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Resume

Neerveerende rapport er resultat af et projekt udfgrt for Kgbenhavns Amt.
Projektet er en opfalgning pa et projekt finansieret af Miljgstyrelsens tekno-
logipulje, der har undersggt en reekke biologiske og jordfysiske effekter af
termisk assisteret jordrensning. Undersggelserne i naerveerende rapport har
alene fokuseret pa mikrobiologiske aspekter af den termisk assisterede
jordrensning. Rapporten er udfeerdiget i et samarbejde mellem Mikkel Ben-
der og Carsten Suhr Jacobsen (GEUS), Anne Mette Madsen (AMI) samt
Susanne Elmholt (DJF).

Oprensning af chlorerede oplgsningsmidler pa arealet ved Hedehusene ved
hjeelp af damp-injektion blev pabegyndt efteraret 2001 og afsluttet marts
2002. Under denne proces opvarmes jorden til ca. 100°C i nederste jordlag
og til mellem 30°C og 40°C i overfladen. Denne pavirkning farte til frem-
veekst af en varmetolerant mikrobiel population, og blandt de mange for-
skellige varmetolerante organismer, der blev isoleret, var der flere potentielt
patogene organismer. Disse organismer, der ikke blev fundet i jorden far
damppavirkning (11. september 2001), blev fundet i foraret 2002, og de var
stadig tilstede i stort tal i prgver fra udtagningen i september 2002. For
yderligere oplysninger om lokalitet og oprensningsmetoder samt umiddelba-
re effekter af oprensningen pa de biologiske processer pa arealerne henvi-
ses der til kommende rapport fra det afsluttede projekt under Miljgstyrelsens
teknologipulje.

For at undersgge om disse varmetolerante organismer og potentielle pato-
gener stadig var at finde pa arealerne efter mere end et ars normale tempe-
raturforhold, blev nye pragver udtaget 15. marts 2003, 20. maj 2003 samt 18.
november 2003. Ved prgvetagningen den 18. november blev der endvidere
indsamlet luftpraver og den 7. december 2003 blev der indsamlet bladprg-
ver for maling af forekomst af Aspergillus fumigatus sporer over jorden.

Resultaterne fra disse prgver viser, at antallet af varmetolerante mikroorga-
nismer stadig er meget hgjere i jorden end normalt, men at der er feerre for-
skellige typer af varmetolerante mikroorganismer. Denne nedgang i antal
typer er malt som et fald i den funktionelle diversitet af den varmetolerante
mikroflora (det mikrobiologiske samfunds evne til at vokse pa forskellige
kulstofkilder, undersggt pa Biolog Ecoplates). Yderligere har vi pavist, at
antallet af de potentielt patogene bakterier, der er blevet undersggt (var-
metolerante Pseudomonas spp., herunder Pseudomonas aeruginosa), er
faldet markant og ligger under detektionsgraensen ligesom fgr varmebe-
handlingen. Svampen Aspergillus fumigatus findes stadig i markant hgjere
niveauer i de dampbehandlede jorde end i referenceprgven. Dette kan skyl-
des, at svampen har etableret sig steerkt i jorden og derved stadig, pa trods
af tilbagevenden til normale temperaturforhold, har en konkurrencemaessig
fordel sammenlignet med den gvrige mikroflora.
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Mikroorganismer danner i varierende omfang hvileformer. A. fumigatus er
en svamp der danner meget holdbare sporer, der vides at kunne ligge i en
naturlig jord i arevis uden at spire. Denne egenskab betyder ogs3, at en
detektion af sporer af A. fumigatus ikke behgver at betyde, at svampen sta-
dig er aktiv i jorden. Bakterien P. aeruginosa danner derimod ikke egentlige
hvileformer, sa en detektion af denne mikroorganisme i jord, tyder pa et
miljg hvor de varmetolerante mikroorganismer generelt har en konkurren-
cefordel. Omvendt tolker vi et fald i antallet af P. aeruginosa som et fglsomt
mal for fald i veekst af mikroorganismer, der har en seerlig konkurrencefordel
som fglge af de omgivende temperaturer.

Maling af lufpraver for A. fumigatus i november viste ingen forekomst af
luftbarne sporer, hverken over kontroljorden eller over den dampbehandle-
de jord. En indsamling af bladprever og efterfalgende analyse paviste spo-
rer af A. fumigatus bade pa graesprever over den dampbehandlede jord og
over kontrol jorden. Undersggelserne fandt A. fumigatus pa flere bladpraver
over behandlet jord (70%) end over kontroljorden (43%). De replikate grup-
per af bladprgver fra de forskellige pragvesteder udviser imidlertid en be-
tragtelig variation. Da der ikke foreligger prgver af luft eller blade tidligere i
undersggelsesforlgbet, er det vanskeligt at vurdere om der foreligger en
forhgijet eller en normal situation.

Sammenfattende viser undersggelserne, at dampbehandling af jord vil
medfgre en stor aendring af de mikrobielle samfund, i retning af flere bakte-
rier og svampe, der kan vokse ved 42°C. gkosystemet forventes at vende
gradvist tilbage til noget teet p& udgangspunktet, som det ses med den po-
tentielt patogene bakterie P. aeruginosa, der ikke mere kan findes i jorden.
Dog ma det forventes, at mikroorganismer med hardfare hvilestadier kan
overleve igennem leengere perioder.
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Baggrund

Klorerede oplgsningsmidler er et stort problem pa en lang reekke forurenede
grunde i Danmark. Den vertikale spredning af klorerede oplgsningsmidler
standses ofte af lavpermeable jordlag, hvor stofferne diffunderer ind i revner og
spreekker. Traditionelle oprensningsmetoder til brug in situ er ofte utilstraekkeli-
ge til en hurtig og effektiv oprensning. En lovende og effektiv in situ oprens-
ningsmetode er termisk assisteret oprensning, f.eks. en kombination af dam-
pinjektion og vakuumsug samt oppumpning af vand. Ved brug af denne meto-
de er det sdledes ogsa muligt at bortskaffe disse stoffer fra sveert tilgeengelige
omrader f.eks. i dybtliggende jordlag eller jord under bebyggede omrader uden
at fijerne jorden.

Leengere tids in situ opvarmning af jord kan potentielt have en reekke gko-
toksikologiske og humant toksikologiske effekter, idet det er sandsynligt at
en sadan behandling vil kunne sndre vaesentligt p& sammenszaetningen af
det mikrobielle samfund i jorden. Naturlige mikrobielle populationer, der ud-
seettes for hurtige og markante temperaturstigninger, som f.eks. ved
geothermale begivenheder eller kompostering, adapterer generelt til de nye
omgivelser ved hurtige skift i struktur og artssammensaetning (Norris et al.,
2002, Dees and Ghiorse, 2001). Det er saledes kendt at sporer fra varme-
resistente sporedannende bakterier kan spire ved varme pavirkning (Curran
and Evans, 1945), samt at mange svampetyper fra jord generelt kan tolere-
re og gro ved hgje temperaturer (Jesenska et al., 1993). Saledes vil en
fremvaekst af thermotolerante og thermofile mikroorganismer ved termisk
assisteret oprensning forventes. Thermotolerante og thermofile mikrobielle
samfund ma generelt forventes at udggre en vis risiko ved at indeholde en
starre meengde potentielt humant patogene bakterier og bakteriestammer.

