SvensktVatten g

UTVECKLING

Slamspridning och
antibiotikaresistens

Utvardering av risker kopplade till 1angvarig slamspridning pa akermark

C Rutgersson
S Ebmeyer
S.B Lassen

A Karkman

J Fick

E Kristiansson
K.K Brandt
C-F Flach
D.G.J Larsson



SvensktVatten

UTVECKLING

Svenskt Vatten Utveckling (SVU) &r kommunernas
eget FoU-program om kommunal VA-teknik.

Programmet finansieras i sin helhet av kommunerna.

Programmet lagger tonvikten pa tillampad forskning
och utveckling inom det kommunala VA-omradet.

Svenskt Vatten Utveckling

Svenskt Vatten AB

POSTADRESS BOX 14057,16714 Bromma
BESOKSADRESS Gustavslundsvégen 12,16751 Bromma
TELEFON 08-506 00200

E-MAIL svensktvatten@svensktvatten.se

www.svensktvatten.se

Forfattarna ar ensamt ansvariga for rapportens
innehall, varfor detta ej kan dberopas sdsom
representerande Svenskt Vattens standpunkt.



SvensktVatten

UTVECKLING

RAPPORTENS TITEL

TITLE OF THE REPORT

FORFATTARE

RAPPORTNUMMER
ANTAL SIDOR

SAMMANDRAG

ABSTRACT

SOKORD
KEYWORDS
MALGRUPPER

RAPPORT

UTGIVNINGSAR

UTGIVARE

Bibliografiska uppgifter
Nr2020-11

Slamspridning och antibiotikaresistens
Utvardering av risker kopplade till langvarig slamspridning pa akermark

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

C Rutgersson,*® S Ebmeyer,>* S.B Lassen,>4 A Karkmana,®* J Fick,f
E Kristiansson,*¢ K.K Brandt,® C-F Flach,** D.G.J Larsson,*"

2 Centrum foér antibiotikaresistensforskning (CARe) vid Géteborgs Universitet.
b Avd. for infektionssjukdomar, Inst. for biomedicin, Sahlgrenska Akademin

vid Goteborgs Universitet. ¢ Avd. for vaxt- och miljovetenskap, K6penhamns
Universitet. ¢ Kinesiskt-Danskt centrum foér utbildning och forskning, Universi-
tetet for kinesiska forskningsakademin, Beijing. ¢ Avd. fér mikrobiologi, Hel-
singfors Universitet. f Avd. fér kemi, Umea Universitet. ¢ Avd. féor matematiska
vetenskaper, Chalmers tekniska hégskola.

2020-1
32

Hur paverkas odlingsmark vid 1angvarig spridning av avloppsslam nar det géller
forekomst av antibiotika, andra antimikrobiella @amnen, resistenta bakterier
och resistensgener? Studien visar att anvandning av avloppsslam pa det satt
vi gor i Sverige inte verkar medféra nagra uppenbara risker for 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 hamta hem som PDF-fil fran Svenskt Vattens hemsida
www.svensktvatten.se

2020

© Svenskt Vatten AB



Om projektet
PROJEKTNUMMER
PROJEKTETS NAMN
PROJEKTETS
FINANSIERING
GRAFISK FORM

ORIGINALPUBLIKATION

17-113

Slamspridning pa dkermark - langsiktiga effekter pa jord och gréda, samt
forekomst av antibiotikaresistenta bakterier

Svenskt Vatten Utveckling, Goteborgs Universitet, Vetenskapsradet, Formas

Bertil Ortenstrand, Ordférradet AB

Denna rapport ar en svensk sammanfattning av en langre engelsksprakig
expertgranskad, vetenskaplig publikation av samma forfattare publicerad

i tidskriften Environment International, 2020 vol 137, 105339 DOl: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. Aterpublicering av figurer och tabeller fran originalpublikationen
har gjorts med tillstand av Elsevier.



Forord

Projektet "Slamspridning p& dkermark” startades 1981 och ar unikt — inte bara i Sverige
utan aveniEuropa — genom att det ar upplagt som ett praktiskt faltforsok, dar vaxtfoljden
véljs av lantbrukaren, och genom att slamtillforselns paverkan pa akermarken kunnat
foljas under ldng tid. Med féltforsoken som bas har genom aren ett antal specialstudier
genomforts. De mest aktuella géller mikroplaster (Ljung et al., 2018), respektive anti-
biotikaresistens, som dr Amnet for denna rapport.

Det finns ett uppenbart virde i att dterfora naring till jordbruket och darmed sluta
kretsloppet. Reningsverken och slammet som produceras dir ar samtidigt en uppsam-
lingspunkt for manga av de kemikalier vi anvinderisambhallet. Rester avden antibiotika
vi dter hamnar tillsammans med resistenta tarmbakterier i slammet vid vara renings-
verk. Darfor har det 14nge funnits en oro for att spridning av rétslam pa akermark bidrar
till att antibiotikaresistens ska utvecklas eller spridas.

I denna studie kvantifierades halter av antibiotika och andra antibakteriella imnen
islam och jord, resistensgener, resistenta bakterier liksom vilka arter av bakterier som
fannsijordarna. En 6vergripande sammanfattning av resultaten dr att nistan allt som
studerats ser ungefar likadant ut i jordar dar man spridit mycket slam, lite slam, inget
slam eller bara spridit oorganiskt godningsmedel. Det fanns inga tecken pa att varken
antibiotika eller resistenta bakterier ansamlas i jorden 6ver tid. Naringstillforseln har
en viss paverkan pé vilka bakteriearter som trivs bast i jorden, vilket i sig inte innebér
nagon risk. Méngden biotillginglig koppar 6kade ocksa nagot med 6kad slamgiva, men
inte till nivaer som bedéms utgora nagon risk for selektion av resistens. Konklusionen
fran studien ar att om det finns effekter pa resistensforekomst sa ar dessa mycket sma.
Att sprida rotslam pa dkermark i den omfattning och pé det sidtt man gor i Sverige i dag
verkar darfor inte medféra ndgon uppenbar risk for att driva pa resistensutvecklingen.
En mer utforlig beskrivning av studien finns att 1asa pé engelska, publicerad i tidskriften
Environment International (Rutgersson et al., 2020).

Forfattarna vill tacka personal pa Hushéllningssillskapet Skéne for tillgang till falt-
forsoksomradet och hjialp med provtagning av jord och rétat slam. Personal pa Sjolunda
avloppsreningsverk i Malmo tackas for hjalp med provtagning av stickprover pa slam
under rotningsprocessen.

Projektet ”Slamspridning pa &kermark” finansieras av kommunerna Burlév,
Kévlinge, Lund, Lomma, Malmo, Staffanstorp, Svedala och Trelleborg, samt SYSAV
och Svenskt Vatten Utveckling. Hushéllningssallskapet Skéne projektleder och ansvarar
for faltforsoken.

Denna studie, om jordbakteriers resistensmonster, finansierades av forskningsanslag
fran Svenskt Vatten Utveckling, Formas och Vetenskapsradet.

Juni 2020

Carolin Rutgersson och Joakim Larsson
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Sammanfattning

Hur paverkas odlingsmark vid ldngvarig spridning av avloppsslam niir det
giller forekomst av antibiotika, andra antimikrobiella zmnen, resistenta
bakterier och resistensgener? Studien visar att anvindning avavloppsslam
pa det siitt vi gor i Sverige inte verkar medfora nagra uppenbara risker for
utveckling av antibiotikaresistens.

