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1. Hankkeen tausta ja tavoitteet

1.1 Legionelloosit eli legionellabakteerien aiheuttamat infektiot

Legionellabakteerit 16ydettiin vasta 1970-luvun loppupuolella, jolloin niiden todettiin aiheuttaneen
useita keuhkokuume-epidemioita. Legionellat ovat yleisesti kosteassa maaperassa ja vesistdissa,
mutta my0ds puhdistetussa verkostovedessa pienina pitoisuuksina esiintyvia ymparistébakteereja.
Kiinteistovesijarjestelmissa olosuhteet, kuten veden lampdtila ja kéyttotavat ratkaisevat, miten
suuriksi legionellabakteeripitoisuudet kasvavat ja miten ne paésevat levidmaan hengitettavaan
ilmaan. Maa-aineksissa, kuten komposteissa ja multatuotteissa, on myés havaittu kohonneita
legionellabakteeripitoisuuksia ja niihin on liitetty tautitapauksia.

Joutuessaan aerosolina hengitysteihin legionellat voivat aiheuttaa vakavan, jopa kuolemaan
johtavan keuhkokuumeen, legioonalaistaudin. Legionellojen on havaittu aiheuttaneen myos
ensimmadisen havaitsemispaikan, Pontiacin kaupungin perusteella Pontiac-kuumeeksi nimettya
flunssan kaltaista tautimuotoa ilman vakavia keuhko-oireita. Legionellat voivat aiheuttaa infektioita
myo6s keuhkojen ulkopuolella, padsemalla kehoon muun muassa haavojen kautta (Edelstein 1993).
Néité kyseisia infektioita esiintyy lahinna henkil6illa, joilla on heikentynyt vastustuskyky.

Nimettyja Legionella-lajeja tunnetaan yli kuusikymmentd, joista noin puolet voi aiheuttaa ihmiselle
infektioita. Useimmiten legionellooseja on aiheuttanut Legionella pneumophila -laji, ja erityisesti
sen seroryhmé 1. My0s Legionella pneumophila -lajin seroryhmét 2-15 ja 29 muuta Legionella-lajia
voivat aiheuttaa infektioita. Vastustuskyvyltddn heikommat ovat herkimpid sairastumaan
legionelloosiin, mutta legionellat ovat sairastuttaneet myos terveitd. Komposteihin ja
multatuotteisiin liittyvat tautitapaukset ovat olleet Legionella longbeachae -lajin aiheuttamia.
Legionellojen aiheuttamat infektiot voidaan selvittad virtsan antigeenitesteillg, veren
legionellavasta-ainemittauksin, ja yskos-, huuhtelu- ja kudosnéytteiden viljely- ja
varjaysmenetelmin. Naista viime aikoina luotettavimmaksi ja yleisimmaksi menetelmaksi on
osoittautunut virtsan legionella-antigeenien mittaaminen potilasndytteistd. Testi kuitenkin tunnistaa
vain Legionella pneumophila-lajin seroryhmén 1 infektiot, eli muiden taudinaiheuttajalajien ja -
seroryhmien aiheuttamia infektioita ei tdlla menetelmalla havaita.

Legionellan aiheuttamien keuhkokuumeiden maarét ovat olleet Euroopassa kasvusuunnassa.
Viimeisimman julkaistun tiedon mukaan eurooppalaisilla havaittiin vuonna 2016 yhteensa 7084,
vuonna 2017 yhteensa 9259, ja vuonna 2018 yhteensé 11343 legionellojen aiheuttamaa
keuhkokuumetapausta (ECDC 2019). Tapausten lisdantymiseen on vaikuttanut diagnostiikan
parantuminen, sen lisddntynyt soveltaminen ja mahdollisesti myds ilmastonmuutos, mika l[ammitta
kylmaéa talousvetta aikaisempaa enemmén edistden legionellabakteerien kasvua. Suomessa on
havaittu vuosittain noin 15-30 legionelloosia mutta todennakdinen tapausten maéra on kuitenkin
suurempi, arviolta n. 100-200 vuosittain. Erilaisia legionelloositapausryppéita on Suomessa vuoteen
2019 mennessa havaittu 12, joissa sairastuneiden maaré on ollut yhteensd 50 henkil6a.
Tapausrypaiden eli vahintdan kahden samasta lahteesta sairastuneiden ryhmien tartuntaléhteet ovat
olleet vesiperéisia. Yksittéisié legionelloositapauksia liittyen maa-aineksiin on havaittu Suomessa
vuosina 2016 ja 2019.

Legionellapitoisuudet erilaisissa vesijarjestelmissé epidemioiden yhteydessé ovat olleet
suurimmillaan n. 106-10%° pmy/I (pesikkeitd muodostavia yksikoita litrassa). Toisaalta
vastustuskyvyltdén heikompien sairastumiseen saattaa riittdd huomattavasti pienemmaélle, jopa vain
1000 pmy/I siséltavalle vedelle ja siitd ilmaan muodostuvalle aerosolille altistuminen. Maa-
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aineksiin liittyvien tapausten legionellabakteeripitoisuuksista on véhén tietoa, mutta esimerkiksi
kompostoinnin jalkeen voi kompostin legionellapitoisuus helposti nousta miljooniin
pesékkeisiin/gramma. Legionelloosin ihmiselle aikaansaavaa legionellabakteeriannosta ei ole viel&
pystytty luotettavasti selvittdmaan, ja voikin olla, etté se vaihtelee hyvin paljon muun muassa
altistuvan keuhkojen kunnon ja yleisen vastustuskyvyn mukaan. Annosvasteesta kertyy tietoa
hitaasti, silla erityisesti yksittaisten keuhkokuumetapausten, mutta myds legionelloosin aiheuttanut
mikrobityyppi, tartuntaldhde tai legionellapitoisuus, jadvat yha hyvin usein selvittamétta.

1.2 Legionellabakteereihin liittyva lainsdddanto ja ohjeistus

Muutamien yleisten veteen liittyvien sdadosten, kuten talousvesiasetuksen ja allasvesiasetuksen
lisdksi Suomessa on voimassa tyopaikkoihin liittyvaa legionella-aiheista lainsdadant6a. Laajaa
eurooppalaista teknisté legionellaohjeistoa noudatetaan hotelleihin ja muihin majoitusta tarjoaviin
kohteisiin liittyen, sekd muualle kylmé&a talousvettd, lamminta kdyttovettd, jaahdytysvetts ja
poreallasvettd siséltaviin kohteisiin Suomessa. Ty6turvallisuuslakia sovelletaan tyéolosuhteissa,
joissa kasitellaan esimerkiksi jatevesia.

Tyoturvallisuuslaki

Tyoturvallisuuslaissa (738/2002) késitella&n tyon biologisia vaaratekijoitd kohdassa 408, missa
todetaan, ettd tyontekijan altistuminen biologisille tekijoille on rajoitettava niin véhaiseksi, ettei
niistd aiheudu haittaa tai vaaraa tyontekijan turvallisuudelle, terveydelle tai lisdantymisterveydelle.
Mya0s aikaisemman Tyoturvallisuuslain nojalla annetut saddokset aiheesta ovat toistaiseksi
voimassa. Niitd ovat valtioneuvoston asetus (933/2017), sosiaali- ja terveysministerion asetus
(921/2010) ja vastaava EU:n direktiivi (2000/54) tyontekijoiden suojelemiselle vaaroilta, jotka
kaikki liittyvat biologisille tekijoille altistumiseen tydssa. Naiden mukaan Legionella-lajit kuuluvat
biologisten tekijoiden ryhméan 2. Luokittelun mukaan ryhmaan 2 kuuluva biologinen tekija voi
aiheuttaa ihmiselle sairauden, voi olla vaarallinen tyontekijalle, mutta ei kuitenkaan todennékoisesti
levid vaestdon ja tekijan aiheuttamaan sairauteen kéytettavisséa on yleensé tehokas hoito.

Edelld mainittu luokittelu, tydntekijoiden tydolosuhteiden selvittdminen ja vaarojen védhentdminen
my0s biologisten tekijoiden kannalta koskee seuraavia toimintoja: Tyo elintarviketehtaissa;
maatalousty0; ty0, jossa joudutaan kosketuksiin eléinten tai elainperdisten tuotteiden kanssa;
terveydenhoitotyd; tyo erilaisissa laboratorioissa ja tyo jatteidenkasittelylaitoksissa seké
jatevedenpuhdistamoissa. Oheinen tietopaketti yksityiskohtineen on koottu Sosiaali- ja
terveysministerion asetuksen 921/2010 liitteeseen.

