paase-
miseksi vaadittava natriumhydroksidin maara (Taulukko 3). Nama mittauk-
set suoritettiin pH-mittarilla. Jatkossa laboratoriotdissa pH:n tarkistami-
seen kaytettiin pH-paperia. 1-molaarista rikkihappoa kaytettiin alenta-
maan pH:ta silloin, kun rejektiveden pH oli saadetty liian korkeaksi.

Taulukko 3. Rejektiveden (10 ml) pH:n sdato natriumhydroksidilla (NaOH)

Haluttu pH Tarvittava NaOH (ul) / 10 ml rejektivetta
54 50
7,0 150
7,8 250

My0s rejektiveden suodattuvuutta testattiin toukokuussa 2017. Testauk-
sessa kaytettiin perinteistd kalvosuodatusmenetelmaa (suodatinpaperin
huokoskoko 0,45 um). Suodatus ei onnistunut, jolloin voitiin poissulkea
kalvosuodatustekniikan hyodyntaminen EnSURE-luminometrin ja Micro-
Snap-testin soveltuvuutta selvitettaessa.

8 TYON TOTEUTUS — KONTAMINAATIOREITTIEN JA -SYIDEN
SELVITTAMINEN

Opinndytetyon tavoitteena oli selvittaa rejektivesilannoitteen mahdolliset
kontaminaatioreitit ja -syyt. Rejektivesilannoitteen indikaattoriorganis-
meja ovat Escherichia coli, salmonella seka juuripoltesieni. Tassa tydssa in-
dikaattoriorganismiksi tai -mikrobiksi valittiin E. coli.

Mikrobianalyysit tehtiin Himeen ammattikorkeakoulun Visamaden kam-
puksen B-rakennuksen mikrobiologian laboratoriossa. Analysoitavat nayt-
teet kerattiin St1 Renewable Energy Oy:n Hameenlinnan tuotantolaitok-
selta. Laitokselta kaytiin ottamassa naytteitd kesa-, heind- ja elokuussa
2017. Laitokselta toimitettiin kesdn aikana myds muita naytteita laborato-
rioon analysoitavaksi. Ennen ensimmaista ndytteenottoa tehtiin naytteen-
ottosuunnitelma, joka helpotti naytteiden keraamista.



18

8.1 Naytteenottosuunnitelma

Ennen ensimmaista ndytteenottoa tehtiin vapaamuotoinen naytteenotto-
suunnitelma, jossa madriteltiin, minkalaisia ndytteitd otetaan ja mista pis-
teistd naytteitd kannattaa ottaa. Suunnitelman perusteella osattiin myos
varata riittdva maara tarvikkeita ja maljoja naytteiden ottamista ja analy-
sointeja varten. Naytteita paatettiin ottaa kolmenlaisia: pintasively-, iima-
ja nestenaytteita. Naytteita otettiin laitokselta kolmena eri ajankohtana:
kesakuussa, heindkuussa ja elokuussa 2017. Tarkemmat naytteenottopai-
vat sovittiin lahempana haluttua ajankohtaa, muutamaa paivaa ennen re-
jektivesikuorman hakua. Saatila tuli ottaa huomioon, koska sateisena pai-
vana ilmanadytteiden ottaminen ei olisi onnistunut.

Kannattavia ndytteenottopisteita varten saatiin neuvoja laitoksen henkil6-
kunnalta, mika helpotti suunnitelman tekemista. Naytteenottoalueista
piirrettiin havainnollistava kuva (Kuva 7, s. 19). Kuva ei ole mittakaavassa
eika se ole tarkka kuvaus rejektivesisailididen sijainnista. Kuvan tarkoitus
oli selventda ja yksinkertaistaa naytteenottoalueiden hahmotettavuutta,
mika helpotti myos saatujen tulosten ymmarrettavyytta. Naytteenottopis-
teet voitiin jakaa viidelle alueelle, A—E (Kuva 7, s. 19). Ensimmainen alue,
A, oli ndaytteenottohana ja sen ymparisto putkilinjalla, jossa rejektivesi tu-
lee suoraan MVR:Itd (Mechanical Vapor Recompression) eli tuotteen pro-
sessoinnin viimeisesta vaiheesta (Kuva 7, s. 19). Rejektivesi jatkaa tasta kul-
kuaan varastosailidihin, jotka sijaitsevat eri rakennuksessa. Tata raken-
nusta kutsuttiin varastosailiokontiksi, jossa sijaitsivat muut naytteenotto-
alueet.

Varastosailiokontti oli ndytteiden oton kannalta tarkein alue, silla siella si-
jaitsivat kontaminoitumisen kannalta kaikkein potentiaalisimmat pisteet.
Alue B oli konttirakennuksen sisilla oleva naytteenottohana ja sen ympa-
ristd (Kuva 7, s. 19). Alue C oli kontin ulkopuolella seindssa oleva kaappi eli
kuormausyksikkd, jossa on mm. putkilinja ja hana rejektiveden kuormaa-
mista varten (Kuva 7, s. 19). Alueelle C kuului myds samalla ulkoseinalla
kuormaamista varten tarkoitettu letku ja sen sdilytysteline (Kuva 7, s. 19).
Konttirakennuksen katolla sijaitsevat kaksi sdilididen korvausilmaputkea
(Kuva 7, s. 19) muodostivat neljannen ndytteenottoalueen D. Viides nayt-
teenottoalue E oli rejektivesikuormia hakevat autot (Kuva 7, s 19). Auto ei
ollut aina sama jokaisella kuormanhakukerralla vaan ne vaihtelivat. Autot
kuuluvat ulkopuoliselle kuljetusyritykselle eli St1 ei vastaa rejektivesilan-
noitteen kuljettamisesta asiakkaille.



19

. A = MVR:lta
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Kuva 7. Havainnekuva naytteenottoalueista A—E (Kuva: Keskinen 2017).

8.2 Naytteenotot

Naytteita kaytiin ottamassa laitokselta kesakuussa 13.-14.6.2017, heina-
kuussa 18.7.2017 ja elokuussa 15.8.2017.

Kesakuun naytteenotto suoritettiin kahtena paivana. 13.6. otettiin pinta-
sivelynaytteita seka nestendytteitd. llmandytteet otettiin 14.6. Tuolloin
otettiin myos lisaa pintasivelynadytteita. Naytteet pyrittiin ottamaan lyhyen
ajan sisalla, jotta naytteet saatiin mahdollisimman tuoreina inkubointiin.

Ensimmaisten ndytteiden ottaminen oli haastavaa, koska varsinaisten
ndytteenottohanojen ja -putkien sekd korvausilmaputkien lisaksi nayt-
teenottoalueiden ymparistdssa oli paljon muitakin pintoja, jotka saattoivat
olla otollisia mikrobien leviamispaikkoja. Taman vuoksi pintasivelynayt-
teita otettiin ensimmaiselld nadytteenottokerralla monesta sellaisestakin
paikasta, joita ei ollut kirjattu ndaytteenottosuunnitelmaan.

Heina- ja elokuussa naytteet otettiin kuten kesdkuussakin. Pintasively-
ndytteitd otettiin vihemman, koska kesakuun tulosten perusteella voitiin
poissulkea joitakin pisteitd, jotka eivat osoittautuneet kontaminoitumisen
kannalta merkityksellisiksi.

8.2.1 Pintasivelyndytteet

Pintasivelyndytteet otettiin aseptisesti steriloidussa vedessa kostutetuilla
ndytteenottopuikoilla (pumpulipuikko) ja siveltiin heti paikan paalla val-
miiksi valetuille maljoille (Kuva 8, s. 20). Pintasivelynaytteista analysoitiin
E. coli ja koliformit, aerobiset kokonaisbakteerit sekd homeet ja hiivat. Pin-
tasivelynaytteiden tarkoituksena ei ollut maaritella tarkkoja mikrobimaaria
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eri kohteissa vaan saada kvalitatiivisia tuloksia kohteissa esiintyvista mik-
robiryhmista.

Pintasivelyndaytemaljoja sdilytettiin ndytteenoton ajan kylmalaukussa ja ne
toimitettiin naytteenoton paatyttya mahdollisimman nopeasti (alle 4 tun-
nissa) mikrobiologian laboratorioon inkubointiin.

Kesakuun tulosten perusteella heina- ja elokuun pintasivelynadytteiden
otto osattiin kohdentaa sellaisiin pisteisiin, joissa oli joko havaittu E. colia
tai joissa oli muuten suuria mikrobimaaria. Sellaisista pisteista ei valtta-
matta enada otettu naytteitd, jotka todettiin kesdakuun tulosten perusteella
merkityksettomiksi mahdollisen kontaminoitumisen kannalta.

Kuva 8. Esimerkkikuva pintandytteen sivelystda maljalle (Kuva: Laine
2017).

8.2.2 Nestenaytteet

Nestendytteita otettiin kesakuussa kolmesta eri paikasta: suoraan MVR:lta
lahtevan rejektiveden naytteenottohanasta alueelta A (Kuva 7, s. 19), va-
rastosailiokontin ndytteenottohanasta alueelta B (Kuva 7, s. 19) seka kuor-
mausyksikdn hanasta alueelta C (Kuva 7, s. 19). Kuormausyksikdn hanasta
ndyte otettiin kuormaustapahtuman paatyttyd. Muista hanoista naytteita
otettaessa rejektivetta valutettiin ensin muutama litra ampériin, jonka jal-
keen voitiin ottaa edustava ndyte analysoitavaksi. Kaikki nestendytteet
otettiin muovipulloihin, jotka oli steriloitu autoklaavissa (Kuva 9, s. 21). Ke-
sakuun nestendytteet pakastettiin ndytteenoton jalkeen. Analysoinnit teh-
tiin seuraavan kolmen pdivan kuluessa.

Heindkuussa otettiin vain yksi nestendyte. Nayte otettiin kuormaustapah-
tuman paatyttya kuormausletkun kautta. Elokuussa otettiin jalleen kolme
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nestendytettd kuten kesakuussa. Kuormausyksikosta otettava nestenayte
otettiin kuitenkin kuormausletkun kautta kuten heindkuussa. Heina- ja elo-
kuun ndytteita sailytettiin kylmidssa. Ndytteet analysoitiin kolmen vuoro-
kauden sisalla ndytteenotosta.

Kuva 9. Esimerkkikuva rejektivesindytteesta naytteenottoastiassaan ja
dekantterissa (Kuva: Keskinen 2017).

8.2.3 Illmanaytteet

IImandytteet otettiin varastosailiokontin katolla olevien korvausilmaput-
kien valittomassa laheisyydessa alueelta D (Kuva 7, s. 19). limanaytteet
otettiin ennen rejektiveden kuormausta ja kuormauksen aikana. Tarkoi-
tuksena oli selvittaa, levidako kuormauksen aikana kuormaavan auton sai-
lion korvausilmaputkesta mikrobeja ilmaan niin paljon, etta ne voisivat le-
vita rejektivesisailididen korvausilmaputkien kautta rejektiveteen aiheut-
taen kontaminaation. Tulosten perusteella pystyttiin myos arvioimaan il-
man mikrobipitoisuutta yleisesti.

