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1. Tiivistelma

Legionella on maaperéssé ja vesistoissa yleisesti esiintyva bakteeri, jonka pitoisuus voi kasvaa
merkittvasti sopivissa ympéristdolosuhteissa. Legionellatartunta voi tapahtua multa- ja maa-
aineksien Kkasittelyssa ilmaan nousevien hiukkasten avulla. Yleisemmin legionella kuitenkin
tunnetaan erilaisten vesijéarjestelmien kautta aerosolien mukana aiheutuneista tartunnoista, joista
monet ovat johtaneet joukkosairastumisiin. Koska legionellat voivat aiheuttaa vakavan
keuhkokuumeen, mutta lisaksi myos iho-, verenkierto- ja suolistoinfektioita, on legionellan
aiheuttaman riskin tunnistaminen ja siltd suojautuminen térkedd. Legionellat sairastuttavat
herkemmin riskiryhmiin kuuluvia henkil6itd, mutta siihen voivat sairastua myos perusterveet.

Kiertotalous on lisénnyt erilaisista tuotantoprosesseista muodostuvien orgaanisten materiaalien,
kuten yhdyskunta- ja teollisuuslietteiden, hyddyntdmistd lannoitevalmisteiden valmistuksessa.
Tutkittua tietoa siitd, miten legionellat sailyvat késiteltdvissé raaka-aineissa ja voiko niitd paatya
markkinoitaviin lannoitevalmisteisiin, ei Suomessa ole ollut. Tutkimushankkeessa selvitettiin
legionellabakteerien esiintymistd erityisesti lannoitevalmisteissa, joiden raaka-aineisiin liittyy
kohonnut legionellariski niiden alkuperan tai k&sittelyn takia. Hankkeessa tutkittiin erikseen myas eri
raaka-aineiden, valmistusprosessin, hygienisoinnin ja tuotteiden séilytyksen vaikutuksia
legionellabakteerin esiintyvyyteen ja pitoisuuteen.

Tutkituista naytteistd 35 % oli legionellapositiivisia viljelytekniikalla méaéaritettyna ja 97 %
geenimonistusmenetelmilla (qgPCR) madritettynd. Suurimmat pitoisuudet viljeltdvia legionelloja
havaittiin kasittelemattomasta teollisuuslietteestd. Raaka-ainetulosten perusteella puuainesten,
kasviperdisten ainesten (kuten nurmi ja viherjate) ja turpeen kayttd lisasivét legionellojen
esiintyvyytta ja suurensivat naytteen legionellapitoisuuksia. Sen sijaan valmisteissa kéytetty biojate
ja elintarviketeollisuuden sivutuotteet eivat lisdnneet lopputuotteen legionellapitoisuuksia téssa
hankkeessa tutkitun aineiston perusteella. Jatevesilietteiden kayttd ei noussut aineistosta esiin
legionellojen esiintyvyytté rajaavana tai suosivana tekijand, silla muidenkin materiaalien kaytosta oli
seurauksena usein suuria legionellapitoisuuksia.

Tutkituista késittelyprosesseista pelkkd kompostointi naytti lisddvéan legionellojen esiintyvyytta ja
suurentavan pitoisuuksia. Sen sijaan madatyskasittely yksindén liittyi harvemmin havaittuihin
legionelloihin. Myds kemiallinen kasittely pienensi gPCR-menetelmilla todettujen Legionella-suvun
pitoisuuksia naytteissa. Hygienisointi, erityisesti yli 55 °C:n lampdtila, vaikutti oletetusti
legionellaloydoksia harventavasti ja pitoisuuksia pienentéavasti. Kesalla otetuista naytteista havaittiin
suurimmat legionellapitoisuudet kevaan ja syksyn naytteisiin verrattuna.

Hankkeen tulosten perusteella voidaan todeta, ettd vaikka legionelloja havaittiin lahes kaikista
tutkituista naytteistd ja osasta my6ds suurina pitoisuuksina, raaka-ainevalinnoilla ja
kéasittelymenetelmilla voi olla mahdollista vaikuttaa lannoitevalmisteiden legionellapitoisuuksiin.
Havaittiin myds, ettd legionella ei tuhoudu lannoitteiden valmistusprosessissa, joten legionellariskista
tiedottaminen sekd kuluttajien ja valmistajien ohjeistaminen turvallisiin tydskentelytapoihin on
todenndakdisesti paras tapa ehkaista sairastumisia.



2. Hankkeen tausta ja tavoitteet

Hankkeen tausta

Ennen hankkeen varsinaista kdynnistymistd tehtiin Evirassa (nyky&an Ruokavirasto) kirjallinen
esiselvitys joulukuussa 2017, josta Kirjoitettiin loppuraportti (Evira/36/0303/2018). Esiselvityksessa
tarkasteltiin valikoitujen Suomessa markkinoilla olevien komposti- ja multatuotteiden raaka-
ainekoostumusta ja niiden valmistus- ja hygienisointiprosesseja. Aikaisemmin julkaistun
tutkimustiedon pohjalta selvitettiin yleisesti maailmalla esiintyvien komposti- ja multatuotteiden
legionellaloydoksia. Erilaisten maa-ainesten siséltdmisté legionellapitoisuuksista Suomessa ei ole
aikaisempaa tutkimustietoa. Lisaksi tehtiin selvitystd olemassa olevista tyosuojeluun ja
henkilésuojaukseen liittyvista ohjeista komposti- ja multatuotteiden kasittelyssé. Esiselvitys toimi
pohjana Legisafe2 -hankkeen valmistelussa.

Lisaksi rinnakkaisessa, MMM:n rahoittamassa Legionellat kasvualustoissa (LegiGrow) -hankkeessa
selvitettiin vuoden 2019 aikana legionellojen esiintymistéd kotimaisissa kasvualustoissa. LegiGrown
loppuraportissa on mukana lisdksi kattava kirjallisuusselvitys, jossa haettiin julkaistua tietoa
legionellojen esiintyvyydestd kasvualustoissa ja ympéristossd, sek& multamaisten materiaalien
aiheuttamista legionellooseista. Néistd hankkeista saadut tiedot tdydentavét toisiaan.

Legionelloosihavainnot ovat lisddntyneet Euroopassa merkittdvasti viimeisten kymmenen vuoden
aikana, mahdollisesti ilmastonmuutoksen ja diagnosoinnin parantumisen takia. Vaikka suurin osa
tapauksista on yhdistetty vesijarjestelmiin, voidaan multa - ja maa-aineksistakin havaita veteen
ndhden huomattavan suuria legionellapitoisuuksia grammaa ainetta kohti laskettuna.
Legionellabakteeripitoisuuden huomattavaa suurentumista haitalliselle pitoisuustasolle voi tapahtua
esimerkiksi kompostoinnin aikana tai vesijarjestelmissé sopivassa lampotilassa. Vesijarjestelmisté
legionellat paasevat jateveden puhdistamoille, joissa puhdistus perustuu mikrobeihin. Puhdistamoilla
edistetddnkin  voimakkaasti  mikrobipitoisuuksien  kasvua ja siten myds jateveden
legionellapitoisuudet voivat sielld suurentua noin 100 - 1000 -kertaisesti.

Vedessa suhteellisen turvallisena pidettyyn legionellapitoisuuteen (1000 pmy/l) eli 1 pmy/g vettéd
nédhden, voi multa -ja maa-aineksessa legionellapitoisuus olla suurimmillaan helposti jopa
miljoonakertainen eli luokkaa 1000 000 pmy/g. Tasté johtuen veden lisaksi myds multamainen aines
voi aiheuttaa merkittavan riskin sairastua legionelloosiin, mikali silta ei osata suojautua.

Kiertotalousnakdkulmasta on mielenkiintoista, ettd sen seurauksena legionelloja voi joutua hyvin
suuria pitoisuuksia jatevedestd tiivistettyyn lietteeseen, josta valmistetaan lannoitevalmisteita
erilaisilla késittelymenetelmilla. Muidenkaan raaka-aineiden vaikutuksia lannoitevalmisteiden
legionellapitoisuuksiin ei ole aiemmin selvitetty. Markkinoilla olevat lannoitevalmisteet voivat edella
mainituista syista sisaltad suuria pitoisuuksia legionellabakteereja.

Hankkeen tavoite

Hankkeen tavoitteena oli  edistdd kiertotaloustavoitteiden  toteutumista  huomioiden
lannoitevalmisteiden  laadun ja  turvallisuuden vaatimukset. Hankkeessa selvitettiin
legionellabakteerien esiintymistd viljely- ja molekyylibiologisilla menetelmillad erilaisissa
orgaanisissa lannoitevalmisteissa seka lannoitevalmisteiden raaka-aineiden, valmistusprosessin,
hygienisoinnin ja tuotteiden sdilytyksen vaikutuksia legionellabakteerien esiintyvyyteen. Tavoitteena
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oli maaritella kasittelytavat, joilla voidaan minimoida riskit, kiinnittaa riskiryhmien seka valmistajien
ja loppukayttdjien huomio asiaan sek& laatia ohjeet tuotteiden turvalliseen kaésittelyyn
valmistusprosessin ja kayton aikana. Hankkeen lopputavoitteina oli tarjota kuluttajien kayttoon
turvallisempia kierratystuotteita tai védhintadn ohjeistaa miten tuotteita voi kayttaa turvallisemmin.

3. Hankkeen osapuolet ja menetelmat

3.1 Hankkeen osapuolet

Hanke toteutettiin Ruokaviraston koordinoimana yhteistyona Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen
(THL) kanssa. Hankkeen vastuullisena johtajana toimi Ruokaviraston tutkimusjohtaja Liisa
Maunuksela ja valvontaan ja ndytteenottoon liittyvind asiantuntijoina ylitarkastajat Titta Berlin ja
Marja Lehtolainen. Legionellan maaritysmenetelmistd ja legionella-asiantuntijuudesta vastasivat
THL:n erikoistutkija Jaana Kusnetsov seké tutkijat Pia Rasanen ja Piia Airaksinen. Tulosten julkaisu,
viestinta ja raportointi tehtiin kaikkien osallistujien yhteistyona.

Hankkeessa toimi ohjausryhmd, jonka jasenet olivat: Neuvotteleva virkamies Ari Kangas
(Ympéristoministerid), neuvotteleva virkamies Pirjo Salminen (Maa- ja metsatalousministerio,
1.11.2019 asti), Erityisasiantuntija Johanna Nykyri (Maa- ja metsatalousministerio, 1.11.2019
alkaen), Neuvotteleva virkamies Jarkko Rapala (Sosiaali- ja terveysministerio),
Laatuprojektipdéllikkd Juha Pirkkamaa (Suomen Biokierto ja Biokaasu ry., ent. Biolaitosyhdistys),
Toiminnanjohtaja Anna Virolainen-Hynna (Suomen Biokierto ja Biokaasu ry), Vesiasiainpaallikko
Saijariina Toivikko (Vesilaitosyhdistys), Yksikon paéllikkd Janne Nipuli (Helsingin seudun
ymparistopalvelut -kuntayhtymé& HSY), Kehityspaallikkd Eeli Mykkanen (Gasum Oy), Paallikko
Sonja Ahvenainen (Soilfood), Tuotekehitysjohtaja Hannamaija Fontell (Biolan Qy) ja Business
Manager Jussi Kankainen (Kekkild&-BVB). Hanketta rahoittivat YM:n lisaksi Ruokavirasto, THL,
HSY, Soilfood, Gasum Oy, Kekkila Oy ja Biolan Oy.

Hankkeen yhteistydverkosto toimi hyvin, sillda Ruokavirasto toimii lannoitevalmisteiden valvovana
viranomaisena ja ndin ollen hankkeessa mukana olleilla asiantuntijoilla oli lannoitteisiin liittyvista
asioista pitkd kokemus ja laaja-alainen asiantuntemus. Ruokaviraston hyvan lannoitetoimijoiden ja
markkinoilla olevien tuotteiden tuntemuksen avulla tutkittavien raaka-aineiden ja
lannoitevalmisteiden valinta seka niiden nédytteenotto onnistuivat suunnitellusti. Lisaksi tutkimuksen
ja laboratorioanalytiikan osalta Ruokaviraston ja THL:n tutkijat ovat tehneet vastaavaa yhteistyota
aiemmin, joten roolit olivat selvat eika vastuiden jakamisessa tai tyon toteutuksessa ollut ongelmia.

