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Tama insindorityo tehtiin kartonkiteollisuuden alalla toimivalle yritykselle. Tydn tarkoi-
tuksena oli tutkia jadhdytysvesikierron mikrobeja ja tutkimuksien tuloksien perusteella
tehda yritykselle ehdotuksia menetelmista, joilla mikrobeja pystyttéaisiin hallitsemaan.

Jaahdytysvesijarjestelman mikrobeja tutkittiin neljalla eri menetelmalla. Jaahdytysve-
sikierrosta otettuja vesinaytteitd suodatettiin viljelya ja DNA-analyyseja varten. Nailla
menetelmilla tutkittiin ja&hdytysvedessé olevien mikrobien mééra seké luokitusta.
Jaahdytysvesisailion pesun tehokkuutta tutkittiin kontaktimaljanaytteilla ja naytteenot-
topisteiden puhtautta tutkittiin pyyhkaisynaytteilla.

Maarityksien tulokset olivat vaihtelevia. Naihin tuloksiin vaikutti huomattavasti jaahdy-
tysvesisailion tayttaminen oletettavasti epapuhtaalla vedella sen pesun jalkeen.
Jaahdytysvesikierrossa kaytetyn veden laadun tulisi olla talousveden kaltaista. Sai-
lion tayttamiseen kaytetyn veden ja aikataulullisten haasteiden vuoksi tassa tyossa ei
ehditty tehdé kaikkia suunniteltuja tutkimuksia tai suunniteltua biosidin testausta ja
sen tehokkuuden varmistamista.

Tehtyjen tutkimuksien perusteella yritykselle tehtiin ehdotuksia hallintamenetelmista,
joilla havaittua mikrobiologista ongelmaa pystyttaisiin tulevaisuudessa hallita. Naihin
kuuluvat naytteenotto-ohjeen noudattaminen, huollon yhteydessa jarjestelmén puh-
distamista varten toimintatavat, joita noudattamalla voidaan varmistua jarjestelman ja
jaéhdytysveden puhtaudesta. Ehdotuksia annettiin myds suositellusta desinfiointiai-
neesta ja sen annostelusta, kierrossa olevan UV-suodatuslaitteen kaytosta ja huol-
losta prosessin aikana seka sen mahdollisesta tehon parantamisesta uudella putkis-
tolla ja ultradanilaitteistolla.
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This thesis was made for a company in the cardboard industry. The aim was to study
microbes in a cooling water circuit and based on the findings make proposals for
methods, which can be used to control the microbes.

Microbes in the cooling water system were studied with four different techniques. Wa-
ter samples, that were taken from the cooling water circuit, were filtered for cultivation
and DNA analyses. These techniques were used to study the quantity and classifica-
tion of the microbes found in the cooling water. The effectiveness of the cooling
tank’s washing was studied with contact agar plates and the cleanliness of the sam-
pling places were studied with a swab test.

The results of the assays were fluctuating. These results were significantly impacted
by the presumably unclean water used for the filling the cooling tank after its wash.
The quality of the water used in the cooling water circuit should be similar to domes-
tic water. Due to water used to fill the tank and scheduling challenges, there was not
enough time to conduct all the planned studies or conduct the planned testing of a bi-
ocide and its effectiveness.

On the basis of the results of conducted studies, the company was given proposals
of methods of control, which could be used in the future to control the observed mi-
crobiological problem. These include adherence to sampling instructions, produces,
which should be adhered to during the system maintenance to ensure the cleanliness
of the system and the cooling water. Suggestions were also made for the recom-
mended disinfectant, and its dosing, for the use and maintenance of a UV filtration
device in the system during the process and for the possible improvement of this de-
vice’s efficiency with new piping and ultrasonic equipment.

Keywords: cooling water circuit, microbiology, bacteria culture, DNA
analysis, domestic water
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Lyhenteet

BART:

EAL:

mFC:

MIP:

PCA:

PCR:
PMY:

gPCR:

rRNA:

RODAC:

SAS:

SDA:

Biological Activity Reaction Test. Testi sulfaatteja pelkistavien bak-

teerien tunnistamiseksi.

Endo Agar LES (Lawrence Experimental Station). Koliformisia bak-

teereja suosiva kasvatusalusta.

Membrane Fecal Coliform. Suolistoperdaisia koliformisia bakteereja

suosiva kasvatusalusta.

Major intrinsic protein. Proteiini, jonka perimédn koodaavaa aluetta

kaytetd&n tunnistamiseen DNA-analyysissa.

Plate Count Agar. Yleiskasvatusalusta mikrobien lukumé&aran tunnis-

tamiseen.

Polymerase Chain Reaction. DNA:n monistustekniikka.

Pesakkeen muodostava yksikko.

Quantitative Polymerase Chain Reaction. Menetelmd, jossa tutki-

taan DNA:n monistumista reaaliajassa.

Ribosomaalinen RNA

Replicate organism direct agar contact method. Menetelm4, jolla tut-

kitaan tasapintojen mikrobeita.

Surface Air System. Laite, jolla tutkitaan mikrobeja ilmassa.

Sabourad Dextrose Agar. Homeita ja hiivoja suosiva kasvatusalusta.



S&B: Slanetz and Bartley. Suolistoperaisia enterokokkeja suosiva kasva-

tusalusta.

VRBGA: Violet Red Bile Glucose Agar. Suosiva kasvatusalusta Enterobac-

teriaceae-heimoon kuuluville bakteereille.



1 Johdanto

Taman tyon tarkoituksena oli tutkia kartongin paallystyslaitteiston jaahdytysve-
sikierrossa ilmenevaa mikrobiologista ongelmaa seka tehtyjen tutkimusten pe-
rusteella antaa yritykselle ehdotuksia toimenpiteistéd mikrobitason saattamisesta
halutun rajan alapuolelle. Tyon arkaluonteisuuden takia yritys tahtoi pysya ano-

nyymina.

Jaahdytysjarjestelmén vedessa olevia mikrobeita tutkittiin erilaisilla mikrobiologi-
silla maarityksilla. Maarityksien tavoitteena oli kartoittaa nykytilanne ja tutkia
mikrobitason muuttumista prosessin aikana. Nailla tutkimuksilla tahdottiin saada
mahdollisimman paljon tietoa systeemissa ilmenevista mikrobeista. Tyon tavoit-
teena oli naiden tutkimusten perusteella ehdottaa erilaisia menetelmia mikro-
bien hallintaan, jotta saavutettaisiin yrityksen siséisesta auditoinnista tulevat
mikrobiologiset vaatimukset. Jadhdytysvesikierrossa kaytettavaa veden laatua

voidaan verrata talousveden laatukriteereihin.

2 TyoOn tausta

Tama tyo tehtiin kartonkiteollisuusalan yritykselle ja koska tutkimuskohteena oli-
vat jaahdytysveden mikrobit, tdssa tydssa kasitellaan vain lyhyesti kartonkiteolli-

suutta, kartonkia, sen valmistusta seka laitteistoa.

2.1 Kartonkiteollisuus

Kartonkiteollisuus kuuluu kemialliseen metsateollisuuteen, johon kuuluvat myos
paperi- ja massateollisuus. Massateollisuus voidaan edelleen jaotella sellun ja
mekaanisen massan valmistukseen, joita molempia kaytetdéan valmistettaessa
paperia tai kartonkia. Kemiallisella metsateollisuudella tarkoitetaan teollisuutta,

joka prosessoi puuainesta muiksi tuotteiksi kayttden hyvaksi kemikaaleja. [1.]

Paperin ja kartongin teollisen tuotannon nykymuodossaan voidaan katsoa alka-

neen 1800-luvulla. Ensimmaiset paperikoneet kayttivat raaka-aineinaan viela



samoja raaka-aineita, joita kaytettiin perinteisen paperin valmistuksessa. Pape-
ria valmistettiin muun muassa hampusta tai puuvillasta. Puukuidun kayttdminen
paperin valmistuksessa yleistyi vasta 1800-luvun puolivalin jalkeen. Historialli-
sesti kartonki on ollut vain paksua paperia ja nykymuodossaan sen teollinen
valmistus voidaan katsoa alkaneen vuonna 1817 Englannissa. Kartonkia on
yleensa kaytetty lahinna pakkausmateriaalina ja sen teollisen tuotannon alkami-

sen jalkeen se on alkanut korvata muita kaytettyja pakkausmateriaaleja. [2; 3.]

2.2 Kartonki

Kartongin ja paperin ero on niiden nelimassoissa seka niiden kerroksissa; pa-
peri on joitakin poikkeuksia lukuun ottamatta yksikerroksista ja nelidpainoltaan
yleens& huomattavasti vahemman kuin kartongin neliomassa. Molempien val-
mistusmenetelmat ovat samankaltaiset ja lyhyesti sanottuna prosessit voidaan
katsoa olevan vain raaka-ainemassan kuivattamista. Tyypillinen laitteisto on esi-
telty kuvassa 1. Halutuista raaka-aineesta muodostetaan vesipitoinen massa,
joka suihkutetaan tasaisesti koneen peralaatikosta viiralle. Viirakankaalla mas-
sasta poistuu suurin osa vedesta suotautumalla eli vesi poistuu painovoiman
vaikutuksen avulla ja siitd muodostuu ohut matto, jota kutsutaan rainaksi. Ta-
man jalkeen rainaa puristetaan, jolloin siiné olevat kuidut painautuvat toisiinsa.
Talla puristuksella on suurin vaikutus valmistettavan tuotteen ominaisuuksiin ja
siihen voidaan vaikuttaa puristustelojen maaralla, rakenteella ja sijainnilla. Pu-

ristuksen jalkeen tuote kuivataan. [4; 5.]

Kuivauksen jalkeen voidaan tehda erilaisia jalkikasittelyja. Naihin lukeutuu
muun muassa pintaliimaus, paallystys ja kalanterointi. Kalanteroinnissa raina
puristetaan kahden tai useamman telan lavitse, jolloin voidaan vaikuttaa tuot-
teen kiiltoon, sileyteen, tiheyteen ja paksuuteen. Pintaliimauksessa rainan pin-
taan puristetaan liimaa, jolla pyritddn parantamaan tuotteen lujuusominaisuuk-
sia. Paallystys voidaan karkeasti ottaen jakaa kahteen eri luokkaan: pigmentti-
paallystykseen ja kalvopaallystykseen. Pigmenttipaallystyksella tahdotaan vai-

kuttaa tuotteen ulkondkdon ja painatusominaisuuksiin. Kalvopaallystyksella voi-



daan myds vaikuttaa tuotteen painettavuuteen, mutta yleensa se tehdaan barri-
aari-ominaisuuksien takia eli silla pyritdan parantamaan tuotteen lapaisematto-

myytta. Talla menetelmalla voidaan valmistaa esimerkiksi nestekartonkia. [6; 7,

s.13.]
Rullaus
3 Valmis paperi
Kuivatusosa kiertyy rullalie

.. Sarja kuumia
Perilaatikko l., valurautasylintereita kuivattaa
niiden lomitse kulkevan

Ruiskuttaa vesi- ja

kuituseoksen kapean massarainan
@ vaakatasossa olevan raon lapi

koneen levydelta viiralle

Vesipitoisuus 95 prosenttia

Paallystys
Paallystysseos levitetaan
paperin pinnalle. Paperin
padllystys muutamaan

s Liimapuristin kertaan parantaa paino-
S Paperin pintaan lisataan ominaisuuksia

Y. Puililinosa tarkkia vahvistamaan

Vetta poistetaan, ja kuidut 2 sit4

Puristaa marasta paperista
koostuvaa rainaa alentaen
vesipitoisuuden 50
prosenttiin

alkavat levittya ja yhdistya
ohueksi matoksi eli
rainaksi

Kuva 1. Paperin valmistuslaitteisto. Kuvassa esiteltyna paperin valmistuslaitteis-

ton eri osat. [5]

Kartonkia kaytetaan paaasiallisesti erilaisten pakkauksien valmistuksessa riip-
puen niiden kayttékohteesta. Kartonki on pakkausmateriaalina erittdin monipuo-
linen, ja sitd voidaan kayttaa tertidari-, sekundaari- tai primaaripakkauksiin. Ly-
hyesti tiivistettyna itse pakattava tuote voidaan pakata kartonkiin (primaaripak-
kaus), esimerkkina nestekartongista valmistettu maitotodlkki. Sekundaaripak-
kauksiin kuuluvat esimerkiksi myyntipakkaukset, joihin on pakattu monta yksit-
taista tuotetta helpottaen tuotteen esillepanoa kaupoissa, esimerkiksi suklaapa-
tukkalaatikko. Sekundaaripakkauksia voidaan edelleen pakata tertiaaripakkauk-

siin, jolloin suurien tuote-erien logistiikka on helpompaa.



2.3 Tutkimuskohde

Taman tyon tutkimuskohteena ollut jaahdytysvesikierto on osa kartongin paal-
lystysprosessia. Kartonkia paallystetddn muovilla ekstruusiomenetelmalla.
Tassa menetelmassa muovigranulaatteja sulatetaan suulakepuristimessa el
ekstruuderissa. Ekstruuderin ruuvi painaa muovipelletteja sen seindmiin, ja ruu-
vin aikaan saama paine seka ekstruuderissa olevat lammityselementit saavat
muovin sulamaan [7, s. 125-128, 140-141]. Tama sula massa valutetaan muo-
tista kartongin ja jadhdytystelan valiin ohuena nauhana [7, s. 141-145]. Puris-
tustela painaa muovin kartongin pinnalle, ja jAdhdytystela saa muovin jahmetty-

maan siihen kiinni [7, s. 146—147]. Tama osa prosessista on esitelty kuvassa 2.