IImandytteet otettiin Andersen-kerdimelld eli 6-vaiheimpaktorilla (Kuva
10, s. 22) valmiiksi valetuille maljoille (Chromocult, THG ja 2 % mallasuu-
teagar). Naytteenottoaika oli 10 minuuttia 28,3 I/min ilmavirralla. Poik-
keuksena oli elokuun 2 % mallasuuteagarmaljat, joille ndytteenottoaika oli
vain 5 minuuttia. Aikaa lyhennettiin, koska heinakuussa huomattiin kyseis-
ten maljojen kasvavan umpeen jo ennen inkubointiajan paattymista.
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Kuva 10. Andersen-kerain eli 6-vaiheimpaktori valmiina ottamaan ilma-
naytteita (Kuva: Laine 2017).

8.3 Viikkondytteet ja muut naytteet

Laitokselta toimitettiin laboratorioon varastosailiokontin naytteenottoha-
nasta, alueelta B (Kuva 7, s. 19) otettu nestendyte joka viikko 19.7.2017 ja
22.8.2017 vilisella ajanjaksolla. Talta ajalta kertyi kuusi naytetta, joiden
analyysitulosten perusteella pystyi hyvin tarkkailemaan viikoittaisia muu-
toksia rejektiveden laadussa. Naytteistd analysoitiin E. coli ja koliformit
maljaviljelylla. Kolmesta viimeisestd naytteesta analysoitiin myds aerobi-
set kokonaisbakteerit petrifiimeillda. Kaikki ndytteet analysoitiin tuoreina,
alle 12 tuntia naytteenotosta, paitsi 15.8. otettu nayte yhden vuorokauden
kuluttua naytteenotosta. Naytteita sailytettiin kylmiossa.

Laboratorioon toimitettiin 10. ja 11.8.2017 kaksi ylimaaraista nestendy-
tettd, koska MVR:lla oli tehty huoltotoimenpiteita. Huollon jalkeen suori-
tettiin pesuja, jotta huollon aikana linjaan mahdollisesti paasseet mikrobit
voitiin tuhota. Nestenadytteistad saatavien tulosten perusteella saatiin sel-
ville, olivatko pesut olleet tarpeeksi tehokkaita. 10.8. toimitettiin nayte
MVR:n sy6ttosadiliosta ja 11.8. ndyte MVR:n jdlkeen sijaitsevasta ndytteen-
ottohanasta alueelta A (Kuva 7, s. 19). Molemmista naytteistd analysoitiin
E. coli ja koliformit maljaviljelylla seka aerobiset kokonaisbakteerit petrifil-
meilld. Ndytteet analysoitiin tuoreina (alle 12 tuntia ndytteenotosta).
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9 TYON TOTEUTUS — ENSURE-LUMINOMETRIN JA MICROSNAP E. COLI -
TESTIN SOVELTUVUUS REJEKTIVEDELLE

Opinndytetyon tilaaja toivoi rejektivesilannoitteen laadunhallintaan En-
SURE-luminometri MicroSnap E. coli -testilla. Ennen tydn toimeksiantoa ja
tyon toteutuksen aikana laitokselta lahetettiin rejektivesinaytteita ulko-
puoliseen laboratorioon analysoitavaksi perinteisin maljaviljelyin. Maljavil-
jelyilla tulokset valmistuvat melko hitaasti mutta edelld mainitulla lu-
minometrilla ja MicroSnap-testilla tulokset valmistuisivat jopa yhden tyo-
vuoron aikana. Rejektiveden alhainen pH ja sameus asettivat alkuun epai-
lyja menetelman toimivuudelle. pH:n s3aatda rejektivedelle testattiin jo
toukokuussa 2017 ja todettiin, ettd pH:n sdatoé onnistuu ilman ongelmia.

Kaikki pikamenetelmalle tehdyt kokeet toteutettiin Himeen ammattikor-
keakoulun Visamaen kampuksen B-rakennuksen mikrobiologian laborato-
riossa. Ensimmaisen kokeen tulosten selvittya todettiin, ettd on tarpeen
tehda ainakin toinen koe. Toinen koe onnistui jo paremmin kuin ensimmai-
nen ja sen tulokset nayttivat lupaavia merkkeja menetelman toimivuu-
desta, joten lopuksi paatettiin tehda viela kolmas koe. Ennen ensimmaista
koetta menetelmaa oli testattu heindkuun E. colia sisaltaneelle nestenayt-
teelle mutta tulokset nayttivat nollaa.

Jokaista koetta varten kasvatettiin PCA-maljalla (Plate Count Agar) E. coli -
kontrollikantaa ATCC 8739, joka toimi tehdyissa kokeissa ymppina. Alle
vuorokauden 35 asteessa kasvatetulta maljalta otettiin siirrostussilmukalla
tuoretta E. coli -kasvustoa peptonisuolavetta sisaltavaan lasiputkeen. Tar-
koituksena oli valmistaa solususpensio, joka vastasi silmamaaraisesti sa-
meudeltaan McFarlandin standardi nro 0.5 (Kuva 11) sameutta. McFarlan-
din standardi nro 0.5 sameus vastaa pitoisuudeltaan 1,5 x 10® pmy/ml so-
lususpensiota. Tassad tydssa kaytettiin valmista standardiliuosta (Pro-Lab
Diagnostics) mutta liuoksia voi valmistaa myos itse.

Kuva 11. McFarlandin standardi nro 0.5 (Kuva: Keskinen 2017).
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Kun haluttu sameus oli saavutettu, saadusta solususpensiosta tehtiin E.
coli -laimennussarja (Taulukko 4). Laimennussarjalla ympattiin rejektive-
sindytteitd, jotka eivat sisdltaneet E. colia. Laimennussarjasta tehtiin myos
maljaviljelyita tai petrifiimeja, joista saatuja tuloksia voitiin vertailla ympa-
tyista rejektivesista saatuihin tuloksiin.

Taulukko 4. E. coli -laimennussarjan tavoitellut E. coli -pitoisuudet

Putki nro E. coli -pitoisuus (pmy/ml) Laimennos
1 *150 000 000 *1,5x 108 0
2 15 000 000 1,5 x 107 -1
3 1 500 000 1,5 x 10° -2
4 150 000 1,5x10° -3
5 15 000 1,5 x 10* -4
6 1500 1,5x 103 -5
7 150 1,5 x 10? -6
8 15 1,5 x 10 -7
9 1,5 1,5x 10° -8

*McFarland 0.5 -putkea vastaava pitoisuus tai sameus

MicroSnap E. coli -testia tehdessa tutkittavaa naytetta pipetoitiin ensin 1
ml rikastuspuikkoon ja puikossa oleva rikastusliemi lisattiin ja sekoitettiin
nadytteen joukkoon katkaisemalla puikon ylempi karki. Rikastuspuikkoja in-
kuboitiin 6 tuntia (kvantitatiivinen tulos) 37 asteessa (Kuva 12, s. 25). Inku-
boinnin jalkeen rikastuspuikkoja jaahdytettiin huoneenlammdssa 10 mi-
nuuttia, jonka jalkeen rikastuspuikoista pipetoitiin puikon sisdosan avulla
inkuboitua ndytetta detektiopuikkoon sen merkkiviivaan asti (3 tippaa tai
0,1 ml). Detektiopuikon ylemmassa karjessa oleva liemi lisattiin ja sekoi-
tettiin pipetoidun naytteen joukkoon. Detektiopuikkoja inkuboitiin 10 mi-
nuuttia 37 asteessa (Kuva 12, s. 25), jonka jalkeen puikot luettiin valitto-
masti EnSURE-luminometrilla yksi kerrallaan, ja luminometrin antamat tu-
lokset (RLU-arvo) kirjattiin muistiin.
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Kuva 12. Esimerkkikuva rikastus- ja detektiopuikoista inkuboinnissa
(Kuva: Keskinen 2017).

9.1 Ensimmadinen koe

Ensimmainen koe tehtiin 28.7.2017. Kokeessa ympattiin 25.7.2017 laitok-
selta otettua rejektivesindytettd E. coli -laimennussarjan eri laimennos-
putkilla. E. coli -laimennussarjalle ja eri pitoisuuksilla ympatyille rejektive-
siputkille tehtiin MicroSnap E. coli -testi sen ohjeiden mukaisesti ja tulokset
luettiin luminometrilla. E. coli -laimennussarjasta seka ympatyista rejekti-
vesiputkista tehtiin myos viljelyt SEC-petrifilmeille. Luminometrilla ja petri-
filmeilla saatiin luotettava tulos E. coli -sarjan nollaputken E. coli -pitoisuu-
delle mutta ympatyn rejektiveden tulokset nayttivat nollaa tai lahes nollaa.
Laimentamaton rejektivesi on ruskeaa ja sameaa, joten petrifilmeilta ei
pystynyt erottamaan mahdollisia kasvaneita pesakkeitd. Rejektiveden sa-
meutta alettiin epdilld syyksi sille, miksi luminometrin antamat tulokset
nayttivat nollaa tai ldhes nollaa. Taman vuoksi paatettiin suunnitella ja to-
teuttaa ainakin toinen koe, jossa rejektivetta lahdettiin laimentamaan RO-
vedelld eri suhteissa. Ensimmaisen kokeen tulokset on esitetty opinndyte-
tyon liitteessa 1.

9.2 Toinen koe

Toinen koe tehtiin 29.8.2017. Kokeessa ympattiin 22.8.2017 laitokselta
otettua rejektivesindytetta. Kaikista E. coli -laimennussarjan putkista
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tehtiin talla kertaa ensin suoraan yhdet MicroSnap-detektiopuikot (10 mi-
nuuttia 37 asteessa), jotka luettiin luminometrilla. Detektiopuikkojen tu-
losten perusteella valittiin kaksi E. coli -sarjan laimennosputkea, tavoitel-
luilta pitoisuuksiltaan 1,5 x 108 pmy/ml (laimennos 0) ja 1,5 x 107 pmy/ml
(laimennos -1), joilla lahdettiin ymppaamaan rejektivettd. Rejektivedesta
oli tehty ennen ymppaysta kaksi laimennussarjaa, joissa molemmissa re-
jektivetta oli laimennettu steriloidulla RO-vedelld 1:10, 1:30, 1:60, 1:90 ja
1:1000 (Kuva 13). Ensimmaista sarjaa ympattiin E. coli -sarjan tavoitellulla
pitoisuudella 1,5 x 108 pmy/ml ja toista sarjaa ympattiin tavoitellulla pitoi-
suudella 1,5 x 107 pmy/ml. Ympatyista rejektivesiputkista tehtiin myos suo-
raan ensin detektiopuikot, ja tulokset luettiin luminometrilla. Taman jal-
keen E. coli -sarjan tavoitelluista pitoisuuksista 1,5 x 108 pmy/ml ja 1,5 x
107 pmy/ml seka kaikista ympatyista rejektivesiputkista tehtiin MicroSnap-
testi kokonaisuudessaan sen ohjeiden mukaisesti (inkubointiaika 6 tuntia)
ja tulokset luettiin luminometrilla. E. coli -laimennossarjasta tehtiin malja-
viljelyt Chromocult-alustalle seka SEC-petrifilmeille. Maljoilta ja filmeilta
saatujen tulosten avulla voitiin tarkistaa ja arvioida, kuinka hyvin E. coli -
laimennussarjan tekeminen oli onnistunut ja mita tuloksia (ainakin teori-
assa) ympatyista rejektivesiputkista olisi pitdnyt saada.

Kuva 13. Havainnekuva rejektiveden erilaisista laimennussuhteista (Kuva:
Keskinen 2017).