3.2 Menetelmat

Legionellat viljelymenetelmin

Néaytteiden legionellojen viljelyyn perustuvana tutkimusmenetelmana kaytettiin standardiin 1SO
11731:1998 perustuvia THL:n TO11-ohjetta ja TO22-ohjetta. Lisaksi otettiin kdyttéon SFS-EN 1SO
11731-2017-standardin mukaiset lisimalja-alustat. Naytteet kuumennettiin ja happopestiin ennen
lisamaljoille viljelyd. Tutkittu ndytemé&ara oli yleensd 1 gramma, josta néytteiden pienimmaksi
havaittavissa olevaksi legionellapitoisuudeksi saatiin laskennallisesti 50 pmy/g. Pmy/g on pesékkeen



muodostavia yksikkoitd grammaa kohti. Viljelyalustoina kaytettiin GVPC- ja BCYE-alustoja ja
naytealustoja inkuboitiin 36 °C kasvatuslampétilassa 10 vuorokautta. THL:n laboratorio osallistuu
kansainvéliseen vesindytteiden legionella-analyysien laaduntarkkailuohjelmaan (Public Health
England, External Quality Assessment Scheme for Legionella Isolation from Water, Lontoo, UK).
Taulukossa 1 on eroteltuna tassa hankkeessa kéaytetyt erilaisten legionellojen analysointitavat.

Legionellat geeniosoitusmenetelmin (QPCR)

Legionellabakteerien esiintymisté ja pitoisuuksia selvitettiin myds geenimonistukseen perustuvilla
menetelmilld (QPCR, kvantitatiivinen polymeraasiketjureaktio). Kéytetyt q°PCR-analyysit perustuivat
aikaisemmin julkaistuihin gPCR-menetelmiin (Cross et al. 2016, Mentasti et al. 2015, Mérault et al.
2011) ja ne muokattiin THL:n vesimikrobiologian laboratorion gPCR-laitekannoille sopiviksi
hankkeen aikana. Multa- ja kompostindytteet punnittiin ja pakastettiin syvdjadhan ennen
nukleiinihappojen eristamistd naytteistd. Nukleiinihapot (DNA ja RNA) eristettiin kaupallisella
eristyskitilla (Inkinen et al. 2019), ja niiden pitoisuus maéadritettiin Qubit-laitteen avulla. Eristetty
nukleiinihappo toimi lahdemateriaalina gPCR-reaktiossa, jossa kohdegeenin osaa monistettiin
sykleittdin reaktion aikana. Kohdegeenin monistuminen voitiin havaita fluoresenssisignaalina qPCR-
laitteelta.

QPCR-menetelmilla saatiin selville legionellasolujen esiintyvyys ja pitoisuus geenikopiona
grammassa (GC/g) erikseen Legionella-suvulle ja L. pneumophila, L. longbeachae-, ja L. bozemanii
-lajeille ja Legionella pneumophila-lajin seroryhmélle 1. Kohdegeenisté voi olla useita geenikopioita
bakteerisolun perimdssa bakteerisolun aktiivisuudesta ja kohdegeenistd riippuen. QPCR- ja
viljelytuloksien kvantitatiivisia arvoja ei voi siten verrata suoraan toisiinsa, eikd qPCR-menetelmille
ole vield olemassa omia toimenpideraja-arvoja legionelloille toisin kuin viljelytuloksille. QPCR-
tuloksista voidaan arvioida bakteerisolujen eldvyyttd, jos kohteena on RNA-molekyyli.



Taulukko 1. Erilaisten legionellojen eri ma&ritysmenetelmaét.

Merkinta

| Analysointitapa

| Analysointikohde

Viljelymenetelmét (pmy/g)

Legionellat, yhteensa

viljely

kaikki  elavat
legionellat yhteensd

kasvukykyiset

Legionella
seroryhmét 1 ja 2-14

pneumophila

viljely, erotetaan seroryhmét 1 ja 2-
4 erikseen

eldvat kasvukykyiset Legionella
pneumophila-lajin legionellat

Legionella longheachae

viljely ja tyypitys PCR:II&

eldvat Legionella longbeachae-
lajin legionellat

Legionella bozemanii

viljely ja tyypitys PCR:II&

eldvat Legionella bozemanii-lajin
legionellat

Legionella, muut lajit

viljely, erotetaan muut Legionella-
lajit Legionella pneumophila-lajista
erikseen

eldvat kasvukykyiset muut Kkuin
Legionella pneumophila-lajin
legionellat

Geeniosoitus (qPCR-menetelmét, GC/g)

Legionella-suku, 165-RNA gPCR-analyysi, siséltaa
nukleiinihappojen eristdmisen,
RNA:n Kasittelyn ja gPCR-reaktion
gPCR-analyysi, sisaltaa
nukleiinihappojen eristdmisen ja
gPCR-reaktion

Legionella-suku, elavat

Legionella-suku, 23S-DNA Legionella-suku, ei

arviointia

elavyyden

Legionella pneumophila, | gPCR-analyysi, siséltad | Legionella pneumophila-laji, ei

seroryhmét 1-15 nukleiinihappojen eristdmisen ja | eldvyyden arviointia
gPCR-reaktion

Legionella pneumophila, | gPCR-analyysi, sisaltdd | Legionella pneumophila-lajin

seroryhma 1 nukleiinihappojen eristdmisen ja | serorynmd 1, ei eldvyyden
gPCR-reaktion arviointia

Legionella longbeachae gPCR-analyysi, siséltad | Legionella longbeachae-lajin

nukleiinihappojen
gPCR-reaktion
gPCR-analyysi,
nukleiinihappojen
gPCR-reaktion

eristdmisen ja | legionellat, ei elavyyden arviointia

sisaltaa
eristamisen ja

Legionella bozemanii elavat Legionella bozemanii-lajin

legionellat, ei elavyyden arviointia

Heterotrofiset bakteerit

Heterotrofibakteereja tutkittiin R2A-alustalla kéyttden 20 °C:n kasvatuslampdtilaa ja 14 vrk:n
kasvatusaikaa. Pienin mahdollinen havaittavissa oleva bakteeripitoisuus oli néytemaarésta
laskennallisesti 50 pmy/g. Heterotrofisilla bakteereilla tarkoitetaan kaikkia niitd bakteereja, jotka
kayttavat hiilildhteenddn orgaanisia yhdisteitd. Bakteerien pitoisuuksia méaéritettdessa talla
yleisalustallakin viljelymenetelmalla saadaan selville vain osa bakteerien pitoisuudesta koska kaikki
bakteerit eivat kasva kaytetylla alustalla.

Tilastolliset analyysit

Tuloksia analysoitiin tilastollisin testein (SPSS, versio 26). Tilastollisissa analyyseissa keskityttiin
selvittamaan eri  ndytetyyppien, ainesten, kasittelyjen ja hygienisoinnin  vaikutuksia
legionellapitoisuuksiin. Koska testattava aineisto on useiden nollatuloksien vuoksi jakaumaltaan
vinoutunut, kéytettiin ei-parametrisia testejd, jotka perustuvat jarjestyslukujen kéayttéon ilman
olettamuksia jakauman muodosta. Legionella- ja heterotrofibakteerien pitoisuuden yhteytta
selvitettiin ~ Spearmanin  korrelaatiotestilla.  Viljelypositiivisten  ja  viljelynegatiivisten
legionellatulosten jakautumista eri raaka-aineita sisaltaviin ryhmiin ja jakautumisen merkitsevyytta
selvitettiin ~ Fisherin  eksaktitestin, ristiintaulukoinnin  ja Khin nelidtestin avulla ja
legionellapitoisuuden vaihtelua eri luokissa esimerkiksi ainesosien ja ajankohdan mukaan Kruskall-
Wallisin testin ja mediaanitestin avulla.



4. Hankkeen tulokset
4.1 Naytteenotto ja tutkimuskohteet

Hankkeessa tutkittiin yhteensa 75 ndytettd, joista 53 kpl otettiin vuoden 2018 ja 22 kpl vuoden 2019
aikana. Naytteista kuusi kpl oli rinnakkaisndytteitd, joten erilaisia ndytteitd tutkittiin projektissa 69
kpl. Rinnakkaisten naytteiden valill& tuloksissa ei ollut juuri eroa, joten niista otettiin tulosten
késittelyyn mukaan vain ensimmaisend jarjestyksessé tutkitun rinnakkaisen ndytteen tulos. Suurin
0sa ndytteistd otettiin  Ruokaviraston vuosittaisten  valvontasuunnitelmien  mukaisten
valvontakdyntien yhteydessa valtuutettujen tarkastajien toimesta yhteensd 40 eri laitokselta tai
valmistusprosessista. Lisaksi yhden néytteen otti THL:n erikoistutkija kotikompostista ja kaksi
néytettd otti Ruokaviraston ylitarkastaja yksittéisesta valmistusprosessista. Osan naytteista otti ja
toimitti analysoitavaksi hankkeessa mukana olevien yritysten tyontekijét.

Hankkeessa tutkitut nédytetyypit ja niiden lukumaarat jakautuivat taulukon 2 mukaisesti. Osa
naytteenottokohteista valittiin vuonna 2016 tehdyn THL:n legionelloositapausselvityksen perustella.
Tapausselvityksen tulosten perusteella yhden yrityksen nurmikkomullan ndytteistd 16ydettiin suuri
pitoisuus erilaisia legionellabakteereja. LegiGrow-hankkeen loppuraportissa on tarkempi listaus
tah&n mennessd kasvualustoihin ja komposteihin liittyneisté legionelloositapauksista: kaikkiaan yli
30 julkaisua on loydettavissa kasvualusta- ja kompostiperéisista legionellooseista eri maista.

Taulukko 2. Tutkitut naytteet naytetyypeittain.

Naytetyyppi Tutkittujen naytteiden | Erilaisia  ndytteita  ilman
kokonaismaara rinnakkaisia

Kompostimulta 11 11

Madétysjaannos 21 16

Maanparannuskomposti 15 15

Tuorekomposti

Rejektivesi

Irtomulta

Kaésittelematon teollisuusliete
Késitelty jatevesi/puhdistamoliete
Elintarviketeollisuuden sivutuote
Lantaseos

Kuituliete

Pakattu seosmulta
Hygienisoimaton madatysjaannos
Vanhennettu irtomulta

Yhteensa

(6]
(6]

~N [Nk Nk NN |w|w|-
o N[k k Nk o |w|w|-

Vuosien 2018-2019 otetut ja THL:44n analysoitavaksi lahetetyt ndytteet jakautuivat eri puolille
Suomea kuvan 1 mukaisesti.
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Kuva 1. Projektin ndytteenottokohteet eri puolilla Suomea.

4.2 Legionellojen esiintyvyys

Tutkimushankkeen kokeellisessa tytssd havaittiin legionelloja viljellen yhteensd 34,8 %:sta
tutkituista naytteistd (24/69). Eri gPCR-menetelmilld havaittiin legionelloja yhteensa 67 ndytteesta
(97,1 % tutkituista, Kuvat 2-4).

Taulukkoon 3 on koottu legionellapositiiviset naytteet eri menetelmilla todettuina. Tutkittava kiinted
matriisi osoittautui haastavaksi, koska muuta mikrobikasvustoa kasvoi maljoilla maaréllisesti
legionelloja huomattavasti enemman ja nopeammin. N&in ollen osa muista mikrobeista saattoi myds
estad legionellojen kasvua tehokkaasti erittdmillaan aineenvaihduntatuotteilla eli viljelymenetelmalla
todennakdisesti saatiin paljon vaaria negatiivisia tuloksia.

Myo6s gPCR-analyyseissd oli haasteita johtuen ndytematriisista. Osassa naytteista oli havaittavissa
ndytematriisista johtuvaa inhibitiota. QPCR-menetelmé osoittautui kuitenkin viljelymenetelméaéa
luotettavammaksi, koska silla saatiin todennakdisemmin Kiinni positiiviset legionellatulokset. Kun
kaikki qPCR-menetelmat otettiin huomioon, melkein jokaisesta naytteesta havaittiin jollain gPCR-
menetelmalla legionelloja. Taulukkoon 3 on koottu myds keskiarvot, hajonnat sekd minimi- ja
maksimiarvot 69 ndytteestd. Kuviin 3 ja 4 on koottu yhteen eri legionellamenetelmilld saadut
positiiviset tulokset ndytemaarina ja prosentteina.