Extruder

Extrusion
Coated
LDPE Film  Substrate

* -

Extrusion Die §

Substrate 1 =

Pressure Roll

Chill Roll

Kuva 2. Kartongin laminointilaitteisto. Laitteiston poikkileikkaus, josta nahd&aan

sulan muovin valutus kartongin pinnalle. [8]

2.3.1 Prosessin jadhdytysvesikierto

Prosessin jddhdytysvesi kulkee suljetussa kierrossa. Suljetussa vesikierrossa
prosessin jadhdytysvetta kierratetaan jarjestelméassa ilman, etta vetta poistuu

kierrosta. Jadhdytysvettd voi poistua hieman kierrosta haihtumisen kautta,



mutta tAma on vahaista, silla suljetussa kierrossa vesi on eristetty ymparistos-
taan. Tallaisessa systeemissa jaahdytysvesi kiertaa prosessin lammaonvaihti-
mien ja veden jadhdyttimien valilla. Prosessin lampda tuottavat osat jadhdyte-
taan vedelld, joka jaahdytetdaan takaisin kylmaksi jadhdyttimilla. Koska sulje-
tussa kierrossa oleva vesi ei vaihdu, sen laatu ja lampétila ovat helpommin halli-
tavissa kuin avoimessa jadhdytysvesikierrossa. Orgaanisen lian kasaantumista
pinnoille eli biologista foulaantumista tapahtuu vahemman, ja prosessin lapi kul-
kevan veden lampotila on stabiilimpi kuin avoimessa jaahdytysvesikierrossa,
jossa uutta vetta kierratetaan koko ajan systeemin lavitse. Tama auttaa myo6s
systeemissa mahdollisesti tapahtuvaan korroosioon, silla veteen ei juuri ollen-
kaan sekoitu happea. Koska happi yleensa sekoittuu ilmasta veteen, sita paa-
see sekoittumaan kiertoon vain lisdtyn veden mukana tai esimerkiksi jadhdytys-
vesisailiobssa veden ja ilman rajapinnan kautta. Hapen sekoittumista veteen voi
tapahtua myo6s lammaonvaihtimissa ja pumpuissa. Tyypillinen suljettu vesikierto

on esitelty kuvassa 3. [9.]

@ FLOW CONTROL VALVE

COOLING TOWER

('.'!(’.HI\P",AI) ST A n q T WATER #

CHEMICAL Freeesssden—ay 7 HEAT o X
ELECTRICAL /[T PROCESS 4 : EXCHANGERE|  coouna Towen

PROCESS E CONSTANT : L))U I WATER RETURN T
1 TEMPERATURE 3-
s V1| reneenatune  PREMBERATURE MAKEUP
1 : R Pros: CONTROLLER -

' PUMP LEAXAGE LOSSES

Kuva 3. Suljettu jaahdytysvesikierto. Tyypillisen suljetun vesikierron vuokaavio.

[9]

Luottamuksellisesta syista prosessista ei ole esitetty vuokaaviota. Veden viipy-
mista laitteistossa on vaikea arvioida eika tiedeta tarkkaan, kuinka kauan ve-
della kestaa kulkea laitteiston lavitse. Jadhdytysvesisailiosta vesi on johdettu

kahden eri linjaston koneille, joissa se jaahdyttéaa prosessin eri osia. Suurin osa



lammonvaihdosta tapahtuu jaahdytysteloilla. Vesi virtaa myods kumipaallys-
teisien puristustelojen lavitse, jotka tarvitsevat vahemman jaahdytysta kuin su-
lan muovin kanssa kosketuksissa olevat jadhdytystelat, jotka ovat vaippajaah-
dytteisid. Vaipan sisdpuolella vesi virtaa 10—15 mm:n kokoisessa tilassa kieru-
kan muotoista rataa telan ympari. Laminaattorilta ulostuleva vesi on noin 16 °C
ja sisaan tuleva vesi on likimain saman lampoista kuin sailiossa oleva vesi, joka
jaadhdytetaan erillisella kierrolla noin 10-asteiseksi. Kesalla sailion vetta jaahdy-
tetdéan ammoniakkikompressoreilla ja talvella se jadhdytetaan jarvivedella lam-
monvaihtimien avulla. Jaahdytysvesisailion tilavuus on noin 70 m?3 ja kierron tila-
vuus noin 10 m3. Jaahdytysvesisailio on rakenteeltaan kaksiosainen. Sailiossa
on valiseind kuuman ja kylman puolen valissa, jotka ovat kuitenkin yhteydessa
toisiinsa, silla valiseina ei ulota sailion pohjaan asti. Kuumalle puolelle saapuu
kierrosta tuleva lammin vesi seka sielta lahtee putkisto lammaonvaihtimille. Lam-
monvaihtimilta vesi palaa takaisin sailion kuumalle puolella ja sailion pohjalle
oleva kylméa vesi virtaa kylmalle puolelle, josta se pumpataan takaisin kiertoon.
[10.]

Prosessin lapikaynyt vesi kulkee UV-suodatinlaitteiston kautta takaisin jaahdy-
tysvesisailioon. Laitteiston suodatuskapasiteetti on noin 29 m3/h, ja teoreetti-
sesti sen pitaisi pystya suodattamaan koko prosessin vesi noin joka kolmas
tunti. Yrityksen tekemien mittausten perusteella laitteiston kohdalla paine kui-
tenkin pienenee noin 2,5-kertaisesti, joten suodatettavaa kokonaismaaraa on
syyta epailla. Laitteisto koostuu esi- ja jalkisuodattimesta seka UV-valokammi-
osta. Esisuodattimessa vesi suodatetaan 25 pm suodatinpussin lavitse ja sen
yhteydessa on my6s magneettisauva, jonka on tarkoitus poistaa vedesta metal-
leja. Magneettisauvaan tarttuu huomattavasti ainesta, ja taman epailtiin johtu-
van ainakin osittain mikrobien aiheuttamasta pistekorroosiosta. Ainesta, jota
tarttuu magneettisauvaan, ei ole tutkittu. Kiertoon syttetaan korroosionestoai-
netta, mutta tdman tehosta ei ole varmuutta ja voidaan epailla, etta UV-valo vie
osan aineen tehosta [11]. UV-valokammiossa on kolme lamppua, jotka tuottavat
400 J/m? UV-annoksen. Jalkisuodattimessa on 5 pm:n suodatinpussi. Veden on

usein todettu olevan sameaa ja likaantuvan nopeasti, jolloin UV-valon teho on



huomattavasti teoreettista arvoa pienempi; UV-valo ei pysty lapaisemaan sa-
meaa vetta hyvin, ja lika kertyy lamppujen pinnoilla estden sen sateilyn [11; 12,
s. 126]. Tallainen UV-suodatinlaitteisto pitaisi olla yksin riittava pitamaan mikro-
bitason hallinnassa vastaavassa systeemissa [11], mutta koska vesi likaantuu

nopeasti, sen teho on huono.

2.3.2 Jaahdytysveden laatu

Jaahdytysvesikierrossa kaytetty vesi puhdistetaan jarvivedesta yrityksen sisai-
sella vedenpuhdistamolla. Vesi puhdistetaan talousvesikelpoiseksi. Vedenpuh-
distamolta tulevaa vetta kaytetaan kierron liséaksi myos yrityksen talousvesijar-
jestelmassa, eli jadhdytysvesisailioon haarautuu putki yrityksen talousvesijarjes-
telmasta. Jadhdytysvesisailioon pystytaan lisddmaan vettd noin kaksi litraa mi-
nuutissa. TAméan hitauden epailtiin johtuvan putken haaroituksesta talousve-
sijarjestelmasta. Taméan putken haaran tilavuus on noin 200 litraa. Jotta vesi ei
seisoisi putkessa kauaa, jaahdytysvesisailioon lisatdéan noin 200 litraa joka toi-
nen paiva. Tahan kuluu aikaa noin kaksi tuntia, ja sen yhteydessa kiertoon lisa-
taan myos korroosionestoainetta. Koska vesi virtaa niin hitaasti sailioon, kier-
rossa oleva ylimaarainen vesi valuu ylivuotoventtiilista pois. Tasta voidaan arvi-

oida koko prosessiveden vaihtuvan kerran noin kahden vuoden vélein. [10; 13.]

Puhdistettavan jarviveden laatua tutkitaan jatkuvatoimisilla johtokyky- seka pH-
mittareilla. Veden laatua tutkitaan myos viikoittain otettavilla naytteilla yrityksen
laboratoriossa. Tasta seka kierrossa olevasta vedesta tehdaan myds kerran
kuussa mikrobiologiset analyysit seka yhteistydkumppanin kautta tehdaan tar-

kempi veden kemiallinen analyysi. [13.]

2.3.3 Talousveden mikrobiologiset laatuvaatimukset

Koska jadhdytysvesikierrossa kaytetty vesi puhdistetaan talousvesikelpoiseksi,
voidaan sitd suoraan verrata talousveden laatuvaatimuksiin. Tassa on kuitenkin

huomioitava, etté pullotetulla tai sailiossa toimitetulla vedella on tiukemmat laa-



tuvaatimukset [14, s. 6-10]. Ainoa merkittava ero talousveden ja kaytetyn jaah-
dytysveden valilla on yrityksen sisdisesta auditoinnista tuleva raja heterotrofis-
ten mikrobien esiintymiselle. Heterotrofisilla mikrobeilla tarkoitetaan toisenvarai-
sia mikrobeja eli mikrobeja, jotka kayttavat suorasti tai epasuorasti muita elidita
ravinnon- ja energianlahteindan [15; 16, s. 86—87]. Heterotrofit voidaan jakaa
kahteen luokkaan: fotoheterotrofeihin ja kemoheterotrofeihin [15; 16, s. 87]. Fo-
toheterotrofit pystyvat kayttamaan valoa ja hiilidioksidia energian lahteena,
mutta eivat pysty kayttamaan pelkastaan hiilidioksidia hiilen lahteendan [15; 16,
s. 87]. Naista esimerkkina voidaan mainita tiettyjen proteobakteerien olevan fo-
toheterotrofeja [15]. Kemoheterotrofit kayttavat vain orgaanisia aineita ravinnon
ja energian lahteindan eli muita elidita tai niiden aineenvaihduntatuotteita [15;
16, s. 87]. Heterotrofisiin mikrobeihin lukeutuvat aerobiset heterotrofiset baktee-
rit, homeet, hiivat ja alkueldaimet [14, s. 11; 16, s. 86]. Valviran laatutavoitteen
mukaan heterotrofisten mikrobien esiintymisessa ei saisi olla epatavallisia muu-
toksia [14, s. 11]. Naiden mikrobien esiintymiselle on vaikeata asettaa tiettya ra-
jaa, silla veden mikrobisto vaihtelee sen alkuperan mukaan [14, s. 11]. Tasta
huolimatta yrityksen sisaisesta auditoinnista tulevaa rajaa naiden suhteen voi-

daan pitaa maltillisena.

Vaikka talousveden kokonaismikrobiston esiintymiselle ei 16ydy tarkkaa rajaa,
siin& ei saa esiintya enterokokkeja tai koliformisia bakteereja [14, s. 6—8]. Nailla
pyritdan osoittamaan veden suolistoperaista saastumista, mutta on huomattava,
ettd kaikki koliformit eivat viittaa suolistoperaiseen saastumiseen [14, s. 8]. Ta-
man vuoksi koliformeja tutkitaan kahdella eri menetelmalla, joista toisessa tutki-
taan suolistoperaisia koliformeja ja erityisesti Escherichia coli -bakteerin esiinty-
mista. Naité lueteltuja bakteereja saa esiintya talousvedesséd vahemman kuin 1
pmy/100 ml (pesékkeen muodostava yksikko) eli kaytanndssa katsoen ei yh-
taan [14, s. 6-10].



2.3.4 Suljetun vesikierron mikrobiologiset ongelmat

Suljetussa vesikierrossa mikrobien hallinta on hankalaa, silla sinne paatynyt ai-
nes kumuloituu kiertoon. Ravinteita ja uusia mikrobeja paasee kiertoon, ja nai-
den poistaminen kierrosta on hankalaa. Jos mikrobeja yritetaan tappaa esimer-
kiksi biosideilla tai UV-valolla, kuolleet mikrobit jaavat ravinnoksi seuraavalle su-
kupolvelle. Suljetussa kierrossa voidaan kuitenkin helpommin hallita mikrobeita
kuin avoimessa kierrossa, silla avoimessa kierrossa prosessivesi vaihtuu koko
ajan. Kun prosessivettd puhdistetaan joko mekaanisin tai kemiallisin keinoin,

suljetussa kierrossa puhdistettu vesi jaa prosessiin. [12, s. 17-18.]