Genom att tillféra avloppsslam pé odlingsmark tar man tillvara ndringsimnen som ar
viktiga for grodor och minskar behovet av mineralgodsel. Samtidigt riskerar ménniskor
att exponeras for fororeningar i det slam som sprids. Det kan exempelvis handla om
rester av den antibiotika vi dter som tillsammans med resistenta tarmbakterier hamnar
i slammet vid reningsverken. Darfor har det 1ange funnits oro for att slamspridning pa
akermark kan bidra till att antibiotikaresistens utvecklas eller sprids.

For att bedoma riskerna med spridning av antibiotikaresistens vid slamanviandning
fick forskarna tillgang till ett faltforskningsprojekt i Skane dar behandlat avloppsslam har
spridits pa akermark vart fjarde &r sedan 1981. De tog prover pa jord fran forsoksytorna,
och de samlade in slamprover fran det lokala avloppsreningsverket (orétat, halvrotat,
samt rotat och 1angtidslagrat slam). Koncentrationen av 15 utvalda antibiotika och ett
desinfektionsmedel analyserades i jord och slam, och den biotillgéngliga koncentratio-
nen av koppar och zink bestdmdes i jordproverna fore och efter den senaste slamgivan.
Mikrobiella effekter studerades dels genom att bakterier odlades pa klassiskt vis pa
laboratorium, dels genom att DNA-sekvenser analyserades.

Forskarna hittade inga tydliga tecken pa att antimikrobiella substanser ackumu-
leradesijord som behandlats med rétat och langtidslagrat avloppsslam, vare sig pa kort
eller pé lang sikt. Nivderna av antibiotikaresistenta bakterier eller resistensgener var
inte heller hogre i slambehandlade jordar dn i kontrollproven.

Naéstan allt som studerades sag ungefar likadant ut i jordar dar man hade spridit
mycket slam, lite slam, inget slam eller bara spridit mineralgodsel. Naringstillforseln
paverkar i viss man vilka bakteriearter som trivs bést i jorden, men det innebér i sig
ingen risk. Mangden biotillginglig koppar 6kade ndgot med 6kad slamgiva, men inte
till nivaer som bedoms utgora ndgon risk for resistensutveckling.

Slutsatsen fran studien dr att om det finns effekter pé resistensforekomst sa ar de mycket
sma. Att sprida rotslam pa dkermark i den omfattning och pa det sitt vi gor i Sverige i
dag verkar inte medf6ra nagon uppenbar risk att driva pa resistensutvecklingen. Det ar
inte sdkert att resultaten kan tillampas i delar av viarlden dar slam sprids pa annat satt.
Antibiotikakoncentrationer och resistensnivéerislam ar sannolikt hGgre i regioner med
hogre antibiotikakonsumtion och en allvarligare resistenssituation dn i Sverige.

Rapporten adr en svensk sammanfattning av en vetenskaplig publikation pa engelska
av samma forfattare, publicerad i tidskriften Environment International (Rutgersson
etal., 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 forkortningar

ARB: antibiotikaresistent(a) bakterie(r)
ARG: antibiotikaresistens-gen(er)
ARV: avloppsreningsverk

Bioreporter: bakterie som modifierats genetiskt for att uttrycka en méatbar signal nar
ett visst amne finns ndrvarande. I denna studie anviande vi bioreportrar for att méita
koncentrationen av biotillgéngligt koppar och zink.

BRG: biocidresistensgen(er)

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

CTAC: cetyltrimetylammonium-klorid, anvands t ex i ménga skoljmedel

ECC: en typ av agarplatta for bakterieodling som gor det mojligt att urskilja E.
coli-bakterier och andra koliforma bakterier.

FC: faldighetsforandring fran engelskans “fold-change”. T ex betyder FC=2 en
dubblering.

Fdr: fran engelskans “false discovery rate”, anger proportionen av forvantade falskt
positiva utfall

Ko-selektion: process dir exponering for till exempel ett antibiotikum eller en metall
kan leda till en 6kad forekomst av flera olika typer av resistensgener pa grund av att
de sitter i samma genetiska kontext, till exempel pa en plasmid (cirkuldar DNA bit som
ofta kan hoppa mellan bakterier).

LC-MS/MS: liquid chromatography tandem mass spectrometry, avancerad kemisk
analysmetod som anviandes for att mita koncentrationen av antibiotika och andra
antimikrobiella &mnen i jord och slamprover.

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

MIC: minimal inhibitory concentration, d v s den ldgsta koncentration av en antimik-
robiell substans som krivs for att helt inhibera tillvixten av bakterie.

MRG: metallresistensgen(er)

Selektion: urvalsprocess. I denna kontext att bakterier som bar pa resistensgen far en
fordel gentemot bakterier som saknar genen, till exempel vid antibiotika-exponering
da icke-resistenta bakterier inhiberas eller dor vilket skapar utrymme for resistenta
bakterier att tillvixa och foroka sig.

R2A: en typ av agarplatta for bakterieodling som ménga olika arter kan véxa pa.
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1 Introduktion

Avloppsslam innehéller betydande méngder naringsdmnen som ar oumbarliga for gro-
dor vilket motiverar dess anviandning som godningsmedel for odling pa akermark i
enlighet med principerna for cirkuldr ekonomi. Historiskt sett har toppargumentet mot
att anvinda slam som godsel varit risken for ackumulering av tungmetaller i jord eller
skordeprodukter (McBride, 2003) men pé senare ar har det ocksa vickts en oro om
att slamspridning pa odlingsmark kan framja selektion och spridning av antibiotika-
resistenta bakterier (ARB) eller antibiotikaresistens-gener (ARG) (Bondarczuk et al.,
2016). Likemedel som inte bryts ner i manniskokroppen hamnar s smaningom i vart
avloppsvatten dér det ocksa finns hoga koncentrationer av bakterier av olika ursprung,
inklusive humana tarmbakterier som ofta bar pa resistensgener (van Schaik, 2015).
Avloppsreningsverk (ARV) anses darfor ha en nyckelroll nar det géller utslapp av bade
antibiotika och andra potentiellt selektiva &@mnen samt bade ARB och ARG till miljon
(Rizzoetal., 2013). Ivilken grad selektion for antibiotikaresistens 4ger rumivattendrag
ellerijord dar renat avloppsvatten och slam hamnar ar &nnu inte fullstandigt klarlagt. I
Petersborg strax utanfor Malmo pagar ett storskaligt forskningsprojekt dir rotat slam
frdn det kommunala reningsverket, mineralgddsel eller en kombination av de tva har
spridits pa dkermark vart fjarde ar sedan 1981 (Andersson, 2015). I denna studie ana-
lyserades koncentrationen av 15 utvalda antibiotika och en antibakteriell biocid i slam
ochijordprover fore och efter slamgivan 2017. Eftersom vissa metaller har en sé kallad
ko-selektiv effekt pa antibiotikaresistens-gener mitte vi ocksa den biotillgdngliga kon-
centrationen av koppar (Cu) och zink (Zn) i jordprover. Forandringar i genforekomst
studerades genom metagenomik, vilket innebar att DNA-fragment fran vildigt ménga
organismer i ett komplext prov sekvenseras. Genom att jamfora sekvenserna mellan
olika prover studerade vi skillnader i bakteriesammanséttning samt om férekomsten
av resistensgener for antibiotika (ARG), metaller (MRG) och biocider (BRG) varierade
mellan jordar som fatt olika typer av godning eller mellan provtagningstidpunkter.
Dessutom studerades forekomsten av mobila och mobiliserande genetiska element
(MGE) vilka paverkar risken for spridning av resistensgener. Vi anvénde ocksd meta-
genomik for att studera potentiella forandringar i bakteriesammanséttning. Slutligen
anvindes metagenom-datan till att undersoka forekomsten av CrAssphage (Dutilh et al.,
2014), ett virus som angriper bakterier och som naturligt hittas i héga nivaer i human
avforing. Denna analys gjordes for att kunna urskilja huruvida en eventuell 6kning av
ARB och/eller ARG sannolikt skulle bero pa selektion péa plats i jorden eller om det
snarare ar en effekt av fekalierester fran slammet (som innehaller mer ARB och ARG
dn vad jord i allménhet gor). Parallellt anvidnde vi oss ocksa av klassisk bakterieodling
pé agarplattor dir det totala antalet bakteriekolonier och de relativa resistensnivierna
for tre antibiotika, ampicillin, tetracyklin och ciprofloxacin, analyserades.
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2 Material och metoder