Viden om effekterne pa de mikrobielle samfund ved damp-remediering er
yderst sparsom, og vi har saledes kun fundet en enkelt undersggelse (Ri-
chardson et al., 2002). Denne observerer signifikante aendringer under re-
medieringen men en hurtig tilbagevenden til den naturlige samfundsstruktur
efter remedieringens afslutning. Forfatterne har dog valgt at fokusere meget
bredt pa de mikrobielle samfunds aktivitet samt indhold af bakterier generelt
ved mikroskopi og direkte teellinger hvorved eventuelle aendringer i sam-
mensaetning og temperaturtolerance ikke detekteres. Formalet med dette
projekt har derfor veeret - med fokus pa generel temperaturtolerance samt
de potentielt patogene organismer Aspergillus fumigatus og Pseudomonas
aeruginosa - at fglge udviklingen i de mikrobiologiske samfund under tilba-
gevenden til "naturlige” tilstande efter afslutning af damp-remediering.

Eksponering af menneskets luftveje med A. fumigatus sporer er af interes-
se i relation til helbred. Som en del andre svampe danner den inhalerbare
sporer, der er kilde til allergener som spiller en rolle i udvikling af f.eks. teer-
skerlunger og landmandslunger (f.eks. Yocum et al., 1976). A. fumigatus



GEUS

sporer indeholder, som andre svampe, b-glucan, der tilsyneladende kan
forarsage ikke-allergisk respirationssymptomer. Eksponering for svampe-
sporer er i den senere tid i epidemiologiske studier ogsa set at veere for-
bundet med gjenirritation (e.g. Eduard et al., 2001). Endelig kan Aspergillus
fumigatus forarsage infektion hos svaekkede personer.

Partikler med en aerodynamisk diameter under 10nm er inhalerbare. Dia-
meteren af A. fumigatus sporer kan variere med luftfugtighed og isolatets
oprindelse (Leslie et al., 1988; Madelin and Johnson, 1992) og den aerody-
namiske diameter af A. fumigatus sporer er beskrevet til at variere mellem
2.2 og 3.9 mm (Leslie et al., 1988). Sporer af denne stgrrelse kan passere
de gvre luftveje og treenge ind i de nedre luftveje i alveolerne, hvor de de-
poneres imellem to indandinger. De partikler, der kommer ned i alveolerne,
kan kun fiernes ved at ga i oplgsning (hvis de er oplgselige) eller ved at bli-
ve fagocyterede. Denne sidste proces kan veere meget langsom — ifglge
Midtgard et al. (1999) er halveringstiden typisk 60 dage. Derfor vil partikler
som A. fumigatus sporer kunne genere de nedre luftveje i laengere tid selv
om de hos ikke-sveekkede personer ikke er i stand til at inficere lungerne.

b-glucan er en del af svampecellevaegge. Flere epidemiologiske studier og
laboratorie forsgg har vist sammenhaeng mellem eksponeringsniveau for b-
glucan og effekter pa luftvejene (f.eks. Thorn et al., 2001; Alwis et al.,
1999). Hvis stev f.eks. tilseettes (spikes med) b-glucan kan det gge nasal
inflammation i forsggspersoner eksponeret for stgv (Sigsgaard et al., 2003).
Séledes tyder mange studier pd, at b-glucan spiller en rolle i respirations-
symptomer, og saledes er eksponering for A. fumigatus ogsa af betydning
som kilde til eksponering for b-glucan.
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Materialer og metoder

Prgvetagning

Pragver blev udtaget far dampremediering den 11. september 2001 (t=0),
under dampremediering den 15. marts 2002 (t=1), efter dampremediering
den 19. september 2002 (t=2), den 17. marts 2003 (t=3), den 20. maj 2003
(t=4) samt den 18. november 2003 (t=5). Overfladejord (jord udtaget umid-
delbart under jordoverfladen) samt "underjord" (udtaget fra ca. 40 cm dyb-
de) blev udtaget ved udsugningsbrgnde 140, 141 og 142 (dampbehandlet
omrade) samt ved et lignende omrade ca. 50 m fra neermeste udsugnings-
brgnd.

| det fglgende refererer prave 1, 2 og 3 til dampbehandlet overfladejord, og
5, 6 og 7 til dampbehandlet "underjord". Prgve 4 og 8 refererer til henholds-
vis overfladejord og "underjord" fra referenceomradet.

Jordprgver af ca. 200 g blev udtaget med jordbor og overfgrt til forseglede
plastposer. Jordbor samt yderligere anvendte veerktgjer blev rengjort mel-
lem hver prgveudtagning. For at undga forurening blev prgveudtagning ferst
foretaget i reference omradet inden udtagningen pabegyndtes i det varme-
pavirkede omrade. Jordenes vandindhold er vist i tabel 1.

Vandindhold (%)
Prove Sept 2002 Marts 2003 Maj 2003 Nov. 2003
1 8,8 8,5 16,0 13,5
2 7.9 12,8 16,9 13,6
3 8,7 15,0 17,5 15,9
4 6,8 14,0 19,8 19,5
5 10,1 4,2 9,6 9,2
6 13,6 8,9 9,8 8,4
7 23,3 5,4 17,7 17,2
8 5,8 0,3 9,9 9,0
KUPA-688 18,3
KUPA-191 16,0
KUPA-173 18,7
KUPA-220 8,9

Tabel 1. Vandindhold (%) i jordprgver til svampeanalyser, beregnet pa ter-
veegtsbasis. KUPA-jordprgver er tilfseldigt udvalgte landbrugsjorde medta-
get i svampeanalyserne ved udtagning t=4.



Jordboende bakterier

Kolonidannende enheder (CFU) p& 1/10 TSA og Goulds S1:

Efter provetagning blev prgverne opbevaret ved 4°C indtil analysestart for
bakterier den falgende dag. Prgverne blev homogeniseret og sigtet gennem
en 4 mm sigte. Jord fra referenceomradet blev sigtet farst og sigten blev
renset grundigt mellem hver sigtning. Jordsuspensioner fremstilledes som
falger: 1,5 g jord fra hver prgve blev udrystet grundigt i 9 ml 0,010 M fosfat-
buffer og herefter stillet til sedimentation i 20 min. (fortynding 10™). En 10-
folds fortyndingsraekke blev fremstillet herudfra (102 — 10™) og fra hver for-
tyndingsraekke blev duplikater af 0,1 ml af 2 relevante fortyndinger overfgrt
til Petriskale med 1/10 TSA-agar (1/10 TSA er et generelt medie, som vi har
erfaring med er det bedste medie til bredt at isolere bakterier fra jordprever
pa) samt Petriskdle med Goulds Sl-agar (Pseudomonas sp. specifikt me-
die, se Johnsen & Nielsen, 1999). Pladerne blev inkuberet ved henholdsvis
20°C og 42°C. Antallet af fremvoksede bakteriekolonier blev talt efter 2 da-
ges inkubation.