Eurooppalainen tekninen legionellaohjeisto

Néytteista viljeleméalld havaittuja legionellabakteeripitoisuuksia voidaan verrata eurooppalaisen
teknisen legionellaohjeiston enimmaispitoisuussuosituksiin. Ohjeistossa on suositeltu kylmalle
talousvedelle, lampimaélle kayttovedelle, jadhdytysvedelle ja porealtaan vedelle
enimmaispitoisuustasoja: European Guidelines Working Group: European Technical Guidelines for
the Prevention, Control and Investigation of Infections Caused by Legionella species, June 2017.
Suurimmaksi sallituksi legionellabakteeripitoisuudeksi suositellaan 1000 pmy/I
jaahdytysjarjestelmille (sivu 73) seka 1000 pmy/l kylmévesi- ja lamminvesijarjestelmille (sivu 96).
Porealtaissa legionelloja ei saa olla havaittavissa (mé&éritysraja noin 100 pmy/I, sivu 100). Edella
mainittuja suuremmat pitoisuudet edellyttdvat uusintandytteitd, torjuntaohjelman tarkistamista ja
mahdollisesti kiireellisid puhdistustoimia. Ohjeistossa ei ole eroja pitoisuusrajoissa eri Legionella-
lajien valilla.



https://www.finlex.fi/fi/laki/ajantasa/2002/20020738
https://www.finlex.fi/fi/laki/ajantasa/2002/20020738
https://www.finlex.fi/fi/laki/alkup/2010/20100921
https://eur-lex.europa.eu/legal-content/FI/TXT/PDF/?uri=CELEX:32000L0054&from=EN
https://www.finlex.fi/fi/laki/alkup/2010/20100921
https://www.escmid.org/fileadmin/src/media/PDFs/3Research_Projects/ESGLI/ESGLI_European_Technical_Guidelines_for_the_Prevention_Control_and_Investigation_of_Infections_Caused_by_Legionella_species_June_2017.pdf
https://www.escmid.org/fileadmin/src/media/PDFs/3Research_Projects/ESGLI/ESGLI_European_Technical_Guidelines_for_the_Prevention_Control_and_Investigation_of_Infections_Caused_by_Legionella_species_June_2017.pdf

Maailman terveysjarjestdn ohjeisto

WHO:n laajassa legionellaohjeistossa Legionella and the Prevention of Legionellosis korostetaan
vesijarjestelmien hyvaé kunnossapitoa legionelloosien estamiseksi (WHO 2007). Myds kasvualustat
ja kompostit ovat ohjeistossa mukana legionelloosien tartuntaldhteind mutta niiden
enimmaispitoisuudelle ei ole annettu raja-arvoja tai suosituksia.

1.3 Legionellat ja muut mikrobit ymparistossa

Legionellat saattavat paasté vesijarjestelmista ilmaan suurina pitoisuuksina esimerkiksi suihkujen,
hanojen, porealtaiden, jadhdytystornien, ilmastusaltaiden, bioreaktorien ja ilmankostuttimien kayton
aiheuttaman aerosolin mukana seké puhdistustoimien yhteydessa. Erityisié riskiryhmié ovat
ikaantyneet, vastasyntyneet ja vastustuskyvyltaéan heikommat. Legionelloille voivat
poikkeuksellisen haitallisesti altistua myos tydssaan legionelloja sisaltavia materiaaleja kéasittelevat
tyontekijat ja laitteita puhdistavat huolto- ja kunnossapitotyontekijat. Huomioitavaa on myas se, etta
aerosolit voivat haitallisesti levita laajalle, esimerkiksi jadhdytysjarjestelmien legionellat ovat
levinneet paastolahteesté jopa 6 km etéisyydelle aiheuttaen infektioita.

Viime vuosina on huomattu, ettd kylméan talousveden legionellabakteeripitoisuus voi kasvaa
huomattavan suureksi kylmén talousveden lammetessé selvésti yli 20 °C:n, mité helposti tapahtuu
veden seistessa kayttdmattomissa putkiosuuksissa. Monissa legionelloositapauksiin yhdistetyisséa
kiinteistovesijarjestelmissd on viime vuosina Suomessa kaytetty klooriyhdisteita kylman
talousveden legionellabakteeripitoisuuksien pienentdmiseksi. Koko véeston tasolla legionelloille
altistumisen pienentdmisen kannalta on tarkeaa, ettd lammin kéayttdvesi pyritaan pitdmaan tasaisesti
vahintaan 55 °C lampotilassa joka kohdassa jarjestelmad, kuten on uusimmassa YM:n asetuksessa
my6s maaratty (1047/2017). Liséksi lampiman veden varaajassa/lammonsiirtimessé tulee veden olla
viela kuumempana mutta korkeintaan 65 °C. Suurissa kiinteistoissé kuten sairaaloissa naiden
lampotilojen saavuttaminen voi olla vaikeaa. Lisdksi avoimien tornillisten jaahdytysjarjestelmien
vesi tulisi kasitella mikrobien torjuntakemikaalein eli biosidein sd&nndllisesti, silla ne ovat
legionelloille erityisen helppoja kasvu- ja leviamiskohtia. Jatevedenpuhdistamoilla suurimmat
legionellapitoisuudet esiintyvéat vedessa ja lietteessd, ja niiden paasya ilmaan on vaikea estaa. Siella
hengityssuojaimien kayttd on joskus ainoa varma keino estaa tartunta.

Ongelmalliseksi legionellojen torjumisen erilaisissa ymparistoissé tekee niiden hyva kestavyys
verkostoveden normaalille pienelle klooripitoisuudelle (n. 0.1 mg/l), laaja kasvun lampdtila-alue
(ainakin 20-45°C), yleinen esiintyminen maaperéssa, ja suosiolliset kasvuolosuhteet lamminta vetta
sisaltavissa vesijarjestelmatyypeissa. Suomalaisissa tutkimuksissa noin 30 % tutkituista lampiman
kayttoveden jarjestelmistd ja 50 % jadhdytysvesijarjestelmistd on siséltanyt viljeltavia
legionellabakteereja (Zacheus and Martikainen 1994; Kusnetsov 1997). Erilaisten maa-ainesten
sisaltamisté legionellapitoisuuksista Suomessa ei ole aikaisempaa tutkimustietoa.

1.4 Tavoitteet

Hallitsemalla kierratykseen sisaltyvat riskit voidaan turvallisesti tehostaa ravinteiden ja orgaanisen
aineen Kiertoa maa- ja puutarhataloudessa. Hankkeen tavoitteena oli edistaa turvallisten
kasvualustojen kehittdmistd. Hankkeessa koottiin julkaistua tutkimustietoa liittyen
legionellabakteerien esiintymiseen maa-aineksissa ja tutkittiin kokeellisesti erityyppisten
kasvualustavalmisteiden ja niiden raaka-aineiden legionellapitoisuuksia ja séilytyksen vaikutusta
legionellapitoisuuksiin. Pyrkimyksend oli arvioida erilaisten teollisuuden ja maatalouden
sivuvirtojen kayttoa kierratysravinteina seka arvioida ja kehittaa alaan liittyvaa lainsdadantoa
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legionellan osalta hankkeessa saatujen tulosten perusteella. Hankkeen tulosten perusteella
ohjeistetaan tuotteiden kuluttajia ja valmistajia tuotteiden turvalliseen kéasittelyyn. Parhaimmillaan
voidaan ennaltaehkaista vakavia sairastumisia turvallisella tuotteiden valmistamisella ja tarjota
ammattilaisten ja kuluttajien kayttoon turvallisempia tuotteita.

2. Osapuolet ja yhteisty6

Hanke toteutettiin Ruokaviraston koordinoimana yhteistydssé Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen
(THL) kanssa. Hankkeen vastuullisena johtajana toimi Ruokaviraston tutkimusjohtaja Liisa
Maunuksela ja valvontaan ja ndytteenottoon liittyving asiantuntijoina ylitarkastajat Titta Berlin,
Marja Lehtolainen ja Merja Torniainen. Ruokaviraston tutkija Mikko Lehtonen vastasi hankkeen
kirjallisuusselvityksen tekemisesté. Legionellan maaritysmenetelmista ja legionella-
asiantuntijuudesta vastasivat THL:n erikoistutkija Jaana Kusnetsov sekd tutkijat Pia Rasénen ja Piia
Airaksinen. Tulosten julkaisu, viestintd ja raportointi tehtiin kaikkien osallistujien yhteistyona.
Ruokaviraston ja THL:n tutkijat ovat tehneet vastaavaa yhteistydtd aiemmin, joten roolit olivat
selvat eika vastuiden jakamisessa tai tyon toteutuksessa ollut ongelmia.