Néytteista havaittiin useita eri Legionella-lajia. Tutkituista naytteista viljellen eristetyissa
legionelloissa eniten havaittiin Legionella bozemanii-lajia, kun taas Legionella longbeachae-lajia oli
harvassa, Legionella pneumophila-lajia oli jonkin verran. QPCR:II4 havaituissa legionelloissa
puolestaan Legionella pneumophila-lajia havaittiin néytteistd kaikista yleisimmin, Legionella



longbeachae-lajia oli harvassa ja Legionella bozemanii-lajia havaittiin jonkin verran. Nama kaikki
havaitut Legionella-lajit ovat patogeenisia.

M Legionells, viljely, pmy/g W Legionella-suvun DNA qPCR, GC/g ' L. pneumophila gPCR, GC/g M L.pneumophila, vilj. yht., pmy/g ™ Legionella-suvun RNA qPCRGC/g  # Heterotrofibakteerit, pmy/g
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Kuva 2. Tutkittujen ndytteiden legionellapitoisuudet ja heterotrofibakteeripitoisuudet. Kuvassa on
tulokset menetelmistd, joista saatiin yksikin positiivinen 16ydds. Osa qPCR-pitoisuuksista oli alle

maéaritysrajan, vaikka legionelloja havaittiinkin. Namé& havainnot on merkitty laatikkomuodossa (0)
kuvaan.



Taulukko 3. Mikrobiologiset tulokset aineistossa, N = 69.

viljely

Muuttuja Positiiviset Yk- Minimi Maksimi Keskiarvo Hajonta
naytteet kpl | sikkd (aritmeet-
(%) tinen)

Legionellat, yhteens, viljely | 24 (34,8 %) | pmy/g

0 4,0 x 108 1,8 x 10° 5,5 x 10°
Legionella  pneumophilan | 4 (5,8 %) pmy/lg |0 4,0x10° 1,2 x 10* 5,6 x 10*
seroryhmd 1, viljely
Legionella  pneumophilan | 10 (14,5 %) pmy/lg |0 8,0 x 10° 5,3 x 10* 1,6 x 10°
seroryhmét 2-14, viljely
Legionella  pneumophilan | 10 (14,5 %) pmy/lg |0 1,0 x 106 1,4 x 10 1,9x10°
seroryhmat yhteensd, viljely
Legionella  longbeachae, | 2 (2,9 %) pmy/lg |0 1,0 x 10° 1,5x 10* 1,2 x 10°
viljely
Legionella bozemanii, | 15 (21,7 %) pmy/lg |0 3,0 x 10° 8,4 x 10* 3,9x10°
viljely
Legionella, muut lajit, viljely | 4 (5,8 %) pmylg |0 3,0x10° 1,0 x 10* 4,7 x 10*
Legionella-suku, 16S-RNA, | 46 (66,7 %) GClg 0 2,5x 108 1,4 x 107 4,5x 107
gPCR
Legionella-suku, 23S-DNA, | 65 (94,2 %) GClg 0 3,0x 107 4,0 x 10° 6,6 x 108
gPCR
Legionella  pneumophila, | 36 (52,2 %) GClg 0 9,0 x 10° 4,1x 10* 1,5x 10°
seroryhmat 1-15, qPCR
Legionella  pneumophila, | 15 (21,7 %) GClg 0 9,0 x 10* 3,6x 108 1,4 x 10*
seroryhma 1, qPCR
Legionella  longbeachae, | 3 (4,3 %) GClg 0 8,0 x 10* 1,2 x 103 9,6 x 10°
gPCR
Legionella bozemanii, gPCR | 11 (15,9 %) GClg 0 1,2 x 108 5,7 x 10* 2,0x10°
Heterotrofiset bakteerit, | 69 (100%) pmy/lg | 1,2x10% | 1,2x10% 1,0 x 10° 1,9 x 10°
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Kuva 3. Eri madritysmenetelmilla saadut legionellapositiiviset ndyteméaérat kappaleina. NA

tarkoittaa, ettd juuri sitd legionellaryhm&é ei analysoitu néytteistd. Lukumé&&rat ovat numeroina
kuvassa.
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Kuva 4. Eri méaaritysmenetelmilla saadut legionellapositiiviset nayteméaarat prosentteina. NA
tarkoittaa, etta juuri sitd legionellaryhmaé ei analysoitu néytteista. Prosentit ovat numerona kuvassa.

Taulukkoon 4 on koottu legionellatuloksia ja minimi- ja maksimipitoisuudet nadytetyypeittdin
jaoteltuina. Osassa ndytetyypeista legionelloja havaittiin joka naytteestd gPCR-menetelmilla.
Suurimmat havaitut pitoisuudet olivat viljellen 4,0 x 10® pmy/g ja qPCR-menetelmalld 2,5 x 108
GCl/g. Viljellen suurin havaittu legionellapitoisuus oli 4,0 x 10® pmy/g, Legionella-suvun RNA:ta
havaittiin suurimmillaan 2,5 x 108 GC/g ja Legionella-suvun DNA:ta 3,0 x 10’ GC/g. Legionella
longbeachae-lajia, jota on yhdistetty yleisimmin kompostimateriaalien  aiheuttamiin
legionellooseihin, havaittiin viljellen 2,9 % ja gPCR:ll& 4,3 % naytteista. Legionella bozemanii-lajia



havaittiin viljellen 22 % ja gPCR:11a 16 % naytteist4, ja Legionella pneumophila-lajia viljellen 14 %
ja gPCR:Il& 52 % naytteista.

Taulukko 4. Viljelyjen legionellojen yhteistulokset ja RNA- ja DNA-sukutason @PCR-
legionellatulokset aineistossa eri naytetyypittain.
Naytetyyppi N Vilje- Legionellat, | Legionella | Legionella | Legionella- Legionella-
ly yhteensé, -suku, -suku, suku, DNA, | suku, DNA,
posit. viljely, RNA, RNA, gPCR posit. gPCR, GCl/g,
(%) pmy/g min- | gPCR gPCR min-max
max posit. GC/g min-
max
11 | 8/11 <50-800 000 | 11/11 16  000- | 11/11 (100%) | 750 000-
Kompostimulta (73%) (100%) 56 000 000 17 000 000
16 | 1/16 <50-750 000 | 6/16 (38%) | <LOD- 15/16 (94%) <LOD -
(6%) 250 000 3700 000
Madétysjadnnos 000
15 | 8/15 <50-4 000 | 12/15 <LOD- 14/15 (93%) <LOD -
Maanparannus- (53%) | 000 (80%) 250 000 21 000 000
komposti 000
5 1/5 <50-100 000 | 4/5 (80%) | <LOD- 5/5 (100%) 13 000-
Tuorekomposti (20%) 62 000 000 6 200 000
Rejektivesi 1 0/1 <50 1/1 (100%) | 4 000 0/1 <LOD
3 1/3 <50-150 000 | 3/3 (100%) | 4000 — 3/3 (100%) 1 800 000-
Irtomulta (33%) 7800 000 2 100 000
Kasittelematon 3 2/3 <50-800 000 | 3/3 (100%) | 4000 — 3/3 (100%) 210 000-
teollisuusliete (67%) 97 000000 840 000
Kaésitelty jatevesi/ 6 1/6 <50-10 000 | 1/6 (17%) | <LOD- 5/6 (83%) <LOD -
puhdistamoliete (17%) 84 000 000 30 000 000
Elintarvike- 2 0/2 <50 0/2 <LOD 2/2 (100%) 2100-3700
teollisuuden
sivutuote
Lantaseos 1 0/1 <50 0/1 <LOD 1/1 (100%) 16 000
2 1/2 <50-1 500 | 2/2 (100%) | 1 100 000- | 2/2 (100%) 470 000 —
Kuituliete (50%) | 000 2 600 000 11 000 000
Pakattu seosmulta | 1 0/1 <50 1/1 (100%) 1/1 (100%) 5 700 000
Hygienisoimaton 1 0/1 <50 0/1 <LOD 1/1 (100%) 1700 000
méadatysjaannos
Vanhennettu 2 0/1 <50 2/2 (100%) | 410 000- 2/2 (100%) 8 100 000 —
irtomulta 740 000 28 000 000
Yhteensa 69 | 24/69 <50-4 000 | 46/69 <LOD - |65/69 (94%) | <LOD - 30
(34,8 000 (66,7%) 250 000 <LOQ huomioity 000 000
%) <LoQ 000

huomioitu

4.3 Tilastolliset analyysit

Tilastoanalyysien (SPSS, versio 26) avulla selvitettiin eri legionellapitoisuuksien riippuvuuksia,
naytetyypeissd, seka kiertotalousmateriaalien
kéasittelyjen ja hygienisoinnin vaikutuksia eri legionellojen esiintyvyyteen ja pitoisuuteen. Tulosten
analyysissa kéytettiin ei-parametrisia testeja jakaumien vinoumien, kuten nollatuloksien esiintymisen

pitoisuuksien jakautumista eri

vuoksi.

raaka-aineiden,

Ei-parametrisilla testeilld on vaikeampi saada erojen merkitsevyyttd selville kuin

parametrisilla testeill4d. Havaitut eroavaisuudet ovat siis tilastollisesti testattuina yleensa vahvoja




I0ydoksia.  Lisdksi testattiin - eri tekijoiden vaikutuksia my6s yleisemmin  ndytteen
bakteeripitoisuuksiin eli heterotrofibakteerien maaraan.

4.3.1 Naytteista havaittujen legionellapitoisuuksien valiset riippuvuudet

Legionellojen pitoisuuksien valista riippuvuutta eli korrelaatiota testattiin  Spearmanin

korrelaatiotestilld (Taulukko 5). Eri legionellamuuttujien pitoisuudet korreloivat selvésti keskendan
riippumatta siitd oliko tulokset saatu joko viljely- tai gPCR -menetelmalla.

Taulukko 5. Viljeleméllda ja qPCR:lla saatujen legionellapitoisuuksien valiset korrelaatiot.

Plusmerkkinen Kkorrelaatio tarkoittaa samansuuntaista positiivista riippuvuutta, eli lisdavéaa
vaikutusta. Suluissa on tilastollinen merkitsevyys (p<0,05*, p<0,01** ja p<0,001**%*).

. Legionella- Legionella- Legionella Legionella Legionella
Muuttuja suku, 16S- | suku,  23S- | pneumophila, longbeachae, | bozemanii,

RNA, gPCR DNA, gPCR seroryhmat 1- | gPCR gPCR
15, gPCR

Legionellat, yhteensd, | +0,693 +0,476 +0,702 +0,039 +0,182
viljely (p<0,001)*** | (p<0,001)*** | (p<0,001)***
Legionella  pneumophila, | +0,422 +0,382 +0,600 -0,082 -0,176
yhteensd, viljely, (p<0,001)*** | (p<0,01)** (p<0,001)***
Legionella  longbeachae, | +0,214 +0,132 +0,021 +0,387 +0,188
viljely (p<0,01)**
Legionella bozemanii, | +0,453 +0,237 +0,295 +0,091 +0,366
viljely (p<0,001)*** | (p<0,05)* (p<0,05)* (p<0,01)**
Legionella, muut lajit, | +0,140 +0,301 +0,334 -0,053 +0,059
viljely (p<0,05)* (p<0,01)**

Lisaksi ainoastaan viljelytulosten keskindisessa vertailussa, positiiviset korrelaatiot havaittiin mm.
seuraavien valilla: legionellojen yhteistulos-L.longbeachae, yhteistulos-L. bozemanii, yhteistulos-
muut Legionella-lajit ja L. longbeachae-L.bozemanii. QPCR-tuloksista korreloivat keskendadn mm.
Legionella-suku 23S-DNA-Legionella-suku 16S-RNA- Legionella pneumophilan seroryhmat 1-15,
ja L. longbeachae-L.  bozemanii. Heterotrofiset ~ bakteeripitoisuudet  korreloivat
legionellapitoisuuksien kanssa téssd aineistossa positiivisesti viljellen saadun legionellojen
yhteistuloksen kanssa ja gPCR-muuttujien osalta Legionella-suku 23S-DNA, Legionella-suku 16S-
RNA ja Legionella pneumophilan seroryhmien 1-15 kanssa.