"Community level physiological profiling"- inokulering af Biolog Eco-
plates:

Biolog GN EcoPlates er et vaekstsystem, der tester nedbrydningsevnen i
mikrobielle samfund som helhed og giver et sakaldt "community-level physi-
ological profiling” af den analyserede prgve. Dette er sdledes et udtryk for
samfundets funktionelle diversitet. Hver plade bestar af 3 replikater af 32
bronde indeholdende en af 31 forskellige kulstofkilder samt en brgnd med
vand som referenceprgve. Kulstofkilderne er specifikt designet til at analy-
sere jordlevende mikrobielle samfund. Ved respiration (og dermed veekst pa
den pagaeldende kulstofkilde) reduceres et tetrazolium farvestof og en lilla
farve udvikles. Pladerne giver dermed et metabolsk "fingeraftryk” af ned-
brydningsevnen i de undersggte mikrobielle samfund og dermed et "finger-
aftryk” af det mikrobielle samfunds sammenseetning.

2 replikate Biolog Ecoplates blev inokuleret med 100yl fra hver pragve af 10
fortyndingen (se ovenstaende). Pladerne blev inkuberet ved henholdsvis
20°C og 42°C. Farveudviklingen (vaeksten) i de enkelte brande blev fulgt
spektrofotometrisk (I =620nm) efter 24, 48, 72, 96 og 168 timers inkubation.
For hver brgnd blev en relativ veerdi (RV) udregnet som ODy-7, / OD. De
enkelte brgnde blev anset for positive (veekst pa det givne medie) hvis
RVsuntrat = RVhiing > 0,40” RVgunsirat ( Paixao et al., 2003). @vrige brande blev
talt som negative.

Statistisk analyse
Til statistiske analyser af data for CFU og Biolog Ecoplates anvendte vi tovejs-
ANOVA kombineret med Tukey’s test pa log,, transformerede data. Et gene-
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relt signifikansniveau pa 5% anvendtes. Til udregningerne anvendtes Sigma-
Stat (SPSS Inc., Chicago, IL.).

Jordboende svampe

Indledende svampeundersggelser ved t=1og t=2

Ved udtagning t=1 (marts 2002) fandt vi i alle prgver fra det dampbehandle-
de omrade skimmelsvampe pa de petriskale med Gould S1 agar, som hav-
de veeret inkuberet ved 42°C. Svampekolonierne voksede langsomt og var
meget sma, og ved rendyrkning pad svampemedium viste det sig at veere A.
fumigatus. Denne art er termotolerant og kunne vaere opformeret som fglge
af dampoprensningen, da den ikke blev fundet ved udtagning t=0, og heller
ikke var tilstede i referenceprgverne. For at undersgge dette naermere, blev
jordprgver fra udtagning t=2 (sept. 2002) fremsendt for neermere analyse af
skimmelsvampe, specielt A. fumigatus. Prgverne nummereres Igbende fra 1
til 8.

Prgverne blev opbevaret ved 2°C. Jordsuspensioner blev fremstillet pa fal-
gende made: 10 g jord fra hver prave blev vejet ned i en 250 ml plastikfla-
ske og blandet med 90 ml fortyndingsmedium, bestdende af 0.0033M he-
xametaphosphate, HMP. Alle afvejninger af jord blev foretaget med to de-
cimalers ngjagtighed. Flaskerne blev roteret pa overhead-rysteapparat i 30
minutter og henstod til naeste dag ved 2°C. Den efterfglgende dag blev ryst-
ningen gentaget, og 7.5 ml af denne suspension blev overfgrt til reagens-
glas (Fortynding 10™). En 10-folds fortyndingsraekke blev fremstillet herud-
fra (10 — 10™). Fra hver fortynding blev 0.1 ml overfart til to replikate Petri-
skale med V8-agar med 50 ppm chloramphenicol og 25 ppm chlortetracyclin
til heemning af bakterieveekst. Pladerne blev inkuberet ved 25 °C. Efter en
uge optaltes det totale antal skimmelsvampe og som delmaengde heraf, A.
fumigatus. @vrige skimmelsvampe ('Andre’) blev beregnet som difference
mellem totaltal og antal A. fumigatus. Jordens vandindhold blev bestemt pa
praver & 10 g efter tarring i 2 timer ved 130°C. Baseret pa opteelling, fortyn-
dingsniveau og vandindhold kan antal kolonidannende enheder (colony
forming units, CFU) per g tar jord beregnes.

Svampeundersggelser ved t=3 t=4 og t=5

Prgver pa ca. 100 g fra hhv. udtag t=3, t=4 og t=5 blev analyseret for ind-
hold af skimmelsvampe, specielt A. fumigatus. Prgverne blev nummeret
fortlgbende fra 1 til 8, og opbevaret ved 2°C til analyse. En pilotpladespred-
ning gennemfgrtes til fastleeggelse af passende fortyndingsniveauer. Hertil
udtog vi 10 g jord fra hver af de 8 progver og forbehandlede prgverne som
beskrevet ovenfor. En 10-folds fortyndingsraekke blev fremstillet (10 — 10°
%), og fra hver fortynding overfartes 0.1 ml til to replikate petriskale med V8-
agar. Halvdelen af pladerne blev inkuberet ved 25 °C (fire dage) og halvde-

GEUS



GEUS

len ved 37 °C (tre dage). Efter inkubering optaltes det totale antal skimmel-
svampe, gaersvampe (ikke ved pilotpladespredning) samt A. fumigatus.

Forud for den egentlige pladespredning, blev de otte praver sigtet (4 mm),
og tre replicate delprgver udtaget fra hver. Den ngjagtige maengde jord fra
hver enkelt prgve (Tabel 2) samt fortyndingsniveauerne er baseret pa pilot-
pladespredningen og pa gnsket om teelletal pa ca. 50 svampekolonier per
petriskal. Hver delprave blev vejet ned i en 250 ml flaske med 90 ml HMP.
Bortset fra at der her blev fremstillet tre replikate petriskale per fortynding,
gennemfgrtes forbehandling og pladespredning som ovenfor. Jordens
vandindhold blev bestemt pa dobbeltprgver som ovenfor.

Foruden den dampbehandlede jord og referencejorden fra omradet blev 4
tilfeeldige landbrugsjorde medtaget i svampeundersggelser til t=4. Dette
blev gjort for at give et fingerpeg af hyppigheden af svampe generelt og A.
fumigatus i seerdeleshed i normal landbrugsjord.

