
Slamspridning och 
antibiotikaresistens
Utvärdering av risker kopplade till långvarig slamspridning på åkermark

C Rutgersson 
S Ebmeyer 
S.B Lassen 
A Karkman 
J Fick  
E Kristiansson 
K.K Brandt 
C-F Flach 
D.G.J Larsson

Utveckling

Rapport 
Nr 2020–11



Utveckling

Svenskt Vatten Utveckling (SVU) är kommunernas  
eget FoU-program om kommunal VA-teknik. 
Programmet finansieras i sin helhet av kommunerna. 
Programmet lägger tonvikten på tillämpad forskning 
och utveckling inom det kommunala VA-området.

Författarna är ensamt ansvariga för rapportens  
innehåll, varför detta ej kan åberopas såsom  
representerande Svenskt Vattens ståndpunkt.

Svenskt Vatten Utveckling  
Svenskt Vatten AB

postadress  box 14057, 167 14 Bromma
besöksadress  Gustavslundsvägen 12, 167 51 Bromma  
telefon  08-506 002 00
e-mail  svensktvatten@svensktvatten.se

www.svensktvatten.se



Rapportens titel

Title of the report

Författare

Rapportnummer

Antal sidor 

Sammandrag

Abstract

 

Sökord

Keywords

Målgrupper

Rapport

Utgivningsår

Utgivare

Slamspridning och antibiotikaresistens 
Utvärdering av risker kopplade till  långvarig slamspridning på åkermark

Application of sewage sludge and antibiotic resistance – evaluation of risks 
associated with long-term application on farmland 

C Rutgersson,a,b S Ebmeyer,a,b S.B Lassen,c,d A Karkmana,b,e J Fick,f  
E Kristiansson,a,g K.K Brandt,c C-F Flach,a,b D.G.J Larsson,a,b

 
a Centrum för antibiotikaresistensforskning (CARe) vid Göteborgs Universitet. 
b Avd. för infektionssjukdomar, Inst. för biomedicin, Sahlgrenska Akademin 
vid Göteborgs Universitet. c Avd. för växt- och miljövetenskap, Köpenhamns 
Universitet. d Kinesiskt-Danskt centrum för utbildning och forskning, Universi-
tetet för kinesiska forskningsakademin, Beijing. e Avd. för mikrobiologi, Hel-
singfors Universitet. f Avd. för kemi, Umeå Universitet. g Avd. för matematiska 
vetenskaper, Chalmers tekniska högskola.

2020-11
 
32
 
Hur påverkas odlingsmark vid långvarig spridning av avloppsslam när det gäller 
förekomst av antibiotika, andra antimikrobiella ämnen, resistenta bakterier 
och resistensgener? Studien visar att användning av avloppsslam på det sätt 
vi gör i Sverige inte verkar medföra några uppenbara risker för utveckling av 
antibiotikaresistens.  

This study investigates how long-term application of Swedish sewage sludge 
on farmlands affects the presence of antibiotic residues, other antimicrobial 
compounds, antibiotic resistant bacteria and antibiotic resistance genes, as 
well as the overall composition of bacteria within the soil. The results does 
not indicate any clear risk related to antibiotic resistance development under 
the conditions described. 

Slamspridning, antibiotika, antibiotikaresistens, biocider, jord, bakterier

Sewage sludge, antibiotics, antibiotic resistance, biocides, soil, bacteria

Forskare, myndigheter, reningsverks-sektorn, jordbrukssektorn, 

Finns att hämta hem som PDF-fil från Svenskt Vattens hemsida  
www.svensktvatten.se
 
2020

© Svenskt Vatten AB

Utveckling

Bibliografiska uppgifter 
Nr 2020–11



Om projektet

Projektnummer

Projektets namn
 

projektets 
finansiering

grafisk form

originalpublikation 
 

17-113

Slamspridning på åkermark – långsiktiga effekter på jord och gröda, samt 
förekomst av antibiotikaresistenta bakterier 

Svenskt Vatten Utveckling, Göteborgs Universitet, Vetenskapsrådet, Formas 

Bertil Örtenstrand, Ordförrådet AB

Denna rapport är en svensk sammanfattning av en längre engelskspråkig  
expertgranskad, vetenskaplig publikation av samma författare publicerad  
i tidskriften Environment International, 2020 vol 137, 105339 DOI:https://doi.
org/10.1016/j.envint.2019.105339: Long-term application of Swedish sewage 
sludge on farmland does not cause clear changes in the soil bacterial  
resistome. Återpublicering av figurer och tabeller från originalpublikationen 
har gjorts med tillstånd av Elsevier.



slamspridning och antibiotikaresistens 3

Förord

Projektet ”Slamspridning på åkermark” startades 1981 och är unikt – inte bara i Sverige 
utan även i Europa – genom att det är upplagt som ett praktiskt fältförsök, där växtföljden 
väljs av lantbrukaren, och genom att slamtillförselns påverkan på åkermarken kunnat 
följas under lång tid. Med fältförsöken som bas har genom åren ett antal specialstudier 
genomförts. De mest aktuella gäller mikroplaster (Ljung et al., 2018), respektive anti-
biotikaresistens, som är ämnet för denna rapport.

Det finns ett uppenbart värde i att återföra näring till jordbruket och därmed sluta 
kretsloppet. Reningsverken och slammet som produceras där är samtidigt en uppsam-
lingspunkt för många av de kemikalier vi använder i samhället. Rester av den antibiotika 
vi äter hamnar tillsammans med resistenta tarmbakterier i slammet vid våra renings-
verk. Därför har det länge funnits en oro för att spridning av rötslam på åkermark bidrar 
till att antibiotikaresistens ska utvecklas eller spridas. 

I denna studie kvantifierades halter av antibiotika och andra antibakteriella ämnen 
i slam och jord, resistensgener, resistenta bakterier liksom vilka arter av bakterier som 
fanns i jordarna. En övergripande sammanfattning av resultaten är att nästan allt som 
studerats ser ungefär likadant ut i jordar där man spridit mycket slam, lite slam, inget 
slam eller bara spridit oorganiskt gödningsmedel. Det fanns inga tecken på att varken 
antibiotika eller resistenta bakterier ansamlas i jorden över tid. Näringstillförseln har 
en viss påverkan på vilka bakteriearter som trivs bäst i jorden, vilket i sig inte innebär 
någon risk. Mängden biotillgänglig koppar ökade också något med ökad slamgiva, men 
inte till nivåer som bedöms utgöra någon risk för selektion av resistens. Konklusionen 
från studien är att om det finns effekter på resistensförekomst så är dessa mycket små. 
Att sprida rötslam på åkermark i den omfattning och på det sätt man gör i Sverige i dag 
verkar därför inte medföra någon uppenbar risk för att driva på resistensutvecklingen. 
En mer utförlig beskrivning av studien finns att läsa på engelska, publicerad i tidskriften 
Environment International (Rutgersson et al., 2020).

Författarna vill tacka personal på Hushållningssällskapet Skåne för tillgång till fält-
försöksområdet och hjälp med provtagning av jord och rötat slam. Personal på Sjölunda 
avloppsreningsverk i Malmö tackas för hjälp med provtagning av stickprover på slam 
under rötningsprocessen. 

Projektet ”Slamspridning på åkermark” finansieras av kommunerna Burlöv, 
Kävlinge, Lund, Lomma, Malmö, Staffanstorp, Svedala och Trelleborg, samt SYSAV 
och Svenskt Vatten Utveckling. Hushållningssällskapet Skåne projektleder och ansvarar 
för fältförsöken.

Denna studie, om jordbakteriers resistensmönster, finansierades av forskningsanslag 
från Svenskt Vatten Utveckling, Formas och Vetenskapsrådet.

Juni 2020

Carolin Rutgersson och Joakim Larsson
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Sammanfattning

Hur påverkas odlingsmark vid långvarig spridning av avloppsslam när det 
gäller förekomst av antibiotika, andra antimikrobiella ämnen, resistenta 
bakterier och resistensgener? Studien visar att användning av avloppsslam 
på det sätt vi gör i Sverige inte verkar medföra några uppenbara risker för 
utveckling av antibiotikaresistens.  

Genom att tillföra avloppsslam på odlingsmark tar man tillvara näringsämnen som är 
viktiga för grödor och minskar behovet av mineralgödsel. Samtidigt riskerar människor 
att exponeras för föroreningar i det slam som sprids. Det kan exempelvis handla om 
rester av den antibiotika vi äter som tillsammans med resistenta tarmbakterier hamnar 
i slammet vid reningsverken. Därför har det länge funnits oro för att slamspridning på 
åkermark kan bidra till att antibiotikaresistens utvecklas eller sprids. 