3. Tulokset
3.1 Menetelmat ja aineisto

3.1.1 Kirjallisuusselvitys

Kirjallisuusselvityksessa haettiin julkaistua tietoa legionellojen esiintymisestd kasvualustoissa ja
ymparistossa, sekd multamaisten materiaalien aiheuttamista legionellooseista pois lukien
vesiympdristot. Haku tehtiin huhtikuussa 2019 Web of Science julkaisutietokannan (Clarivate
Analytics) avulla. Asetuksina kéytettiin perushakua kaikista tietokannoista ilman vuosirajausta
hakusanoilla Legionell* tai Legionnair* tai Pontiac* aiheen mukaan, ja saadut hakutulokset
tarkennettiin sanoilla Garden tai Soil tai Compost tai Environment. Tulosten otsikot kaytiin
manuaalisesti 1api, ja otsikon perusteella olennaisten julkaisujen tiivistelmét luettiin. Tiivistelmien
perusteella luettujen olennaisten julkaisujen lahteet ja julkaisuun viittaavat uudemmat julkaisut
kaytiin 1api kuten edelld.

3.1.2 Tutkimuskohteet

Yhteensa 20 kpl ndytteité otettiin vuonna 2019 helmikuun ja syyskuun vélisell& ajalla. Suurin osa
naytteista otettiin Ruokaviraston vuosittaisten valvontasuunnitelman mukaisten valvontakdyntien
yhteydessd, yhteensé 11 paikkakunnalta eri puolelta Suomea. Tutkittavaksi otettiin 11 kappaletta
erilaisia kasvualustoja, joita olivat seosmullat, kompostimullat, turveseokset ja kookoskasvualustat.
Kompostimullan raaka-aineina oli kaytetty lantapohjaista kompostia, turvetta, maa-aineksia seka
puupohjaisia aineksia kuten puunkuorta ja kuitulietettd. Muissa kasvualustoissa oli raaka-aineena
erilaisia maa-aineksia, turvetta ja kalkitusaineita.

Liséksi tutkittiin viittd eri kasvualustan raaka-ainetta: Sammalta, broilerin lantaa, moreenia,
maatunutta kuorta ja turvetta. Kontrollina ja legionellataustapitoisuuksien selvittamiseksi
analysoitiin myos nelja peltomaandytetta pelloilta, joilla ei ollut kaytetty
kierratyslannoitevalmisteita. Peltomaandytteet otettiin kahdesta eri kohteesta kyntdkerroksen
alapuolelta n. 30 cm syvyydesté. Kaikki legionellanéytteet otettiin aseptisesti ja sdilytettiin viiledssé



analysointiajankohtaan asti. Ndytteiden homogenointi ja osanéytteiden jakaminen tehtiin
Ruokaviraston laboratoriossa.

Sailytyksen vaikutusta kasvualustojen legionellapitoisuuksiin tutkittiin analysoimalla kahden
naytteen legionellapitoisuudet ennen ja jalkeen kolmen kuukauden muhituksen. Tuotteiden
varastoinnin vaikutuksia simuloitiin altistamalla naytteet lampatilavaihteluille. Naytteité silytettiin
12.6.-9.9.2019 vilisen ajan Ruokaviraston katolla tuotepakkauksissaan ympaéristolta suojattuna.

Néaytteiden mikrobiologinen laatu selvitettiin tutkimalla naytteisté legionellat viljellen ja
molekyylibiologisilla qPCR-menetelmilla seka heterotrofiset bakteerit viljelymenetelmilla.

3.1.3 Legionellat viljelymenetelmin

Néytteiden legionellojen viljelyyn perustuvana tutkimusmenetelmana kaytettiin standardiin 1SO
11731:1998 perustuvia THL:n TO11-ohjetta ja TO22-ohjetta. Liséksi otettiin kdyttoon SFS-EN 1SO
11731-2017-standardin mukaiset lisamalja-alustat. Naytteet kuumennettiin ja happopestiin ennen
lisamaljoille viljelya. Tutkittu ndytemé&éara oli yleensé 1 gramma, josta naytteiden pienimmaksi
havaittavissa olevaksi legionellapitoisuudeksi saatiin laskennallisesti 50 pmy/g. Pmy/g on
pesakkeen muodostavia yksikkoitd grammaa kohti. Viljelyalustoina kéytettiin GVPC- ja BCYE-
alustoja ja ndytealustoja inkuboitiin 36°C kasvatuslampdtilassa 10 vuorokautta. THL:n laboratorio
osallistuu kansainvaliseen vesindytteiden legionella-analyysien laaduntarkkailuohjelmaan (Public
Health England, External Quality Assessment Scheme for Legionella Isolation from Water, Lontoo,
UK). Taulukossa 1 on eroteltuna tassé hankkeessa kaytetyt erilaisten legionellojen analysointitavat.

3.1.4 Legionellat geeniosoitusmenetelmin (QPCR)

Legionellabakteerien esiintymisté ja pitoisuuksia selvitettiin myds geenimonistukseen perustuvilla
menetelmilla (QPCR, kvantitatiivinen polymeraasiketjureaktio). Kaytetyt qPCR-analyysit
perustuivat aikaisemmin julkaistuihin qPCR-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 syvajaadhan ennen
nukleiinihappojen eristamista ndytteista. Nukleiinihapot (DNA ja RNA) eristettiin kaupallisella
eristyskitilla (Inkinen et al. 2019), ja niiden pitoisuus méaaritettiin Qubit-laitteen avulla. Eristetty
nukleiinihappo toimi lahdemateriaalina qPCR-reaktiossa, jossa kohdegeenin osaa monistettiin
sykleittéin reaktion aikana. Kohdegeenin monistuminen voitiin havaita fluoresenssisignaalina
gPCR-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 seroryhmalle 1. Kohdegeenista voi olla useita
geenikopioita bakteerisolun perimassa bakteerisolun aktiivisuudesta ja kohdegeenista riippuen.
QPCR- ja viljelytuloksien kvantitatiivisia arvoja ei voi siten verrata suoraan toisiinsa, eika qPCR-
menetelmille ole vield olemassa omia toimenpideraja-arvoja legionelloille toisin kuin
viljelytuloksille. QPCR-tuloksista voidaan arvioida bakteerisolujen elavyyttd, jos kohteena on
RNA-molekyyli.



Taulukko 1. Legionellojen eri méaritysmenetelmét.

Merkinta

| Analysointitapa

| Analysointikohde

Viljelymenetelmat (pmy/g)

Legionellat, yhteensa

viljely

kaikki el&vét kasvukykyiset legionellat
yhteensé

Legionella pneumophila seroryhmat 1
ja2-14

viljely, erotetaan seroryhmat 1 ja 2-4
erikseen

elavat kasvukykyiset Legionella
pneumophila-lajin legionellat

Legionella longbeachae

viljely ja tyypitys PCR:114

elavét Legionella longbeachae-lajin
legionellat

Legionella bozemanii

viljely ja tyypitys PCR:114

elavat Legionella bozemanii-lajin
legionellat

Legionella, muut lajit

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

elavat kasvukykyiset muut kuin
Legionella pneumophila-lajin
legionellat

Geeniosoitus (QPCR-menetelméat, GC/

N—

Legionella-suku, 16S-RNA

gPCR-analyysi, sisaltaa
nukleiinihappojen eristdmisen, RNA:n
kasittelyn ja gPCR-reaktion

Legionella-suku, elavét

Legionella-suku, 23S-DNA

gPCR-analyysi, sisaltaa
nukleiinihappojen eristdmisen ja
gPCR-reaktion

Legionella-suku, ei elavyyden
arviointia

Legionella pneumophila, seroryhmét
1-15

gPCR-analyysi, sisaltad nukleiini-
happojen eristdmisen ja gPCR-reaktion

Legionella pneumophila-laji, ei
eldvyyden arviointia

Legionella pneumophila, seroryhmé 1

gPCR-analyysi, sisaltad nukleiini-
happojen eristdmisen ja gPCR-reaktion

Legionella pneumophila-lajin
seroryhma 1, ei eldvyyden arviointia

Legionella longbeachae

gPCR-analyysi, sisaltad
nukleiinihappojen eristdmisen ja
gPCR-reaktion

Legionella longbeachae-lajin
legionellat, ei elavyyden arviointia

Legionella bozemanii

gPCR-analyysi, sisaltaa
nukleiinihappojen eristamisen ja
gPCR-reaktion

elavéat Legionella bozemanii-lajin
legionellat, ei eldvyyden arviointia

3.1.5 Heterotrofiset bakte

erit

Heterotrofibakteereja tutkittiin R2A-alustalla kayttéden 20 °C:n kasvatuslampdtilaa ja 14 vrk:n
kasvatusaikaa. Pienin mahdollinen havaittavissa oleva bakteeripitoisuus oli ndytemaarasta

laskennallisesti 50 pmy/g. Heterotrofisilla bakteereilla tarkoitetaan kaikkia niitd bakteereja, jotka

kayttavat hiililahteendédn orgaanisia yhdisteita. Bakteerien pitoisuuksia maéaritettaessa talla

yleisalustallakin viljelymenetelmalla saadaan selville vain osa bakteerien pitoisuudesta koska kaikki

bakteerit eivat kasva kaytetylla

alustalla.

