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Forord

Statens Veterindrmedicinska Anstalt har med finansiellt stod frin VA-Forsk utfort
en lagringsstudie av slam under &r 2003/2004. Detta ir den forsta vetenskapliga
studien som utforts i syfte att bedéma den hygieniska kvalitén pé slam som lagrats
under svenska klimatforhallanden.

Salmonella ir en av de smittimnen som uppmirksammats mest i dessa
sammanhang och dir tidigare studier utférda vid SVA visat att Salmonella ir
vanligt férekommande i svenskt slam. I aktuell studie har smittimnenas 6ver-
levnad studerats dels i ett filtforsok och dels under kontrollerade laboratorie-
forhallanden. Forutom Salmonella har indikatorbakterierna enterokocker och
koliformer, samt 6verlevnaden hos inilvsparasiten Ascaris suum undersokts.

Vi tackar VA-Forsk som sttt studien finansiellt. Det analytiska arbetet har pa
Anstalt. Vi vill ocksd rikta ett stort tack till personalen vid Uppsala reningsverk
som stillt s vil forssksplats som eget arbete till forfogande under planering och
genomforande av filtforsoket.
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Sammanfattning

Vid SVA har en lagringsstudie pd avloppsslam utférts i syfte att undersska
hygienisering vid lingtidslagring under svenska klimatférhéllanden. I studien
ingick ett filtforsok i pilotskala, och ett inkubationsforsok i laboratorieskala.
Filcforsoket pagick under april 2003 till maj 2004. Tva slamlager pa ca 15 m?
med rotat respektive obehandlat slam lagrades utan tak, vindningar eller in-
blandning av strukturforbittrande material. Lagringstemperaturen registrerades
kontinuerlig pd tvd djup och provtagning for mikrobiella analyser, pH och TS
gjordes vid nio tillfillen vid fem provpunkter och pd tvd djup i vardera lager. I
inkubationsforsoket undersoktes 6verlevnad av enterokocker, koliforma bakterier
(indikatorbakterier), Salmonella Typhimurium och Ascaris suum i obehandlat slam
vid lagring i tre temperaturer 7, 13 och 21 °C under 7 ménader.

Reduktionen av indikatorbakterier i filtforsoket var inte stabil under lagringens
12 médnader utan perioder av tillvixt férekom i si vil det obehandlade som rotade
slammet. Vidare fanns det, efter 12 manaders lagring, fortfarande enterokocker
i det obehandlade slammet. De mikrobiella provtagningsrutiner som tillimpades
i filtstudien visade pd en stor variation i koncentration av indikatorbakterierna
mellan de tva provtagningsdjupen vid samma provtagningstillfille. Salmonella
spp., som i tidigare studier visat sig vara vanligt férekommande i svenskt av-
loppsslam, var inte majlig att aterisolera i ndgot av de tva slamlagren efter 2
manaders lagring oavsett koncentrationen av Salmonella spp. vid forsoksstart.
Resultaten frin inkubationsférsoket tyder pa att andra faktorer utéver temp-
eraturen kan vara av betydelse for reduktionen av Sa/monella spp. under lagring.
Vidare visade inkubationsforsoket att indlvsparasiten Ascaris suum ser ut att ha
en mycket god 6verlevnad i slam vid lagring under svenska klimatférhallanden.
Inkubationsstudien visade ocksi att de tva indikatorbakterierna hade skilda
reduktionsférlopp under lagring och att de koliforma bakterierna utifrén dessa
resultat fir anses som mindre limpliga att anvinda som indikator av den hygieniska
kvalitén vid slamlagring,.

Indikatorbakteriernas varierande koncentration under lagringsperioden i filt-
forsoket indikerar en otillricklig hygienisering. Detta innebir att det inte kan
uteslutas att smittimnen, si som Salmonella spp., kan finnas kvar i icke detekter-
bara koncentrationer, som kan komma att tillviixa i slamlagren vid férindrade
miljobetingelser. Detta gor att bedémning av slammets hygieniska kvalitet blir
osiker. For att kunna bedoma den hygieniska effekten av lagring bér en uppfoljande
filtstudie genomforas dir reduktionen av smittimnen sd som Salmonella spp. och
Ascaris suum studeras mer ingdende. Vilken slags slambehandling som foregir
lagring ser ocksd ut att vara av betydelse for det hygieniska slutresultatet och bér
undersdkas ytterligare.



Summary

A study on sewage sludge was carried out at SVA with the aim of investigating
the sanitising effect of long-term storage under Swedish conditions. The study
comprised a pilot scale field experiment (April 2002—May 2003) and a laboratory
scale incubation experiment. Two approx. 15 m? sludge heaps, one digested
material and one untreated, were stored without turning or mixing with structure-
improving material. Storage temperature was recorded continuously at two depths
and samples were extracted for microbial analysis, pH and DM content on 9
occasions, at 5 sampling points and at 2 depths in each heap. The incubation
experiment investigated the survival of enterococci, coliform bacteria (indicator
bacteria), Salmonella Typhimurium and Ascaris suum in untreated sludge after
storage at 7, 13 or 21 °C for 7 months.

The reduction in indicator bacteria in the field experiment was not stable
during the 12 months of storage and periods of growth occurred in both digested
and untreated sludge. In addition, after 12 months of storage, enterococci were
still present in the untreated sludge. The microbial sampling schedule used in the
field experiment showed a wide variation in concentrations of indicator bacteria
between sampling depths on individual sampling occasions. Salmonella spp.,
which in previous studies have been shown to be commonly occurring in Swedish
sewage sludge, could not be re-isolated from either of the sludge heaps after 2
months of storage, regardless of the concentrations of Salmonella spp. at the start
of the experiment. The results of the incubation experiment indicate that other
factors, in addition to temperature, can be important in reducing Salmonella spp.
during storage. The incubation experiment also showed that the internal parasite
Ascaris suum appeared to survive well in sludge during storage under Swedish
conditions. The two indicator bacteria analysed in the incubation experiment had
different reduction profiles during storage and the results showed that coliform
bacteria were less suitable for use as indicators of the hygiene quality of sludge
storage.