För att bedöma riskerna med spridning av antibiotikaresistens vid slamanvändning 
fick forskarna tillgång till ett fältforskningsprojekt i Skåne där behandlat avloppsslam har 
spridits på åkermark vart fjärde år sedan 1981. De tog prover på jord från försöksytorna, 
och de samlade in slamprover från det lokala avloppsreningsverket (orötat, halvrötat, 
samt rötat och långtidslagrat slam). Koncentrationen av 15 utvalda antibiotika och ett 
desinfektionsmedel analyserades i jord och slam, och den biotillgängliga koncentratio-
nen av koppar och zink bestämdes i jordproverna före och efter den senaste slamgivan. 
Mikrobiella effekter studerades dels genom att bakterier odlades på klassiskt vis på 
laboratorium, dels genom att DNA-sekvenser analyserades. 

Forskarna hittade inga tydliga tecken på att antimikrobiella substanser ackumu-
lerades i jord som behandlats med rötat och långtidslagrat avloppsslam, vare sig på kort 
eller på lång sikt. Nivåerna av antibiotikaresistenta bakterier eller resistensgener var 
inte heller högre i slambehandlade jordar än i kontrollproven. 

Nästan allt som studerades såg ungefär likadant ut i jordar där man hade spridit 
mycket slam, lite slam, inget slam eller bara spridit mineralgödsel. Näringstillförseln 
påverkar i viss mån vilka bakteriearter som trivs bäst i jorden, men det innebär i sig 
ingen risk. Mängden biotillgänglig koppar ökade något med ökad slamgiva, men inte 
till nivåer som bedöms utgöra någon risk för resistensutveckling. 

Slutsatsen från studien är att om det finns effekter på resistensförekomst så är de mycket 
små. Att sprida rötslam på åkermark i den omfattning och på det sätt vi gör i Sverige i 
dag verkar inte medföra någon uppenbar risk att driva på resistensutvecklingen. Det är 
inte säkert att resultaten kan tillämpas i delar av världen där slam sprids på annat sätt. 
Antibiotikakoncentrationer och resistensnivåer i slam är sannolikt högre i regioner med 
högre antibiotikakonsumtion och en allvarligare resistenssituation än i Sverige. 

Rapporten är en svensk sammanfattning av en vetenskaplig publikation på engelska 
av samma författare, publicerad i tidskriften Environment International (Rutgersson 
et al., 2020). 
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Summary 

The widespread practice of applying sewage sludge to arable land makes use 
of nutrients indispensable for crops and reduces the need for inorganic fer-
tilizer, however this application also provides a potential route for human 
exposure to chemical contaminants and microbial pathogens in the sludge. 

A recent concern is that such practice could promote environmental selection and dis-
semination of antibiotic resistant bacteria or resistance genes. Understanding the risks 
of sludge amendment in relation to antibiotic resistance development is important for 
sustainable agriculture, waste treatment and infectious disease management. To assess 
such risks, we took advantage of an agricultural field trial in southern Sweden, where land 
used for growing different crops has been amended with sludge every four years since 
1981. We sampled raw, semi-digested and digested and stored sludge together with soils 
from the experimental plots before and two weeks after the most recent amendment in 
2017. Levels of selected antimicrobials and bioavailable metals were determined and 
microbial effects were evaluated using both culture-independent metagenome sequenc-
ing and conventional culturing. Antimicrobials or bioavailable metals (Cu and Zn) did 
not accumulate to levels of concern for environmental selection of antibiotic resistance, 
and no coherent signs, neither on short or long time scales, of enrichment of antibiotic 
resistant bacteria or resistance genes were found in soils amended with digested and 
stored sewage sludge in doses up to 12 metric tons per hectare. Likewise, only very 
few and slight differences in microbial community composition were observed after 
sludge amendment. Taken together, the current study does not indicate risks of sludge 
amendment related to antibiotic resistance development under the given conditions. 
Extrapolations should however be done with care as sludge quality and application 
practices vary between regions. Hence, the antibiotic concentrations and resistance 
load of the sludge are likely to be higher in regions with larger antibiotic consumption 
and resistance burden than Sweden. 

Note: This is a direct copy of the abstract from the original publication by Rutgersson 
C, Ebmeyer S, Lassen SB, Karkman A, Fick J, Kristiansson K, Brandt KK, Flach C-F, 
Larsson DGJ. (2020). Long-term application of Swedish sewage sludge on farmland 
does not cause clear changes in the soil bacterial resistome. Environment International. 
137:105339 https://doi.org/10.1016/j.envint.2019.105339
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Centrala begrepp  
och förkortningar

ARB: antibiotikaresistent(a) bakterie(r)

ARG: antibiotikaresistens-gen(er)

ARV: avloppsreningsverk

Bioreporter: bakterie som modifierats genetiskt för att uttrycka en mätbar signal när 
ett visst ämne finns närvarande. I denna studie använde vi bioreportrar för att mäta 
koncentrationen av biotillgängligt koppar och zink.

BRG: biocidresistensgen(er)

CFU: colony forming units. Antalet bakteriekolonier som växer på ett visst medium, 
anges ofta per ml eller per g.

CTAC: cetyltrimetylammonium-klorid, används t ex i många sköljmedel

ECC: en typ av agarplatta för bakterieodling som gör det möjligt att urskilja E. 
coli-bakterier och andra koliforma bakterier.

FC: faldighetsförändring från engelskans ”fold-change”. T ex betyder FC=2 en 
dubblering. 

Fdr: från engelskans ”false discovery rate”, anger proportionen av förväntade falskt 
positiva utfall

Ko-selektion: process där exponering för till exempel ett antibiotikum eller en metall 
kan leda till en ökad förekomst av flera olika typer av resistensgener på grund av att 
de sitter i samma genetiska kontext, till exempel på en plasmid (cirkulär DNA bit som 
ofta kan hoppa mellan bakterier).

LC-MS/MS: liquid chromatography tandem mass spectrometry, avancerad kemisk 
analysmetod som användes för att mäta koncentrationen av antibiotika och andra 
antimikrobiella ämnen i jord och slamprover.

MGE: mobila eller mobiliserande genetiska element, d v s gener som kan förändra sin 
genetiska kontext genom att flytta på sig själva eller andra gener inom ett genom eller 
mellan celler.

MIC: minimal inhibitory concentration, d v s den lägsta koncentration av en antimik-
robiell substans som krävs för att helt inhibera tillväxten av bakterie.

MRG: metallresistensgen(er)

Selektion: urvalsprocess. I denna kontext att bakterier som bär på resistensgen får en 
fördel gentemot bakterier som saknar genen, till exempel vid antibiotika-exponering 
då icke-resistenta bakterier inhiberas eller dör vilket skapar utrymme för resistenta 
bakterier att tillväxa och föröka sig.

R2A: en typ av agarplatta för bakterieodling som många olika arter kan växa på.
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 1 Introduktion