3.1.6 Tilastolliset analyysit

Tuloksia analysoitiin tilastollisin testein (SPSS, versio 26). Tilastollisissa analyyseisséa keskityttiin

selvittdméaan eri ndytemateriaalien ja raaka-aineiden vaikutuksia legionellapitoisuuksiin. Koska
testattava aineisto on useiden nollatuloksien vuoksi jakaumaltaan vinoutunut, kéytettiin ei-
parametrisia testejd, jotka perustuvat jarjestyslukujen kayttoon ilman olettamuksia jakauman
muodosta. Tilastollisiin analyyseihin otettiin mukaan vain 20 ensimmaisté naytetta, eli ei 3 kk
mubhitettuja ndytteitd, silla ne olivat jo kertaalleen aineistossa mukana. Legionella- ja
heterotrofibakteerien pitoisuuden yhteytta selvitettiin Spearmanin korrelaatiotestilla.
Viljelypositiivisten ja viljelynegatiivisten legionellatulosten jakautumista eri raaka-aineita

sisaltaviin ryhmiin ja jakautumisen merkitsevyytta selvitettiin ristiintaulukoinnin ja Khin nelidtestin
avulla ja legionellapitoisuuden vaihtelua eri luokissa esimerkiksi ainesosien ja ajankohdan mukaan
Kruskall-Wallisin testin ja mediaanitestin avulla.



3.2 Tulokset

3.2.1 Kirjallisuusselvitys julkaistuista muista tutkimuksista kasvualustojen
legionelloista

Legionella-suvun esiintymisestd kasvualustoissa, kasvualustojen raaka-aineissa ja maaperassa tai
néiden kasittelyn aiheuttamista sairastumisista 16ytyi 52 julkaisua tai raporttia vuosilta 1978-2018.
Julkaisujen méaré on kasvanut tasaisesti 1970-luvun lopulta lahtien, mutta multamaisten aineksien
legionellojen aiheuttamien infektioiden maara on todennakaisesti julkaistua madrad suurempi silla
keuhkokuumeiden taudinaiheuttajaa ei aina diagnosoida. Legionelloja esiintyy yleisesti sek&
maaperéassa ettd komposteissa ja kasvualustoissa. Yksittaisia kasvualustojen komponentteja on sen
sijaan tutkittu vahan (Taulukko 2). Legionellojen yleisyys ympéristossamme alkaa vasta valjeta
uusien tutkimusten ja aiempaa herkempien geenimonistusmenetelmien myo6té. Vaikka kattavia
ymparistokartoituksia vesiympérist6ja lukuun ottamatta ei suku- tai lajitasolla juurikaan ole,
tietokannoista saatavan julkaistun sekvenssidatan meta-analyysissa lahes neljanneksessa 1687
analysoidusta sekvensointiprojektista (87955 ndytettd) esiintyi Legionellales-lahkoon kuuluvia
bakteereja (Graells et al. 2018). On huomattava, etté legionellabakteerin havaitsemisraja on noin
sata solua grammassa tutkittavaa materiaalia (Conza, Casati, and Gaia 2013), ja tatd pienemmét
bakteeriméarat jaavat havaitsematta tutkimuksissa. Kasvualustojen turvallisuutta ajatellen
bakteerien yleisyyden liséksi tarvitaan lisatietoa olosuhteista, joissa bakteeripitoisuus kasvaa
haitalliseksi.

Legionellabakteerin viljelyominaisuudet keinotekoisella ravintoalustalla viittaavat siihen, etté se ei
olisi ympéristossé vapaasti elavé bakteeri. Ensimmaisissa aihetta selvittaneissa laboratoriokokeissa
L. pneumophila tartutti Acanthameboae- ja Naegleria-sukujen ameboja ja lisdéntyi
fagosytoosirakkuloissa niiden sisélld. Tutkimuksessa esitettiin, ettd legionella tarttuisi ihmisiin
hengitysteitse amebassa muodostuvien bakteereja sisaltdvien rakkuloiden tai kokonaisten amebojen
valitykselld, jolloin annos olisi 50, tai ameban sisdé&nhengityksessé jopa 1000 bakteeria kerralla.
Tama mekanismi selittdisi miksi legionella ei tartu potilaasta toiseen (Rowbotham 1980). Nykyisin
tiedetéan, etta legionella voi amebojen liséksi tartuttaa monenlaisia organismeja kuten ripsieldimia,
limasienia ja sukkulamatoja, ja lisdéntya alkueldinten ulkopuolella biofilmeissa muiden mikro-
organismien erittdmien ravinteiden avulla (Fields et al. 1984; Hellinga et al. 2015; Boamah et al.
2017; Taylor, Ross, and Bentham 2009). Valtaosassa bakteeri—isanta-tutkimuksia on kéytetty L.
pneumophila -lajia, mutta muutkin Legionella-lajit voivat tartuttaa alkuelaimia (Wadowsky et al.
1991; Neumeister et al. 1997).

Padosa noin kolmestakymmenesté tunnetusta legionellan iséntélajista kuuluu ameboihin tai
ripsieldimiin, jotka ovat orgaanista jatetta hajottavia bakteerinsydjia (Boamah et al. 2017; Taylor,
Ross, and Bentham 2009). Né&itd mikroskooppisia alkueldaimié esiintyy kaikkialla — maassa, merissa,
vesistoissé, pohjavedessa ja ilmakehé&ssé, eléinten ja kasvien pinnalla, selkdrankaisten sisélla, seka
aariolosuhteissa syvanmeren sedimenteisté jadjarviin. Bakteerien saalistajina ne vapauttavat
ravinteita ja toimivat paalinkkind mikro- ja makrosysteemien valilla (Rodriguez-Zaragoza 1994;
Foissner 1998; Dopheide et al. 2009). Biologista aktiivisuutta lisdavat tekijat kuten kosteus,
lampatila ja ravinnemadran kasvu lisdavét ensin heterotrofisten bakteerien, ja tdmén seurauksena
bakteereja sydvien alkueldinten méaraa ymparistossa (Clarholm 1981; Bonanomi et al. 2019).
Legionella pystyy valttdamaan hajotuksen ravinnoksi alkueldinsolussa ja jakaantumaan alkuel&dimen
sisalld (Rowbotham 1980; Wadowsky et al. 1988), tai joissain tapauksissa kulkemaan alkueldimen
lapi jakautumatta (Berk et al. 2008). Alkueléinten siséll& legionellabakteerit erilaistuvat
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kestomuodoiksi, jotka kestavat antibiootteja ja ravinnonpuutetta, desinfiointikemikaaleja seka
korkeaa pH:ta ja ovat huomattavasti virulentimpia kuin jakautumisvaiheessa olevat tai
ravintoalustalla kasvatetut bakteerit (Cirillo, Falkow, and Tompkins 1994; Gardufio et al. 2002;
Koubar et al. 2011). Kestomuodot ovat aineenvaihdunnaltaan lahes inaktiivisia ja hyvin
ympaéristossa sailyvié, suotuisat olosuhteet aktivoivat ne jalleen jakautumaan (Ewann and Hoffman