4.3.2 Naytetyypin vaikutukset legionellojen ja heterotrofibakteerien tuloksiin

Eri ndytetyypeista havaittujen legionellapitoisuuksien eroja testattiin Kruskal-Wallisin testilla ja
mediaanitestilla. Kuvaan 5 on koottu ne legionellatulokset (legionellat viljellen yhteensd, Legionella-
suku RNA ja Legionella-suku DNA gPCR:113) ja heterotrofibakteerien tulokset, joista havaittiin
merkitsevat erot naytetyyppien vélilla.
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Kuva 5. Naytetyyppien Vvélilla eri lailla tilastollisesti merkitsevasti jakautuneet legionellojen ja
heterotrofibakteerien pitoisuustasot. Naytetyypit olivat 1=kompostimulta, 2=méadéatysjaannos,
3=maanparannuskomposti, 4=tuorekomposti, 5=rejektivesi, 6=irtomulta, 7=kasittelemé&ton
teollisuusliete,  8=kaésitelty  jatevesi/puhdistamoliete,  9=elintarviketeollisuuden  sivutuote,
10=lantaseos, 11=Kkuituliete, 12=pakattu seosmulta, 13=hygienisoimaton madatysjaannds ja
14=vanhennettu irtomulta (Tunniste_no). Kuvassa a) Legionellojen viljelytulokset yhteensa
(mediaanitesti p=0,036*), b) Legionella-suku, RNA gPCR (Kruskal-Wallis, p=0,009**,
mediaanitesti p=0,004**), c) Legionella-suku, DNA @PCR (Kruskal-Wallis, p=0,002**,
mediaanitesti p=0,001**) ja d) heterotrofibakteerien pitoisuudet (Kruskal-Wallis, p=0,038%).

Kuvassa 5 nakyvat havaitut mediaanipitoisuustasot eri  naytetyypeittdin. Suurimmat
legionellapitoisuudet (mediaani) viljellen havaittiin késittelemattomasta teollisuuslietteesta (7),
pakatusta seosmullasta (12), kompostimullasta (1) ja kuitulietteestda (11). Suurimmat
legionellapitoisuudet gPCR:11a (Legionella-suvun RNA, mediaani) havaittiin kasittelemattomasta
teollisuuslietteesta (7), maanparannuskompostista (3), kuitulietteesté (11) ja irtomullasta (6). DNA:na
mitattuna suurimmat legionellapitoisuudet gPCR:11a (Legionella-suvun DNA, mediaani) havaittiin
vanhennetusta irtomullasta (14), pakatusta seosmullasta (12), maanparannuskompostista (3) ja
kuitulietteestd (11). Heterotrofibakteereja havaittiin suurimmat pitoisuudet (mediaani) pakatusta



seosmullasta (12), kasitteleméattomasta teollisuuslietteestd (7), vanhennetusta irtomullasta (14) ja
tuorekompostista (4).

4.3.3 Kiertotaloustuotteiden raaka-aineiden vaikutukset legionellatuloksiin

Eri raaka-aineista jatevesilietettd esiintyi 43:ssa, puuainesta 23:ssa, kasviperdistd ainesta 7:Ssa,
turvetta 19:ssa, biojatettd 28:ss4, elintarviketeollisuuden sivutuotteita 21:ssa, ihmisperéisté ulostetta
34:ssa, eldinperadista ulostetta 6:ssa, yhteensa ihmis- tai eldinperdista ulostetta 40:ssa, multaa 1:ssa ja
maa-hiekka-kivi-aineita 4:ssa ndytteessa. Tutkituista jatevesilietendytteistd 19 % (8/43) ei siséltanyt
lainkaan yhdyskuntajatevesilietettd, vaan metséteollisuuden jatevesia eli alun perin puuainesta, ja
elintarviketeollisuuden biolietetta.

Taulukko 6. Naytteiden siséltdamien eri raaka-aineiden liittyminen legionellojen esiintyvyyteen
testattuna Fisherin eksaktitestilld (p<0,05%*, p<0,01** ja p<0,001***). ”+” merkitsee tilastollisesti
merkitsevisti aineksen ja legionellojen yhteisesiintymistd tai yhtdaikaista puuttumista ja -7
merkitsee legionellojen ja raaka-aineen eritahtista esiintyvyyttd (raaka-aineen puuttuminen lis&a
legionellojen esiintyvyyttd, raaka-aineen mukanaolo véhentédd legionellojen esiintyvyyttd).
Ristiintaulukoinnilla ja Khin-nelittestilla saatiin samanlaisia tuloksia, mutta niita ei ole esitetty tassa.

Naytetyyppi/ Legio | L. L. | L | L L. L. sp, | Legio | Legio | L. L. L. L.
Legionella- nellat | pneu- | p. | p. | long- | boze- | muut | - - pneu- | p.1 | lon | boz
tyyppi yh- mo- 1 | 2- | beach | manii | lajit nella- | nella- | mo- 0- e-
teen- | philat 14 | ae suku, | suku, | philat bea | ma
Sd yh- RNA | DNA cha | nii
teen- €
sa
Viljely gPCR
jatevesiliete -* S -*
+* +* + +* X% +*
puuaines *
kasviperdinen +x* +* | + +* Hx*
aines, viherjate, **
nurmi
turve %
biojate, -*
elainperaiset
tuotteet
elintarvike- Sxx +* SxE
teollisuuden
sivutuote
ihmisperdinen Sk - +*
uloste ol
_kx _ 4%
uloste (yht.) ol

Néytteiden raaka-aineiden liittyminen legionellojen esiintyvyyteen testattiin Fisherin eksaktitestilla
(Taulukko 6). Naytteessa olevan puuaineksen yhteys legionellan esiintyvyyteen ja pitoisuuksien
kasvuun nousi tassé testissd selkeimmin esille. Lisaksi myds kasviperdisen aineksen (nurmen,
viherjatteen), turpeen, ja kaikkien ulostetyyppien esiintyminen ndytteissa olivat legionellojen
esiintyvyytta lisaavia tekijoita (Taulukko 6).

Puolestaan eldinperdisen ulosteen, mullan ja kivenndismaa-hiekka-sora-ainesten esiintymiset eivat
korreloineet havaittujen legionellojen kanssa (ei esitetty taulukossa 6). Taulukko 6 siséllén tarkempi



késittely liittyen sivuvirtojen kéyttoon ja legionellojen pitoisuustasojen mahdolliseen yhteyteen on
esitetty (Kuvissa 6-11) Kruskal-Wallisin ja mediaanitestin avulla.

Jatevesilietteiden esiintyminen néytteissé ei vaikuttanut viljeltavien legionellojen yhteispitoisuuteen
eika gqPCR:lla mitattujen Legionella-suvun RNA- ja DNA-pitoisuuksiin (Kuva 6). Sen sijaan
suuremmat pitoisuudet legionelloja havaittiin osasta viljeltavista legionelloista jatevesilieteita
sisdltamattomista naytteistd, miké selittynee 1ahinna viljelymenetelmén vaikeudesta saada luotettavia
tuloksia likaisemmista naytteistd (Kuva 7). Myds heterotrofibakteerien pitoisuudet eivét eronneet
selvésti toisistaan jatevesilietteité sisaltdneissa ja sisaltamattomissa nayteryhmissa (Kuva 6).
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Kuva 6. Néytteen  sisaltamén  jatevesilietteiden  liittyminen  legionella-  ja

heterotrofibakteeripitoisuuksiin. Kuvan ryhmdssa 1 on naytteet, joissa oli jatevesilietteitd mukana,
ryhmaéssa 2 on ndytteet, joissa ei ollut jatevesiliettd mukana. Aineisto ei jakautunut tilastollisesti
merkitsevasti naiden ryhmien valillg, jateveden mukanaololla tai poissaololla ei ollut vaikutusta
naihin legionellojen ja heterotrofibakteerien pitoisuuksiin. Kuvassa a) legionellojen viljelytulokset
yhteensd, b) Legionella-suku, RNA gPCR, c) Legionella-suku, DNA gPCR ja d) heterotrofibakteerit.
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Kuva 7. Jatevesilieteaineksen liittyminen legionellapitoisuuksiin. Kuvan ryhmdssa 1 on néytteet,
joissa oli jatevesilietteitd mukana, ryhméssa 2 on néytteet, joissa ei ollut jatevesilietteitda mukana.
Aineisto jakautui tilastollisesti merkitsevasti naiden ryhmien vélilla, siten etté legionelloja havaittiin
enemman jatevesilietteiden puuttuessa ndytteestd. Tulos saattaa kuitenkin kertoa enemman
viljelymenetelméstd kuin legionellapitoisuuksien jakautumisesta jatevelietteiden esiintymisen
mukaan. Kuvassa a) Legionella pneumophilan seroryhmén 1 viljelytulokset (Kruskal-Wallis,
p=0,009**, mediaanitesti p=0,034*) b) Legionella pneumophilan seroryhmien 2-14 viljelytulokset
(Kruskal-Wallis, p=0,025*), c) muiden Legionella-lajien viljely tulokset (Kruskal-Wallis,
p=0,009**, mediaanitesti p=0,034%*).

Puuaineksen esiintyminen naytteissa vaikutti selvasti legionellapitoisuuksiin: legionelloja havaittiin
enemman puuainesta siséltdneissa naytteissdé (Kuva 8). Kuvassa 8 on esilld vain osa
samansuuntaisesta jakautumisesta, samanlaista jakautumista havaittiin myds L. pneumophilan
seroryhmien 2-14 (viljely) ja L. pneumophilan seroryhmén 1 (qPCR), ja L. pneumophilan

pitoisuuksissa (viljely ja gPCR). Myos heterotrofibakteerien pitoisuudet olivat suuremmat puuainesta
sisaltaneissa naytteissa.
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Kuva 8. Puuaineksen liittyminen legionella- ja heterotrofibakteeripitoisuuksiin, Puuaines2 ryhmassa
1 on naytteet, joissa oli puuainesta mukana, puuaines2 ryhméssa 2 on ndytteet, joissa ei ollut
puuainesta mukana. Aineisto jakautui tilastollisesti merkitsevasti ndiden kaikkien ryhmien valilla,
siten ettd puuainesta siséltaneissa oli suuremmat legionellapitoisuudet. Kuvassa a) legionellojen
viljelytulokset yhteensa (Kruskal-Wallis, p=0,005**, mediaanitesti p=0,005**), b) Legionella-suku,
RNA gPCR (Kruskal-Wallis, p=0,004**, mediaanitesti p=0,033*), c) Legionella-suku, DNA gPCR
(Kruskal-Wallis, p=0,028*, mediaanitesti p=0,268) ja d) heterotrofibakteerit (Kruskal-Wallis,
p=0,002**, mediaanitesti p=0,033%*).

Muiden kasviperdisten ainesten kuten viherjatteen ja nurmen esiintyminen naytteissé vaikutti myds
naytteen legionellapitoisuuksiin. Kruskal-Wallisin testilld vertailtuna viljellen saadut L.
pneumophilan seroryhmien 1 ja 2-14 ja tyypittymattémien muiden Legionella-lajien pitoisuudet
olivat suurempia kasveja siséltdneissa naytteissa (p=0,009**, p=0,001**, p=0,005**, ei kuvassa).
Myos viljeltavia legionelloja yhteensa havaittiin jonkin verran suurempina pitoisuuksina
kasviperdista ainesta sisaltaneissa ndytteissd, mutta ero ei ollut tilastollisesti merkitseva kasviainesta
sisdltamattémien ryhmaan nahden (Kuva 9). QPCR:ll4 saadut L. pneumophilan seroryhmén 1 ja L.
pneumophilan pitoisuudet olivat suurempia kasveja siséltdneissé naytteissa (p<0.001***, p=0,026%*).
Mediaanitestilla erot eivét tulleet niin usein nékyviin, mutta viljellen saadut L. pneumophilan



seroryhmien 2-14 pitoisuudet ja gPCR:1l4 saadut L. pneumophilan seroryhmén 1 pitoisuudet olivat
suurempia kasviperéisié aineksia sisaltdneissé naytteissa.
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Kuva 9. Kasviperéisten aineksien liittyminen legionella- ja heterotrofibakteeripitoisuuksiin.
Kasviperdinen3, ryhmésséd 1 on ndytteet, joissa oli kasviperdistd ainesta mukana, kasviperdinen3,
ryhmassa 2 naytteet, joissa ei ollut kasviperdista ainesta mukana. Kuvassa olevat muuttujat eivét
jakautuneet néihin aineistoryhmiin tilastollisesti merkitsevasti eroavasti.