Avloppsslam innehåller betydande mängder näringsämnen som är oumbärliga för grö-
dor vilket motiverar dess användning som gödningsmedel för odling på åkermark i 
enlighet med principerna för cirkulär ekonomi. Historiskt sett har toppargumentet mot 
att använda slam som gödsel varit risken för ackumulering av tungmetaller i jord eller 
skördeprodukter (McBride, 2003) men på senare år har det också väckts en oro om 
att slamspridning på odlingsmark kan främja selektion och spridning av antibiotika-
resistenta bakterier (ARB) eller antibiotikaresistens-gener (ARG) (Bondarczuk et al., 
2016). Läkemedel som inte bryts ner i människokroppen hamnar så småningom i vårt 
avloppsvatten där det också finns höga koncentrationer av bakterier av olika ursprung, 
inklusive humana tarmbakterier som ofta bär på resistensgener (van Schaik, 2015). 
Avloppsreningsverk (ARV) anses därför ha en nyckelroll när det gäller utsläpp av både 
antibiotika och andra potentiellt selektiva ämnen samt både ARB och ARG till miljön 
(Rizzo et al., 2013). I vilken grad selektion för antibiotikaresistens äger rum i vattendrag 
eller i jord där renat avloppsvatten och slam hamnar är ännu inte fullständigt klarlagt. I 
Petersborg strax utanför Malmö pågår ett storskaligt forskningsprojekt där rötat slam 
från det kommunala reningsverket, mineralgödsel eller en kombination av de två har 
spridits på åkermark vart fjärde år sedan 1981 (Andersson, 2015). I denna studie ana-
lyserades koncentrationen av 15 utvalda antibiotika och en antibakteriell biocid i slam 
och i jordprover före och efter slamgivan 2017. Eftersom vissa metaller har en så kallad 
ko-selektiv effekt på antibiotikaresistens-gener mätte vi också den biotillgängliga kon-
centrationen av koppar (Cu) och zink (Zn) i jordprover. Förändringar i genförekomst 
studerades genom metagenomik, vilket innebär att DNA-fragment från väldigt många 
organismer i ett komplext prov sekvenseras. Genom att jämföra sekvenserna mellan 
olika prover studerade vi skillnader i bakteriesammansättning samt om förekomsten 
av resistensgener för antibiotika (ARG), metaller (MRG) och biocider (BRG) varierade 
mellan jordar som fått olika typer av gödning eller mellan provtagningstidpunkter. 
Dessutom studerades förekomsten av mobila och mobiliserande genetiska element 
(MGE) vilka påverkar risken för spridning av resistensgener. Vi använde också meta-
genomik för att studera potentiella förändringar i bakteriesammansättning. Slutligen 
användes metagenom-datan till att undersöka förekomsten av CrAssphage (Dutilh et al., 
2014), ett virus som angriper bakterier och som naturligt hittas i höga nivåer i human 
avföring. Denna analys gjordes för att kunna urskilja huruvida en eventuell ökning av 
ARB och/eller ARG sannolikt skulle bero på selektion på plats i jorden eller om det 
snarare är en effekt av fekalierester från slammet (som innehåller mer ARB och ARG 
än vad jord i allmänhet gör). Parallellt använde vi oss också av klassisk bakterieodling 
på agarplattor där det totala antalet bakteriekolonier och de relativa resistensnivåerna 
för tre antibiotika, ampicillin, tetracyklin och ciprofloxacin, analyserades. 
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2 Material och metoder

2.1 Provtagning
Fältförsöksområdet är uppdelat i 36 mindre rutor (ca 6 m × 20 m vardera), där antingen 
0, 4 eller 12 ton rötat slam per hektar tillförts var fjärde år sedan 1981 (Andersson, 2015, 
tabell 2.1). Förutom avloppsslam har rutorna också fått kvävegödsel motsvarande 0, 50 
eller 100 % av rekommenderad mängd av SLU och hushållningssällskapet. De rutor som 
fått kvävegödsel har också fått fosfor- och kaliumnäring i rekommenderade doser. Totalt 
innehåller studiematrisen nio olika behandlingskombinationer i fyra replikat vardera. 
På grund av praktiska och ekonomiska begränsningar bestämde vi att utesluta de rutor 
som hade getts 50 % av den rekommenderade mineralkvävegivan vilket betyder att 24 
av de 36 rutorna provtogs (rutor i fet stil i tabell 2.1). 

0t/ha, 
0 N

4t/ha, 
0 N

12t/ha, 
0 N

4t/ha, 
0 N

12t/ha, 
0 N

0t/ha, 
0 N

0t/ha, 
50% N

4t/ha, 
50% N

12t/ha, 
50% N

4t/ha, 
50% N

12t/ha, 
50% N

0t/ha,
50% N

0t/ha, 
100% N

4t/ha, 
100% N

12t/ha, 
100% N

4t/ha, 
100% N

12t/ha, 
100% N

0t/ha, 
100% N

0t/ha, 
50% N

4t/ha, 
50% N

12t/ha, 
50% N

4t/ha, 
50% N

12t/ha, 
50% N

0t/ha,
50% N

0t/ha, 
0 N

4t/ha, 
0 N

12t/ha, 
0 N

4t/ha, 
0 N

12t/ha,
 0 N

0t/ha, 
0 N

0t/ha, 
100% N

4t/ha, 
100% N

12t/ha, 
100% N

4t/ha, 
100% N

12t/ha, 
100% N

0t/ha, 
100% N

Vart fjärde år har varje ruta fått antingen 0, 4 eller 12 ton slam/ha (torrvikt) i kombination med 0, 
50 eller 100% av rekommenderad mängd kvävegödsel (N). Vi provtog jord från 24 av de 36 rutorna 
(markerade med fetstil) två gånger, dels nästan fyra år efter slamgivan 2013 och dels 15 dagar efter 
den senaste slamgivan 2017.
 
Jordprovtagning ägde rum den 22 augusti 2017 och den 26 september 2017, det vill säga 
nästan fyra år efter slamgivan 2013 och 15 dagar efter slamgivan 2017. Tolv delprover 
togs på diagonalen i varje ruta med en provtagare som nådde ungefär 25 cm djupt, blan-
dades och fördes över till sterila 50 ml rör. Rötat slam som producerades vid Sjölunda 
reningsverk i Malmö i oktober 2016 hade lagrats utomhus till den 11 september 2017 när 
det spreds på fältförsöksområdet. Det slam som spridits på forskningsfältet myllades 
ner i jorden och hela försöksområdet, inklusive de rutor som inte slamberikats, plöjdes 
sedan till ett djup på cirka 25 cm. Flera delprov av det rötade och lagrade slammet togs 
på spridningsdagen, slogs samman och skickades till vårt laboratorium på Göteborgs 
Universitet. På samma dagar som jordprovtagningarna ägde rum togs också stickprov 
av orötat slam och slam direkt från rötkammaren (nedan kallat semi-rötat slam) på det 
kommunala ARV (Sjölunda) som ligger ca 12 km nordväst om fältförsöksområdet. Det är 
ett av Sveriges största ARV med cirka 300 000 anslutna personer och ett genomsnittligt 
flöde av 1 350 L/s (VASYD, 2018). De slam- och jordprover som skulle användas för 
kemiska analyser, DNA-extraktion och sekvensering frystes vid -20 °C och de prover 
som skulle användas för bakterieodling förvarades vid 4 °C och spreds på agarplattor 
inom 24 timmar. Totalt analyserades 24+24 jordprover och 1+2+2 slamprover (n=53).

Tabell 2.1
Schematisk överblick 
av fältförsöksområdet.
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2.2 Kemisk analys
Koncentrationerna av 15 antibiotika (amoxicillin, azithromycin, cefadroxil, ciprofloxa-
cin, doxycyklin, erytromycin, klaritromycin, klindamycin, metronidazol, nitrofurantoin, 
norfloxacin, ofloxacin, oxytetracyklin, sulfametoxazol, tetracyklin) och en antibakteriell 
biocid (cetyltrimetylammonium-klorid, CTAC) bestämdes i jord- och slamprover med 
hjälp av vätskekromatografi-tandem-masspektrometri (liquid chromatography-tan-
dem mass spectrometry, LC-MS/MS). Interna standarder och surrogat-standarder (50 
ng) adderades till jord- och slamprover (0,1 g) och tre extraktioner gjordes med olika 
lösningsmedel, metanol och vatten (7:3) med 0,1 % myrsyra; 1,5 ml acetonitril och 1,5 
ml 5 % trietylamin i metanol/vatten (1/3). Proven homogeniserades i rör med zirkoni-
um-kulor med hjälp av en Mini Beadbeater (Biospec. Bartlesville, USA) (4 min, 42 000 
oscillationer per minut), och centrifugerades (10 min, 14 000 rpm). Protokollet upp-
repades för de tre lösningsmedlen individuellt varpå supernatanterna kombinerades, 
tilläts avdunsta tills volymen var 20 μl och blandades sedan med ytterligare 20 μl av en 
vatten-metanol-lösning (1:1) med 0,1 % myrsyra. 

Proven analyserades med hjälp av en avancerad mass-spektrometer (Quantum Ultra 
EMR (Thermo Fisher Scientific, San Jose, USA)) som kopplats till en vätske-kromatogra-
fi-pump (Accela, Thermo Fisher Scientific) och en automatisk provtagare (PAL HTC, CTC 
Analytics AG, Zwingen, Schweiz). Ytterligare information om metoden och analysde-
taljer som till exempel kollisionsenergier och prekursor/produkt-joner finns beskrivna 
i tidigare publikationer (Grabic et al., 2012, Rutgersson et al., 2020). Tröskelvärden för 
kvantifiering bestämdes från standardkurvor som baserats på upprepade mätningar av 
jordprov med kända, låga koncentrationer av de ämnen som skulle analyseras. Flera 
olika typer av blankprover (i.e. prov som inte innehåller något av de utvalda ämnena 
och därför inte ska ge något utslag i mätningen) analyserades också för att kontrollera 
till exempel kontamineringseffekter från föregående prov.