2.1 Provtagning

Faltforsoksomradet ar uppdelati 36 mindre rutor (ca 6 m x 20 mvardera), dar antingen
0, 4 eller 12 ton rotat slam per hektar tillforts var fjarde ar sedan 1981 (Andersson, 2015,
tabell 2.1). Forutom avloppsslam har rutorna ocksa fatt kvivegodsel motsvarande 0, 50
eller 100 % avrekommenderad méngd av SLU och hushéllningssillskapet. De rutor som
fattkviavegodsel har ocksa fatt fosfor- och kaliumnéring i rekommenderade doser. Totalt
innehaller studiematrisen nio olika behandlingskombinationer i fyra replikat vardera.
P4 grund av praktiska och ekonomiska begransningar bestamde vi att utesluta de rutor
som hade getts 50 % av den rekommenderade mineralkvivegivan vilket betyder att 24
av de 36 rutorna provtogs (rutor i fet stil i tabell 2.1).

Ot/ha, 4t/ha, 12t/ha, 4t/ha, 12t/ha, Ot/ha,
ON ON ON ON ON ON
Ot/ha, 4t/ha, 12t/ha, 4t/ha, 12t/ha, Ot/ha,
50% N 50% N 50% N 50% N 50% N 50% N
Ot/ha, 4t/ha, 12t/ha, 4t/ha, 12t/ha, Ot/ha,
100% N 100% N 100% N 100% N 100% N 100% N
Ot/ha, 4t/ha, 12t/ha, 4t/ha, 12t/ha, Ot/ha,
50% N 50% N 50% N 50% N 50% N 50% N
Ot/ha, 4t/ha, 12t/ha, 4t/ha, 12t/ha, Ot/ha,
ON ON ON ON ON ON
Ot/ha, 4t/ha, 12t/ha, 4t/ha, 12t/ha, Ot/ha,
100% N 100% N 100% N 100% N 100% N 100% N

Vart fjarde ar har varje ruta fatt antingen o, 4 eller 12 ton slam/ha (torrvikt) i kombination med o,
50 eller 100% av rekommenderad mangd kviavegodsel (N). Vi provtog jord fréan 24 av de 36 rutorna
(markerade med fetstil) tva gédnger, dels néstan fyra ar efter slamgivan 2013 och dels 15 dagar efter
den senaste slamgivan 2017.

Jordprovtagning 4gde rum den 22 augusti 2017 och den 26 september 2017, det vill sdga
nastan fyra ar efter slamgivan 2013 och 15 dagar efter slamgivan 2017. Tolv delprover
togs pa diagonalenivarje ruta med en provtagare som nadde ungefir 25 cm djupt, blan-
dades och fordes over till sterila 50 ml ror. Rotat slam som producerades vid Sjélunda
reningsverk i Malmao i oktober 2016 hade lagrats utomhus till den 11 september 2017 nar
det spreds pa faltforsoksomradet. Det slam som spridits pa forskningsfiltet myllades
nerijorden och hela fors6ksomrédet, inklusive de rutor som inte slamberikats, plojdes
sedan till ett djup pé cirka 25 cm. Flera delprov av det rétade och lagrade slammet togs
pa spridningsdagen, slogs samman och skickades till vart laboratorium pa Goteborgs
Universitet. PA samma dagar som jordprovtagningarna dgde rum togs ocksa stickprov
av orotat slam och slam direkt fran rotkammaren (nedan kallat semi-roétat slam) pa det
kommunala ARV (Sj6lunda) som ligger ca 12 km nordvést om faltférsoksomrédet. Det ar
ettav Sveriges storsta ARV med cirka 300 000 anslutna personer och ett genomsnittligt
flode av 1 350 L/s (VASYD, 2018). De slam- och jordprover som skulle anvindas for
kemiska analyser, DNA-extraktion och sekvensering frystes vid -20 °C och de prover
som skulle anvindas for bakterieodling forvarades vid 4 °C och spreds pa agarplattor
inom 24 timmar. Totalt analyserades 24+24 jordprover och 1+2+2 slamprover (n=53).
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2.2 Kemiskanalys

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) bestdmdes i jord- och slamprover med
hjilp av vitskekromatografi-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
I6sningsmedel, 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 ror med zirkoni-
um-kulor med hjalp aven Mini Beadbeater (Biospec. Bartlesville, USA) (4 min, 42 000
oscillationer per minut), och centrifugerades (10 min, 14 000 rpm). Protokollet upp-
repades for de tre 16sningsmedlen individuellt varpa supernatanterna kombinerades,
tilldts avdunsta tills volymen var 20 pl och blandades sedan med ytterligare 20 pl av en
vatten-metanol-16sning (1:1) med 0,1 % myrsyra.

Proven analyserades med hjalp aven avancerad mass-spektrometer (Quantum Ultra
EMR (Thermo Fisher Scientific, San Jose, USA)) som kopplats till en vitske-kromatogra-
fi-pump (Accela, Thermo Fisher Scientific) och en automatisk provtagare (PALHTC, CTC
Analytics AG, Zwingen, Schweiz). Ytterligare information om metoden och analysde-
taljer som till exempel kollisionsenergier och prekursor/produkt-joner finns beskrivna
itidigare publikationer (Grabic et al., 2012, Rutgersson et al., 2020). Troskelviarden for
kvantifiering bestimdes fran standardkurvor som baserats pa upprepade matningar av
jordprov med kénda, ldga koncentrationer av de &mnen som skulle analyseras. Flera
olika typer av blankprover (i.e. prov som inte innehaller nagot av de utvalda 4mnena
och darfor inte ska ge ndgot utslag i mitningen) analyserades ocksa for att kontrollera
till exempel kontamineringseffekter fran foregdende prov.

2.3 Bioreporteranalys av biotillgangligt Cuoch Zn

Allametalljoner som finnsien viss miljo ar inte tillginglig for bakterierna dir, da metall-
jonernakan vara hart bundnatill t ex partiklar. Koncentrationen av biotillgangligt Cu och
Znijordextrakt bestimdes med hjilp avbakteriestammarna Pseudomonas fluorescens
DF57-Cu1s5 (Tom-Petersen et al., 2001) och P. putida KT2440.2431 (Hynninen et al.,
2010) som modifierats genetiskt och fungerar som bioreportrar. Stammarna bar pa
luxAB-gener som uppregleras nar metaller finns nérvarande vilket leder till en métbar
ljussignal, sa kallad bioluminiscens. Koncentrationen av biotillgingligt Cu och Zn ana-
lyserades i jord fran bada provtagningstillfillena genom att 5 g jord blandades med 25
ml vatten, skakades vid 250 rpm i 2 timmar vid rumstemperatur och centrifugerades
(10000 - g,10 min, 22 °C). Supernatanterna dverfordes till sterila polystyrenror och for-
varades vid -18 °C tills bioreporteranalyserna dgde rum enligt protokoll som publicerats
tidigare (Brandt et al., 2008, Song et al., 2017). Vid varje korning analyserades samtliga
prov och standarder pa samma platta for varje bioreporter for att undvika effekter pa
grund av teknisk variabilitet (Hansen et al., 2019).