Kokeesta saatujen tulosten perusteella paatettiin tehda vield kolmas koe.
Rejektiveden ymppaamiseen olisi pitanyt valita E. coli -pitoisuuksiltaan pie-
nemmat kaksi putkea, koska nyt luminometrin ilmoittamat tulokset ylitti-
vat MicroSnap-testissa annetun maksimitulosrajan, jolloin testissa ei
paadsty sopivalle herkkyysalueelle. Testista saatiin kuitenkin suuntaa anta-
via tuloksia ja kokeessa selvisi, etta ympatty, 1:30 laimennettu rejektivesi
voisi antaa luotettavia tuloksia. Kolmas koe suunniteltiin ndiden paatel-
mien perusteella.



27

9.3 Kolmas koe

Kolmas koe tehtiin 21.11.2017. Kokeessa ympattiin 1.8.2017 laitokselta
otettua naytettd. Naytetta oli sdilytetty pakastimessa. E. coli -sarjan put-
kista ei tehty talla kerralla MicroSnap-testia vaan pelkat maljaviljelyt Chro-
mocult-alustalle. Koetta tehdessa paatettiin luottaa siihen, etta E. coli -sar-
jan nollaputken sameus osattiin sdaataa juuri McFarland 0.5 -putken sa-
meutta vastaavaksi. Taman perusteella laskettiin, mitka laimennossarjan
putket olisivat sopivimmat rejektiveden ymppaamiseen, jolloin Micro-
Snap-testin tulokset eivat ylittaisi annettua maksimitulosrajaa eli ne olisi-
vat sopivalla herkkyysalueella. E. coli -sarjasta valittiin ympiksi kaksi put-
kea, tavoitelluilta pitoisuuksiltaan 1,5 x 10* pmy/ml (laimennos -4) ja 1,5 x
102 pmy/ml (laimennos -5). Ennen ymppaysta rejektivedesta tehtiin jalleen
kaksi laimennussarjaa. Talla kertaa rejektivetta laimennettiin steriloidulla
hanavedella 1:30 ja 1:90. Sarjoihin lisattiin vield kontrollindytteiksi pelkkaa
steriloitua hanavetta sisaltavat putket.

E. coli -sarjan tavoitelluilla pitoisuuksilla 1,5 x 10* pmy/ml ja 1,5 x 103
pmy/ml ympattiin rejektivesindytteita seka vesinaytteita. Kaikista ympa-
tyista naytteista tehtiin kahdet testipuikot. Ensimmaisen rikastuspuikon in-
kubointiaika oli O tuntia ja toisen 6 tuntia. Detektiovaihe suoritettiin oh-
jeen mukaisesti, kuten aiemmillakin kerroilla. 6 tuntia inkuboitujen puik-
kojen tulosten perusteella valittiin kaksi parasta tulosta antanutta puikkoa
maljaviljelyita varten. Parhaimmiksi valittiin E. coli -laimennossarjan tavoi-
tellulla pitoisuudella 1,5 x 10* pmy/ml ympatyt 1:90-rejektivesindyte seka
vesindyte. Naiden naytteiden rikastuspuikkojen liemista tehtiin siis laimen-
nussarjat ja maljaviljelyt.

E. coli -laimennussarjan tavoitellulla pitoisuudella 1,5 x 10* pmy/ml ympa-
tysta vesindytteestd tehtiin myos maljaviljelyt. Tasta saaduilla tuloksilla
saatiin selville, oliko ymppdays onnistunut.

10 TULOKSET — KONTAMINAATIOREITTIEN JA -SYIDEN SELVITTAMINEN

Kesan aikana laitokselta otettiin paljon erilaisia ndytteitd, joista analysoi-
tiin koliformeja, E. colia, aerobisia kokonaisbakteereja sekd homeita ja hii-
voja. Pintasivelynadytteiden tulokset olivat kvalitatiivisia, ilma-, neste- ja
viikkonaytteiden tulokset kvantitatiivisia. IImanaytteiden tulokset on las-
kettu ja ilmoitettu pesdkettd muodostavaa yksikkdéa yhta kuutiometria
kohden (pmy/m3) ja neste- ja viikkonaytteiden tulokset pesiketta muodos-
tavaa yksikkoa yhta millilitraa kohden (pmy/ml). Tuloksissa on viitattu
naytteenottoalueisiin A—E (Kuva 14, s. 28), joita kuvailtiin jo luvussa 8.1 si-
vuilla 18 ja 19. Tulosten ymmarrettavyyden helpottamisen vuoksi nayt-
teenottoalueet kuvaillaan tassa uudelleen:
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— A= Naytteet otettiin rejektiveden prosessoinnin viimeisesta vai-
heesta eli MVR:Ita Iahtevan linjan ndytteenottohanasta ja sen ympa-
ristosta.

— B = Naytteet otettiin varastosailididen konttirakennuksen sisdapuolella
olevasta ndytteenottohanasta ja sen ymparistosta.

— C= Naytteet otettiin konttirakennuksen ulkopuolelta kuormausyksi-
kosta ja sen ymparistosta seka kuormausletkusta.

— D = Naytteet otettiin konttirakennuksen katolla sijaitsevista varas-
tosailididen korvausilmaputkista.

— E = Naytteet otettiin rejektivesikuormaa hakevasta autosta. Auto oli
eri jokaisella ndytteenottokerralla.

A = MVR:lta

D = Korvausilmaputket tuleva linja

|_: _____ : tulevan linjan |
| néytteenotto 1

I hana ja sen :
: ympérists

|B = Kontti, sisa

Kontti,
ulko

E = Rejektivesikuormaa hakeva auto

Kuva 14. Havainnekuva naytteenottoalueista A—E (Kuva: Keskinen 2017).

10.1 Pintasivelyndytteiden tulokset

Kaikkien pintasivelynaytteiden tulokset olivat kvalitatiivisia ja ne arvioitiin
silmamaaraisesti sen mukaan, kuinka voimakasta mikrobikasvustoa mal-
joilla esiintyi — ei ollenkaan kasvustoa, vahan kasvustoa, runsaasti kasvus-
toa (Kuva 15).

Kuva 15. Esimerkkikuva pintasivelyndytteiden tulosten tulkinnasta koli-
formeille (Kuva: Keskinen 2017).
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Pintasivelynaytteissa esiintyneet E. coli -kasvustot olivat sen verran pienia,
ettd E. coli -havainnot ilmoitettiin kylla-ei-periaatteella. Kuvassa 16 nakyy
esimerkki sellaisesta pintasivelyndytteestd, jossa havaittiin E. colia.

Kuva 16. Esimerkkikuva pintasivelynadytteesta, jossa havaittiin E. coli -kas-
vustoa sinisina pesakkeina (Kuva: Keskinen 2017).

Pintasivelyndytteiden tulokset koottiin taulukoihin ja tulokset ilmaistiin va-
rikoodein sen mukaan, kuinka voimakasta kasvustoa maljoilla esiintyi ja
esiintyiko E. colia. (Taulukko 5.)

Taulukko 5. Pintasivelyndytteiden tulosten varikoodien tulkinta

= Ei kasvustoa
= Vahan kasvustoa (kasvustoa alle puolet maljasta)
= Runsaasti kasvustoa (kasvustoa yli puolet maljasta)

= E. coli -kasvustoa
= Néaytetta ei otettu kyseisesta pisteesta

Kaikkien kuukausien tulokset koottiin taulukoihin ndytteenottoalueiden
A-E (Kuva 14, s. 28) mukaan. Alueilta C ja D (Kuva 14, s. 28) otettiin ndyt-
teita ennen ja jalkeen kuormaustapahtuman, joten niilta alueilta yhdistet-
tiin “ennen”- ja ”jalkeen”-ndytteiden tulokset samaan taulukkoon. Pinta-
sivelyndytteista arvioitiin koliformit ja E. coli, aerobiset kokonaisbakteerit
seka homeet ja hiivat.
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Naytteenottoalueelta A (Kuva 14, s. 28) ei lI6ydetty kesan aikana E. colia.
Koliformienkin maara oli olematon tai hyvin vahdinen. Aerobisia kokonais-
bakteereja sekd homeita ja hiivoja esiintyi vahan tai runsaasti. Naytteen-
ottohanan sisdpuolella mikrobien maara oli elokuussa suurempi kuin kesa-
kuussa. Tdama voi johtua elokuussa ennen naytteenottoa tapahtuneista
prosessilinjojen pesuista, joiden yhteydessa naytteenottohanalinja oli jou-
duttu purkamaan valiaikaisesti. Todenndkoisesti tasta syysta putkessa oli
enemman mikrobeja kuin aiemmin. (Taulukko 6.)

Taulukko 6. Pintasivelyndytteiden tulokset ndytteenottoalueelta A (Kuva

14, s. 28)
Aerobiset Homeet ia
Koliformit E. coli kokonais- . J
) hiivat
bakteerit
A (MVR:Ita lahteva linja) K|IH|E]JK|H|E|K* H|E]|K* H|E

Ndytteenottohanan kahva

Ndytteenottohanan ulkopuoli

Naytteenottohanan sisdapuoli

Ndytteenottohanan kohdalla oleva seina

*6 vuorokauden inkubointi

Naytetta ei otettu kyseisesta pisteesta

Ei kasvustoa K = kesakuu
Kasvustoa alle puolet maljasta H = heindkuu
Kasvustoa yli puolet maljasta E = elokuu

Ndytteenottoalueelta B (Kuva 14, s. 28) ei I16ytynyt kesdn aikana E. colia.
Muiden mikrobien maara vaihteli. Kesdakuun koliformitulosten perusteella
heindkuun ja elokuun naytteenotot kohdistettiin naytteenottohanaan. Ko-
liformien ja aerobisten kokonaisbakteerien maara olikin runsasta joka kuu-
kausi ndaytteenottohanan sisapuolella. Todennadkdinen syy talle voi olla se,
ettd naytteenottohana ei ollut ns. aseptinen naytteenottohana. Laitokselta
ilmoitettiinkin ndytteenoton aikaan, ettd hana on tarkoitus vaihtaa asepti-
seen versioon. (Taulukko 7, s. 31.)
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Taulukko 7. Pintasivelyndytteiden tulokset ndytteenottoalueelta B (Kuva

14, s. 28)
Aerobiset Homeet ia
Koliformit E. coli kokonais- hiivatJ
bakteerit
B (kontti, sisd) K|H|E|K|H|E|K* H|E|K* H|E

Naytteenottohanan kahva

Naytteenottohanan sisdpuoli

Naytteenottohanan ulkopuoli

Jateastian sisdpuoli, l[ahella vesirajaa

Jateastiassa oleva rejektivesi

Ulkoilmapuhaltimen ritila, lahinna
ovea

Ulkoilmapuhaltimen ritild, kauimpana
ovesta

Siniset kahvat seindssa

Sinisen pumpun ritild 1. sdilién koh-
dalla

Sinisen lammittimen ritila

Lattiataso 1. sailion kohdalla

1. sdilion kohdalla olevan pumpun osa

Naytetta ei otettu kyseisesta pisteesta
Ei kasvustoa
Kasvustoa alle puolet maljasta