Suurimmat ongelmat, mitd mikrobit aiheuttavat suljetussa vesikierrossa, ovat
biofilmin muodostaminen seka mikrobiologinen korroosio. Mikrobien aiheuttama
korroosio johtuu yleensa biofilmin muodostumisesta, mutta korroosiota voi ta-
pahtua myds epéasuorasti mikrobien aineenvaihdunnan kautta. Korroosiossa
metalli syopyy, mikéa voi aiheuttaa huomattavia materiaalisia tappioita. Tama il-
mio kirjaimellisesti tuhoaa putkistoa ja sen osia. Lammonvaihtimien pinnan syo6-
pyessé se heikentda niiden tehoa. Syépyminen putkistossa tuhoaa putken pin-
taa tehden sen karheammaksi. Putken pinnan karheus tekee virtauksesta turbu-
lenttisempaa. Turbulenttinen virtaus kasvattaa virtausvastusta, joka johtaa vir-
tausnopeuden pienentymiseen vahentaen tehokkuutta. Pintojen korroosio joh-
taa myos otollisiin elintiloihin mikrobeille, silla mikrobit paasevat kiinnittymaan
helpommin sellaisiin kohtiin, missa ne ovat paremmin suojassa virtaukselta. [12,
s. 13-18.]

2.3.5 Biofilmia muodostavat mikrobit

Mikrobien tapaa muodostaa biofilmid voidaan pitaa niiden pyrkimyksena sopeu-
tua hankaliin elinolosuhteisiin. Biofilmi on yhden tai useamman mikrobilajin
muodostamaa kolonnia, jossa mikrobit erittavat ymparillensa suojaavan kerrok-
sen, joka voi esimerkiksi koostua polysakkarideista ja glykoproteiineista. Biofil-
missé olevat bakteerit lisdantyvat ja levittaytyvat tuottamalla itidité ja dispersoi-



10

malla joko yksittaisid mikrobisoluja tai monia mikrobeja sisaltavia palasia biofil-
mikolonian ollessa kypsé. Niukkaravinteisissa olosuhteissa mikrobeille on edulli-
sempaa kiinnittya ja kasvaa kiinni pinnoilla, silla vapaana vedessa elavana so-
luna mikrobin taytyy kayttaa aktiivisesti energiaa ravinteiden hankintaan. Mikro-
bit yleensa kiinnittyvat epatasaisille pinnoille ja téllaiset olosuhteet voivat esi-
merkiksi syntya korroosion vaikutuksesta tai foulaantumisesta. Epatasaiset pin-
nat kasvattavat mikrobeille suotuisaa elintilaa. Mikrobien kiinnittyminen pinnalle
nopeuttaa foulaantumista ja muiden mikrobien kiinnittymista pinnoille, silla nii-
den kiinnittyessa pinnoille virtauksessa ne aiheuttavat virtaukseen pyorteita,
jotka edistavat edella mainittuja tapahtumia pahentaen ongelmaa entisestaan.
[12,s. 13-17; 17, s. 157-168.]

Biofilmia muodostavat mikrobit ovat todellinen ongelma vesijarjestelmissa. Nii-
den kiinnittyessa pinnoilla ne heikentavat virtausnopeuksia, ja niista irtoava ai-
nes tukkii putkistoa edelleen heikentéden virtausnopeuksia. Naiden yhdysvaiku-
tuksesta virtausnopeus voi jopa puolittua. Mikrobit voivat myds kasvaa esimer-
kiksi lammonvaihtimien pinnalla, miké silloin heikentaa niiden tehoa. Mikrobien
kasvaessa pinnoilla ne yleensa myos aiheuttavat mikrobiologista korroosiota,
joka vain pahentaa ongelmaa. Mikrobit suojautuvat ymparistéltddn muodosta-
malla biofilmig, ja juuri tAsta syysta niiden tappaminen on hankalaa. Tasta
syysta on jarkevampaa tehda ennalta ehkaisevid toimenpiteitéa kuin korjata jal-

keenpéain hankalaa ongelmaa. [12, s. 13-17.]

2.4 TyoOn aikana tehdyt toimenpiteet

Tyo6n aikana tehtiin ennalta sovittuja huoltotoimenpiteita, jotka vaikuttivat tyon
aikataulutukseen seka tuloksiin. Kausihuollon aikana 13.9.2021 jd&hdytysve-
siséilio pestiin. Alkuperaisesti pesu oli suunniteltu tehtavan sailion miesluukun
kautta paloletkulla. Tata ei kuitenkaan tehty, silla sailié pyydettiin pestavaksi sai-

libpesurilla. Ulkopuolinen yritys suoritti sailion pesun.

Jaahdytysvesikierron puhdistus oli sovittu tehtavan sailion pesun jalkeen. Toi-

nen ulkopuolinen yritys suoritti puhdistuksen viikolla 42 18.10.—21.10.2021.
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Tassa puhdistuksessa kiertoon kytkettiin rinnalle ultrasuodatinyksikko, jonka tar-
koituksena oli poistaa kiintoaineista vedesta. Ennen kierron puhdistusta systee-
miin tehtiin biosidisokkaus 15.10.2021. Biosidisokkauksessa biosidista ainetta
eli elidita tuhoavaa ainetta annostellaan suuri méaara kertaluontoisesti, minka
tarkoituksena on haitallisten elididen torjuminen. Sokkaus tehtiin isotiatsolino-
nipohjaisella biosidilla, joka oli ollut yrityksella testikaytdssa ennen tyén aloi-
tusta, ja sita annosteltiin toimittajan ohjeistuksen mukaan. Koska jadhdytysve-
sikierto on suljettu systeemi, biosidikasittelyn seurauksena kuolleet mikrobit jaa-
vat kiertoon ravinnoksi eloon jaéneille mikrobeille. Talla sokkauksella ennen
kierron puhdistusta pyrittiin tappamaan jaahdytysvedessa olevia mikrobeja

mahdollisimman paljon, jotta niista syntynyt kiintoaines voitaisiin suodattaa pois.

3 Kokeelliset tutkimukset

3.1 TyoOn toteutus

Tyo6 toteutettiin empiirisena tutkimuksena. Tydssa tehtiin erilaisia mikrobiologisia
maarityksia, joilla kartoitettiin mikrobien maaraa seka niiden luokitusta. Naiden
tarkoituksena oli saada mahdollisimman paljon tietoa jadhdytysvesijarjestel-
masséa esiintyvista mikrobeista.

Ensimmaiseksi tydssa kartoitettiin nykytilanne. Taman jalkeen tehtiin lisatutki-
muksia yrityksen aikataulun mukaisesti. Nailla tutkittiin mikrobitason muuttu-
mista prosessin aikana seka tyon aikana tehtyjen toimenpiteiden tehokkuutta.
Taman liséksi tutkittiin myos naytteenottovirheen mahdollisuutta.

Aikataulullisten haasteiden vuoksi tutkimuksia ei tehty saanndllisin valiajoin.
Tutkimukset tehtiin kahden kuukauden tarkastelujakson sisélla. Vesinaytteet
otettiin kolmesta eri pisteesta: jadhdytysvesisailiosta seka kahdelta eri laminaat-
torilta. Vesinaytteista tehtiin viljelyt seka DNA-analyysit. Naita varten otettiin

naytteita kolme eri kertaa. Naiden lisaksi tehtiin myos kertaluontoiset testit jaah-



12

dytysvesisailion sisdpinnan ja naytteenottopisteiden puhtaudelle seka jaahdy-
tysveden kemialliselle kompositiolle. Veden kemiallisen analyysin yhteydessa

tutkittiin myds mikrobien esiintymista.

3.2 Materiaalit ja menetelméat

Tybssa kaytetyt materiaalit saatiin yritykseltd, lukuun ottamatta pyyhkaisynayt-
teitd, jotka saatiin koululta. Yrityksen laboratorio valmisti itse kasvatusalustat vil-
jelyitéa varten. Kontaktimaljanaytteet olivat valmiita kaupallisia tuotteita, jotka

ovat yrityksella kaytossa.

Tyobssa kaytetyiden menetelmien maaritykset tehtiin yrityksen omassa laborato-
riossa. Nama menetelmat ovat osa yrityksen rutiinia sisaista auditointia varten.
Ty6ssa jaahdytysvesisailion pesun tehokkuutta tutkittiin kontaktimaljanaytteilla,
joilla muutoin tutkitaan kartongin pinnalta havaittavia mikrobeja yrityksen rutiinin
mukaan. Taman maarityksen menetelméakuvaus on tarkemmin selostettu osi-
ossa 3.4.2. Pyyhkaisynaytteiden tekeminen ei kuulu yrityksen omaan rutiiniin, ja
se tehtiin vain tata tyota varten. Taman maaritys sovellettiin viljelysté, ja mene-
telm& on tarkemmin kuvattu osiossa 3.4.1. Veden kemiallinen analyysi seka sen

yhteydessa olevat maljaviljelyt teetettiin yrityksen yhteistyokumppanilla.

3.3 Jaahdytysveden mikrobit

Mikrobeja voidaan eristaa vesinaytteesta kalvosuodatusmenetelmalla. Mene-
telma perustuu naytteen suodattamiseen kalvon lavitse, jonka huokoskoko on
niin pieni, etta naytteessa olevat mikrobit jaavat kalvon pinnalle. Tassa tydssa
menetelmaa kaytettiin keradmaan mikrobeja viljelya seka DNA-analyyseja var-

ten.

Suodatuksia tehtiin kahdella eri laitteistolla. Viljelya varten kaytetty suodatinlait-
teisto on muutoin samantyyppinen kuin kuvassa 4 nakyva laitteisto, jolla suoda-
tettiin kalvot DNA-analyyseja varten, mutta molemmissa laitteissa kaytettiin eri-

kokoisia seka eri materiaalista valmistettuja suodatinkalvoja.
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Kuva 4. Vesinaytteen suodatuslaitteisto. Oikealla haaroitetun putken paalla na-

kyy mittasuppilo, johon kaadetaan suodatettava vesi.

Viljelyyn menevien kalvojen suodatuksiin kaytettiin Merck Milliporen valmistamia
selluloosanitraattikalvoja, joiden huokoskoko oli 0,45 ym. Nama kalvot on suun-
niteltu viljelya varten ja ne on optimoitu pesakkeiden kasvuun seké tehokkaa-
seen suodatukseen [18]. Kalvoissa on kuvioituna laskentaruudukko, ja niitd on
saatavilla eri varisina. Laskentaruudukko helpottaa peséakkeiden laskemista, ja
kaytetyn kalvon vari voidaan valita kasvatusalustan varin mukaan, mika helpot-
taa pesédkkeiden erottamista maljalta [18]. Tydssa kaytettiin 47 mm halkaisijal-
taan olevia kalvoja, jotka olivat mitoitettu 90 mm:n kokoisille petrimaljoille.

Kokonaisbakteerien maaritysta varten suodatettavasta naytteesta tehtiin lai-
mennokset 10-2-10* ml. Laimennukset tehtiin puskuriliuosta sisaltavaan ioni-
vaihdettuun veteen. Laimennusvedessa oli 0,125 % kaliumdivetyfosfaattia ja liu-
oksen pH oli 7,2. Laimennuksia suodatettiin 10 ml kalvoa kohden. Iti6ita muo-
dostavien bakteerien maaritysta varten tehtiin vain 10! laimennos ja taman li-
saksi suodatettiin myos O-laimennos. Naiden maaritysten tulos ilmoitetaan

pmy/1 ml. Selektiivialustoja varten laimentamatonta naytettd suodatettiin 100
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ml, 10 ml sekd 1 ml. Naiden maaritysten tulokset ilmoitetaan pmy/100 ml. Suo-

datuksien jalkeen kalvot siirrettiin kasvatusalustoille.

DNA-analyyseja varten kaytettiin GE Healthcaren valmistamia polykarbonaatti-
kalvoja, joiden huokoskoko oli 0,4 ym. Naita kalvoja suositellaan kaytettavan
solubiologia-analyyseihin [18]. Kalvoja voitaisiin todennakoisesti kayttadd myos
viljelyita varten, mutta niiden ollessa valkoisia ja kuviottomia seka kalliimpia kuin
aikaisemmin mainitut kalvot olisi niiden kaytt6 siihen tarkoitukseen perustee-
tonta [18]. Tydssa kaytetyt kalvot olivat halkaisijaltaan 50 mm. Naytetta suoda-
tettiin maksimissaan 200 ml, mutta suodatettava kokonaisma&ara huomioitiin tu-
loksien laskennassa. Yhdesté naytteesta tehtiin kuusi rinnakkaista suodatusta.

Suodatuksista saadut kalvot siirrettiin niille varattuihin nayteputkiloihin.

Naytteet viljelya ja DNA-analyyseja varten otettiin kolmesta eri paikasta: jaahdy-
tysvesisailiolta ja kahden eri koneen linjastoilta. Viljelya varten otettiin yksi litra
per naytteenottopiste ja DNA-analyyseja varten otettiin kaksi litraa per naytteen-
ottopiste steriloituihin naytteenottopulloihin. Naytteenotossa naytteenottopiste
puhdistettiin ensin 70-prosenttisella etanoliliuoksella, ja vesihana avattiin ja sul-
jettiin muutaman kerran nopeasti naytteenottopisteen hanan huuhtelua varten.

Taman jalkeen vetta juoksutettiin noin yksi minuutti ennen naytteenottoa.

3.3.1 Vesinaytteiden mikrobiologiset analyysit

Mikrobien maaréa jaahdytysvedessa tutkittiin viljelemalla vesinaytteita. Suoda-
tuksien yhteydessa kalvot oli siirretty kasvatusmaljoille. Maljat inkuboitiin lampo-
kaapissa agarin kasvuolosuhteiden mukaan. Maarityksissa kaytetyt kasva-
tusalustat on listattu taulukkoon 1. Selektiivisia kasvatusalustoja kaytettiin tun-
nistamaan bakteereja, joita ei saa esiintyd jaahdytysvedessa yrityksen sisaisen
auditoinnin mukaan. Homeiden ja hiivojen esiintymiseen ei kaytetty viljelyssa

selektiivistd alustaa.
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Taulukko 1. Kasvatusalustat maarityksien mukaan. Taulukossa on eriteltyna
kasvatusalustojen maarityksiin tarvittavat inkubointiajat ja -lampotilat.