2.3 Bioreporteranalys av biotillgängligt Cu och Zn
Alla metalljoner som finns i en viss miljö är inte tillgänglig för bakterierna där, då metall-
jonerna kan vara hårt bundna till t ex partiklar. Koncentrationen av biotillgängligt Cu och 
Zn i jordextrakt bestämdes med hjälp av bakteriestammarna Pseudomonas fluorescens 
DF57-Cu15 (Tom-Petersen et al., 2001) och P. putida KT2440.2431 (Hynninen et al., 
2010) som modifierats genetiskt och fungerar som bioreportrar. Stammarna bär på 
luxAB-gener som uppregleras när metaller finns närvarande vilket leder till en mätbar 
ljussignal, så kallad bioluminiscens. Koncentrationen av biotillgängligt Cu och Zn ana-
lyserades i jord från båda provtagningstillfällena genom att 5 g jord blandades med 25 
ml vatten, skakades vid 250 rpm i 2 timmar vid rumstemperatur och centrifugerades 
(10 000 · g, 10 min, 22 °C). Supernatanterna överfördes till sterila polystyrenrör och för-
varades vid -18 °C tills bioreporteranalyserna ägde rum enligt protokoll som publicerats 
tidigare (Brandt et al., 2008, Song et al., 2017). Vid varje körning analyserades samtliga 
prov och standarder på samma platta för varje bioreporter för att undvika effekter på 
grund av teknisk variabilitet (Hansen et al., 2019).

Bioluminescens-signalen analyserades med hjälp av en BMG FluoStar Optima platt-
läsare (BMG Labtech, Offenburg, Tyskland) och koncentrationen av biotillgängligt 
Cu och Zn kvantifierades med hjälp av koncentrationen av lösta Cu2+- och Zn2+-joner 
i sulfat-standardlösningar av respektive metall. Bioreporter-stammen P. fluorescens 
DF57-40E7 som har ett konstant uttryck av luxAB-generna (Tom-Petersen et al., 2001) 
analyserades parallellt för att korrigera för matris-effekter i provet vilket har studerats 
i detalj i tidigare studier (Brandt et al., 2008).
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2.4 Metagenomsekvensering
En detaljerad metodbeskrivning finns att hitta i originalartikeln (Rutgersson et al., 2020) 
men sammanfattningsvis isolerades DNA från jord- och slamprover (48 + 5 prover) 
i slumpvis ordning med E.Z.N.A. soil DNA-kit (Omega bio-tek, Norcross, GA, USA). 
Proven skickades till SciLifeLab i Stockholm där de metagenomsekvenserades med 
Illumina NovaSeq 6000. När sekvenserings-datan kvalitetsfiltrerats användes den för 
att söka i olika databaser där man samlat information om gener med kända funktioner 
för att på så sätt identifiera och kvantifiera förekomsten av ARG, MRG, BRG och MGE. 
Eftersom många gener har flera funktioner finns vissa sekvenser representerade i fler 
än en av de fem kategorierna. Endast gener som detekterades i minst 33 % av alla prover 
och i medeltal fem gånger per prov inkluderades i analyserna. Vi analyserade också 16S 
rRNA-genen eftersom den innehåller regioner av DNA som är specifika för olika bakte-
rier vilket användes för att studera förändringar i bakteriesammansättning på fylum-, 
klass-, ordning-, familj- och släktnivå. CrAssphage-genomsekvensen hämtades från 
GenBank (NC_024711.1) och jämfördes med vår sekvenseringsdata så att förekomsten 
av CrAssphage i de olika proven kunde beräknas.

2.5 Bakterieodling
Jord och orötat slam (0,5 g/ml), semi-rötat, rötat och lagrat slam (0,25 g/ml) homogeni-
serades genom intensiv omskakning (2 min) i sterila Falcon-rör med saltlösning (0,85 %) 
och glaspärlor (4 mm ø Marienfeld, Lauda-Köningshofen, Tyskland). Suspensionerna 
tilläts sedimentera i 5 min innan 4 ml hälldes över till nya rör. Därifrån späddes bland-
ningarna 1:9 med saltlösning i flera steg och 100 µl av lämpliga spädningar inokulerades 
på agarplattor i triplikat. Två olika typer av plattor användes, ECC (CHROMagar, Paris, 
Frankrike) för beräkning av presumtiva Escherichia coli och andra koliformer och R2 
agar (R2A) (Oxoid, Basingstoke, UK) för att bestämma antalet aeroba heterotrofer. Båda 
typerna av agarplattor framställdes både utan antibiotika och med tillsats av ampicillin 
8 µg/ml, tetracyklin 8 µg/ml eller ciprofloxacin 0,5 µg/ml, vilket resulterade i åtta typer 
av plattor totalt. Antibiotikakoncentrationerna härleddes från kliniska gränsvärden pre-
senterade av EUCAST (http://www.eucast.org/clinical_breakpoints/) eller, för tetra-
cyklin, ECOFF-värdet för E. coli (EUCAST, 2018). Antalet kolonier som växte på plattor 
efter inkubering, 18–20h i 37 °C för ECC-plattor och 2 dagar vid rumstemperatur för 
R2A-plattor, räknades och resultaten presenteras som kolonibildande enheter (colony 
forming units, CFU) per gram torrsubstans. Detektionsgräns definierades som närvaron 
av en koloni på en av plattorna i det minst spädda triplikatet och hälften av detta värde 
användes för plattor utan några kolonier alls. Vid ett tillfälle var antalet kolonier för högt 
för att räkna för samtliga spädningar som gjorts och koloniantalet uppskattades till 450 
CFU/platta för den högsta spädningen som användes.

2.6 Statistiska modeller
Alla statistiska analyser utfördes med hjälp av mjukvaran R v3.5.1. Metagenom-sekvenser 
som matchat till gener vi ville studera normaliserades mot antalet 16S rRNA-gense-
kvenser i respektive prov. De relativa gen-förekomsterna analyserades därefter med en 
overdispersed generalized linear model där man antar en kvasi-Poisson-fördelning av 
data. För ARG, MRG, BRG och MGE analyserades både totalantalet sekvenser för varje 
genkategori och förekomsten av enskilda gener. 

För odlingsdata logaritmerades de beräknade koloniantalen (CFUs/g) och de relativa 
resistensnivåerna för ampicillin, tetracyklin och ciprofloxacin bestämdes genom nor-
malisering med antalet kolonier på motsvarande agarplatta utan tillsatt antibiotikum. 
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Skillnader i antal kolonier eller relativa resistensnivåer mellan behandlingar analyse-
rades med en linjär modell.

Först utvärderades effekter av den senaste slamspridningen genom att jämföra endast 
prov från de åtta rutor från provtagningsrunda 2 som mottog antingen 0 eller 12 ton 
slam/ha men inget mineralkvävegödsel. I nästa steg inkluderades alla jordprover och 
effekter av slamgiva, kvävegödsling och provtagningstidpunkt analyserades, både sepa-
rat och kombinerat med varandra. Skillnader mellan grupper utvärderades med hjälp 
av F-test och visas som faldighetsförändringar (fold changes, FC) där ett värde högre 
respektive lägre än 1 representerar en ökning eller minskning. Erhållna p-värden korri-
gerades för multipel testning med hjälp av Benjamini-Hochbergs metod false discovery 
rate (fdr) där ett värde lägre än 0,05 ansågs vara statistiskt signifikant (Benjamini and 
Hochberg, 1995). Mer detaljerad information om statistiska modeller finns i (Rutgersson 
et al., 2020).
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3 Resultat

3.1 Antimikrobiella koncentrationer i slam och jord
I stickproverna av orötat och semi-rötat slam som tagits innan och under rötningsproces-
sen Av de 16 antibiotika och antibakteriella ämnen som analyserades med masspektro-
metri detekterades azithromycin, ciprofloxacin, CTAC, doxycyklin, klaritromycin, klin-
damycin, norfloxacin, ofloxacin och tetracyklin i tre av de fyra proven. Det fjärde provet 
innehöll samma substanser med undantag från tetracyklin som inte kunde kvantifieras. 
Dessa åtta substanser detekterades också i det rötade och lagrade slamprovet som spreds 
på fälten. Koncentrationerna av substanserna som detekterades i slam sträckte sig över 
fyra tiopotenser, från 3–75 339 µg/kg (torrvikt), med CTAC i den högsta koncentrationen 
i alla prov. Jämfört med orötat slam hade de semi-rötade proven lägre koncentrationer 
av de flesta ämnen. Det rötade och lagrade slammet som användes som gödselmedel på 
åkrarna hade lägre koncentrationer av alla detekterade föreningar jämfört med slam 
som provtogs under rötningsprocessen. 