Kasvustoa yli puolet maljasta

*6 vuorokauden inkubointi

K = kesakuu
H = heinakuu

E = elokuu

Naytteenottoalueelta C (Kuva 14, s. 28) loytyi heindkuussa E. colia. E. coli -
kasvuston maara oli kyseisten naytteiden maljoilla vahaista mutta kolifor-
mien maara oli runsasta. Suurin huomio naytteiden tulosten perusteella
keskittyi kuormausletkuun, sen sailytystelineeseen tai -koteloon seka
kuormausletkun ja kuormauksen hanan vadlikappaleeseen. Naita element-
tejd ei pesta jokaisella kuormanhakukerralla ja varsinkin talvella vedella
peseminen olisi haasteellista tai jopa mahdotonta jaatymisen vuoksi. Hei-
nakuun E. coli -havainnon johdosta kuormausyksikélle ja -letkulle seka sen
telineelle tehtiin runsas vesihuuhtelu. Tama ehka johti siihen, etta elokuun
naytteet olivat puhtaampia. On kuitenkin harmillista, ettd heindkuussa E.
coli -havaintopisteistd ei otettu naytteitd ennen kuormaustapahtumaa.
Talloin jai epdselvaksi se, oliko letkussa ja valikappaleessa E. colia jo ennen
kuormausta. On huomionarvoista, etta letkua sailytetdan telineessa aina
siten, ettd autoon kiinnitettdava paaty on telineen ylemmassa paassa. Tal-
[6in autossa kiinni olleesta paasta voi valua rejektivetta letkun toiseen paa-
tyyn, josta seuraavalla kuormauskerralla letkun paatyyn kuivunut rejekti-
vesi pdasee kosketuksiin valikappaleen kanssa. Asia on hyva ottaa huomi-
oon laajempaa pohdintaa tehdessa. (Taulukko 8, s. 32.)
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Taulukko 8. Pintasivelyndytteiden tulokset naytteenottoalueelta C (Kuva
14, s. 28) ennen kuormausta ja kuormauksen jalkeen

Kolifor-

E. coli
mit coll

Aerobiset
kokonais-
bakteerit

Homeet ja

hiivat

C (kontti, ulko ennen kuormausta) KIH{E|JK|H|E

K*

H

E

K*

H

Letkun autonpuoleisen pdan sisapuoli

Letkun autonpuoleisen pdan ulkopuoli

Letkun valupdadyn sisapuoli

Letkun kotelon valupaadyn sisapuoli

Kuormausyksikén luukun sisdpuoli

Kuormausyksikén luukun ulkopuoli

Kuormausyksikon seina

Kuormausyksikdn alataso

Paineilmayhteen sisdapuoli

Paineilmayhteen ulkopuoli

Kuormausyksikon sininen kahva

Kuormausyksikén putken sisdpuoli

Kuormausyksikén putken ulkopuoli

Kuormausyksikdn putken suojus

Putken ja letkun valikappaleen sisdpuoli

Putken ja letkun véalikappaleen kumitiivis-
teen sisdpuoli

Kuormausyksikén etanolisuihkepullo

Sahkokaapin lastauskatkaisin

C (kontti, ulko kuormauksen jilkeen) KIH|E|JK|H|E

K*

Letkun autonpuoleisen pdan sisapuoli

Letkun autonpuoleisen paan ulkopuoli

Letkun valupdadyn sisapuoli .

Letkun valupdadyn sisdapuoli vesihuuhtelun
jalkeen

Paineilmayhteen sisdpuoli

Paineilmayhteen ulkopuoli

Kuormausyksikon sininen kahva

Putken ja letkun vélikappaleen sisdpuoli .

Putken ja letkun vélikappale vesi- ja etanoli-
suihkun jalkeen

*6 vuorokauden inkubointi

Ndytetta ei otettu kyseisesta pisteesta

Ei kasvustoa K = kesakuu
Kasvustoa alle puolet maljasta H = heindkuu
Kasvustoa yli puolet maljasta E = elokuu

E. coli -kasvustoa
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Naytteenottoalueelta D (Kuva 14, s. 28) ei l0ytynyt kesan aikana E. colia.
Koliformien maarakin oli keskimaadrin vahdista. Aerobisten kokonaisbak-
teerien maara vaihteli runsaasta vahadiseen ja homeita ja hiivoja oli run-
saasti. Kuormauksella ei tulosten perusteella ndyttanyt olevan vaikutusta
mikrobien lisddntymiseen korvausilmaputkissa. Tosin kuormauksen jalkei-
set ndytteet otettiin valittdmasti kuormauksen jdlkeen, jolloin putkiin
mahdollisesti kulkeutuneet mikrobit eivat ehtineet lisadantymaan ainakaan
niin paljoa, etta se nakyisi naytteiden tuloksissa. (Taulukko 9.)

Taulukko 9. Pintasivelyndytteiden tulokset naytteenottoalueelta D (Kuva
14, s. 28) ennen kuormausta ja kuormauksen jalkeen

. Aerobiset
Kolifor- . . Homeet
. E. coli |kokonais-| . ..
mit | ja hiivat
bakteerit

D (rejektivesisdilioiden korvausilmaputket
ennen kuormausta) KIH E|]K|H|E|K|H|E]JK|H]|E

1. putki, sisapuoli

1. putki, ulkopuoli

2. putki, sisdpuoli

2. putki, ulkopuoli

D (rejektivesisailididen korvausilmaputket
kuormauksen jalkeen) KIH E|JK|H|E|]K|H|E]JK|H]|E

. putki, sisdpuoli

. putki, ulkopuoli

. putki, sisapuoli

. putki, ulkopuoli

. putki, paaty

NI ININ|RFP|-

. putki, paaty

Ndytetta ei otettu kyseisesta pisteesta

Ei kasvustoa K = kesakuu
Kasvustoa alle puolet maljasta H = heindkuu
Kasvustoa yli puolet maljasta E = elokuu

Naytteenottoalueelta E (Kuva 14, s. 28) eli kuormaavasta autosta |oytyi
kesa- ja heindkuussa E. colia. Elokuussa E. colia ei 10ytynyt. Kuormaava
auto oli joka kuukausi eri. Elokuun naytteenotossa ollut auto oli juuri hil-
jattain pesty, mika saattoi olla syyna elokuun puhtaampiin tuloksiin. E. coli
-havainnot tehtiin auton sailion korvausilmaputken ymparistosta. Talloin
on todenndkoista, ettd myos auton sailion sisalla oli E. colia. Rejektive-
sikuormia hakevat autot kuljettavat samalla kalustolla myds muiden yritys-
ten tuottamaa rejektivesilannoitetta, jolloin E. colin alkuperaista lahdetta
on vaikea selvittda. Kuormauskaluston puhtaanapito on kuljetusyrityksen
vastuulla, jolloin yritysten valisen yhteistyon tarkeys korostuu taudinai-
heuttajien ehkaisyssa. (Taulukko 10, s. 34.)



34

Taulukko 10. Pintasivelyndytteiden tulokset naytteenottoalueelta E (Kuva

14, s. 28).
Aerobiset
Koliformit E. coli kokonais-
bakteerit
E (rejektivesikuormaa hakeva auto) K|H|E]J]K|H|E]K|H]|E

Korvausilmaputki, sisdpuoli

Korvausilmaputki, ulkopuoli

Korvausilmaputken alapuolella oleva kouru
Katolta tulevan putken sisdpuoli

Sivukourussa oleva letkun valikappale (ei kdytossa)
Kuljettajan puoleisen oven kahva

Letkun ja auton kiinnikekohdan ulkopuoli

Letkun kiinnikekohdan ymparist6 autossa

Letkun kiinnikekohdan suojus kuormauksen jal-
keen

Letkun kiinnike

Takarenkaiden roiskesuoja
Takarekisterikilven yldosa

Autosta maahan pudonnutta lannoitetuotetta

Ndytetta ei otettu kyseisesta pisteesta

Ei kasvustoa K = kesakuu
Kasvustoa alle puolet maljasta H = heindkuu
Kasvustoa yli puolet maljasta E = elokuu

E. coli -kasvustoa

10.2 Nestendytteiden tulokset

Nestendytteitd otettiin kesdn aikana ndytteenottoalueelta A eli MVR:Ita
|ahtevan linjan ndytteenottohanasta, alueelta B eli varastosailididen nayt-
teenottohanasta ja alueelta C eli kuormausyksikon hanasta (Kuva 14, s.
28). Heindkuussa otettiin nestendyte vain alueelta C. Naytteista analysoi-
tiin koliformit ja E. coli, aerobiset kokonaisbakteerit seka homeet ja hiivat.
Alustoina kaytettiin vaihtelevasti elatusaineita ja petrifilmeja.

Suurin osa kesdkuun naytteiden tuloksista asettui joidenkin pitoisuuksien
(pmy/ml) vilille, koska pesdkkeiden maaria maljoilta tai filmeilta ei las-
kettu taydelld tarkkuudella. Joidenkin maljojen tai filmien pesakkeitad ei
edes pystynyt laskemaan hyvilla tarkkuudella levinneiden pesakkeiden tai
mikrobien kaasun muodostuksen vuoksi. Homeita ja hiivoja oli my6s vai-
kea erottaa toisistaan joissakin tapauksissa, jolloin joko laskettiin niiden
yhteistulos tai kummankin likimaaraiset arvot. Heinakuun naytteessa hii-
voja oli hyvin runsaasti, joten tarkkaa tulosta pitoisuudesta ei saatu.
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Kuitenkin kaikista tuloksista paasi hyvin selville siitd, millaisissa suuruus-
luokissa mikrobipitoisuudet olivat kesan nestendytteissa.

E. colia 16ytyi kesan aikana vain heindakuun ndytteestd. Pitoisuus oli 382
pmy/ml, mikd jaa lannoitevalmisteasetuksen enimmadisrajan (1 000
pmy/ml) alapuolelle. Kuitenkin tdman tuloksen seka heindkuun pintanayt-
teiden E. coli -l6ydosten johdosta laitoksella tehtiin ylimaaraisia pesuja,
jotta tilannetta saatiin parannettua. Elokuussa alueelta C (Kuva 14, s. 28)
otetun nestendytteen mikrobipitoisuudet olivatkin selvasti pienempia kuin
kesa- ja heindkuussa. (Taulukko 11.)

Taulukko 11. Kolmelta naytteenottoalueelta kesalla 2017 otettujen neste-
naytteiden mikrobimaarat (pmy/ml)

A (MVR:Ita lahteva linja) B (kontti, sisa) C (kontti, ulko)
Hei- " Hei- Heina-
Mikrobi Kesdkuu na- Elokuu Kesakuu . Elokuu Kesdkuu Elokuu
nakuu kuu
kuu
Koliformit
1 1,1 21
(Chro- <1,0x10° | <bOox 3,1x102| 0| 3,0x10? 3,1x10* BX) 0 10x10°
10 10 10
mocult)
:<E°C")f°rm't <1,0x10° - -l o8-1,0x10° - | 0,3-1,0x10° - -
E. coli (Chro- | 5, 100 S ST 10100 .| <1,0x10°| <1,0x10°| 3,8x102| <1,0x10°
mocult) 10
E. coli (EC) <1,0x 10° - -l <10x10° - -l <10x10° - -
E. coli (SEC) <1,0x 10° - -l <10x10° - -l <10x10° - -
Aerobiset
kokonais- 30,3-1,0x .| ¥0,7-1,0x .| Po7-10x s "
bakteerit 0% -| 49x10 108 -l 97x10 105 | 20%10 9,0x 10
(AC)

— o 4) 490 1-
Hiivat (2 % ) ) 1,0): ) S wa7x102 ) > 1,0); 0,1 1,0);
mallasuute) 10 10 10
Hiivat (YM) - - - - - -
Homeet <1,0x10° 0,8-1,0x 10° 2,8x10°
(YM) ) ) ) ) ) )

[ 4) 4) 4) —
Homeet (2 % ) ) 1,0): ) ) < 1,0); | sax10t 0,1 3,0);
mallasuute) 10 10 10

" viikkonayte 19.7.