The variations in concentrations of the indicator bacteria during the storage
period in the field experiment indicate an inadequate sanitising effect. This means
that it is impossible to exclude the possibility that infection agents such as
Salmonella spp. can remain in non-detectable concentrations and can grow in the
sludge heap once conditions become more favourable. This makes the evaluation
of the hygiene quality of sludge less reliable. To fully evaluate the effects on
hygiene of sludge storage, a follow-up field study should be carried out in which
the reduction in infection agents such as Salmonella spp. and Ascaris suum is
studied in more detail. The type of sludge treatment preceding storage also
appears to be important for the final effect on hygiene and should be investigated
further.



1 Bakgrund

Avloppsslammets anvindning i jordbruket och dess
innehdll av bl.a. tungmetaller, likemedelsrester och
smittimnen har sedan linge varit foremil for debatt
i Sverige. Milet i Naturvérdsverkets aktionsplan for
dterforing av fosfor 4r att 60 % av fosforn skall ater-
foras fran avloppsslam ar 2015, varav 30 % skall
dtercirkulera till jordbruket. Dock ir riskerna for
smittspridning vid anvindning av avloppsslam svéra
att bedoma och diligt utredda (Schénning 2003).
Vi vet att den hygieniska sikerheten for dagens av-
loppsslam vanligen 4r dalig vilket bl.a. innebir att
slammet innehéller manga olika sjukdomsfram-
kallande mikroorganismer, s.k. patogener (Carrington
2001). Salmonella ir en av de patogener som upp-
mirksammats mest i dessa ssammanhang och dir en
tidigare studie gjord vid SVA visar att Salmonella
ir vanligt forekommande i slam (Sahlstrom ez al.
2004). De kommande EU-direktiven kommer att
stilla krav pa slammets hygieniska kvalité, innan
vidare anvindning pé bl.a. jordbruksmark och grén-
ytor.

I bade Sverige och Norge har det diskuterats huru-
vida lingtidslagring kan ge en godtagbar hygien-
isering i kombination med den konventionella slam-
behandlingen. Lingtidslagring av avloppsslam vill
girna ses som en enkel och resurseffektiv hygien-
iseringsmetod. I dagsliget 4r det, vid foretridesvis
minga mindre reningsverk, den enda metod som finns
att tillgd for att forsoka sikerstilla den hygieniska
kvalitén pa slammet. Antalet mikroorganismer i
slammet minskar generellt under lingtidslagring
(Dumontet ez al. 1999) men lagringen sker ofta okont-
rollerat och éppet vilket gor det svart att férutsiga den
reduktion av mikroorganismer som sker. Detta beror
delvis pa att de yttre miljéfaktorerna, s& som temp-
eratur och nederbord, varierar och har stor inverkan
pa den mikrobiella aktiviteten i slammet. Hitinills
finns det inga utlindska studier publicerade som
entydigt visar att lagring kan fungera som hygien-
iseringsmetod och studier av lagring under svenska
klimatforhallanden saknas helt. Den hygieniska
effekten vid lingtidslagring behéver dirfor utvirderas
ytterligare.

2 Material och metoder

I studien har tvd forsok genomforts, ett faltforsok i
pilotskala, och ett inkubationsforsdk i laboratorie-
skala. I filtférsoket undersoktes effekten av lagring
pa overlevnad av Salmonella och indikatorbakterier
vid tvé olika slambehandlingar. I inkubationsforsoket
undersoktes effekten av temperatur pd 6verlevnad av
Salmonella Typhimurium, indikatorbakterier och
Ascaris suum.

2.1 Slam som anvants

I syfte att studera eventuella skillnader i hygienisk
kvalitet efter lagring av slam frin olika slambehandl-
ingsmetoder anvindes slam frin tvé olika renings-
verk, benimnda A och B. Rislammet i reningsverk
A genomgir en mesofil anaerob rétning foljt av mek-
anisk avvattning medan reningsverk B har en primir
sedimentationsprocess och mekanisk avvattning av
sitt rdslam. [ falcf6rsoket anvindes slam frdn renings-
verk A och B och i inkubationsforsoket anvindes
slam frdn reningsverk B. Bida forsoken ir utférda
pa firske slam som samlades in direkt efter avvatt-
ningssteget vid respektive reningsverk och analys-
erades innan forséksstart (tabell 2-1 nedan).

2.2 Faltforsok

2.21 Forséksuppstéllning

Slam frin reningsverk A och B samlades in under
en respektive tre veckors tid (figur 2-1, nedan). Tvé
slamlager, pa ca 15 m?3 vardera, iordningstilldes pa
plats godkiind for slamlagring. Tva dataloggers (Tiny-
tag Plus; INTAB Interface-Teknik AB, Stenkullen)
placerades ut i vardera slamlager pa tvé djup, 30 och
60 cm, for registrering av temperatur 4 ggr per dygn.
Lagringen pagick i 377 dagar med start 030422 och



Tabell 2-1. Egenskaper pa slammet i studien vid férséksstart.

Reningsverk A' (rétat)

Reningsverk B? (obehandlat)

Koliforma bakterier

Salmonella spp.

Log 5,6 cfu/g TS
1100 MPN/100 g

Log 6,0 cfu/g TS
300 MPN/100 g

faltforsék faltférsok inkubationsférsék
pH 7,0 7.2 7.2
TS 31 % 30 % 29 %
Enterokocker Log 5,1 cfu/g TS Log 6,2 cfu/g TS Log 5,5 cfu/g TS

Log 6,5 cfu/g TS

Ej forekomst av S.

S. Rissen
S. Tornow
S. Branderup

Salmonella serotyp isolerade
vid forsoksstart

Tid fran avvattning i renings- 3 veckor

verken till forsdksstart

Typhimurium

S. Subsp.1=9.12:-:1.5

3-5 veckor 6 dagar

" Reningsverk med 130700 populationsekvivalenter anslutna.
2 Reningsverk med 2570 populationsekvivalenter anslutna.

@ provtagning
v.12, v.13, v.14, slam fran B -
v.14, slam frin A ;
April 2003
Start lagring 030422 _g 30423
030512
_& 030530
030623
T 030707
_Y_ 030721
030812
—1— 030825
031111
Dec. 2003 et
April 2004  e—fem
Stopp lagring 040504 7Y 040504

Figur 2-1. Tid fér insamling och anldggande av tva slam-
lager med rétat resp. obehandlat slam samt datum f6r
provtagning.
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avslut 040504. Lagringen skedde pd cementplatta
utan tak, vindningar av slammet under lagringstiden
eller inblandning av strukturférbittrande material.