Ingen av de 16 analyserade substanserna nådde över kvantifieringsgränsen i jord-
proverna som togs före slamgivan 2017. Vid den andra provtagningen, efter slamgivan, 
kunde följande substanser kvantifieras i minst ett jordprov: ciprofloxacin (2 prov), CTAC 
(fyra prov), klaritromycin (tre prov), klindamycin (1 prov) och tetracyklin (1 prov). Inga 
antibiotika kunde detekteras i prover som inte fått någon slamgiva medan CTAC detek-
terades i ett av dessa prov. Koncentrationerna av de detekterade ämnena i jord varierade 
mellan 1–68 μg/kg torrvikt.

3.2 Cu och Zn biotillgänglighet i jord
I jord från provtagningsomgång 1, ca fyra år efter den senaste slamgivan, var koncentra-
tionen av biotillgängligt Cu ([Cu]bio) högre ju mer slam som applicerats. Däremot var den 
relativa biotillgängligheten (i.e. [Cu]bio/[Cu]total 0,03–0,04 % oberoende av behandling 
(tabell 3.1). I jord som provtogs två veckor efter slamgivan 2017 var koncentrationerna av 
biotillgängligt Cu under kvantifieringsgränsen för samtliga prov. Dock var tröskelvärdet 
för kvantifiering av [Cu]bio ungefär tre gånger högre vid de analyser som gjordes efter 
jämfört med före slamgivan 2017. De biotillgängliga Zn-koncentrationerna var alltid 
lägre än detektionsgränsen i samtliga prover från båda provtagningsomgångarna. 

Treatment IF
[Cu]bio

(µg/g)
[Cu]totala

(µg/g)
[Cu]bio/[Cu]total

(%)
pHa

(H2O)

0t/ha, 0 N 1,6±0,07 0,003±0,000 10 0,03±0,001 7,1

0t/ha, 100% N 1,5±0,07 0,002±0,000 9 0,03±0,001 6,9

4t/ha, 0 N 3,1±0,32 0,005±0,000 14 0,03±0,003 6,9

4t/ha, 100% N 2,6±0,26 0,004±0,000 14 0,03±0,003 6,9

12t/ha, 0 N 7,5±0,8 0,008±0,000 19 0,04 ±0,001 6,8

12t/ha, 100% N 5,9±1,1 0,007±0,000 20 0,03 ±0,002 6,8

Analys av biotillgängligt Cu med hjälp av bioreporter-stammen Pseudomonas fluorescens i jord  
som provtagits nästan fyra år efter den senaste slamgivan (0, 4 eller 12 ton slam per hektar (torrvikt))  
och med eller utan kvävegödsel (100% N/0 N). IF-bioreporter-induktionsfaktor (bioluminescens),  
[Cu]bio- biotillgängligt Cu i jord, [Cu]total-total-Cu i jord. Medelvärden ± standardavvikelser (n = 4) 
visas. a Data från Andersson (2015).

Tabell 3.1
Analys av biotillgänglig och 
total kopparhalt i jord.
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3.3 ARG, MRG, BRG, MGE och CrAssphage
Metagenom-sekvenseringen resulterade i 32–73 miljoner DNA-sekvenser per prov. 
Analysen som syftade till att undersöka effekterna från den senaste maximala slamgivan 
gav inga statistiskt signifikanta resultat, varken på totalnivå eller när gener analyserades 
individuellt. I analysen som inkluderade alla datapunkter observerades en signifikant 
ökning av en enda ARG, genen oqxB, som förekom oftare i jordar gödslade med mine-
ralkvävegödsel (FC=1,15, fdr=0,008). På samma gång detekterades oqxB mer sällan i 
den andra provtagningsomgången jämfört med den första (FC=0,91, fdr=0,004). Inga 
förändringar i ARG-förekomst sågs när effekt av slamgiva utvärderades. När det gäller 
metallresistensgener korrelerade kvävegödsling med ökad förekomst av ctpC (FC=4,25, 
fdr=0,013) och nikR (FC=2,00, fdr=0,022) men minskad nivå av ziaA (FC=0,40, 
fdr=0,013). Varken slamgiva eller provtagningstidpunkt påverkade nivåerna av indi-
viduella MRG. Vid den andra provtagningsomgången sågs en minskad förekomst av 
biocidresistensgenen actA (FC=0,65, fdr=0,040) medan nivåerna av samma gen var 
högre i kvävegödslade jordar (FC=1,64, fdr=0,020) tillsammans med bepC (FC=1,91, 
fdr=0,020). Den totala förekomsten av MGE-gener var signifikant högre i jordar från 
den andra provtagningsomgången jämfört med den första (FC=1,26, p=0,030). När 
analysen gjordes på individuella gener observerades ISCR2 i signifikant högre nivåer i 
slamgödslade jordar (fdr=0,042, FC=1,73 och FC=1,24 för gruppen som fått 4 respektive 
12 ton slam per hektar). En positiv korrelation observerades för den relativa förekomsten 
av ARG och crAssphage som båda minskade i slam under rötningsprocessen (figur 3.1A). 
Det fanns däremot ingen korrelation mellan de båda om enbart jordprover studerades 
(figur 3.1B).

Figur 3.1
Korrelation av ARG och 
crAssphage-förekomst i 
jord- och slamprover (A) 
(R2=0.93) och i endast 
jordprover (B) (R2=0.06).

 Jord provtogs två gånger, fyra år efter (cirklar) och 15 dagar efter (trianglar) spridning av rötat 
och lagrat avloppsslam (röd; inget slam, grön; 4 ton/ha (ts), blå; 12 ton/ha (ts)). Orötat slam (grå 
fyrkanter), semi-rötat slam (grå fyrkanter med svart prick), rötat och lagrat slam (svart fyrkant, delvis 
skymd). 

3.4 Bakteriesammansättning
Förekomsten av sekvenser från ett fylum, Elusimicrobia och en klass, TK10, från fylum 
Chloroflexi, var signifikant högre i slamberikade jordar. De få förändringar i bakterie-
sammansättning som orsakades av slamspridning står i viss kontrast till resultaten från 
när effekter av provtagningstidpunkt eller kvävegödsling beaktades då 34 respektive 63 
taxa ändrades signifikant (tabell 3.2). Effektstorlekarna var dock ganska blygsamma och 
varierade från FC = 0,05–2,87.
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Tabell 3.2
Sammanfattning av 
statistiskt signifikanta 
skillnader (fdr <0.05) i 
bakteriesamman sättning.

Fylum Slam + Elusimicrobia

-

Tidpunkt + Nitrospirae

-

N-gödsel +

- Cyanobacteria

Klass Slam + TK10 (Chloroflexi)

-

Tidpunkt + Anaerolineae, Clostridia, Deltaproteobacteria, Nitrospira, OPB35-soil group (Verrucomicrobia)

- Alphaproteobacteria

N-gödsel + Acidimicrobiia

- Cyanobacteria, Deltaproteobacteria, Nitrospira, KD4-96 (Chloroflexi), Ktedonobacteria

Ordning Slam +

-

Tidpunkt + Chromatiales, Clostridiales, Desulfuromonadales, Nitrospirales 

- Sphingomonadales, SubsectionIV (Cyanobacteria, Cyanobacteria)

N-gödsel + Acidimicrobiales, Micrococcales, Streptomycetales, Xanthomonadales 

- Acidithiobacillales, Acidobacteriales, Bacterium.Ellin6529 (KD4-96, Chloroflexi), Candidatus 
Solibacter (Acidobacteria, Acidobacteria), DA052 (Acidobacteria, Acidobacteria), Desulfobacterales, 
Desulfovibrionales, Desulfuromonadales, Ktedonobacterales, Sphingomonadales, SubsectionIV 
(Cyanobacteria, Cyanobacteria), Syntrophobacterales 

Familj Slam +

-

Tidpunkt + Desulfobacteraceae, Geobacteraceae, IGE-018 (Candidatus Chloracidobacterium, Acidobacteria, 
Acidobacteria), Nitrospiraceae, Rhizobiaceae, Ruminococcaceae

- Erytrobacteraceae, Microbacteriaceae, Sphingomonadaceae

N-gödsel + Bradyrhizobiaceae, Cellulomonadaceae, Erythrobacteraceae, Iamiaceae, Microbacteriaceae, 
Nitrosomonadaceae, Nocardiaceae, Phyllobacteriaceae, Streptomycetaceae, Xantomonadaceae

