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Vdestonkasvu ja lukuisat ympdristoongelmat kasvattavat laadukkaiden
pakkausmateriaalien kuten kartongin kysyntdd. Kartonginvalmistusprosessi
tarjoaa suotuisan elinympaériston lukuisille bakteereille. Vaikka suurin osa ndista
elivistd ei selvid prosessin loppupéddan kuumissa oloissa, bakteerien (mm. Bacillus)
itiot kestavit korkeita lampotiloja ja voivat pddtyd lopputuotteeseen. Nama itiot
ovat ongelmallisia elintarvikepakkauskartongissa, koska ne voivat edesauttaa
ruuan pilaantumista. Kartoittamalla lopputuotteessa esiintyvien bakteerien
lahteitd, voidaan mahdollisesti loytdd keinoja tuotantoprosessin puhtauden
parantamiseksi. Tdssd tutkimuksessa selvitettiin taivekartongin sisdltamien
bakteerien alkuperd. Jotta saatiin selville, mistd kontaminaatiot pé&atyvat
lopputuotteeseen, raaka-aineiden, eri prosessivaiheiden ja kartongin sisdltamét
bakteerit analysoitiin. Naytteiden bakteeritiheys médritettiin viljelymenetelmalld ja
runsaimmat bakteerisuvut tunnistettiin suorasekvensoimalla 16S rRNA-geeni.
Kartonkindytteiden bakteeriviljelmistd mddritettiin eldvat bakteerit Sanger
sekvensoinnilla. Lopuksi ndytteiden bakteeriyhteistjen rakenteita verrattiin
keskenddn. Lopputuotteen viljeltyjen bakteerien maaraksi saatiin 3,9 x 102-1,5 x 103
CFU/g. Tulosten perusteella prosessin markdpdd on todenndkdisin ldhde
lopputuotteen bakteerisuvuille Tepidimonas, Paenibacillus, Cloacibacterium ja
Schlegelella. Pseudomonas-suku puolestaan on oletettavasti perdisin nédytteista 8 ja 10.
Néytepisteet 9 ja 11 toimivat bakteerien Enterobacter ja Citrobacter 1ahteind, kun taas
ndytteessd 16 dominoi Geobacillus. Kaikille kartongin sisdltamille bakteereille ei
kuitenkaan 10ytynyt selkedd ldhdettd. Lopputuotteen bakteeriviljelmistd
tunnistettiin neljd eldvadd, itioitda muodostavaa sukua Bacillus, Paenibacillus,
Brevibacillus ja Lysinibacillus. Ndistd bakteereista Bacillus on todenndkoisesti perdisin
pisteistd 10 ja 13. Sen sijaan Brevibacillus-suvulle ei 16ytynyt prosessista mitddan
selkedd lahdettda. Lisdksi suorasekvensoinnin perusteella kartonkindytteet eivét
sisdltdneet Lysinibacillus-suvun DNA:ta. Tutkimuksessa saatujen havaintojen
perusteella bakteereja padtyy lopputuotteeseen sekd prosessista ettd raaka-aineista.
Vaikka kartonkikoneessa esiintyvét tietyntyyppiset mikrobit, jokainen tehdas on
mikrobistoltaan uniikki. Elintarvikkeen hygienian kannalta tulee kiinnittaa
erityisesti huomiota kartongin eldviin, itivitd muodostaviin bakteereihin.
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There is an increasing demand for quality packing materials like board because of
the population growth and environmental issues. A board making process provides
an optimal environment for numerous bacteria. Despite the majority of these
organisms dies in the heat of a drying section of the process, the spores of bacteria
(like Bacillus) may survive in these high temperatures and end up on the product.
These spores may contribute a spoiling of food and due to that are problematic. The
investigation of the source of the bacteria in the board producing process may help
to find ways to improve the hygiene of the process. The aim of this study was to
investigate the origin of the bacteria found in paperboard used for food packaging.
In order to find out the source of these contaminants, the bacteria of raw materials,
different process steps and the end product itself were examined. The number of
living bacteria was determined by using a culturing method. The dominating
genera were identified by sequencing the target gene 16S rRNA with NGS-
technique. The genera of living bacteria from the board cultures were analysed with
the Sanger method. Finally, the structures of bacteria communities between samples
were compared. The amount of bacteria cultured of board was 3,9 x 102-1,5 x 103
CFU/g. The results indicate that wet end is the most probable origin for genera
Tepidimonas, Paenibacillus, Cloacibacterium and Schlegelella. Instead, genus
Pseudomonas may end up on the board from samples 8 and 10. Samples 9 and 11 are
possible sources of genera Enterobacter and Citrobacter while genus Geobacillus
dominates in sample 16. However, not all the resources of bacteria appearing in the
board were identified. Four living, spore forming strains Bacillus, Paenibacillus,
Brevibacillus and Lysinibacillus were identified from the board cultures. Based on
NGS, sources of Bacillus were samples 10 and 13 whereas the origin of Brevibacillus
was not found. However, the board did not contain any DNA of Lysinibacillus.
According to this study, bacteria may end up on the product both from the process
and raw materials. Despite, there are certain types of bacteria appearing in the board
industry, each factory represents a unique microbiome. In terms of hygiene of the
food stuff, the board industry should particularly pay attention to living, spore
forming bacteria found on board.
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SANASTO JA LYHENTEET

SANASTO

Aluke

16S rRNA

Gram-negatiivinen bakteeri

Geenin monistumisen aloituskohtana
toimiva DNA- tai RNA-juoste.

Bakteerin ribosomin ison alayksikon
(30S) rakenneosa, joka toimii
tylogeneettisend markkerigeenina.

Gram-viérjdyksessd punaiseksi varjaytyva
bakteeri, jonka soluseind koostuu sisd- ja
ulkokalvosta sekd ndiden viliin jadvasta
tilasta. Violetiksi vérjdytyvien gram-
positiivisten ~ bakteerien soluseindssa
kalvoja on vain yksi.

LYHENTEET

AGE Agaroosigeelielektroforeesi
BSA Bovine serum albumin

CFU Colony forming unit

NGS Next generation sequencing
OTU Operational taxonomic unit

PCR

BCTMP

Polymeraasiketjureaktio

Valkaistu kemitermomekaaninen massa



1 JOHDANTO

Paperi- ja selluteollisuus on yksi merkittavimmista teollisuuden osa-alueista, jota
harjoitetaan joka puolella maailmaa. Kartonkija paperi valmistetaan kuiduista, joita
saadaan muun muassa puusta, maatalouden sivutuotteista  sekd
kierrdtysmateriaaleista. Monien ympadristondkokulmien vuoksi
paperiteollisuudessa kiinnitetddn erityistd huomiota raaka-aineiden ja veden
kayttoon sekd muodostuviin pddstoihin (Suhr ym. 2015). Tdlld hetkelld tyypillisid
paperiteollisuuden trendejd ovat neutraalit tai emdksiset prosessiolosuhteet,
kierrdtysmateriaalien ja kemikaalien lisddntyvd hyodyntdminen sekd suljetut

vesikierrot (Blanco ym. 1996, Hubbe 2004, Bajpai 2015).

Globaalisti kasvava vdestomddrd ja elintason paraneminen lisddvit
elintarvikkeiden kysyntdd. Samalla kasvaa tarve pakkausmateriaaleille, joiden on
kestettdva haastavia olosuhteita kuten lampdétilan muutoksia, kuljetusta, kosteutta
ja rasvaa (Weber ym. 2002). Lainsddadanto, yritystenvélinen kilpailu sekd vaativat
asiakkaat edellyttdvit entistd parempia ja ekologisempia pakkauksia (Raheem

2012).

Maailmanlaajuisesti pakkauskdyttoon valmistetaan vuosittain 246 milj. tonnia
kartonkia ja paperia (Garside 2019). Tdmdn materiaalin hyodyntdmiseen
pakkauksissa tullaan kiinnittdm&didn enemmédn huomiota tulevaisuudessa muun
muassa muoviin liittyvien ympéristdongelmien vuoksi (Davis & Song 2006, Ko¢i
2019). Kartongin keveys, muokattavuus ja kierrdtettdvyys tekevit siitd hyvin
pakkausmateriaalin. Lisdksi sen etuja ovat biohajoavuus ja pddraaka-aineen

uusiutuvuus (Vishtal & Retulainen 2012).

Elintarvikeketjun toimijat kuten pakkausmateriaalien valmistajat ovat vastuussa
tuotteidensa hygieniasta ja turvallisuudesta ((EY) N:o 852/2004). Euroopan Unioni
on asettanut vaatimukset elintarvikkeiden kanssa kosketuksiin joutuville

pakkausmateriaaleille mukaan lukien kartongille ((EY) N:0 1935/2004). Asetuksen



mukaan kyseinen pakkaus ei saa aiheuttaa vaaraa kuluttajan terveydelle, muuttaa

sopimattomasti elintarvikkeen koostumusta tai heikentdd sen ominaisuuksia.

Kartonginvalmistusprosessi on avoin systeemi, joka tarjoaa monilla
tysikaaliskemiallisilla ominaisuuksillaan sopivan elinympdriston erilaisille
mikrobeille. Namd eliot voivat pddstd prosessiin veden, raaka-aineiden,
kemikaalien, ilman tai tyontekijoiden mukana. Bakteereja voi p&dtyd prosessiin
myo6s kierrdtettdvistd materiaaleista. Kartongin pddraaka-aine, kemiallinen ja
mekaaninen selluloosamassa sekd lukuisat lisdaineet kuten tarkkelys, pinnoitteet ja
liimat toimivat ravintona bakteereille, joille prosessin lampétila (20-78 °C) ja pH (5-
8) mahdollistavat otolliset kasvuolot (Flemming ym. 2013, Bajpai 2015). Prosessin
lopussa, kuivausvaiheessa lampotila nousee korkeaksi (~140 ©°C), minkad
seurauksena suurin osa bakteereista kuolee. Kuitenkin bakteerien muodostamat
itiot pystyvat selvidmdan tillaisista vaativista olosuhteista ja voivat péaatya
lopputuotteeseen (Salkinoja-Salonen & Puhakka 2002). Nama itiot saattavat olla
ongelmallisia elintarvikepakkauksiin kdytettdvissd kartongeissa, silli ne voivat

edesauttaa ruuan pilaantumista (Vdisdnen ym. 1991).

Téssd tyossd tutkittava tehdas valmistaa taivekartonkia (folding boxboard, FBB),
jonka raaka-aineena kaytetddn lehti- ja havupuusellua sekd valkaistua
kemihierrettd (bleached chemi-thermo mechanical pulp, BCTMP; Iti-Suomen
ympdristolupavirasto 2006, Metsda Board 2020). Talld elintarvikepakkauksiin
soveltuvalla kevyell4 ja jaykalld kartongilla on kolmikerroksinen rakenne (Kuva 1).
Valmistusprosessissa tarvitaan lukuisia lisdaineita kartongin ominaisuuksien
parantamiseen ja  pddllystykseen.  Tutkittavan  tehtaan  vuosittainen
tuotantokapasiteetti on 260 000 tonnia kartonkia (Metsd Board 2020). Kartongin

tyypillisid elintarvikekadyttokohteita ovat makeis-, ruoka- ja juomapakkaukset.

Tutkittavan tehtaan lopputuotteen mikrobianalyysit on tehty maljaviljelynd ISO-
standardin (8784-1: 2014) mukaan. Prosessimassan mikrobit on puolestaan tutkittu

pikatesteilld. Elintarvikepakkauskartongin bakteeritiheys yhdessd grammassa



vaihtelee tyypillisesti 100-1000 pesdkkeen vililld (Tanner ym. 1940). Tehtaan
lopputuotteen bakteeritiheys jad kyseiselle vilille, eikd kartongista ole koskaan
loytynyt  koliformisia - tai  Salmonella-suvun  bakteereja.  Kuitenkaan
laajamittaisempaa mikrobianalyysid ei ole tehty, eikd bakteerien alkuperdd ole

selvitetty.

1) Multiple blade coating

2) Bleached chemical pulp

3) Bleached chemi-thermo-mechanical
pulp (BCTMP)

4) Bleached chemical pulp

Kuva 1. Taivekartonki koostuu kolmesta kerroksesta sekd pdadllystekerroksista
(Metsd Board 2020).

Taman tyon tavoitteena oli kartoittaa tutkittavan tehtaan lopputuotteen bakteerien
alkuperd. Tutkimuskysymys oli: “Mistd prosessivaiheesta bakteerit paatyvit
lopputuotteeseen? Ensimmdinen hypoteesi oli, ettd bakteerit ovat perdisin raaka-
aineista, jolloin niistd l0ytyy samoja lajeja kuin lopputuotteesta. Toisena
hypoteesina  oli  oletus, ettd bakteerit pddtyvdat lopputuotteeseen
prosessiolosuhteissa lisddntyneistd ja sinne sopeutuneista mikrobiyhteisvista.
Bakteerien analysoimiseksi néytteitd kerittiin tehtaalta lopputuotteesta, prosessin
eri vaiheista sekd raaka-aineista. Naytteiden bakteeriyhteisot analysoitiin
viljelymenetelmdd ja DNA-pohjaista tutkimusta (suorasekvensointi) hyodyntéen.
Lisdksi lopputuotteen viljelmistd tunnistettiin eldvat bakteerit Sanger

sekvensoinnin avulla.



2 TUTKIMUKSEN TAUSTA

2.1 Kartonginvalmistusprosessi

Kartonkikone voidaan jakaa karkeasti kahteen p&ddosaan; markddan- ja
kuivaanpddhdn. Prosessin alussa kemikaaleja ja yli 99 % vettd sisdltava
selluloosamassa saapuu koneen mirkddnpadhian (Kuva 2). Kartonkikoneen
perdlaatikoilla sellumassa syotetddn viiralle, jossa osa vedestd poistuu ja kuidut
alkavat tarttua toisiinsa koneensuuntaisesti muodostaen méran kartonkirainan.
Viiralla olevia rainoja voidaan kaventaa suihkuvedelld, jolla puhdistetaan myos
koneen osia. Seuraavaksi massa kulkeutuu koneen puristinosaan, jossa telat
puristavat pinta-, sisd- ja taustarainat yhteen, jolloin vesipitoisuus laskee noin

50 %:iin (Bajpai 2015, Metsa Board 2020).

Wire section Press
section

Reveme

Kuva 2. Kartonkikoneen mérkédpad koostuu kolmesta peridlaatikosta (pinta, sisd ja
tausta) sekd viira- ja puristinosasta (Metsd Board 2020).

Kartonkimassa kuivataan koneen kuivassapddssd eri lampoétiloissa hoyryn tai
lammitettyjen telojen avulla. Kartongin pintaa kaisitelldadan kiillotussylinterissd,
minkd jdlkeen se jatkaa prosessin liimausosaan (Kuva 3). Liimauksen jdlkeen

kartongin pinta viimeistellddn ja pdallystetdan (Kuva 4). Lopuksi valmis kartonki



suuntaa kalanteriin, minké jdlkeen se pakataan suuriin rulliin (Bajpai 2015, Metsa

Board 2020).

Prying section Glazing Drying  size
cylinder section press

Sheet flatness and stability

Kuva 3. Kuivauksen jdlkeen kartonki késitelldan kiillotussylinterissd. Koneen
liimausosassa kartongin pinta suljetaan pintaliimauksella, jolla parannetaan myos
kartongin lujuutta (Metsd Board 2020).

Drying Coating section Reeler

o
s e@iﬂan Smoothness. gloss, brightness and printability

Up to 30 tonnes

Kuva 4. Lopuksi kartonki péillystetddn ja pakataan suuriin rulliin (Metsd Board
2020).

2.1.1 Vesikierrot

Kartonginvalmistusprosessin  vesikierrot voidaan jakaa kolmeen tyyppiin;
priméériseen-, sekundéddriseen- ja tertiddriseen kiertoon (Bajpai 2015). Primdarinen
vesikierto kiertdd sellaisenaan prosessissa, kun taas sekundéériselle ja tertidariselle
kierrolle tehddan kasittelyja. Kdytdnnossd primédédrinen kiertovesi on viiraosan
vettd, joka ohjataan takaisin kartonkikoneeseen. Primédristd kiertoa kutsutaan

myo6s lyhyeksi kierroksi (Suhr ym. 2015). Viira- ja puristinosissa muodostuva



ylimddrdinen vesi kuuluu sekunddériseen vesikiertoon. Tyypillisesti tdma pitkdan
kiertoon kuuluva vesi puhdistetaan sedimentaation, flotaation tai suodatuksen
avulla, minké jdlkeen se kierrdtetddn takaisin sellumassasdilioon. Sekundadrisen
kierron ylimdardinen vesi sekd muualta prosessista tuleva likainen vesi
muodostavat tertiddrisen vesikierron. Kyseinen vesi puhdistetaan kemiallisia- ja
biologisia menetelmid hyodyntden jatevedenpuhdistuslaitoksella. Vaikka
tertiddrinen kiertovesi kasitelldan puhdistamolla, se ei vilttdmaéttd ole tarpeeksi

puhdasta kéytettaviksi uudelleen prosessin raakavetend (Suhr ym. 2015).

Osittain tai tdysin suljetulla vesikierrolla pystytddn vdhentdam&dan veden lisdksi
kuitujen ja lisdaineiden havikkid. Toisaalta suljettu vesikierto lisdd kemiallista
hapen kulutusta (COD), mikd vaikuttaa paperikoneen ajettavuuteen ja
lopputuotteen laatuun (Bajpai 2015, Suhr ym. 2015). Tehtaat, jotka valmistavat
elintarvikepakkauskadyttoon soveltuvaa kartonkia, suljettujen vesikiertojen

hyddyntaminen on rajallista, jottei lopputuotteen hygienia karsi (Suhr ym. 2015).