2.2.2 Provtagning och provpreparering

Under lagringsperioden gjordes nio provtagningar
for bakteriella analyser samt f6r bestimning av pH
och torrsubstans (TS). Vid forsoksstart markerades
fem provpunkter, jimt férdelade éver respektive
slamlager, i syfte att fi samma provtagningspunkter
vid varje provtagningstillfille. Slamproven togs ut
pa tva djup, 10-30 och 30—-60 cm, vid respektive
provpunkt. Provtagningsutrustningen bestod av PVC-
ror, 40 mm i diameter, forsedda med djupmarkering,
som trycktes ner till 30 respektive 60 cm djup (de
oversta 10 cm avligsnades innan provtagning). Slam-
pluggarna trycktes ut med hjilp av ett mindre PVC-
ror (pluggrér), forslutet i ena dnden. Vid varje prov-
tagningstillfille anvindes ett provtagningsrér och
ett pluggror per djup och lager. Nya ror anvindes
vid varje provtagningstillfille. Proverna transport-
erades i kylviska och analyserades inom 6 timmar
fran provtagning.

Enterokocker, koliforma bakterier, pH och TS
analyserades i fyra samlingsprov — ett for vardera
provtagningsdjup och slamlager. Miingd och fére-
komst av Salmonella spp. analyserades pa varje
enskilt prov, totalt 20 st. per provtillfille, i 25 g
slam.



2.2.3 Klimatdata

Data pé daglig nederbérd och lufttemperatur under
lagringstiden erhélls frén en nirliggande (ca 5 km)
klimatstation (http://grodden.evp.slu.se/slu_klimat/
index.html).

2.3 Inkubationsférsok
2.31 Forsdksuppstallning

Slam frin reningsverk B samlades in vid ett till-
fille och forvarades vid +4 °C under ca 1 vecka i
avvaktan pd forsoksstart. Slammet analyserades
negativt med avseende pa férekomst av Salmonella
(8.) Typhimurium. Sex portioner pi vardera 1 kg slam
viigdes in och inokulerades med S. Typhimurium.
Direfter fordes slammet tillsammans med nylonpasar
innehéllande dgg av Ascaris (A.) suum vixelvis 6ver
i glaskirl, 3 dm’. Behallarna forsigs med lock och
inkuberades i tre temperaturer 7 + 0,8 °C, 13 + 0,7 °C
och 21 + 0,4 °C, tvé kiirl per temperatur, under 214
dagar. Syretillgingen i kiirlen reglerades genom
kontinuerlig luftning och vattenhalten hélls konstant
genom tillsats av sterilt destillerat vatten vid behov.

2.3.2 Tillsatta mikroorganismer

Inokulum med Salmonella preparerades genom att
odla upp en cellkultur av S. Typhimurium, i trypton-
buljong (Difco) under 24h vid 37 °C till en slutlig
cellkoncentration pé log 8,1 MPN/g slam TS. Vid
uppodlingen anvindes en renkultur av S. Typhi-
murium 178, resistent mot trimethoprim, och som
ursprungligen isolerats frin slam av Sahlstrom ez al.
(2004). Cellkulturen odlades upp i direkt anslutning
till forsoksstart.

Icke embryonerade nematodigg plockades frin
maskar av Ascaris suum himtade ur tarminnehéll
fr&n svin efter normalslakt. Direfter preparerades
nylonpdsar (70x70 mm?, porstorlek 30 pm) med ca
log 4 A. suum agg/pase varefter de forslots med fog
(Johnson ez al. 1998). De firdigpreparerade pésarna
forvarades i 0,1N- sulfatsyra vid +4 °C i avvaktan
pa forsoksstart.

11

2.3.3 Provtagning

Under inkubationstiden togs slamprover med tva till
tre veckors mellanrum for bestimning av mingd
enterokocker, koliforma bakterier och S. Typhi-
murium samt for analys av pH och TS. Vid sex
tillfillen, plockades tva nylonpdsar med Ascaris igg
ut ur varje kirl f6r undersskning av andelen viabla
dgg. Vid samtliga provtagningar anvindes sterila
pincetter. Proverna analyserades i direkt anslutning
till provtagning.

2.4 Analyser

Samtliga bakteriella analyser 4r utférda enligt ackred-
iterade standardmetoder NMKL (Nordisk Metod-
kommitté f6r Livsmedel) vid SVA:s bakteriologiska
laboratorium.

2.41 Indikatororganismer

Den naturliga férekomsten av antalet enterokocker
och koliforma bakterier (37 °C) i slammet be-
stimdes enligt NMKL 68:2:1992 respektive NMKL
44:4:1995.

I inkubationsforséket studerades éverlevnaden
hos tillsatta nematodiigg vid sex tillfillen. Nylonpasar
innehallande Ascaris igg undersoktes mikroskopiskt
och minst 100 4gg per pase differentierades som icke
embryonerade respektive embryonerade. Overlevn-
aden hos de icke embryonerade dggen bekriftades
genom en ytterligare inkubering under 21 dagar i
0,IN- sulfatsyra vid 21 °C med efterféljande mikro-
skopering av minst 100 dgg per pase. Efter 21 dagars
inkubering i 21 °C kontrollerades dven rorligheten
hos de embryonerade larverna. En kontroll med
Ascaris igg lagrade i 0,1N- sulfatsyra vid 21 °C och
undersoktes med avseende pé overlevnad i bérjan
och i slutet av inkubationsforsoket.

2.4.2 Salmonella spp.

Den kvalitativa undersékningen av slammet fér
pavisande av forekomst av Salmonella spp. gjordes



enligt NMKL 71:5:1999. Slamprovet preanrikades
i buffrat peptonvatten (Oxoid) i 24 h vid 37 °C,
anrikades i Rappaports-Vassiliadis buljong (Oxoid)
i 24 h vid 42 °C och isolerades pa Xylose-Lysine-
Dexycholate agar plattor (Lab M; Axel Johnson Lab
system inc. Solna) (kompletterat med 32 pg tri-
methoprim i inkubationsférsoket) samt pa Brilliant-
Gron-Fenol Réd agar plattor (Oxoid) i 24 h vid
37 °C. Misstinkta Salmonella-kolonier verifierades
biokemiskt och serologiskt. Typning av verifierade
salmonella-kolonier gjordes enligt Kauffman-White
schemat (Popoff & Le Minor Leon 2001).