Turpeen esiintyminen naytteissa vaikutti selvasti gPCR-menetelmilla havaittuihin Legionella-suvun
RNA ja DNA-pitoisuuksiin, eli niill& testeilld legionelloja havaittiin suurempia pitoisuuksia turvetta
sisdltaneissa naytteissa (Kuva 10). Kuvassa 10 on esilld vain osa samansuuntaisesta jakautumisesta,
Kruskal-Wallisin testilld vertailtuna myos viljellen saadut tyypittyméattdmien muiden Legionella-
lajien (p=0,026*) ja L. longbeachae-lajin pitoisuudet (p=0,021*) olivat suurempia turvetta
sisdltaneissa naytteissa (ei kuvassa).
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Kuva 10. Turpeen liittyminen legionella- ja heterotrofibakteeripitoisuuksiin, Turve4, ryhmdssa 1 on
naytteet, joissa oli turvetta mukana, Turve4, ryhmassé 2 on ndytteet, joissa ei ollut turvetta mukana.
Aineisto jakautui tilastollisesti merkitsevasti ndiden ryhmien valilla siten, ettd turvetta sisaltaneisséa
oli suuremmat pitoisuudet: b) Legionella-suku, RNA gPCR (Kruskal-Wallis, p=0,009**,
mediaanitesti p=0,006**), c) Legionella-suku, DNA ¢PCR (Kruskal-Wallis, p=0,002**,
mediaanitesti p<0,001***. Sen sijaan a) legionellojen viljelytulokset yhteensd ja d)
heterotrofibakteerit eivét eronneet tilastollisesti merkitsevésti.

Biojatteen esiintyminen naytti liittyvdn gPCR-menetelmallda mééritettyjen Legionella-suvun RNA:n
pienempiin pitoisuuksiin (Kuva 11) ja legionellojen esiintymiseen negatiivisesti (Taulukko 6).
Muiden mikrobiryhmien jakautumisissa ei tullut tilastollista eroa biojétetté siséltévissa naytteissa.
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Kuva 11. Biojatteen liittyminen legionellabakteeripitoisuuksiin. Biojate5, ryhméssa 1 on ndytteet,
joissa oli biojatettd, Biojateb, ryhmassa 2 on naytteet, joissa ei ollut biojatettd mukana. Aineisto
jakautui tilastollisesti merkitsevasti vain Legionella-suvun RNA:n gPCR pitoisuuksien kohdalla
(Kruskal-Wallis, p=0,003**, mediaanitesti p=0,002*%*).

Elintarviketeollisuuden sivutuotteiden esiintyminen néytteessa liittyi negatiivisesti joidenkin
viljelemélla havaittujen legionellojen esiintyvyyteen ja positiivisesti Legionella bozemaniin
esiintyvyyteen (Taulukko 6). Elintarviketeollisuuden sivutuotteiden esiintyminen naytteissa nayttikin
liittyvan pienempiin viljeltdvien legionellojen yhteispitoisuuksiin (Kruskal-Wallis p=0,005*,
mediaanitesti p=0,008*) ja Legionella-suvun RNA:n pitoisuuksiin (Kruskal-Wallis p=0,002**,
mediaanitesti p=0,011*) (ei kuvassa). Sen sijaan pienemmét L. bozemanii —pitoisuudet viljellen
elintarviketeollisuuden sivutuotteita siséltdvien naytteiden ryhmassa (Kruskal-Wallis p=0,026*) ei
tue ristiintaulukoinnilla saatua heikkoa positiivista 16ydosta L. bozemaniista.

Minka tahansa ulostemateriaalin esiintyminen ndytteissa naytti liittyvan negatiivisesti viljelemélla
havaittujen Legionella pneumophilojen esiintyvyyteen (Taulukko 6). Ainoastaan Legionella
bozemaniin esiintyvyys korreloi positiivisesti ulosteiden yhteisesiintymisen kanssa. Eri ulosteiden
yhteisesiintyminen naytti liittyvan pienempéaan viljeltavien Legionella pneumophilojen pitoisuuteen
(Kruskal-Wallis p<0,001***, mediaanitesti p=0,003**) ja suurempaan L. bozemanii —pitoisuuteen
(Kruskal-Wallis p=0,009**, mediaanitesti p=0,024*).

Erikseen tarkasteltuina ihmisperdiset ulosteet korreloivat negatiivisesti viljeleméalla havaittujen
Legionella pneumophilojen seroryhmien 2-14 esiintyvyyteen (Taulukko 6). Ihmisperdiset ulosteet
nayttivat liittyvan myds pienempiin viljeltdvien Legionella pneumophilojen pitoisuuksiin (Kruskal-
Wallis-testit p<0,001*** (L.p 2-14), p=0,044* (L.p.1), mediaanitesti p=0,002** (L.p. 2-14) jamuiden
ei-tyypittyneiden Legionella-lajien pitoisuuteen p=0,044* (Kruskall-Wallis). Legionella bozemanin
suuremmat pitoisuudet ryhmittyivat sen sijaan ihmisperdisia ulosteita sisaltdvan ryhmén kanssa,
p=0,044*. Tulokset ihmisperdisista ulosteista voivat kuitenkin heijastaa viljelyn haasteita likaisimpia
ndytemateriaaleja tutkiessa, koska samansuuntaisia tuloksia ei tullut nakyviin gPCR-analyysilla.



Erikseen tilastollisesti tarkasteltuna eldinperaisten ulosteiden, mullan, kivenndismaan, hiekan ja soran
esiintyminen naytteissa ei vaikuttanut lainkaan havaittuihin legionella- tai heterotrofibakteerien
pitoisuuksiin ja esiintyvyyksiin ndytteissa.

Yhteenvetona voimme todeta kierrdtyslannoitevalmisteiden raaka-aineiden vaikutuksesta tutkittujen
lannoitevalmisteiden legionellapitoisuuksiin:

o Jatevesilieteaines ei vaikuttanut legionellojen esiintyvyyttd lisdavasti tai pitoisuutta
suurentavasti tdssd aineistossa, jossa muutkin ainekset vaikuttivat legionellojen
esiintyvyyteen.

e Puuainesta siséltavissd naytteissd oli useammin ja enemman legionelloja kuin ilman
puuainesta olevissa néytteissa.

e Kasviperéisestd aineksesta (nurmi, viherjate) loytyi useammin ja enemman viljelemalla
erityisesti Legionella pneumophila-lajia kuin ilman kasviperéistd ainesta olevista néytteista.

e Turvetta siséltavista naytteista 10ytyi useammin ja enemmaén legionellaa kuin turpeettomista,
tulos saatiin gPCR-analyysilla analysoiduista legionelloista.

e Biojatettd siséltavista naytteistda havaittiin - harvemmin ja vahemman elavia
legionellabakteereja, mika tuli esiin gPCR:11& mitatun Legionella-suvun RNA-tuloksissa.

e Elintarviketeollisuuden sivutuotteita siséltavissa naytteissa oli muita materiaaleja siséltavia
naytteitd harvemmin ja vahemman legionellabakteereja.

e Ulosteita sisdltavissa naytteissa havaittiin harvemmin ja vdhemmén legionellaa, poikkeuksena
tahan oli viljellen esille saatu L.bozemanii, jota oli ulostetta siséltavissa ndytteissa useammin
ja enemman.

e Erikseen selvitettynd eldinperdisen ulosteen, ja mullan ja kiviainesten esiintyminen néytteissa
ei vaikuttanut legionellojen esiintyvyyteen ja pitoisuuteen.

Tassa hankkeessa saatujen tulosten perusteella biojatettd ja elintarviketeollisuuden sivutuotteita
sisdltavat lannoitevalmisteet sisélsivat harvemmin ja pienempina pitoisuuksina legionellaa, erityisesti
gPCR- menetelméll& osoitettuna.

Sen sijaan puuainesten, kasviperaisten ainesten ja turpeen kayttdminen saattaa lisata legionellojen
esiintyvyystiheytta ja suurentaa legionellapitoisuuksia. Tuloksia saatiin gPCR-menetelmilld, ja myos
viljelymenetelmill& puuaineksen ja kasviperdisten ainesten osalta.

Jatevesilietettd, eldinperdistd ulostetta, multaa ja Kiviaineksia kayttdessa selvida vaikutuksia
legionellojen esiintyvyystiheyteen ja pitoisuuksiin ei tullut tésséd aineistossa esille. Myds
ihmisperdisen ulosteen vaikutuksista legionellojen esiintyvyyteen ja pitoisuuteen ei saatu selvaa
késitysta tastd aineistosta. Néaiden ainesten kayton ei havaittu selvasti lisadvan legionellojen
esiintyvyytta tai suurentavan pitoisuutta kiertotaloustuotteissa.

4.3.4 Kasittelyjen ja hygienisoinnin vaikutukset legionellatuloksiin
Kasittelyjen vaikutukset

Hankkeessa  selvitettiin -~ myds  Kierratyslannoitevalmisteiden  valmistuksessa  kéytettyjen
kasittelymenetelmien vaikutusta legionellabakteeripitoisuuksiin. Valmisteiden eri kasittely-
yhdistelmat olivat kompostointi (31 naytettd), méadatys (11), kemiallinen kasittely (3),
seulonta/sekoitus (2), kalkkistabilointi (3), vanhentaminen (2), ei ké&sittelya (6), madatys + terminen



kuivaus + pelletdinti (2), mesofiilinen médéatys ja kompostointi (2), aumakompostointi; tavoite 55 °C
14 vrk (1), kompostointi/médatys (2), méadatys + hygienisointi (2) ja hygienisointi + madatys (2).

Kaésittelyjen liittyminen legionellojen esiintyvyyteen testattiin Fisherin eksaktitestilla (Taulukko 7).
Eri késittelyista vain pelkk& kompostointi ja pelkkd méadatys korreloivat testissa legionellojen
esiintyvyyden kanssa. Pelkallda kompostoinnilla kasiteltyjen tuotteiden néytteissa oli selvésti
useammin viljeltavid (legionellat yhteensd, L. bozemanii, muut Legionella-lajit) ja qPCR:lla
havaittuja eri legionelloja (Legionella-suku RNA, Legionella pneumophilan seroryhma 1). Sen sijaan
pelkéalla médatykselld ké&sitellyissé tuotteissa oli harvemmin viljeltdvid legionelloja yhteensd ja
gPCR:ll& havaittua Legionella-suvun RNA:ta.

Taulukko 7. Eri kiertotaloustuotteille tehtyjen kasittelyjen liittyminen legionellojen esiintyvyyteen
testattuna Fisherin eksaktitestilld (p<0,05%*, p<0,01** ja p<0,001***). ”+” merkitsee tilastollisesti
merkitsevasti késittelyn ja legionellojen yhteisesiintyvyyttd tai yhtdaikaista puuttumista ja ”-”
merkitsee legionellojen ja Kkasittelyn eritahtista esiintyvyyttd (kasittelyn puuttuminen lisaa
legionellojen esiintyvyyttd, kasittelyn mukanaolo vahentad legionellojen esiintyvyyttd).
Ristiintaulukoinnilla ja Khin-nelittestilld saatiin samanlaisia tuloksia, mutta niitd ei ole esitetty tassa.