Bioluminescens-signalen analyserades med hjalp aven BMG FluoStar Optima platt-
ladsare (BMG Labtech, Offenburg, Tyskland) och koncentrationen av biotillgéngligt
Cu och Zn kvantifierades med hjélp av koncentrationen av losta Cu*- och Zn?*-joner
i sulfat-standardlosningar av respektive metall. Bioreporter-stammen P. fluorescens
DF57-40E7 som har ett konstant uttryck av luxAB-generna (Tom-Petersen et al., 2001)
analyserades parallellt for att korrigera for matris-effekter i provet vilket har studerats
idetalj i tidigare studier (Brandt et al., 2008).
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2.4 Metagenomsekvensering

En detaljerad metodbeskrivning finns att hittaioriginalartikeln (Rutgersson et al., 2020)
men sammanfattningsvis isolerades DNA frén 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 didr de metagenomsekvenserades med
Nlumina NovaSeq 6000. Nir sekvenserings-datan kvalitetsfiltrerats anvéndes den for
att soka i olika databaser ddr man samlat information om gener med kénda funktioner
for att pa sé sitt identifiera och kvantifiera forekomsten av ARG, MRG, BRG och MGE.
Eftersom ménga gener har flera funktioner finns vissa sekvenser representerade i fler
an en avde fem kategorierna. Endast gener som detekteradesiminst 33 % av alla prover
och i medeltal fem ganger per prov inkluderades i analyserna. Vi analyserade ocksé 16S
rRNA-genen eftersom den innehaller regioner av DNA som &r specifika for olika bakte-
rier vilket anviandes for att studera fordndringar i bakteriesammanséttning pa fylum-,
klass-, ordning-, familj- och slaktniva. CrAssphage-genomsekvensen hamtades fran
GenBank (NC_024711.1) och jaimfordes med var sekvenseringsdata sa att forekomsten
av CrAssphage i de olika proven kunde beriknas.

2.5 Bakterieodling

Jord och orétat slam (0,5 g/ml), semi-rotat, rotat och lagrat slam (0,25 g/ml) homogeni-
serades genom intensivomskakning (2 min) i sterila Falcon-ror med saltlosning (0,85 %)
och glasparlor (4 mm ¢ Marienfeld, Lauda-Koningshofen, Tyskland). Suspensionerna
tillats sedimentera i 5 min innan 4 ml hélldes 6ver till nya ror. Darifran spaddes bland-
ningarna 1:9 med saltlésning i flera steg och 100 pl avlampliga spadningar inokulerades
pé agarplattor i triplikat. Tva olika typer av plattor anvindes, ECC (CHROMagar, Paris,
Frankrike) for berikning av presumtiva Escherichia coli och andra koliformer och R2
agar (R2A) (Oxoid, Basingstoke, UK) for att bestimma antalet aeroba heterotrofer. Bada
typerna av agarplattor framstélldes bade utan antibiotika och med tillsats av ampicillin
8 ug/ml, tetracyklin 8 ug/ml eller ciprofloxacin 0,5 pug/ml, vilket resulterade i atta typer
av plattor totalt. Antibiotikakoncentrationerna harleddes fran kliniska griansvarden pre-
senterade av EUCAST (http://www.eucast.org/clinical_breakpoints/) eller, for tetra-
cyklin, ECOFF-vardet for E. coli (EUCAST, 2018). Antalet kolonier som véxte pa plattor
efter inkubering, 18—20h i 37 °C for ECC-plattor och 2 dagar vid rumstemperatur for
R2A-plattor, ridknades och resultaten presenteras som kolonibildande enheter (colony
forming units, CFU) per gram torrsubstans. Detektionsgréns definierades som néarvaron
av en koloni pa en av plattorna i det minst spadda triplikatet och hélften av detta virde
anvindes for plattor utan ndgra kolonier alls. Vid ett tillfdlle var antalet kolonier for hogt
for att rakna for samtliga spaAdningar som gjorts och koloniantalet uppskattades till 450
CFU/platta for den hogsta spadningen som anviandes.

2.6 Statistiska modeller

Alla statistiska analyser utfordes med hjalp avmjukvaran 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-forekomsterna analyserades darefter med en
overdispersed generalized linear model dar man antar en kvasi-Poisson-fordelning av
data. For ARG, MRG, BRG och MGE analyserades bade totalantalet sekvenser for varje
genkategori och forekomsten av enskilda gener.

For odlingsdatalogaritmerades de beraknade koloniantalen (CFUs/g) och de relativa
resistensnivaerna for ampicillin, tetracyklin och ciprofloxacin bestamdes genom nor-
malisering med antalet kolonier pd motsvarande agarplatta utan tillsatt antibiotikum.
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Skillnader i antal kolonier eller relativa resistensnivaer mellan behandlingar analyse-
rades med en linjar modell.

Forst utviarderades effekter avden senaste slamspridningen genom att jaimfora endast
prov fran de atta rutor fran provtagningsrunda 2 som mottog antingen o eller 12 ton
slam/ha men inget mineralkvavegodsel. I nasta steg inkluderades alla jordprover och
effekter av slamgiva, kvivegodsling och provtagningstidpunkt analyserades, bade sepa-
rat och kombinerat med varandra. Skillnader mellan grupper utvirderades med hjalp
av F-test och visas som faldighetsforandringar (fold changes, FC) dar ett viarde hogre
respektive l4gre dn 1 representerar en 6kning eller minskning. Erhallna p-véarden korri-
gerades for multipel testning med hjilp av Benjamini-Hochbergs metod false discovery
rate (fdr) dar ett virde ldgre dn 0,05 anségs vara statistiskt signifikant (Benjamini and
Hochberg, 1995). Mer detaljerad information om statistiska modeller finns i (Rutgersson
etal., 2020).
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3 Resultat

3.1 Antimikrobiella koncentrationerislam ochjord

Istickproverna av orétat och semi-rétat slam som tagits innan och under rétningsproces-
sen Av de 16 antibiotika och antibakteriella imnen som analyserades med masspektro-
metri detekterades azithromycin, ciprofloxacin, CTAC, doxycyklin, klaritromycin, klin-
damycin, norfloxacin, ofloxacin och tetracyklin i tre av de fyra proven. Det fjarde provet
inneholl samma substanser med undantag fréan tetracyklin som inte kunde kvantifieras.
Dessa dtta substanser detekterades ocksé i det rétade och lagrade slamprovet som spreds
pa falten. Koncentrationerna av substanserna som detekterades i slam strackte sig 6ver
fyratiopotenser, fran 3—75 339 ug/kg (torrvikt), med CTACiden hogsta koncentrationen
ialla prov. Jaimfort med orétat slam hade de semi-rétade proven lagre koncentrationer
av de flesta imnen. Det rétade och lagrade slammet som anvindes som godselmedel pa
akrarna hade lagre koncentrationer av alla detekterade foreningar jamfort med slam
som provtogs under rotningsprocessen.

Ingen av de 16 analyserade substanserna nadde 6ver kvantifieringsgriansen i jord-
proverna som togs fore slamgivan 2017. Vid den andra provtagningen, efter slamgivan,
kunde foljande 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 fatt ndgon slamgiva medan CTAC detek-
teradesiett avdessa prov. Koncentrationerna av de detekterade Amnenai jord varierade
mellan 1-68 pg/kg torrvikt.