Luftbarne svampe samt svampe pa vegetation

Sampling og kvantificering af luftbarne A. fumigatus

Luftbarne mikroorganismer blev kun samplet til t=5. (18/11 2003). Samplingen
foregik pa& polycarbonatfiltre med GSP samplere i 10-60 minutter i indandings-
zonen. Luftprgver blev samplet ved kontrol position, position 140 ved "ingen
aktivitet” og under gravning. Endvidere blev der samplet ved position 141ved
"ingen aktivitet” og under grees trimning og ved position 142 under sammen-
pustning af blade. Ved alle positioner og arbejdsopgaver blev der samplet bade
med personbaret og stationzert udstyr. De stationaere malinger bruges til at be-
skrive eksponeringen ved ophold i et givet omrade med eller uden aktivitet. De
personbarne mal bruges til at beskrive eksponering ved en given arbejdsopga-
ve — f.eks. graestrimning.

Max. 2 timer efter sampling blev filtrene udvasket i en ekstraktionsbuffer i
15 min. ved 500 rpm. Suspensionerne blev pladespredt p4 DG18 (Dichlo-
ran-glycerol agar) og inkuberet ved 45 eller 25°C for fremvaekst af hhv. A.
fumigatus eller total antal dyrkbare mesofile svampe. Antal fremvoksede
svampe blev talt efter 3 og 7 dages inkubation.

Tilstedeveerelse af A. fumigatus pa blade pa jordoverfladen/graesplaene

Idet A. fumigatus ifglge litteraturen danner mange sporer som let frigives til
luften (se f.eks. Latgé, 2001) blev blade indsamlet fra jordoverfladen for se
om disse udggr en potentiel eksponering for A. fumigatus. Den 7. decem-
ber 2003 blev 208 blade fra 10 omrader fordelt i position 140, 141, 142 og
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kontrol indsamlet fra jord/graesoverfladen. Denne dag var det steerkt bleese-
vejr og ca. -2°C.

Fra hvert blad blev der udskaret stykker p& 0,5 cm®. Bladstykkerne blev
placeret pa DG18 agar og inkuberet ved 45°C.

11



Resultater bakterier

Kolonidannende enheder 1/10 TSA ved 20°C og 42°C

For bakterier, der er dyrket ved 20°C, kunne der ikke pavises en signifikant
effekt af dampbehandling for hverken overjord eller underjord (1/10 TSA,
20°C, Figur 1, bemeerk forskellige akser). Til tiden t=1 ser vi et lille fald i
bakterieantal uden at det dog er statistisk signifikant. Fra t=2 og helt indtil
t=5 finder vi et stabilt antal dyrkbare bakterier ved 20°C.

20°C 1/10 TSA overjord
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Figur 1: Kolonidannende bakterier (CFU) pa standard dyrkningsmedie (1/10
TSA) ved 20°C.
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42°C 1/10 TSA overjord
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Figur 2: Kolonidannende bakterier (CFU) pa standard dyrkningsmedie (1/10
TSA) ved 42°C.

Antallet af mikroorganismer der kan vokse ved 42°C (CFU*) stiger deri-
mod under damp-behandlingen og fortseetter med at ligge pa et hgjere ni-
veau efter behandlingens afslutning (Figur 2, bemaerk forskellige akser).
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Antallet af CFU*C i reference-praverne er derimod relativt konstant og
aendres ikke signifikant over tid. Ved inkubation ved 42°C ses saledes en
signifikant forskel (P=0,05) mellem behandlet og ubehandlet jord ved udtag-
ningerne t=2, t=3, t=4 og t=5 i overjord og t=2, t=3 samt t=5 i underjord.
Forskellen mellem antal CFU*™ ved udtagningerne t=1, overjord samt t=1
og t=4, underjord er derimod ikke stor nok til at vaere signifikant.

Det ma saledes konkluderes, at dampbehandlingen har haft en signifikant
indflydelse pa antallet af termofile og termotolerante bakterier i jorden. Jor-
den er endnu ikke efter mere end et ar vendt tilbage til en normalsituation.
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Kolonidannende enheder pa Goulds S1, 20°C og 42°C

20°C Goulds S1 overjord
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Figur 3: Kolonidannende bakterier (CFU) pa Pseudomonas sp. selektivt
dyrkningsmedie (Goulds S1) ved 20°C (t=0 til t=4)

Antallet af log10CFU pa Goulds S1 ved inkubationstemperaturen 20°C er
ikke signifikant forskellig mellem de to behandlinger bortset fra t=3, hvor vi
fandt et usaedvanligt lavt antal Pseudomonas spp. i den ubehandlede jord
(Figur 4). Arsagen til dette meget lave antal er ikke umiddelbart forklarlig.
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Yderligere ses et generelt fald over tid i antallet af Pseudomonas spp. bade
i behandlet og ubehandlet jord. Det er heller ikke muligt at give en sikker
forklaring pa arsagen til dette.

42°C Goulds S1 overjord
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Figur 4: Kolonidannende bakterier (CFU) pa Pseudomonas spp. selektivt
dyrkningsmedie (Goulds S1) ved 20°C. Veerdier for behandlet jord t=1
mangler pa grund af svampevaekst pa pladerne. Bemeerk forskellige akser
samt at veerdierne logl0 CFU/g tar jord=2 refererer til detektionsgreensen
pa 10° CFU/g ter jord.

Ved inkubation ved 42°C i 48 timer fandt vi kun kolonier pa Goulds S1 i
proverne fra den behandlede overjord ved udtagningerne t=2 og t=3,
samt bade behandlet og ubehandlet underjord t=2. Bakterier, der vokser
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pa Goulds S1 plader ved 42°C, er med stor sandsynlighed P. aerugino-

sa. Karakteriseringer pa APl 20NE af fundne kolonier fra prgvetagning
t=3 viste sig sdledes ogsa at veere P. aeruginosa. Vi fandt saledes kun
bakteriekolonier efter 48 timers inkubation pa udpladningerne fra den
behandlede overjord ved prgvetagningerne t=2 og t=3, samt i underjord
t=2 (Figur 4). Bemeerk at veerdierne log10 CFU/g tar jord=2 refererer til
detektionsgraensen p& 10° CFU/g ter jord, og er sdledes maksimum-
veerdier for de pagzeldende praver.

Kun ved prgvetagningen t=2 var der signifikant forskel mellem behandlet og
ubehandlet jord i antal kolonier. Det skal dog her bemaerkes, at reference-
veerdierne fra den ubehandlede prgve sandsynligvis er et overestimat, da
maksimumvaerdierne 10? CFU/g jord er brugt i de statistiske analyser. Yder-
ligere observeredes i prgverne fra prgvetagningen t=4 efter laengere tids in-
kubation (5 dg.) enkelte kolonier i alle behandlede overjordsprgver samt 2 af
de 3 behandlede underjordsprgver. Selv hvis disse teellinger blev indregnet
som data efter 48 timers inkubation ville antallet dog ikke veere signifikant
forskelligt fra detektionsgraensen (data ikke vist). Dampbehandlingen har ty-
deligvis selekteret for Pseudomonas aeruginosa, men den er forholdsvis
hurtigt efter behandlingen faldet i antal til et normalt niveau.