Kasittely/ Legio | L. L{Lp|L L. L. sp, | Legio | Legio | L. L. | L L.
Legionella- - pneu- | . | 2- long- | boze- | muut | - - pneu- | p. | lon | boz
tyyppi nellat | mo- p| 14 beach | manii | lajit nella- | nella- | mo- 1 |g- e-
. Yh- | philat | - ae suku, | suku, | philat bea | ma
teen- . yh- 1 RNA | DNA cha | nii
sa teens €
5
Viljely gPCR
pelkka +*** +*** +* +*** +
kompostointi **
pelkkd madéatys Sxx -*

Legionellapitoisuuksien jakautuminen eri kasittelyjen mukaan testattiin Kruskal-Wallisin testilla ja
mediaanitestilla. Kuvaan 12 on koottu legionellat viljellen yhteensd, Legionella-suku RNA ja
Legionella-suku DNA gPCR:lld) ja heterotrofibakteerien tulokset. Kaikissa niissa muuttujissa
késittelyn mukaan jaotellussa aineistossa oli tilastollisesti merkitsevéé eroa legionellapitoisuuksissa.
Suurimmat pitoisuudet havaittiin pelkdn kompostoinnin jalkeen (mediaani, viljellyt legionellat
yhteensd), mesofiilisen madatyksen ja kompostoinnin jalkeen (Legionella-suvun RNA),
vanhentamisen jalkeen (Legionella-suvun DNA) ja kompostoinnin/médatyksen jélkeen
(heterotrofiset bakteerit).
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Kuva 12. Eri Kkaésittelyjen liittyminen legionella- ja heterotrofibakteeripitoisuuksiin. Kuvassa
1=pelkkd kompostointi, 2=pelkk& madatys, 3=kemiallinen Kkaésittely, 4=seulonta/sekoitus,
5=kalkkistabilointi, 6=vanhentaminen, 7=ei kasittelyd, 8=madatys + terminen kuivaus + pelletginti,
9=mesofiilinen madatys ja kompostointi, 10=aumakompostointi; tavoite 55 °C 14 wrk,
11=kompostointi/madatys, 12=madatys + hygienisointi, 13=hygienisointi + méadatys. Kuvassa a)
legionellojen viljelytulokset yhteensa (Kruskal-Wallis, p=0,046*, mediaanitesti p=0,025*), b)
Legionella-suku, RNA gPCR (Kruskal-Wallis, p=0,001**, mediaanitesti p=0,001**), c) Legionella-
suku, DNA gPCR (Kruskal-Wallis, p=0,014*, mediaanitesti p=0,003**) ja d) heterotrofibakteerit
(Kruskal-Wallis, p=0,017*, mediaanitesti p=0,108).

Tarkasteltaessa pelkk&dd kompostointia tai pelkkad médatysta erikseen, havaittiin useissa naytteissa
legionellapitoisuuksissa tilastollisesti merkitsevaa eroa sen mukaan oliko késittelya tehty tai ei (Kuvat
13-14). Tuloksiin on voinut vaikuttaa seké kasittelyprosessi ettd nédytteiden siséltaméat raaka-aineet.
Esimerkiksi noin puolessa pelkélla kompostoinnilla kasitellyista ndytteista oli kdytetty kuivikkeena
turvetta (16/31). Aiemmin  LegiGrow-hankkeessa tutkittiin  myds pelkdn turpeen
legionellapitoisuuksia, jolloin siitd I6ydettiin qPCR-menetelmilld legionelloja (Legionella-suvun
RNA ja DNA). Pelkélla médatyksellad késitellyistd néytteistd 10/11 sisalsi kasviperéistd ainesta
(nurmi, viherjate), 9/11 elintarviketeollisuuden sivutuotteita ja 10/11 biojatetté.
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Kuva 13. Pelkkdd kompostointia tarkastellessa erikseen, kompostoinnin liittyminen legionella- ja
heterotrofibakteeripitoisuuksiin. Kuvassa 1=pelkka kompostointi, 2=ei pelkkaa kompostointia. Eroa
ryhmien valilla havaittiin pitoisuuksissa a) legionellojen viljelytulokset yhteensa (Kruskal-Wallis,
p<0,001*** mediaanitesti p<0,001***), b) Legionella-suku, RNA @gPCR (Kruskal-Wallis,
p<0,001*** mediaanitesti p<0,001***), c) Legionella-suku, DNA @gPCR (Kruskal-Wallis,
p=0,002**, mediaanitesti p=0,003**). Sen sijaan d) heterotrofibakteeripitoisuuksissa ei ollut eroa
ryhmien vélilla (Kruskal-Wallis, p=0,169, mediaanitesti p=0,282).
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Kuva 14. Pelkkaa madatysta tarkastellessa erikseen, madatyksen liittyminen legionella- ja
heterotrofibakteeripitoisuuksiin. Kuvassa 1=pelkka madatys, 2=ei pelkkad médatystd. Méadatetyista
tuotteista havaittiin pienempia pitoisuuksia. Eroa ryhmien valilla havaittiin pitoisuuksissa a)
legionellojen viljelytulokset yhteensa (Kruskal-Wallis, p=0,011*, mediaanitesti p=0,022*), b)
Legionella-suku, RNA gPCR (Kruskal-Wallis, p=0,002**, mediaanitesti p=0,001**), c) Legionella-
suku, DNA gPCR (Kruskal-Wallis, p=0,008**, mediaanitesti p=0,010*) ja d) heterotrofibakteerit
(Kruskal-Wallis, p=0,012*, mediaanitesti p=0,055).

Muista kasittelyistd kemiallisen késittelyn kanssa havaittiin pienemmat legionellapitoisuudet ja
heterotrofibakteeripitoisuudet kuin ilman kemiallista kéasittelya (Kuva 15).
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Kuva 15. Kemiallista kasittelyéd tarkastellessa erikseen, kemiallisen kasittelyn liittyminen legionella- ja
heterotrofibakteeripitoisuuksiin. Kuvassa l=kemiallinen kasittely, 2=ilman kemiallista kasittelyd. Eroa
ryhmien vélilla havaittiin pitoisuuksissa: Legionella-suku, RNA gPCR (Kruskal-Wallis, p=0,038%),
Legionella-suku, DNA ¢gPCR (Kruskal-Wallis, p=0,026*) ja myo6s heterotrofibakteerit (Kruskal-Wallis,
p=0,025%). Sen sijaan legionellojen viljelytulokset yhteensa eivat eronneet tilastollisesti merkitsevasti.

Eri késittelytapojen vaikutukset tutkittujen naytteiden legionella-pitoisuuksiin:

e Pelkka kompostointi lisési legionellojen esiintyvyytta ja suurensi pitoisuuksia.

e Pelkkd madatys liittyi harvemmin havaittuihin legionelloihin ja johti pienempiin
legionellapitoisuuksiin.

e Kemiallinen kasittely pienensi Legionella-suvun RNA- ja DNA-pitoisuuksia, jotka oli
havaittu qPCR-menetelmilla.

Erillisesti testatuilla muilla kasittelytavoilla ei havaittu selvia vaikutuksia legionellabakteerien
esiintyvyyteen.



Hygienisoinnin vaikutukset

Kiertotaloustuotteiden tutkitut hygienisointiyhdistelméat olivat hyvin erilaisia ja niistd monissa
yhdistelmissa oli pieni& nayteméaaria. Eri hygienisointiyhdistelmié/parametreja oli mm. mesofiilinen
ja terminen madatys, hydrolyysiprosessi, pH:n nosto, kemiallinen Kkasittely, vanhentaminen,
lampdatilan nosto.

Erillisistd hygienisointiyhdistelmistd muodostettiin kolme suurempaa ryhmad, joita tarkasteltiin
tarkemmin myo6s Kruskal-Wallisin ja mediaanitestin avulla: 1ampdtilan nousu vahintdan 55 °C
(ndytteita 18 kpl), médatys kaikki ryhmét 2-5 (7 kpl) ja hygienisointi oli kdytossé (26 kpl).

Hygienisoinnin liittyminen legionellojen esiintyvyyteen testattiin aluksi Fisherin eksaktitestilla
(Taulukko 8). Erillisista hygienisointiyhdistelmista tuli harvakseltaan pieniéd 16ydoksid. Sen sijaan
lampdotilan nouseminen yleensa yli 55 °C:n vaikutti niin, ettd niist ndytteista eristettiin harvemmin
legionelloja viljellen tai havaittiin harvemmin Legionella-suvun RNA:ta. Madatys néytti vahentavan
Legionella-suvun RNA:n esiintymistd. Yleisesti ottaen hygienisointi liittyi ndytteissa harvempiin
legionellaloydoksiin.

Taulukko 8. Hygienisoinnin liittyminen legionellojen esiintyvyyteen testattuna Fisherin
eksaktitestilla (p<0,05*, p<0,01** ja p<0,001***). + merkitsee tilastollisesti merkitsevasti tietyn
hygienisoinnin ja legionellojen yhteisesiintyvyyttd tai yhtdaikaista puuttumista ja - merkitsee
legionellojen ja tietyn hygienisoinnin eritahtista esiintyvyyttd (ensimméinen mukana, toinen
puuttuu). Ristiintaulukoinnilla ja Khin-nelidtestilla saatiin samanlaisia tuloksia.
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Lampéotilan nousun vaikutukset alhaisempiin legionella- ja heterotrofibakteeripitoisuuksiin tuli
selvésti esille selvittdessa véahintddn 55 °C hygienisoinnin vaikutuksia myos Kruskall-Wallisin ja
mediaanitestin avulla (Kuva 16).
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Kuva 16. Vahintdan 55 °C lampétilan nousun hygienisoinnin aikana liittyminen legionella- ja
heterotrofibakteeripitoisuuksiin. 1=la&mpdtila nousi 55 °C:en, 2=lampdtila ei noussut 55°C:en.
Kaikkien kuvassa olevissa tuloksissa havaittiin pienemmaét pitoisuudet silloin kun lampétila oli
noussut yli 55 °C:n, a) legionellojen viljelytulokset yhteensd (Kruskal-Wallis, p=0,005**,
mediaanitesti p=0,006**), b) Legionella-suku, RNA gPCR (Kruskal-Wallis, p=0,001**,
mediaanitesti p<0,001***), c) Legionella-suku, DNA ¢PCR (Kruskal-Wallis, p=0,004**,
mediaanitesti p=0,017*) ja d) heterotrofibakteerit (Kruskal-Wallis, p<0,001*** mediaanitesti
p<0,001***),

Sen sijaan madatyksesta ei saatu yhtd selvad nayttod vahentévéstd vaikutuksesta legionellojen
pitoisuuksiin jatkotestissa Kruskal-Wallsilla ja mediaanitestilla (Kuva 17). Heterotrofisiin
bakteereihin madatyksen pitoisuutta pienentéva vaikutus oli kuitenkin hyvin selva.
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Kuva 17. Maéadatyksen kayttd hygienisoinnin  aikana liittyminen legionella- ja

heterotrofibakteeripitoisuuksiin. 1= madatys jossain vaiheessa, 2=ei madatystd. Kuvassa olevista
muuttujista  tilastollisesti merkitsevalla tavalla eroa ryhmien valilla havaittiin  vain
heterotrofibakteereilla, joilla oli madatyksen seurauksena naytteissd pienemmat pitoisuudet d),
Kruskal-Wallis, p=0,006**, mediaanitesti p=0,120. Legionellapitoisuuksissa erot eivat olleet
tilastollisesti merkittavia.

Lampdtilan nousun véhentdvat vaikutukset legionelloihin ja heterotrofisiin bakteereihin tulivat
selvasti esille, kun véhintaan 55 °C hygienisoinnin vaikutuksia selvitettiin myds Kruskall-Wallisin ja
mediaanitestin avulla (Kuva 18).
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Kuva 18. Yleensa hygienisoinnin kayton liittyminen legionella- ja heterotrofibakteeripitoisuuksiin.
1= joku hygienisointimenetelmd, 2=ei hygienisointimenetelmda. Kuvassa a) legionellojen
viljelytulokset yhteensa (Kruskal-Wallis, p<0,001***, mediaanitesti p=0,001**), b) Legionella-suku,
RNA gPCR (Kruskal-Wallis, p<0,001***, mediaanitesti p= p<0,001***), c) Legionella-suku, DNA
gPCR (Kruskal-Wallis, p=0,003**, mediaanitesti p=0,008**) ja d) heterotrofibakteerit (Kruskal-
Wallis, p<0,001***, mediaanitesti p=0,002**).

Eri hygienisointitavat vaikuttivat legionelloihin, siten, etta:

Hygienisointi yleensd jollain lailla tehtyna vaikutti legionellaldydoksid harventavasti ja
pitoisuuksia pienentavasti

Lampétila yli 55 °C selvasti harvensi legionellaloydoksia ja pienensi legionellapitoisuuksia
Madatys harvensi Legionella-suvun RNA-16ydoksiéd. Legionellabakteeripitoisuuksissa eroja
ei muuten havaittu tilastollisesti merkitsevasti madatyksen tai ilman médatysta sisaltavien
naytteiden ryhmien valilla.

Madatyksen jalkeen otetuissa naytteissa sen sijaan heterotrofisten bakteerien pitoisuus oli

pienempi tilastollisesti ~ merkitsevasti  verrattuna  ei-méadatettyjen  ndytteiden
heterotrofibakteeripitoisuuksiin.