3.2 CuochZnbiotillginglighetijord

Ijord fran provtagningsomgéng 1, ca fyra ar efter den senaste slamgivan, var koncentra-
tionen avbiotillgdngligt Cu ([Cu],, ) hogre ju mer slam som applicerats. Daremot var den
relativa biotillgéngligheten (i.e. [Cu],, /[Cu],,  0,03—0,04 % oberoende av behandling
(tabell 3.1). Ijord som provtogs tva veckor efter slamgivan 2017 var koncentrationerna av
biotillgangligt Cuunder kvantifieringsgransen for samtliga prov. Dock var tréskelvardet
for kvantifiering av [Cu]bio ungefir tre gdnger hégre vid de analyser som gjordes efter
jamfort med fore slamgivan 2017. De biotillgdngliga Zn-koncentrationerna var alltid
lagre dn detektionsgransen i samtliga prover fran bada provtagningsomgangarna.

[Cul,, [Cul,. [Cul,/ICul,, pH*
Treatment IF (T3] (pglg) (%) (H,0)
Ot/ha,0ON 1,6+0,07 0,003+0,000 10 0,030,001 7,1
Ot/ha, 100% N 1,5+0,07 0,002+0,000 © 0,030,001 6,9
4t/ha,0ON 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,0ON 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 biotillgdngligt Cu med hjilp av bioreporter-stammen Pseudomonas fluorescens i jord

som provtagits ndstan fyra ar efter den senaste slamgivan (0, 4 eller 12 ton slam per hektar (torrvikt))
och med eller utan kviavegtdsel (100% N/o N). IF-bioreporter-induktionsfaktor (bioluminescens),
[Cul],, - biotillgéngligt Cui jord, [Cu], -total-Cuijord. Medelvirden + standardavvikelser (n = 4)
visas. * Data frdn Andersson (2015).

total

SLAMSPRIDNING OCH ANTIBIOTIKARESISTENS

Tabell 3.1
Analys av biotillganglig och
total kopparhalt i jord.

14



3.3 ARG, MRG, BRG, MGE och CrAssphage

Metagenom-sekvenseringen resulterade i 32—73 miljoner DNA-sekvenser per prov.
Analysen som syftade till att undersoka effekterna fran den senaste maximala slamgivan
gavinga statistiskt signifikanta resultat, varken pé totalniva eller nér gener analyserades
individuellt. I analysen som inkluderade alla datapunkter observerades en signifikant
okning av en enda ARG, genen ogxB, som forekom oftare i jordar godslade med mine-
ralkvivegodsel (FC=1,15, fdr=0,008). Pa samma gang detekterades oqxB mer sillan i
den andra provtagningsomgangen jimfort med den forsta (FC=0,91, fdr=0,004). Inga
forandringar i ARG-forekomst ségs nir effekt av slamgiva utvarderades. Nar det géller
metallresistensgener korrelerade kviavegodsling med okad forekomst av ctpC (FC=4,25,
fdr=0,013) och nikR (FC=2,00, fdr=0,022) men minskad nivé av ziaA (FC=0,40,
fdr=0,013). Varken slamgiva eller provtagningstidpunkt paverkade nivierna av indi-
viduella MRG. Vid den andra provtagningsomgangen sdgs en minskad forekomst av
biocidresistensgenen actA (FC=0,65, fdr=0,040) medan nivaerna av samma gen var
hogre i kviavegodslade jordar (FC=1,64, fdr=0,020) tillsammans med bepC (FC=1,91,
fdr=0,020). Den totala forekomsten av MGE-gener var signifikant hogre i jordar frén
den andra provtagningsomgangen jamfort med den forsta (FC=1,26, p=0,030). Nar
analysen gjordes pd individuella gener observerades ISCR2 i signifikant hogre nivéer i
slamgodslade jordar (fdr=0,042, FC=1,73 och FC=1,24 for gruppen som fétt 4 respektive
12 ton slam per hektar). En positiv korrelation observerades for den relativa forekomsten
av ARG och crAssphage som bada minskade i slam under rétningsprocessen (figur 3.1A).
Det fanns daremot ingen korrelation mellan de bdda om enbart jordprover studerades
(figur 3.1B).
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Jord provtogs tva génger, fyra ar efter (cirklar) och 15 dagar efter (trianglar) spridning av rétat

och lagrat avloppsslam (rod; inget slam, gron; 4 ton/ha (ts), bld; 12 ton/ha (ts)). Orétat slam (gré
fyrkanter), semi-rotat slam (gra fyrkanter med svart prick), rotat och lagrat slam (svart fyrkant, delvis
skymd).

3.4 Bakteriesammansattning

Forekomsten av sekvenser fran ett fylum, Elusimicrobia och en klass, TK10, fran fylum
Chloroflexi, var signifikant hogre i slamberikade jordar. De fa forandringar i bakterie-
sammansattning som orsakades av slamspridning stariviss kontrast till resultaten frin
nir effekter av provtagningstidpunkt eller kvavegodsling beaktades da 34 respektive 63
taxa dndrades signifikant (tabell 3.2). Effektstorlekarna var dock ganska blygsamma och
varierade fran FC = 0,05-2,87.

3. RESULTAT

Figur 3.1

Korrelation av ARG och
crAssphage-forekomst i
jord- och slamprover (A)
(R2=0.93) och i endast
jordprover (B) (R2=0.06).
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Fylum Slam + Elusimicrobia
Tidpunkt  + Nitrospirae
N-godsel +
- Cyanobacteria
Klass Slam + TK10 (Chloroflexi)
Tidpunkt + Anaerolineae, Clostridia, Deltaproteobacteria, Nitrospira, OPB35-soil group (Verrucomicrobia)
- Alphaproteobacteria
N-godsel  + Acidimicrobiia
- Cyanobacteria, Deltaproteobacteria, Nitrospira, KD4-96 (Chloroflexi), Ktedonobacteria
Ordning Slam +
Tidpunkt  + Chromatiales, Clostridiales, Desulfuromonadales, Nitrospirales
- Sphingomonadales, SubsectionlV (Cyanobacteria, Cyanobacteria)
N-godsel + Acidimicrobiales, Micrococcales, Streptomycetales, Xanthomonadales
- Acidithiobacillales, Acidobacteriales, Bacterium.Ellin6529 (KD4-96, Chloroflexi), Candidatus
Solibacter (Acidobacteria, Acidobacteria), DA052 (Acidobacteria, Acidobacteria), Desulfobacterales,
Desulfovibrionales, Desulfuromonadales, Ktedonobacterales, Sphingomonadales, SubsectionlV
(Cyanobacteria, Cyanobacteria), Syntrophobacterales
Familj Slam +
Tidpunkt + Desulfobacteraceae, Geobacteraceae, IGE-018 (Candidatus Chloracidobacterium, Acidobacteria,
Acidobacteria), Nitrospiraceae, Rhizobiaceae, Ruminococcaceae
- Erytrobacteraceae, Microbacteriaceae, Sphingomonadaceae
N-godsel + Bradyrhizobiaceae, Cellulomonadaceae, Erythrobacteraceae, lamiaceae, Microbacteriaceae,
Nitrosomonadaceae, Nocardiaceae, Phyllobacteriaceae, Streptomycetaceae, Xantomonadaceae
- Acidithiobacillaceae, Acidobacteriaceae, Cystobacteraceae, Desulfovibrionaceae,
Desulfuromonadaceae, Geobacteraceae, Rhodospirillaceae, Sphingomonadaceae,
Syntrophobacteraceae, Thermomonosporaceae, Family | (Subsection |, Cyanobacteria,
Cyanobacteria), Usitatus ETlin6076 (Candidatus Solibacter, Acidobacteria, Acidobacteria)
Genus Slam +
Tidpunkt + Desulfovibrio, Geobacter, lamia, Nitrospira
- Brevundimonas, Ferruginibacter, Luteolibacter, Microbacterium, Novosphingobium, Pedobacter,
Rhizobium, Sphingomonas
N-godsel + Agromyces, lamia, llumatobacter, Lysobacter, Mezorhizobium, Microbacterium, Nitrospira,
Pedobacter, Rhodococcus, Streptomyces, Xanthomonas
- Acidithiobcaillus, Azospirillum, Desulfovibrio, Geobacter, Pelobacter, Roseiflexus, Sporangium
Resultaten ar uppdelade pa fem taxonomiska nivéer (fylum, klass, ordning, familj, genus) och tre vari- Tabell 3.2
abler (slamtillforsel, provtagningstidpunkt och kviavegodsel). Plus- och minustecken representerar Sammanfattning av

okningar eller minskningar av specifika bakterie-taxa (anges i alfabetisk ordning).