2.1.2 Lisdaineet

Kartonginvalmistuksessa tarvitaan lukuisia lisdaineita ja kemikaaleja, jotka
helpottavat sellumassan tydstamistd ja mahdollistavat lopputuotteen haluttujen
ominaisuuksien saavuttamisen. Lisdaineilla pystytddan sddtelemdan muun muassa
veden imeytymistd kartonkiin ja vahvistamaan kuitujen vilisid sidoksia. Kemikaalit
mahdollistavat sen, ettd lopputuotteesta saadaan valkaistua ja ldpikuultamatonta
(Bajpai 2015). Lisdksi kartongin valmistuksessa kaytetddn tdyteaineita (esim.
CaCQ:;), silld ne ovat kuituja halvempia (Hubbe 2004). Tayteaineilla pystytddn
parantamaan myos lopputuotteen ominaisuuksia. Tyypillisid prosessissa
kdytettdvid aineita ovat muun muassa dispersio-, retentio-, vaahdonesto- ja
korroosionestoaineet, vedenpoistokemikaalit ja sekd erilaiset biosidit (Bajpai 2015,

Suhr ym. 2015).



2.2 Prosessissa esiintyvid mikrobeja

Paperiteollisuudessa esiintyy aerobisia ja anaerobisia mikrobeja. Lisédksi aerobisista
mikrobeista esiintyy seka itiditd muodostavia ettd - muodostamattomia bakteereja
(Bajpai 2015). Paperin- ja kartonginvalmistusprosessien tyypillisimmaét mikrobit
kuuluvat Bacillus-sukuun, joka edustaa aerobisia, iti6itda muodostavia bakteereja
(Védisanen ym. 1991, Vidisanen ym. 1998, Mohammadzadeh-Vezifeh ym. 2015). Muita
tavallisia prosessissa esiintyvid bakteerisukuja on esitelty Taulukossa 1.
Anaerobisista bakteereista puolestaan voi esiintyd esimerkiksi Desulfovibrio-sukua,
joka kuuluu sulfaattipelkistdjiin (Maukonen ym. 2006). Lisdksi prosessikoneista voi
16ytyd ennen tunnistamattomia bakteereja (Lahtinen ym. 2006). Muita
kartonginvalmistusprosessissa mahdollisesti tavattavia organismeja ovat hiivat,
homeet ja jopa levit (Bajpai 2015).

Taulukko 1. Paperiteollisuudessa tyypillisesti esiintyvéat bakteerisuvut Blanco ym.
1996 ja Bajpai 2015 mukaan.

[tivitd muodostavat [ti6itd muodostamattomat

Aerobiset Bacillus Acinetobacter
Citrobacter
Enterobacter
Escherichia
Flavobacterium
Klebsiella
Leptothrix
Micrococcus
Pseudomonas

Staphylococcus

Anaerobiset Clostridium Desulfovibrio




2.3 Mikrobien aiheuttamia ongelmia

23.1 Lopputuotteen laatu ja hygienia

Osa prosessin bakteereista pddtyy valmiiseen kartonkiin, mika voi ilmetd tuotteen
haurautena tai esteettisind haittoina. Lopputuotteen bakteerit voivat myos
kontaminoida niiden kanssa kosketuksiin joutuvia elintarvikkeita. (Flemming ym.
2013, Bajpai 2015). Jotta kartonkipakkauksessa olevat mikrobit voisivat aiheuttaa
ruuan pilaantumista, niiden on ensiksi péadstdva kosketuksiin elintarvikkeen
kanssa. Elintarvikkeeseen koskeva kartongin pinta on pakkauskartongissa
todenndkoisin alue, josta bakteerit voivat padstd kdsiksi ruokaan (Suominen ym.
1997). Erityisen haitallisia elintarvikkeen hygienian kannalta ovat koliformiset
bakteerit, jotka ovat yleisnimitys Enterobacteriaceae-heimon laktoosia fermentoiville,
sauvamaisille, itivitd muodostamattomille gram-negatiivisille mikrobeille. Naitd
bakteereja esiintyy runsaasti esimerkiksi ulosteissa, minkd vuoksi niiden
esiintyminen viittaa yleensd myts muiden patogeenien ldsndoloon. Koliformisten
bakteerien lisiksi muita ruokaa pilaavia bakteereja on esitelty Taulukossa 2.
Bakteerien lisdksi kierrdtysmateriaalien kdyttd raaka-aineena voi lisdtd muiden
epdpuhtauksien kuten metallien (Arvanitoyannis & Bosnea 2004) ja

bentsofenonijohdannaisten (Castle ym. 1997) paddtymistd lopputuotteeseen.

Taulukko 2. Ruokaa pilaavia bakteerisukuja Siitonen ym. 2002* ja Zahra ym. 2016
mukaan.

Koliformiset*® Muut
Citrobacter Bacillus
Enterobacter Campylobacter
Escherichia Clostridium
Klebsiella Listeria
Salmonella
Shigella

Staphylococcus




2.3.2 Prosessi

Sen lisdksi, ettd edelld mainitut mikrobit ovat ongelmallisia lopputuotteessa, ne
aiheuttavat haittoja myos itse kartonginvalmistusprosessissa. Mikrobit kayttavét
selluloosaa sekd muita prosessin orgaanisia lisdaineita ravintonaan ja hajottavat
niitd entsyymien avulla. Naméd mikrobien metaboliset prosessit tuhoavat raaka-
aineita, aiheuttavat hajuhaittoja ja edesauttavat korroosion muodostumista
paperikoneeseen (Blanco ym. 1996). Bakteerit voivat myo6s vaikuttaa sellumassan
viskositeettiin ja ndin ollen aiheuttaa koneeseen tukoksia. Lisdksi kartonkikoneessa
olevat bakteerit ja sienet voivat muodostaa biofilmejd eli johonkin pintaan
tarttuneita, limakerroksen ympéaroimia mikrobiyhteisoja (Chandki ym. 2011). Nama
voivat aiheuttaa terveysriskejd tyontekijoille ja lisdtd kartonkikoneen

puhdistustarvetta ja -kustannuksia (Flemming ym. 2013, Bajpai 2015).

2.4 Lopputuotteen sisdltimat bakteerit ja niiden alkupera

241 Lopputuote

Useissa tutkimuksissa on todettu, ettd kartongissa esiintyy tyypillisesti Bacillus-
suvun bakteereja (Vdisdnen ym. 1989, Pirttijarvi ym. 1996, Viisdanen ym. 1991,
Suominen ym. 1997, Vdisdnen ym. 1998, Suihko ym. 2004, Mohammadzadeh-Vezifeh
ym. 2015). Kyseiset bakteerit ovat hyvin yleisid monissa ymparistdissd, silld niiden
muodostamat itiot kestavat darimmadisid olosuhteita kuten kuumuutta ja kuivuutta

(Nicholson ym. 2000).

Yksi runsaimmista kartongista tavatuista Bacillus-suvun bakteereista on B.
polymyxa, jonka haitallisuudesta elintarvikkeille ei tiedetd kovin paljon (Vdisdanen
ym. 1991). Sen sijaan B. cereus ja B. licheniformis tuottavat toksiineja, jotka voivat olla
haitallisia elintarvikkeiden hygienialle (Pirttijarvi ym. 1996, Suihko ym. 2004).
Lisdksi B. cereus kasvaa matalissa lampotiloissa (6-10 °C), minkd vuoksi se saattaa

olla mahdollinen uhka lopputuotteen hygienialle (Pirttijarvi ym. 1999). Kyseinen
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bakteeri onkin yleisin maitotuotteita pilaava tekijd, vaikka sen merkitys

pakkauskartongissa on vahdisempi (Vdisdnen ym. 1991).

Kartongin bakteereja tutkineet Suominen ym. 1997 eivit havainneet mikrobiologista
kasvua elintarvikepakkauksessa, johon lisdttiin ruokaa tai nestettd. Heiddn
mukaansa on epatodennakoistd, ettd mikrobit padsisivit kestdvan kartongin pinnan
lapi kosketuksiin elintarvikkeen kanssa. Elintarvikepakkauskartongissa esiintyvia

bakteereja on esitelty Taulukossa 3.

Taulukko 3. Kartongista yleisimmin tavattuja bakteerisukuja ja -lajeja.

Bakteerisuku/ (-laji) L&dhde

Bacillus Viisdnen ym. 1989, Suominen ym. 1997
(B. brevis) Viisdanen ym. 1991
(B. cereus) Viisdnen ym. 1991, Pirttijarvi ym. 1996, Pirttijarvi ym. 1999,
Suihko ym. 2004
(B. coagulans) Vdisdnen ym. 1998

(B. licheniformis) Vdisdnen ym. 1991, Pirttijarvi ym. 1996, Vdisanen ym. 1998,
Mohammadzadeh-Vezifeh ym. 2015

(B. megaterium) Pirttijarvi ym. 1996
(B. pumilus)

(B. polymyxa) Viisdanen ym. 1991
(B. subtilis) Mohammadzadeh-Vezifeh ym. 2015
Brevibacillus Viisdanen ym. 1998, Suihko ym. 2004
Bulkholderia Viisdanen ym. 1998
Corynebacterium Vidisdnen ym. 1991
Enterobacter Viisdanen ym. 1991, Raaska ym. 2002
Paenibacillus Pirttijarvi ym. 1996, Suominen ym. 1997, Suihko ym. 2004
Staphylococcus Vidisdnen ym. 1991

2.4.2 Raaka-aineet

Selluloosamassa on kartonginvalmistusprosessin tdrkein raaka-aine. Bakteerien

kannalta tuorekuitu eli neitseellinen selluloosamassa on hyvin puhdasta (Tanner
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ym. 1940, Vidisianen ym. 1991, Suihko & Skyttd 1997). Tuorekuidun lisdksi
selluloosamassan valmistuksessa voidaan hyodyntdd tehtaan ulkopuolisia
kierratyspaperikuituja kuten sanomalehtid ja nestepakkauksia. Téllaisista
kierrdtysmateriaaleista on loydetty laaja kirjo itiditd muodostamattomia bakteereja,
joista runsaimpia ovat Enterobacter, Klebsiella, ja Microbacterium (Suihko & Skyttd
2009). Lisdksi kierrdtyskuitujen on todettu olevan Paenibacillus-suvun bakteerien
oletetuin ldhde lopputuotteessa (Raaska ym. 2002). Kyseistd bakteerisukua on
16ydetty my6s muun muassa ihmisestd, vedestd seka erilaisista maaperéanaytteista

(Saez-Nieto ym. 2017).

Kartonginvalmistusprosessissa hylylld viitataan valmiiseen tai ldhes viimeisteltyyn
kartonkiin, joka ei pdddy lopputuotteeksi vaan kierritetdan uudelleen prosessiin
raaka-aineeksi. Kyseisen massan on todettu toimivan varastona itivitd
muodostaville bakteereille Bacillus (B. cereus), Brevibacillus ja Paenibacillus (Suihko
ym. 2004). Vastaavasti Viisdanen ym. 1991 ovat todenneet hylyn olevan
todenndkoisin ldhde kartongin Bacillus-suvun bakteereille. Lisdksi hylystd on
16ydetty kellertdvid pesdkkeitd muodostavia Pseudoxanthomonas taiwanensis-
bakteereja (Suihko ym. 2004) sekd Bulkholderia-sukua (Vdisdanen ym. 1998).
Padllystetystd hylystd on puolestaan tunnistettu bakteerisukuja Klebsiella,

Pseudomonas ja Acinetobacter (Vadtanen & Niemeld 1983).

243 Markapaa

Bakteerien kannalta yksi kriittinen prosessivaihe on kartonkikoneen mérkapad
(Bajpai 2015). Noin 80 % mardnpaddn tunnistetuista bakteerilajeista kuuluu Bacillus-
tai Brevibacillus-sukuihin (Vdisdanen ym. 1998).  Kyseisessd tutkimuksessa
madranpddn yleisimpiin bakteereihin kuuluivat Bacillus (B. coagulans ja B. cereus),
Burkholderia, Ralstonia, Pantoea sekd Microbulbifer-suvun lajit. Ndistd bakteereista B.
coagulans, Bulkholderia ja Ralstonia esiintyivat kartonkikoneen perilaatikossa. Sitd
vastoin Prince ym. 2009 totesivat tutkimuksessaan, ettd perdlaatikon yleisimmat

bakteerit kuuluvat Meiothermus- ja Schlegelella-sukuihin. Perdlaatikosta on myos
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tavattu Alcaligenes- (Vdisanen ym. 1998), Klebsiella- (Vddtanen & Niemeld 1983,
Vdisdanen ym. 1998), Pseudomonas- ja Acinetobacter-sukujen edustajia (Vadtdnen &
Niemeld 1983) sekd biofilmejd muodostavaa Tepidimonas-bakteeria (Zumsteg ym.
2017). Desjardis & Beaulieu 2003 16ysivat perdlaatikosta Pseudomonas-suvun lisdksi

ensimmaistid kertaa bakteeria Pseudoxanthomonas.

Kartonkikoneen viira- ja puristinosan biofilmeistd on puolestaan tunnistettu
Deinococcus- ja Brevibacterium-sukuja (Vdisanen ym. 1998). Lisdksi Pirttijarvi ym.
1999 1oysivit Bacillus cereus -lajia kartonkikoneesta, mutta heiddn mukaansa se ei

todenndkoisesti ole prosessissa ainoa kyseisen bakteerin ldhde.

244 Prosessivesi

Kartonginvalmistusprosessissa kadytettdvan prosessiveden on todettu sisdltdvan
runsaasti gram-negatiivisia bakteereja, joista monet ovat potentiaalisia patogeeneja
(Vdisdnen ym. 1991). Esimerkiksi Vddtdnen & Niemeld 1983 tunnistivat
kiertovedestd bakteerisukuja Klebsiella, Pseudomonas ja Acinetobacter. Lisdksi
prosessin suihkuvedestd on 16ydetty biofilmejd muodostavaa Sphingomonas-sukua
(Vdisdnen ym. 1998). Kuitenkaan kyseisen bakteerisuvun alkuperdd prosessiin ei
tiedetd. Muita suihkuvedessd esiintyvid bakteereja ovat edelld mainitun
tutkimuksen mukaan Alcaligenes, Bulkholderia, Klebsiella ja Ralstonia. Naistd
Bulkholderia-sukua tavattiin myos kiertovedessd ja viiraosan vedessd. Sen sijaan B.
cereus-lajia on tavattu prosessin kiertoveden liséksi kalanterointivedesta (Pirttijarvi

ym. 1999, Suihko ym. 2004).

2.4.5 Lisdaineet

Yksi merkittdva kartonkihygieniaa vaarantava tekijag on pastoroidun
tarkkelyspohjaisen liiman kdytto prosessissa. Raaska ym. 2002 ovat todenneet, ettd
lopputuotteesta 16ytyy samoja bakteereja (Enterobacter) kuin kyseisestd liimasta.
Lisdksi elintarvikkeen hygienia vaarantuu helpommin, jos pakkausten

valmistuksessa kdytetddn kontaminoitunutta tdrkkelystd (Suominen ym. 1997).
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Vidisdnen ym. 1998 ovat loytdneet tdrkistd myos bakteerisukuja Bacillus (B.

licheniformis, B. circulans (Vdisanen ym. 1989)), Bulkholderia, Cellulomonas ja Pantoea.

Lisdaineista my6s epdorgaanisten pintavadriaineiden on todettu sisdltdvan
mikrobeja (Suominen ym. 1997). Tutkimuksessa todettiin, ettd epdorgaaniset
pigmentit sisdltdvdat enemmdn bakteereja kuin polyetyleeni (PE) -pinnoite.
Pirttijarvi ym. 1999 mukaan mineraalipigmentit voivat olla yksi Bacillus cereus-lajin

ldhde lopputuotteessa.

Padllystyspigmenttind kaytettdvastd kaoliinista on loydetty bakteerisukuja
Bordetella, Aureobacterium, Methylobacterium, Pseudomonas ja Microbulbifer (Vdisanen
ym. 1998). Muista prosessissa kdytettdvistd pigmenteistd on puolestaan tavattu
Micrococcus-, Bacillus-, Microbulbifer-, Arthrobacter- sekd Staphylococcus-sukuja
(Vdisanen ym. 1998). Kyseisessd tutkimuksessa bakteereja (Bordetella,
Hydrogenophaga,  Pseudomonas,  Pantoea,  Staphylococcus)  10ytyi  eritoten
pigmenttilietteistd, mutta ei kuivista kemikaaleista tai vedestd. Tama viittaa siihen,
ettd edelld mainitut bakteerit ovat perdisin kemikaalisdilioistd. Lisdksi erilaisista
kemikaaleista on 18ydetty gram-negatiivisia bakteereja (Vdisanen ym. 1991) seka

lajia B. cereus (Suihko ym. 2004).

2.4.6 Biofilmit

Biofilmejda muodostavia bakteereja esiintyy lukuisissa kartonkikoneen osissa
(Taulukko 4) ja ne ilmenevit vaihtelevan viarisind kasvustoina (Taulukko 5).
Prosessin biofilmeissd esiintyvdt bakteerit voidaan jakaa primddrisiin- ja
sekundéadrisiin lajeihin (Blanco ym. 1996). Primddriset biofilmin muodostajat
kasaantuvat ensimmadisind paperikoneen pinnoille ja  mahdollistavat
sekundéddristen lajien kiinnittymisen jo muodostuneeseen mikrobiyhteisoon.
Biofilmien muodostuminen on biologisesti ja kemiallisesti monimutkainen prosessi
(Vdisénen ym. 1994), minkd vuoksi primddristen ja sekundddristen lajien

absoluuttinen erottaminen toisistaan voi olla haastavaa (Bajpai 2015).
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Taulukko 4. Prosessin eri osista 16ydettyjd, biofilmeja muodostavia bakteerisukuja.