Kasvatusalusta | Maaritys Lampdtila (°C) | Aika (h)
PCA Kokonaisbakteerit ja itiot 32+1 48+3
EAL Kokonaiskoliformit 36+2 21+3
mFC Lampokestoiset koliformit 44,5+0,5 21+3
Hiivauuteagar Koliformien varmistustesti 36+2 2142
S&B Suolistoperaiset enterokokit |36+2 44+4

PCA (Plate Count Agar) -alustaa kaytettiin naytteen kokonaisbakteerien seka
itiiden maaritykseen. Yleisalustana se ei inhiboi muiden mikrobien kasvua, ja
maljalta pystytaan laskentavaiheessa tunnistamaan myds homeet ja hiivat. Iti-
oita muodostavien bakteerien viljelya varten tehdyt laimennokset lampokasitel-
tiin ennen suodatusta 80 °C:ssa 10 minuutin ajan ottaen huomioon naytteen

kuumenemiseen kuluvan ajan.

Koliformien tunnistamiseen kaytettiin kahta eri alustaa. Naytteista maaritettiin
kokonaiskoliformit seké lampokestoiset koliformit. Kokonaiskoliformien tunnista-
miseen kaytettiin EAL (Endo Agar LES) -alustaa. Inhibiittoreina alustassa on
natriumlauryylisulfaatti seka deoksikoolihappo [19; 20, s. 278]. Vari-indikaatto-
rina toimiva fuksiini inhiboi myds kasvua [19; 20, s. 278]. Koliformit pelkistavéat
laktoosia hapoiksi ja aldehydeiksi, joista jalkimmainen reagoi alustassa fuksiinin
ja natriumsulfiitin kanssa varjaten pesakkeet punaisiksi, ja ne voivat nayttada me-
tallikiiltoisilta [19; 20, s. 278; 21, s. 2]. Varjaytymattomat pesakkeet maljalla ei-
vat pysty fermentoimaan laktoosia [19; 20, s. 278]. Varjaytyneilla pesakkeille
voidaan vield tehda oksidaasireaktiotesti. Varjaytyneista pesakkeista tehdaan
puhdasviljelma siirrostamalla maljalta tarpeeksi aineista hiivauuteagarille. Inku-
boinnin jalkeen viljelman kasvusto tarkistetaan tetrametyyli-p-fenyleenidiamiini-
hydrokloridilla [21, s. 2]. Varin muuttuessa pesadke lasketaan koliformiksi [21, s.
2].
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Lampdkestoisia koliformeja tutkittin mFC (membrane Fecal Coliform) -alustalla.
Talla alustalla voidaan tunnistaa erityisesti suolistoperaisia koliformeja [22, s. 1;
23]. Alustan vari-indikaattorina toimii koliformien fermentointituotteena laktoo-
sista syntyvat hapot, jotka reagoivat metyleenisinisen ja auriinin kanssa varjaten
pesédkkeet sinisiksi. [22, s. 2; 23]. Metyleenisininen, sappisuolat seka alustan
korkea inkubointilampétila inhiboivat muiden mikrobien kasvua [22, s. 2; 23].
Varjaytyneet pesakkeet voidaan varmistaa koliformeiksi aiemmin kuvatulla oksi-
daasioreaktiotestilla seka indolitestilla, jossa maaritetd&n koliformien kykya
muodostaa indolia tryptofaanista [22, s. 2; 24]. Indolitesti tehd&an koeputkessa
nestemaisessa tryptofaanimeediumissa viljelyissa naytteista. Koeputkeen lisa-
taan Kovacin reagenssia, joka varjaytyy positiivisessa tapauksessa pinkiksi,

josta on esitetty esimerkki kuvassa 5 [24].

Indole positive Indole negative

yg S 5

Kuva 5. Indolitesti. Kuvassa positiivinen ja negatiinen tulos indolitestista. [24]

S&B (Slanetz Bartley) -agarilla maaritettiin suolistoperaisia enterokokkeja.
Alusta sisaltaa hyvin myrkyllista natriumatsidia, jota enterokokit sietavat suhteel-
lisen korkeina pitoisuuksina [25, s. 3]. Muiden mikrobien kasvu on inhiboitu talla
yhdisteella [26, s. 1]. Enterokokkibakteerit varjaytyvat siséltéa punaisiksi niiden
pelkistdessa 2,3,5-trifenyylitetrasoliumkloridia formatsaaniksi [26, s. 1].

Veden kemiallisen analyysin yhteydessa tutkittiin aerobisia, anaerobisia seka

sulfaatteja ja sulfiitteja pelkistavia bakteereja. Sulfaatteja pelkistavien bakteerien
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tunnistamiseen kaytettiin BART-testia (Biological Activity Reaction Test). Mui-
den esiintyminen todettiin maljaviljelylla. Nama maaritykset tehtiin kolmannen

osapuolen laboratoriossa.

3.3.2 DNA-analyysit

Selektiivisilla kasvatusalustoilla pystytaan osoittamaan vain niille tarkoitettujen
mikrobien esiintymista eli tallaisella alustalla pystytédan todentamaan vain yhden
mikrobiluokan esiintyminen. Analysoimalla naytteessa esiintyvaa DNA:ta voi-
daan tutkia useampaa mikrobiluokkaa. Tassa tyossa kaytettiin gPCR-menetel-
maa (quantitative Polymerase Chain Reaction) mikrobien tarkempaan tunnista-
miseen. Menetelman tunnistus perustuu naytteessa esiintyvadn DNA:n monista-
miseen ja monistetuista DNA-ketjuista eri geenien esiintymisen tunnistamiseen
[27]. Bakteerien tunnistamiseen kaytettiin 16S rRNA (ribosomaalinen RNA) -
geenin esiintymista. Menetelmalla tutkittin myds homeiden ja hiivojen esiinty-

mista. Naytteista tehtiin 21 erilaista spesifista gPCR-analyysia.

Suodatuksista saadut kalvot siirrettiin nayteputkiin. Niihin nayteputkiin, joista
tahdottiin maarittaa vain elavien mikrobien DNA, lis&ttiin propidium-monoatsidia.
Yhdiste sitoutuu DNA:han, mutta koska se ei pysty lapaiseméaén solukalvoa, se
paasee tunkeutumaan vain sellaisiin soluihin, joiden solukalvo on rikki [28]. So-
luja, joiden solukalvo on rikki, voidaan pitaa kuolleina [28]. Yhdisteen ollessa si-
toutunut DNA:han se estdd DNA:n monistamisen PCR-menetelmalla (Polyme-

rase Chain Reaction) [28].

Yhdesta naytteesta tehtiin yhteensa kuusi suodatusta: kolme rinnakkaista ela-
vien mikrobien DNA:ta varten ja kolme rinnakkaista elavien seka kuolleiden mik-
robien DNA:ta varten. Nesteensiirtoautomaatteja kaytettiin perimaaineksen eris-

tykseen seka reaktion valmistamista gPCR-analyysia varten.
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3.4 Pintanaytteet

Tassa tyossa kaytettiin kahta eri menetelméa pintojen mikrobiologisen puhtau-
den tutkimiseen: pyyhkaisy- ja kontaktimaljanaytteita. Pyyhkaisynaytteilla tutkit-
tiin naytteenottopisteiden puhtautta ja kontaktimaljanaytteilla jaahdytysvesisai-

libn pesun tehokkuutta.

3.4.1 Pyyhkaisynaytteet

Pyyhkaisynaytteilla tahdottiin sulkea pois naytteenottovirheet. Tassa tydssa en-
simmaiseksi otettujen suodatusnaytteiden viljelytulokset olivat hyvin ristiriidassa
aikaisempien tulosten kanssa. Koska ensimmaisen suodatusnaytteidenoton yh-
teydessa naytteenottopisteet puhdistettiin 70-prosenttisella etanoliliuoksella,
tahdottiin selvittaa pyyhkaisynaytteilla, voiko havaittu mikrobiologinen ongelma
jarjestelméassa johtua vain virheellisesta naytteenotosta.

Pyyhkaisynaytteet otettiin Deltalabin valmistamilla pintanaytepaketeilla. Pake-
tissa, joka nahdaan kuvassa 6, on naytteenottotikku ja nayteputkilo steriilisti pa-
kattuna. Naytetikussa on viskoosikuidusta valmistettu naytepaa ja sen toisessa
paassa on nayteputkiloon soveltuva korkki kiinnitettyna tikkuun. Nayteputkilon
sisélla on 10 ml neutraloivaa bufferinestetta, jonka on tarkoitus pysayttaa mikro-
bien lisdantyminen tappamatta niitd. Tama paketti soveltuu noin 20 cm?:n alu-

een tutkimiseen.
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Kuva 6. Pintanaytepaketti. Kuvassa tyossa kaytetty pyyhkaisynaytepaketti.

Pyyhkaisynaytteet otettiin naytteenottopisteiden hanoista. Naytetikkua pyoritel-
tiin hanan suun lahettyvilla seka sisa- etta ulkopuolelta, minka jalkeen naytteen-
ottotikku suljettiin nayteputkilon sisdan. Naytteenottopistettd kohden otettiin
kaksi naytetté niin, ettd ensimmaisen naytteenoton jalkeen hana pyyhittiin sisa-
ja ulkopuolelta 70-prosenttisella etanoliliuoksella, minka jalkeen otettiin toinen
nayte. Talla toisella naytteella puhdistuksen jalkeen tahdottiin selvittaa, vaikut-
taako hanan puhdistaminen maarityksen tulokseen. Sinetdidyt nayteputkilot toi-
mitettiin yrityksen laboratorioon analyysia varten. Nayteputkilon siséltamasta
nesteestd maaritettiin kokonaisbakteerit agarviljellyll&.

3.4.2 Kontaktimaljanaytteet

RODAC (replicate organism direct agar contact method) -menetelman tarkoitus
on kopioida tutkittavan pinnan mikrobit maljan agariin. Maarityksen tulos riippuu
kontaktimaljan koosta seka kaytetyiden maljojen maarasta, ja sen tulos ilmoite-
taan pesaketta pinta-alaa kohden. Useampaa maljaa kaytettaessa saadaan da-
taa suuremmalta alalta, jolloin saadaan tarkempi tulos. Kuvassa 7 on esimerkki
useamman naytteen peittdmasta alasta. Maljojen meediumina voidaan tavalli-

sen agarviljelyn tapaan kayttaa joko selektiivista tai yleisalustaa. Menetelmaa
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voidaan kayttaa lapaisemattomille tasapinnoille kuten tyopoydille tai kartongille.

Tassa tydssa menetelmalla tutkittiin jadhdytysvesisailion sisapintaa.

25 cm?

Kuva 7. Pinta-alan tutkiminen kontaktimaljoilla. Neljan kontaktimaljan muodos-

tama 100 cm?:n tutkittava pinta-ala.

Huollon yhteydessa jadhdytysvesisailio tyhjennettiin ja pestiin. Pesun tehok-
kuutta tutkittiin kontaktimaljanaytteilla. Vesinaytteiden suodatuksesta tehtavat
viljelyiden tulokset kertovat ainoastaan vedessa vapaana olevista mikrobeista.
Koska jarjestelméassa epailtiin esiintyvan biofilmia, koettiin kontaktimaljanayttei-
den mahdollisesti antavan tietoa biofilmeissa olevista bakteereista. Menetel-
malla ei pystyta varsinaisesti tunnistamaan biofilmissé olevia bakteereja, silla
bakteerit ovat suojassa niiden muodostamassa polysakkaridimatriisissa [12, s.
14; 29, s. 692]. Tama on yksi syy, miksi biofilmissa olevia bakteereja on vai-
keata havaita.

Naytteenotossa kontaktimaljan agar painetaan kevyesti tutkittavalle pinnalle
noin 10 sekunnin ajaksi. Maljat inkuboidaan lampokaapissa ylosalaisin agarin
kasvuolosuhteiden mukaan. Tyypilliset [ampétilat ja kasvatusajat on listattu tau-
lukkoon 2 [30, s. 4].
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Taulukko 2. Kontaktimaljanaytteet maarityksien mukaan. Kontaktimaljoljen aga-

rit eriteltyna inkubointilampdtilan ja -ajan mukaan.

Kasvatusalusta Lampdtila (°C) | Aika (h)

PCA (Kokonaisbakteerit) 32+1 tai 30+1 |48%3tai 72+3
VRBGA (Enterobakteerit) 32+1 2413

SDA (Hiivat) 25+1 =72

SDA (Homeet) 25+1 120-168

Kontaktimaljoja on saatavilla valmiina kaupallisina tuotteina tai ne voidaan val-
mistaa itse. Tassa tyossa kaytetyt kontaktimaljat olivat Merck Life Science Oy:n
valmistamia valmiita 25 cm?:n kokoisia maljoja. Kaytetyt alustat olivat PCA,
VRBGA (Violet Red Bile Glucose Agar) ja SDA (Sabouraud Dextrose Agar).