2006).
Taulukko 2. Ympdriston, kasvualustojen ja kompostien legionellat ja legionelloosit.
. .. Pitoi- Potilas/ ..
Materiaali Lajit we e Viite
] suus  Ymparisto
Maapera Legionella spp. - Y (Addiss et al. 1989)*
Maapera L. pneumophila - P, Yt (Amemura-Maekawa et al. 2012)
Maapera Legionella spp. - Y (Conwill et al. 1982)*
Maapera Legionella spp. - Y (Cordes et al. 1980)*
Maapera Legionella spp. - Y (Eng et al. 1984)*
Maapera Legionellabakteeri - P (Haley et al. 1979)*
L. pneumophila, L. longbeachae,
Maapera (teollisuuden Fi%bmgdwwmyL o B v (Kuroki et al. 2007)
saastuttama) jamestowniensis, L. impletisoli, L.
yabuuchiae
4 L. longbeachae, L. pneumophila,
Maapera Legionella spp. P, Y (Marchand et al. 2018)
Maapera Legionella spp. - Y (Morris et al. 1979)*
Maapera Legionella sp. - Y (Newsome et al. 1998)
Maapera L. bozemanii - Y (Parry et al. 1985)*
Maapera L. longbeachae, Legionella spp. - P,Y (Picard-Masson et al. 2016)
Maapera Legionellabakteeri - Y (Thacker et al. 1978)*
Maapera L. pneumophila - P,Y (Wallis and Robinson 2005)
L. pneumophila, L. longbeachae,
) L. feeleii, L. gormanii, L. . .
Maapera gratiana, L. wadsworhtii, - P, Yt (van Heijnsbergen et al. 2014)
Legionella spp.
Maaperé/seosmulta L. longbeachae, Legionella spp. - P, Y Jureen et al. 2019
) L. pneumophila, L. longbeachae, 103-10* (Steele, Moore, and Sangster
Maapera/seosmulta § L. bozemanii, Legionella spp. pmy/g Y 1990)
L. pneumophila, L. bozemanii,
L. micdadei, L. longbeachae, L.
sainthelensi, L. feelei, 3 105 Co A
Seosmulta L. birminghamensis, Legionella 10°-10° 1 (Casati, Gioria-Martinoni, and
- - A pmy/g Gaia 2009)
gratiana, L. jamestowniensis, L.
nautarum, L. quinlivanii,
L. londiniensis, Legionella spp.
Seosmulta L. longbeachae - P, Y (Cramp et al. 2010)
Seosmulta L. longbeachae - P, Y (den Boer et al. 2007)
Seosmulta L. longbeachae - P (DeWit, Guy, and Foster 1996)*
Seosmulta L. longbeachae B P.Y (Dhillon, Bastiampillai, and Hong
2009)
Seosmulta L. longbeachae - P (Hannivoort and Vlaar 2017)
L. pneumophila, L. longbeachae,
Seosmulta L.' b(_)zema_mu,_L. micdadei L. - P, Yi (Koide et al. 1999)
cincinnatiensis, L
birminghamensis
L. pneumophila, L. longbeachae,
i inci i i 2_104
Seosmulta# L. queman_u, L. (_:mc_mnatlen5|s_, 10°-10 Y (Koide, Arakaki, and Saito 2001)
L. micdadei, L. birminghamensis, pmy/ml

L. oakridgensis
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Taulukko 2 jatkuu. Ympdriston, kasvualustojen ja kompostien legionellat ja legionelloosit.

. .. Pitoi- Potilas/ .
Materiaali Lajit < - .. Viite
suus  Ymparisto
Seosmulta L. longbeachae - P (Mentula et al. 2014)
Seosmulta L. longbeachae - P, Y (Potts et al. 2013)
Seosmulta L. longbeachae - Y (Ross, Mee, and Riley 1997)
Seosmulta L. longbeachae - P (Speers and Tribe 1994)*
2_105
Seosmulta L. longbeachae 10°-10 P Y (Steele, Lanser, and Sangster
pmy/g 1990)
Seosmulta Legionella spp. - Y (Whiley, Taylor, and Bentham
2011)
Seosmulta L. longbeachae - P, Y THL 2019
Seosmulta/komposti L. longbeachae, Legionella spp. - P, Y Anonymous 2000
L. pneumophila, L. longbeachae,
ii i 3105
Seosmulta/komposti L. bozer_n_anu, L. dumoffii, L. 10°-10 Y (Velonakis et al. 2010)
gormanii, pmy/g
L. jordanis, L. micdadei, L. anisa
Seosmulta/puutarhamulta | L. pneumophila, Legionella spp. - P,Y (Schalk et al. 2014)
L. pneumophila, L. longbeachae,
. L. bozemanii, L. micdadei, L. 10%-10°
Puutarhamulta/komposti quinlivanii, L. santicrucis. L. pmy/g Y (Hughes and Steele 1994)
anisa, L. spp.
Puutarhamulta/komposti L. longbeachae - P,Y (Kubota et al. 2007)*
L. pneumophila, L. longbeachae,
L. sainthelensi, L. cincinnatiensis, . .
Puutarhamulta L. bozemanii, L. feeleii, L. — P, Y1 (van Heijnsbergen et al. 2016)
wadsworthii, L. anisa
L. pneumophila, L. bozemanii, L.
Komposti feelei, L. micdadei, L. — Y (Conza, Pagani, and Gaia 2013)
longbeachae
L. pneumophila, L. bozemanii, L.
. cincinnatiensis, L. feeleii, L. (Conza, Casati Pagani, and Gaia
Komposti micdadei, L. londiniensis and L. - Y 2014)
oakridgensis
L. pneumophila, L. longbeachae,
L. micdadei, L. sainthelensi, L. 10¢
Komposti feeleii, L. birminghamensis, L. Y (Currie et al. 2013)
S S pmy/g
spiritensis, L. quateirensis, L.
gormanii, Legionella spp.
5
Komposti L. longbeachae 10 P,Y (Lindsay et al. 2012)
_ Pm)/3/9
Komposti L. pneumpphl_la, L. 10 Y (McCabe et al. 2011)
cincinnatiensis pmy/g
Komposti L. longbeachae - (Patten et al. 2010)
2_105
Komposti L. longbeachae l;?myl/(g) P, Y (Pravinkumar et al. 2010)
L. pneumophila, L. longbeachae,
ii inci i i 2_105
Kompostoitu puu L. queman_u, L. cmcmn_gatlensw, 10°-10 Y (Koide, Arakaki, and Saito 2001)
L. micdadei, L. gormanii, pmy/ml
Legionella spp.
Kompostoitu puun kuori Legionella spp. - Y g%tgg;e, Moore, and Sangster
L. pneumophila, L.bozemanii, L.
inci i i 3_108
Kompostointilaitos cincinnatiensis, L. . . 10°-10 Y (Casati et al. 2010)
jamestowniensis, L.micdadei, L. pmy/g
oakridgensis
L. pneumophila, L. micdadei, L.
Puu gormanii, L. longbeachae, L. - P, Yi (Koide et al. 1999)
bozemanii, Legionella sp.
Sahanpuru Legionella spp. - Y (gtgg;e, Moore, and Sangster
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Taulukko 2 jatkuu. Ympdriston, kasvualustojen ja kompostien legionellat ja legionelloosit.

. .. Pitoi- Potilas/ -
Materiaali Lajit < - .. Viite
suus  Ymparisto
6

Nurmikkomulta L. longbeachae, L. bozemanii pr%w?//g P, Y Kinnunen et al. 2017

L. pneumophila, L. bozemanii,

L.anisa, L. erythra, L. feeleii, L.
Asuinymparistot gormanii, L. quateirensis, L. - P, Yt (Travis et al. 2012)

quinlivanii, L. rubrilucens, L.

sainthelensi, Legionella spp.
(Puutarhatyot) L. longbeachae - P (de Bruin et al. 2018)
(Puutarhatyot) L. longbeachae - P (Kenagy et al. 2017)
(Puutarhatyot) L. longbeachae - P (O’Connor et al. 2007)
(Puutarhatyot) L. longbeachae - P (Okazaki et al. 1998)*
(Puutarhatyot) L. longbeachae - P (Wei et al. 2014)
(Puutarhatyot) L. longbeachae - P (Wright et al. 2012)

T Ympéristondyte vastasi aiemmin tyypitettyd potilasndytettd. 1 Ympadristondytteen ei vahvistettu vastaavan
potilasnadytettd. * Cit. (van Heijnsbergen 2017). 8 Turve, sammal ja hiekka negatiivisia. # Turve ja savi negatiivisia.

3.2.2 Legionellat kasvualustoissa, raaka-aineissa ja ymparistossa

Tutkimushankkeen kokeellisessa ty6ssa havaittiin legionelloja viljellen vain kahdesta ndytteesta
tutkituista 20 alkuperdisesté ndytteestd ja yhdestd toistamiseen tutkitusta séilytetystd ndytteesta. Eri
gPCR-menetelmilld havaittiin legionelloja jokaisesta ndytteesta (Kuva 1).

Taulukkoon 3 on koottu legionellapositiiviset ndytteet eri menetelmilla todettuina. Tutkittava Kiinted
matriisi osoittautui haastavaksi, koska muuta mikrobikasvustoa kasvoi maljoilla maéaréllisesti
legionelloja huomattavasti enemman ja nopeammin. Néin ollen osa muista mikrobeista saattoi myos
estad legionellojen kasvua tehokkaasti erittdmilladn aineenvaihduntatuotteilla eli viljelymenetelmélla
todennakdisesti saatiin paljon véaria negatiivisia tuloksia.