statistiskt signifikanta
skillnader (fdr <0.05) i

Forekomsten av elva bakteriella slakten som hittades i ordtat slam och som inkluderar bakteriesammanséattning.
gramnegativa patogener jaimfordes mellan prover. Effekten av rotning var tydlig da sek-
venser for sju av de elva sldktena inte 1angre kunde detekteras i semi-rétade slamprover
som provtogs direkt ifrén rotkammaren. Det rotade och lagrade slamprovet liknade
de semi-rétade i det att inga sekvenser langre detekterades for slaktena Aeromonas,
Citrobacter, Escherichia, Enterobacter, Klebsiella, Vibrio eller Yersinia, daremot hade

3. RESULTAT

16



den relativa miangden av Pseudomonas 6kat 100 ganger och 6versteg till och med de
nivaer som fannsiordtat slam. Ocksa ijordprover observerades sekvenser som matchade
Pseudomonasialla prover. Den totala relativa forekomsten av de elva sliktena var unge-
fir 10 ganger lagreijordprover dnidet slam som spreds pa dkrarna. Férekomsten i jord
var inte signifikant olika mellan behandlingsgrupperna eller provtagningstidpunkterna.

3.5 Odlingsdata

3.5.1 Odlingsbarabakterierislam

Semi-rotad slam hade lagre CFU/g torrvikt dn ordtat slam pa alla typer av plattor som
anvindes for odlingsanalyser. Minskningen var 10—250 ganger for E. coli (figur 3.2A),
100-1 500 ganger for andra koliformer (figur 3.2B) och 2—200 génger for heterotrofa
bakterier (figur 3.2C). Antalet E. coli i rotat och lagrat slam hade reducerats ytterligare
430—880 ganger pa ECC utan antibiotika och detekterades inte alls pa plattor med
ampicillin eller tetracyklin. En enda E. coli-koloni hittades pa plattor med ciprofloxacin
(figur 3.2A). For koliformer detekterades inga ciprofloxacinresistenta kolonier i det
behandlade och lagrade slammet, men nivaerna av tetracyklin-resistenta koliformer
var hogre i rotat och lagrat slam &n i semi-rotat (figur 3.2B). Ett liknande monster ségs
for R2A-plattor dar det behandlade slammet som lagrats i 11 manader utomhus hade
3—19 ganger hogre koloniantal dn semi-rotat slam (figur 3.2C). Efter normalisering
med antalet kolonier pa plattor utan antibiotika var dock de relativa resistensnivaerna
lagreidet rotade och lagrade slammet &n medelvardena for de 6vriga slamstickproven.
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3.5.2 Odlingsbarabakterierijord

Inga signifikanta skillnader kunde observerades om man jamférde de tvd behandlingar
diar man annars skulle forvantat sig storst skillnad, d v s prover tagna tva veckor efter
slamgivna i hégdosgruppen (12 ton/ha) mot kontroll (o ton/ha) frén samma tidpunkt.
Statistiska skillnader mellan grupper som rapporteras nedan kommer fran den mer
komplexa analysen som inkluderar alla datapunkter och tre oberoende variabler.

Férekomst av presumtiva E. coli och andra koliformer i jord

Baserat pa farg riknades tvé typer av kolonier pd ECC-plattor, presumtiva E. coli (bla)
och andrakoliformer (réda). I den forsta provtagningsomgéngen detekterades bla kolo-
nier pa ECC-plattor utan antibiotika frdn 3 av de 24 jordproven. Vid den andra provtag-
ningsomgangen, 15 dagar efter den senaste slamgivan, detekterades presumtiva E.coli
i 11 av 23 jordprover, men da vi spadde jordproven mindre vid utodlingen var detek-
tionsgransen denna géng tio ganger lagre jamfort med vid den forsta analysen (figur
3.3). Forekomsten av presumtiva E. coli pd ECC-plattor utan antibiotika fordndrades
inte signifikant for ndgon av de tre variablerna (slamgiva, kvavegodsel eller provtag-
ningstidpunkt). Inga E. coli hittades pa ECC-plattor med ampicillin, tetracyklin eller
ciprofloxacin fran jordprover vid ndgon av provtagningarna.
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Antal kolonier av E. coli (bla) och andra koliformer (roda) pa ECC- plattor fran jord som provtagits
vid tva olika tidpunkter (s1 och s2), fyra ar respektive 15 dagar efter slamtillforsel (o, 4 eller 12 ton
per hektar (torrvikt)) och med eller utan kvave-godsel (100% N/o N). Koloniantal i slammet visas
som linjer. Detektionsgréanser for E. coli vid de tvé tidpunkterna representeras av streckade linjer i
motsvarande farg.

Antalet roda kolonier, som representerar andra koliformer &n E. coli, som vixte pa
ECC-plattor utan antibiotika var farre i den andra provtagningsrundan (FC = 0,29, fdr
= 0,018) (figur 3.3). Den relativa halten av tetracyklin-resistenta koliformer 6kade 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 nidgon
provtagningstidpunkt.

Heterotrofa bakterier i jord

Farre CFU per gram jord vixte pd R2A-plattor utan antibiotika i den andra provtag-
ningsrundan jamfort med den forsta (FC = 0,65 fdr = 0,006) (figur 3.5A). Den relativa
resistensnivan for ampicillin skiljde sig inte signifikant &t mellan grupper (figur 3.5B)
medan de relativa halterna avbade tetracyklin- och ciprofloxacin-resistenta heterotrofer
var ldgre vid den senare provtagningen jamfort med den forsta (FC = 0,38 fdr = 0,0005
respektive FC = 0,60 fdr = 0,0002) figur 3.5C-D). Inga skillnader i resistensniviaer kunde
kopplas till tillforsel av kvavegodsel eller slam.
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Koloniantal pad R2A-plattor utan antibiotika (A) och de relativa resistensnivaerna for ampicillin 8ug/
ml (B), tetracyklin 8ug/ml (C) och ciprofloxacin 0.5ug/ml (D) i jord som provtogs tva ganger (s1 och
s2), fyra ar respektive 15 dagar efter slamgiva; 0, 4 eller 12 ton per hektar (torrvikt)) och med eller
utan kvive-godsel (full N/no N). Motsvarande data for rotat och lagrat slam representeras av linjer.
Det enda signifikanta resultatet fran R2A-plattor utan antibiotika var att antalet bakterier minskade
is2 jamfort med s1 (FC=0,65 fdr=0,006). Inga signifikanta skillnader observerades for de relativa
ampicillin-resistensnivaerna (B). Firre tetracyklin- och ciprofloxacin-resistenta heterotrofer detek-
terades vid s2 jamfort med s1 (FC=0,38 fdr=0,0005 och FC=0,60 fdr=0,0002 (C respektive D), men
varken slamtillforsel eller kviavegodsling visade nigra tecken pa skillnader i relativa resistensnivaer pa
R2A-plattor for nagot av de tre antibiotika som undersoktes.
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4 Diskussion