Slamprov uttaget for kvantitativ bestimning av
Salmonella analyserades utifrin tre provmingder
med forhéllander 100:10:1 och med fem prover
per nivd. De 15 delproverna behandlades i enlighet
med anrikningsproceduren (NMKL 71:5:1999).
Koncentrationen av Salmonella spp. i slamprovet
beriknades utifrin erhéllet antal Sa/monella-positiva
respektive -negativa delprov med hjilp aven MPN-
tabell (MPN = most probable number) (APHA ez al.
1995).

2.4.3 pH

Miitning av pH har utférdes enligt Svensk Standard;
SS-EN 12176:1998. Slam motsvarande 5,0 g TS
vigdes in och slammades upp i vatten till en total-
vikt av 100 g och analyserades omgéende med en
glaselektrod.

2.4.4 Torrsubstanshalt, TS

Slammets TS-halt bestimdes utifrin dubbelprov
som vigdes in och torkades i 105 °C till konstant
vikt (APHA et al. 1992).

2.5 Statistisk bearbetning

Den exponentiella reduktionshastigheten av mikro-
organismerna under inkubationsforscket dr uttrycke
enligt formeln N = Nye ** dir N ir den bakteriella
koncentrationen vid tidpunkten # NV, den initiala
bakteriekoncentrationen och 4 den specifika redukt-
ionshastigheten. Students t-test har anvints for
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berikning av signifikans (p<0,05) mellan behandl-
ingarna.

3 Resultat och diskussion

3.1 Faltforsoket
3.1.1 Reduktion av indikatorbakterier

Antalet koliforma bakterier reducerades kraftigt
under anliggningsfasen vilket dock sammanfoll vil
med den initiala temperaturékningen i de bida slam-
lagren (figur 3-1, tabell 3-1). Temperaturstegringen
i slamlagren visar pa en generell 6kning av den bio-
logiska aktiviteten vilket gav en tillfillig himmande
effekt pd de koliforma bakterierna. Enterokockerna
reducerades diremot inte initialt (figur 3-1, tabell
3-1). Under lagringsperioden som foljde identifierades
tva perioder under juni och november minad da
koncentrationen av de koliforma bakterierna 6kade
till samma nivd som vid start for lagring (figur 3-1,
tabell 3-1). Till skillnad frin de koliforma bakterierna
tillviixte enterokocker aldrig s kraftig att de dversteg
den initiala koncentrationen. Gemensamt for bada
indikatorbakterierna var dock att den bakteriella
reduktionen inte férblev stabil éver tiden, nigot som
dven Jepsen et al. (1997) visat vid sdvil sommar- som
vinterlagring av slam. Klimatets inverkan har i andra
studier visat sig vara av stor betydelse for det bakt-
eriella reduktionsférloppet (Gibbs ez 2/. 1995, 1997;
Jepsen et al. 1997). Forindringen av indikator-
bakteriernas koncentration under lagringsperioden
sammanfoll relativt vil med vixlingen i klimatet
(figur 3-1 och 3-2). Reduktionen under juli manad av
enterokocker samt de koliforma bakterier i lagret med
det obehandlade slammet f6ljdes i slutet av augusti av
en tillvixt (figur 3-1) i samband med ligre dygns-
temperaturer och dkad nederbord (figur 3-2, tabell
3-2). Enterokockerna i det rétade slamlagret 6kade
didremot i antal under den varma perioden for att
direfter reduceras fran slutet av juli minad. Gantzer
et al. (2001) erhéll liknande resultat dir koncentrat-
ionen av E. coli och enterokocker reducerades under
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Figur 3-1 a—d. Reduktionsférloppet fér indikatorbakterier under lagring av (a) och (b) rétat samt (c) och (d)
obehandlat slam. Varje provtagningsdjup (#) 10-30 cm och (m) 30-60 cm representerar ett samlingsprov av fem

stickprov i respektive slamlager.

lagringens forsta sex manader for att sedan oka under
de pafsljande sommarmanaderna. Lagringsstudien
visar att sdvil en bakteriell reduktion som en tillvixt
skedde under sommarméanaderna samt att avdédning
av antalet indikatorbakterier under sommarperioden
inte var tillricklig. I stillet fanns en livskraftig popul-
ation som kunde ¢ka i antal nir klimatférhallandena
forindrades.

Vilken typ av slambehandling som foregar lagring
paverkar bl.a. de biologiska férutsittningarna si som
niringstillging och mikrobiell konkurrens i slammet.
Detta leder i sin tur till att den mikrobiella samman-
sittningen kommer att skilja sig mellan olika slam.
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I lagringsstudien var den initiala koncentrationen av
savil enterokocker som koliforma bakterier hogre i
det obehandlade slammet jimfort med det rétade
(figur 3-1, tabell 3-1). Vid det sista provtagnings-
tillfillet, dag 377, fanns enterokocker kvar i en kon-
centration pi log 3,25 CFU/g TS slam i lagret med
det obehandlade slammet medan de koliforma bakt-
erier samt enterokocker i det rétade slammet lg under
detektionsgrinsen (< log 2,5 resp. < log 1,5 CFU/g TS
slam). Studien visar att de tvd behandlingsmetoderna
som foregitt lagringen gav mikrobiella skillnader
av betydelse for det hygieniska slutresultatet vid
lagringen. Jepsen ez al. (1997) erhéll liknande resultat



Tabell 3-1. Reduktionsférloppet av indikatorbakterier under lagring av rétat och obehandlat slam. Medelvérde
(log cfu/g slam TS) av tva provtagningsdjup (10-30 och 30-60cm) med fem provpunkter per djup.