"Community level physiological profile" pa Biolog
Ecoplates ved 20°C og 42°C (t=0 til t=5)

Ved inkubationstemperaturen 20°C var der ikke signifikant forskel mellem
behandlet og ubehandlet overjord i antallet af positive brande pa Biolog E-
coplates (Figur 5). Vi fandt et fald over tid i antallet af positive brgnde i bade
den behandlede og den ubehandlede jord, hvilket indikerer et generelt fald i
funktionel diversitet (funktionel diversitet = bakteriepopulationernes evne til
at udnytte forskellige kulstofkilder) i overjorden ved 20°C. Arsagen til dette
er ukendt. Vi konkluderer, at indflydelse af damp-behandling pa den funkti-
onelle fysiologiske diversitet ved 20°C ikke kunne pavises for overjorden. |
underjorden sa vi en signifikant generel forskel (P=0,05) mellem behandlet
og ubehandlet jord ogsa til t=0. Til de enkelte tidspunkter var der dog ikke
signifikant forskel. Yderligere sas ingen forandring i effekt over tid. Den
funktionelle fysiologiske diversitet ved 20°C konkluderes at veere hgijere i
den ubehandlede underjord end i den behandlede underjord, og heller ikke
her kunne en signifikant indflydelse af dampbehandling pa den funktionelle
diversitet pavises.
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20°C Biolog Ecoplate overjord
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Figur 5: Funktionel diversitet af mikrobielle samfund ved dyrkning ved 20°C.

Ved inkubationstemperaturen 42°C var der signifikant forskel ved prgvetag-
ningerne t=2, t=3 og t=4 mellem behandlet og ubehandlet overjord i antallet
af positive brgnde pa Biolog Ecoplates (Figur 6), mens forskellen ikke lzen-
gere var signifikant ved t=5. Yderligere fandt vi en signifikant stigning over
tid i antallet af positive brgnde indtil t=4, hvilket indikerer en generelt stigen-
de funktionel diversitet ved 42°C i den behandlede overjord. Denne tendens
blev fulgt af et kraftigt fald ved prgvetagningen t=5. Samme tendenser fandt
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vi i underjorden. | den ubehandlede jord var diversiteten ved 42°C lav og
ikke signifikant forskellig over tid. Samme tendenser fandt vi i underjorden.

Den funktionelle fysiologiske diversitet ved 42°C ma derfor konkluderes at
veere steerkt stigende som falge af dampbehandlingen og denne hgje funk-
tionelle diversitet ved 42°C er stadig tilstede ved udtag t=4. Det sidste punkt
(t=5) viser et fald i diversitet og dette kan tolkes som, at jorden er begyndt at
vende tilbage til normaltilstanden.

42°C Biolog Ecoplate overjord
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Figur 6: Funktionel diversitet af mikrobielle samfund ved dyrkning ved 42°C.
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Resultater jordboende svampe

Detailresultaterne for jordboende svampe kan ses i tabelform i Bilag 1.

Ved prgvetagningen under dampbehandlingen (t=2) blev A. fumigatus de-
tekteret pa "bakterieskalene” ved et tilfeelde, men en egentlig teelling af antal
CFU blev ikke udfgrt. Efter identifikationen af A. fumigatus blev det besluttet

at folge denne art specifikt ved de falgende prgvetagninger.

A. fumigatus blev detekteret til t=2 i samtlige behandlede prgver men ikke i
de ubehandlede. Dette indikerer en generel fremvaekst af A. fumigatus som
falge af dampbehandlingen - bade i over- og underjord men med meget
stor variation prgverne imellem. Isser Prgve 5 fra behandlet underjord frem-
star med et hgijt indhold f A. fumigatus, i.e. mere end 400 x 10° CFU g™ jord
(Bilag 1). Ogsé overjordspraverne indeholder mere end 10° sporer af A. fu-
migatus g™ jord.

Et totaltal (alle svampe) p& 50 x 102 til 250 x 10 CFU g™ jord (25°) anses
for normalt for det gverste lag i en landbrugsjord (e.g. sammenligningsprg-
verne KUPA-688 og KUPA-173 i Bilag 1), mens veerdier for underjordsprg-
ver normalt er en del lavere (e.g. sammenligningsprgverne KUPA-191 og
KUPA-220 i Bilag 1).

De indledende pladespredninger fra t=3 viste, at A. fumigatus stadig var til-
stede i bade dampbehandlet over- og underjord. Svampen var tilstede i
stgrste koncentrationer i overjordsprgverne 1 og 2. Udpladningerne blev
foretaget pa et generelt svampemedie (V8), hvor A. fumigatus vokser godt,
iseer ved 37°C hvor den vokser meget hurtigt. CFU resultaterne er vist i Bi-
lag 1. B&de ved 25°C og 37°C s&s mere end 10° CFU g™ tar jord (Prave 1":
ca. 250 x 10° og Prave 2" ca. 140 x 10°) af A. fumigatus. | den sidste over-
jordsprgve (Prgve 3) samt i alle underjordsprgverne (Prgve 5-7), var ni-
veauet under 5 x 10° CFU g™. Den lave veerdi i Prave 3 sammenlignet med
de gvrige overjordsprgver kan muligvis haenge sammen med, at denne prg-
ve var mere sandet (mere som underjorden).

| den ikke-dampbehandlede overjords-referenceprgve (=3, Prgve 4) ved
25°C fandt vi en lille meengde A. fumigatus. Bemeerk, at meget sma CFU tal
(<10° g™) skal tolkes varsomt, da disse er baseret p& meget lave teellinger
pa petriskalene. Antallet af andre filamentgse svampe er pa et normalt ni-
veau, under 10* g™* for de fire underjorde og mellem 10* g* og 10°> g* for
de fire overjorde (Bilag 1). Veerdierne er lavest i prgverne med de starste
indhold af A. fumigatus. Dette skyldes formentligt, at A. fumigatus har ud-
konkurreret en del af de andre svampe enten i jorden eller pa petriskalene.
Indholdet af geersvampe ("Yeast fungi*) er lavt men alligevel normalt for jord
(10° — 10* g™* for overjord og < 5 x 10° g™ for underjord (Bilag 1).
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Ved 37°C dominerer A. fumigatus, mens andre svampe kun udggr omkring
10 g for overjord og mindre end 10? g™* for underjord (Bilag 1). Antallet af
A. fumigatus er relativt ens, nar prgverne er inkuberet ved hhv. 37° og 25°C.
Sammenlignes antallet af A. fumigatus CFU fra t=2 og t=3 ses et tydeligt
fald i underjorden fra omkring 20 x 10° g™ (i Preve 5 endda knapt 400 x 10°
g™ til 10° — 10®g™. P& den anden side observeres et stigende antal i de tre
overjordspraver, specielt i Prave 1 og 2, fra omkring 15 x 10° CFU g™ ved
t=2 til omkring 200 x 10% CFU g™ ved t=3. Dette tyder p&, at A. fumigatus er
opformeret i overjorden, maske pga. udnyttelse af planterester eller andet
organisk materiale. Ifalge Domsch et al. (1993) kan A. fumigatus udnytte en
lang reekke kul- og kveelstofkilder til vaekst. Det er bemaerkelsesveerdigt, at
denne berigelse er sket henover en vinterperiode pa trods af at A. fumigatus
er kendt for at vokse bedst ved hgje temperaturer.