2) 24 h inkubointi

3) Inkubointi 37 asteessa

4 3 vrk inkubointi

10.3 llmandytteiden tulokset

lImandytteitad kerattiin valmiiksi valetuille maljoille (Chromocult, THG ja 2
% mallasuuteagar) varastosailiokontin katolla sijaitsevien sailididen kor-
vausilmaputkien valittdmassa laheisyydessa alueella D (Kuva 14, s. 28).
Naytteita kerattiin ennen kuormaustapahtumaa ja kuormaustapahtuman
aikana. Naytteenottoaika oli 10 minuuttia paitsi elokuun 2 %
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mallasuuteagarmaljoille 5 minuuttia, koska heindkuussa huomattiin nai-
den maljojen kasvavan umpeen ennen inkubointiajan paattymista.

IImanaytteiden tarkoituksena oli selvittad, voisiko kuormaavan auton sai-
lion korvausilmaputkesta levitd mikrobeja ymparistéon niin merkittavasti,
ettd se aiheuttaisi rejektiveden kontaminoitumisen varastosailididen kor-
vausilmaputkien kautta. Tosin ulkona tuulen nopeus ja suunta vaihtelivat
nadytteenottohetkien aikana hyvinkin satunnaisesti, jolloin mahdollinen
riski jaisi todellisuudessa huomaamatta. Ennen nadytteenottoa olevilla sa-
teilla ja ilmankosteudella voi olla vaikutusta tuloksiin. Myés laitoksella ta-
pahtuva muu toiminta voi vaikuttaa tuloksiin. Etenkin elokuussa ennen
kuormaustapahtumaa otettujen naytteiden aikana laitoksella kuormattiin
ja kuljetettiin biokaasuprosessin poisteesta separoitua kuivajaetta, jota to-
denndkoisesti pollysi ilmaan jonkin verran. Tama saattoi nostaa ilman mik-
robipitoisuuksia hetkellisesti.

E. colia ja koliformeja ei esiintynyt kesan ilmanaytteissa ollenkaan. Aero-
bisten kokonaisbakteerien maara oli vaihtelevaa muttei silti kovinkaan
runsasta. Sosiaali- ja terveysministerion asumisterveysohjeessa (2003, 81)
on ilmoitettu asuinrakennusten sisdilman kohonneen bakteeripitoisuuden
alkavan vasta 4500 pmy/m3. Tosin ulko- ja sisdilman mikrobipitoisuuksia
on tdssa tapauksessa vaikea rinnastaa keskendan, kun on kyse kontami-
naatioriskien selvittamisesta eika terveysriskien arvioimisesta. Homeiden
ja hiivojen maara ei ollut erityisen runsasta rejektiveden kontaminoitumi-
sen kannalta. llmandytteiden tuloksista voitiin tehda paatelma siita, etta
kuormaustapahtumalla ei ollut juurikaan merkitysta rejektiveden kontami-
noitumisen kannalta ilman valityksella vaihtelevista sddolosuhteista huoli-
matta. Mikrobipitoisuudet olivat suurempia elokuussa kuin kesdakuussa,
mika tukee teoriaa kesan vaikutuksesta kontaminaatioriskien kasvamiseen
yleisesti. (Taulukko 12.)

Taulukko 12. Kesdn ilmanaytteiden tulokset ennen rejektiveden kuor-
mausta ja kuormauksen aikana (pmy/m3)

Kesdkuu Heindkuu Elokuu
Mikrobi Ennen |Aikana |Ennen |Aikana |Ennen |Aikana
Koliformit 0 0 0 0 0 0
E. coli 0 0 0 0 0 0
Aerobiset kokonais-
bakteerit 233 837 484 311 1979 42
Homeet ja hiivat - - 2053 1346 4 820 2 466
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10.4 Viikkondytteiden ja muiden naytteiden tulokset

Viikkonaytteitda toimitettiin laboratorioon viikoittain 19.7.-22.8.2017.
Ndytteet otettiin ndytteenottoalueen B (Kuva 14, s. 28) naytteenottoha-
nasta. Naytteita kertyi kaikkiaan kuudelta viikolta, ja niista analysoitiin E.
coli ja koliformit (Chromocult) seka kolmesta viimeisestd naytteesta aero-
biset kokonaisbakteerit (petrifilmi AC). Koliformien maara oli 19.7. ote-
tussa ndytteessa suuri (10 879 pmy/ml). Nayte otettiin samalla viikolla, kun
oli heinakuun naytteenottokierros. Silloin kuormausletkun kautta otetussa
nestendytteessa oli koliformeja 126 miljoonaa pmy/ml ja E. coliakin 300
pmy/ml. Nadiden tulosten perusteella laitoksella suoritettiin omavalvonnan
ylittavia pesuja. Pesujen vaikutus nakyi seuraavan viikon (25.7.) otetussa
naytteessa, jolloin koliformeja oli enaa vain 34 pmy/ml. Kuitenkin kolifor-
mien maara nousi jalleen ja 8.8. otetussa naytteessa koliformeja oli pyoris-
tettyna 30 000 pmy/ml. Tama oli suurin koliformipitoisuus, mita ndytteen-
ottoalueelta B (Kuva 14, s. 28) otetuissa nestendytteissa havaittiin koko ke-
san aikana. Aerobisten kokonaisbakteerien maarakin oli koliformeihin ver-
rattuna yli kaksinkertainen, 68 000 pmy/ml. 9.-11.8. vélisenad aikana
MVR:IIa tehtiin huoltotoimenpiteita, jonka paalle suoritettiin pesuja. Ta-
man johdosta laboratorioon toimitettiin samalla viikolla kaksi ylimaaraista
ndytetta analysoitavaksi. Kahden seuraavan viikon nestenaytteissa kolifor-
mien ja aerobisten kokonaisbakteerien maara oli laskenut selvasti, jolloin
voitiin todeta huoltotoimenpiteiden jalkeen tehtyjen pesujen olleen onnis-
tuneita. (Taulukko 13.)

Taulukko 13. Viikkonaytteiden tulokset (pmy/ml)

Paivamaara Koliformit E. coli Aerobiset kokonaisbakteerit

19.7.2017 10879 0 -
25.7.2017 34 0 -
1.8.2017 2239 0 -
8.8.2017 *30 000 0 68 018
15.8.2017 303 0 11622
22.8.2017 186 0 6 366

*pyoristetty tulos

Pesujen jalkeen laboratorioon toimitettiin kaksi ylimaaraista nestenay-
tettd, joista toinen oli otettu MVR:n sy6ttosailiosta 10.8. ja toinen MVR:Ita
lahtevan linjan ndytteenottohanasta 11.8. alueelta A (Kuva 14, s. 28). Syot-
tosailion nayte oli sekoitus pesuaineita, putkista irronnutta sakkaa ja rejek-
tivettd. Tassa ndytteessa E. colia ja koliformeja ei ollut yhtdan ja aerobisten
kokonaisbakteerien maarakin oli vain 1 036 pmy/ml. Naytteenottohanasta
otetussa naytteessa ei ollut E. colia mutta koliformeja ja aerobisia koko-
naisbakteereja oli runsaasti. Tama johtui todennakdisesti siita, ettd nayt-
teenottohana oli jouduttu purkamaan huoltotoimenpiteiden ja pesujen
yhteydessa, jolloin putkeen oli péaassyt kulkeutumaan mikrobeja.



38

Koliformipitoisuus laski kuitenkin 15.8. otetussa naytteessa nollaan ja ae-
robisten kokonaisbakteeripitoisuuskin oli pieni. (Taulukko 14.)

Taulukko 14. Ylimaaraisten nestendytteiden tulokset (pmy/ml)

Aerobiset koko-
Nayte Koliformit E. coli naisbakteerit
10.8.2017 (MVR:n syottoséi-
li6) 0 0 1036
11.8.2017 (MVR:Ita lahtevan
linjan ndytteenottohana) 22 823 0 69 429

11 TULOKSET — ENSURE-LUMINOMETRIN JA MICROSNAP E. COLI -TESTIN
SOVELTUVUUS REJEKTIVEDELLE

EnSURE-luminometrille ja MicroSnap E. coli -testille suoritetuista kolmesta
kokeesta kaksi jalkimmaista osoittautuivat tuloksiltaan merkityksellisim-
miksi, joten niiden tulokset on esitetty tarkemmin tassa luvussa. Ensimmai-
sen kokeen tulokset on esitetty kootusti liitteessa 1.

Luminometri ilmoitti tulokset RLU-arvoina, jotka muunnettiin pmy/ml -ar-

voiksi MicroSnap Coliform & E. coli -menetelmaohjeessa (2014) olleen tau-
lukon avulla (Taulukko 15).

Taulukko 15. RLU-arvojen muuntaminen E. coli -pitoisuuksiksi (Hygiena

2014.)
EnSURE-luminometrin ilmoittama arvo | RLU-arvoa vastaava E. coli -pitoisuus
(RLU) (pmy/ml)
<2 <10
<4 <20
<7 <50
<12 <100
<20 <200
<35 <500
<60 <1000
<180 <5000
<300 < 10000
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11.1 Toinen koe

Toisessa luminometrille tehdyssa kokeessa testattiin, miten rejektiveden
laimentaminen vedelld vaikuttaa MicroSnap-testista saataviin tuloksiin.

E. coli -sarjasta tehtiin viljelyt Chromocult-alustalle seka SEC-petrifilmeille.
Tavoitteena oli saada E. coli -sarjan nollaputkeen 1,5 x 10® pmy/ml oleva
solususpensio. Viljelyiden tulosten perusteella tassa onnistuttiin melko hy-
vin, koska SEC-petrifilmeiltd saatu tulos oli 1,8 x 108 pmy/ml ja Chromocult-
maljoilta 0,7 x 10® pmy/ml. Tosin Chromocult-maljojen inkubointiaika oli
vain 24 tuntia, joten petrifilmeilta saatua tulosta voitiin pitaa luotettavam-
pana. (Taulukko 16.)