Rétat slam (A)

Obehandlat slam (B)

temperatur (°C), nederbdrd (mm)

-10

-20 -

Dag Enterokocker Koliforma bakt. Enterokocker Koliforma bakt.
Medelv. (s.d) Medelv. (s.d) Medelv. (s.d) Medelv. (s.d)

1 5,1 (0,2) 5,6 (0,3) 6,2 (0,2) 6,0 (0,1)
19 4,5 (1,3) 1,5 (0) 5,6 (0,1) 1,5 (0)
37 3,1 (0,8) 3,6 (3,0) 5,2 (0,2) 2,2 (1,1)
61 2,5 (0) 5,8 1(,0) 5,0 (0,1) 5,4 (0,6)
75 3,8 (0,4) 3,4 (2,7) 4,3 (0,1) 4,6 (0,6)
89 41 - 3.4 (2,8) 3,7 (1,3) 3,3 (0,6)
111 3,2 (1,1) 3,7 (1,7) 2,5 (0) 2,0 (0,7)
124 2,9 (0,6) 3,7 (1,3) 3,6 (1,6) 2,2 (0,9)
202 2,5 (0) 5,6 (0,1) 4,6 (1,1) 6,4 (0,5)
377 2,5 (0) 1,5 (0) 3,2 (0,9) 1,5 (0)

obehandlat 0-30cm

e obehandlat 30-60cnr

50 -

tid (dagar)

—a— lufttemp
—— nederbord
—%— provtagning
rotat 0-30cm

rotat 30-60cm

Figur 3-2. Dygnstemperatur i tva slamlager vid tva djup under lagring samt omgivande dygnsmedeltemperatur,

dygnsnederbérd, och tid fér provtagning.

i en lagringsstudie med anaerobt mesofilt rotat samt
icke behandlat slam. Efter 4 manaders lagring under
sommarperioden var koncentrationen av entero-
kocker log 1,5 CFU/g slam i det rétade slammet men
log 4 CFU/g slam i det icke behandlade slammet.

De mikrobiella provtagningsrutiner som tillimpats
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i studien visar pé skillnader i koncentrationen av
enterokocker och koliforma bakterier mellan de
tva provtagningsdjupen vid ett flertal provtillfillen
(tabell 3-1). Detta giller frimst enterokockerna i
lagret med det obehandlade slammet samt de koli-
forma bakterierna i lagret med det rétade slammet.



Tabell 3-2. Klimatdata vid plats fér lagring under
perioden 030423-040504.

Neder- Luft-

bérd temperatur
Manad Total Medelv. per Medelv. per

(mm) dygn (s.d) dygn (s.d)
April 17 19 (3,2) 5,3 (2,9)
(9 dygn)
Maj 71 2,3 (51) 11,0 (3,1)
Juni 69 2,3 (4,8) 15,1 (2,5)
Juli 17,5 0,6 (2,0) 19,8 (2,5)
Aug 57,5 1,8 (4,5) 18,5 (3,2)
Sep 25 0,8 (2,9) 12,6 (3,2)
Okt 40 1,3 (3,7) 3,6 (4,2)
Nov 61 2,0 (2,9) 3,2 (2,8)
Dec 78 2,5 (3,9) 0,4 (4,8)
Jan 18,5 0,6 (1,4) -4,7 (4,6)
Feb 26,6 1,0 (2,1) -1,7 (3,8)
Mars 28,7 09 (1,9) 0,02 (3,2)
April 18 0,6 (1,6) 6,1 (2,7)
Maj 6 1,5 (3,0) 11,8 (0,7)
(4 dygn)

Till 6vervigande del var koncentrationen av entero-
kocker och koliforma bakterier hégre vid ytan, men
med en viss variation &ver dret och mellan de tvd
slamlagren. Dock var koncentrationen av enterokocker
mestadels hogre pd djupet i det rétade slamlagret.
Skillnaderna i koncentration av enterokocker och
koliforma bakterier mellan provtagningsdjupen beror
troligen pé s vil biologiska som kemiska och fysik-
aliska skillnader mellan ytskikt och djup i slam-
lagren. Négot som sannolikt skulle kunna utjimnas
genom en omblandning. En omblandning skulle ge
en okad tillging pa syre, frigra niring och eventuellt
ocksd ge en tillfillig temperaturékning. Studien visar
att det i provtagningsrutinerna ska ingd provtagning
pa minst tvd djup i ett slamlager f6r ett sikrare svar
pa den hygieniska kvalitén. Den eventuella variationen
mellan stickproven pé respektive djup har inte gitt att
utvirdera eftersom indikatorbakterierna analyserades
som samlingsprov av fem delprov. Vid en framtagning
av enhetliga provtagningsrutiner f6r mikrobiella
analyser av slamlager bor emellertid variationen
utvirderas. Enligt vér vetskap finns det inga tidigare
publicerade lagringsstudier dir en mikrobiell prov-
tagning pa olika djup i lagret konsekvent har utforts
under en hel lagringsstudie.
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3.1.2 Aterisolering av Salmonella spp.

Salmonella spp. kunde pavisas i s vil det rétade
som icke behandlade slammet vid forsta provtag-
ningstillfillet i lagren, 1100 resp. 300 MPN/100 g
slam (tabell 2-1). Vid typningen av de verifierade
Salmonella-kolonierna identifierades en serotyp i det
obehandlade slammet och tre olika serotyper i det
rotade (tabell 2-1). Vid andra provtagningstillfille,
dag 19, och de efterféljande kunde ingen Salmonella
spp. aterisoleras i ndgot av de tva slamlagren. Tid
frin avvattningssteget i respektive reningsverk fram
till tidpunkt f6r negativt prov var 43 dagar for det
rotade slammet och 57 dagar for det obehandlade
slammet, vilket betyder att Salmonella spp. inte var
mojligt att dterisolera efter totalt 2 manaders lagring.
I likhet fann Gantzer e al. (2001) att det inte gick
att pavisa Salmonella spp. efter 2 manader slam-
lagring. Diremot fann Jepsen ez al. (1997) att det i
slamlager med savil rotat som obehandlat slam fanns
detekterbara koncentrationer av Salmonella spp. efter
6 ménader med vinterlagring medan det diremot
inte gick att terisolera Salmonella spp. efter 1 manads
sommarlagring. Gibbs ez a/. (1995) pavisade forekomst
av Salmonella spp. efter 12 manaders lagring trots att
en reduktion till under detektionsgrins konstaterats
dessforinnan. Analysresultaten av indikatorbakterierna
i var studie tyder pa en ofullstindig hygienisering av
det lagrade slammet. Det kan dirfér inte uteslutas
att Salmonella spp. kan finnas kvar i icke detekterbara
koncentrationer, och komma att tillvixa i slammet
vid forindrade miljébetingelser. Vidare ir den analys-
metod som tillimpas i dag, sd vil nationellt som
internationellt, for att pavisa forekomst av Salmonella
spp. ursprungligen framtagen for analys av livsmedel.
Slam ir ett betydligt mer heterogent och komplext
material. Det finns dérfor en risk att analysen kan ge
falskt negativa resultat och behov av att ta fram en
tillforlitlig analysmetod f6r kvalitativ och kvantitativ
bestimning av Salmonella spp. i slam och andra
typer av bioavfall ir stort.