Ved forarsudtagningen t=4 forventede vi, at en gget mikrobiel aktivitet i jor-
den ville have fort til et fald i antallet af A. fumigatus. | overensstemmelse
hermed viser resultaterne fra Prgve 1 og 2 et lavere antal A. fumigatus (Bi-
lag 1). Dette fald sds bade ved 25°C, hvor de fleste svampe vokser godt og
A. fumigatus ma konkurrere med andre arter pa petriskalene, og ved 37°C
hvor A. fumigatus forventes at veere relativt enerddende. Resultaterne fra
overjordsprgverne er dog ikke konsistente og i Prave 3 observeredes sdle-
des et stigende antal A. fumigatus fra 8 x 10° CFU g™ ved t=3 til 27 x 10°
CFU g™ ved t=4. Ved t=4 var niveauet af A. fumigatus i overjorden mellem
30 og 80 x 10° CFU g™ (Bilag 1). | Prave 1 og 2 blev faldet i A. fumigatus
fulgt af et stigende antal af andre filamentgse svampe. Denne trend var dog
heller ikke konsistent og hyppigheden af andre svampe faldt sdledes i Prave
3 mens den ikke eendredes i referenceprgve 4.

Mere overraskende er stigningen i A. fumigatus i to af de behandlede un-
derjordsprgver (Prgve 6 og 7, 37°C) ved t=4. | Prgve 7 detekteredes A. fu-
migatus ikke ved 25°C. Dette skyldes at petriskalene her var totalt overgroet
af en anden filamentgs svamp, Trichoderma sp.. Antallet af A. fumigatus i
Preve 6 og 7 ved 37°C var ca. 80 x 10° g™ jord, hvilket ligner niveauet for
overjorden. Kun i Prgve 5 observeredes den samme lave maengde A. fumi-
gatus som ved t=3. Bemaerkelsesveerdigt var det netop denne prgvelokali-
tet, der havde det hgjeste CFU for A. fumigatus ved t=2.

Ved den sidste prgveudtagning i november 2003 (t=5) var der stor variation
i CFU for A. fumigatus i overjorden, fra 6 x 10°i Prave 2 til knapt 130 x 10°
g' i Prove 3 (Bilag 1, 37°C). Prave 3 viste foruden hgje CFU for A. fumiga-
tus ogsa udtagningsseriens hgjeste indhold af andre svampe, der kan vokse
ved den hgje temperatur, nemlig knapt 20 x 10° CFU g™. | underjorden var
der derimod et generelt lavt niveau af A. fumigatus. Overjordsreferencen
(Prave 4) ligger pa et ret hgjt niveau for andre filamentgse svampe (omtrent
115 CFU g™), hvilken tyder p& at der har vaeret en ganske stor svampe-
sporulering i den forudgaende periode (Bilag 1, 25°C).
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Samlet konkluderes, at dampbehandlingen ved en laengerevarende tempe-
raturstigning og forggelse af jordens vandindhold, har resulteret i en kraftig
fremvaekst af A. fumigatus. Dette ses i bade over og underjord. | reference-
jorden var A. fumigatus saledes ikke detekterbar i fem af otte prgver, og til-
stede i meget lavt antal i de resterende 3 referenceprgver. A. fumigatus an-
ses for en "narrow-amplitude species" (Keller & Bidochka, 1998), hvilket
betyder at den er hyppig i forekomst nar den findes, men at den kun findes i
et begreenset antal omrader. A. fumigatus var saledes heller ikke detekter-
bar eller meget sjeelden i de her testede landbrugsjorde (Bilag 1, KUPA-
prover). Keller og Bidochka (1998) fandt A. fumigatus i en af fire testede
jorde og i antal der er sammenlignelige med vores resultater fra udtag t=4.
Forfatterne rapporterer den hgjeste hyppighed i sommerperioden og forkla-
rer dette med A. fumigatus’s termotolerante egenskaber. Vi har ingen prg-
veudtag i sommermanederne 2003.

Detailresultaterne fra Bilag 1 er vist i oversigtsform i Figur 7 ("Andre fila-
mentgse svampe”) og Figur 8 (A. fumigatus).

Andre filamentgse svampe i overjord (25 Andre filamentgse svampe i underjord (25
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Figur 7: "Andre filamentgse svampe” i hhv. over- og underjord. Resultater
fra prgvetagning t=2 til t=5 (25°C). De behandlede prgver er udregnet som
middelveerdier med standardafvigelse (SD) for de tre udtagningspunkter i
overjord (Praver 1-3) og underjord (Prgver 5-7) mens Prgve 4 er ubehandlet
overjord og Prgve 8 ubehandlet underjord. Se Bilag 1 for detaljer.

Set over tid falder antallet af A. fumigatus i underjorden henover vinterma-
nederne fra t=2 til t=3 fulgt af en stigning i foraret 2003 fra t=3 til t=4 og et
fald fra forar til efterar 2003 (t=4 til t=5). Der kan muligvis have veeret en
fortsat stigning henover sommeren 2003 inden dette fald, det kan vores
data ikke afslgre, da vi ingen udtagninger har fra sommerperioden. | en del
af de behandlede overjordsprgver fandt vi den modsatte trend, nemlig en
stigning fra t=2 til t=3 og et fald fra t=3 til t=4. Det gennemsnitlige niveau i
overjorden ved t=5 er det samme som ved t=4, dog deekkende over store
variationer mellem de tre behandlede praver. Den forggede hyppighed i un-
derjorden ved t=4 kan veere et resultat af svampeveekst men kunne ogsa
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A. fumigatus (CFUx16/g ter jord)

A. fumigatus (CFUx1&/(g ter jord)
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skyldes passiv transport af sporer fra over- til underjorden efter kraftige
regnskyl. Den sidste forklaring kunne forklare en del af den observerede re-
duktion i hyppighed i overjorden. Dog var det meget store fald i Prgve 1
(overjord ved dampudtagningsbrgnd 140) fra t=3 til t=4 ikke ledsaget af en
stigning i hyppigheden i Prgve 5 (underjord ved dampudtagningsbrgnd
140), tveertimod sas et fald. Imod "nedvaskningshypotesen” taler ogsa, at vi
fandt en stigning i A. fumigatus CFU i Prgve 7 samtidig med en stigning - og
ikke en reduktion - af antallet i Prgve 3. Det er derfor mere sandsynligt at A.
fumigatus er opformeret og har vokset aktivt i denne periode i underjorden.
Den pludseligt hgje hyppighed af Trichoderma indikerer sdledes ogsa en
hgj mikrobiel aktivitet i denne zone.