Violetti-puna-sappi-glukoosi-agaria kaytetaan Enterobacteriaceae-heimon tun-
nistamiseen. Tassa tyossa jatkossa viitataan Enterobacteriaceae-heimon kuulu-
via bakteereja enterobakteereiksi. Alusta inhiboi muiden mikrobien kasvua sisél-
tamillaan kidevioletilla ja sappisuoloilla. Enterobakteerien pelkistaessa glukoo-
sia hapoiksi alustan pH alenee ja vari-indikaattorit varjaéavat bakteerit punaisen
tai pinkin varisiksi ja sen ymparilla voi olla havaittavissa sappisuolojen saostu-
misesta johtuva rengas. Menetelma ei ole taysin tarkka, silla esimerkiksi Aero-
monas-suvun bakteerien pesakkeet talla alustalla nayttavat samalta kuin ente-
robakteerien peséakkeet. [31, s. 1.]

Sabouraud dekstroosi -agarilla tunnistetaan homeita ja hiivoja. Yleisalustaan
(PCA) verrattuna tassa agarissa on 40-kertainen maara glukoosia ja hiivan uut-
teen sijasta siind on lihan peptonia seka alustan pH on noin 5,6. Bakteerien
kasvu on inhiboitu antibiooteilla. Kaytetty antibiootti vaihtelee kayttotarkoituksen

mukaan. Tydssa kaytetyssa alustassa antibioottina oli kloramfenikoli. [32, s. 1.]

Naytteet otettiin ennen pesua ja sen jalkeen sailion kylmalta ja kuumalta puo-
lelta s&ilion keskipisteesta katsoen miesluukusta noin 45° oikealle. Aikaisemmin

lueteltuja kolmea agaria kaytettiin naytteiden ottamisessa ja sailion molemmilta
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puolilta naytteet otettiin kahdesta eri kohdasta. Naytteet otettiin s&ilion pohjasta
noin 20 cm:n paasta seinasta seka sailion seinamasta noin 170 cm:n korkeu-
delta. Pesun jalkeen naytteenotto toistettiin kuten edella. Maljat toimitettiin labo-

ratorioon inkubointia seka tulosten analysointia varten.

4 Tulokset

Tutkimuksien tuloksiin viitattaessa kaytetaan taulukon 3 mukaisia nayte-eria.
Nayte-erat on numeroitu kronologisessa jarjestyksessa naytteenottokerran mu-

kaan.

Taulukko 3. Nayte-era taulukko. Nayte-erat numeroituna naytteenottokerran

mukaan.

Naytteenottokerran tunniste | Paivamaara | Tutkimus

Nayte-era 1 8.9.2021 Veden mikrobiologinen analyysi.

Nayte-era 2 13.9.2021 Jaahdytysvesisailion pesun tehokkuus.
Nayte-era 3 21.9.2021 Naytteenottopisteiden puhtaus.

Nayte-era 4 22.9.2021 Veden mikrobiologinen analyysi.

Nayte-era 5 26.10.2021 | Veden mikrobiologinen analyysi.

Nayte-era 6 23.11.2021 |Veden kemiallinen ja mikrobiologinen analyysi.

4.1 Vesinaytteiden mikrobiologiset analyysit

Taulukossa 4 on esitelty kokonaisbakteerien méaaritysten tulokset naytteenotto-
kerran naytteenottopisteiden keskiarvoina. Taulukossa on esitelty ainoastaan
kokonaisbakteerien maaritysten tulokset, silla ainoastaan nayte-era 4:n selektii-
visilla kasvatusalustoilla havaittiin kasvua ja kasvua havaittiin vain mFC-kasva-
tusalustoilla, mutta niista ei havaittu positiivisia tuloksia. My6s nayte-eré 4:.n ve-
sikierto 2:sta saatiin ainoa tulos itiditd muodostavien bakteerien esiintymisesta

ja naita havaittiin 23 pmy/ml. Eritellyt tulokset |6ytyvat liitteesta 2.
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Taulukko 4. Kokonaisbakteerien maarityksien tulokset. Maarityksien tulokset on

esitetty nayte-eran keskiarvoina.

Naytteenottokerran tunniste Kokonaisbakteerit (pmy/ml)
Nayte-era 1 210

Nayte-erd 4 130 000

Nayte-erd 5 740

Néayte-era 6 10 000

4.2 DNA-analyysit

DNA-analyysien tuloksista on téssé osiossa raportoitu ne tulokset, jotka ovat ol-
leet selkeasti detektiorajan ylapuolella. Naitd tuloksia kutsutaan vastaisuudessa
selkeiksi tuloksiksi. Tuloksia tarkastellessa tulee huomioida, etta monistetut
geenit ovat erikokoisia ja siten maarityksien tulokset eivat ole suoraan verran-
nollisia keskenaan ja sita, etta nayte-erien 1, 4 ja 5 analyyseissa on ollut jokai-
selle nayte-erélle oma detektiorajansa, joka oli maaritetty jokaiselle analyysiker-
ralle erikseen. Nayte-erien detektiorajat on suhteutettu havaitun kokonaisperi-
man maarasta, ja detektiorajan lahettyvilla olevia tuloksia voidaan pitaa suuntaa

antavina.

Nayte-era 1:n DNA-analyysista saatiin kolme selvaa tulosta. Vesikierto 1:n ela-
vien ja kuolleiden kokonais- 16S rRNA -geenikopioita havaittiin yhdessé rinnak-
kaisessa naytteessa noin 28 000 geenikopiota/g. Samasta naytteenottopis-
teesta havaittiin vain elavien kokonais- 16S rRNA -geenikopioita kahdesta nayt-

teesta keskiarvolta noin 21 000 geenikopiota/g.

Nayte-eréa 4:n DNA-analyysien tuloksista saatiin kahdesta méaarityksesta kai-
kista rinnakkaisista naytteista selkeét tulokset yhta poikkeavaa rinnakkaista
naytettd lukuun ottamatta. Elavien ja kuolleiden kokonais- 16S rRNA -geeniko-
pioita havaittiin kaikista naytteenottopisteisté keskiarvolta noin 520 000 geeniko-
piota/g ja vain elavien keskiarvolta noin 240 000 geenikopiota/g. Elavien ja kuol-
leiden betaproteobakteerien 16S rRNA -geenikopioita havaittiin keskiarvolta
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noin 630 000 geenikopiota/g ja vain elavien keskiarvolta noin 350 000 geeniko-
piota/g. Taman lisaksi saatiin myos yksi selva tulos elavien ja kuolleiden homei-

den ja hiivojen geenikopioista, joita havaittiin noin 22 000 geenikopiota/g.

Nayte-erdasséa 5 DNA-analyysit tehtiin vain jadhdytysvesisailidsta otetuista nayt-
teista. Elavien ja kuolleiden kokonais- 16S rRNA -geenikopioita havaittiin kes-
kiarvolta noin 200 geenikopiota/g ja vain elavien geenikopioita havaittiin yhdesta
naytteesta noin 60 geenikopiota/g. Elavien ja kuolleiden aktinobakteerien 16S
rRNA -geenikopioita havaittiin keskiarvolta noin 1000 geenikopiota/g ja vain el&-

vien keskiarvolta noin 400 geenikopiota/g.

4.3 Pyyhkaisynaytteet

Nayte-eran 2 naytteiden maarityksista saatiin kaksi poikkeavaa tulosta. Vesi-
kierron 1 10-1-laimennuksissa havaittiin yhdet pesakkeet. Laimentamattomissa
naytteissa ei havaittu yhtaan kasvua. SAS-ilmakontrollindytteessa (Surface Air

System) havaittiin 7 pesaketta. Tulokset on esitelty taulukossa 5.

Taulukko 5. Pyyhkaisynaytteiden tulokset. Pyyhkaisynaytteista tehdyt kokonais-
bakteerien maarityksien tulokset.

Naytteenottopiste pmy/1 ml pmy/0,1 ml
Jaahdytysvesisailio 0 0
Vesikierto 1 0 1
Vesikierto 2 0 0

Naytteenottopisteen desinfiointi

Naytteenottopiste pmy/1 ml pmy/0,1 ml
Jaahdytysvesisailio 0 0
Vesikierto 1 0 1
Vesikierto 2 0 0

SAS-ilmakontrolli 7 pmy -
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4.4 Kontaktimaljanaytteet

Nayte-era 3:n naytteet otettiin kahdessa erdassa: ennen pesua ja sen jalkeen.
Suurimmassa osassa ennen pesua otetuissa naytteissa kasvu on ollut niin run-
sasta, ettei niista saatu selvaa lukuarvoa. Ainoat selvat tulokset ennen pesua
saatiin SDA-alustalta sailion kylmalta puolelta, jossa havaittiin 20 homepesak-
kettd/25 cm? ja paljon pienia pesakkeita, joiden arveltiin olevan hiivoja seka kol-
melta VRBGA-alustalta, joilla havaittiin s&ilion kylmén ja kuuman puolen poh-
jasta molemmilta maljoilta yhdet enterobakteeripesakeet per 25 cm? seka paljon
muuta kasvua ja sailion kuuman puolen seinasté kaksi enterobakteeripesaketta
per 25 cm? seka paljon muuta kasvua. Pesun jalkeen havaittiin taulukon 6 mu-

kaiset tulokset.

Taulukko 6. Kontaktimaljanaytteiden tulokset. Taulukossa esitelty kontaktimalja-

naytteiden tulokset pesun jalkeen.

Naytteenottopaikka PCA Huomautuksia
pmy/25 cm?
Kylma puoli, seind 53 1 homepeséke.
Kylma puoli, pohja =13 Pesakkeet levinneet.
Kuuma puoli, seind =146
Kuuma puoli, pohja 46 Reunakasvustoa.
Naytteenottopaikka SDA Huomautuksia
pmy/25 cm?
Kylmé& puoli, seina 4 Hiivapesakkeita.
Kylma puoli, pohja 50 Homepesakkeita.
Kuuma puoli, seina 2 Hiivapesakkeitd.
Kuuma puoli, pohja 4 Hiivapesakkeita.
Naytteenottopaikka VRBGA Huomautuksia
pmy/25 cm?
Kylmé& puoli, seina 20 7 positiivista tulosta.
Kylmé& puoli, pohja 2 2 positiivista tulosta.
Kuuma puoli, seina 21 8 positiivista tulosta.
Kuuma puoli, pohja 1 1 positiivinen tulos.
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5 Tulosten tarkastelu

Tuloksia tarkastellessa tulee huomioida, ettéa koska kokeita pystyttiin tekemaan
yrityksen laboratorion kapasiteetin takia niin vahan, tuloksista ei ole tehty tilas-
tollisia analyyseja. Maarityksien tulokset on esitetty graafisesti ja niitd on ver-
rattu yrityksen aikaisempaan dataan. Eritellyt tulokset I6ytyvat liitteistd1-3.

5.1 Tyo6n aikana tehtyjen toimenpiteiden vaikutukset

Tassa kohdassa selitetddn, miten tyon aikana tehdyt toimenpiteet vaikuttivat tu-
loksiin. Varsinaisia tuloksia tarkastellaan luvuissa 5.2-5.5.

Sailion pesu tehtiin 13.9.2021 ja silla oli positiivinen vaikutus sailion sisapinnan
puhtauteen. Sailion pesu tehtiin kuitenkin turhaan; sailio taytettiin oletettavasti
epapuhtaalla vedelld. Koska sailioén saadaan kiinteasta putkistosta vetta vain
noin 2 litraa minuutissa, olisi sailion tayttamiseen kulunut noin 24 paivaa. Ta-
man vuoksi yrityksessa paatettiin kayttda paloautoa sailion tayttamiseen. Palo-
auton tankin puhtaudesta ei ole tietoa, eika veden alkuperaa pystytty selvitta-
maan. Taman jalkeen jadhdytysvedessa huomattiin olevan hiekkaa ja se myos
varmasti selittaa, miksi mikrobien méara vedessa kasvoi rajahdysmaisesti.
Hiekka jaahdytysvedessa huomattiin UV-suodatuslaitteen suodattimien vaihdon

yhteydessa.

Sailion tayttamiseen kaytetylla oletettavasti epapuhtaalla vedella oli suuri vaiku-
tus tdhan tyohon. Systeemiin tehtiin biosidisokkaus vain taman takia. Suunni-
teltu kierron puhdistus tehtiin ultrasuodatinlaitteistolla viikolla 42 ja tama lait-
teisto oli kytkettyna jadhdytysvesikiertoon neljan paivan ajan (18.10. —
21.10.2021). Taman takia biosidisokkaus tehtiin edeltavalla viikolla 15.10.2021.
Talla sokkauksella ennen kierron puhdistusta pyrittiin korjaamaan aikaan saatu
vahinko. Sokkauksella ja puhdistuksella oli positiivinen vaikutus, mutta alkutilaa

ei saavutettu.
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Veden kemiallisestéd analyysista (lite 1), jonka naytteet analyysia varten otettiin
23.11.2021, selviaa tehtyjen maaritysten arvojen olevan normaalin jaahdytysve-
den kaltaisia [11]. Veden kovuusarvoa seka raudan maaréé vedessa voidaan
pitdad kohtuullisina ja kloridien ja sulfaattien maaraa voidaan pitdéd normaalina
[11]. Vedessa havaittavan kuparin esiintyminen voidaan selittdd systeemissa
olevilla kuparisilla jadhdytysvaipoilla. Naita tuloksia verrattaessa yrityksen ve-
denpuhdistamon tekemiin seka yrityksen teettamiin tuloksiin ainoa huomattava
ero on piidioksidin méarassa, jota oli vedenpuhdistamon teettdmé&éan analyysiin
verrattaessa noin kahdeksankertainen maara [13]. Piidioksidin suuren maaran
systeemissa epailtiin johtuvan saili6on joutuneesta hiekasta. Analyysin tulokset

loytyvat liitteesta 1.