3.1.3 Klimat, lagertemperatur,
pH och torrsubstanshalt

Slambehandlingen som féregdr lagring péverkar,
forutom de biologiska, ocksa de fysikaliska och kem-
iska egenskaperna pa slammet. Lagret med obehandlat



slam hade en betydligt porésare struktur i jimférelse
med det rétade slammet som var mer kompakt och
morkare till firgen. Detta kan t.ex. medféra att
syretillgingen skiljt sig 4t mellan lagren, ndgot som
dock inte undersokts i studien.

En kontinuerlig analys av pH visade pa en mycket
liten variation 60 cm ner i de tvé slamlagren med ett
pH runt 8 (tabell 3-3). Vid ytan diremot, var pH
ligre och variationen storre med de storsta avvik-
elserna i det rotade slammet (tabell 3-3). Huruvida
ett ligre pH vid ytan i det rétade slammet kan ha
haft betydelse for det bakteriella reduktionsférloppet

ir ovisst. Dock har Watson (1980) visat att de flesta
fekala bakterier 6verlever vid ett pH pé mellan 5 till 8.
Vidare tyder studier utférda av Ahmed och Sorensen
(1995) samt Foster (1995) pa att reduktionen av S.
Typhimurium inte idr direke relaterad till pH.

Torrsubstanshalten skiljde sig inte 4t mellan de
tva slamlagren och var mycket stabil under hela
lagringsperioden med en variation mellan 26-31 %
(tabell 3-3).

Temperaturen var den parameter som uppvisade
storst variation mellan de bada slamlagren (figur 3-2).
Under perioden juni t.o.m. september ldg temperaturen

Tabell 3-3. Egenskaper pa slam provtaget vid tva djup, 10-30 cm och 30-60 cm, i slamlager med rétat respektive

obehandlat slam, under 377 dagars lagring.

Rotat (A) Obehandlat (B)

Dag pH TS (%) pH TS (%)

10-30 30-60 10-30 30-60 10-30 30-60 10-30 30-60
1 7,0 7,0 31 30 7,2 7,2 30 29
19 8,8 8,7 29 30 8,8 8,4 29 29
37 8,0 8,5 29 31 8,6 8,0 28 29
61 6,8 8,5 31 31 8,3 8,4 28 27
75 7,5 8,6 28 31 8,5 8,2 27 30
89 6,5 8,3 31 29 8,4 8,4 29 28
111 6,3 8,7 30 29 8,5 8,4 29 28
124 8.1 8,7 27 28 8,2 8,5 29 28
202 57 8,0 - - 6,5 8,2 - -
377 7,4 8,4 28 28 7,0 8,3 30 26
Medelv. 7,2 8,3 29,3 29,7 8,0 8,2 28,8 28,2
(s.d) (0,9 (0,5) (1,5) (1,2) (0,8) (0,4) (1,0) (1,2)

Tabell 3-4. Dygnsmedeltemperaturer vid tva djup, 10-30 cm och 30-60 cm, i tva slamlager med rétat resp.
obehandlat slam, samt omgivande dygnsmedeltemperatur, under tre perioder av den totala lagringstiden,

030423-040504.

Lagringsperiod Rétat (A) Obehandlat (B)
10-30cm  30-60cm 10-30cm 30-60cm
Anlédggningsfasen Medeltemp. °C (s.d) 28,1 (6,6) 27,7 (7,0) 261 (5,2) 20,9 (1,6)
(23/4-22/5) rotat Avvikelse mot lufttemp. °C (s.d) 22,2 (9,3) 21,8 (94) 21,0 (6,6) 15,4 (3,0)
(23/4-6/5) icke beh. Dagar > 40 °C 7 5 0 0
Max. temp. °C 44,4dag7 477dagé 34,4dagb 22,8dag8
Sommar/Host Medeltemp. °C (s.d) 22 (2,2) 20,3 (1,6) 29,6 (3,2) 28,4 (3,2)
030601-030930 Antal dagar 122 122 122 122
Avvikelse mot lufttemp. °C (s.d) 5.4 (2,9) 3,3 4,2 129 (3,4 11,4 (4,6)
Vinter/Var Medeltemp. °C (s.d) 4,6 (2,7) 51 (5,3) 4,26 (3,7) 5,01 (2,6)
031114-040504 Antal dagar 173 173 173 173
Avvikelse mot lufttemp. °C (s.d) 41 (5,0) 4,4 (5,8) 3,7 (5,6) 4,4 (5,2)
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i det obehandlade slammet i genomsnitt 7,4 °C
(s.d 2,87) hogre dn i det rétade slammet (tabell 3-4).
Mojliga orsaker till skillnaden kan vara slammets
olika struktur samt en hégre mikrobiell aktivitet i
det obehandlade slammet. Frin november och framét
foljdes dock temperaturkurvorna 4t i de tvd slamlagren
(fgur 3-2). I likhet med Gibbs ez al. (1997) foljde
temperaturen i lagren vixlingarna i den omgivande
lufttemperaturen efter anliggningsfasen (ca 14 dagar
i det obehandlade slammet och efter ca 45 dagars
lagring i det rotade slammet) (figur 3-2). Den stora
avvikelsen mellan lufttemperatur och temperaturen
i slamlagren uppkom under anliggningsfasen. I det
rotade slammet skedde en markant virmeutveckling
med en dygnstemperatur pa > 30 °C under 11 dygn
och nadde som héogst 47,6 °C dag 6 pa djupet och
44,4 °C dag 7 vid ytan (tabell 3-4). Temperatur-
okningen i det i obehandlade slammet blev inte lika
hég men slamlagrets ytskike, ner till 30 cm, nddde
dock upp till en dygnstemperatur pa > 30 °C under 4
dygn och med en maxtemperatur pa 34,4 °C (tabell
3-4). Pa 60 cm djup skedde endast en liten temp-
eraturokning pa med en maxtemperatur pd 22,8 °C
dag 8 (tabell 3-4). Ahmed och Sorensen (1997) fann
i deras lagringsstudier att det gér att f upp temp-
eraturen i slamlagren till 6ver 50 °C under cirka en
vecka forutsatt att lagret omblandas 2ggr/ménad.
Utover omblandningsfrekvensen fann man ocksé
ett samband mellan kol/kvive forhéllandet och temp-
eraturhojningen. Resultatet av den kontinuerliga
registreringen av temperaturen pi olika djup i de tvd

slamlagren visar att lagring utan omblandning inte
kommer upp i ett temperatur- och tidsintervall som
ar tillrdckligt for act erhélla en hygienisering.