Taulukko 16. E. coli -sarjan nollaputken saavutettu E. coli -pitoisuus

Alusta E. coli -pitoisuus nollaputkessa (pmy/ml)
Petrifilmi SEC 177 477 477
Chromocult ES* 72727 273

*24 tunnin inkubointi

E. coli -sarjan kaikille putkille tehtiin suoraan detektiopuikot ilman rikas-
tusvaihetta, ja tulokset luettiin luminometrilla (Taulukko 17, s. 40). Tulos-
ten perusteella valittiin pitoisuudet 1,8 x 108 pmy/ml ja 1,8 x 107 pmy/ml,
joista tehtiin MicroSnap-testi kokonaisuudessaan 6 tunnin inkubointiajalla.
Samoilla pitoisuuksilla my6s ympattiin rejektivetta. Kuitenkin kokeen paat-
tyessa tai viimeistdadn tulosten valmistuessa ymmarrettiin, ettd ympiksi
olisi kannattanut valita E. coli -sarjasta jotkin pienemmat pitoisuudet. Lu-
minometri pystyy ilmoittamaan tuloksia aina 10 000 RLU-arvoon asti,
mutta MicroSnap Coliform & E. coli -menetelmédohjeessa (2014) 300
RLU:ta on se maksimiarvo, joka pystytdan vielda muuntamaan E. coli -pitoi-
suudeksi. Naita suurempia RLU-arvoja on enda vaikea, ellei jopa mahdoton
muuntaa tarkoiksi, niitd vastaaviksi E. coli -pitoisuuksiksi tdman menetel-
man puitteissa.
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Taulukko 17. Toteutuneet E. coli -sarjan pitoisuudet ja luminometrin il-
moittamat tulokset E. coli -sarjalle MicroSnap E. coli -testista

Laimennos Toteutunut E. coli- | Suora detektio Rikastus (t= 6h) ja
pitoisuus (pmy/ml) (RLU) detektio (RLU)
0 1,8 x 108 234 843
-1 1,8 x 107 45 1565
-2 1,8 x 108 8 -
-3 1,8 x10° 3 -
-4 1,8 x 10* 3 -
-5 1,8x 103 1 -
-6 1,8 x 102 0 -
-7 1,8 x 10 0 -
-8 1,8 x 10° 0 -
-9 1,8 x 10~ 3 -

Ensimmaista rejektivesisarjaa ympattiin E. coli -sarjan pitoisuudella 1,8 x
10® pmy/ml. Ymppaystd tehdessa tapahtui 10-kertainen laimeneminen,
jolloin ympatyn rejektivesisarjan tulosten tuli teoriassa olla linjassa E. coli
-sarjan pitoisuuden 1,8 x 107 pmy/ml kanssa. Taulukossa 18 sivulla 41 on
esitetty tdman ensimmaisen ympatyn rejektivesisarjan tulokset ja taulu-
kon alareunaan on merkitty sulkuihin luminometrin antamat tulokset E.
coli -sarjan pitoisuudelle 1,8 x 10’ pmy/ml. Nama tulokset nakyvat myos
taulukossa 17.

Rejektivesi jota oli laimennettu vedelld 1:10, erottui negatiivisesti muista
rejektivesilaimennoksista suorasta detektiosta saaduissa tuloksissa. Kui-
tenkaan mikaan rejektivesilaimennos ei saavuttanut samaa suoran detek-
tion tulosta kuin E. coli -sarjan pitoisuus 1,8 x 107 pmy/ml. Rikastuksen 13-
pikdyneista naytteista rejektivesilaimennokset 1:10 ja 1:30 erottuivat ne-
gatiivisesti muiden laimennosten tuloksista. Rejektivesilaimennoksella
1:90 (1 219 RLU) paastiin jo melko ldhelle teoriassa tavoiteltavaa arvoa
(1 565 RLU). Kuitenkin kolmen laimeimman rejektivesilaimennoksen koh-
dalla liikuttiin jo yli MicroSnap Coliform & E. coli -menetelmdohjeen (2014)
maksimiarvon ylittdneissa RLU-arvoissa. (Taulukko 18, s. 41.)
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Taulukko 18. Ensimmaisen ympatyn rejektivesisarjan tulokset luminomet-
rille tavoitteena E. coli -sarjan pitoisuudesta 1,8 x 107 pmy/ml
saadut tulokset

Suora detektio Rikastus (t = 6h) ja detektio
Rejektiveden vesilaimennos (RLU) (RLU)
1:10 11 92
1:30 20 81
1:60 20 921
1:90 25 1219
1:1000 29 759

(E. coli -sarja 45 RLU) (E. coli -sarja 1 565 RLU)

Toista rejektivesisarjaa ympattiin E. coli -sarjan pitoisuudella 1,8 x 107
pmy/ml. Ymppaysta tehdessa tapahtui 10-kertainen laimeneminen, jolloin
ympatyn rejektivesisarjan tulosten tuli teoriassa olla linjassa E. coli -sarjan
pitoisuuden 1,8 x 10° pmy/ml kanssa. Taulukossa 19 on esitetty taman en-
simmaisen ympatyn rejektivesisarjan tulokset ja taulukon alareunaan on
merkitty sulkuihin luminometrin antamat tulokset E. coli -sarjan pitoisuu-
delle 1,8 x 10 pmy/ml. Nama tulokset nakyvat myos taulukossa 17 sivulla
40. E. coli -sarjan pitoisuudesta 1,8 x 10° pmy/ml oli tehty kuitenkin vain
suora detektio, jolloin rikastusvaiheen lapikdyneita rejektivesisarjan nayt-
teiden tuloksia ei pystynyt vertailemaan E. coli -sarjan rikastettujen nayt-
teiden tulosten kanssa. Kuitenkin rikastuksen lapikdyneesta rejektive-
silaimennoksesta 1:30 saatu tulos oli sen verran korkea (1 088 RLU), etta
se heratti positiivisia ajatuksia testin ja luminometrin toimivuudesta kysei-
selle rejektiveden laimennussuhteelle. Toisaalta tulosten suuri hajonta jai
mietityttdmaan. (Taulukko 19.)

Taulukko 19. Toisen ympatyn rejektivesisarjan tulokset luminometrille ta-
voitteena E. coli -sarjan pitoisuudesta 1,8 x 10® pmy/ml saa-
dut tulokset

Suora detektio | Rikastus (t = 6h) ja detektio
Rejektiveden vesilaimennos (RLU) (RLU)
1:10 0 33
1:30 0 1088
1:60 0 459
1:90 0 275
1:1000 3 1723

(E. coli -sarja 8 RLU)
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11.2 Kolmas koe

Kolmas koe oli samankaltainen kuin toinen koe. Kolmannessa kokeessa
tehtiin jalleen vedella laimennettu rejektivesisarja, jossa laimennoksia oli
talla kertaa vain kaksi, 1:30 ja 1:90. Kolmanneksi putkeksi sarjoihin lisattiin
pelkkada vetta sisadltanyt ndyte. Laimennusvesi ja vesindyte olivat steriloitua
hanavetta.

E. coli -sarjasta tehtiin maljaviljelyt Plate Count Agarille. Tavoitteena oli
saada jalleen nollaputkeen 1,5 x 102 pmy/ml oleva solususpensio. Viljelyn
tulosten perusteella nollaputken E. coli -pitoisuudesta tuli noin kolminker-
tainen tavoiteltuun: 4,9 x 10® pmy/ml. Taulukossa 20 on esitetty tama saa-
vutettu nollaputken E. coli -pitoisuus laimennoksen 0 kohdalla ja tdman tu-
loksen perusteella laskettiin sarjan muiden laimennosten E. coli -pitoisuu-
det. E. coli -sarjasta ei tehty MicroSnap-testia. E. coli -sarjasta valittiin kaksi
putkea, pitoisuuksiltaan 4,9 x 10* pmy/ml (laimennos -4) ja 4,9 x 103
pmy/ml (laimennos -5), joilla ympattiin kahta rejektivesilaimennossarjaa ja
vesindytetta.

Taulukko 20. Toteutunut E. coli -sarjan nollaputken pitoisuus ja sen perus-
teella lasketut muiden putkien pitoisuudet

Laimennos E. coli -pitoisuus (pmy/ml)
0 490909 091
-1 4,9 x 107
-2 4,9x10°
-3 4,9 x10°
-4 4,9 x 10*
-5 4,9x103
-6 4,9 x 102
-7 4,9x10
-8 4,9x10°

Ensimmaista rejektivesisarjaa ympattiin E. coli -sarjan pitoisuudella 4,9 x
10* pmy/ml. Ymppaysta tehdessa tapahtui 10-kertainen laimeneminen,
jolloin ympatyn rejektivesisarjan tulosten tuli teoriassa olla linjassa E. coli
-sarjan pitoisuuden 4,9 x 10® (4 900) pmy/ml kanssa. Ympétyn rejektive-
sisarjan tuloksista lahimmaksi tata arvoa paasi ympatty vesi, jonka RLU-
arvo 109 muunnettuna E. coli -pitoisuudeksi oli 1 000-5 000 pmy/ml. Ym-
patysta vesinadytteesta tehtiin maljaviljelyt, joiden perusteella voitiin sanoa
ymppayksen olleen onnistunut, koska tulosten perusteella ympatyssa ve-
dessa E. coli -pitoisuus oli 4 800 pmy/ml (ilmoitettu taulukon 21 alareu-
nassa sivulla 43). Taman vuoksi oli erikoista, etta rejektivesilaimennoksista
1:30 ja 1:90 saatiin suuremmat tulokset mita tavoiteltiin. Tulokset olivat
my0s juuri tasta syysta ristiriidassa toisen kokeen tulosten kanssa. (Tau-
lukko 21, s. 43.)
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Rikastuksen lapikdyneiden puikkojen liemista tehtiin laimennossarjat ja
maljaviljelyt PCA:lle, joiden mukaan rejektivesilaimennos 1:90 sisalsi Iahes
kaksinkertaisesti mikrobeja kuin pelkka vesindyte. Tama voi osin selittya
silld, ettd rejektivesindyte itsessaan ei ollut steriilia, jolloin maljoilla kasvoi
muitakin mikrobeja kuin E. colia. Tall6in ei paasty tdyteen varmuuteen
siitd, mika rikastusliemen todellinen E. coli -pitoisuus oli. Toisaalta lu-
minometrin antama korkea RLU-arvo osoitti sen, ettd suurin osa laimen-
noksen 1:90 mikrobeista olisi E. colia. Rikastusliemien maljaviljelytulokset
on ilmoitettu taulukon 21 alareunassa.

Taulukko 21. Ensimmaisen ympatyn rejektivesisarjan tulokset tavoitteena
E. coli -pitoisuus 4,9 x 10° pmy/ml

Rejektiveden vesi- Rikastus (t =0 h) ja de- | Rikastus (t =6 h) ja de-
laimennos tektio (RLU) tektio (RLU)
1:30 1 732
1:90 0 2417
Y Vesi 0 3109
"4 818 pmy/ml

2 1,3 x 102 pmy/ml
30,7 x 108 pmy/ml

Toista rejektivesisarjaa ympattiin E. coli -sarjan pitoisuudella 4,9 x 103
pmy/ml. Ymppaysta tehdessa tapahtui 10-kertainen laimeneminen, jolloin
ympatyn rejektivesisarjan tulosten tuli teoriassa olla linjassa E. coli -sarjan
pitoisuuden 4,9 x 10% (490) pmy/ml. kanssa. Ympatyn rejektivesisarjan tu-
loksista lahimmaksi tata arvoa paasi rejektivesilaimennos 1:30, jonka RLU-
arvo 17 muunnettuna E. coli -pitoisuudeksi oli 100-200 pmy/ml. Taman
sarjan tulokset olivat siind mielessa yhtenevaiset ensimmaisen sarjan tu-
losten kanssa, etta vakevin rejektivesilaimennos antoi suuremman tulok-
sen kuin pelkka vesindyte. Toisaalta rikastuksen lapikdayneen vesindytteen
ja laimennoksen 1:90 RLU-tuloksissa ei ole kdytanndssa ollenkaan eroa.
(Taulukko 22.)

Taulukko 22. Toisen ympatyn rejektivesisarjan tulokset tavoitteena E. coli
-pitoisuus 4,9 x 102 pmy/ml

Rejektiveden vesi-

Rikastus (t = Oh) ja de-

Rikastus (t = 6h) ja de-

laimennos tektio (RLU) tektio (RLU)
1:30 17
1:90 1
Vesi 0
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12 JOHTOPAATOKSET JA POHDINTA

Opinndytetyo sisalsi kaksi toisistaan riippumatonta selvitysta ja kdaytannon
tyota, joten niiden johtopaatokset ja pohdinnat on esitetty omissa luvuis-
saan.