Myods qPCR-analyyseissa oli haasteita johtuen ndytematriisista. Osassa naytteistd oli havaittavissa
néytematriisista johtuvaa inhibitiota. QPCR-menetelm& osoittautui kuitenkin viljelymenetelméa
luotettavammaksi, koska silla saatiin todennékdisemmin kiinni positiiviset legionellatulokset. Kun
kaikki gPCR-menetelméat otettiin huomioon, jokaisesta ndytteestd havaittiin jollain gPCR-
menetelmalld legionelloja. Taulukkoon 3 on koottu myds keskiarvot, hajonnat, minimi- ja
maksimiarvot 20 ndytteesta.
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Tutkimuksen ndytteet (N=20 ndytettd vuonna 2019)

Kuva 1. Tutkittujen naytteiden legionellapitoisuudet ja heterotrofibakteeripitoisuudet. Kuvassa on
tulokset menetelmistd, joista saatiin yksikin positiivinen 16ydds. Osa gPCR-tuloksista oli alle
madritysrajan, vaikka legionelloja havaittiinkin. Namé havainnot on merkitty laatikkomuodossa (+)
kuvaan.
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Taulukko 3. Mikrobiologiset tulokset aineistossa, N = 20.

viljely

Muuttuja Positiiviset | Yksik- | Minimi Maksimi | Keskiarvo | Hajonta
naytteet ko (aritmeet-
kpl (%) tinen)
Legionellat, yhteensa, 2 (10%) pmy/g
viljely 0 75x10° | 43x10* | 1,7x10°
Legionella pneumophila | 0 (0%) pmy/g
i} - 0 0 0 0
seroryhmé 1, viljely
Legionella pneumophila | 0 (0%) pmy/g
. . 0 0 0 0
seroryhmat 2-14, viljely
- - 5
L_eglonella, muut lajit, 1 (5%) pmy/g 0 1.0 x 10° 5.0 10° 2.2 x10¢
viljely
i 0,
L_eglonella longbeachae, | 1 (5%) pmy/g 0 2 5% 10° 13x10¢ | 5.6x 10°
viljely
- — 5
L_eglonella bozemanii, | 1 (5%) pmy/g 0 5.0 x 10° 25x10¢ | 1.1 10°
viljely
Legionella-suku, 16S- 19 (95%) GClg 3 6 5 6
RNA. qPCR 40x10° | 46x10 7,3x10 1,3x10
Legionella-suku, 23S- 19 (95%) GClg 6 5 5
DNA, gPCR 0 3,8x10 58x10 9,4x10
Legionella pneumophila, | 2 (10%) GClg 3 ) )
seroryhmat 1-15, gPCR 0 4,1x10 2,7x10 9,4x10
Legionella pneumophila, | 0 (0%) GClg 0 0 0 0
seroryhma 1, gPCR
i 0,
Legionella longbeachae, | 1 (5%) GClg 0 3.1 x 10* 16x10° | 6.9 x 10°
gPCR
- — 3
Legionella bozemanii, | 3 (15%) GClg 0 13 % 10° 6.6x10° | 2.9 10¢
gPCR
- - 5
Heterotrofiset bakteerit, 20 (100%) | pmy/g 18x10° | 28x10° | 1.9x10° | 6.2 x 10°

Kuvissa 2-3 on kahden muhitetun ndytteen legionellapitoisuudet. Muhituksen aikana

legionellapitoisuudet seké pienenivét etta suurenivat.
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B Legionellat yhteens, viljely, pmy/g = Llongbeachae vilj. pmy/g

® L. bozemanii vilj. pmy/g m Legionella gPCR, GCfg
B Lspp qPCR RNA, GC/g L. pneumophila gPCR, GC/g
L.longheachae gPCR, GC/g M L. bozemanii gPCR, GC/g
# Heterotrofibakteerit, pmy/g
1,0E+11
= 1,0E+10
& 1,0E+09 - +
S 1,0e:08
o
£ 1,0e407
m
= 1,0E+06
=2
£ 1,0e+05
1,0E+04
1,0E+03
1,0E+02
1,0E+01
1,0E+00 1
Ennen Kesan jalkeen

Seosmulta (Legigrow-5) ennen ja jilkeen muhituksen (vuonna 2019)

Kuva 2. Sdilytyksen vaikutus seosmultandytteen legionellapitoisuuksiin. Pitoisuuksissa havaittiin
alle kertaluokan pienenemisté (-88 %) séilytyksen aikana. Naytteen heterotrofibakteeripitoisuus
pieneni (-28 %).

B Legionellat yhteenss, viljely, pmy/g W Llongbeachae vilj. pmy/g
B L. bozemanii vilj. pmy/g M Legionella gPCR, GC/g
B Lspp qPCR RNA, GC/g L. pneumophila gPCR, GC/g
L.longbeachae gPCR, GC/g M L. bozemanii qPCR, GC/g
+ Heterotrofibakteerit, pmy/g
1,0E+11
a0 1,0E+10
T
© 1,0E:09 . .
b4
m 1,0E+08
E
£ 1,0e+07
bl
“‘E 1,0E+06
®1,0E+05 -
1,0E+04
1,0E+03
1,0E+02
1,0E+01
1,0E+00 ~
Ennen

Kompostimulta (Legigrow-8) ennen ja jilkeen muhituksen (vuonna 2019)

Kuva 3. Séilytyksen vaikutus kompostimultandytteen legionellapitoisuuksiin. Legionella-
pitoisuuksissa havaittiin sekd pienenemisté (-28 — -100 %) ett& suurenemista (+300—+820 %)
séilytyksen aikana riippuen analyysimenetelmasta ja Legionella-lajista. Heterotrofibakteerien
pitoisuus pieneni (-29 %).
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3.2.3 Tilastolliset analyysit

Tilastoanalyysien avulla selvitettiin eri legionellapitoisuuksien mahdollista riippuvuutta ja
jakautumista eri ndytetyypeissa.

3.2.4 Spearmanin korrelaatio

Spearmanin korrelaatiotestin tulokset ovat taulukossa 4. Eri legionellamuuttujat
(maaritysmenetelmat) korreloivat vaihtelevasti keskenaan. Heterotrofiset bakteeripitoisuudet eivét
korreloineet legionellapitoisuuksien kanssa lainkaan, ja niitd ei ole tdssa esitetty.

Taulukko 4. Legionellamé&aritysten viljely- ja qPCR-tulosten keskenéiset riippuvuudet eli
korrelaatiot. Plusmerkkinen korrelaatiokerroin tarkoittaa samansuuntaista positiivista riippuvuutta,
eli lisadvad vaikutusta ja suluissa on tilastollinen merkitsevyys (p<0,05*, p<0,01** ja p<0,001**%*),

viljely

Muuttuia Legionella- Legionella- | Legionella Legionella Legionella
! suku, 16S- suku, 23S- pneumophila, | longbeachae, | bozemanii,
RNA, gPCR | DNA, gPCR | seroryhmét 1- | gPCR gPCR
15, gPCR
Legionellat, yhteensd, +0,378 +0,276 +0,500 +0,725 +0,397
viljely (p=0,025%) (p<0,001***)
Legionella longbeachae, | +0,299 +0,020 +0,725 +1,000 +0,608
viljely (p<0,001***) (p<0,001***) | (p=0,004**)
Legionella bozemanii, +0,299 +0,020 +0,725 +1,000 +0,608
viljely (p<0,001***) (p<0,001***) | (p=0,004**)
Legionella, muut lajit, +0,219 +0,378 -0,076 -0,053 -0,096

Osa viljelytuloksista korreloi hyvin gqPCR-tulosten kanssa, ja osa ei korreloinut lainkaan.
Viljelypositiivisia ndytteita oli vahan, johtuen vaikeasta tutkittavasta matriisista, milla on voinut
olla myds keskendisen riippuvuuden selvittdmiseen vaikutusta. Kun legionellojen viljelytuloksia
testattiin keskendan, positiiviset korrelaatiot havaittiin seuraavien valilla: legionellojen yhteistulos-
L.longbeachae, yhteistulos-L. bozemanii, yhteistulos-muut Legionella-lajit ja L. longbeachae-
L.bozemanii. QPCR-tuloksista korreloivat kesken&én Legionella-suku 23S-DNA-Legionella-suku 16S-
RNA, Legionella pneumophilan seroryhmat 1-15-Legionella longbeachae, ja Legionella longbeachae-L.

bozemanii.

3.2.5 Ristiintaulukointi, Khiin nelittesti ja Fisherin eksaktitesti

Ristiintaulukoidusta ndytemateriaalista selvitettiin viljeltavien legionellojen ja gPCR-menetelmalla
analysoitujen legionellojen esiintymistd (on=1/ei=2) eri luokissa ja esiintymiserojen tilastollista
merkitsevyytta Pearsonin khin nelidtestill& (Pearson Chi-Square) ja Fisherin eksaktitestilld (Fisher’s

Exact Test).

Legionellapositiiviset ja legionellanegatiiviset viljelytulokset ja gPCR-tulokset eivéat jakautuneet eri
ndytemateriaalityyppien (esim. turve, peltomaa) mukaan merkitsevélla tavalla. Sen sijaan eri raaka-
aineiden esiintymisen ja legionellojen esiintymisen vélilla havaittiin ristiintaulukoinnin avulla
merkitsevad eroa. Puuaineksen esiintyminen materiaalissa saattoi liittya legionellapositiiviseen
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tulokseen (Taulukko 5). Taulukossa 5 1 tarkoittaa materiaalin esiintymistd, 2 sen puuttumista.
Muilla legionellatuloksilla samaa jakautumista kuin puuaineksen mukaan ei havaittu, eikd muiden
ainesten kanssa systemaattista jakautumista havaittu legionellapositiivisten ja negatiivisten
néytetulosten mukaan ryhmiteltyna.