3.2 Inkubationsférsoket
3.2.1 Reduktion av indikatorbakterier

Forsoket visade pd ett tydligt samband mellan temp-
eratur och reduktionshastighet hos Enterococcus spp.
(figur 3-3). Reduktionshastigheten (4) vid respektive
temperatur visade att 21 °C (0,0035 h') var signi-
fikant skilt frin 7 °C (0,0010 h~'), medan ingen
signifikant skillnad fanns mellan 13 °C (0,0015 h1)
och 7 respektive 21 °C. Lagringsforhillandena inne-
bar en initial laggfas pd 60 dagar for de koliforma
bakterierna (figur 3-4). Avdodningshastigheten
beriknades och £ vid respektive temperatur visade
att 21 °C (0,017 h™') var signifikant skilt frin 7 °C
(0,0024 h™1) och 13 °C (0,0020 h™!), men att £ hos
13 och 21 °C inte skilde sig dt. Dock var reduktionen
hos de koliforma bakterierna inte stabil under den
senare delen av lagringsperioden (figur 3-4). Studien
visar att de tvd indikatorbakterierna har skilda re-
duktionsférlopp vid inkubationen och att de koli-
forma bakterierna utifrin dessa resultat fir anses
som mindre limpliga att anvinda som indikator av
den sanitira kvalitén vid slamlagring. Christensen
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Figur 3-3. Effekt av tre temperaturer pa Sverlevnad av enterokocker i slam.
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Figur 3-4. Effekt av tre temperaturer pa éverlevnad av koliforma bakterier i slam.

et al. (2002) menar, utifrdn deras komposterings-
studier, att det sker en populationsforindring inom
gruppen av koliforma bakterier under lagring som
gor koliforma bakterier olimpliga att anvinda som
indikatorbakterier.

3.2.2 Salmonella

Den initiala reduktionshastigheten hos S. Typhi-
murium 6kade med temperaturen vilket innebar
att den ackumulerade reduktionen under de férsta
56 dagarnas lagring var 1,2 + 1,0, 1,8 + 0,3 och

3,8 £ 0,5 log MPN/g TS slam, vid 7, 13 och 21 °C
(figur 3-5). Resultaten stimmer vil dverens med
tidigare gjorda undersskningar (Ahmed & Sorensen
1995; Himathongkham ez a/. 1999; Bujoczek et al.
2001). Utdver den initiala reduktionshastigheten
hos S. Typhimurium visade den specifika reduke-
ionshastigheten () vid respektive temperatur att
7 °C (0,0050 h™') var signifikant skilt frin 13 °C
(0,0038 h™!) och 21 °C (0,0028 h™!), men att det
inte fanns nagon signifikant skillnad mellan 13 och
21 °C. De lagre k-virdena vid 13 och 21 °C innebir
att reduktionshastigheten hos S. Typhimurium avtog
med tiden vid 13 och 21 °C men férblev konstant
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Figur 3-5. Effekt av tre temperaturer pa 6verlevnad av Salmonella Typhimurium i slam.
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vid 7 °C (figur 3-2). Hussong ez al. (1985) har visat
pa en liknande reduktionshastighetskonstant for S.
Typhimurium och S. Newport i komposterat slam vid
36 °C. Deras resultat stédjer ocksd var observation
av den avtagande reduktionshastigheten 6ver tid. I
likhet fann Wang ez al. (1996) en férsta gradens
reduktion av E. coli i lagrad nétgédsel vid 5 °C, men
en avtagande reduktionshastighet éver tid vid lagring
i 22 och 37 °C. Resultaten ovan tyder pa att re-
duktionen av S. Typhimurium initialt 4r temperatur-
beroende men att andra faktorer si som en férindring
av den mikrobiella populationen (Sidhu ez 2/. 2001)
kan vara av storre betydelse for 6verlevnad under
slamlagringens senare del. Efter 214 dagar var kon-
centrationen av S. Typhimurium densamma oavsett

lagringstemperatur (figur 3-5).

3.2.3 Ascaris suum

Resultat frén inkubationsstudien visar att éverlevnad
(utvecklade och levande larver) hos A. suum igg
lagrade i 21 °C var mellan 81 och 99 % under hela
lagringsperioden, 214 dagar (tabell 3-5). Lagring vid
7 respektive 13 °C hade diremot ingen effekt pa
dggens utveckling (ingen celldelning) utan de forblev
i vilstadium (tabell 3-5). Dock visade den efterfoljande
inkuberingen (i 0,1N- sulfatsyra) i 21 dagar vid 21 °C
pa en god embryonering hos dessa dgg vilket inne-
bar att dggen holl en bra kvalitet och hade en bra
férméga att utvecklas till levande larver vid ritt
betingelser (tabell 3-5). Den goda kvalitén pa Ascaris
dggen i studien bekriftades i kontrollen dir éver-
levnaden var 86 resp. 99 % i borjan och i slutet av

inkubationsstudien (tabell 3-5). O’Donnell ez 4.
(1984) lagrade slam under 16 manader vid 25 °C
innan ndgon utveckling hos nematodiggen kunde
konstateras. Gantzer et al. (2001) har visat att det
krivs en temperatur 6ver 45 °C eller ett pH 6ver 11,5
for att erhalla ett slam fritt frin infektidsa nematod-
dgg. Resultaten frin inkubationsstudien indikerar
att en slamlagring under svenska klimatférhallanden
inte ger ett hygieniskt slam med avseende pé parasit-
dgg. For detta krivs hogre temperatur och/eller lingre
lagringstid. Inkubationsstudien bér féljas upp med en
lagringsstudie i filt for att ge ett sikrare underlag
for att bedoma riskerna med parasiter vid lagring.

4 Sammanfattande
resultat och slutsatser

Den genomforda studien ir en pilotstudie, den forsta
dir hygieneffekten av slamlagring undersékts under
svenska klimatférhallanden. Féljande resultat har
framkommit som delvis har bekriftat resultaten frin
liknande studier internationellt.