5.2 Vesinaytteiden mikrobiologiset analyysit

Nayte-eran 1 maaritysten tulokset olivat huomattavasti pienempia kuin ne tulok-
set, joita yritys oli saanut aikaisemmin samoista naytteenottopisteista tehdyista
maarityksista. Tulokset olivat tavoitellun rajan alapuolella. Koska tyon tarkoituk-
sena oli saada mikrobien méara juuri talle tasolle, epailtiin, etta yritys oli aikai-
semmin ottanut naytteet virheellisesti, koska naiden naytteiden naytteenotossa
naytteenottopisteiden hanat desinfioitiin. Naytteenottopisteiden hanojen desinfi-
ointi ennen naytteenottoa ei ole kuulunut yrityksen naytteenottorutiiniin. Taman
takia naytteenottopisteista paatettiin tehda pyyhkaisynaytteet. Naiden pyyh-

kaisynaytteiden tuloksia tarkastellaan luvussa 5.4.

Nayte-eran 4 naytteet otettiin jadhdytysvesisailion pesun jalkeen 22.9.2021. Ku-
ten aikaisemmin jo mainittiin luvussa 5.1, néista saadut tulokset olivat erittain
korkeat. Tuloksien rajahdysmaisen kasvun epadiltiin johtuvan vedesta, jolla sailid
taytettiin. Naiden korkeiden tulosten takia seuraavat naytteet suunniteltiin otetta-
van vasta biosidisokkauksen ja kierron puhdistuksen jalkeen. Nayte-eran 5
naytteet otettiin 26.10.2021 eli noin viikon p&asta kierron puhdistuksen loputtua.
Talla naytteenottokerralla otettiin naytteet viljelyita varten vain jadhdytysvesisai-

liosta seka vesikierrosta 1, josta otettiin myos yksi rinnakkainen nayte maarityk-
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sid varten. Sokkaus ja ultrasuodatinpuhdistus vaikuttivat selvasti naiden otettu-
jen naytteiden tuloksiin, ja nayte-eran 5 maarityksien tulokset olivat huomatta-
vasti pienempia kuin nayte-eran 4 maarityksien tulokset, mutta siita huolimatta
korkeampia kuin nayte-erdn 1 maarityksien tulokset. Nayte-erén 6 naytteet vesi-
analyysia varten otettiin 23.11.2021 ja naytteita otettiin vain jadhdytysvesisaili-
Osta. Nayte-eraa 6 varten otetuista naytteista tehtiin veden kemiallisen analyy-
sin lisaksi mikrobiologisia maarityksia ja naiden maarityksien tuloksista voidaan
huomata mikrobien kokonaismaaran lisddntyneen huomattavasti verrattaessa

nayte-eran 5 maaritysten tuloksiin.

Kuvassa 8 on esitelty viljelyiden kokonaisbakteerien maaritysten tulokset. Eri
naytteenottopisteiden valilla maaritysten tuloksissa ei ollut huomattavaa eroa,
joten tulokset on esitelty nayte-eran keskiarvoina. Iti6itd muodostavia bakteereja
havaittiin vain kerran yhdessa naytteessa ja sen lisaksi selektiivialustoilla tai ve-
sianalyysin yhteydessa tehdyista testeista ei saatu positiivisia tuloksia, joten

niita ei ole esitetty erikseen. Eritellyt tulokset l16ytyvat liitteesta 2.

pmy/ml Kokonaisbakteerit
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1000

100

10

Nayte-erd 1 Nayte-erd 4 Nayte-erd 5 Nayte-erd 6

Kuva 8. Kokonaisbakteerien maarityksien tulokset. Oranssi viiva kuvaa tavoi-
tetta ja pylvaat kuvaavat nayte-eran keskiarvoa. Y-akselin asteikko on logaritmi-
nen.
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5.3 DNA-analyysit

DNA-analyyseilla pyrittiin selvittdmé&an, johtuuko jadhdytysvesikierrossa havaittu
mikrobiologinen ongelma paaasiallisesti vain yhden tai muutaman mikrobin
esiintymisen takia. Jos tutkimuksien avulla olisi pystytty osoittamaan ongelman
johtuvan vain tietyistd mikrobeista, hallintamenetelmia olisi voitu kohdentaa tata
tiettya ryhmaa varten esimerkiksi muuttamalla prosessin parametreja havaituille
mikrobeille epasuotuisammaksi tai valikoimalla sopiva biosidi naitéa mikrobeita

varten. Analyysien tuloksia on esitelty graafisesti kuvassa 9.

geeni
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m Nayte-erd 1 elavéat & kuolleet m Nayte-erd 4 elavat & kuolleet u Nayte-erd 5 elavat & kuolleet

Kuva 9. DNA-analyysien tulokset. Taulukossa ei ole esitelty niita tuloksia, joista
ei ole saatu selvaa lukuarvoa. Pylvaat kuvaavat naytteenottokerran keskiarvoa

ja y-asteikko on logaritminen.
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Naytteet DNA-analyyseja varten otettiin samoilla naytteenottokerroilla kuin vilje-
lya varten otetut naytteet. Ainoana erona otetuissa naytteissa oli nayte-erén 5
naytteet, jossa naytteet DNA-analyysia varten otettiin vain jaahdytysvesisaili-
Osta. Muista naytteenottopisteista ei otettu naytteita, koska DNA-analyysien te-
keminen on aikaintensiivinen prosessi ja yrityksen laboratorion aikataulullisten
haasteiden vuoksi seka sailion pesun jalkeen tehtyjen viljelyiden tulosten rajah-
dysmaisen kasvun takia koettiin, etta muista naytteenottopisteista tehtavat
DNA-analyysit olisivat redundantteja.

Nayte-eran 1 naytteiden analyyseista voidaan huomata, etta jarjestelmassa
oleva lajisto on ollut laaja. Talla analyysikerralla havaittiin kaikkia geenikopioita,
joita maaritettiin. Kuitenkin néayte-eran 1 tulokset olivat kolmea tulosta lukuun ot-
tama detektiorajan tuntumassa, joten ei voida olla varmoja néaiden tuloksien pa-
tevyydestéa. Ainoat selvasti detektiorajan ylapuolella olleet tulokset saatiin vesi-
kierto 1:n naytteenottopisteesta. Tulokset nakyvéat selkeana piikkina kuvassa 9
maarityksen 1 kohdalla. Nama tulokset saatiin yhdesta eléavien ja kuolleiden ko-
konais- 16S rRNA -geenikopioiden maarasta per gramma seké kahdesta vain
elavien mikrobien kokonais- 16S rRNA -geenikopioiden maarasta per gramma.
Nama tulokset eivat itsessaén kerro kovin paljoa ja koska on vaikea lahtea arvi-
oimaan, minka mikrobin geeneja on onnistettu kopioimaan varsinkin silloin, kun
kaikkia muita spesifimpi& geenikopioita havaittiin. Jos oletetaan tuloksien koos-
tuneen suurimmaksi osaksi ndiden naytteiden kauimpana detektiorajasta ol-
leesta spesifisemmasta tuloksesta, voidaan spekuloida naiden olleen peréisin
betaproteobakteerien luokkaan kuuluvista bakteereista. Tama tulos nakyy piik-
kina kuvassa 9 maarityksen 7 kohdalla. On syyta huomata, ettéd samasta nayt-
teenottopisteesta tehdyn viljelyn tulos oli kaikkein pienin verrattaessa muihin
naytteenottopisteista tehtyihin viljelyiden tuloksiin talla naytteenottokerralla, ja

betaproteobakteerien esiintymisesta ei voida olla varmoja.

Nayte-eran 4 naytteiden analyyseista saatiin selvat tulokset. Tdssa on huomat-
tava, ettd nayte-eran 4 viljelyiden tulokset olivat todella korkeat. Nayte-eran 1
naytteiden analyyseissa oli huomattavissa detektiorajan tuntumassa ollut beta-

proteobakteerien esiintyminen. Talla analyysikerralla voidaan arvella tuloksen
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olleen eksakti, silla kaikista otetuista naytteista taméan bakteerin esiintyminen oli
selvasti detektiorajan ylapuolella yhta poikkeavaa tulosta lukuun ottamatta.
Tama tulos voidaan myds todeta selvasti kuvasta 9 maarityksen 7 kohdalta.
Tama tulos voi johtua joko siitd, etta sailion tayttdmiseen kaytetyssa vedessa on
ollut runsaasti ravinteita, joita nama bakteerit ovat voineet hytdyntaa tai siita,
ettd betaproteobakteerit kuuluvat paikalliseen luonnolliseen mikrobiflooraan ja
ovat joutuneet veden mukana sailioon lukematta pois naiden yhteisvaikutusta.
Yksi syy, joka tukee tata spekulaatiota, on se, etta tahan luokkaan kuuluvien
bakteerien on todettu kayttavan hiilen lahteendan bikarbonaattia [33], jota todet-
tiin 16ytyvan huomattavasti jadahdytysvedesta tehdyn vesianalyysin mukaan (liite
1). Naiden liséksi saatiin myo6s yksi selvasti detektiorajan ylapuolella oleva tulos
homeiden ja hiivojen geenikopioiden esiintymisestad. TAma tulos kuitenkin sisalsi
elavien ja kuolleiden homeiden ja hiivojen geenikopiot, ja se oli ainoa selva tu-
los homeiden ja hiivojen geenikopioista verrattaessa muihin naytteisiin, joten
sen keskiarvoinen esiintyminen ei erotu kuvasta 9 maarityksen 18 kohdalta.
Verrattaessa kokonais- 16S rRNA -geenikopioiden mé&aran esiintymista beta-
proteobakteerien 16S rRNA -geenikopioiden esiintymiseen voidaan suhteellisen
yksiselitteisesti spekuloida valtaosan mikrobeista kuuluvan juuri tahan bakteeri-

luokkaan, mik&a voidaan myés havaita kuvasta 9.

Nayte-eran 5 naytteiden analyysien tuloksista ei havaittu enda betaproteobak-
teereja. Talla analyysikerralla naytteet otettiin vain jaahdytysvesisailiosta ja ai-
noana selvasti detektiorajan ylapuolella naista naytteista havaittiin aktinobaktee-
rien esiintyminen. Tama voidaan havaita kuvasta 9 méaarityksen 9 kohdalla
nayte-eran 5 elavien mikrobien tuloksesta. Naiden bakteerien esiintymisté sok-
kauksen ja suodatuksen jalkeen voidaan spekuloida johtuvan siita, ettéd naiden
bakteerien on todettu tuottavan aineenvaihduntansa sivutuotteina antimikrobio-
logisia aineita [34; 35]. Taméan takia voidaan spekuloida naiden bakteerien ole-
van luonnollisesti resistentteja kaytettya biosidia kohtaan. Lisaksi tiedetdan, etta
akvaattiset aktinobakteerit ovat kooltansa erittain pienia [36]. Akvaattisten ak-
tinobakteerien luokasta on I6ydetty pienimmat tunnetut yksisoluiset prokaryootit

[36]. Naiden solujen halkaisija on keskimaarin 0,3 pym ja solujen tilavuus on noin
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0,013 uym?3 [36], mika voi selittaa sita, miksi naita mikrobeja ei ole saatu suoda-
tettua kierrosta. Vastaavat pallomaiset bakteerit ovat keskimaarin 0,5-2,0 ym
halkaisijaltaan [37] ja tallaisten solujen keskimaaraiseksi tilavuudeksi voidaan
arvioida pallon tilavuuden laskukaavalla 0,065—4,2 upm3.

5.4 Pyyhkaisynaytteet

Pyyhkaisynaytteiden maarityksien tuloksissa havaittiin kaksi poikkeavaa tulosta.
Né&ita kahta tulosta voidaan olettaa sattumaksi ja niiden oletetaan joutuneen
maljalle ilmasta naytteen siirrostamisen yhteydessa, silla SAS-ilmakontrollinayt-

teessa havaittiin 7 pesaketta.

Taman maarityksen tuloksia ei voida pitaa patevina, silla jalkeenpain huomattiin
ainakin osan naytteenottoon kaytettyjen pintanaytepakettien kayttéian umpeutu-
neen. Koska jalkeenpdin ei voida olla varmoja siitd, mink& valmistuseran pinta-
naytepaketteja kaytettiin naytteenotossa, tehtyjen maaritysten tuloksista ei

voida olla varmoja.
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5.5 Kontaktimaljanaytteet

Nayte-eran 3 naytteiden tuloksista huomattiin selvasti, etta sailiébn pesu vahensi
sen pinnalta havaittavia mikrobeita. Ennen pesua otetuista naytteista ei saatu
tarkkoja tuloksia kasvun ollessa niin runsasta, mika voidaan huomata kuvasta
10.

Kuva 10. Kontaktimaljanayte PCA-alustalla. Maljalta huomataan runsas kasvu,

joka saatiin sailibn seinamasta.