Taulukko 5. Pearsonin khin nelidtesti (p=0,003) ja Fisherin eksaktitesti (p=0,032) osoittivat etta
legionellapositiivisten ja legionellanegatiivisten ndytteiden jakautuminen puuaineksen esiintymisen
mukaan oli tilastollisesti merkitsevaa.

Crosstab
Count
LEgviljyhtPA
1 2 Total
puuaines2 1 2 2 4
2 0 16 16
Total 2 18 20
Chi-Square Tests
Asymptotic
Significance Exact Sig. (2- Exact Sig. (1- Point
Value df (2-sided) sided) sided) Frobahility
Pearson Chi-Sguare g,a80° 1 003 032 032
Continuity Correction® 4,201 1 040
Likelihood Ratio 7,458 1 006 032 03z
Fisher's Exact Test 032 032
Linear-hy-Linear 8,444° 1 Joo4 032 03z 03z
Association
M of Valid Cases 20

a. 3cells (75 0%) have expected countless than 5. The minimum expected countis 40,
h. Computed only for a 2x2 table
¢. The standardized statistic is 2,906.

3.2.6 Mikrobipitoisuuksien vertailu naytetyypeittain ja eri materiaalien
naytteissa esiintymisen mukaan

Kruskal-Wallisin testilla ja mediaanitestilla testattiin miten mikrobipitoisuuksien mediaanitasot eli
keskiluvun tasot vaihtelivat tutkimuksen aineistossa. Pitoisuudet eivat eronneet tilastollisesti
merkitsevalla tavalla naytetyypin mukaan. Kuvassa 4 on legionellojen viljelytulokset yhteensa
jaoteltuna eri naytetyypeittdin (tunniste_no). Suurimmat viljeltavien legionellojen pitoisuudet
havaittiin kompostimullasta ja havupuun kuoresta. Kuvissa 5-6 on gPCR:ll& analysoitujen eldvien
legionellojen (16S-RNA) ja kaikkien legionellojen (23S-DNA) pitoisuustasot naytetyypeittéin.
Legionella-suvun 16S-RNA:n suurimmat pitoisuudet havaittiin kompostimullasta, havupuun
kuoresta, kookoskasvualustasta ja sammaleesta. Legionella-suvun 23S-DNA suurimmat pitoisuudet
havaittiin kompostimullasta, seosmullasta, havupuun kuoresta ja sammaleesta.

Kuvassa 7 on heterotrofibakteerien pitoisuudet ndytetyypeittéin. Heterotrofibakteereja oli eniten
broilerin lannassa.

Mediaanitaso tarkoittaa sitd pitoisuutta, jonka alle jad 50% néytteista (merkitty kuvaan Grand
Median).
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Independent-Samples Median Test

5,00 ! 5
Grand Mgdian = ,ﬂﬂﬂﬂﬂﬂmﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂ
500 : ; -

4,00

3,00

LEgViljYhtLog10

2,00

1,00

00 - . .
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

tunniste_no

Kuva 4. Viljeltavien legionellojen pitoisuuksista lasketut
pitoisuustasot logaritmisella asteikolla ndytetyypeittdin
(1=kompostimulta, 2=seosmulta, 3=kookoskasvualusta,
4=turvekasvualusta, 5=broilerinlanta, 6=sammal, 7=moreeni,
8=turve, 9=havupuun kuori ja 10=peltomaa). Huom.
logaritminen asteikko, pmy/qg).

Independent-Samples Median Test

Grand Median = 4,9879500672109900

6,0 r bl

50

LsppRNAPCRLog10

4.0

3,0 T T TTT T TT TTT T TT T 1T T 7T TTT TTT TTT

1 2 3 4 5 6

tunniste_no

Kuva 5. QPCR:II4 madritettyjen eldvien legionellojen
pitoisuuksista (Legionella-suku, 16S-RNA, gPCR) lasketut
pitoisuustasot logaritmisella asteikolla eri ndytetyypeittéin
(1=kompostimulta, 2=seosmulta, 3=kookoskasvualusta,
4=turvekasvualusta, 5=broilerinlanta, 6=sammal, 7=moreeni,
8=turve, 9=havupuun kuori ja 10=peltomaa). Huom.
logaritminen asteikko, GC/qg).
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Independent-Samples Median Test

Grand Median = 5,2428631969439500

6,00 s

4,00

PanlegPCRIog10

2,00

00 - -
1 2 2 4 5 86 7T 8 9 10

tunniste_no

Kuva 6. QPCR:11a méaritettyjen legionellojen pitoisuuksista
(Legionella-suku, 23S-DNA, gPCR) lasketut pitoisuustasot
logaritmisella asteikolla eri naytetyypeittdin (1=komposti-
multa, 2=seosmulta, 3=kookoskasvualusta, 4=turvekasvu-
alusta, 5=broilerinlanta, 6=sammal, 7=moreeni, 8=turve,
9=havupuun kuori ja 10=peltomaa). Huom. logaritminen
asteikko, GC/g).

Independent-Samples Median Test

oo Grand Median %3,34?302599466??90

10,00

9,00

HeterotLog10
1

8,00 & | -

=

6,00

tunniste_no

Kuva 7. Viljelemalla mééritettyjen heterotrofibakteerien
pitoisuuksista lasketut pitoisuustasot logaritmisella asteikolla
eri ndytetyypeittdin (1=kompostimulta, 2=seosmulta,
3=kookoskasvualusta, 4=turvekasvualusta, 5=broilerinlanta,
6=sammal, 7=moreeni, 8=turve, 9=havupuun kuori ja
10=peltomaa). Huom. logaritminen asteikko, pmy/qg).
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Kruskal-Wallisin testilla ja mediaanitestilla tarkasteltiin mikrobipitoisuuksien mediaanitasojen eli
keskiluvun tasojen vaihtelua tutkimuksessa mukana olevien eri naytemateriaalien mukaan.

Kuvassa 8 on legionellapitoisuustuloksia jaoteltuna ndytteessa olevan puuaineksen mukaan
(puuaines2). Pitoisuudet erosivat tilastollisesti merkitsevélla tavalla viljeltdvien legionellojen,
gPCR:n RNA-tulosten ja L. longbeachaen tulosten osalta eli legionellapitoisuudet olivat
tilastollisesti merkitsevasti suurempia silloin kun puuainesta oli ndytteen mukana.

Independent-Samples Median Test Independent-Samples Median Test

60 Grand Median = 4,9879500672109900

Grand Median = ,0000000000000000

LEgViljYhtLog10
LsppRNAPCRLog10

puuaines2 puuaines2

Independent-Samples Median Test

Grand Median = ,0000000000000000

LlongPCRIlog10

2,00

1,00

00

puuaines2

Kuva 8. Viljeltavien legionellojen, eldavien gPCR:ll& analysoitujen legionellojen (Legionella-suku,
16S-RNA, gPCR) ja gPCR:lla analysoitujen Legionella longbeachae-lajin legionellojen (Legionella
longbeachae, qPCR) pitoisuuksista lasketut pitoisuustasot logaritmisella asteikolla sen mukaan
onko aineksissa mukana puuainesta (1=on, 2=ei). Huom. logaritminen asteikko, pmy/g. Viljeltavien
legionellojen pitoisuudet erosivat tilastollisesti merkitsevélla tavalla siten, ettd Kruskal-Wallisin
testilla merkitsevyys p oli 0,004** ja mediaanitestilld p=0,032*. Eldvien gPCR:ll& analysoitujen
legionellojen (Legionella-suku, 16S-RNA, gPCR) jakautumisessa olevat erot havaittiin Kruskal-
Wallisin testilla (p=0,003**) samoin kuin erot Legionella longbeachae (qPCR) jakautumisessa
(Kruskal-Wallisin testi, p=0,046%).

Turvetta siséltavien ndytteiden heterotrofibakteeripitoisuus oli suurempi kuin ilman turvetta
olevissa naytteissa (Kruskal-Wallisin testi, p=0,010* ja mediaanitesti, p=0,020*). Peltomaa-
néytteiden heterotrofibakteeripitoisuus oli pienempi kuin muissa naytteessa (Kruskal-Wallisin testi,
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p=0,023*, mediaanitesti, p=0,087). Ulosteita siséltdvassa materiaalissa oli mukana enemman
heterotrofibakteereja kuin muissa materiaaleissa. (Kruskal-Wallisin testi, p=0,021* ja mediaanitesti,
p=0,033*). Tulosten perusteella voidaan sanoa, ettd peltomaandytteissé oli keskimaarin vahemman,
ja turpeessa ja ulostemateriaaleissa enemman heterotrofibakteereja kuin muissa materiaaleissa.