Sijainti prosessissa Bakteerisuku/laji Lahde
Peralaatikko Bacillus Chaudhary ym. 1997,
Desjardis & Beaulieu 2003
Enterobacter Chaudhary ym. 1997
Tepidimonas Zumsteg ym. 2017
Paallystetty hylky Pseudomonas Chaudhary ym. 1997,
Desjardis & Beaulieu 2003
Bacillus Chaudhary ym. 1997
Citrobacter
Suihkuvesi Sphingomonas Vidisdanen ym. 1998
Kiertovesi Aerobacter Chaudhary ym. 1997
Klebsiella Caplenas ym. 1981,
Chaudhary ym. 1997
Kiertovesi/kaoliini Methylobacterium Oppong ym. 2000
Viiraosa Bacillus (B. brevis) Viisanen ym. 1989

B. licheniformis
Viira- ja puristinosa  Brevibacterium Viisdanen ym. 1998

Deinococcus

Bacillus-suvun bakteereja on 16ydetty runsaasti biofilmeistd (Chaudhary ym. 1997,
Wirtanen ym. 2000, Suihko ym. 2004). Kolari ym. 2001 mukaan Bacillus-suvun
bakteerit eivadt varsinaisesti ole itsessddn tehokkaita biofilminmuodostajia, mutta
tarttuvat herkasti pintoihin, joissa on jo kiinni muita lajeja (esim. Deinococcus
geothermalis, Taulukko 6). Yleisimmait biofilmeistd 1oytyvédt bakteerit ovat
Pseudomonas, Flavobacterium (Wirtanen ym. 2000) ja Clavibacter (Vdisanen ym. 1994).
Lisdksi biofilmeistd on tavattu bakteereja Brevibacillus, Paenibacillus, B. licheniformis,
B. cereus (Suihko ym. 2004), Enterobacter, Alcaligenes, Staphylococcus (Wirtanen ym.
2000) seka Klebsiella (Caplenas ym. 1981).



Taulukko 5. Tietynvaérisid biofilmikasvustoja muodostavat bakteerisuvut.
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Vari Bakteerisuku/laji

Lihde

Punertava Acinetobacter
Deinococcus
Methylobacterium
Micrococcus

Roseomonas

Viisdnen ym. 1998

Viisdanen ym. 1998, Oppong ym. 2000
Viisdanen ym. 1998, Oppong ym. 2000
Oppong ym. 2000, Wirtanen ym. 2000
Oppong ym. 2000

Kellertava  Aureobacterium

Pantoea
Pseudoxanthomonas
taiwanensis

Ralstonia

Viisdanen ym. 1998

Viisdanen ym. 1998
Suihko ym. 2004

Viisdnen ym. 1998

Rusehtava  Microbulbifer

Viisdnen ym. 1998

Taulukko 6. Prosessissa esiintyvid primddrisid biofilminmuodostajia.

Bakteerisuku/laji Lahde

Bacillus coagulans Viisdnen ym. 1998
Burkholderia Viisdnen ym. 1998
Cloacibacterium Tiirola ym. 2009

Deinococcus geothermalis ~ Vidisdnen ym. 1998, Kolari ym. 2001, Kolari ym. 2003

Meiothermus silvanus Kolari ym. 2003

Rhodobacter Tiirola ym. 2009

Tepidimonas Tiirola ym. 2009
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2.5 Mikrobien tunnistus sekvensoinnin avulla

251 Yleista

Geenin sekvensointiin eli DNA:n emdsjdrjestyksen selvittamiseen perustuvat
tutkimusmenetelmat ovat mullistaneet mikrobien tutkimisen.
Sekvensointimenetelmét voidaan jakaa ensimmdisen -, toisen - ja kolmannen
sukupolven tekniikoihin. Sanger sekvensointi (Sanger ym. 1977) on yleisesti
kaytetty ensimmdisen sukupolven menetelmd, jonka etuna on pitkien geenien
sekvensointi (400-900 emdstd; Liu ym. 2012). Toisen sukupolven menetelmiin
verrattuna Sangerin menetelmd on kuitenkin todella hidas, koska silld pystytdan
sekvensoimaan vain yksi geeni kerrallaan. Nopeuden lisdksi toisen sukupolven
sekvensointimenetelmille on tyypillistd suuri suorituskapasiteetti ja suhteellinen
edullisuus (Mardis 2013). Kyseisillda menetelmilld pystytddan sekvensoimaan
geenejd, joiden emdspituus on jopa 500. Kolmannen sukupolven
sekvensointimenetelmilld viitataan tidlld hetkelld kehitteilld oleviin tekniikoihin,
joilla pystytddn prosessoimaan pidempid sekvenssejd aina kokonaiseen genomiin

asti (Mardis 2013, Goodwin ym. 2016).

Esitumallisilla elivilld kuten bakteereilla tyypillisin tutkittava geeni on 16S rRNA
(Kirchman 2018). Kyseinen geeni on esitumallisten eliiden ribosomin ison
alayksikon (30S) rakenneosa, jolla on keskeinen merkitys proteiinien tuotannossa.
Geeni sopii hyvin fylogeniatutkimuksiin, silld se 16ytyy kaikilta bakteereilta ja sen
evoluutio on hidasta (Woese & Fox 1977). Lisédksi 165 rRNA-geenistd on saatavilla
eri tietokannoista paljon dataa, johon tuloksia voi verrata bakteerien

tunnistamiseksi.
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2.5.2 Sanger sekvensointi

Perinteinen Sanger sekvensointi perustuu leimattujen nukleotidien kayttoon
(Sanger ym. 1977). Menetelmdssd analysoitavan ndytteen DNA:n kaksoisjuoste
aukaistaan ja tutkittava geenipdtkd monistetaan polymeraasiketjureaktiolla (PCR).
Monistettuihin DNA-pétkiin lisdtdan tietyt alukkeet, minkd jdlkeen ne jaetaan
neljadn koeputkeen. Koeputket sisédltavit DNA-polymeraasientsyymid, kaikkia
nukleotidejda (A, T, G, C) sekd kukin yhtd tiettyd leimattua nukleotidid, joka
pysdyttdd DNA:n kahdentumisen. Toisen PCR-reaktion tuloksena saadaan eri
mittaisia =~ DNA-ketjuja, jotka erotellaan elektroforeesilla. = Vertaamalla
muodostunutta PCR-amplikonikuviota bakteerifylogeniaan erikoistuneisiin

tietokantoihin, saadaan selville, mihin kantaan nédyte kuuluu.

2.5.3 Suorasekvensointi

Suorasekvensoinnilla viitataan toisen sukupolven (next generation sequencing,
NGS) menetelmiin, jotka perustuvat rinnakkaiseen sekvensointiin. Namd
menetelmdt mahdollistavat tuhansien geenien emdsjdrjestyksen selvittamisen
samanaikaisesti (Goodwin ym. 2016). Mikrobitutkimuksessa NGS-menetelmilld
pystytddn siis madrittimasn ndytteen koko mikrobiyhteiso
rinnakkaissekvensointeja analysoimalla. NGS-menetelmistd on kehitetty lukuisia

eri sovellutuksia.
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2531  IonTorrent

Yksi tavallisista NGS-menetelmistd on IonTorrent, jossa sekvensointi tapahtuu
DNA-synteesin avulla. Menetelmdn toimintaperiaate perustuu nukleotidin
lisddmisestd johtuvan H*-ionin vapautumiseen, mikd havaitaan detektorilla pH:n
muutoksena (Rothberg ym. 2011). Tamidn sovellutuksen etuja ovat hyvad
prosessinopeus sekd alhaiset kustannukset. Halpuus perustuu esimerkiksi siihen,

ettei menetelmai vaadi kalliita kameroita tai fluoresenssilaitteita.

Tdssd menetelmdssa tutkittava geeni monistetaan PCR:n avulla. DNA:n monistus
tapahtuu mikroskooppisen pienissd pisaroissa (micelle), jotka koostuvat
vesipohjaisesta puskuriliuoksesta (Goodwin ym. 2016). Kyseinen liuos sisdltdd
tutkittavan DNA-juosteen lisdksi alukkeita, nukleotideja (A, T, C, G), DNA-
polymeraasientsyymid sekd alukkeilla paillystettyjd hiukkasia, joiden pinnalla itse
monistuminen tapahtuu. DNA-juoste yhdistyy hiukkasen pinnalla olevaan
vastaavaan alukkeeseen, jolloin geenistd alkaa muodostua miljoonia kopioita.

Jokaisessa pisarassa voidaan monistaa vain yksi geeni.

Monistuksen jdlkeen DNA-kopiot asetetaan sekvensointisirulle omiin kuoppiinsa.
Téamén jdlkeen tapahtuu sekvensointireaktio, jossa toisiaan vastaavat nukleotidit
liittyvat DNA-juosteeseen yksitellen. Jokaisen eméksen lisdyksestd vapautuu H*-
ioni, jonka detektori havaitsee. Jos samaa nukleotidid lisdtddan useampi perdkkiin,
on detektorissa havaittava signaali voimakkaampi. Tam&d ominaisuus voi tosin
aiheuttaa ongelmia samojen, perattdisten emdsten lukumééaran selvittdmisessd, silla

happamuuden muutos ei vélttamaéttd ole kovin suuri.
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3 AINEISTO JA MENETELMAT

Tutkittavan tehtaan lopputuotteen mikrobien alkuperd selvitettiin ottamalla
ndytteitd lopputuotteesta sekd prosessin eri vaiheista. Naytteiden sisaltamat
bakteerit viljeltiin ISO-standardin (8784-1: 2014) mukaisesti. Lisdksi kaikkien
ndytteiden mikrobiyhteisot analysoitiin =~ DNA-pohjaista tutkimusta

(suorasekvensointi) hyddyntden.

Tutkimuksen aineisto koostui 17 ndytteenottopisteestd.  Naytteitd keréttiin
lopputuotteesta eli pakkauskartongista sekd 16:std eri prosessivaiheesta.
Prosessindytteitd otettiin seitsemdn eri kohdista kartonkikonetta, kahdeksan
pdéllystysosasta ja yksi liimausosasta. Lopputuotteen otoskoko oli viisi ja
prosessindytteiden kolme. Naytepisteiden valinnoissa otettiin huomioon tehtaan
aiemmat mikrobiraportit sekd kirjallisuuden perusteella mikrobialtteimmat

prosessivaiheet (Bajpai 2015). Valitut ndytteenottopisteet on esitelty Taulukossa 7.

3.1 Ndytteiden otto

3.1.1 Lopputuote

Naytteet oli kerdtty lopputuotteesta valmiiksi viitend eri ajankohtana. Noin A4-
kokoiset kartonkindytteet oli leikattu steriilisti ja k&daritty alumiinifolioon, joka oli
sdilotty puhtaaseen muovipussiin. Nadytteet oli pidetty noin 2 kk

huoneenldmmossd, jossa ne sdilyivat muuttumattomina.

3.1.2 Prosessivaiheet

Naytteet kerdttiin eri prosessivaiheista kolmena eri ajankohtana. Kukin
prosessindyte otettiin “hanasta” steriiliin 50 ml kartioputkeen. Ennen jokaista
ndytteenottoa hanan annettiin valuttaa massaa muutama litra. Paallystysasemien ja
pintaliiman osalta biosidin annostelusta kulunut aika nédytteenottohetkelld on

ilmaistu Taulukossa 8. Kun kaikki 16 prosessindytettd oli kerdtty, ndyteputket
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laitettiin jdille kylméalaukkuun. Néytteet 1-7 késiteltiin samana pdivand ja loput (8-

16) seuraavana pdivana.

Taulukko 7. Ndytepisteet ja ndytteiden koostumus.

Naytepisteen koodi Naytepiste Koostumus
0 Lopputuote kiinted
1 Mirkapad liete
2 neste
3 neste
4 liete
5 liete
6 liete
7 liuos

Paillystysosa liete

liete

10 liete
11 liete
12 liete
13 liete
14 liete
15 liete
16 Liimausosa liete

Taulukko 8. Biosidien edellisestd annostelusta kulunut aika nédytteenottohetkelld.

Biosidi annosteltu (h) sitten

Naéytepiste
A B C
8 1,5 0,5 1,2
10* 3 1,2 2,3
16 1,5 0,7 3,7

Biosidin annostelu 4 h (3 h*) valein.
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3.2 Bakteerien viljely

Kaikki ndytteet viljeltiin ISO-standardin (8784-1: 2014) protokollan mukaan.
Kartonkindytteistd analysoitiin erikseen totaalibakteerit sekd itioitd muodostavat
bakteerit. Totaalibakteereilla tarkoitetaan kaikkia mikrobeja, jotka kasvavat
kaytetyissd kasvatusolosuhteissa kokeen aikana, kun taas itititd muodostavilla
bakteereilla viitataan kuumakdésittelyn (80 °C) kestdviin lajeihin. Prosessindytteista
analysoitiin vain totaalibakteerit. Jokaisesta kartonkindytteestd maljattiin viisi
rinnakkaista toistoa. Prosessindytteistd maljattiin kolme toistoa. Sopivat
laimennokset arvioitiin tehtaan aiempien bakteerianalyysien perusteella. Lisdksi
tyoskentelyolosuhteiden puhtautta seurattiin kdyttden kontrollimaljoja (3-5), jotka
valettiin nédytteiden késittelyn lomassa tyon alussa sekd keski- ja loppuvaiheilla.
Tyoskentelyssd kdytettiin steriilejd reagensseja ja vilineitd. Jos tarvikkeet eivit olleet

jo valmiiksi steriilejd, ne autoklavoitiin (Danfoss; 121 °C, 15 min).

3.21 Kartonkindytteet

Maljausta varten kartonkindytteistd valmistettiin 1:100 laimennos. T&td varten
kahdesta eri kartonkiarkista leikattiin paloja, joiden kokonaispaino vastasi
suunnilleen 0,5 g. Leikatut palat laitettiin etukdteen punnitulle (Mettler Toledo AG
135) petrimaljalle. Punnitut kartongin palat hienonnettiin saksilla silpuksi (< 5 mm)
huhmareeseen, johon lisdttiin hieman lammitettyd Ringer-puskuria (45 °C, Liite 1).
Kartonkisilppu homogenisoitiin hienoksi puuroksi ja kaadettiin 50 ml
kartioputkeen, joka tdytettiin puskurilla merkkitilavuuteen. Laimennettu nayte

sekoitettiin huolellisesti (vortex).

Bakteerien analysoimiseksi edelld mainitusta laimennoksesta (1:100) pipetoitiin
2 ml viidelle petrimaljalle. Valittomadsti taméan jélkeen (< 5 min) maljoille lis4ttiin
noin 45 °C PCA agar (Neogen, Culture Media, NCMO0010A, Plate Count Agar
(Standard Methods)). Maljaa pyoradytettiin kevyesti vilttdaen voimakasta sekoitusta.
Agarin annettiin jaghmettyd huoneenlammossa (25 °C). Jahmettymisen aikana

petrimaljan kansi oli kevyesti raollaan, jotta muodostuneet huurut p&asivat
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haihtumaan. Maljoja inkuboitiin 32 +£2 °C (Lampokaappi: Lab. Companion,
Personal Incubator) 48 + 3 h.

[tioitd muodostavien bakteerien madritystd varten laimennetusta naytteestd (1:100)
otettiin 15 ml toiseen kartioputkeen. Putkea lammitettiin vesihauteessa 80 2 °C
10 min, mink3 jdlkeen se jadhdytettiin < 45 °C. Naytettd pipetoitiin 2 ml viidelle
maljalle ja kasiteltiin samalla tavalla kuin edelld mainitussa bakteerien
maljauksessa. Yli jadneet laimennetut nédytteet (1:100) sdilottiin pakkaseen (-20 °C)

DNA-analyysia varten.

3.2.2 Prosessindytteet

Bakteeritiheyden madrittamiseksi prosessindytteistd valmistettiin laimennossarja.
Kartonkikoneen néytteistd (1-6) viljeltiin raakandytteen lisdksi laimennokset 1:10,
1:100 ja 1:1000. Muissa prosessipisteissd oletettiin aiempien tutkimusten perusteella
olevan vahemman mikrobeja, minkd vuoksi niistd maljattiin raakandytteen lisaksi
vain laimennokset 1:10 ja 1:100. Laimennossarjat (10 ml) valmistettiin 15 ml

kartioputkiin ja laimentimena kéytettiin Ringer-puskuria (Taulukko 9).

Taulukko 9. Prosessindytteistd valmistettu laimennossarja.

Maljattava laimennos Pitoisuus Vililaimennos (ml) Ringer (ml)  V (ml)

R 1 - - 10
VL1 1:10 1 (R) 9 10
VL2 1:100 1 (VL1) 9 10
VL3 1:1000 1(VL2) 9 10

R = raaka, VL = vililaimennos

Jokaisesta laimennoksesta maljattiin 2 ml ndytettd kolmelle petrimaljalle, jolle
lisdttiin valittomasti (< 5 min) ldmmin PCA agar (45 °C). Paksu prosessindyte
sekoitettiin agariin kédyttden apuna viljelysauvaa. Agarin annettiin jahmettya

huoneenlammosséd, minkd jalkeen maljoja inkuboitiin 32 + 2 °C 48 * 3 h. Jokaisesta
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prosessindytteestd laitettiin raakandyte pakkaseen (-20 °C) DNA-pohjaista

tutkimusta varten.