- Acidithiobacillaceae, Acidobacteriaceae, Cystobacteraceae, Desulfovibrionaceae, 
Desulfuromonadaceae, Geobacteraceae, Rhodospirillaceae, Sphingomonadaceae, 
Syntrophobacteraceae, Thermomonosporaceae, Family I (Subsection I, Cyanobacteria, 
Cyanobacteria), Usitatus Ellin6076 (Candidatus Solibacter, Acidobacteria, Acidobacteria)

Genus Slam +

-

Tidpunkt + Desulfovibrio, Geobacter, Iamia, Nitrospira 

- Brevundimonas, Ferruginibacter, Luteolibacter, Microbacterium, Novosphingobium, Pedobacter, 
Rhizobium, Sphingomonas

N-gödsel + Agromyces, Iamia, Ilumatobacter, Lysobacter, Mezorhizobium, Microbacterium, Nitrospira, 
Pedobacter, Rhodococcus, Streptomyces, Xanthomonas 

- Acidithiobcaillus, Azospirillum, Desulfovibrio, Geobacter, Pelobacter, Roseiflexus, Sporangium

Resultaten är uppdelade på fem taxonomiska nivåer (fylum, klass, ordning, familj, genus) och tre vari-
abler (slamtillförsel, provtagningstidpunkt och kvävegödsel). Plus- och minustecken representerar 
ökningar eller minskningar av specifika bakterie-taxa (anges i alfabetisk ordning). 

Förekomsten av elva bakteriella släkten som hittades i orötat slam och som inkluderar 
gramnegativa patogener jämfördes mellan prover. Effekten av rötning var tydlig då sek-
venser för sju av de elva släktena inte längre kunde detekteras i semi-rötade slamprover 
som provtogs direkt ifrån rötkammaren. Det rötade och lagrade slamprovet liknade 
de semi-rötade i det att inga sekvenser längre detekterades för släktena Aeromonas, 
Citrobacter, Escherichia, Enterobacter, Klebsiella, Vibrio eller Yersinia, däremot hade 
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den relativa mängden av Pseudomonas ökat 100 gånger och översteg till och med de 
nivåer som fanns i orötat slam. Också i jordprover observerades sekvenser som matchade 
Pseudomonas i alla prover. Den totala relativa förekomsten av de elva släktena var unge-
fär 10 gånger lägre i jordprover än i det slam som spreds på åkrarna. Förekomsten i jord 
var inte signifikant olika mellan behandlingsgrupperna eller provtagningstidpunkterna.

3.5 Odlingsdata
3.5.1  Odlingsbara bakterier i slam
Semi-rötad slam hade lägre CFU/g torrvikt än orötat slam på alla typer av plattor som 
användes för odlingsanalyser. Minskningen var 10–250 gånger för E. coli (figur 3.2A), 
100–1 500 gånger för andra koliformer (figur 3.2B) och 2–200 gånger för heterotrofa 
bakterier (figur 3.2C). Antalet E. coli i rötat och lagrat slam hade reducerats ytterligare 
430–880 gånger på ECC utan antibiotika och detekterades inte alls på plattor med 
ampicillin eller tetracyklin. En enda E. coli-koloni hittades på plattor med ciprofloxacin 
(figur 3.2A). För koliformer detekterades inga ciprofloxacinresistenta kolonier i det 
behandlade och lagrade slammet, men nivåerna av tetracyklin-resistenta koliformer 
var högre i rötat och lagrat slam än i semi-rötat (figur 3.2B). Ett liknande mönster sågs 
för R2A-plattor där det behandlade slammet som lagrats i 11 månader utomhus hade 
3–19 gånger högre koloniantal än semi-rötat slam (figur 3.2C). Efter normalisering 
med antalet kolonier på plattor utan antibiotika var dock de relativa resistensnivåerna 
lägre i det rötade och lagrade slammet än medelvärdena för de övriga slamstickproven.

Figur 3.2
Odlingsbara bakterier och 
resistensegenskaper hos 
dessa i olika typer av slam.

CFU/g slam (torrvikt) av E. coli (A), 
andra koliformer (B) och heterotrofa 
bakterier (C) på plattor utan anti-
biotika eller med ampicillin 8μg/ml 
(amp), tetracyklin 8μg/ml (tet) eller 
ciprofloxacin 0.5µg/ml (cip). Orötat 
och semi-rötat slam provtogs vid två 
tillfällen och det rötade och lagrade 
slammet provtogs den dag då det 
spreds på åkermark. ik- inga kolonier.
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3.5.2 Odlingsbara bakterier i jord
Inga signifikanta skillnader kunde observerades om man jämförde de två behandlingar 
där man annars skulle förväntat sig störst skillnad, d v s prover tagna två veckor efter 
slamgivna i högdosgruppen (12 ton/ha) mot kontroll (0 ton/ha) från samma tidpunkt. 
Statistiska skillnader mellan grupper som rapporteras nedan kommer från den mer 
komplexa analysen som inkluderar alla datapunkter och tre oberoende variabler.

Förekomst av presumtiva E. coli och andra koliformer i jord
Baserat på färg räknades två typer av kolonier på ECC-plattor, presumtiva E. coli (blå) 
och andra koliformer (röda). I den första provtagningsomgången detekterades blå kolo-
nier på ECC-plattor utan antibiotika från 3 av de 24 jordproven. Vid den andra provtag-
ningsomgången, 15 dagar efter den senaste slamgivan, detekterades presumtiva E.coli 
i 11 av 23 jordprover, men då vi spädde jordproven mindre vid utodlingen var detek-
tionsgränsen denna gång tio gånger lägre jämfört med vid den första analysen (figur 
3.3). Förekomsten av presumtiva E. coli på ECC-plattor utan antibiotika förändrades 
inte signifikant för någon av de tre variablerna (slamgiva, kvävegödsel eller provtag-
ningstidpunkt). Inga E. coli hittades på ECC-plattor med ampicillin, tetracyklin eller 
ciprofloxacin från jordprover vid någon av provtagningarna. 

Figur 3.3
Odlingsbara E. coli och 
andra koliforma bakterier 
i jord.

Antal kolonier av E. coli (blå) och andra koliformer (röda) på ECC- plattor från jord som provtagits 
vid två olika tidpunkter (s1 och s2), fyra år respektive 15 dagar efter slamtillförsel (0, 4 eller 12 ton 
per hektar (torrvikt)) och med eller utan kväve-gödsel (100% N/0 N). Koloniantal i slammet visas 
som linjer. Detektionsgränser för E. coli vid de två tidpunkterna representeras av streckade linjer i 
motsvarande färg. 

Antalet röda kolonier, som representerar andra koliformer än E. coli, som växte på 
ECC-plattor utan antibiotika var färre i den andra provtagningsrundan (FC = 0,29, fdr 
= 0,018) (figur 3.3). Den relativa halten av tetracyklin-resistenta koliformer ökade sig-
nifikant under andra provtagningsrundan (FC = 5,16, fdr = 0,016) (figur 3.4A) medan 
ampicillin-resistenta koliformer inte var signifikant olika mellan behandlingarna 
(figur 3.4B). Ciprofloxacinresistenta koliformer hittades inte i jordprover vid någon 
provtagningstidpunkt.

Heterotrofa bakterier i jord
Färre CFU per gram jord växte på R2A-plattor utan antibiotika i den andra provtag-
ningsrundan jämfört med den första (FC = 0,65 fdr = 0,006) (figur 3.5A). Den relativa 
resistensnivån för ampicillin skiljde sig inte signifikant åt mellan grupper (figur 3.5B) 
medan de relativa halterna av både tetracyklin- och ciprofloxacin-resistenta heterotrofer 
var lägre vid den senare provtagningen jämfört med den första (FC = 0,38 fdr = 0,0005 
respektive FC = 0,60 fdr = 0,0002) figur 3.5C-D). Inga skillnader i resistensnivåer kunde 
kopplas till tillförsel av kvävegödsel eller slam.



193.  resultat

Figur 3.4
Relativa resistensnivåer av 
odlingsbara koliformer i jord.

Relativa resistensnivåer av koliformer på ECC-plattor med tetracyklin 8μg/ml (A) eller ampicil-
lin 8µg/ml (B) i jord provtagen vid två olika tidpunkter (s1 och s2, fyra år respektive 15 dagar efter 
slamgiva) 0, 4 eller 12 ton per hektar (torrvikt)) och med eller utan kväve-gödsel (full N/no N). Notera 
att alla utom sex prover i A var under detektionsgränsen och är därför inte inkluderade i figuren. 
Den relativa förekomsten av tetracyklin-resistenta koliformer var högre vid de nandra provtagnings-
omgången (s2) (FC=5,16, fdr=0,016). Den relativa förekomsten av ampicillin-resistenta koliformer 
förändrades inte signifikant mellan behandlingar (B). Ingen graf visas för ciprofloxacin-resistenta 
koliformer eftersom alla prover var under detektionsgränsen. Linjen representerar den relativa nivån 
av resistenta koliformer i det rötade och lagrade slammet.
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Figur 3.5
Relativa resistensnivåer av 
odlingsbara, heterotrofa 
bakterier i jord.