4.3.5 Kiertotaloustuotteiden tuotannossa vanhentamisen tai kasittelyjen vaikutukset
legionellatuloksiin yksittaisista naytteista

Pient& osaa tutkimusmateriaalista vanhennettiin tai k&siteltiin tarkoituksella valmistuspaikassa ja siita
otettiin samasta kohti ndyte uudelleen. Samalla ndytetyypit muuttuivat kasittelemattomasta
teollisuuslietteestd  tuorekompostiksi  (2+2 naytettd, Kuva 19), tai kasitteleméattOmésta
teollisuuslietteestd kalkkistabiloimalla késitellyksi puhdistamolietteeksi, tai hygienisoimaton
méadatysjaannos hygienisoiduksi méadatysjaannokseksi (Kuva 20).

Kuvasta 19 tarkasteltuna vanhentamisella olisi pitoisuutta pienentdvad vaikutusta yleensa
legionellapitoisuuksiin. Toisesta néytteesta havaittiin kuitenkin Legionella bozemanii-lajia 2400
GC/g uutena I6ydoksend vanhentamisen jalkeen.
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Kuva 19. Osaa materiaalia vanhennettiin tarkoituksella valmistuspaikassa ja siita otettiin samasta

kohti nayte uudelleen. Legionellapitoisuudet ndyttivat pienentyvén, poikkeuksena uusi Legionella
bozemanii-lajin 16ydos.

Kuvassa 20 olevaa madatysjaannosta hygienisoitiin nostamalla méadatyksen jalkeen lampétila 70
°C:en tunnin ajaksi. Kalkkistabiloinnista ja tasta hygienisoinnista ei saatu esille selvia yhtendisia
vaikutuksia legionellapitoisuuksiin tdssa pienessa aineiston osassa.
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Kuva 20. Osaa ndytemateriaalia kalkkistabiloitiin tai hygienisoitiin tarkoituksella valmistuspaikassa
ja siité otettiin samasta kohti néyte uudelleen. Kalkkistabiloinnin seurauksena legionellapitoisuudet
joko pienenivat tai suurenivat. L&mpatilan avulla hygienisoinnilla selvia muutoksia pitoisuuksiin ei
talla kertaa saavutettu, mahdollisesti siksi, etté legionelloja oli alun perin néytteesséa vahan.

4.3.6 Kiertotaloustuotteiden tuotannossa vuodenajan vaikutukset legionellatuloksiin

Néytteenotot ajoittuivat eri vuodenaikoihin. Kevétkausi oli maalis-toukokuun valillg, jolloin otettiin
28 naytettd. Kesékausi oli kesékuu-elokuu (16 naytettd) ja syksykausi oli syyskuu-marraskuu (25
néytettd). Eri vuodenaikoina otettujen ndytteiden liittyminen legionellojen esiintyvyyteen testattiin
Fisherin eksaktitestilla (Taulukko 9). Selvid eroja vuodenaikojen valilla havaittiin viljellen
havaittujen legionellojen esiintyvyyden kohdalla. Kuvassa 21 on havaittuja pitoisuustasoja eri
vuodenaikoina.



Taulukko 9. Naytteenoton vuodenajan liittyminen legionellojen esiintyvyyteen testattuna Fisherin
eksaktitestilla (p<0,05*, p<0,01** ja p<0,001***). ”+” merkitsee tilastollisesti merkitsevésti jonkun
vuodenajan ja legionellojen yhteisesiintyvyyttd tai yhtdaikaista puuttumista ja ”-” merkitsee
legionellojen ja aineksen eritahtista esiintyvyyttd (vuodenajan puuttuminen lisad legionellojen
esiintymistd, vuodenajan mukanaolo vahent&a legionellojen esiintyvyyttd). Ristiintaulukoinnilla ja
Khin-nelidtestilla saatiin samanlaisia tuloksia, mutta niitd ei ole esitetty tassé.

Vuodenaika/ Legio | L. Ll Lp|L L. L. sp, | Legio | Legio | L. L. L. L.
Legionella- - pneu- | . | 2- long- | boze- | muut | - - pneu- | p.1 | lon | boz
tyyppi nellat | mo- p| 14 beach | manii | lajit nella- | nella- | mo- - e-
» Yh-| philat | - ae suku, | suku, | philat bea | ma
teen- . yh- 1 RNA | DNA cha | nii
sa teens €
5
Viljely qPCR
Kevétkausi 7 1 111 1 7 1 16 26 13 5 1 5
(positiivisia

naytteita/kaikki
28 ndytettd)

Kesékausi 10 5 2|5 0 5 3 14 15 10 7 0 2
(positiivisia
naytteita/kaikki
16 ndytettd)

Syyskausi 7 4 1|4 1 3 0 16 24 12 4 2 5
(positiivisia
naytteita/kaikki
25 ndytettd)

Vuodenaika * * *

Kesékaudella viljeltdvien legionellojen (yhteensd) ja qPCR:lla mitatun Legionella-suvun DNA:n
pitoisuudet ndytteissa olivat suurempia kuin kevaélla ja syksylld (Kuva 21).
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Kuva 21. Vuodenajan liittyminen legionella- ja heterotrofibakteeripitoisuuksiin. 2=kevatkausi, 3= kesakausi,
4=syksykausi. Kuvassa tilastollisesti merkitsevéa eroa havaittiin néissa a) legionellojen viljelytuloksissa
yhteensd (mediaanitesti p=0,029*) ja c¢) Legionella-suku, DNA ¢gPCR (Kruskal-Wallis, p=0,027*,
mediaanitesti p=0,007**). Kesakaudella pitoisuudet vaikuttavat suuremmilta kuin kevaalla ja syksylla.
Tilastollisesti merkitsevasti eroja ei havaittu b) Legionella-suvun RNA:n ja d) heterotrofibakteerien
pitoisuuksissa naytteissa eri vuodenaikoina.

Kesékaudella havaittiin ndytteistd muutamien Legionella-lajien kohdalla legionelloja useammin ja
suurempina pitoisuuksina.

4.4 Poikkeamat verrattuna suunnitelmiin

Tutkimuksen toteutus onnistui hyvin koska pystyimme hyddyntdmaan hankkeessa jo aikaisemmin
saatuja tuloksia (YM rahoittama esiselvitystyd sekda MMM:n rahoittama LegiGrow-hanke).
LegiGrow-hankkeessa oli myos samat laboratoriot ja ldhes sama henkildstd, joten tutkimusyhteistyd
sujui hyvin,

Néaytteiden monipuolisuus ja raaka-aineiden Kirjo aiheutti vaikeuksia pysya suunnitelman mukaisessa
laajuudessa. Projektin nykyiselld koolla ja budjetilla ei voitu analysoida kaikkia eri ndytetyyppeja
suuria maaria, silld ndytemadrien oli pysyttava suunnitelman mukaisessa laajuudessa, jotta tutkimus



saadaan toteutettua siihen varatuilla resursseilla. Yksityiskohtaiset ndytteenottosuunnitelmat olivat
haastavia toteuttaa, koska raaka-aineet vaihtelivat kysynnan ja tarjonnan mukaan ja osa prosesseista
vaihtui hankkeen aikana. Esimerkiksi jatevesiliete oli jatetty monissa naytteenottokohteissa kokonaan
pois. Té&std syystd oli jarkevad téssd hankkeessa keskittyd kotimaisiin Kierratyspohjaisiin
lannoitevalmisteisiin, joita tuotetaan yleisesti kiertotaloudessa.

Laajalla analyysivalikoimalla voitiin estdd vaadrat negatiiviset legionellatulokset ja niistd johtuvat
virheet, silld tdman ndytemateriaalin hankaluuden vuoksi pelkéstdén viljelymenetelmélld ei olisi
padsty riittdvaan selvyyteen legionellojen esiintyvyydestd. QPCR-menetelmét olivat vélttamattomia
oikeiden tulosten saamisessa.

Orgaaniset lannoitevalmisteet ovat ndytetyyppeind haastavia silla niissé esiintyy paljon inhibiittoreja,
jotka voivat vaikeuttaa myos gPCR-reaktion onnistumista. Téssé hankkeessa tdma haaste ratkaistiin
laimentamalla néytteitd. Osassa ndytteita haastava ndytematriisi vaikeuttaa myos periméan eristamisté
naytteistd. Tdman vuoksi nukleiinihappojen eristamisohje péivitettiin kevaalla 2018 ja uudestaan
RNA-analysoinnin osalta vuonna 2019, mutta silti eristysta oli vaikea toteuttaa onnistuneesti osasta
néytteistd. Nukleiinihappojen epé&onnistunut eristdminen ja geenimonistuminen voi pahimmillaan
antaa analyysisséd véardn negatiivisen tuloksen. Vaikeimpien néytteiden analysoinnissa qPCR-
analyysi toistettiin tuloksen varmistamiseksi.

5. Hankkeen vaikuttavuus/vaikutukset

Hankkeesta saatua uutta tietoa legionellabakteerien esiintyvyydestda ja pitoisuuksista
lannoitevalmisteissa ja niiden raaka-aineissa voidaan hyoddyntdd edistdessd turvallisten
kiertotaloustuotteiden kehittdmista ja valmistamista. Hankkeen tulosten perusteella voidaan todeta,
ettd raaka-ainevalinnoilla ja késittelymenetelmilla voi olla mahdollista vaikuttaa lannoitevalmisteiden
legionellapitoisuuksiin.  Orgaanisten lannoitevalmisteiden valmistukseen ja raaka-aineisiin
vaikuttavat kuitenkin monet yhteiskunnalliset ja taloudelliset tekijat, jolloin legionellapitoisuuksien
minimoiminen ei ole mahdollista. Tall6in on huolehdittava, ettd kayttajilla on riittavé tieto valmisteen
mahdollisista riskeistd ja kayttajalla on riittavat tiedot turvallisesta kéytostd. Hankkeen tuloksista
viestittdessd ja hankkeessa laadittuja tyoturvallisuusohjeita noudattamalla lisatddn seka
lopputuotteiden kayttdjien, valmistajien ettd kotikompostointia harrastavien tietoisuutta ja
pienennetaan legionelloosiin sairastumisen riskia.

Lisaksi hankkeessa otettiin kayttoon uudet tyokalut/analyysimenetelmét
kierratyslannoitevalmistendytteiden legionellabakteeripitoisuuksien havaitsemiseksi. Néita viljely- ja
PCR-menetelmia voidaan soveltaa tulevaisuudessa erilaisten multa-, liete-, komposti- ja
jatevesijarjestelmien tutkimiseen.

6. Viestinnan toteutuminen ja tulokset

Hankkeen viestintdsuunnitelman mukaan hankkeen viestinndn tavoitteena oli saada Kkattavasti
tavoitettua sekd alan toimijat ettd tuotteiden loppukéyttajat ja erityisesti riskiryhmiin kuuluvat
henkil6t muun muassa laatimalla tutkimustulosten perusteella tyoturvallisuusohjeet yhteistydssa alan
toimijoiden kanssa. Tavoitteena oli myds raportoida tuloksista hankkeen aikana alan toimijoille
suoraan, tiedotteina sek& ohjausryhmén kokouksissa. Tuloksia julkaistiin ja tullaan julkaisemaan



tutkimusraportin lisdksi alan ammattilendissd, vertaisarvioiduissa lehdissé ja kansallisissa ja
kansainvélisissa kongresseissa.

Viestinta onnistui padosin hyvin ja viestintasuunnitelma toteutui muilta osin, ainoastaan roolit ja
vastuut sek& viestinndn tulosten arviointi jai puutteelliseksi johtuen muun muassa
henkilovaihdoksista. Viestinnan tulosten ja vaikuttavuuden arviointi ja seuranta oli haastavaa.
Toisaalta tutkimusaihe herétti paljon mielenkiintoa ja erityisesti aiheeseen liittyvat tiedotteemme
tavoittivat kuluttajat hyvin. Myos alan toimijat viestivat aiheesta omilla kanavilla. Aktiivisen
ohjausryhmén kautta saimme myods hyvad palautetta ja ehdotuksia viestintdkanavien
hyodyntamiseksi.

Alla on koottuna hankkeen toteutuneet viestintatoimenpiteet.