3.3 Pesdkkeiden laskenta ja bakteeritiheyden mairittiminen

Inkuboinnin jdlkeen maljat otettiin huoneenlamp6on pesdkkeiden laskemista
varten. Ensin tarkistettiin kontrollimaljat, ettei niissad esiintynyt kasvustoa. Maljoja
tarkasteltiin paljain silmin valoa vasten ja lopuksi myds mikroskoopilla (Wild
Heerbrugg 124450, VER VisiLight I-LED). Bakteeritiheyden maéérittamistd varten
laskettaviksi maljoiksi valittiin kustakin ndytteestd vain yksi laimennos, jonka
pesdkemddrd oli silmamaddrdisesti 10-100 valilld. Valitusta laimennoksesta (1, 1:10,
1:100 tai 1:1000) laskettiin erikseen kaikkien toistojen pesdkkeet. Yksittdiset
pesdkkeet merkattiin maljalle ympyroimalld, minkd jdlkeen niiden lukumédra
laskettiin. Voimakkaasti yhteen kasvaneet kasvustot otettiin lukuun yhtend

pesdkkeend.

Kartonkindytteen totaalibakteeritiheys (CFU/g) maddritettiin seuraavan kaavan

avulla:

Nior = ’ O

jossa N, = totaalibakteeritiheys (colony forming unit (CFU)/g), n = pesdkkeiden
yhteislukumddrd 5 rinnakkaisella maljalla (CFU), V = kartonkisuspension
kokonaistilavuus (ml), f = laimennoskerroin (laimentamattomilla naytteilld = 1), v =
maljalle pipetoidun ndytteen yhteisméddra 5 rinnakkaisella maljalla (ml) ja m =

kartonkindytteen massa (g).

3.4 Kartonkindytteistd viljeltyjen bakteeripesikkeiden talteenotto

Pesdkkeiden laskun jdlkeen kartonkindytteiden viljelymaljoilta kerittiin talteen
morfologisesti erilaiset kasvustot, jotta saataisiin kasitys kartongin sisdltdmistd

eldvistd bakteereista. Talteen otettaviksi pesdkkeiksi valikoitui 26 selkedsti erillddn
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olevaa, silmamadardisesti erilaista kasvustoa. Pesdkkeet irrotettiin agarista steriilin
viljelysilmukan avulla ja laitettiin Eppendorf-putkiin, jotka sdil6ttiin pakkaseen

(- 20 °C). Pesadkkeitd vastaavat bakteerisuvut tunnistettiin Sanger sekvensoinnilla.

3.5 DNA-pohjainen tutkimus

Kaikista nédytetyypeistd, joista mikrobit viljeltiin, oli otettu erilleen myo6s néytteet
DNA-pohjaista tutkimusta varten. Naytteistd eristettiin yhteiscDNA NucleoSpin
Soil-DNA eristyskitilla. Eristetyistda DNA-ndytteistd monistettiin mikrobien 165
rRNA-geenistd alue kdyttden kirjallisuudessa hyvéksi todettuja alukkeita 1062F
(Ghyselinck ym. 2013) ja 1390R (Ikenaga ym. 2018). Naiytteet sekvensoitiin
IonTorrent PGM-laitteistolla (Liu ym. 2012), mikd mahdollistaa eri ndytteiden koko
mikrobiyhteistjen yhtdaikaisen sekvensoinnin. Sekvenssidata prosessoitiin
laitoksen CLC Genomic Workbench -ohjelmistolla ja sen Microbial Genomics -
moduulilla. Bakteerisuvut tunnistettiin kdyttden SILVA-tietokantaa (Quast ym.
2013). Eri ndytteiden mikrobiyhteisdjen  rakennetta  analysoitiin  ja
ympdristorakennetta verrattiin toisiinsa kdyttden Primer6.0+PERMANOVA-

ohjelmistopakettia.

3.5.1 DNA:n eristys

Naytteiden DNA eristettiin kdyttamailld NucleoSpin Soil-DNA eristyskittid
(Macherey-Nagel). Sulatettua kartonki- tai prosessindytettd pipetoitiin 500 pl
hajotushelmid sisdltdvaan ndyteputkeen (NucleoSpin, Bead Tube Type A), johon
lisattiin 700 pl hajotuspuskuria SL1 (Macherey-Nagel, Lysis Buffer SL1) tai SL2
(Macherey-Nagel, Lysis Buffer SL2). Pddasiassa orgaanista ainesta sisiltdville
ndytteille kaytettiin puskuria SL2 ja epdorgaanisia ainesosia sisdltdville SL1
(Taulukko 10). Putkiin lisdttiin 150 pl tehostinpuskuria (Macherey-Nagel, Enhancer
SX), minkd jdlkeen niitd sekoitettiin vaakatasossa (Scientific Industries, Vortex-

Genie 2) taydelld teholla huoneenlampétilassa 5 min solujen hajottamiseksi.
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Naytteet sentrifugoitiin (Sigma Laborzentrifugen, 1-14; 11 000 x g/ 2 min), minka
jalkeen niihin lisdttiin 150 pl hajotuspuskuria SL3 (Macherey-Nagel, Lysis Buffer
SL3). Putkia sekoitettiin (Vortex, STARLAB) 5 s ja inkuboitiin jadkaapissa (3 °C)
10 min. Lopuksi nédytteet fuugattiin (11 000 x g/ 1 min).

Muodostuneesta supernatantista pipetoitiin 700 pl uuteen ndyteputkeen (Collection
Tube, lid), jonne oli laitettu suodatin (NucleoSpin, Inhibitor Removal Column)
epdpuhtauksien poistamista varten. Néaytteen suodattumista tehostettiin
sentrifugoimalla (11 000 x g/ 1 min). Fuugauksen jdlkeen suodatin poistettiin ja
ndytteeseen lisdttiin 250 pl puskuria SB (Macherey-Nagel, Binding Buffer SB,
Guanidium thiocyanate 30-60 %).

Taulukko 10. DNA:n eristyksessd kaytetty puskuri (SL1/SL2) ndytetyypeittdin.

Nayte Kaytetty puskuri (SL1/SL2)
0 SL2
1 SL2
2 SL2
3 SL2
4 SL2
5 SL2
6 SL1
7 SL2
8 SL1
9 SL1

10 SL1
11 SL1
12 SL1
13 SL1
14 SL1
15 SL1

—
[o)}

SL1
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Puskurin lisdyksen jdlkeen nédytettd sekoitettiin 5 s ja pipetoitiin 550 pl suodattimella
(NucleoSpin, Soil Column) varustettuun kerdysputkeen (Collection Tube).
Fuugauksen (11 000 x g/ 1 min) jdlkeen DNA jdi suodattimelle ja ldpi mennyt
nestefaasi heitettiin pois. Vaihe toistettiin, kunnes koko ndyte oli lisatty

suodattimelle.

Seuraavaksi eristetylle DNA:lle suoritettiin pesu. Ensimmadisessd pesussa
suodattimelle lisdttiin 500 pl puskuria SB ja putki fuugattiin (11 000 x g/ 30 s). Putki
550 pl pesupuskuria SW1 (Macherey-Nagel, Wash Buffer SW1, Guanidine
hydrochloride 36-50 %, 2-propanol 20-50 %). Fuugauksen jdlkeen neste poistettiin
ja DNA pestiin kolmannen kerran lisidmallad 700 pl pesupuskuria SW2 (Macherey-
Nagel, Wash Buffer SW2). Putkea sekoitettiin 2 s, mink3 jdlkeen se fuugattiin. Neljds
pesu tehtiin samalla tavalla kuin kolmas pesu. Lopuksi pesuliuos heitettiin pois ja

suodattimen silikakalvo kuivattiin sentrifuugissa (11 000 x g/ 2 min).

Kuivattu suodatin asetettiin uuteen eppendorf-putkeen, johon liséttiin 50 ul 80 °C
eluointipuskuria SE (Macherey-Nagel, Elution Buffer SE, 5 mM Tris/HCI, pH 8,5).
Néytettd inkuboitiin korkki auki huoneenlimmossd 1 min, minké jidlkeen putki
fuugattiin (11 000 x g/ 30 s). Suodatin heitettiin pois ja eristetty DNA s&ilottiin
pakkaseen (-80 °C).

3.5.1.1  DNA-konsentraation méadritys Qubit fluorometrilla

DNA-konsentraation maaritystd varten valmistettiin 11 ml working solution (WS)-
liuosta, joka koostui HS-reagenssista (Molecular probes by life technologies, Qubit
dsDNA HS Reagent) sekd HS puskurista (Molecular probes by life technologies,
Qubit dsDNA HS Buffer). Liuos valmistettiin suhteessa 1:200 pipetoimalla 15 ml
kartioputkeen 55 ul HS-reagenssia ja 10 945 ul HS-puskuria. Pipetointi ja liuoksen

kasittely suoritettiin valolta suojassa.
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Standardit (2 kpl) valmistettiin 0,5 ml Qubit-putkiin pipetoimalla 190 pl WS-liuosta
ja 10 pl standardiliuosta 1 (Molecular probes by life technologies, Qubit dSDNA HS
Standard #1, 0 ng/ ul in TE buffer) tai 2 (Molecular probes by life technologies, Qubit
dsDNA HS Standard #2, 10 ng/ul in TE buffer). Vastaavasti ndytteet valmistettiin
pipetoimalla 195 ul WS-liuosta ja 5 pl eristettyd DN A:ta. Putkia sekoitettiin 2-3 s,

mink3 jalkeen niitd inkuboitiin huoneenldmpétilassa valolta suojassa 2 min.

DNA-konsentraatiot mitattiin Qubit fluorometrilla (Invitrogen by life technologies,
Qubit 2.0 Fluorometer). Laite ilmoitti DNA-konsentraation yksikdssd ng/ml, josta

laimentamattoman ndytteen DNA-pitoisuus médritettiin seuraavan kaavan avulla:
eV = GV, 2

jossa ¢ = DNA-konsentraatio (ng/pl) ja V = tilavuus (ul). Numero 1 viittaa

laimentamattomaan ndytteeseen ja numero 2 laimennettuun.

352 PCR-I

Eristetystda DNA:sta monistettiin kohdegeeni (165 rRNA) PCR-reaktion avulla
tunnettuja alukkeita 1062F (Ghyselinck ym. 2013) ja 1390R (Ikenaga ym. 2018)
hyodyntéden. Tatd varten valmistettiin reaktioseos (Taulukko 11), joka sisédlsi Master
mix -seosta (DN A-polymeraasientsyymi, nukleotidit, puskuri), vettd sekd alukkeet
M13-1062F ja P1-1390R. Edelld mainitut reagenssit pipetoitiin 1,5 ml eppendorf-
putkeen siten, ettd vesi laitettiin ensin, minka jalkeen lisdttiin Master mix ja lopuksi
alukkeet. Reaktioseoksen maddra laskettiin hieman yldkanttiin negatiivisten
kontrollien ja pipettien mahdollisen epédtarkkuuden vuoksi. Jokaista ndytettd varten
reaktioseosta pipetoitiin 20 pl qPCR-putkeen, jonne lisdttiin 5 pl eristettyd DNA:ta.
Lisdksi tehtiin kaksi negatiivista kontrollia, joissa DNA oli korvattu vedelld
(nuclease free). Ensimmdinen PCR-reaktio ajettiin (C1000 Thermal Cycler)

Taulukon 12 protokollaa noudattaen.
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Taulukko 11. PCR-I-reaktion komponentit.

Reagenssi 1 reaktio (ul) 60 reaktiota (ul)

DreamTaq Green PCR Master mix (2x)* 12,5 750
(Sis. DreamTaq DNA polymerase (5000 U/ml)
& dNTP mix (25 mM))

M13-1062F (10 uM) 1 60
P1-1390R (10 uM) 1 60
H2O (nuclease-free)* 55 330
Eristetty DNA 5

Yhteensd 25 1200

* from Thermo Scientific

Taulukko 12. PCR-I-reaktion lampdétilaohjelma.

Vaihe Lampétila (°C) Aika (min)
1. Initial denaturation 95 3:00
2. Denaturation 95 0:45
3. Primer annealing 54 0:45
4. Extension 72 1:00
Vaiheet 2-4 toistetaan 35

5. Final extension 72 5:00

12 o0

3521  Agaroosigeelielektroforeesi (AGE)

Ensimmdisen PCR-reaktion onnistuminen tarkistettiin ajamalla ndytteet
agaroosigeelielektroforeesilla (AGE). Geeli (0,8 %) valmistettiin punnitsemalla
(A&D, GX-400) 0,8 g agaroosijauhetta (Conda pronadisa, agarose D1 Low EEO)
erlenmeyeriin ja lisdamalld 100 ml 1 x TA-puskuria. Liuosta lammitettiin mikrossa
kolme kertaa kiehuvaksi vililld sekoittaen. Seoksen annettiin jadhtyad noin 65 °C,

mink3 jalkeen siihen lisdttiin 2 pl SybrSafe-reagenssia (Invitrogen by Thermo Fisher
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Scientific, SYBR Safe DNA gel stain, 10 000 x concentrate in DMSO). Geeli kaadettiin

kammoilla varustellulle tarjottimelle ja annettiin jahmettyad 20 min.

Valmis geeli siirrettiin puskurilla (1 x TA) tdytettyyn ajokammioon (OWL, Model
B2), ja kammat poistettiin. Geeliin muodostuneiden rivien ensimmadisiin
kammioihin pipetoitiin 5 pl Ladder-seosta (Thermo Scientific, GeneRuler, DNA
Ladder Mix, 0,1 pg/ul). Seuraavaksi ensimmdisen PCR-reaktion tuotteet pipetoitiin
(10 pl) kukin omaan kammioonsa. Geelid ajettiin 120 V (VWR) 1 h. Ajettua geelid
tarkasteltiin UV-valon avulla (Axygen, Gel Documentation System). Osa geelilld
ajetuista ndytteistd ei ollut monistunut kunnolla (Liite 2; Kuva 13 A-B), joten

kyseisille naytteille (Taulukko 13) PCR-I reaktio suoritettiin uudelleen.

Taulukko 13. PCR-I-reaktiossa huonosti monistuneet néytteet.

Uusintaan menevan ndytteen tunnus Toisto
1 A
4 A
5 A
7 ABC
8 AB
11 ABC
13 ABC
14 ABC
15 ABC

3522 PCR-I uusinta

Naytteille (Taulukko 13), joiden DNA ei ollut geelin (Liite 2; Kuva 13 A-B)
perusteella monistunut, PCR-I-reaktio suoritettiin uudelleen. Reaktioseos
valmistettiin muuten samalla tavalla kuin ensimmaéiselld kerralla, mutta siihen
lisattiin BSA:ta (Garland ym. 2010, Taulukko 14). Ensimmadisestd reaktiosta poiketen
reaktioseosta pipetoitiin qPCR-putkiin 23 pl ja eristettyd DNA:ta 2 pl. Uusittu PCR-

I-reaktio suoritettiin Taulukon 12 protokollan mukaan ja DNA:n monistuminen
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tarkistettiin ajamalla ndytteet AGE:1la. Vaikka BSA:n lisddmisestd oli pddosin apua
(Liite 2; Kuva 13 C), osa ndytteistd ei monistunut kunnolla toisellakaan kerralla

(Taulukko 15).

Taulukko 14. Uusitun PCR-I-reaktion komponentit.

Reagenssi 1 reaktio (ul) 25 reaktiota (ul)

Dream Taq Green PCR Master mix (2x) 12,5 312,5
(Sis. Dream Taq DNA polymerase (5000 U/ml)
& dNTP mix (25 mM))

BSA (20 mg/ml) 1,3 32,5
M13-1062F (10 pM) 1 25

P1-1390R (10 uM) 1 25

H>O (nuclease free) 7,2 180
Eristetty DNA 2

Yhteensd 25 575

Taulukko 15. Huonosti monistuneet ndytteet PCR-I:n uusinnassa, jossa kdytettiin
BSA:ta.

Huonosti monistuneen néytteen tunnus Toisto
4 A
7 ABC
11 A
353 PCR-II

Toista PCR-reaktiota varten valmistettiin reaktioseos (Taulukko 16), joka sisdlsi
Master mix -seosta, vettd sekd R-alukkeen. Seosta pipetoitiin 23 pl kylmalla
telineelld pidettdaviin qPCR-putkiin. Jokaiseen putkeen liséttiin yksilollinen
tunnettu DNA-pétka eli barcode (1 pl) sekd ensimmdisen reaktion PCR-tuotetta

(1 pl). Barcode-tunnisteet lisdttiin naytteisiin, jotta sekvensointituloksista pystytdan
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tulkitsemaan, mikda DNA on perdisin mistdkin ndytetyypistd. Yksilolliset DNA-
patkdt alkoivat juoksevasta numerosta yksi, joka annettiin prosessindytteen 1
ensimmdiselle toistolle. Viimeinen barcode puolestaan laitettiin kartonkindytteiden

viimeiselle toistolle.

Taulukko 16. PCR-II-reaktion komponentit.

Reagenssi 1 reaktio (ul) 60 reaktiota (ul)

Dream Taq Green PCR Master mix (2x) 12,5 750
(Sis. Dream Taq DNA polymerase (5000 U/ml)
& dANTP mix (25 mM))

P1-1390R (10 pM) 1 60
H>O (nuclease free) 9,5 570
Yksilsllinen barcode 1
DNA (PCR-) 1
Yhteensi 25 575

PCR-II-reaktion ajossa noudatettiin PCR-I-reaktion protokollaa (Taulukko 12), josta
poiketen syklit 2-4 toistettiin 10 kertaa. PCR-reaktion onnistuminen tarkistettiin
suorittamalla AGE-ajo. Geelille pipetoitiin 5 pl Ladder-seosta sekda 7 pul PCR-II-

tuotetta, minka jalkeen se ajettiin 120 V 1 h.