* Reduktionen av indikatorbakterier var inte stabil
under lagringens 12 ménader utan perioder av till-
vixt férekom i s vil det obehandlade som rétade
slammet. Delvis berodde detta pé att de temp-
eraturer-tidsintervall som uppnaddes i slamlagren

Tabell 3-5. Utveckling av Ascaris suum &gg i slam under lagring vid tre temperaturer, dag 1 vid provtagningstillféllet
samt efter inkubering under 21 dagar i 0,1N- sulfatsyra vid 21 °C, n=2.

Utvecklade larver, % (s.d)
21°C 13°C 7°C

Dag Dag 1 Dag 21 Dag 1 Dag 21 Dag 1 Dag 21
1 (kontroll) 86 ()

47 81 (18) 92 (2,8) 0 95 (1,4) 0 94 (0,7)
75 98 (0) 96 (2,8) 0 82 (11,3) 0 90 (0,7)
103 96  (6) 96 (5,6) 0 95 (0) 0 97 (1,4)
151 98 (1) 98 (0,7) 0 70 (9,2) 0 87 (7,8)
180 99 (0) 99 (0) 0 73 (4,2) 0 94 (2,1)
214 98 (0) 98 (0) 0 60 (2,1) 0 96 (0,7)
214 (kontroll) 99 ()
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var otillrickliga for att ge en bra effekt pa reduktion
av antalet indikatorbakterier. Vidare visar resultaten
att det krivs en betydligt lingre lagringstid, vid
den hir typen av lagring, for att sikert kunna fast-
stilla nir en tillricklig reduktion av indikatorbakt-
erierna erhéllits. Indikatorbakteriernas varierande
koncentration under lagringsperioden indikerar en
otillricklig hygienisering vilket kan innebira att
dven eventuella smittimnen i slammet kan tillvixa
i antal pa likartat sitt. Detta gor att bedomning
av slammets hygieniska kvalitet blir osiker.
Lagret med det obehandlade slammet innehdll
efter 12 manader fortfarande enterokocker. Den
initiala koncentrationen av enterokocker skilde sig
&t mellan det obehandlade och rétade slammet
vilket kan vara en del av forklaringen. Vidare kan
skillnaden mellan de tva slamtypernas struktur ha
bidragit till skilda tillvixtbetingelser. Vilken slags
slambehandling som foregir lagring ser dirmed
ut att vara av betydelse for det hygieniska slut-
resultatet.

Indikatorbakterier varierar i koncentration mellan
de tvd provtagningsdjupen vid samma provtag-
ningstillfille. Studien visar tydligt pa vikten av
vil utformade mikrobiella provtagningsrutiner
ddr det ingdr provtagning p& minst tva djup.
Salmonella spp. var inte mojlig att aterisolera i
nigot av de tvd slamlagren efter 2 méinaders lagring
oavsett koncentrationen av Salmonella spp. vid
forsoksstart. Indikatorbakteriernas varierande kon-
centration under lagringsperioden innebir dock
att det inte kan uteslutas att Salmonella spp. kan
finnas kvar i icke detekterbara koncentrationer,
som kan komma att tillviixa i slamlagren vid for-
indrade miljobetingelser. Vidare tyder resultaten
fran inkubationsforsoket pd att andra faktorer
utéver temperaturen kan vara av betydelse for
reduktionen av Salmonella spp. under lagring. For
att kunna bedéma den hygieniska effekten av
lagringen bor en uppféljande filtstudie genomforas
dir reduktionen av smittimnen s& som Salmonella
spp. studeras mer ingdende.

Resultaten frin inkubationsforsoket tyder pa att
indlvsparasiten Ascaris suum har en mycket god
overlevnad i slam vid lagring under svenska klimat-
forhéllanden. Inkubationsstudien bor dirfor foljas
upp med en lagringsstudie i filt for att ge ett
sikrare underlag for att bedéma riskerna med
parasiter vid lagring.
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Med utgdngspunkt av de resultat som framkommit i
den aktuella studien samt tidigare gjorda internat-
ionella studier kan vi i dagsliget inte fororda lagring
som en tillfredsstillande metod f6r hygienisering av
avloppsslam. Resultaten bér betraktas som ett under-
lag f6r en utokad filtstudie. En sddan uppféljande
studie minskar risken for att felaktiga slutsatser dras
och att felaktiga beslut fattas.

5 Fortsatt arbete

Mot bakgrund av aktuell studie bér f6ljande aspekter
beaktas i fortsatt arbete med bedomning av slam-
lagring som hygieniseringsmetod:

* Den aktuella lagringsstudien samt tidigare gjorda
internationella studier har visat pd klimatets in-
verkan pd reduktionen av indikatorbakterier och
Salmonella spp. Lagringsstudien har genomforts
i endast en av Sveriges klimatzoner och kan f6ljas
upp med en filtstudie i fler klimatzoner. Vidare
kan anliggning av slamlager under olika arstider
tas i beaktande.

* Lagring ir en passiv hygieniseringsmetod med
begrinsad effektivitet, men resultaten frin lagrings-
studien tyder pd att en forindrad lagringsmetod
kan ge en hogre temperatur under en lingre tids-
period som resulterar i en férbittrad reduktion av
indikatorbakterierna. Effekten av ett antal vind-
ning och inblandning av strukturférbittrande
material i syfte att erhilla en férbittrad hygien-
isering bor dirfor undersokas.

* Reduktionsférloppet av skilda smittimnen, si
som Salmonella spp. och parasitira maskar under
lagring méste undersokas vidare. I det arbetet
ingdr dven att undersdka vilken betydelse olika
typer av slambehandlingar som foregar lagring
har pé det hygieniska slutresultatet vid lagring.

* En utveckling och anpassning av nuvarande analys-
metoder ir angeligen for sikrare detektion av
smittdimnen s& som Salmonella spp. i slam och
andra typer av bioavfall.

* Infor ett utarbetande av enhetliga provtagnings-
rutiner for mikrobiella analyser av slamlager bor



variationen av antalet indikatorbakterier mellan
stickproven pa respektive djup utvirderas. I vér
studie har inte detta gétt att utvirdera eftersom in-
dikatorbakterierna analyserades som samlingsprov.
Riskerna med en eventuell dterkontamination
vid efterfoljande hantering av det firdiglagrade
slammet bér undersokas.
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