Hankesivu (Ruokavirasto): Legionellabakteerien esiintyminen kiertotaloustuotteissa

Hankesivu (THL): Legionellabakteerien esiintyminen kiertotaloustuotteissa (Legisafe2)

Hankkeen tuloksia esitettiin kansallisissa ja kansainvalisissd kongresseissa ja tapahtumissa
seuraavasti:

e Maaperétieteiden paivat (9.-10.1.2019). ”Legionellabakteerien esiintyminen
kiertotaloustuotteissa”. Liisa Maunuksela, Titta Berlin, Pia Rasanen, Piia Airaksinen, and
Jaana Kusnetsov (posteri ja salamapuhe/Liisa Maunuksela)

e NORDIWA 2019 (23-25.9.2019), “The occurrence of Legionella bacteria in circular economy
products™. Liisa Maunuksela, Titta Berlin, Pia Rasanen, Piia Airaksinen, Jaana Kusnhetsov,
(abstrakti, 5 min esittely, Liisa Maunuksela)

e ESGLI 2019 Ateena, (10-12.9.2019), Legionellae in Finnish organic fertilizer products of
circular economy, Pia Résénen, Liisa Maunuksela, Titta Berlin, Piia Airaksinen, and Jaana
Kusnetsov, (abstrakti ja suullinen esitys/Pia Résanen)

e Ruokaviraston tiedepdiva  (14.11.2019): Tutkimushankeviestinndn  haasteita —
Legionellabakteeri kierréatyslannoitteissa (Liisa Maunuksela)

Hankkeen tuloksista julkaistiin tiedotteita seuraavasti:

Ruokavirasto julkaisi tiedotteen ” Ihmiseen tarttuva legionellabakteeri yleinen myds orgaanisissa
maanparannusaineissa ja kasvualustoissa” verkkosivuillaan 10.9.2019 sek& Ruokaviraston
vertailulaboratorion sahkdisessa uutiskirjeessa 1/2019.

THL julkaisi infektiouutisen “Multa- ja kompostituotteista saattaa l6ytya legionellabakteereja -
tuotteita el kannata pollyttdd hengitysilmaan” multatuotteiden riskista legionelloosin léhteena.
Uutisen jalkeen aiheeseen palattiin ainakin 36:ssa suomalaisessa julkaisussa kevaan ja kesdan 2019
aikana.

Ruokavirasto julkaisi uutisen Ruokaviraston verkkosivuilla (2.4.2020): “Kotipuutarhuri, oikeilla
tyotavoilla valtat legionelloosin™.

Muualla julkaistua:

Blogikirjoitukset (3.6 ja 8.6.2020, Mikko Lehtonen ja tyoryhmd): “Mitd multasormen tulisi tieta
legionellasta?” Puutarha.net ja Biokierto-blogi.



https://www.ruokavirasto.fi/yhteisot/tieteellinen-tutkimus/tutkimushankkeet/kaynnissa/ruoantuotanto-ja-maaseudun-elinvoimaisuus/legionellabakteerien-esiintyminen-kiertotaloustuotteissa/
https://thl.fi/fi/tutkimus-ja-kehittaminen/tutkimukset-ja-hankkeet/legionellabakteerien-esiintyminen-kiertotaloustuotteissa-legisafe2-?redirect=%2Ffi%2Ftutkimus-ja-kehittaminen%2Ftutkimukset-ja-hankkeet%2Ftutkimukset-ja-hankkeet-aiheittain%2Fymparistoterveys-tutkimukset-ja-hankkeet&utm_source=puutarha.net&utm_medium=content&utm_campaign=partnership
https://www.ruokavirasto.fi/globalassets/yhteisot/tieteellinen-tutkimus/posterit/maunuksela_legionella-posteri.pdf
https://www.ruokavirasto.fi/globalassets/yhteisot/tieteellinen-tutkimus/posterit/maunuksela_legionella-posteri.pdf
https://www.ruokavirasto.fi/yhteisot/tieteellinen-tutkimus/uutisia-tieteellisesta-tutkimuksesta/ihmiseen-tarttuva-legionellabakteeri-yleinen-myos-orgaanisissa-maanparannusaineissa-ja-kasvualustoissa/
https://www.ruokavirasto.fi/yhteisot/tieteellinen-tutkimus/uutisia-tieteellisesta-tutkimuksesta/ihmiseen-tarttuva-legionellabakteeri-yleinen-myos-orgaanisissa-maanparannusaineissa-ja-kasvualustoissa/
https://thl.fi/fi/-/multa-ja-kompostituotteista-saattaa-loytya-legionellabakteereja-tuotteita-ei-kannata-pollyttaa-hengitysilmaan
https://thl.fi/fi/-/multa-ja-kompostituotteista-saattaa-loytya-legionellabakteereja-tuotteita-ei-kannata-pollyttaa-hengitysilmaan
https://www.ruokavirasto.fi/yhteisot/tieteellinen-tutkimus/uutisia-tieteellisesta-tutkimuksesta/kotipuutarhuri-oikeilla-tyotavoilla-valtat-legionelloosin/
https://www.ruokavirasto.fi/yhteisot/tieteellinen-tutkimus/uutisia-tieteellisesta-tutkimuksesta/kotipuutarhuri-oikeilla-tyotavoilla-valtat-legionelloosin/
https://puutarha.net/artikkelit/17305/mita_multasormen_tulisi_tietaa_legionellasta_puutarha_net.htm
https://biokierto.fi/mita-multasormen-tulisi-tietaa-legionellasta/

Lisaksi kesélla 2020 julkaistiin Ruokaviraston ja Suomen Biokierto ja biokaasu ry:n verkkosivuilla
tyoturvallisuusohjeet maanparannusaineiden ja kasvualustojen kasittelijoille legionellabakteerilta
suojautumisen varalle. Hankkeen tuloksista kerrotaan my6s Ruokaviraston tutkimusseminaarissa
syksylla 2020. Hankkeen tieteellisen vertaisarvioidun julkaisun valmistuminen ajoittuu vuodelle
2021.

7. Tulosten kestavyys ja hyddyntaminen

Legionelloja havaittiin  lahes kaikissa tutkituista néytteista ainakin jollain kaytetyisté
analyysimenetelmistd. Saadut tulokset laajentavat aikaisempaa kasitystd legionellabakteerien
esiintyvyydestd. LegiGrow-hankkeessa keratyn kirjallisen aineiston ja molempien hankkeiden
tutkimustulosten perusteella voidaan todeta, ettd legionellabakteerit ovat yleisia useissa
materiaaleissa ja ekosysteemeissd, myos lannoitevalmisteiden raaka-aineissa ja niistd valmistetuissa
lannoitevalmisteissa. Tulosten perusteella legionella ei myoskdan tuhoudu lannoitteiden
valmistusprosesseissa. Legionellalle altistuvat tyontekijat on huomioitu ty6turvallisuuslaissa, mutta
legionellabakteerin aiheuttaman riskin yleisyys ei ole valttdmatta tiedossa kaikilla valmistajilla tai
tuotteiden kayttajilla.

Legionellapitoisuuksien rajoittaminen tuotteissa lainsaddannollisesti on vaikea perustella, koska
bakteeria esiintyy luontaisesti ekosysteemeissa suurina pitoisuuksina, eiké haitallisen pitoisuuden
méaarad tunneta. Tiedottaminen sek& turvallisiin kasittely- ja tyOtapoihin ohjeistaminen on télla
hetkella todenndkoisesti paras tapa ehkéistd sairastumisia ja varmistaa kiertotaloustuotteiden
turvallisuus valmistajille ja kayttajille.

8. Talousraportti (kustannuserittelylomake liitteeksi, ei raporttiin)

Hankkeen kokonaiskustannukset toteutuivat Kkustannusarvion mukaisesti ja hankkeen
yksityiskohtainen kustannuserittely 1.1.2018-30.6.2020 on esitetty liitteessa 1.

9. Suositukset tulevia hankkeita ja ohjelmia varten

Mikali legionellojen pitoisuutta orgaanisissa lannoitevalmisteissa pyritadn hallitsemaan aikaisempaa
paremmin, tulisi tutkimusta laajentaa ymmartdmaan koko systeemin ekologiaa. Keratyn
tutkimustiedon mukaan legionellat ovat luontainen osa ymparistéa, kasvualustojen raaka-ainetta ja
valmistusprosessia. Lampdtilan tiedetaan edistavéan legionellapitoisuuden kasvua tietylla lampdtila-
alueella 20-45°C mutta legionellojen véhentamiseksi tarvitaan Kkuitenkin selvasti kuumemmat
lampdtilat, vahintadn 55 °C. Legionellalle altistuvat tyontekijat on huomioitu ty6turvallisuuslaissa.
Legionellamé&arien rajoittaminen orgaanisissa lannoitevalmisteissa kuten kasvualustoissa
lainsaadanndllisin keinoin on tassa vaiheessa vield vaikea perustella, koska legionelloja on havaittu
hyvin yleisesti tutkituissa materiaaleissa, ja toistaiseksi tartuntoja on tullut ilmi satunnaisesti. Lisaksi
tehokkaita legionellojen torjuntakeinoja tulisi selvittdd perusteellisemmin. Tiedottaminen ja
turvallisiin ty6tapoihin ohjeistaminen on talla hetkelld todennakdisesti toteuttamiskelpoisin ratkaisu
multamaisista tuotteista johtuvien vakavien sairastumisten ennaltaehkaisemiseen.


https://www.ruokavirasto.fi/globalassets/tietoa-meista/asiointi/oppaat-ja-lomakkeet/yritykset/lannoitevalmisteet/ohjeet/legionella-tyoturvallisuusohjeet_lopullinen.pdf

Nyt havaittuja tuloksia tulisi varmistaa tutkimalla lisd4d orgaanisia lannoitevalmistendytteita
keskittyen muutamien yleisimpien raaka-aineiden ja kasittelyprosessien aiheuttamien
legionellapitoisuuksien selvittamiseen ja varmistaa tulokset rinnakkaisilla naytteill. Siihen yhteyteen
olisi hyva saada myts molekyylibiologiaan perustuvaa alkueldinanalytiikkaa, silld alkuel&inten
esiintyvyydell4 voi olla oleellinen rooli legionellojen selviamisessa ja lisd&antymisesséd naissa
aineksissa.

Tulevissakin tutkimushankkeissa voidaan suositella tiivistd yhteistyota tutkimuslaitosten valilla seka
tutkijoiden ettd valvontaviranomaisten valilla. Lisaksi tutkimuksen vaikuttavuutta vahvistaa alan
elinkeinonharjoittajien osallistuminen jo mahdollisimman aikaisessa vaiheessa tutkimushankkeen
suunnitteluun ja toteutukseen.

10. Johtopaatokset

Hankkeen tulosten perusteella voidaan todeta, ettd legionellat ovat yleisid suurinakin pitoisuuksina
kiertotaloustuotteissa. Hygienisointikasittelyt voivat pienentda legionellapitoisuuksia, erityisesti yli
55 °C lampdtila vaikutti tehokkaimmalta legionellabakteerien vahentdmiseen. Lannoitteiden madatys
vahensi my0ds legionellapitoisuuksia. Kompostoinnilla oli sen sijaan legionellapitoisuuksia
suurentava vaikutus. Hygienisointitapojen tehokkuutta ja legionellan yleisyytta tulisi kuitenkin tutkia
lisaa.

Tilastoanalyysien perusteella havaittiin, ettd my0ds valmisteiden raaka-aineilla oli vaikutusta
legionellapitoisuuksiin. Raaka-aineista puuainekset, kasviperéiset ainekset (viherjate, nurmi) ja turve
osoittautuivat tdman aineiston perusteella legionellojen kasvua edistdvind materiaaleina
kiertotaloustuotteissa. Toisaalta tutkitun aineiston perusteella jatevesilietteen vaikutus ei nayttanyt
olevan merkittava valmisteen legionellapitoisuuden ja esiintyvyyden osalta.

Yhteenvetona voidaan todeta, ettd vaikka legionelloja havaittiin l&hes kaikista tutkituista naytteista ja
osasta myo6s suurina pitoisuuksina, raaka-ainevalinnoilla ja kasittelymenetelmilld voidaan
mahdollisesti vaikuttaa lannoitevalmisteiden legionellapitoisuuksiin. Koska legionellabakteeri ei
kuitenkaan valttamatta tuhoudu lannoitteiden valmistusprosessissa, legionellariskistd tiedottaminen
sekd kuluttajien ja valmistajien ohjeistaminen turvallisiin tydskentelytapoihin on télld hetkell&
todennakdisesti paras tapa ehkaista sairastumisia.
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