3.53.1 DNA-konsentraation maaritys Qubit fluorometrilla

PCR-II-tuotteiden DN A-konsentraatiot mairitettiin Qubit fluorometrilld. Mittausta
varten  PCR-II-tuotteita  laimennettiin =~ WS-liuokseen  suhteessa  1:200.
Laimentamattoman PCR-II-tuotteen DNA-konsentraatio (ng/ml) saatiin selville

kaavan (2) avulla.

3.5.3.2 DNA: laimennus ja sekvensointikirjaston luominen

PCR-II-tuotteista valmistettiin 50 pl vesilaimennos, jonka pitoisuus oli 10 ng/pl.

Sekvensointia varten kunkin ndytteen DNA:ta tarvittiin 20 ng. DNA-kirjasto luotiin
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pipetoimalla 2 pl jokaista ndytelaimennosta samaan 1,5 ml Eppendorf-putkeen.

Taman jalkeen putki sekoitettiin ja fuugattiin.

3.53.3 DNA: puhdistus Quanta SparQ PureMag Beads -menetelmalla

Kootulle DNA-kirjastolle suoritettiin puhdistus Quanta SparQ PureMag Beads -
menetelmalld. DNA-kirjastosta pipetoitiin 20 pl 1,5 ml Eppendorf-putkeen, jonne
lisattiin  1,3-kertainen mé&drd eli 26 pl SparQ-helmid. Seosta inkuboitiin
huoneenldammossd 15 min, minkd jdlkeen se siirrettiin magneettitelineeseen.
Inkubointia jatkettiin 5 min ja supernatantti pipetoitiin pois. Putkeen lisdttiin 200 pl
etanolia (80 %) ja 30 s inkuboinnin aikana putkea pyoraytettiin pari kertaa telineessa
ympdri. Supernatantti poistettiin ja etanolihuuhtelu toistettiin. Kun supernatantti
oli jalleen poistettu, putki jdtettiin inkuboitumaan 15 min korkki auki, jotta kaikki
etanoli varmasti haihtuisi. Taman jdlkeen korkki suljettiin ja putki poistettiin
magneettitelineestd. Putkeen pipetoitiin 40 pl vettd ja inkuboitiin 5 min. Lopuksi
putki siirrettiin vield magneettitelineeseen ja inkuboitiin 5 min. Supernatantti
pipetoitiin uuteen Eppendorf-putkeen ja sidilottiin pakkaseen (-20 °C). Lopuksi

puhdistus toistettiin 1-kertaisella m&arallda SparQ-helmis.

3.5.4 Mikrobiyhteisojen kartoitus suorasekvensoinnilla (Ion Torrent)

Naytteiden sisdltimad DNA sekvensoitiin Jyvaskyldn yliopistolla Ion Torrent PGM-
sekvensointilaitteistolla (Thermo Fisher Scientific) kidyttden HiQ-sekvensointikittid
ja 318v2-sirua. Sekvenssidata prosessoitiin Ion Torrent-serverilld, jossa sekvenssit
yhdistettiin barcode-tunnisteiden perusteella oikeisiin ndytteisiin, ja data
muunnettiin analysoitavaan muotoon. Sekvensointidata tuotiin analysoitavaksi

fastQ-tiedostomuodossa.

Sekvenssidata kasiteltiin QIAGEN CLC Genomics Workbench -ohjelmistolla ja sen
Microbial Genomics -moduulilla (Qiagen, Aarhus, Denmark). CLC-ohjelmistossa
sekvenssidatasta poistettiin kaikki sekvenssit, jotka eivit tdyttdneet laatukriteerejd

(laatutason raja = 0,05). Lisdksi analysoitavaksi valittiin vain ne sekvenssit, joiden
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pituus oli 200-380 nukleotidia ja jotka sisdlsivdt 1062F-alukkeen. Seuraavaksi
analysoitavaksi hyvidksytyt sekvenssit jaettiin OTUihin eli operational taxonomic
unit-yksikoihin. Mikrobien molykyylipohjaisissa tutkimuksissa OTUa kaytetddn
bakteerilajia edustavana yksikkond. Samaan OTUun kuuluvaksi mddriteltiin
sekvenssit, joiden identtisyys oli vahintdan 97 %. OTUjen taksonomia maéaraytyi
bakteerifylogeniaan erikoistuneen referenssitietokanta SILVAn (Quast ym. 2013)
version  v.136.1  mukaan. = OTU-taulukkoon  koottu  data  vietiin
yhteisorakenneanalyysia varten Primer 6+ Permanova -ohjelmistoon. Tama

tyovaihe tehtiin yhdessad ohjaaja Riitta Nissisen kanssa.

3.5.5 Mikrobiyhteisorakenteiden vertailu

Naytteiden mikrobiyhteisojen tutkimiseksi sekvenssidata analysoitiin Primer 6 +
Permanova -ohjelmalla (primer-e.com). Sekvenssidatan OTUt yksiloitiin
juoksevalla numerolla lopputuotteessa esiintyvian runsauden mukaan. Analyysiin
otettiin mukaan sekvenssidatasta niiden bakteerien OTUt, joiden kokonaisrunsaus
oli > 100. Kaiken kaikkiaan analysoitavia OTUja oli 447. Nédytetyyppien sisédltdimien
bakteerien yhteisorakenteiden samankaltaisuutta verrattiin PCO-analyysilld

(Principal coordinates analysis) ndytteiden OTUjen méadran perusteella.
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4 TULOKSET

4.1 Bakteerien viljely

41.1 Kartonkindytteet

Kaikki kontrollimaljat olivat puhtaat. Kartonkindytemaljoilla kasvoi erilaisia
pesakkeitd, joista suurin osa oli pienid ja kiekkomaisia (Kuva 5 A). Lisdksi maljoilta
16ytyi lapikuultavia, epdsaannollisid, pyoreitd ja ruusukemaisia kasvustoja (Kuva 5
B-E). Joillakin pesdkkeilld erottui selvdsti muuta kasvustoa tihedmpi keskusta
(Kuva 5 F). Itiomaljoilla osa pesdkkeistd oli kasvanut voimakkaasti yhteen

muodostaen suuria, kellertdvid kasvustoja.

Kuva 5. Kartonkindytteistd viljellyiltd maljoilla 16ytyi kiekkomaisia (A),
lapikuultavia (B), epasaannollisia (C), pyoreitd (D), ruusukemaisia (E) ja keskustan
sisdltdvid pesdkkeitd (D). Pesdkkeiden kokoluokka on arvioitu mikroskopoinnin
perusteella.
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41.2 Prosessindytteet

Prosessindytteiden viljelymaljoilla esiintyvien pesidkkeiden morfologinen vaihtelu
oli runsaampaa kuin kartonkindytteissdé (Kuva 5). Lisdksi maljoilta loydettiin
lukuisia eri varisid pesdkkeitd. Kellertavid pesdkkeitd tavattiin nédytteissa 12, 13, 15
sekd 8 ja 10 (Kuva 6 A). Ndyte 6 oli ainoa ndytetyyppi, jonka maljoilla esiintyi
suurehkoja rusehtavia kasvustoja (Kuva 6 B). Lisdksi ndytteiden 4 (Kuva 6 C), 5 ja
16 maljoilla kasvoi punertavia pesdkkeitd. Ndytteen 11 maljojen pinnassa havaittiin
tietyssd valokulmassa violettina hohtavia muodostumia (Kuva 6 D), joita ei

varmuudella kuitenkaan tunnistettu bakteerikasvustoiksi.

Kuva 6. Prosessindytteistd viljeltyjd eri vérisid pesdkkeitd. Keltaiset pesdkkeet (A)
ovat perdisin nédytteestd 10, ruskehtavat pesdkkeet (B) ndytepisteestd 6, punertavat
pesédkkeet (C) ndytteestd 4 ja violettina hohtavat muodostumat (D) ndytteestd 11.
Pesikkeiden kokoluokka on arvioitu mikroskopoinnin perusteella.



36

4.2 Viljeltyjen mikrobien bakteeritiheys

Viljeltyjen kartonki- ja prosessindytteiden bakteeritiheydet vaihtelivat runsaasti
ndytteenottokertojen vililld (Kuvat 7-8, Liite 3; Taulukko 20). Lopputuotteen
totaalibakteeritiheydeksi mddritettiin kaavan (1) avulla 3,9 x 102-1,5 x 103 CFU/g.
Kartongin sisdltamien itididen tiheydeksi saatiin puolestaan 1,7 x 102-1,3 x 103

CFU/g.

Prosessindytteistd eniten bakteereja sisdlsivat ndyte 16 (2,8 x 102-6,8 x 103 CFU/ml)
ja 10 (8,3 x 102-4,0 x 103 CFU/ml, Kuva 8 B). Sen sijaan ndytteen 8 bakteeritiheys oli
noin kaksikymmentd kertaa pienempi kuin néytteelld 10. Raaka-aineista nédyte 5 ja
4 sisdlsivat satoja pesdkkeitd millilitrassa. Ndistd ndytepiste 4:n bakteeritiheys oli
hieman suurempi kuin pisteen 5. Naytepisteiden 12-15 bakteeritiheydet vaihtelivat
taas sadoista tuhansiin pesdkkeisiin millilitrassa. Nadistd 12 ja 13 sisdlsivét

viahemman bakteereja kuin 14 ja 15.

Naytepisteet 1, 2, 3, 6, 7, 9 ja 11 sisdlsivit vdhiten bakteereja (< 120 CFU/ml; Kuva 8
A). Ndistd ndytetyypeistd 6:n bakteeritiheys oli selvédsti alhaisin. Néaytteessd 3
esiintyi enemman bakteereja kuin pisteessd 2. Naytepiste 11 puolestaan sisilsi

huomattavasti enemmain bakteereja kuin nayte 9.
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Kuva 7. Lopputuotteen viljeltyjen mikrobien totaalibakteeritiheys ja itioita

muodostavien bakteerien maara toistoilla A-E.
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Kuva 8. Eri nédytepisteiden (1-16) viljeltyjen mikrobien bakteeritiheydet jaoteltuna

alhaisiin (A) ja runsaisiin (B) maariin.
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4.3 Lopputuotteen sisdltimit bakteerit suorasekvensoinnin perusteella

Kartongin sisdltimien bakteerien diversiteetti oli rikasta. Kaiken kaikkiaan
lopputuotteesta loydettiin runsaat 500 eri OTUa, joihin lukeutui sekd itioita
muodostavia ettd - muodostamattomia bakteerisukuja. Tarkastelussa keskityttiin
nithin OTUihin, joiden suhteellinen osuus lopputuotteessa oli >1 %. Noin
kolmannes (33,2 %) kartongin sisdltamistd bakteereista kuului “muut”-ryhmaan
(Kuva 9). Tamd ryhmd sisédlsi noin 500 eri bakteeria, joiden kokonaisrunsaus

lopputuotteessa oli <1 %.

100 %
m Citrobacter
90 % Schlegelella
80 % & Enterobacter
70 % V/// Klebsiella
77 m
60 % B Thermus
B8 Anoxybacillus
50 %
& Cloacibacterium
40 % @ Paenibacillus
30 % Tepidimonas
20 % B Pseudomonas
10 % 8 Geobacillus
O Muut
0 %

Kuva 9. Lopputuotteen yleisimmit bakteerisuvut suorasekvensoinnin perusteella.
Prosentuaalinen osuus on ilmoitettu kartonkindytteiden toistojen keskiarvojen
avulla.

Lopputuotteen yleisin bakteerisuku oli (iti6ita muodostava) Geobacillus (17,0 %;
Kuva 9, Taulukko 17). Kyseisestd suvusta esiintyi kolmea eri sekvenssia (OTU 1, 8,

13), jotka mahdollisesti edustivat eri lajeja. Ndaistd sekvensseistd 16ytyi muun
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muassa tietokannasta RDP (Cole ym. 2014) lukuisia 100 % osumia, mink& vuoksi
kyseisid bakteereja ei pystytty tunnistamaan lajitasolle asti. Toiseksi yleisin
bakteerisuku oli (itivitd muodostamaton) Pseudomonas (14,1 %), jonka suhteellinen
osuus puolestaan koostui kahdesta eri sekvenssistd (OTU 3, 5). Muita runsaasti
esiintyvid bakteerisukuja olivat Tepidimonas (9,2 %), Paenibacillus (8,3 %) ja

Cloacibacterium (5,5 %).

Yleisimmin esiintyvistd bakteereista Geobacillus, Paenibacillus ja Anoxybacillus
kuuluivat itivitd muodostaviin sukuihin. Ndiden bakteerien suhteellinen osuus
lopputuotteessa oli noin 30 %. DNA-pohjaisissa analyyseissa itivitd
muodostamattomien bakteerisukujen osuus oli puolestaan 37 %. Loput 33 % oli

bakteereja, joiden kokonaisrunsaus oli <1 % (Kuva 9, Taulukko 17).

Taulukko 17. DNA-pohjaisen tutkimuksen perusteella madritetyt lopputuotteen
yleisimmit bakteerisuvut ja niiden suhteellisten osuuksien keskiarvot sekd
keskihajonta.

Bakteerisuku [tivitd muodostava oTu* %-0osuus
Muut 33,2+6,0
Geobacillus X 1,8,13 170+11,4
Pseudomonas 3,5 14,1 +5,0
Tepidimonas 92+4,6
Paenibacillus X 8,3+3,8
Cloacibacterium 55+0,8
Anoxybacillus X 42 +8,6
Thermus 2,61 +0,82
Klebsiella 1,66 +1,08
Enterobacter 1,66 +1,05
Schlegelella 1,47 +1,11
Citrobacter 1,22 +1,12

*Perustuen SILVA-tietokantaan (Quast ym. 2013): OTU 1 = CP002835, OTU 3 =
AY?221605, OTU 5 = KJ535394, OTU 8 = KY883609, OTU 13 = DQ100071.
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4.4 Lopputuotteen sisiltimien bakteerien alkupera

Kartongin sisdltdmid bakteerisukuja 16ytyi useista ndytetyypeistd (Kuva 10). Osa
kartongissa tavatuista suvuista esiintyi selkedsti mardanpaan naytetyypeissd, kun
taas osa dominoi epdorgaanisissa lisdaineissa. Lopputuotteen runsainta bakteeria
Geobacillus (OTU 1) loytyi eritoten ndytteestd 16 (suhteellinen osuus ko.
ndytetyypissd 75 %) sekd pienid madrid naytteistd 12 ja 15. Sen sijaan kartongissa
esiintyville edelld mainittuun bakteerisukuun kuuluville OTUille (8 ja 13)
prosessivaiheista ei 16ytynyt selkedd lahdettd. Toinen lopputuotteessa esiintynyt
bakteerisuku, jonka alkuperéad ei pystytty kunnolla maarittamaéan, oli Anoxybacillus.
Kartongin toiseksi runsainta bakteerisukua Pseudomonas 16ytyi huomattavasti

ainoastaan ndytetyypeistd 8 ja 10 (Kuva 10).

Seuraavaksi yleisimmat kartongin bakteerisuvut Tepidimonas, Paenibacillus ja
Cloacibacterium olivat selkedsti runsaimpia mdrdanpddan ndytetyypeissd 1-5 (Kuva
10). Kyseisten ldhteiden lisdksi Tepidimonas-sukua esiintyi muista poiketen
runsaasti ndytepisteessd 7. Paenibacillus-suvun suhteellinen osuus (45 %) oli
ndytteessd 5 kaikkein suurin. Nayte 3 sisdlsi edelld mainittuja bakteerisukuja
huomattavasti vihemman kuin nédyte 1, 2, 4 tai 5. Madranpdan nédytetyypit 1-5 ovat

myds todenndkdisin Schlegelella-suvun ldhde kartongissa (Kuva 10).

Lopputuotteen bakteerisukua Thermus esiintyi sekd ndytteissd 8 ja 10 ettd 12 ja 15
(Kuva 10). Sen sijaan nédytepisteessdl4 ei juurikaan esiintynyt kartongissa yleisesti
ilmenevid bakteerisukuja. Toinen ndytetyyppi, jonka sisdltdmét bakteerisuvut eivit
korreloineet lopputuotteen runsaimpien lajien kanssa, oli piste 6. Klebsiella-sukua
tavattiin lopputuotteen lisdksi pddasiassa ndytteistd 11 ja 16. Naytteet 9 ja 11
toimivat myos bakteerisukujen Enterobacter ja Citrobacter todenndkoéisimpind

lahteind (Kuva 10).
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o Citrobacter
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Kuva 10. Kartongin sisdltamien bakteerien alkuperd ndytepisteiden (1-16) toistojen

keskiarvon perusteella.
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4.5 Lopputuotteen sisdltimit eldvit bakteerit

Talteen kerdatyistd 26 pesdkkeestd ainoastaan 18 saatiin analysoitua onnistuneesti.
Kaikki kartongista loydetyt eldvdat bakteerit olivat itioitda muodostavia.
Lopputuotteesta tunnistettiin kaiken kaikkiaan nelji eri bakteerisukua, jotka olivat
Bacillus (9 pesdkettd), Paenibacillus (3 pesdkettd), Brevibacillus (3 pesdkettd) ja
Lysinibacillus (1 pesdke; Taulukko 18). Lisdksi maljoilta analysoiduista pesdkkeista
kaksi (2) kuului Bacilli-luokkaan, mutta niitd ei saatu mééritettyd sukutasolle asti.
Saman bakteerisuvun edustamien pesdkkeiden morfologiassa ei ollut havaittavissa
mitddn yleispdtevdd muotoa. Proteobakteereja tai koliformisia bakteereja ei

kasvanut maljoilla.