Inga av de antibiotika som underscktes kunde detekterasijord frén den forsta jordprov-
tagningen, innan slamgodslingen 2017, vilket indikerar att de senaste decennierna av
slamspridning inte harlett till ackumulering av dessa antibiotikaijorden. De antibiotika
som detekterades ijord fran den andra provtagningsomgéngen 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 mangden applicerat slam. Laboratorieexperiment har visat att antibiotika i lagre
koncentrationer dn de som normalt hAmmar kansliga stammar kan selektera for anti-
biotikaresistens (Gullberget al., 2011, Lundstrom et al., 2016, Kraupner et al., 2018). De
antibiotika som detekteradesirotat och lagrat slam och ijord efter slamgiva hittades alla
ihogre koncentrationer dn teoretiskt uppskattade gransvirden for effekter (Bengtsson-
Palme and Larsson, 2016). Dock har dessa uppskattningar gjorts for antibiotika i vat-
tenlésning och bor inte extrapoleras till slam eller jord eftersom ménga antibiotika
adsorberar starkt till partiklar vilket radikalt minskar deras biotillgdnglighet (Subbiah
etal., 2011, Songetal., 2017). Som exempel detekterades ciprofloxacin i koncentrationer
upp till 11,6 mg/kgiordtat slam, vilket 4r 10 000 génger hogre dn den koncentration som
orsakade selektion i ett tidigare forsok da man tilldt tva bakteriestammar konkurrera i
flytande bakterieodlingsmedium (Gullberg et al., 2011). Det dr ocksa 1 000 génger hogre
an de lagsta observerade selektiva koncentrationerna i komplexa akvatiska biofilmer
(Kraupner et al., 2018) och det 6verskrider koncentrationen som fullstdndigt hAmmar
tillvixten av den stora majoriteten av undersokta vildtypsbakterier (EUCAST, 2018).
Trots detta var andelen ciprofloxacin-resistenta E. coli i orotat slam mattlig (figur 2A).
Det visar att ndstan inget av det ciprofloxacin som aterfanns i slammet var tillgdngligt
for bakterierna och kunde darfor inte heller selektera fram resistenta bakterier. I det
rotade och langtidslagrade slammet var koncentrationen av ciprofloxacin 7—65 génger
lagre vilket ytterligare reducerar sannolikheten for selektiva effekter.

Eftersom det dnnu inte finns nagra definierade griansvarden for vilka antibiotika-kon-
centrationer som har selektiva effekter i slam och jord undersoks risker for selektion
sannolikt bast genom att studera nivierna av resistenta bakterier och forekomsten av
resistensgener. Vikunde inte observera nagra signifikanta forandringar i ARG-férekomst
som en konsekvens av slamtillforsel, vilket dr i linje med franvaro av selektiva effekter
av antibiotikarester i slamgddslad jord. I denna studie var bade ARG och ARB hégre
islam dn i jord, men som framgar av Karkman et al, (2019) kan 6kade ARG-nivaer
ofta forklaras av fekalierester. Faktum 4r att nivderna av crAssphage som indikator for
human avforing och ARG var vil korrelerade i slamprover eftersom bada reducerades
pé ett liknande sétt under rétningsprocessen (figur 1A) och vi fann darmed inga tecken
pé resistens-selektion i slammet. Bristen pé korrelation mellan ARG och crAssphage
ijordprover (figur 1B) dr forvantad, eftersom méangderna som berdknas adderas fran
slamgivan dr forsumbart i forhéllande till de nivier som redan finns i jorden, inklusive
i kontrolljordarna som aldrig godslats.

De relativa nivierna av bakterier som var resistenta mot ampicillin, tetracyklin och
ciprofloxacin var inte hogre i jordar som gédslat med slam 4n i jordar som inte gédslats
alls. Detta ar inte forvinande om vi antar att det inte sker ndgon selektion i jorden, och
atten 6kning skulle forklaras enbart genom tillsats av resistenta bakterier fran slammet.
Om man riaknar med ett plogdjup pa 25 cm och en jorddensitet pé 1 500 kg/m? spads
slambakterierna ungefar 9oo ganger och 300 ganger i jorden for de tva slamgivorna. I
jordprover kunde ingen resistens mot ampicillin, tetracyklin eller ciprofloxacin hos E.
coli pavisas alls. Dessutom var antalet kolonier av koliformer och heterotrofa bakterier
ofta oforandrat eller till och med lagre i jord efter den senaste slamgivan, aven for de
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rutor ddringen slam lagts pa. En forklaring kan vara att tarmbakterier frén vilda djur, till
exempel faglar som &tit av grodorna, fannsi det 6versta jordskiktet i den forsta provtag-
ningen men var mindre tillgingliga efter plojningen som skedde strax efter slamgivan.
Detta staimmer 6verens med resultaten i en nyligen publicerad artikel dir jordprover
fran Arktis uppvisade forh6jda nivaer av ARG, vilket foreslogs héarrora fran bakterier i
avforing fran vilda djur (McCann et al., 2019).

Cetyltrimetylammoniumklorid, CTAC, detekterades i hogst koncentration i alla
slamprover. Rotat och lagrat slam innehdll 8,5 mg/kg (torrvikt) CTAC, vilket ar lagre
4n vad som tidigare rapporterats i rétat slam frén svenska ARV (Ostman et al., 2017).
CTACvar ocksa den vanligaste foreningen som detekteradesijord, funnenifyra prover,
om an i 100—1 000 ganger ldgre koncentrationer &n i det applicerade slammet. Vid ett
tillfalle upptéacktes CTACijord som inte hade fatt nagot slam. Vi antar att detta ar resul-
tatet av en oavsiktlig 6verforing av material under processens gang men eftersom ingen
antibiotika hittades, varken i detta prov elleri ndgon av de andra kontrolljordarna, utgar
vi ifran effekten fran den potentiella kontamineringen &r forsumbar. CTAC innehéller
kvaterndara ammoniumkatjoner (QAC), en grupp kemikalier som produceras i stora
volymer och anviands som ytaktiva &mnen och mjukgorare i hushallsprodukter, men
ocksa som desinfektionsmedel pa grund av deras antimikrobiella egenskaper. Gener
som ger resistens mot QACs ar associerade med ko-selektion eftersom de ofta finns pé
mobila genetiska element som ocksa innehaller andra resistens- eller mobiliserande
gener (Chapman, 2003). Medan forekomsten av resistensgener for varken antibiotika,
metaller eller biocider forandrades nar tillforsel av slam var den enda forklarande vari-
abeln, var en MGE, genen ISCR2, signifikant hogre i slamgodslade jordar jamfort med
kontroller. Dock var effekten ganska liten och féljde inte det logiska dos-respons-monst-
retioch med att skillnaden var storre i de jordar som fatt 4 ton slam per hektar jamfort
med de som fatt 12 ton slam per hektar. Dirmed kunde vi inte hitta beldgg for effekter
av kvarvarande biocidrester i jorden.

Aven om metaller som Cu och Zn har potential att ko-selektera for antibiotikaresis-
tensgener (Berg et al., 2010, Song et al., 2017, Zhao et al., 2019) indikerar var biorepor-
ter-data att nivaerna av biotillgéngligt Cu och Zn var konsekvent ldga i alla prover och att
slamgodsling endast hade smé effekter pd [Cu],, . De observerade koncentrationerna av
[Cu],, dr mycketlagre 4n de nivier som krivts for selektion i tidigare studier (Hagerberg
et al., 2011, Song et al., 2017). Dessutom ar nivderna av [Cu] ,, i slamberikade jordar
(tabell 2, (Andersson, 2015)) ldgre 4n de PNEC-virden som beriknats for europeiska
jordar (Monteiro et al., 2010). Véra resultat stimmer ocksé 6verens med tidigare studier
dir man simulerat drygt 100 r av slamberikning p& akermark utan att metaller acku-
mulerades till nivier som kravts for att utéva ett selektionstryck (Poulsen et al., 2013,
Lekfeldtetal., 2014). Foljaktligen ledde langvarig applicering av avloppsslam endast till
mindre forandringar av jordbakteriesammansittning och ledde inte till férandringar i
bakteriesamhallets tolerans mot Cu.