Den tidsmaessige udvikling i hyppigheden af A. fumigatus er vanskelig at
forklare. Resultaterne viser dog, at nar denne art fgrst opformeres og etab-
leres i jorden, er den vanskelig at slippe af med igen. Det kan heller ikke af-
vises, at hyppigheden pa sigt vil foreges yderligere, specielt hvis sommer-
temperaturer bliver hgje, og fugt og naering er tilstede. Dette konkluderes,
fordi hyppigheden af svampen i nogle af prgverne er sa hgj, at det i sig selv
vil give den en konkurrencemeessig fordel i forhold til den gvrige svampeflo-
ra. Det skal yderligere bemaerkes at A. fumigatus fandtes i en af de tilfeeldi-
ge landbrugsjorde (KUPA-220 figur 10), samt i referencejordene fra det be-
handlede omrade — men at den her aldrig fandtes med de hgje veerdier, vi
sd i de damp-behandlede praver.

A.fumigatus ioverjord (25 grader)

A.fumigatus iunderjord (25 grader)
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Figur 8: Aspergillus fumigatus i hhv. over- og underjord. Resultater fra prga-
vetagning t=2 til t=5 (25°C) og t=3 til t=5 (37°C). De behandlede praver er
udregnet som middelveerdier med standardafvigelse (SD) for de tre udtag-
ningspunkter i overjord (Prgver 1-3) og underjord (Prgver 5-7) mens Prgve
4 er ubehandlet overjord og Prgve 8 ubehandlet underjord. Se Bilag 1 for
detaljer.

Vi har ikke litteratureksempler, der viser om (eller hvordan) en eventuel kor-
relation er mellem hyppigheden af A. fumigatus i jord og koncentrationen af
A. fumigatus i bioaerosoler i det omgivende miljg over jorden. Ifglge en tysk
undersggelse (Staib et al., 1978) er det sandsynligt, at jord-isolater udgar
en sundhedsrisiko hvis de er tilstede i starre maengder i luft. Der er tidligere
lavet undersggelser af sundhedsrisikoen af A. fumigatus relateret til potte-
jord i hospitalsmiljger (Staib et al., 1978; Kenyon et al., 1984), komposte-
ringsomrader (Heller & Rabe 2001), samt behandling af biologisk hushold-
ningsaffald og biologisk breendsel (Nielsen et al., 2000), se vedlagte Bilag 2
(engelsk) for mere om A. fumigatus.

Resultater luftbarne svampe samt svampe pa vegetati-
on

Pa de personbarne malinger var koncentrationen af A. fumigatus under
600 CFU m og p& de stationaee mélinger under 100 CFU m™ luft. Me-
sofile svampe (de svampe, der ikke vokser ved hgje temperaturer) blev
kvantificeret i tre prever fra personbarne malinger taget under havear-
bejde o% de viste at eksponeringerne ved havearbejde var pa 1000-2000
CFU m™.
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Figur 9. Forekomst af A. fumigatus pa indsamlede blade i de dampbe-
handlede omrader (140, 141, 142) samt i kontrolomradet. Den store spred-
ning i kontrolomradet deekker over to indsamlinger af 13 og 15 blade med
henholdsvis 11 og 1 blad med forekomst af A. fumigatus.

A. fumigatus var til stede pa 70 % af de indsamlede blade og i alle omrader
fra den behandlede jord. A. fumigatus blev endvidere fundet pa 43 % af
bladene indsamlet fra kontrolomradet (Tabel 1).

Eksponering for mikroorganismer, som ferer til effekter pa luftvejene, er ofte
set ved undersggelser i milijger hvor organisk materiale handteres. | dette
studie er eksponeringsniveauer sggt malt i et udendarsmiljg, hvor der ikke
eller kun handteres sma maengder af organisk materiale (f.eks. blade). Men
viden om eksponeringsniveauer er vigtigt set i lyset af, at det i 2003 er ble-
vet vist at der ogsa udendgrs i boligomrader kan forekomme eksponering
for aerosoler med sa hgje koncentrationer af mikroorganismer, som ellers
kun beskrives i arbejdsmiljger (Herr et al., 2003).. Beboerne i disse omra-
der rapporterede luftvejsproblemer som lignede problemer set i arbejds-
miljger med hgje eksponeringer for mikroorganismer | vores studie blev A.
fumigatus ikke fundet i de 18 luftprgver, der blev samplet. Det kan skyldes
at luftpraverne blev samplet pa en dag med meget hgj luftfugtighed i en pe-
riode mellem regnbyger hvor ogsa jorden var meget vad. Kun fa mikroor-
ganismer vil veere til stede i luften under disse forhold, fordi jord med et hgijt
vandindhold haeemmer stgvning og fordi luftbarne partikler har en hgjere se-
dimentationshastighed ved hgj fugtighed. Koncentrationen af mesofile
svampe var ogsa i den lave ende af hvad man ofte finder under lignende
arbejdsprocesser.

Da det pga. af de vejrmeessige forhold ikke var muligt at gentage luftprgve-
samplingerne over flere dage, indsamlede vi i stedet blade p& jordoverfla-
den, idet de kan veere kilder til eksponering. A. fumigatus blev fundet pa
70% af de blade, der blev indsamlet i omradet med forhgjet A. fumigatus
koncentration i jorden. Idet svampen blev fundet pa en sa hgj andel af bla-
dene er der en sandsynlighed for, at den har koloniseret bladene og har
mulighed for at frigive sporer til luften f.eks. ved bleest, udtarring eller men-
neskelige aktiviteter. Derfor er det hgjst sandsynligt, at A. fumigatus pa
nogle dage kan findes i luften og give anledning til humaneksponering. A.
fumigatus er i andre undersggelser kun sjeeldent fundet i luften i beboel-
sesomrader. Saledes har AMI i tidligere udendgars malinger i vinterhalvaret,
i sddanne omrader fordelt over hele Danmark, kun fundet A. fumigatus i 5
af 53 omrader. | disse 5 prgver blev A. fumigatus fundet i koncentrationer
mellem 8 og 15 CFU m™ |uft. | den foreliggende undersggelse blev A. fumi-
gatus ogsa fundet pa blade fra kontrolomradet, hvilket kan skyldes at disse
blade eller frigivne sporer er transporteret med vinden over til kontrolomra-
det. Dette er sandsynligt fordi A. fumigatus sporer tilsyneladende kan
transporteres med vinden i s& hgje koncentrationer (300 CFU m®), at de er
malbare. Saledes viste malinger, der blev foretaget ca. 250 m fra flisfyrede
varmevaerker med hgje koncentrationer af A. fumigatus, at A. fumigatus
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ofte findes i sddanne naboomrader i indandingszonen (Madsen, ikke publi-
ceret).