Koloniantal på R2A-plattor utan antibiotika (A) och de relativa resistensnivåerna för ampicillin 8μg/
ml (B), tetracyklin 8µg/ml (C) och ciprofloxacin 0.5µg/ml (D) i jord som provtogs två gånger (s1 och 
s2), fyra år respektive 15 dagar efter slamgiva; 0, 4 eller 12 ton per hektar (torrvikt)) och med eller 
utan kväve-gödsel (full N/no N). Motsvarande data för rötat och lagrat slam representeras av linjer. 
Det enda signifikanta resultatet från R2A-plattor utan antibiotika var att antalet bakterier minskade 
i s2 jämfört med s1 (FC=0,65 fdr=0,006). Inga signifikanta skillnader observerades för de relativa 
ampicillin-resistensnivåerna (B). Färre tetracyklin- och ciprofloxacin-resistenta heterotrofer detek-
terades vid s2 jämfört med s1 (FC=0,38 fdr=0,0005 och FC=0,60 fdr=0,0002 (C respektive D), men 
varken slamtillförsel eller kvävegödsling visade några tecken på skillnader i relativa resistensnivåer på 
R2A-plattor för något av de tre antibiotika som undersöktes.
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4 Diskussion 

Inga av de antibiotika som undersöktes kunde detekteras i jord från den första jordprov-
tagningen, innan slamgödslingen 2017, vilket indikerar att de senaste decennierna av 
slamspridning inte har lett till ackumulering av dessa antibiotika i jorden. De antibiotika 
som detekterades i jord från den andra provtagningsomgången hittades alla i jord som 
behandlats med slam, dock hittades ingen av substanserna konsekvent i alla slambe-
handlade jordar och de detekterade koncentrationerna var inte uppenbart relaterade 
till mängden applicerat slam. Laboratorieexperiment har visat att antibiotika i lägre 
koncentrationer än de som normalt hämmar känsliga stammar kan selektera för anti-
biotikaresistens (Gullberg et al., 2011, Lundström et al., 2016, Kraupner et al., 2018). De 
antibiotika som detekterades i rötat och lagrat slam och i jord efter slamgiva hittades alla 
i högre koncentrationer än teoretiskt uppskattade gränsvärden för effekter (Bengtsson-
Palme and Larsson, 2016). Dock har dessa uppskattningar gjorts för antibiotika i vat-
tenlösning och bör inte extrapoleras till slam eller jord eftersom många antibiotika 
adsorberar starkt till partiklar vilket radikalt minskar deras biotillgänglighet (Subbiah 
et al., 2011, Song et al., 2017). Som exempel detekterades ciprofloxacin i koncentrationer 
upp till 11,6 mg/kg i orötat slam, vilket är 10 000 gånger högre än den koncentration som 
orsakade selektion i ett tidigare försök då man tillät två bakteriestammar konkurrera i 
flytande bakterieodlingsmedium (Gullberg et al., 2011). Det är också 1 000 gånger högre 
än de lägsta observerade selektiva koncentrationerna i komplexa akvatiska biofilmer 
(Kraupner et al., 2018) och det överskrider koncentrationen som fullständigt hämmar 
tillväxten av den stora majoriteten av undersökta vildtypsbakterier (EUCAST, 2018). 
Trots detta var andelen ciprofloxacin-resistenta E. coli i orötat slam måttlig (figur 2A). 
Det visar att nästan inget av det ciprofloxacin som återfanns i slammet var tillgängligt 
för bakterierna och kunde därför inte heller selektera fram resistenta bakterier. I det 
rötade och långtidslagrade slammet var koncentrationen av ciprofloxacin 7–65 gånger 
lägre vilket ytterligare reducerar sannolikheten för selektiva effekter.

Eftersom det ännu inte finns några definierade gränsvärden för vilka antibiotika-kon-
centrationer som har selektiva effekter i slam och jord undersöks risker för selektion 
sannolikt bäst genom att studera nivåerna av resistenta bakterier och förekomsten av 
resistensgener. Vi kunde inte observera några signifikanta förändringar i ARG-förekomst 
som en konsekvens av slamtillförsel, vilket är i linje med frånvaro av selektiva effekter 
av antibiotikarester i slamgödslad jord. I denna studie var både ARG och ARB högre 
i slam än i jord, men som framgår av Karkman et al, (2019) kan ökade ARG-nivåer 
ofta förklaras av fekalierester. Faktum är att nivåerna av crAssphage som indikator för 
human avföring och ARG var väl korrelerade i slamprover eftersom båda reducerades 
på ett liknande sätt under rötningsprocessen (figur 1A) och vi fann därmed inga tecken 
på resistens-selektion i slammet. Bristen på korrelation mellan ARG och crAssphage 
i jordprover (figur 1B) är förväntad, eftersom mängderna som beräknas adderas från 
slamgivan är försumbart i förhållande till de nivåer som redan finns i jorden, inklusive 
i kontrolljordarna som aldrig gödslats. 

De relativa nivåerna av bakterier som var resistenta mot ampicillin, tetracyklin och 
ciprofloxacin var inte högre i jordar som gödslat med slam än i jordar som inte gödslats 
alls. Detta är inte förvånande om vi antar att det inte sker någon selektion i jorden, och 
att en ökning skulle förklaras enbart genom tillsats av resistenta bakterier från slammet. 
Om man räknar med ett plogdjup på 25 cm och en jorddensitet på 1 500 kg/m3 späds 
slambakterierna ungefär 900 gånger och 300 gånger i jorden för de två slamgivorna. I 
jordprover kunde ingen resistens mot ampicillin, tetracyklin eller ciprofloxacin hos E. 
coli påvisas alls. Dessutom var antalet kolonier av koliformer och heterotrofa bakterier 
ofta oförändrat eller till och med lägre i jord efter den senaste slamgivan, även för de 
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rutor där ingen slam lagts på. En förklaring kan vara att tarmbakterier från vilda djur, till 
exempel fåglar som ätit av grödorna, fanns i det översta jordskiktet i den första provtag-
ningen men var mindre tillgängliga efter plöjningen som skedde strax efter slamgivan. 
Detta stämmer överens med resultaten i en nyligen publicerad artikel där jordprover 
från Arktis uppvisade förhöjda nivåer av ARG, vilket föreslogs härröra från bakterier i 
avföring från vilda djur (McCann et al., 2019).

Cetyltrimetylammoniumklorid, CTAC, detekterades i högst koncentration i alla 
slamprover. Rötat och lagrat slam innehöll 8,5 mg/kg (torrvikt) CTAC, vilket är lägre 
än vad som tidigare rapporterats i rötat slam från svenska ARV (Östman et al., 2017). 
CTAC var också den vanligaste föreningen som detekterades i jord, funnen i fyra prover, 
om än i 100–1 000 gånger lägre koncentrationer än i det applicerade slammet. Vid ett 
tillfälle upptäcktes CTAC i jord som inte hade fått något slam. Vi antar att detta är resul-
tatet av en oavsiktlig överföring av material under processens gång men eftersom ingen 
antibiotika hittades, varken i detta prov eller i någon av de andra kontrolljordarna, utgår 
vi ifrån effekten från den potentiella kontamineringen är försumbar. CTAC innehåller 
kvaternära ammoniumkatjoner (QAC), en grupp kemikalier som produceras i stora 
volymer och används som ytaktiva ämnen och mjukgörare i hushållsprodukter, men 
också som desinfektionsmedel på grund av deras antimikrobiella egenskaper. Gener 
som ger resistens mot QACs är associerade med ko-selektion eftersom de ofta finns på 
mobila genetiska element som också innehåller andra resistens- eller mobiliserande 
gener (Chapman, 2003). Medan förekomsten av resistensgener för varken antibiotika, 
metaller eller biocider förändrades när tillförsel av slam var den enda förklarande vari-
abeln, var en MGE, genen ISCR2, signifikant högre i slamgödslade jordar jämfört med 
kontroller. Dock var effekten ganska liten och följde inte det logiska dos-respons-mönst-
ret i och med att skillnaden var större i de jordar som fått 4 ton slam per hektar jämfört 
med de som fått 12 ton slam per hektar. Därmed kunde vi inte hitta belägg för effekter 
av kvarvarande biocidrester i jorden. 