Kemisk analys, metagenomsekvensering och odling av bakterier avsléjade inte nagra
tecken pd ackumulering av antimikrobiella medel eller anrikning av resistensgener eller
resistenta bakterier i jord som har godslats med rétat och lagrat avloppsslam under de
senaste decennierna. De flesta av de observerade skillnadernaijord varistillet kopplade
till kvivegodsling. Tva av resistensgenerna vars nivaer var signifikant forhojda i kvave-
godslade jordar, ogxB och bepC, kodar for delar av membranbundna effluxpumpar som
svarar pa forhgjda nivaer av toxiska foreningar t.ex QAC (Hansen et al., 2007, Posadas
etal., 2007). Nivaerna av kompletterande gener som kravs for funktionella pumpar var
dock inte forhéjda och i den andra omgangen av provtagning minskade ogxB-nivderna
signifikant. Forekomsten av tre ytterligare resistensgener, ctpC, actA och nikR, kopplade
till Zn-efflux (Padilla-Benavides et al., 2013), Cu-kénslighet (Tiwari et al., 1996) respek-
tive Ni-reglering (De Pina et al., 1999), var hogre i kvivegodslade jordar jamfort med
kontroller, medan ziaA, en annan gen associerad med export avZn (Thelwell et al., 1998)
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istillet minskadeidessa jordar. I den andra provtagningsomgéngen var actA nu betydligt
lagre jamfort med kontrollerna. Sidana monster 6verensstimmer inte med att metaller,
biocider eller antibiotika har en direktpaverkan genom att framja bakterier som bér pa
resistensgener mot dessa amnen utan pekar snarare pa indirekta forandringar i resis-
tensgenforekomst som ett resultat av fordndringar i artsammansittning. Oorganiska
godselmedel har tidigare visat sig ha en stark effekt p4 ARG-sammanséattningen i mik-
robiella samhéllen i jord och i linje med vér tolkning féreslogs det vara en konsekvens
av fordndringar i artsammansattning snarare 4n omfattande horisontell genoverfoéring
(Forsbergetal., 2014). Metagenomik-data fran analysen av bakteriesammanséttningen
ijord fran de olika behandlingsgrupperna visade att forekomsten av fler 4n 30 res-
pektive 60 taxa fordndrades signifikant i modellerna som undersokte betydelsen av
provtagningstidpunkt och kviavegodsling. Daremot hade endast tvé taxa, Chloroflexi
och Elusimicrobia, bada tidigare funna i rétat slam (Bjornsson et al., 2002, Mcllroy
et al., 2015, Lin and Li, 2018) signifikant olika forekomst i slambehandlade jordar och
kontroller. Ett liknande resultat beskrevs nyligen i en spansk studie dar 24 &rs arlig
giva av anaerobt rétat avloppsslam (upp till 80 ton/ha) inte ledde till nagra signifikanta
forandringar i bakteriesammansittning i jord (Urra et al., 2019).

Effekter pd ARG efter langvarig slamberikning av jord har tidigare undersokts. Dock
arjamforelser mellan studier ofta komplicerade eftersom sammansittning, forbehand-
ling, volym, frekvens och varaktighet av tillsatt slam varierar mycket mellan studier.
Dessutom fokuserar olika studier pa olika typer av effekter (gener, levande bakterier i
diverse matriser som slam, jord, odlade gronsaker etc). Det finns emellertid situationer
dar forekomsten av specifika ARG 6kar i slamgddslade jordar (Chen et al., 2016, Urra
etal., 2019). I dessa tvé studier var frekvensen och/eller volymen av tillsatt slam hogre
dn i var studie (18—80 ton per hektar spritt varje, vartannat eller vart fjarde ar). Nar
maéangden tillfort slam var i samma niva som i var studie sags ingen 6kad forekomst av
ARG (Chen et al., 2016) jaimfort med kontroller vilket tyder pé att doseringen kan vara
avgorande. Den relativa forekomsten av ARG i slammet kan naturligtvis ocksa vara
av betydelse. Sverige har bade en ldgre antibiotika-anvindning och mindre utbredda
problem med antibiotikaresistens én de flesta andra ldnder, vilket ocksa aterspeglas
i ARG-forekomsten i svenskt avloppsvatten (Hendriksen et al., 2019). Trots att bade
antibiotikahalter och férekomsten av ARG troligen var hégre i den kinesiska studien
av Chen et al (2016), dtminstone i or6tat slam, ledde en liknande méngd slam som i var
studie inte till nagon signifikant 6kning av ARG i de kinesiska jordarna. Manga kolifor-
mer, inklusive E. coli, 6verlever ofta inte bra i jord, vilket ocksa kan bidra till begran-
sade effekter av slamtillforsel nar det giller ARG-férekomst i jord. Exempelvis visade
en nyligen publicerad studie att anaerobt rétat slam innehéllande liknande nivier av
koliformer och ungefar 100 ganger fler E. coli an i var studie inte orsakade en anrikning
av dessa bakterier i jord jamfort med kontroller 7 respektive 30 dagar efter slamgiva
(Murray et al., 2019). Inte heller fann Rahube et al. (2014) ndgon 6kning av odlingsbara
koliformerijord som provtogs 100 dagar efter en enda slamgiva, varken nar givan bestod
av 10 ton rétat slam/ha (med liknande nivaer av koliformer som vér studie) eller 28 ton
ordtat slam (med en mycket hogre bakteriell belastning). I ytterligare 6verensstimmelse
med vara resultat observerade de ingen ciprofloxacinresistens, en mycket 1g tetracyk-
linresistens och en hog ampicillinresistens bland koliformer i jord utan signifikanta
skillnader jamfort med kontroller. Sammantaget s finns det platser och férfaranden
som ar forknippade med 6kade ARG i jordar, och eventuellt ocksé risker for uppkomst
och overforing av resistens, men for de forhallanden som undersoktes hir fanns inga
indikationer p& nigon betydande risk.

Sammanfattningsvis kunde vi inte hitta tecken pa ackumulering av antimikrobiella
medel eller anrikning av resistensgener eller antibiotika-resistenta bakterier i jord som
berikats med rotat och langtidslagrat avloppsslam (upp till 12 ton/ha vart fjarde ar) under
36 ar. Inga tecken pa ko-selektion via metaller eller biocider analyserat som forekomst av
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MRG och BRG kunde heller observeras. Dessutom iakttogs mycket fa forandringar i bak-
teriesammanséttning som berodde pa slamtillforsel. Vi tillstar att &ven om metagenom-
sekvensering visserligen dr en bred och explorativmetodik, &r den mindre kénslig &n t.ex.
PCR varfor subtila forandringar i gennivéaer kan forbli oupptiackta. Samtidigt finns det
ofta andra utmaningar med att tolka PCR-analyser, inklusive specificitet. Det bor ocksé
noteras att Sverige har en gynnsam position jamfért med méanga andra delar av viarlden
nér det géller antibiotikakonsumtion och kliniska resistensnivéer. Eftersom kommunalt
avlopp speglar resistenssituationen for den bidragande befolkningen (Hutinel et al.,
2019), dr det mojligt att avloppsslam i lander med hogre antibiotika-anvéndning, storre
resistensbelastning eller mindre effektiv avloppsrening dn Sverige har mer uttalade
mikrobiella effekter om det sprids pa dkermark.
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