Pesun jalkeen pesakkeiden maarat olivat kasvatusalustoilla helposti luettavissa.
Koska sdilio taytettiin pesun jalkeen oletettavasti epdpuhtaalla vedelld, taman
tutkimuksen tuloksia ei voida kayttaa johtopaattksien tekemiseen ja nailla tulok-
silla voidaan ainoastaan osoittaa tehdyn pesun tehokkuus. Naytteenoton yhtey-
dessa sailion kuumalta puolelta I6ydettiin laminointia varten kaytettyja muo-
vigranulaatteja. Syyta, miten nama ovat paatyneet jadhdytysvesisailioon, ei tie-
detd. Naytteiden pesun jalkeiset tulokset on esitelty kuvassa 11 ja kontaktimal-

jojen kuvat seka tarkat tulokset loytyvat liitteesta 3.
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Kuva 11. Kontaktimaljanaytteiden tulokset. Sailion pesun jalkeen havaitut mikro-

bit alustan mukaan.

Mielenkiintoisimpana voidaan pitéa tulosta, joka saatiin pesun jalkeen sailién
kuumalta puolelta seindsta otetusta naytteesta. SDA-kasvatusalustalla huomat-
tiin 48 homepesaketta, joista 46 pesékkeen voidaan arvella kuuluvan samaan
lajiin ulkonadn perusteella, mutta on myds mahdollista, ettd homepesakkeet
ovat levinneet kasvatusalustalla. Kuvasta 12 voidaan havaita, etta naiden pe-
sakkeiden kasvu on keskeltd tummaa ja pesakkeet ovat keskendén samanna-
koisia ja siten niiden voidaan arvella edustavan samaa lajia. Samankaltaisia pe-
sékkeita ei havaittu muilla maljoilla. Taméan takia voidaan arvella, etta pesuve-
den mukana kyseiseen naytteenottokohtaan on valunut vettad, joka on sisaltanyt
naitéd homeita. Pesun jalkeen muilla SDA-kasvatusalustoilla ei havaittu homeita
ja niissa havaittiin vain muutamia hiivapesakkeita. Pesun jalkeen havaittiin
myds yksi homepesake PCA-alustalla. Naiden tulosten perusteella voidaan ar-

vella, ettd jaahdytysvesiséailiossa ei esiintynyt suuria maaria homeita.
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Kuva 12. SDA-Kontaktimaljanayte. Kuvasta voidaan nahda homepesakkeet, joi-

den kasvu on keskeltda tummaa.

PCA-kontaktimaljanaytteiden tulosten perusteella voidaan huomata, etta sailion
seindmissa havaittavien mikrobien lukumaaré on suurempi kuin sen pohjassa.
Sailion kuumalta puolelta seindsta otetusta naytteesta havaittiin kaikista pesun
jalkeisista tuloksista suurin pesakemaara. Kylman puolen seinamasta otetusta
naytteesta havaittiin myds huomattava maara mikrobeja, mutta kuitenkin noin
kolme kertaa vahemman kuin kuuman puolen seindmasta. Kuuman puolen poh-
jasta havaittiin hieman vahemman mikrobeita kuin kylméan puolen seindmasta ja
kylman puolen pohjasta havaittiin huomattavasti vahemman pesakkeita kuin
muista otetuista naytteista. Naytteiden vahyyden takia nailla ei kuitenkaan pys-
tyta osoittamaan, etta sailion seinamissa yleensa kasvaisi enemman mikrobeja

kuin sen pohjassa.

VRBGA-kontaktimaljanaytteiden mukaan sailion pinnoilta oli havaittavissa ente-
robakteereja. Varsinkin pesun jalkeen maljoilta oli havaittavissa positiivisia tu-
loksia. Taman arveltiin johtuvan elintilan vapautumisesta enterobakteereille,
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mutta kuten aikaisemmin jo todettiin kohdassa 3.4.2, menetelmalla ei kuiten-
kaan voida varmasti osoittaa enterobakteerien esiintymista. Paivdd mydhemmin
tehdyista viljelyista mFC-kasvatusalustoilla huomattiin kasvua. Nailla mFC-kas-
vatusalustoilla kuitenkin tutkittiin lampokestoisten koliformisten bakteerien esiin-
tymista. Koliformiset bakteerit kuuluvat Enterobacteriaceae-heimoon, ja tasta
syysta voidaan arvella kasvun mFC-alustoilla johtuvan naistd VRBGA-alustoilla
havaituista mikrobeista. VRBGA-kontaktimaljanaytteiden ja mFC-alustojen maa-
rityksien tuloksien perusteella arvellaan sita, etta sailion pinnalla on kasvanut
enterobakteereja ja mahdollisesti kyseiset bakteerit ovat olleet biofilmissa,

mutta havaitut bakteerit eivat ole olleet suolistoperaisia koliformeja.

6 Johtopaatokset

Nayte-eran 1 tutkimuksien tuloksista havaittua pientd mikrobien kokonaisluku-
maaran esiintymista on haastava spekuloida. Yrityksen aikaisempien tutkimuk-
sien tuloksiin verrattaessa nayte-eran 1 tulokset poikkeavat huomattavasti
naista aikaisemmin tehdyista tutkimuksista. Nayte-eréan 1 tuloksien paikkansapi-
tavyytta pyrittiin varmistamaan tutkimalla naytteenottopisteiden puhtautta, mutta
ainakin osan nayte-eré 3:n naytteenottoon kaytettyjen naytteenottopakettien
kayttdian huomattiin jalkeenpéain umpeutuneen ja tasta syysta ei saatu var-
muutta siitd, etta vaikuttaako naytteenottopisteiden epapuhtaus tuloksiin. Nayte-
eran 1 DNA-analyysien perusteella voidaan spekuloida suurimman osan havai-
tuista mikrobeista olleen betaproteobakteereja. Betaproteobakteerien esiintymi-
nen voi johtua siitd, ettad kyseiset bakteerit kuuluvat paikalliseen luonnolliseen

mikrobiflooraan.

Nayte-eran 2 tutkimuksien tuloksien perusteella voidaan todeta, etta tehty sai-
libn pesu vahensi sailion sisapinnalta havaittavien mikrobien lukumé&&raa. Sai-
lion pinnoilta ei ole havaittavissa suuria maaria homeita. Taman lisaksi sailion
pinnoilta oli havaittavissa enterobakteereja, mutta nayte-erd 4:n tuloksien perus-
teella havaitut enterobakteerit eivat olleet suolistoperéisia koliformisia baktee-

reja.
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Nayte-era 3:n naytteenottoon kaytettiin vanhentuneita naytteenottovalineita.
Tasta syysta ei voida olla varmoja siitd, vaikuttaako naytteenottopisteiden puh-
taus tai ennen naytteenottoja tehty naytteenottopisteiden desinfiointi tehtyjen

tutkimuksien tuloksiin.

Nayte-era 4:n tutkimuksien tuloksista voidaan huomata, ettéa jadhdytysvedessa
oli havaittavissa huomattava maara betaproteobakteeraja seka mahdollisesti
my6s homeita ja hiivoja. Betaproteobakteerien huomattavan maarén voidaan
arvella johtuvan joko siita, etta naita bakteereja on joutunut jarjestelmaan sen
tayttdmiseen kaytetyn veden mukana tai siitd, etta sailion tayttdmiseen kayte-
tyssa vedessa on ollut runsaasti sellaisia ravinteita, joita ndméa bakteerit pysty-
vat kayttamaan. Naiden bakteerien huomattava méaara voi kuitenkin johtua néi-
den molempien yhdysvaikutuksesta, eli sailion tayttamiseen kaytetyssé vedessa
on ollut runsaasti ravinteita seka betaproteobakteereja, ja ne ovat paasseet li-

saantymaan helposti.

Nayte-eran 5 tutkimuksien tuloksista voidaan huomata, etté jarjestelmaan tehty
biosidisokkaus ja tehty ultrasuodatus vahensi huomattavasti havaittavia mikro-
beja. Naiden toimenpiteiden jalkeen havaittu aktinobakteerien esiintyminen voi
johtua naiden bakteerien koosta seka niiden mahdollisesta resistanssista kay-

tettyd biosidia kohtaan.

Nayte-eran 6 tutkimuksien tuloksien perusteella havaittiin jA&hdytysvedesta
mahdollisia ravinteita, joita mikrobit ovat voineet kayttaa hyvakseen. Taman li-
saksi huomattiin mikrobien lisddntyneen huomattavasti nayte-eran 5 tuloksiin

verrattaessa.

Tassa tyossa tehtyjen tutkimuksien perusteella yritykselle voidaan antaa ehdo-
tuksia ja toimintamenetelmi&, kuinka mikrobeja ja&hdytysvesikierrossa voitaisiin
hallita tulevaisuudessa. Erilaisten haasteiden vuoksi tassa tydssa ei kuitenkaan
paasty toteuttamaan alkuperaisen suunnitelman mukaisia tutkimuksia. Alkupe-

raisen suunnitelman mukaan tydssa oli suunniteltu tehtéavan biosiditesti, jossa
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kaytetty biosidi olisi valikoitu DNA-analyysien seka biosiditappotestien perus-
teella. Tappotestit oli maara suorittaa sen jalkeen, kun veden kemiallisen ana-
lyysin tulokset saatiin. Kuitenkin ndiden tuloksien saamisessa kesti sen verran
aikaa, etta tappotesteja varten olisi jouduttu ottamaan uudet naytteet sekd maa-

rittdd naistd uudestaan mikrobisto.

Biosidin testauksen jalkeen oli viela suunniteltu tehtavan jaahdytysveden mikro-
bistolle intensiiviseuranta, jossa olisi seurattu viljelylla mikrobiston muuttumista
yhden viikon ajan joka paiva. Talla intensiiviseurannalla oli tarkoitus varmistaa
valikoidun biosidin tehokkuus. Intensiiviseurannan jalkeen oli myds suunniteltu
tehtavan viela muutaman viikon paasta yksi viljely, jolla olisi varmistettu, etté
mikrobit eivat ole paasseet lisddntymaan jaahdytysvesikierrossa. Aikataulullis-
ten haasteiden vuoksi naita ei kuitenkaan paasty toteuttamaan.

Veden kemiallista analyysia ja sen yhteydessa tehtyja mikrobiologisia maarityk-
sid lukuun ottamatta kaikki tutkimuksien maaritykset tehtiin yrityksen omassa la-
boratoriossa. Yrityksen laboratoriolla oli koko tamé&n ty6n ajan omat rutiininsa
tehtavana ja tata tyota varten tehdyt tutkimukset aiheuttivat lisatyota laborato-
rion omien tyotehtavien paalle. Tasta syysta tehtyjen tutkimuksien tuloksien
saamiseen kului aikaa. Opinnaytetydsopimuksen luonteen seka taman tyon ai-
kana vallinneen SARS-CoV-2 -viruksen aiheuttaman pandemian takia yrityksen
laboratoriota ei voitu auttaa naiden maarityksien tekemisessa, mika olisi voinut
helpottaa ja nopeuttaa tuloksien saamista. Aikatauluhaasteiden lisaksi tassa
tydssa taytyy ottaa myods huomioon jadhdytysvesisailion tayttaminen oletetta-
vasti epdpuhtaalla vedella. Tama on ehka suurin syy, joka aiheutti haasteita
tydssa, silla jos verrataan viljelyiden tuloksia ennen sailion tayttoa ja taman jal-
keen, voidaan huomata mikrobien rajahdysmainen kasvu. Alkukartoituksessa
havaittu tilanne oli tavoitellun rajan alapuolella ja sailion tayton jalkeen tilanne
oli erittdin huono. Tata pyrittiin korjaamaan jalkeenpéin sellaisella biosidilla, joka
oli ollut yrityksella testikdytdssé ennen tdman tyon aloitusta. Biosidisokkaus ja
kierron ultrasuodatus vahensi huomattavasti havaittavia mikrobeja, mutta alku-
peraiseen lahtttilanteeseen ei paasty. Tyon aikataulun vuoksi lisdtutkimuksia ei

ehditty endé tehda.
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Jarjestelmaan perehtymisen ja tehtyjen tutkimuksien perusteella yritykselle voi-

daan tehda seuraavaksi esitellyt parannusehdotukset.

1. Suodatettavien vesinaytteiden naytteenotossa tulisi noudattaa liitteen 4
mukaista naytteenotto-ohjetta. Naytteenottopisteen hana suositellaan
desinfioitavaksi 70-prosenttisella etanoliliuoksella sisé- ja ulkopuolelta
ennen naytteenottoa ja odottaa noin minuutti, ettéd alkoholi haihtuisi ha-
nan pinnoilta ennen sen sykayksista avaamista. Tama saattaa yrityksen
laboratorion edustajan mukaan vaaristaa tulosta. Hanan desinfiointi nah-
daan tarpeelliseksi siité syystd, etta jos hanan pinnoilla on mikrobeita, ne
voivat paatya veden mukana naytepulloon ja siten vaaristaa tulosta.
Tama voi tosin mygs vaaristaa tulosta toiseen suuntaan, jolloin hanan
pinnoille jaava etanoli saattaa tappaa vedessa olevia mikrobeita. Taman
lisdksi suositellaan tutkittavan uudestaan naytteenottopisteiden puh-
tautta, jotta voidaan varmistua siitd, ettei niiden likaisuus vaarista tulok-

sia.