12.1 Rejektiveden kontaminaatioreitit ja -syyt

Kesan 2017 aikana laitokselta kerattiin kolmenlaisia naytteita, joiden pe-
rusteella pystyttiin pohtimaan ja arvioimaan rejektiveden kontaminaa-
tioreitteja ja -syita. limanaytteiden tulosten perusteella voitiin todeta, etta
ilman valityksella tapahtuva kontaminaatio on epatodennakaoista, vaikka-
kin teoriassa tama voisi olla jossain maarin mahdollista (ks. luku 5). Huomio
kannattaa kuitenkin kiinnittdaa varastosailididen korvausilmaputkiin, joiden
sisdpuolelle hoyrystyy jonkin verran kosteutta kuumasta tai lampimasta
rejektivedestd. Hoyryn mukana putkiin voi kulkeutua pienia maaria mikro-
beja, jotka ajan kuluessa voivat lisdantya putkien pinnoilla huomattavasti-
kin. Putkista otettujen pintasivelynaytteiden mukaan aerobisten kokonais-
bakteerien maara olikin suurimmassa osassa naytteista runsasta lapi ke-
san. Mikrobien kulkeutuminen putkiin sailididen ulkopuolelta (ulkoil-
masta) on epatodennakoista etenkin, jos sailiot voidaan ylipaineistaa ja
putkien aukot ovat hyvin suojattuja ja suojusten puhtaudesta huolehdi-
taan saannollisesti.

Kesan nestendytteiden tulosten perusteella voitiin todeta, etta rejektive-
den hygienisointi on onnistunutta ja rejektivesi on puhdasta varastosailioi-
hin tullessa. Mikrobien maara alkaa kasvaa rejektivedessa jossakin vai-
heessa sen varastoinnin aikana. Todennakdisin syy kokonaismikrobipitoi-
suuden kasvuun on sdilion sisdapinnoille kertynyt biofilmi, joka antaa hyvan
kasvualustan mikrobeille. Varsinainen ulkopuolinen kontaminaatio voi
kdytannossa tapahtua kolmen eri sisddnmenoaukon kautta: korvausilma-
putkesta, ndytteenottohanasta ja kuormausta varten tarkoitetusta ha-
nasta. Korvausilmaputkista todettiin jo, etta niiden kautta tapahtuva kon-
taminoituminen on epatodennakoéista eli korvausilmaputket voidaan pois-
sulkea mahdollisena kontaminaatioreittina.

Varastosadilididen naytteenottohanasta kaytiin kesan aikana keskustelua
laitoksen edustajien kanssa ja todettiin, ettd hana on tarkoitus vaihtaa ns.
aseptiseen ndytteenottohanaan. Aseptisessa naytteenottohanassa ei ole
samanlaisia avoimia pintoja kuin tavallisissa hanoissa, jolloin mikrobikas-
vustoa ei paase kertymaan putkeen juuri yhtaan tai ei ollenkaan. Kesan ai-
kana kaytossa ollut ndytteenottohana oli perinteisen mallinen hana, jossa
oli avoin hanan suuaukko. Hanan sisdpuolelta otetuissa pintanaytteissa
esiintyi paljon koliformeja ja aerobisia kokonaisbakteereja. E. colia ei kui-
tenkaan loydetty naytteenottohanasta eikd sen ymparistosta varastosaili-
oiden konttirakennuksen sisdapuolella. Jo kesdakuun pintasivelynaytteiden
perusteella voitiin todeta, ettd ndytteenottohana ja sen ymparisto
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mahdollisena kontaminaatioreittina voi olla epatodenndkoéinen, vaikka ha-
nan sisdapuolella koliformien maara olikin runsasta. Viimeistaan aseptinen
ndytteenottohana voi estaa rejektiveden kontaminoitumisen tdman reitin
kautta.

Varastosidilididen kolmas sisédnmenoaukko, kuormausta varten tarkoi-
tettu hana, osoittautui naytteiden tulosten perusteella todennakoisim-
maksi rejektiveden kontaminaatioreitiksi. Heinakuun naytteenotossa ote-
tussa nestenadytteessa (kuormausletkun kautta otettu nayte) oli E. colig,
tosin alle sallitun maksimiarvon. Nayte oli otettu kuormausletkun kautta
eika suoraan hanasta. Taman lisaksi ainoat E. coli -loyddkset kesan aikana
tehtiin pintasivelynaytteista alueilta C ja E (Kuva 14, s. 28): kesa- ja heina-
kuussa kuormaavan auton sailion korvausilmaputkesta ja sen ymparistosta
seka heinakuussa kuormausletkusta ja letkun ja hanan valikappaleesta.
Letkusta ja valikappaleesta otettiin naytteet tosin kuormaamisen jalkeen,
jolloin E. colia sisaltanytta rejektivetta paatyi pintasivelynaytteisiin. Kuiten-
kin heti seuraavana padivana otetussa viikkonaytteessa ei ollut E. colia ja
koliformienkin pitoisuus oli huomattavasti pienempi. Tasta heraa varovai-
nen johtopadatds, ettd kuormanhaun jalkeen sailidihin tullut tuore rejekti-
vesi saattoi olla tarpeeksi kuumaa E. colin tuhoutumiseen, mika selittaisi
puhtaammat tulokset. Jaa kuitenkin epaselvaksi, olisiko vain kuormauslet-
kussa itsessaan ollut E. colia niin paljon, etta se olisi aiheuttanut nestenayt-
teessa todetun E. coli -pitoisuuden.

Heindkuun E. coli -16ydosten jalkeen kuormausyksikolle ja letkulle suoritet-
tiin runsas vesihuuhtelu. Tallaisia huuhteluita olisi hyva suorittaa varsinkin
kesdaikaan usein, jotta etenkdan kuormausletkuun ei padsisi kertymaan
mikrobikasvustoa. Letkun sailytykseenkin tulisi kiinnittda erityista huo-
miota. Letkua sailytettiin varastokontin seindssa olevassa telineessa, jossa
on pieni kallistuskulma. Letkun autonpuoleista paatya sailytettiin telineen
ylemmalla tasolla, mika voi olla isokin riski rejektiveden kontaminoitumista
ajatellen, jos letkua ei huuhdella kayton jalkeen. Mahdollisesti saastu-
neesta autosta voi paasta taudinaiheuttajia letkuun, jolloin sailytettdessa
letkua edelld mainitulla tavalla, taudinaiheuttajat voivat valua ja levita hel-
posti letkun koko pituudelle ja seuraavalla kuormauskerralla kulkeutua va-
likappaleen kautta hanan suuaukolle ja siita sailioén. Kuormausletkuun voi
padsta myos pieneldimidkin, joiden uloste voi saastuttaa letkun mutta lai-
tokselta ei ole raportoitu tallaisista ongelmista. Lintujen uloste voisi myos
olla mahdollinen kontaminaatioriski, mutta lintujen ulosteita ei erityisem-
min havaittu varastosailiokontin ymparistossa tai esimerkiksi kontin ka-
tolla.

Yhteenvetona voidaan todeta, ettd todennakdisin rejektiveden kontami-
naatioreitti on kuormausletku ja kuormausyksikon kaappi, jossa sailyte-
tdan mm. letkun ja hanan valikappaletta. Todennakoisin rejektiveden kon-
taminaatiosyy tai -lahde on rejektivesikuormia hakevat autot. Kesalla on
myo6s selvasti oma vaikutuksensa mikrobipitoisuuksien ja kontaminaa-
tioriskien lisdantymiseen. Pitkdan jatkunut lammin sda ja kesdn edetessa
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ilmankosteuden kasvaminen (limatieteen laitos n.d.) luovat hyvat olosuh-
teet mikrobien lisddntymiselle. Kaikenlaisia pesuja kannattaa kesalla siis
tehostaa ja lisata kesan edetessa ainakin syksyn alkuun asti. Talla rejekti-
veden hygieeninen laatu voidaan taata jatkossakin. Laitoksella tehtiin
myo0s jo kesan aikana muitakin hygieniaa parantavia toimenpiteita kaikkien
naytteiden tulosten perusteella. Myos laitoksen ja kuormausyrityksen hy-
valla yhteistyolla voidaan taata rejektiveden hyva laatu.

Tyon tilaaja toivoi opinnadytetyohon liitteeksi joitakin yleisia ohjeistuksia
mikrobiologisten naytteiden ottoon liittyen, mika helpottaa esimerkiksi
uusien tyontekijoiden perehdyttamisessa (Liite 2). Taman lisaksi hahmo-
tettiin myo6s naytteenottoihin liittyen toimintasuunnitelmaa tilanteesta,
jossa rejektivesi on kontaminoitunut. Suunnitelman avulla voidaan lahtea
selvittdmaan kontaminaation alkuperaa ja reittia. (Liite 3.)

12.2 EnSURE-luminometrin ja MicroSnap E. coli -testin soveltuvuus rejektivedelle

EnSURE-luminometrille ja MicroSnap E. coli -testille suoritettiin kolme ko-
etta, joiden avulla selvitettiin menetelman soveltuvuutta rejektiveden tes-
taamiseen. Ennen kokeiden toteutusta rejektiveden pH:n saatéa selvitet-
tiin, ja todettiin etta rejektiveden pH:n saato onnistui, joten ainakaan silla
ei ollut merkitysta menetelman soveltuvuuden kannalta.

Ensimmaisessa kokeessa rejektivetta ei laimennettu ja E. colilla ympatyt
rejektivesindytteet nayttivat nollaa tai ldhes nollaa luminometrilla seka
petrifilmeilld. Kuitenkin E. coli -sarjalle luminometri antoi oikeanlaisia tu-
loksia, kun verrattiin niitda maljaviljelyista ja petrifilmeiltd saatuihin tulok-
siin. Rejektiveden ymppayskin oli todenndkoisesti onnistunut, joten herasi
epailys, etta rejektiveden sameus oli syyna siihen, miksi luminometri ei an-
tanut oikeanlaisia tai odotettuja tuloksia.

Toisessa kokeessa rejektiveden sameutta vahennettiin laimentamalla sita
RO-vedella viidessa eri suhteessa: 1:10, 1:30, 1:60, 1:90 ja 1:1000. Naita
laimennossarjoja tehtiin kaksi kappaletta, joista ensimmaisessa oli tavoit-
teena E. coli -pitoisuus 1,8 x 10’ pmy/ml ja toisessa pitoisuus 1,8 x 10°
pmy/ml. Luminometrin antamissa tuloksissa ympatyille rejektivesisarjoille
oli suurtakin hajontaa. Mutta tuloksista erottuivat eduikseen rejektive-
silaimennokset 1:30 ja 1:60, jotka antoivat oikean suuntaisia tuloksia (vrt.
E. coli -sarjasta saadut tulokset). Laimennos 1:10 osoittautui tulosten pe-
rusteella lilan vakevaksi rejektivesilaimennokseksi. Tulosten arvioinnissa
tuli ottaa huomioon se, etta useimmat luminometrin ilmoittamat tulokset
olivat yli MicroSnap Coliform & E. coli -menetelmaohjeessa (2014) ilmoite-
tun maksimirajan (300 RLU). Tall6in se vahensi tulosten herkkyytta.