Även om metaller som Cu och Zn har potential att ko-selektera för antibiotikaresis-
tensgener (Berg et al., 2010, Song et al., 2017, Zhao et al., 2019) indikerar vår biorepor-
ter-data att nivåerna av biotillgängligt Cu och Zn var konsekvent låga i alla prover och att 
slamgödsling endast hade små effekter på [Cu]bio. De observerade koncentrationerna av 
[Cu]bio är mycket lägre än de nivåer som krävts för selektion i tidigare studier (Hagerberg 
et al., 2011, Song et al., 2017). Dessutom är nivåerna av [Cu]total i slamberikade jordar 
(tabell 2, (Andersson, 2015)) lägre än de PNEC-värden som beräknats för europeiska 
jordar (Monteiro et al., 2010). Våra resultat stämmer också överens med tidigare studier 
där man simulerat drygt 100 år av slamberikning på åkermark utan att metaller acku-
mulerades till nivåer som krävts för att utöva ett selektionstryck (Poulsen et al., 2013, 
Lekfeldt et al., 2014). Följaktligen ledde långvarig applicering av avloppsslam endast till 
mindre förändringar av jordbakteriesammansättning och ledde inte till förändringar i 
bakteriesamhällets tolerans mot Cu. 

Kemisk analys, metagenomsekvensering och odling av bakterier avslöjade inte några 
tecken på ackumulering av antimikrobiella medel eller anrikning av resistensgener eller 
resistenta bakterier i jord som har gödslats med rötat och lagrat avloppsslam under de 
senaste decennierna. De flesta av de observerade skillnaderna i jord var i stället kopplade 
till kvävegödsling. Två av resistensgenerna vars nivåer var signifikant förhöjda i kväve-
gödslade jordar, oqxB och bepC, kodar för delar av membranbundna effluxpumpar som 
svarar på förhöjda nivåer av toxiska föreningar t.ex QAC (Hansen et al., 2007, Posadas 
et al., 2007). Nivåerna av kompletterande gener som krävs för funktionella pumpar var 
dock inte förhöjda och i den andra omgången av provtagning minskade oqxB-nivåerna 
signifikant. Förekomsten av tre ytterligare resistensgener, ctpC, actA och nikR, kopplade 
till Zn-efflux (Padilla-Benavides et al., 2013), Cu-känslighet (Tiwari et al., 1996) respek-
tive Ni-reglering (De Pina et al., 1999), var högre i kvävegödslade jordar jämfört med 
kontroller, medan ziaA, en annan gen associerad med export av Zn (Thelwell et al., 1998) 
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istället minskade i dessa jordar. I den andra provtagningsomgången var actA nu betydligt 
lägre jämfört med kontrollerna. Sådana mönster överensstämmer inte med att metaller, 
biocider eller antibiotika har en direktpåverkan genom att främja bakterier som bär på 
resistensgener mot dessa ämnen utan pekar snarare på indirekta förändringar i resis-
tensgenförekomst som ett resultat av förändringar i artsammansättning. Oorganiska 
gödselmedel har tidigare visat sig ha en stark effekt på ARG-sammansättningen i mik-
robiella samhällen i jord och i linje med vår tolkning föreslogs det vara en konsekvens 
av förändringar i artsammansättning snarare än omfattande horisontell genöverföring 
(Forsberg et al., 2014). Metagenomik-data från analysen av bakteriesammansättningen 
i jord från de olika behandlingsgrupperna visade att förekomsten av fler än 30 res-
pektive 60 taxa förändrades signifikant i modellerna som undersökte betydelsen av 
provtagningstidpunkt och kvävegödsling. Däremot hade endast två taxa, Chloroflexi 
och Elusimicrobia, båda tidigare funna i rötat slam (Björnsson et al., 2002, McIlroy 
et al., 2015, Lin and Li, 2018) signifikant olika förekomst i slambehandlade jordar och 
kontroller. Ett liknande resultat beskrevs nyligen i en spansk studie där 24 års årlig 
giva av anaerobt rötat avloppsslam (upp till 80 ton/ha) inte ledde till några signifikanta 
förändringar i bakteriesammansättning i jord (Urra et al., 2019).

Effekter på ARG efter långvarig slamberikning av jord har tidigare undersökts. Dock 
är jämförelser mellan studier ofta komplicerade eftersom sammansättning, förbehand-
ling, volym, frekvens och varaktighet av tillsatt slam varierar mycket mellan studier. 
Dessutom fokuserar olika studier på olika typer av effekter (gener, levande bakterier i 
diverse matriser som slam, jord, odlade grönsaker etc). Det finns emellertid situationer 
där förekomsten av specifika ARG ökar i slamgödslade jordar (Chen et al., 2016, Urra 
et al., 2019). I dessa två studier var frekvensen och/eller volymen av tillsatt slam högre 
än i vår studie (18–80 ton per hektar spritt varje, vartannat eller vart fjärde år). När 
mängden tillfört slam var i samma nivå som i vår studie sågs ingen ökad förekomst av 
ARG (Chen et al., 2016) jämfört med kontroller vilket tyder på att doseringen kan vara 
avgörande. Den relativa förekomsten av ARG i slammet kan naturligtvis också vara 
av betydelse. Sverige har både en lägre antibiotika-användning och mindre utbredda 
problem med antibiotikaresistens än de flesta andra länder, vilket också återspeglas 
i ARG-förekomsten i svenskt avloppsvatten (Hendriksen et al., 2019). Trots att både 
antibiotikahalter och förekomsten av ARG troligen var högre i den kinesiska studien 
av Chen et al (2016), åtminstone i orötat slam, ledde en liknande mängd slam som i vår 
studie inte till någon signifikant ökning av ARG i de kinesiska jordarna. Många kolifor-
mer, inklusive E. coli, överlever ofta inte bra i jord, vilket också kan bidra till begrän-
sade effekter av slamtillförsel när det gäller ARG-förekomst i jord. Exempelvis visade 
en nyligen publicerad studie att anaerobt rötat slam innehållande liknande nivåer av 
koliformer och ungefär 100 gånger fler E. coli än i vår studie inte orsakade en anrikning 
av dessa bakterier i jord jämfört med kontroller 7 respektive 30 dagar efter slamgiva 
(Murray et al., 2019). Inte heller fann Rahube et al. (2014) någon ökning av odlingsbara 
koliformer i jord som provtogs 100 dagar efter en enda slamgiva, varken när givan bestod 
av 10 ton rötat slam/ha (med liknande nivåer av koliformer som vår studie) eller 28 ton 
orötat slam (med en mycket högre bakteriell belastning). I ytterligare överensstämmelse 
med våra resultat observerade de ingen ciprofloxacinresistens, en mycket låg tetracyk-
linresistens och en hög ampicillinresistens bland koliformer i jord utan signifikanta 
skillnader jämfört med kontroller. Sammantaget så finns det platser och förfaranden 
som är förknippade med ökade ARG i jordar, och eventuellt också risker för uppkomst 
och överföring av resistens, men för de förhållanden som undersöktes här fanns inga 
indikationer på någon betydande risk.

Sammanfattningsvis kunde vi inte hitta tecken på ackumulering av antimikrobiella 
medel eller anrikning av resistensgener eller antibiotika-resistenta bakterier i jord som 
berikats med rötat och långtidslagrat avloppsslam (upp till 12 ton/ha vart fjärde år) under 
36 år. Inga tecken på ko-selektion via metaller eller biocider analyserat som förekomst av 
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MRG och BRG kunde heller observeras. Dessutom iakttogs mycket få förändringar i bak-
teriesammansättning som berodde på slamtillförsel. Vi tillstår att även om metagenom-
sekvensering visserligen är en bred och explorativ metodik, är den mindre känslig än t.ex. 
PCR varför subtila förändringar i gennivåer kan förbli oupptäckta. Samtidigt finns det 
ofta andra utmaningar med att tolka PCR-analyser, inklusive specificitet. Det bör också 
noteras att Sverige har en gynnsam position jämfört med många andra delar av världen 
när det gäller antibiotikakonsumtion och kliniska resistensnivåer. Eftersom kommunalt 
avlopp speglar resistenssituationen för den bidragande befolkningen (Hutinel et al., 
2019), är det möjligt att avloppsslam i länder med högre antibiotika-användning, större 
resistensbelastning eller mindre effektiv avloppsrening än Sverige har mer uttalade 
mikrobiella effekter om det sprids på åkermark.
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