Sammaleen, epdorgaanisen aineksen kuten kalkin ja kiviaineksen esiintyminen naytteissa ei
vaikuttanut naytteiden legionellapitoisuuksiin. My6s vuodenaika ja ndytteenottokohde eivat
vaikuttaneet mikrobien tuloksiin.

3.3 Toteutusvaiheen arviointi

Tutkimuksen toteutus onnistui hyvin koska pystyimme hyodyntdmaéan hankkeessa jo aikaisemmin
saatuja tuloksia (Y M rahoittamat esiselvitystyo seké Legisafe-hanke). Legisafe-hankkeessa oli
my®6s samat laboratoriot ja ldhes sama henkildstd, joten tutkimusyhteistyd sujui hyvin. Néytteiden
saatavuus onnistui myds padasiassa hyvin, vaikka néytevalikoimaa jouduttiin muokkaamaan
alkuperdisesta suunnitelmasta tuontikasvualustojen heikon saatavuuden takia. Myonnetty rahoitus
maarasi pitkélti analysoitavien naytteiden lukumaaran, vaikuttaen muun muassa tulosten
tilastolliseen edustavuuteen.

Tutkimuksessa kdytetyn analytiikan osalta ty6 onnistui hyvin koska tutkimuksen alussa pystyttiin
hyodyntdmaan Legisafe-hankkeesta saatua tietoa liittyen ndytteen kasittelyyn ja legionellabakteerin
maéarittdmiseen eri menetelmilld. N&in ollen legionelloja havaittiinkin lopulta kaikista tasséa
tutkimuksessa analysoiduista naytteista. Talla laajalla analyysivalikoimalla voitiin estdd vaarat
negatiiviset legionellatulokset ja niistd johtuvat virheet, silla ndytematriisin hankaluuden vuoksi
pelkastaan viljelymenetelmélla ei paasta riittavadn selvyyteen legionellojen esiintymisestd, vaan
gPCR-menetelmat ovat vélttdmattomia oikeiden tulosten saamisessa.

3.4 Julkaisut

Osa hankkeen julkaisuista on yhteisid samaan aikaan kaynnissa olevan Legisafe-hankkeen kanssa.
Hankkeista tiedotettiin Ruokaviraston ja THL:n verkkosivuilla. Kevaalla 2.4.2020 julkaistiin
erityisesti kuluttajille suunnattu Ruokaviraston tiedote. Hankkeen tuloksista ja legionellalta
suojautumisesta Kirjoitettiin artikkeli, joka julkaistiin biokierto.fi ja puutarha.net verkkosivuilla 3.6.
ja 8.6.2020. Lisaksi kesalla 2020 julkaistaan Ruokaviraston verkkosivuilla tyéturvallisuusohjeet
maanparannusaineiden ja kasvualustojen kasittelijoille legionellabakteerilta suojautumisen varalle.
Hankkeen tuloksista kerrotaan myds Ruokaviraston tutkimusseminaarissa syksylla 2020. Hankkeen
paajulkaisun valmistuminen ajoittuu vuosille 2020-2021 yhdessa Legisafe-hankkeen aineiston
kanssa.

4. Tulosten arviointi

4.1 Tulosten k&ytannon sovellutuskelpoisuus

Hankkeen avulla haluttiin tunnistaa raaka-aineita, joita kayttaméalla kasvualustojen
legionellapitoisuutta voitaisiin hallita. Puuaineksen esiintyminen néytteissa naytti liittyvan erilaisten
legionellojen suurempiin pitoisuuksiin ja tata tulosta pyritaén vield jatkossa varmistamaan Legisafe-
projektin isommasta ndytemadrasta. Hankkeessa keratyn kirjallisuuden ja kokeellisten tulosten
perusteella legionellabakteerit ovat yleisia kaikissa materiaaleissa ja ekosysteemeissa. Pienetkin
bakteerimé&éarat voivat kasvaa mikrobiaktiivisuuden lisdéntyessd, kuten esimerkiksi kompostoinnin
tai madatyksen yhteydessa tai [ampimissé ja kosteissa olosuhteissa puutarhassa tai kasvihuoneessa.
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Orgaanisen aineen hajotus kasveille kdyttokelpoiseen muotoon on monimutkainen mikrobiologinen
prosessi, jossa olosuhteet, raaka-aineet ja mikrobien keskinéiset vuorovaikutukset maaraavat
lopputuloksen. Nykyisista julkaistuista tutkimuksista legionellan esiintymisest tietyissa raaka-
aineissa tai tietyn alkuelainlajin ja legionellan vuorovaikutuksesta yksinkertaistetuissa laboratorio-
olosuhteissa ei voi vetd4 johtopéatoksia legionellan lisdéantymisesté naissa prosesseista. Tutkimusta
olisi laajennettava ymmartdmaan koko systeemin ekologiaa, jos legionellojen maaraé pyritédén
hallitsemaan. Esimerkiksi lampoétilan tiedetéan edistavan legionellamé&éran kasvua, mutta
hankkeessa tutkittujen kahden erityyppisen ndytteen muhitus l&mpimé&ssa nosti toisen ndytteen
legionellapitoisuutta, kun taas toisen naytteen legionellapitoisuus pieneni. Auringonpaisteen
aiheuttamaa l&mpdtilaa kuumempien lampétilojen vaikutusta legionellapitoisuuksiin selvitetaan
rinnakkaisessa Legisafe-hankkeessa.

Nykytiedon mukaan legionellat ovat luontainen osa ymparistod, kasvualustojen raaka-ainetta ja
valmistusprosessia. Legionellalle altistuvat tydntekijat on huomioitu tyéturvallisuuslaissa.
Legionellamaérien rajoittaminen kasvualustoissa lainsaadénnollisin keinoin on vaikea perustella,
koska ympériston eri materiaalien legionellapitoisuudet ylittavat usein vesijarjestelmille asetut rajat
moninkertaisesti, eika haitallisen annoksen mééraé tunneta. Tiedottaminen ja turvallisiin
ty6tapoihin ohjeistaminen on téll& hetkelld todenndkdisesti toteuttamiskelpoisin ratkaisu
multamaisista tuotteista johtuvien vakavien sairastumisten ennalta ehkdisemiseen.

4.2 Tulosten tieteellinen merkitys

Legionelloja havaittiin poikkeuksetta kaikissa ndytteissa ainakin jollain kéytetyista
analyysimenetelmistd. Tdma tulos laajentaa aikaisempaa kasitysta legionellojen esiintymisesté.
Aikaisemmista julkaistuista tutkimuksista poiketen myds turpeesta, sammaleesta ja hiekasta
havaittiin legionelloja. Liséksi legionelloja todettiin kookoskasvualustassa ja broilerin lannassa,
joita ei ole aiemmin legionellojen osalta tutkittu. Tutkitussa ndytemateriaalissa oleva
legionellapopulaatio, muu mikrobiyhteiso, ravinteet ja ulkoiset olosuhteet kuten tuotteen
séilytyslampdtila vaikuttavat siihen, miten ajan kuluessa legionellapitoisuudet muuttuvat
materiaalien séilytyksen aikana. Vahéisen ndytemaaran vuoksi tulosten uusittavuus pitaisi varmistaa
uusintakokeilla.

Mikali legionellapitoisuuden hallitseminen kasvualustojen valmistuksessa on ylipaansa mahdollista,
olisi ymmarrettava kuinka raaka-aine, prosessin olosuhteet ja muut mikrobit, joista legionellojen
kasvu tai vaheneminen loppujen lopuksi riippuvat, vaikuttavat tuotteen legionellapitoisuuteen.
Asian selvittdmiseksi tulisi keskittyd muutamien yleisimpien raaka-aineiden ja ké&sittelyprosessien
aiheuttamien legionellapitoisuuksien tutkimiseen ja varmistaa tulokset rinnakkaisilla néytteilla.
Siihen yhteyteen olisi hyva kehittdd myds molekyylibiologiaan perustuvaa alkuel&inanalytiikkaa,
silla alkueldinten esiintymiselld voi olla oleellinen rooli legionellojen selvidmisessé ja
lisd&ntymisessa néissé aineksissa.

5. Kiitokset

Kiitimme THL:n Vesimikrobiologian laboratoriosta Marjo Tiittasta, Kati Julinia ja Ulla Usvalinnaa
ja Ruokaviraston Kasvianalytiikan yksikon laboratoriosta Leena Kaarlaa ja Salla Pelkosta
merkittavasta tyopanoksesta tassd tutkimuksessa. Lisaksi kiitimme Kirsi Korhosta ja Tiina Raisasta
(THL) ja Sinikka Koivuniemed (Ruokavirasto) avusta eri vaiheissa hankkeen taloudenpidossa.
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