Kolmannessa kokeessa tavoiteltiin oikeaa herkkyysrajaa luminometrilla
saataville tuloksille. Rejektivetta laimennettiin talla kertaa hanavedells,
kahdessa eri suhteessa: 1:30 ja 1:90. Kolmanneksi ndytteeksi sarjaan lisat-
tiin pelkkaa hanavetta sisaltanyt nayte. Sarjoja oli jalleen kaksi kappaletta,
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joista ensimmaisessa oli tavoitteena E. coli -pitoisuus 4,9 x 10®* pmy/ml ja
toisessa pitoisuus 4,9 x 102 pmy/ml. Talld kertaa vakevimmat rejektive-
silaimennokset antoivat luminometrilla suurempia tuloksia kuin pelkkaa
vettd sisaltanyt ndyte, mika oli ristiriidassa toisen kokeen tulosten kanssa.
Toisaalta kolmannen kokeen tuloksissa pysyttiin ldhes maaritysrajojen
puitteissa. Jos toisessa kokeessa olisi pysytty maaritysrajojen sisdapuolella,
olisivatko tulokset olleet silloin samansuuntaisia kolmannen kokeen tulos-
ten kanssa?

Rejektivesisarjan tavoitellulta pitoisuudeltaan 4,9 x 10® pmy/ml puhdas ve-
sindyte antoi tavoitellun tuloksen mutta toisesta rejektivesisarjasta tavoi-
tellulta pitoisuudeltaan 4,9 x 10> pmy/ml taas rejektivesilaimennos 1:30
antoi tavoitellun tuloksen. On mahdollista, ettd mita enemman rejekti-
vettd alkuperdinen nayte sisalsi, niin sita paremmin ymppina ollut E. coli
pystyi lisddntymaan siina ja toisaalta mita vahemman E. colia pelkkaa vetta
sisaltavassa putkessa oli, niin sitd heikommin se paasi lisddantymaan rikas-
tuksen aikana. Tavoitellulta pitoisuudeltaan 4,9 x 10® pmy/ml vesinayt-
teesta tehtiin maljaviljelyt, joiden tulokset vastasivat tavoiteltua tulosta,
mista voitiin paatelld, ettda ymppays oli kokeen aikana kuitenkin onnistu-
nut.

Ensimmaisen ja toisen kokeen tulosten perusteella olisi voinut olettaa yk-
siselitteisesti, ettad rejektiveden sameus on se tekija, joka haittaa EnSURE-
luminometrin ja MicroSnap-testin toimivuutta. Kuitenkin kolmannen ko-
keen tulosten perusteella pelkkd sameus ei ehka selitdakaan sita, miksi me-
netelma ei toimi odotetulla tai toivotulla tavalla. AOAC Research Instituten
MicroSnap E. coli -testille myonnetysta sertifikaatista (2016) ilmenee, etta
menetelmaa on testattu myods tassa tydssa kaytetylla E. coli-kannalla ATCC
8739. Talloin E. coli -kannan tyypilla ei todennakdisesti ollut vaikutusta ko-
keiden tuloksiin. Rejektiveden laimentamisessa kaytetyn RO-veden ja ha-
naveden erojen vaikutuksesta kokeen tuloksiin on vaikea vetaa mitdan joh-
topaatoksia.

E. coli oli toisessa ja kolmannessa kokeessa tulosten perusteella selvastikin
kasvanut rejektivedessa eli rejektivesi ei todennakoisesti sisalla mitdan E.
colin kasvua inhiboivia tekijoita. Kuitenkin rejektivesi voi sisaltaa jotakin tai
joitakin sellaisia komponentteja, jotka saattavat vaikuttaa testista saata-
viin tuloksiin joko sellaisenaan tai aiheuttaen rikastuksen aikana jonkinlai-
sia haitallisia kemiallisia tai entsymaattisia reaktioita, mika vaikuttaa lu-
minometrin antamiin tuloksiin mutta ei maljaviljelyihin. Rikastusvaiheen
voidaan jopa ajatella tastd syystda olevan menetelmadn heikkous. Lu-
minometri ei siis pysty havaitsemaan alkuperaisen naytteen sisaltamaa
mikrobipitoisuutta suoraan vaan mikrobipitoisuutta joudutaan kasvatta-
maan jopa 10 000-100 000 -kertaiseksi, jotta tdma onnistuisi (ks. luku 6.4,
s. 12-14). Talloin itse rikastusvaiheen olosuhteetkin on oltava vakioitu
tarkkaan, jotta virheiden tai tulosten hajonnan maara pysyy tarpeeksi pie-
nena.
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Yhteenvetona voidaan todeta, ettd EnSURE-luminometri ja MicroSnap E.
coli -testi ei taman opinnaytetyon tulosten perusteella sovellu rejektiveden
testaamiseen. Mutta jotta menetelmdn toimivuudesta tai toimimatto-
muudesta paastaisiin tayteen varmuuteen, menetelmalle olisi hyva tehda
paljon toistoja sisaltavia kokeita, jolloin tuloksia padstaan kasittelemaan ja
arvioimaan tilastollisesti. Talloin myds esim. kokeiden tekijasta ja inkuboin-
tiolosuhteista johtuvien virheiden vaikutusta tuloksiin pystytadan minimoi-
maan. Olisi myds hyva, jos menetelmalle paasisi tekemaan testi- tai koe-
sarjoja useilla ja aidosti kontaminoituneilla rejektivesinaytteilla.
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Liite 1

E. coli -sarja, rin-
E. coli -sarjan lai- E. coli -sarja, nakkaisnayte RLU:ta vastaava E. coli -pitoisuus
mennos nayte (RLU) (RLU) (pmy/ml)
0 - - i,
-1 - - -
-2 - - -
-3 - - -
-4 958 989 > 10 000
-5 65 28 200 - 5 000
-6 11 12 50 - 200
-7 9 11 50 - 100
-8 - - _

laimennoksen 0 E. coli -pitoisuus
> 50 000 000 pmy/ml

E. coli -sarjan laimennos

SEC, pmy)

E. coli -sarja, nayte (Petrifilm

E. coli -sarja, rinnakkaisndyte
(Petrifilm SEC, pmy)

laimennoksen 0 E. coli -pitoisuus
87 387 387 pmy/ml

Laimentamaton rejek-

Tavoiteltu E. coli -pi-

Luminometrin an-

tivesi toisuus (pmy/ml) tama tulos (RLU) Petrifilm SEC (pmy)
Nayte 1 1 000 000 0 0
Nayte 2 10 000 0 0
Nayte 3 1 000 1 0
Nayte 4 100 1 0
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Liite 2

HUOMIOITAVIA ASIOITA NAYTTEENOTOSSA

Naytteenoton aikana tulee naytteenottajalla olla asianmukaiset suo-
javarusteet (kypara, turvakengét, suojalasit, huomioliivi).
Naytteenotossa tulee kayttaa kertakayttoisia suojakasineita, jotka
vaihdetaan aina tarvittaessa uusiin. Kasineita ei voi vaihtaa liian
usein.

Ndytteenotossa tulee toimia aseptisesti.

Ennen nestendytteiden ottamista, hanan suuaukolle ja sisdpuolelle
suihkutetaan 70 % etanolia. Taman jalkeen naytetta valutetaan ja-
teastiaan muutama litra ennen varsinaisen naytteen ottamista. Nes-
tevirtaa ei mielelladn katkaista kesken vaan naytteenottoastia laite-
taan virtauksen tai valutuksen aikana nestevirran alle.

Nestenadytteet otetaan steriileihin muoviastioihin. Huomioi, etta nes-
tendyte voi olla kuumaa. Kayta tarvittaessa lampdhanskoja.

Pintasivelynaytteita otetaan steriileilla, kertakayttoisilla valineilla. Sa-
malla valineella otetaan nayte vain yhdesta paikasta.

Jos pintasivelynaytteiden ottamiseen kaytetaan kuivia ndytteenotto-
puikkoja, puikko tulee kostuttaa ennen naytteenottoa steriiliin, puh-
taaseen veteen. Huomioi, ettei vesi likaannu! Vetta kannattaa varata
useampi pieni pullo ndytteenoton ajaksi.

Naytteenottohanojen sisdpuolelta pintasivelyndytteet otetaan ennen
nestendytteiden ottamista. Pintasivelyndytteen voi ottaa samasta
kohteesta myds nestenaytteen ottamisen jalkeen.
Pintasivelynaytteita kannattaa ottaa ennen rejektiveden kuormausta
sekd kuormauksen jalkeen samoista pisteista.

Pintasivelyndytteet pyritdan ottamaan aina samalla tavalla ja samalla
tekniikalla.

Kaikki naytteet toimitetaan kylmasailytyksessa (esim. kylmalaukku)
mahdollisimman nopeasti analysoitaviksi. Pintanaytteille analyysit
tehddan mielelldan 12 tunnin sisalla naytteenotosta ja nestenaytteille
viimeistaan 3 vuorokauden kuluessa ndytteenotosta. Mita tuoreem-
pana ndyte saadaan analysoitua, sita luotettavammat tulokset saa-
daan!

Naytteita ei pakasteta, ellei se ole taysin valttamatonta. Pakastami-
nen voi vaikuttaa tuloksiin.
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Liite 3

NAYTTEENOTTOSUUNNITELMA REJEKTIVEDEN OLLESSA KONTAMINOITUNUT

Jos varastosailididen naytteenottohanasta otettu rejektivesi on kon-
taminoitunut, kontaminaatioaluetta ja -reittia lahdetaan rajaamaan
ottamalla ensimmaiseksi neste- ja pintasivelynaytteitd MVR:Ita lahte-
vasta linjasta.

Jos MVR:Ita lahtevasta linjasta otetut naytteet eivat ole puhtaita, 1ah-
detdaan kontaminaation alkuperaa selvittamaan ottamalla naytteita
prosessia edeltavista vaiheista niin pitkalle, kunnes voidaan osoittaa
piste, josta kontaminaatio on Idhtoisin.

Jos MVR:Ita lahtevasta linjasta otetut naytteet ovat puhtaita, rejekti-
vesi on kontaminoitunut varastoinnin aikana.

o

Otetaan pintasivelynaytteita varastosailididen ndytteenot-
tohanasta ja sen ymparistosta.
Otetaan pintasivelynaytteita sdilididen korvausilmaputkien
paalta ja sisalta.
Jos mahdollista, otetaan pintasivelynaytteita autoista,
jotka ovat viimeisimmilla kerroilla hakeneet rejektive-
sikuormia. Otetaan naytteita erityisesti auton sailion kuor-
mausaukosta ja sen ymparistosta seka auton sailion kor-
vausilmaputkista ja niiden ymparistosta.
Otetaan runsaasti pintasivelynaytteitd kuormausyksikosta
ja -letkusta ennen nestendytteiden ottamista.
Pintasivelyndytteiden jalkeen huuhdellaan kuormausyk-
sikkd (ja -letku) runsaalla vedella ennen nestenaytteiden
ottamista, jotta mahdollisesti kontaminoitunut kalusto ei
héiritse nestendytteistd saatavia tuloksia.
Otetaan nestendyte varastokontin naytteenottohanasta ja
kuormausyksikon hanan kautta.

= Jos naytteet ovat kontaminoituneita, tulee konta-

minaatioreitti selvittda pintanaytteiden tulosten
perusteella.