Taulukko 18. Lopputuotteen bakteeriviljelmien pesdkkeistd tunnistetut eldvit
bakteerisuvut perustuen SILV A-tietokantaan (Quast ym. 2013).

Bakteerisuku Pesdkkeen Sekvenssin vastaavuus Pesikkeen muoto
koodi* tietokantaan (%)
Bacillus B1, B6, E6 100 epdsdannollinen
B7 100 kiekko
B8 100 ympyra
B2 99 ruusuke
@) 99 keskustan siséltava
C4 98 epasdannollinen
C2 89 keskusta
Paenibacillus Cé6 97 epdsdaannollinen
E2 94 epdsdadannollinen
E5 99 lapikuultava
Brevibacillus D1 99 epdsdannollinen
D3 99 ympyra
B9 99 lapikuultava
Lysinibacillus B4 100 epdsdanndllinen
Luokittelematon D2 85 epasdaannollinen
E4 80 kiekko

*Kirjaimet viittaavat kartonkindytteiden toistoihin A-E.
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Kun maljoilta analysoitujen  bakteeripesdkkeiden =~ DNA:ta  verrattiin
suorasekvensoinnilla saatuihin tuloksiin, huomattiin, ettd maljoilla kasvava
Bacillus-suku  on  todenndkoisesti perdisin  ndytetyypeistd 10 ja  13.
Suorasekvensoinnin perusteella kyseisen bakteerin DNA:ta esiintyi vain yhdessd
kartonkindytteen toistossa. Kuitenkin tédtd bakteeria kasvoi jopa kolmella eri

kartonkitoiston maljalla.

Lopputuotteessa elavand esiintyvaa Paenibacillus-sukua esiintyi
suorasekvensoinnin perusteella mardanpddan ndytetyypeissda 1-5 (Kuva 10). Sen
sijaan  kartongissa  eldvélle  Brevibacillus-suvulle  ei  analysoiduista
prosessindytetyypeistd 16ytynyt suorasekvensoinnin perusteella mitddn selkeda
lahdettd. Lisdksi maljoilla kasvavan Lysinibacillus-suvun DNA:ta ei Ioytynyt

lainkaan suorasekvensointidatasta.

4.6 Naytteiden sisdltimien bakteerien yhteisorakenne

PCO-analyysin  tuloksena saatiin ndytteiden bakteeriyhteisorakenteiden
samankaltaisuudesta visuaalinen malli, jossa erottuu viisi toisistaan erillddn olevaa
ryhmittyméda (Kuva 11). Mitd ldhempédnd nédytetyypit ovat toisiaan, sitd
samankaltaisempi niiden yhteisorakenne on OTUjen perusteella. Lopputuotteen
toistot sijaitsevat kasassa muiden nédytetyyppien keskelld. Kuvaajasta ndhdadn, ettd
médranpddn ndytteet ovat samassa rykelmassa. Sen sijaan nédytteen 3 bakteeriyhteiso
on muista selvésti erillddn. Lisdaineet sijoittuvat puolestaan omaan ryhmaanss,
mutta niissd on enemman hajontaa jopa toistojen vililld. Ndyte 16 on lisdaineista

ainoa ndytetyyppi, joka erottuu kuvaajassa selkedsti omana ryhméanaan.
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5 TULOSTEN TARKASTELU

5.1 Viljeltyjen mikrobien bakteeritiheys

5.1.1 Lopputuote

Lopputuotteen viljeltyjen mikrobien bakteeritiheydeksi madritetty 3,9 x 102-1,5 x
103 CFU/g on samaa suuruusluokkaa, kuin aiemmissa tutkimuksissa saadut
madrdt. Elintarvikepakkauskdyttoon tarkoitetun kartongin bakteeritiheys on
tyypillisesti alle 1000 CFU/ g (Suominen ym. 1997). Kuten omista tuloksista ndhd&an
(Kuva 7), bakteerien médrd voi vaihdella huomattavastikin ndytteenottokertojen
vdlilld. Tdmd on paperiteollisuudessa kuitenkin hyvin tavallista, silld bakteerien

esiintymiseen vaikuttavat lukuisat fysikaaliskemialliset tekijat (Wirtanen ym. 2000).

Kartongista viljellyistd totaalibakteereista 16ytyi paljon itiditd muodostavia
bakteereja (Kuva 7). Toistoissa D-E ldahes kaikki viljellyt bakteerit olivat itiditd
muodostavia, kun taas toistojen A-B kohdalla kyseisten bakteerien osuus suhteessa
kokonaisbakteerimddrdan oli pienempi. Itiditda muodostavien bakteerien suuri
osuus lopputuotteessa oli odotettavaa, silld niiden itididen on todettu sietivan

hyvin prosessin kuivausosan korkeita lampotiloja (Salkinoja-Salonen & Puhakka

2002).

5.1.2 DProsessivaiheet

Huolimatta nédytteenottokertojen vilisestd suuresta hajonnasta, ndytteen 16
bakteeritiheys oli selkeédsti timéan tutkimuksen suurin 2,8 x 102-6,8 x 103 CFU/ml
(Kuva 8 B). Raaska ym. 2002 raportoivat tutkimuksessaan vastaavansuuruisia
tuloksia (103 CFU/ml). Néaytteen 16 bakteerimddrd on kuitenkin hyvin alhainen
verrattuna siihen, millaisia lukuja muista prosessivaiheista on 16ydetty aiemmissa
tutkimuksissa. Esimerkiksi mérdanpédan bakteeritiheys voi olla jopa miljoonia

pesdkkeitd/ml (Vdisanen ym. 1998).
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Prosessivaiheista ndyte 10 sisdlsi toiseksi eniten bakteereja, kun taas ndytteen 8
bakteeritiheys oli huomattavasti sitd alhaisempi (Kuva 8). Kyseisten ndytetyyppien
mikrobitiheyserot voivat selittyd biosidien annosteluajankohtien vaihtelusta
(Taulukko 8). Néytteet otettiin pisteestd 8 keskiméddrin ldhempand myrkytysaikaa,
mistd johtuen niiden bakteeritiheydet olivat oletetusti alhaisemmat kuin nédytteessa
10. Mitd vidhemman aikaa myrkytyksestd oli kulunut, sitd alhaisempi oli myos
bakteerien esiintyvyys pisteen 8 ndytteissd. Toisaalta Taulukosta 8 ndhddan myds,
ettei biosidien annosteluajankohdat aina tdysin korreloi bakteeritiheyden (Kuva 8)
kanssa. Néaytteen 10 kohdalla myrkytysajankohta ei korreloi lainkaan bakteerien
méadran kanssa. Tamad voi selittya silld, ettd kyseisen nédytteen viljely oli haastavaa.
Nayte oli paksua lietettd, jonka valaminen agarille oli verrattain haastavaa.
Esimerkiksi ndytteen sekoittuminen maljalle ei aina ollut tasaista. Valetusta agarista
pesdkkeet oli laskettava paljain silmin, koska mikroskoopin valo ei padssyt ndytteen
lapi. Lisdksi viljelyssd kaytetyn standardimenetelméan
inkubointilampdotilahaarukka (32 + 2 °C 48 + 3 h) oli hyvin kapea, eikd valttamatta
optimoinut kaikkien ndytteissd esiintyvien mikrobien kasvua. Taméd saattoi
aiheuttaa bakteeritiheyden maarityksessa vadristymaa tuloksiin. Bakteeritiheyksien
heitot annosteluaikojen kanssa voivat johtua myos siitd, ettd nédytteenottohetkelld
biosidi ei ole ollut tdysin homogeenisesti sekoittunut nédytepisteessd. Myos
prosessiympadriston fysikaaliskemiallisissa (lampotila, pH) oloissa saattoi olla
pienid eroja ndytteenottokertojen wvililli, mikd voi vaikuttaa merkittavasti
kartonkikoneen mikrobiyhteison koostumukseen (Rosso ym. 1995, Wirtanen ym.

2000).

Vidisdanen ym. 1998 mukaan prosessin médranpddan bakteeritiheys on runsas (105-108
CFU/ml). My0s kiertoveden bakteeritiheydeksi on madritetty jopa 108 CFU/ml
(Suihko & Skyttda 1997). Ndama luvut eroavat saaduista tuloksista, joiden mukaan
médranpddn ndytetyyppien 1-3 bakteeritiheydet olivat prosessin alhaisimpia (< 120
CFU/ml; Kuva 8 A). Tdtd havaintoa voi selittdd esimerkiksi eri tehtaissa

hyddynnettdvien raaka-aineiden laatu. Raaka-aineena kaytettavat
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kierrdtysmateriaalit sisdltdvat tiettdvdsti runsaasti bakteereja (Raaska ym. 2002,
Suihko & Skyttd 2009). Tutkittavalla tehtaalla ei hyddynnetd kierrdtyskuituja,
minkd  vuoksi médrdnpddan  bakteeritiheydet ovat  alhaisia.  Lisdksi
elintarvikepakkauskayttoon valmistettavan kartongin valmistuksessa vaadittavat
hygieniaolosuhteet voivat olla muita tehtaita tiukemmat. Tehtailla, joiden
lopputuotteella on tarkat hygieniakriteerit, on myds rajoittuneet mahdollisuudet
hyodyntdd suljettuja vesikiertoja bakteerikontaminaatioriskin vuoksi (Suhr ym.
2015). Tama selittdd tutkimuksen maérdstdapddstd analysoitujen bakteerien alhaisia

lukumééaria.

Tdarkin on todettu olevan huomattava bakteerien ldhde (103-10° CFU/g)
kartonginvalmistusprosessissa (Vdisdnen ym. 1991). Taman tutkimuksen mukaan
ndytepisteessd 7 ei juurikaan ollut bakteereja (ka < 120 CFU/ml; Liite 3;
Taulukko 20). Tulos kuulostaa alhaiselta, silld lukuisilla mikrobeilla on kyky
kayttad tarkkelystd ravinnonldhteend (Anand ym. 2010, Chen ym. 2013). Toisaalta
ndyte 7 tulee tehtaalle kuivina rakeina, jotka aiempien testien perusteella ovat olleet
puhtaita. Sen sijaan valmiina liuoksena ndyte 7 on altis kontaminaatiolle seisoessaan
pitkdan sdiliossd. Kyseisen ndytteen prosessoinnissa oli lukuisia haasteita, jotka
voivat myos osaltaan selittdd alhaista bakteeritiheyttd. Nayte oli esimerkiksi
koostumukseltaan hyvin tahmeaa, mink& vuoksi se tarttui tiukkaan pipetinkérjen
sisd- ja ulkopinnoille. Ndin ollen sitd ei mydskddn saatu tarkasti siirrostettua
kasvatusmaljoille. Lisdksi tahmea koostumus esti ndytteen tasaisen sekoittumisen

agarissa.

Nayte 6 oli bakteeritiheydeltddn taméan tutkimuksen alhaisin (Liite 3; Taulukko 20).
Vaikka bakteerit voivat kédyttdd energianldhteenddn orgaanisia- tai epdorgaanisia
yhdisteitd (Jurtshuk 1996), kyseinen ndyte ei vilttamattd ollut tdhdn tarkoitukseen
paras vaihtoehto. My6s ndytteiden 9 ja 11 bakteeritiheydet olivat suhteellisen
alhaisia (Kuva 8 A). Ndistd ndytteen 11 bakteeritiheys oli suurempi kuin pisteessa
9, mihin saattoi vaikuttaa erot kyseisten ndytetyyppien kemiallisessa

koostumuksessa. Tutkittavalla tehtaalla ndyte 11 varastoidaan neljdssa sdiliossd,
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kun taas ndytteelld 9 varastosdilioitd on vain yksi. Useampia sdilicitd on vaikeampi
pitdd puhtaana, mikd selittdd ndiden ndytepisteiden erot bakteeritiheyksissa.
Lisdksi ndytteeseen 11 on voitu jo kyseisen raaka-aineen valmistuspaikalla lisadta

vahemmadn biosidia, minkad vuoksi sen bakteerimééra oli ndytettd 9 suurempi.

Mirdanpddn ndytetyypeistd ndytteet 4 ja 5 sisdlsivdt eniten bakteereja (satoja
pesdkkeitd/ml; Kuva 8 B). Havainto tukee olettamusta, jonka mukaan hylky toimii
yhtend merkittavand bakteerien ldhteend prosessissa (Vdisanen ym. 1991, Suihko
ym. 2004). Kuitenkin ndytteessd 5 esiintyi vihemmadn bakteereja kuin ndytteessd 4.
Havainto selittyy biosidin annoskoolla, joka oli ndytteessd 5 suurempi. Kyseisen
ndytepisteen alhaisempaan bakteerimddrddn saattoi vaikuttaa myos biosidin suora

annostelutapa, kun taas ndytteen 4 myrkytys tapahtui vesien kautta.

Naytteiden 12-15 bakteeritiheys vaihteli sadoista tuhansiin pesdkkeisiin
millilitrassa (Kuva 8 B), mikd on hieman alhaisempi kuin aiemmissa tutkimuksissa
maédritelty véli 103-10°¢ CFU/ g (Vdisanen ym. 1991, Suominen ym. 1997). Mdranpdan
bakteeritiheys on useissa tutkimuksissa (Suihko & Skyttd 1997, Vidisanen ym. 1998)
suurempi kuin pddllystepigmenteissd todetut mddrdat (Vadisanen ym. 1991,
Suominen ym. 1997). Tdssd tutkimuksessa saatujen tulosten (Kuva 8) perusteella
ndytteet 12-15 sisdltdavdt enemmadn bakteereja kuin ndytteet 1-7. Koska kaikki
ndytteet 12-15 otettiin lietemdisessé muodossa, on vaikea ottaa kantaa siihen,
ovatko bakteerit perdisin itse raaka-aineesta vai sdilioon lisdttavastd vedestd. On

mahdollista, ettd mikrobiyhteiso kehittyy vasta itse sdiliossa (Vaisanen ym. 1998).

5.2 Lopputuotteen sisidltimit bakteerit suorasekvensoinnin perusteella

Paperikoneessa runsaimmin esiintyvidt bakteerit vaihtelevat jonkin verran
tutkimusten vililld. Tahédn vaikuttavat tutkimuskohteessa kéytettdvit raaka-aineet,
vallitsevat ~ prosessiolosuhteet  (Wirtanen ym.  2000) sekda  kaytetyt
tutkimusmenetelmdt. Edelld mainitut tekijit puolestaan  vaikuttavat

tutkimustulosten vertailukelpoisuuteen. Seuraavissa kappaleissa kartongin
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runsaimpia bakteerisukuja kasitellddn suorasekvensointitulosten perusteella.
Vaikka sekvensoinnin avulla tiedetddn, minkd bakteerien DN A:ta kartonki sisdltdd
eniten, se ei kuitenkaan kerro, onko kyseinen DNA perdisin eldvédstd vai kuolleesta
eliostd. Tdlld voi olla merkitystd arvioitaessa lopputuotteessa esiintyvien bakteerien
haitallisuutta elintarvikkeille, koska ruuan pilaantuminen johtuu usein

patogeenisten bakteerien aineenvaihdunnasta ja kasvusta (Mostafa ym. 2018).

5.2.1 Bacilli-luokan itiditda muodostavat bakteerit

Lukuisissa tutkimuksissa kartongin tyypillisimmiksi bakteereiksi on todettu
Bacillus-suvun edustajat (Vdisdanen ym. 1989, Pirttijarvi ym. 1996, Vdisdnen ym. 1991,
Suominen ym. 1997, Vdisdanen ym. 1998, Suihko ym. 2004, Mohammadzadeh-Vezifeh
ym. 2015). Tassd tutkimuksessa lopputuotteen yleisimméksi bakteerisuvuksi
osoittautui itiditd muodostava Geobacillus (17,0 + 11,4 %; Taulukko 17), jota my0s
Suihko ym. 2004 ovat loytdneet kartongista. Geobacillus on haarautunut Bacillus-
suvusta omaksi ryhmikseen ja se on alun perin eristetty oljykenttien kuumista
vesistd, joissa lampotila vaihtelee 50-80 °C (Nazina ym. 2001). Tama selittdad, miksi
kyseinen termofiilinen eli kuumuutta kestdvd bakteeri selviytyy myos
kartonginvalmistusprosessin korkeissa lampotiloissa. Lisdksi Bacillus-bakteerien
itiot kestdvdt polttavan kuivia olosuhteita (Nicholson ym. 2000), minkd vuoksi

niiden padtyminen lopputuotteeseen on mahdollista.

Toinen tdmén tutkimuksen kartongista tavattu itioitda muodostava bakteeri oli
Paenibacillus (8,3 = 3,8 %; Taulukko 17), joka Geobacillus-suvun tavoin on
haarautunut Bacillus-suvusta erilleen (Ash ym. 1993). Tatd bakteeria on tavattu
kartongissa myos aiemmin (Pirttijarvi ym. 1996, Suominen ym. 1997, Suihko ym.
2004). Lisdksi kartongista on loydetty bakteeria Brevibacillus (Vdisanen ym. 1998,
Suihko ym. 2004), joka kuuluu samaan heimoon (Paenibacillaceae) Paenibacillus-
suvun kanssa (Kuva 12). Paenibacillus-sukua on eristetty lukuisissa ymparistoistd,
esimerkiksi maaperdstd, kasveista ja eldimistd (Grady ym. 2016, Saez-Nieto ym.

2017). Vaikka kyseisen suvun tuottamia entsyymeji on hyddynnetty jopa
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kaupallisesti, joidenkin Paenibacillus-lajien on todettu aiheuttavan ruuan
pilaantumista sekd infektioita ihmisille (Grady ym. 2016). Kuten Geobacillus, my6s
Paenibacillus on fakultatiivisesti anaerobinen bakteeri (Taulukko 19) eli se pystyy
kasvamaan sekd hapellisissa ettd hapettomissa ymparistoissd. Se ei kuitenkaan

siedd Geobacillus-suvun tavoin kovia lampétiloja.