2. Sailio suositellaan pestavaksi huoltojen yhteydessa ainakin silloin, kun
jaéhdytysvedessa on havaittu huomattava maara mikrobeita. Mahdolli-
suuksien mukaan sailion pesun yhteydessa tai sen heti tayttdmisen jal-
keen suositellaan tehtdvan myos kierron puhdistus. Jos ndma toimenpi-
teet tehdaan erillaan toisistaan, voi jompaankumpaan jarjestelmén osaan
jaada mikrobeita, jotka padsevat lisaantymaan jarjestelméassa. Koska sai-
liodn saadaan vettad kiinteasta putkistosta niin hitaasti, sailion tyhjentami-
sen jalkeen sen tayttamiseen kuuluu kayttaa vain sellaista vettad, jonka al-
kupera ja laatu on tiedossa. Veden siirtdmiseen tulisi kayttaa talousve-
den kuljetukseen soveltuvaa séilidautoa. Myos sailidauton puhtaudesta

taytyy varmistua.

3. Kun sailioon lisatdan vetta joka toinen paiva kiinteasta putkistosta 200 lit-
raa ja sen yhteydessa sailioon annostellaan korroosionestoainetta, suosi-

tellaan, etta UV-suodatuslaitteiston UV-lamput kytketd&n veden lisayksen
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ajaksi pois paalta. UV-valo saattaa vaikuttaa annosteltavan korroo-
sionestoaineen tehoon, ja taman takia suositellaan UV-lamppujen sam-
muttamista ennen korroosionestoaineen lisdysta. UV-valo saattaa myos
vaikuttaa annosteltavien biosidien tehoon ja tasta syysta ei suositella or-
gaanisten biosidien kayttéa. Systeemin arvellaan parhaiten soveltuvan
vetyperoksidin kayttamista jaahdytysvesikierron desinfiointiin. Vetyperok-
sidi hajoaa nopeasti vedyksi ja hapeksi, minka takia sen kayttamisesta
kiertoon ei kerry muita haitallisia yhdisteita [11]. UV-valo voi tehostaa ve-
typeroksidista muodostuvan hydroksyyliradikaalien syntymista [38, s. 53],
ja ne ovat erittain haitallisia soluille [39]. Vetyperoksidia tulisi annostella
sokkiannoksina sdannollisesti ja koetaan, etta paras mahdollinen annos-
telu kohta olisi ennen UV-suodatinlaitteistoa. Annosteluvali tulisi selvittaa
tutkimuksilla. Liséksi suositellaan UV-suodatuslaitteiston suodattimien
vaihtamista kerran viikossa. Systeemiin voitaisiin taman liséksi liittaa ult-
radanilaitteisto ennen UV-suodatinlaitteistoa. Ultragéanilaitteisto toimii
myo6s sameassa vedessa, jossa UV-laitteen teho on alentunut. Tallainen
laitteisto hairitsee solujen lisdantymisté ja ehkaisee biofilmin muodostu-
mista, joten hyoty tallaisesta laitteesta saadaan pitkalla aikatahtaimella
[11]. UV-suodatuslaitteen kapasiteetin ollessa niin suuri se pystyisi teo-
reettisesti puhdistamaan koko kierrossa olevan veden noin kolmessa
tunnissa. Talla hetkella ei ole tietoa siitéd, kuinka nopeasti vesi kiertaa jar-
jestelméassa. Tasta syysta voidaan suositella, etta jadhdytysvesisailiosta
johdettaisiin putkisto UV-laitteelle, jolloin se kasittelisi koko ajan sailibssa
olevaa vetta. Tama voi myos mahdollisesti auttaa siihen, etta mikrobeja
ei paasisi keraantymaan lammonvaihtimille, joiden teho saattaa alentua

mikrobien kasvaessa niissa.
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7 Yhteenveto

Taman tyon tarkoituksena oli tutkia jadhdytysvesikierrossa havaittavaa mikro-
biologista ongelmaa ja tutkimuksien tuloksien perusteella tehda ehdotuksia me-

netelmista, joilla yritys pystyisi hallitsemaan naita mikrobeita.

Tehdyilla tutkimuksilla saatiin paljon tietoa ja&hdytysvesikierrossa havaittavista
mikrobeista. Kaikkien maarityksien tuloksia ei kuitenkaan voitu kayttaa johto-
paatoksien tekemiseen. Maarityksia tehtiin vahemman kuin oli alun perin suun-
niteltu, ja osaa maarityksien tuloksista ei voida pitdd patevina erinaisista syista.
Ty6téa hairitsi suuresti sailion tayttdminen oletettavasti epapuhtaalla vedella, ja
taman jalkeen tydssa pyrittiin paasemaan takaisin alkutilaan, jota ei enaa saa-

vutettu.

Tutkimuksien tuloksien perusteella yritykselle annettiin parannusehdotuksia.
Naihin kuuluvat naytteenotto-ohjeen noudattaminen, huollon yhteydessa jarjes-
telman puhdistamista varten toimintatavat, joita noudattamalla voidaan varmis-
tua jarjestelméan ja jaahdytysveden puhtaudesta. Ehdotuksia annettiin myos
suositellusta desinfiointiaineesta ja sen annostelusta, kierrossa olevan UV-suo-
datuslaitteen kaytdsté ja huollosta prosessin aikana seka sen mahdollisesta te-

hon parantamisesta uudella putkistolla ja ultradanilaitteistolla.
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Taulukko 1. Vesianalyysi. Vedenanalyysin ja sen yhteydessa tehtyjen mikrobio-

logisten maaritysten tulokset 23.11.2021.

Maaritys Arvo Yksikko
pH 7,70 |-
Kokonaiskovuus 2,41dH
Sahkdnjohtavuus (25 °C) 203 |uS/cm
Alkaliteetti M (HCO3") 70| ppm
Alkaliteetti P (CO3s?) 0|ppm
Fosfaatit (POa) 2,40 | ppm
Kalium (K) 12,10 | ppm
Kalsium (CaCO3) 25,20 | ppm
Kloori (ClI) 10,4 | ppm
Kupari (Cu) 0,19 | ppm
Magnesium (Mg) 17,10 | ppm
Mangaani (Mn) 0,07 | ppm
Natrium (Na) 17,40 |ppm
Piidioksidi (S102) 24,00 | ppm
Rauta (Fe) 0,85 | ppm
Sinkki (Zn) <0,01 ppm
Sulfaatit (SOa) 2,40 | ppm
Sulfaatteja pelkistavat bakteerit (BART-testi) negatiivinen
Sulfiitteja pelkistavat bakteerit 0| pmy/ml
Anaerobiset bakteerit 0| pmy/ml
Kokonaisbakteerit 10 000 | pmy/ml




Viljelyiden tulokset

Liite 2

1(1)

Taulukko 1. Vesinaytteiden mikrobiologisten analyysien tulokset. Tahdella merkityt luvut mFC sarakkeen alla ilmaisevat kasvun
havaitsemista ilman positiivista tulosta.

Kokonaisbakteerit | Itiditd muodostavat bakteerit Selektiiviset kasvatusalustat

Naytteenottopiste Paivamaara PCA PCA EAL mEC S&B
pmy/ml pmy/ml pmy/100 ml | pmy/100 ml | pmy/100 ml

Vesikierto 1 8.9.2021 1,71E+02 <1 <1 <1 <1
Vesikierto 2 8.9.2021 1,89E+02 <1 <1 <1 <1
Jaahdytysvesisailio 8.9.2021 2,70E+02 <1 <1 <1 <1
Vesikierto 1 22.9.2021 1,50E+05 <1 <1 <1* <1
Vesikierto 2 22.9.2021 1,60E+05 23 <1 <1* <1
Jaahdytysvesisailio 22.9.2021 7,80E+04 <1 <1 <1* <1
Vesikierto 1 26.10.2021 6,60E+02 <1 <1 <1 <1
Vesikierto 1, rinnakkainen nayte 26.10.2021 7,50E+02 <1 <1 <1 <1
Jaahdytysvesisailio 26.10.2021 8,20E+02 <1 <1 <1 <1
Jaahdytysvesisailio 23.11.2021 1,00E+04 - - - -
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Taulukko 1. Kontaktimaljanaytteiden tulokset 13.9.2021. Naytteiden tulokset on
esitetty kuvina taulukon jalkeen.

Naytetunniste Naytteenottopaikka PeA Huomautuksia
pmy/25 cm?
1A Kylma puoli, seina >100
2A Kylma puoli, pohja >100
3A Kuuma puoli, seina >100
4A Kuuma puoli, pohja >100
Sailién pesu
5A Kylma puoli, seina 53 1 homepesake.
6A Kylma puoli, pohja =13 Peséakkeet levinneet.
7A Kuuma puoli, seind =146 Reunakasvustoa.
8A Kuuma puoli, pohja 46 Reunakasvustoa.
Naytteenottopaikka SDA Huomautuksia
pmy/25 cm?
1B Kylma puoli, seina 20 Homepesakkeita + paljon pienid pesakkeita.
2B Kylma puoli, pohja >100 Malja tdynna kasvustoa.
3B Kuuma puoli, seina >100 Malja tdynna kasvustoa.
4B Kuuma puoli, pohja >100 Malja tdynna kasvustoa.
Sailion pesu
5B Kylma puoli, seina 4 Hiivapesakkeita.
6B Kylma puoli, pohja 50 Homepesakkeita.
7B Kuuma puoli, seind 2 Hiivapesékkeité.
8B Kuuma puoli, pohja 4 Hiivapesékkeité.
Naytteenottopaikka VRBGA Huomautuksia
pmy/25 cm?
1C Kylma puoli, seind >100
2C Kylma puoli, pohja >100 1 positiivinen tulos.
3C Kuuma puoli, seind >100 2 positiivista tulosta.
4C Kuuma puoli, pohja >100 1 positiivinen tulos.
Sailién pesu
5C Kylma puoli, seina 20 7 positiivista tulosta.
6C Kylma puoli, pohja 2 2 positiivista tulosta.
7C Kuuma puoli, seind 21 8 positiivista tulosta.
8C Kuuma puoli, pohja 1 1 positiivinen tulos.
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Kuva 1. Nayte 1A. PCA-alustalla paljon kasvua. Naytteissa 2A-4A kasvu on
yhta lukuisaa, joten niista ei ole esitetty kuvia erikseen.

Kuva 2. Nayte 5A. PCA-alustalla 53 pesaketta, joista yksi on homepesake.
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Kuva 4. Nayte 7A. PCA-alustalla 146 peséaketta ja reunakasvustoa.
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Kuva 6. Nayte 1B. SDA-alustalla 20 homepesaketté ja paljon pienid pesakkeita,
joiden arvellaan olleen hiivoja.
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Kuva 7. Nayte 2B. SDA-alustalla vaaleaa levinnytta kasvustoa.

Kuva 8. Nayte 3B. SDA-alustalla vaaleaa levinnyttd kasvustoa.
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Kuva 10. Nayte 5B. SDA-alustalla nelja hiivapesaketta.
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Kuva 12. Nayte 7B. SDA-alustalla 48 homepesaketta.



Liite 3
8 (12)

Kuva 13. Nayte 8B. SDA-alustalla nelja hiivapesaketta.

Kuva 14. Nayte 1C. VRBGA-alustalla paljon kasvua. Ei positiivisia tuloksia.
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vua.

Kuva 16. Nayte 3C. VRBGA-alustalla kaksi positiivista tulosta ja paljon muuta
kasvua.
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Kuva 17. Nayte 4C. VRBGA-alustalla yksi positiivinen tulos ja paljon muuta kas-
vua.

Kuva 18. Nayte 5C. VRBGA-alustalla seitseman positiivista tulosta ja 13 pesa-
kettd muuta kasvua.
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Kuva 20. Nayte 7C. VRBGA-alustalla kahdeksan positiivista tulosta ja 13 pesa-
kettd muuta kasvua.
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Kuva 21. Nayte 8C. VRBGA-alustalla yksi positiivinen tulos.
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Naytteenotto-ohje

Vesinaytteiden naytteenotossa viljelya ja DNA-analyyseja varten naytteenotto-
pisteen hana tulisi avata ja sulkea muutaman kerran nopeasti perékkain taysin
auki niin, ettd vetta tulee hanan suuaukosta voimakkaasti, jolloin voidaan olet-
taa, etta veden tulessa sykayksittain paineella ulos hanasta, se huuhtelisi tehok-
kaasti putkea sisdpuolelta. Taman jalkeen vetta tulee viela valuttaa hanasta
noin yhden minuutin ajan ennen naytteenottoa, jotta naytetta ei oteta putkis-
tossa mahdollisesti seisoneesta vedesta. Naytteenotossa kaytettavat nay-
teastiat tulee olla autoklaavissa steriloituja naytepulloja. Naytepullo tulisi avata
mahdollisimman lahella naytteenottopistettd. Avatessa naytteenottopulloa tulee
olla koskematta pullon kierteisiin ja pullon korkkiin sisapuolelta valttaen koske-
tusta korkin alareunaan eika pullon suu saa koskea naytteenottopisteen hanaan
tai sen ymparille. Pullon korkkia ei tulisi kdantaa ylésalaisin eika liikutella tur-
haan ilmassa ja pulloa tulisi pitdd mahdollisimman vahan aikaa auki. Naytteen-
otossa voidaan kayttaa myos kertakayttohansikkaita. Parhaaksi mahdollisim-
maksi menetelmaksi koetaan, etta pullo avataan niin, etta korkista pidetaan
kiinni ja pullo ruuvataan korkista irti. Korkkia tulisi pitdd naytteenotonajan pai-
koillaan ilmassa ja naytteenoton jalkeen ruuvata korkki kiinni pulloon. Merkitse
naytteenottotiedot pulloon ja lomakkeeseen: naytteenottopiste, paivamaara, kel-

lonaika ja naytteenottajan nimi.