Kolmas kartongista 16ydetty itivitd muodostava bakteeri oli Anoxybacillus (4,2 +
8,6 %; Taulukko 17). Edelld mainituista suvuista poiketen Anoxybacillus eldd vain
hapettomissa oloissa (Pikuta ym. 2000) eli se on anaerobinen elié (Taulukko 19).
Luonnossa tdllaisia elinympdristoja 1oytyy esimerkiksi lannasta. Téssa
tutkimuksessa tunnistettujen itiditda muodostavien bakteerien sukulaisuussuhteita

on havainnollistettu tarkemmin Kuvassa 12.

5.2.2 Ttivitda muodostamattomat bakteerit

Toiseksi yleisin kartongista 1oydetty bakteeri tdssd tutkimuksessa oli aerobinen eli
happea vaativa Pseudomonas (14,1 + 5,0 %; Taulukko 17), joka on yksi
monimuotoisimmista bakteerisuvuista (Spiers ym. 2000). Diversiteetin runsaudesta
johtuen suvun lajien taksonominen luokittelu on vaihtunut useaan kertaan
proteobakteeriluokkien vililld (Peix ym. 2009). Suvun edustajia on tavattu niin
terrestrisistd kuin myos akvaattisista ekosysteemeistd (Valenstein ym. 1983).
Paperiteollisuudessa Pseudomonas-suvun on todettu muodostavan biofilmeja
(Chaudhary ym. 1997). Kyseisestd suvusta on loydetty my6s ihmiselle haitallisia

lajeja, joista esimerkkiné P. alcaligenes (Valenstein ym. 1983).

Kartongista tavattiin myos bakteeria Tepidimonas (9,2 + 4,6 %; Taulukko 17), joka on
loydetty ensimmdisen kerran kuumasta ldhteestd (Moreira ym. 2000). Kyseistd
sukua on tavattu aiemmin paperiteollisuudessa prosessin biofilmeissa (Tiirola ym.
2009). Joillakin tdmdn termofiilisen, aerobisen bakteerisuvun (Taulukko 19)
edustajilla (T. taiwanensis) on todettu olevan kyky hajottaa tarkkelystd (Chen ym.
2013). Tepidimonas kuuluu P-proteobakteereihin, johon kuuluu myos kartongista

aikaisemmin tavattu Burkholderia-suku (Vdisdanen ym. 1998, Kuva 12). Kartongista
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loydetty Schlegelella (1,47 = 1,11 %) lukeutuu myds P-proteobakteereihin. Tata
kuumuutta kestdvdd, happea vaativaa bakteeria on eristetty muun muassa
aktiivilietteestd. Lisdksi Schlegelella-sukua esiintyy tyypillisesti paperiteollisuuden

jatevesissd (Elbanna ym. 2003).

Luokka (class)  Lahko (order) Heimo (family) Suku (genus)

Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus
Geobacillus!
Anoxybacillus?
Lysinibacillus
Paenibacillaceae Paenibacillus3
Brevibacillus
Staphylococcaceae Staphylococcus
p-Proteobacteria Burkholderiales Burkholderiaceae Burkholderia
Ralstonia
Tepidimonas*
Schlegelellas
Deinococci Thermales Thermaceae Thermus®
Meiothermus
Deinococcales Deinococcaceae Deinococcus
y-Proteobacteria Enterobacterales Enterobacteriaceae Enterobacter”
Citrobacter”
Klebsiella8
Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseudomonas®
Flavobacteria Flavobacteriales Flavobacteriaceae Cloacibacteriuml®

Kuva 12. Lopputuotteessa esiintyvien bakteerien sukulaisuussuhteet (perustuen:
Nazina ym. 20011, Pikuta ym. 20002, Ash ym. 19933, Moreira ym. 20004, Elbanna ym.
20035, Brock & Freeze 1969¢, Kus & Burrows 20077, Podschun & Ullmann 19988, Peix
ym. 2009°, Allen ym. 200610 ja SILV A-tietokanta (Quast ym. 2013)).
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Taulukko 19. Lopputuotteesta suorasekvensoinnin perusteella 1oydettyjen
bakteerisukujen ominaisuuksia (Nazina ym. 20011, Peix ym. 20092, Moreira ym.
20003, Ash ym. 19934, Allen ym. 2006%, Pikuta ym. 2000, Brock & Freeze 19697,
Podschun & Ullmann 19988, Kus & Burrows 2007?, Elbanna ym. 200310).

Bakteerisuku Kyky Itivitad Hapen tarve  Termofiilinen
liikkkua muodostava

Geobacillus! X X FAN X

Pseudomonas? X AE

Tepidimonas3 AE X

Paenibacillus* X FAN

Cloacibacterium?® FAN

Anoxybacillus® X AN X

Thermus? AE X

Klebsiella® FAN

Enterobacter® X FAN

Schlegelellal® AE X

Citrobacter® FAN

Aerobinen = AE, Fakultatiivisesti anaerobinen = FAN, Anaerobinen = AN

Toinen jdtevesissd viihtyvd bakteeri on Cloacibacterium (5,5 £ 0,8 %; Taulukko 17),
joka esiintyi my0s tamdn tutkimuksen lopputuotteessa. Tama fakultatiivisesti
anaerobinen bakteeri (Taulukko 19) kuuluu flavobakteerien heimoon (Kuva 12),
jonka edustajia tavataan kaikissa vesihabitaateissa (Allen ym. 2006).
Kartonginvalmistusprosessissa Cloacibacterium toimii tehokkaana

biofilminmuodostajana (Tiirola ym. 2009).

Kuumista ldhteistd alun perin eristettyd aerobista bakteerisukua Thermus esiintyi
selvasti lopputuotteessa (2,61 + 0,82 %; Taulukko 17). Bakteerin
optimikasvuldmpétila (70 °C) on huomattavan korkea (Brock & Freeze 1969).
Thermus kuuluu samaan luokkaan (Deinococci) kuin kartonginvalmistusprosessin
biofilmeistd tavattu Deinococcus (Vdisanen ym. 1998, Oppong ym. 2000, Kolari ym.
2001, Kolari ym. 2003, Kuva 12).
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5.2.3 Koliformiset Enterobacteriaceae-heimon bakteerit

Koliformisista bakteereista kartongissa esiintyi sukuja Klebsiella (1,66 + 1,08 %),
Enterobacter (1,66 £1,05 %) ja Citrobacter (1,22 £1,12 %; Taulukko 17), jotka kuuluvat
y-proteobakteereihin (Kuva 12). Kyseiset fakultatiivisesti anaerobiset bakteerit
(Taulukko 19) voivat toimia patogeeneind eli taudinaiheuttajina ihmisille
(Podschun & Ullmann 1998, Kus & Burrows 2007). Klebsiella eldd kaikenlaisissa
ympdristdissd, muun muassa luonnossa ja elididen limakalvoilla (Podschun &
Ullmann  1998).  Tatd  bakteeria  on  tavattu  runsaasti = myo0s
paperinvalmistusprosessissa (Bagley 1985). Menestystd paperiteollisuudessa voi
selittdd Klebsiella-suvun kyky hajottaa selluloosaa sekd tdrkkelystd (Anand ym.
2010). Klebsiella-suvun lisdksi Citrobacter pystyy hajottamaan selluloosaa. Edelld
mainituista bakteereista Enterobacter-sukua on raportoitu esiintyvan kartongissa
(Vdisdnen ym. 1991, Raaska ym. 2002). Lisdksi molempia bakteerisukuja Citrobacter
ja Enterobacter on esiintynyt paperiteollisuuden biofilmeissa (Chaudhary ym. 1997)
ja niiden luontaiset elinympaéristot ovat hyvin samankaltaisia kuin Klebsiella-suvulla

(Kus & Burrows 2007).

5.3 Lopputuotteen sisidltimien bakteerien alkuperd

5.3.1 Bacilli-luokan itioditda muodostavat bakteerit

Tdssda tutkimuksessa analysoidun ndytteen 16 todettiin olevan kartongin
runsaimman bakteerisuvun (Geobacillus, OTU 1) pddldhde (Kuva 10). Havainto
tukee olettamusta, ettd itiditd muodostavat bakteerit selvidvit prosessin loppupddan
kuumissa olosuhteissa. Tarkkelyspohjaisen liiman on todettu olevan Enterobacter-
suvun kannalta yksi kartonkihygieniaa vaarantava lisdaine (Raaska ym. 2002).
Kyseistd bakteerisukua ei juurikaan esiintynyt tdiméan tutkimuksen néytteessa 16.
Geobacillus-sukua esiintyi my06s pienid méaarid paéallystyspigmenteissd nédytteissa 13
ja 15 (Kuva 10). Vdisdnen ym. 1998 ovat todenneet pigmenttien sisdltdavan

bakteerisukua Bacillus.
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Sen sijaan kartongissa esiintyville Geobacillus-sukuun kuuluville bakteereille (OTU
8 ja 13) ei 1oytynyt selkedd lahdettd prosessista, mika viittaa niiden olevan perdisin
ndytetyypeistd, joita ei analysoitu tdssd tutkimuksessa. Taméa korostaa sitd, ettd
saman bakteerisuvun eri lajien ei voida olettaa olevan perdisin samoista ldhteista.
Vaikka saman bakteerisuvun lajeilla on samoja piirteitd, ne voivat kuitenkin viihtya
hyvin erilaisissa ymparistoissd. Taman vuoksi tulevissa tutkimuksissa olisi hyva

paneutua myos bakteerisukuja syvemmiille lajitasolle.

Toinen kartongista 10ydetty itiditda muodostava bakteeri oli Paenibacillus, jonka
lahteitd taman tutkimuksen perusteella olivat nédytetyypit 1-5 (Kuva 10). Bakteerin
runsautta mardssdpddssd selittdd se, ettd kyseistd sukua on eristetty lukuisista
ympdristoistd kuten kasveista (Grady ym. 2016, Sdez-Nieto ym. 2017). Vdisanen ym.
1998 ovat todenneet, ettd mardnpéddn tunnistetuista bakteerilajeista noin 80 %
kuuluu bakteereihin Bacillus- tai Brevibacillus, joka on ldheistd sukua Paenibacillus-
suvulle. Vaikka Paenibacillus muodostaa itiditd, sitd ei esiintynyt prosessin
loppupddssd, koska kyseinen bakteerisuku ei siedd kuumuutta toisin kuin
Geobacillus. Maranpddn ndyte 5 sisdlsi Paenibacillus-sukua selvdsti eniten (45 %;
Kuva 10). Vastaavanlaisia tuloksia raportoivat Suihko ym. 2004 tutkimuksessaan,
jossa prosessissa kierrdtettdvan massan todettiin toimivan varastona bakteereille
Bacillus, Brevibacillus ja Paenibacillus. Tutkimuksen mukaan Paenibacillus-bakteeria

tavattiin myos prosessin biofilmeista.

Anoxybacillus oli viimeinen lopputuotteesta 16ytynyt bakteeri, joka muodostaa
itioitd. Sille ei kuitenkaan loytynyt analysoiduista nédytepisteistd mitdan
yleispdteviad lahdettd. Tama johtuu todenndkoisesti siitd, ettd kyseinen bakteeri on
anaerobinen, kun taas analysoitujen ndytteiden olosuhteet olivat hapelliset. Sitd,
onko bakteeri perdisin prosessin jostakin hapettomasta ympaéristostda vai

mahdollisesti jostain muusta kontaminaation ldhteestd, on vaikea arvioida.
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5.3.2 Itivitda muodostamattomat bakteerit

Pseudomonas oli analysoidun kartongin toiseksi runsain bakteerisuku, jonka kahta
lajia (OTU 3, 5) esiintyi vain nédytepisteissad 8 ja 10 (Kuva 10). Sen sijaan aiemmissa
tutkimuksissa kyseistd bakteeria on esiintynyt lukuisissa prosessin osissa kuten
kierto- (Vadtanen & Niemeld 1983) ja puristinosan vesissd (Zumsteg ym. 2017) sekd
paperikoneen perdlaatikolla (Vaddtinen & Niemeld 1983). Lisdksi bakteeria on
tavattu hylyn- (Chaudhary ym. 1997) ja perilaatikon (Desjardis & Beaulieu 2003)
biofilmeistd sekd kaoliinista (Vdisdanen ym. 1998). Ottaen huomioon bakteerin laajat
luontaiset elinymparistot (Valenstein ym. 1983), aiemmat tutkimukset seka
suvunsisdisen monimuotoisuuden (Spiers ym. 2000, Peix ym. 2009), sitd olisi voinut
odottaa loytyvan useammasta nédytetyypistd. Toisaalta saadut tulokset viittaavat
sithen, ettd kyseisen suvun osalta raaka-aineet ovat hyvin puhtaita. N&in ollen on
todenndkoistd, ettd Pseudomonas-populaatio  kehittyy  vasta  kyseisissd

ndytepisteissa.

Lopputuotteen kolmanneksi runsainta bakteerisukua Tepidimonas 10ytyi eniten
ndytteestd 7 (suhteellinen osuus ko. nédytetyypissd 29 %; Kuva 10). Jotkut timan
suvun edustajat pystyvit hajottamaan tarkkelystd (Chen ym. 2013), mika selittaa
bakteerin runsaan esiintymisen kyseisessd ndytetyypissd. Toisaalta Tepidimonas
esiintyi runsaana (47 %) vain yhdessd nédytteen 7 toistossa C (Liite 4), mikd kasvatti
tamdn suvun keskiarvoa kyseisessd ndytetyypissd. Muut toistot A ja B eivét
sisdltdneet kyseistd sukua, mikd viittaisi siihen, ettd Tepidimonas-suvun
esiintyminen ndytteen 7 C toistossa olisi pistekontaminaation seurausta. Erot
toistojen vdlilld voivat johtua my6s tarkin analysoinnin haastavuudesta.
Esimerkiksi DNA:n eristysvaiheessa koostumukseltaan liimamaisen tahmea ndyte
tukki suodattimia. Lisdksi DNA:mn monistus ei kunnolla onnistunut toisellakaan
kerralla (Liite 2; Kuva 13 C). Nadilld tekijoillda on todenndkoisesti jonkin verran

vaikutuksia saatuihin tuloksiin.

Huolimatta Tepidimonas-suvun ominaisuudesta sietdd korkeita lampétiloja

(Moreira ym. 2000), sitd ei kuitenkaan tavattu prosessin kuivassapddssa (Kuva 10).



57

Sen sijaan muita nédytetyyppejd, joissa Tepidimonas esiintyi, olivat ndytepisteet 1-5
sekd 7. Saadut tulokset tukevat havaintoja, joiden mukaan kyseistd sukua on tavattu
aiemmin kierto- ja puristinosan vesissd (Zumsteg ym. 2017) sekd prosessin
biofilmeissd (Tiirola ym. 2009), eritoten perdlaatikolla (Zumsteg ym. 2017).
Miranpddn erdiksi yleisiksi bakteereiksi on todettu myos Burkholderia ja Ralstonia
(Vdisdanen ym. 1998). Namad bakteerisuvut kuuluvat samaan luokkaan (p-
proteobakteerit) kuin Tepidimonas. Edelld mainitun bakteerin on todettu olevan
yhdessd Chryseobacterium-suvun kanssa yksi paperilaatua huonontava tekijd

(Zumsteg ym. 2017).

Toinen lopputuotteessa esiintyvd p-proteobakteeri oli Schlegelella. Sen ldhteitd
prosessissa olivat Tepidimonas-suvun tavoin ndytteet 1-5 (Kuva 10). Schlegelella-
suvun on raportoitu olevan yksi perdlaatikon yleisimmistd bakteereista (Prince ym.
2009). Sitda on tavattu myo6s runsaasti paperiteollisuuden jdtevesista (Elbanna ym.
2003), mikd tukee saatuja tuloksia. Vaikka tdmékin bakteeri kestdd kuumuutta
(Elbanna ym. 2003), sitd ei yllattavda kylld esiintynyt prosessin loppupddn

ndytetyypeissa.

Schlegelella-suvun ohella perdlaatikon yhdeksi yleisimmaksi lajiksi on todettu
Meiothermus (Prince ym. 2009), joka on timdn tutkimuksen kartongista analysoidun
Thermus-bakteerin ldheinen sukulainen. Huolimatta laheisesta
sukulaisuussuhteesta, tidssd tutkimuksessa Thermus-bakteerin ldhteitd olivat
paillystysasemat nédytteet 8 ja 10 sekd 12 ja 15 (Kuva 10). Esiintyminen prosessin
loppupddn néytteissd oli odotettavaa télle termofiiliselle bakteerille (Brock & Freeze
1969). Koska bakteeria esiintyi sekd monissa ndytetyypeissd, on mahdotonta sanoa

varmaksi, onko se perdisin pelkdstddn raaka-aineista vai myos itse prosessista.

Thermus-suvun on todettu muodostavan kellertdvid pesdkkeitd (Brock & Freeze
1969). Tassd tutkimuksessa keltaisia pesdkkeitd 16ytyi nimenomaan ndytteistd,
joissa Thermus-sukua tavattiin. On mahdollista, ettd viljelyvaiheessa havaitut

kellertavat pesdkkeet (Kuva 6 A) ovat kyseisen bakteerisuvun muodostamia.



58

Poikkeuksena ndytteessd 13 havaittiin myos kellertdvid kasvustoja, vaikka Thermus-
sukua ei siind juurikaan ollut. Toisaalta kyseisestd ndytetyypistd mddritetyista
lajeista 96 % oli sellaisia bakteereja, joiden kokonaisrunsaus oli vahemman kuin 1 %.
On siis mahdollista, ettd ndyte 13 sisdlsi Thermus-suvun eri lajeja, mutta niiden

kokonaisrunsaus ei ollut kovin suuri.

Kartongista 16ydetyn Cloacibacterium-suvun edustajia on 1dydetty lukuisista
vesiympdristoistd (Allen ym. 2006). Tamén tutkimuksen perusteella kyseinen
bakteeri on todenndkdisesti perdisin ndytteistd 1-5 (Kuva 10). Lisdksi Tiirola ym.
2009 ovat todenneet tdmdn  bakteerin olevan  yksi  yleisimmistd

kartonginvalmistusprosessissa esiintyvista biofilmien muodostajista.

5.3.3 Koliformiset Enterobacteriaceae-heimon bakteerit

Téassd tutkimuksessa analysoidusta kartongista loydettiin kolmea koliformista
bakteerisukua, joista runsain oli Klebsiella (Taulukko 17). Suvun ldhteitd prosessissa
olivat ndytteet 11 sekd 16 (Kuva 10). Raaska ym. 2002 ovat todenneet
tarkkelyspohjaisen liiman sisdltdvan koliformista bakteerisukua (Enterobacter).
Klebsiella-suvun esiintyminen nédytepisteessd 11 ei ole tavatonta, silld kyseinen
bakteeri on tyypillinen paperiteollisuudessa (Bagley 1985, Blanco ym. 1996 ja Bajpai
2015) ja sitd tavataan muutenkin kaikenlaisissa ympdristdissd (Podschun &
Ullmann 1998). Lukuisissa tutkimuksissa Klebsiella-sukua on raportoitu esiintyvan
pddasiassa prosessin mérdssdpddssd, muun muassa perdlaatikolla (Vddtinen &
Niemeld 1983, Viisdanen ym. 1998). Klebsiella on yleinen myds prosessin kierto-
(Caplenas ym. 1981, Vadtanen & Niemeld 1983) ja suihkuvesissad (Vdisdanen ym. 1998)
sekd biofilmeissd (Chaudhary ym. 1997, Wirtanen ym. 2000). Suvun esiintymistd
mardssdpddssd selittdd se, ettd Klebsielln pystyy hajottamaan selluloosaa ja
tarkkelystd (Anand ym. 2010). Néihin tutkimuksiin vedoten on ylldttavad, ettei
kyseistd sukua tavattu tdamén tutkimuksen mérdnpdan ndytteissd. Naytteen 7
analysoinnissa ilmenneilld haasteilla saattoi olla vaikutusta edelld mainittuun

tulokseen.
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Muita lopputuotteen sisédltamid koliformisia bakteerisukuja olivat Enterobacter ja
Citrobacter, jotka molemmat ovat paperiteollisuudessa hyvin yleisid (Blanco ym.
1996, Bajpai 2015). Nama suvut ovat saatujen tulosten perusteella perdisin ndytteistd
9ja11 (Kuva 10). Sen sijaan Citrobacter ei esiintynyt prosessin mardssapddssd, vaikka
kyseiselle suvulle selluloosanhajotuskyky on tyypillistd (Anand ym. 2010). Sitd on
tavattu aikaisemmin esimerkiksi hylyn biofilmeissd (Chaudhary ym. 1997).
Enterobacter-sukua taas on 16ydetty tarkkelyspohjaisesta liimasta (Raaska ym. 2002).
Vaikka lopputuotteesta 16ytyi koliformisten bakteerien DNA:ta, kyseiset bakteerit
eividt olleet elossa. Tamédn vuoksi niiden mahdollinen riski elintarvikkeen

pilaantumiselle on hyvin pieni.

5.3.4 Muut bakteerit

Noin kolmannes lopputuotteen sisdltdmistd bakteereista edusti lajeja, joiden
kokonaisrunsaus kartongissa oli <1 %. Ndiden bakteerien alkuperan selvittdiminen
noin 500 sekvenssin perusteella olisi periaatteessa mahdollista. Kyseisiin
bakteereihin ei kuitenkaan ole mielekdstd perehtyd tdssd tutkimuksessa sen
enempadd, koska niiden suhteellinen maara on pieni ja suurin osa niistd ei esiinny

eldavand lopputuotteessa.

Naytepisteet 6 ja 14 sisdlsivdt vain 1 % bakteereja, jotka korreloivat lopputuotteen
runsaimpien lajien kanssa (Kuva 10). Tamén havainnon perusteella voidaan todeta,
ettd osa kyseisten ndytetyyppien runsaimmista bakteereista todenndkoisesti kuolee

prosessissa, eikd paddy merkittavalld tavalla lopputuotteeseen.

5.4 Lopputuotteen sisdltimit eldvit bakteerit

Elintarvikkeen hygienian kannalta kartongissa esiintyvistd bakteereista
haitallisimpia ovat ne, jotka ovat elossa (Mostafa ym. 2018). Tassd tutkimuksessa
kaikki Kkartongista loydetyt eldvat bakteerisuvut olivat itiditd muodostavia
Bacillales-lahkon edustajia (Taulukko 18, Kuva 12). Tulos korostaa, ettd itioitd

muodostamattomat bakteerit (mm. koliformiset- ja proteobakteerit) eivat selvia
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prosessin kuumista oloista lopputuotteeseen hengissd, vaikka niiden DNA:ta

16ytyisikin kartongista.

Tamdn tutkimuksen perusteella lopputuotteen eldviat bakteerit edustavat
tylogeneettisesti ldheisid bakteeriheimoja Bacillaceae ja Paenibacillaceae. Kartongin
eldavistd bakteerisuvuista yleisin oli Bacillus (Taulukko 18), mikd on todettu
lukuisissa aiemmissa tutkimuksissa (Vdisdnen ym. 1989, Vidisianen ym. 1991,
Vdisdnen ym. 1994). Suorasekvensoinnin perusteella Bacillus-sukujen suhteelliset
osuudet lopputuotteessa olivat kuitenkin hyvin pienid (£ 1 %). Vaikka
suorasekvensoinnin mukaan Bacillus olisi perdisin ndytetyypeistd 10 ja 13, tdstd ei
voida vetdd yleispdtevdd johtopddtostd, koska kyseinen havainto todettiin vain
yhdessd kartonkindytteen toistossa. DNA-pohjaisen menetelmdn tarkkuuden
kyseenalaistaa my6s havainto siitd, ettd Bacillus-sukua kasvoi useissa
kartonkindytteiden viljelmissd (Toistot B, C ja E; Taulukko 18), vaikka sen DNA:ta

16ytyi vain yhdesta.

Edelld mainitun suvun lisdksi yleiseksi kartongissa esiintyviksi bakteereiksi on
raportoitu Paenibacillus (Pirttijarvi ym. 1996, Suominen ym. 1997, Suihko ym. 2004) ja
Brevibacillus (Vdisanen ym. 1998, Suihko ym. 2004), joita kasvoi myos tdman
tutkimuksen kartonkindytteiden maljoilla (Taulukko 18).
Suorasekvensointitulokset viittaavat vahvasti sithen, ettd Paenibacillus olisi perdisin
ndytteistd 1-5 (Kuva 10). Sen sijaan suorasekvenssidatasta ei 16ytynyt mitddn
selkedd viitettd Brevibacillus-suvun alkuperille. Tamd tukee mahdollisuutta siitd,
ettd Brevibacillus on perdisin pistekontaminaatiosta tai jostakin prosessivaiheesta,
jota ei analysoitu tdssd tutkimuksessa. Se, ettd Brevibacillus-suvun alkuperdd ei saatu
selville, voi johtua myos itse sekvensointimenetelmdstd. Maljoilla kasvavat
pesédkkeet tunnistettiin Sangerin menetelmdlld, jossa analysoitavat sekvenssit ovat
pidempid, kuin suorasekvensoinnissa. Tamd voi osaltaan vaikuttaa siihen, ettd
pesdkkeitd vastaavia bakteereja ei saatu tdysin linjattua NGS-tulosten kanssa.
Viimeinen lopputuotteen kasvatusmaljoilta loydetty eldva bakteerisuku oli

Lysinibacillus (Taulukko 18), jonka DNA:ta ei kuitenkaan suorasekvensoinnin
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perusteella 16ytynyt kartongista tai mistddn analysoiduista ndytetyypeista.
Havainto korostaa, miten menetelmén valinnalla voi olla huomattavaa merkitysta

saataviin tuloksiin.

Vaikka kartongista loydettiin itivitd muodostavien Anoxy- ja Geobacillus-sukujen
DNA:ta (Taulukko 17), nditd bakteereja ei kasvanut maljoilla (Taulukko 18).
Anoxybacillus-suvun pesdkkeiden puuttuminen oli odotettavaa, koska bakteeri elda
vain hapettomissa oloissa (Pikuta ym. 2000). Sen sijaan on mahdollista, ettd jotkut
Geobacillus-suvun bakteerit voisivat esiintyd eldvind lopputuotteessa. Se, ettd
kyseisid bakteereja ei kuitenkaan tavattu maljoilla, johtuu todenndkoisesti suvun
optimikasvuldmpdtilasta 45-70°C (Nazina ym. 2001), joka on huomattavasti
enemmadn kuin standardimenetelmén inkubointilimpétila (32 +2 °C). Taman
perusteella on hyva pohtia, onko standardimenetelma riittdvan kattava kartongin

eldvien bakteerien kartoittamisessa.

Kun tarkastellaan kuvaajaa lopputuotteen sisédltdmistd totaalibakteereista ja itivita
muodostavista bakteereista (Kuva 7), huomataan, ettd kartongin toistoissa A-B
itioitd muodostavien bakteerien mddrd oli hieman alhaisempi kuin
totaalibakteeritiheys. Havainto viittaa siihen, ettd kartongissa voisi esiintya eldvina
myds itivitd muodostamattomia bakteereja, vaikka tdssd tutkimuksessa ei niin
todettu. On mahdollista, ettd toisella elatusaineella sekd inkubointildmpdétilalla ja -
ajalla olisi saatu hyvinkin erilaisia tuloksia. Lisdksi viljelymenetelmédssd agar
valettiin ndytteiden péaille, mikd todenndkoisesti antaa eri tuloksen verrattuna

siihen, jos ndyte olisi viljelty agarin pintaan.

5.5 Ndytteiden sisdltimien bakteerien yhteisorakenne

Naytteiden bakteerien yhteisorakennetta verratessa (Kuva 11) huomataan viisi
toisistaan erottuvaa ryhmdd. Kartonkindytteet asettuvat muiden ndytteiden
keskelle, mikd kertoo, ettd niiden bakteeriyhteistssd on piirteitd ympéaroivistd

ndytetyypeistd. Nadytteen toistot ovat myo6s hyvin ldhelld toisiaan, mikd vahvistaa,
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ettd niiden bakteeriyhteisot ovat samanlaiset. Kartonki on siis bakteerien suhteen

tasalaatuista.

Toisen ryhméan muodostavat naytteet 1-2 ja 4-5 (Kuva 11). Ndiden néytetyyppien
bakteerien yhteisorakenne on samankaltainen. Tdamd on oletettavaa, silld ndytteet
ovat ominaisuuksiltaan ldhelld toisiaan. Sen sijaan ndyte 3 on tdstd edelld mainitusta
ryhmastd selvésti erillddn. Kyseisen ndytteen bakteeriyhteison erilaisuus suhteessa
muihin nédytteisiin 1, 2, 4 ja 5 havaitaan myds Kuvasta 10. Kyseinen néyte sisdltda
samoja bakteereja kuin muut nédytteet 1, 2, 4 ja 5, mutta sen lisdksi myo6s paljon muita
lajeja. Ndille ndytteen 3 eroaville bakteerisuvuille ei ole kuitenkaan havaittavissa
mitddn selkedd luokkatrendid. Kyseisen ndytetyypin bakteeriyhteison erilaisuus voi
johtua yksinkertaisesti ndytepisteen mahdollisista epdpuhtauksista, minka vuoksi

se erottuu omana ryhménédan.

Naytteet 6-15 muodostavat oman hajanaisen ryhmansad (Kuva 11). Ndistd ndytteet
12-15 sijoittuvat toistensa ldhelle viitaten niiden bakteeriyhteistjen
samankaltaisuuteen. Joidenkin ndytetyyppien (6, 7, 9 ja 11) bakteeriyhteistissd on
runsaasti hajontaa toistojen vaélilld, mikd havaitaan my®0s Liitteestd 4. Eroja toistojen
valilla ~ voivat  selittda esimerkiksi ~ prosessiolosuhteiden  vaihtelut
ndytteenottokertojen vililld. Sen sijaan biosidin annostelusta kuluneella ajalla
(Taulukko 8) ei ndyttdisi olevan vaikutusta bakteeriyhteison rakenteeseen. Nayte 16
erottuu selkedsti muista ndytetyypeistd, mikd viittaa sen bakteeriyhteison

erilaisuuteen.
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6 JOHTOPAATOKSET

Tulosten perusteella lopputuotteeseen padtyy bakteereja sekd raaka-aineista ettd
itse prosessista. Ensimmadistd hypoteesia tuki havainto, jonka mukaan nédyte 16 on
Geobacillus-suvun todenndkoisin liahde lopputuotteessa. Vastaavasti Enterobacter ja
Citrobacter pddtyvdat kartonkiin oletettavasti ndytteistd 9 ja 11. Prosessin
mardssdpddssd puolestaan dominoivat lopputuotteesta analysoidut bakteerisuvut
Tepidimonas, Paenibacillus, Cloacibacterium ja Schlegelella tukien toista hypoteesia
prosessiin sopeutuneesta mikrobiyhteisostd. Lopputuotteen sisdltama Pseudomonas-

suku taas on mahdollisesti perdisin ndytepisteistd 8 ja 10.

Elintarvikkeen hygienian kannalta kartongin eldviin, iti6itdi muodostaviin
bakteereihin Bacillus, Paenibacillus, Brevibacillus ja Lycinibacillus tulee kiinnittaa
huomiota. Ndistd bakteereista Bacillus on todenndkoisesti perdisin ndytepisteistd 10
ja 13, kun taas Paenibacillus mirdstdpddstd. Sen sijaan Brevibacillus-suvulle ei
16ytynyt prosessista mitddn selkedd ldhdettd. Lisdksi suorasekvensoinnin
perusteella kartonkindytteet eivit sisdltdneet Lycinibacillus-suvun DNA:ta, vaikka

kyseistd sukua loydettiin kasvatusmaljoilta.

Kaiken kaikkiaan kartonginvalmistusprosesseissa vallitsevat tietyntyyppiset
bakteerit, mutta jokainen tehdas on mikrobistoltaan ainutlaatuinen.
Prosessiolosuhteet ja kaytettdvit raaka-aineet vaikuttavat huomattavasti siihen,
millainen mikrobiyhteist kartonkikoneeseen ja itse lopputuotteeseen muodostuu.
Vain harvat prosessissa ja raaka-aineissa esiintyvistd bakteereista pddtyvat
lopputuotteeseen, silld valtaosa kuolee prosessin ankarissa kuivausolosuhteissa.
Vaikka kartongissa esiintyy vddjadmatta joitakin eldvid bakteereja, niiden
elintarvikkeille aiheuttama todellinen hygieniariski ei ole merkittdva. Tama johtuu
siitd, ettd Kkyseiset bakteerit kuolevat ennemmin kuivuuteen, kuin pddsevit

kartongin rakenteista késiksi elintarvikkeeseen.
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Liite 1: Ringer’s solution -puskuriliuoksen valmistusresepti

Ringer’s solution % strength
Composition per litre

Sodium chloride (NaCl) 2,250g
Potassium chloride (KCI) 0,105
Calcium chloride (CaClz) 6 H20 0,120g

Sodium hydrogen carbonate 0,050 g
(NaHCO3)

Water 1000 ml
Preparation

Dissolve the salts in water and dispense into appropriate containers. Sterilize the solution in the
autoclave for 15 min at 121 °C.



Liite 2: AGE-ajon geelikuvat (PCR-I)

Kuva 13. PCR-I tuotteiden (prosessindytteet 1-16, K=kartonki, C=kontrolli) AGE-
geelikuvat (A ja B) sekd uusitun PCR-I:n geelikuva (C).
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Liite 3: Kartonki- ja prosessindytteiden viljeltyjen mikrobien

bakteeritiheys

Taulukko 20. Lopputuotteen ja eri prosessivaiheiden viljeltyjen mikrobien

bakteeritiheydet.
Lopputuote Bakteeritiheys (pesdkettd/ g)
A B C D E ka + hajonta
Kartonki (totaali) 412 1536 567 391 882 758 £ 478
Kartonki (itiot) 167 1300 544 364 882 651 + 448

Bakteeritiheys (pesdkettd/ml)

Naytepiste A B C ka + hajonta

1 38 38 14 30+14

2 53 25 8 28+23

3 118 27 100 82+49

4 263 1017 933 738 £ 413
5 182 485 135 267 £190
6 4 3 3 3+0,42

7 0 41 93 45 +47

8 283 0,2 23 102 £157
9 33 5 15 18 £ 14
10 833 1967 3950 2250 £ 1578
11 0 333 17 117 +188
12 817 967 33 606 + 501
13 633 350 5 329 £315
14 1400 1800 383 1194 + 730
15 133 2600 217 983 + 1401
16 6750 277 4667 3898 + 3304
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Liite 4: Prosessindytteiden sisdltimait runsaimmat bakteerisuvut

Pseudomonas (OTU 3, 5)

O Muut

Geobacillus (OTU 1)

Tepidimonas

B Geobacillus (OTU 8, 13)
Paenibacillus

B Enterobacter
B Anoxybacillus
B Cloacibacterium
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@ Klebsiella
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