Hvor langt A. fumigatus sporer transporteres med vinden vil afhaenge af
lufthastighed og af om sporerne optraeder enkeltvis eller i agglomerater el-
ler f.eks. sidder pa blade. Ca. en time efter ophgr af slamhandtering er kon-
centration af luftbarne sporer af A. fumigatus i indandingszonen set at ven-
de tilbage til et baggrundsniveau (Passman, 1983), hvilket er i overens-
stemmelse med en sedimentationshastighed af A. fumigatus sporer pa ca.
1 m time™ (Gregory, 1973). Under lignende omsteendigheder vil der séle-
des kunne forventes en forhgjet luftkoncentration af A. fumigatus sporer i
indandingszonen i op til en time efter ophar af handtering af de blade, der
indgar i dette studie.

Mange faktorer spiller ind, nar man skal evaluere helbredseffekter af bioa-
erosoler: Sammensaetning, koncentration, eksponeringsperiode og den an-
vendte malemetode og individuel modtagelighed som f.eks. atopy, allergi
eller et nedsat immunforsvar. Sidstneevnte er i seerdeleshed vigtigt mht.
eksponering for A. fumigatus, idet svampen kan veere infektigs hos sveek-
kede personer. Ved vurdering af betydning af eksponeringsniveauet bar
falgende faktorer derfor tages i betragtning: 1) at der i omradet bor eeldre
mennesker, som kan veere svaekkede og mere modtagelige end mennesker
pa arbejdsmarkedet; 2) at der nok ikke forekommer leengere ophold i omra-
det som f.eks. ophold af 2 timers varighed; 3) at de malte eksponeringsni-
veauer kan afhaenge af vejrforhold som vindhastighed og luftfugtighed; 4) at
der teoretisk set kunne veere ikke-dyrkbare A. fumigatus tilstede. Disse ville
ogsa kunne forarsage luftvejsproblemer, men ikke infektioner.
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Konklusioner og anbefalinger

Den varmepavirkning som er sket i forbindelse med oprensning ved dampin-
jektion har fart til, at de mikrobielle samfund er blevet eendret. De tre malinger i
2003 viser, at nogle typer termotolerante mikroorganismer er pa retur, mens
andre stadig var at finde i et hgjt niveau i enkelte af proverne. Gennem hele
pravetagningsforlgbet fandt vi flere termotolerante mikroorganismer i behandlet
end ubehandlet jord. En del af disse udggres af arter med forskellige former for
hvilende sporer. Disse er mere persistente i jord end aktivt voksende organis-
mer og ma derfor forventes at overleve i laengere tid.

Pseudomonas aeruginosa tilhgrer slaegten Pseudomonas, der er gode repree-
sentanter for de hurtigtvoksende bakterier, der vokser hurtigt frem men typisk
kun overlever i kortere tid i jordmiljget. Det passer saledes glimrende, at denne
type mikroorganisme forsvinder farst. Den sidste maling for funktionel diversitet
(BIOLOG) i november 2003 indikerer, at jordens generelle mikrobielle samfund
er pa vej mod normaltilstanden.

Svampen Aspergillus fumigatus findes stadig i de dampbehandlede jorde i hg-
jere antal end hvad vi finder i kontroljorden ved sidste pr@gvetagning i november
2003. Da A. fumigatus danner sporer med relativt lang levetid i jord, vil et fald
af antallet af sporer forventes at ga langsommere end for bakterier som P. aer-
uginosa. De nuveaerende undersggelser stgtter denne hypotese. De varierende
niveauer af svampen kan dog ogsa betyde, at den har haft perioder med aktiv
veaekst og sporulering i udtagningsforlgbet. Gennem hele forlgbet har der veeret
stor variation i A. fumigatus’s forekomst i de enkelte delpraver, og det er derfor
meget vanskeligt at sige noget sikkert om der er sket et fald henover tid. Dette
geelder iseer for overjorden, hvor f.eks. en af de tre prover viste et meget hgijt
indhold ogsa ved den sidste prgvetagning. For underjorden tyder resultaterne
helt klart pa et fald fra maj 2003 til november 2003. Dog skal det noteres, at
veerdierne for A. fumigatus ogsa var ret lave i vinteren 02-03, og det kan ikke
udelukkes at der er tale om saesonmeessig variation.

Variation i biologisk data fra jord er et velkendt feenomen. Selv i geologisk in-
takte omrader findes der en betydelig variation imellem prgver, der udtages
med fa meters afstand. Undersggelsesomradet i Hedehusene er et inhomo-
gent opfyldningsomrade fra en gammel industrigrund, og man kan forvente, at
den biologiske variation er langt starre i vores prgver. Under selve prgvetag-
ningen har vi minimeret variationen fra prgven i det udvalgte hul gennem at la-
ve en stor velblandet jordprave som er fordelt til de forskellige analyser. Varia-
tionen i de luftbarne kim er naturligvis meget afhaengig af den aktuelle klimati-
ske situation, om det f.eks. regner eller det er en solrig og varm sommerdag.

Ved evt. fremtidige malinger af eventuelle sideeffekter af dampoprensning
af forurenede jorde kan vi anbefale, at man maler for kolonier pa Goulds S1
og V8 medie ved 42°C (37°C for svampe), samt registrere den funktionelle
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diversitet ved hjeelp af BIOLOG Ecoplates, som et udtryk for den periode,
hvor der forefindes et forhgjet niveau i antallet af termotolerante mikroorga-
nismer.
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Bilag 1

Aspergillus fumigatus

25°C 37°C
Sample t=2 t=3 t=4 t=5 t=2 t=3 t=4 t=5
1 27,5| 246.5 (26.8) 82.9(28.3)] 12.6(7.8) -|  282.8(50.2) 79.4 (22.7)] 13.5(1.5)
2 13,8| 139.1 (68.2) 7.7(1.2) 1.8 (<0.1) -|  134.3(33.3) 37.3(3.9) 6.0 (1.6)
3 3.4 3.5(1.2) 20.2 (8.3)| 147.2 (49.6) - 8.0 (0.6) 27.3(7.8)| 128.5 (34.0)
4 0 0.5(0.9) 0 0.4 (0.3) - 0 0.1(0.2)] 0.1(<0.1)
5 456,9 2.7 (0.7) 0.3(0.2) 1.5(0.3) - 4.8 (0.8) 0.3 (<0.1) 2.8 (0.4)
6 27,8 0.2 (0.2) 42.9 (5.0) 0.4 (0.1) - 0.2 (<0.1) 69.6 (17.5) 1.5(0.2)
7 19,6 0 0 2.0(0.3) - 0.3(0.2) 94.1 (45.3) 3.0(0.3)
8 0 0 0 0 - 0 <0.1 (<0.1) 0
KUPA-688 0 0
KUPA-191 0 0
KUPA-173 0 0
KUPA-220 0 <0.1(<0.1)

Filamentous fungi (others than A. fumigatus)

25°C 37°C
Sample t=2 t=3 t=4 t=5 t=2 t=3 t=4 t=5
1 24,2 357 (15.6) 81.1(38.5)| 54.5(14.0) - 0 7.3(5.3) 0.8 (0.2)
2 17,3| 29.8(6.7)) 171.8(14.7)] 51.7(7.1) - 1.0 (1.0) 21(2.1) 1.3 (0.4)
3 40,4 94.9(8.9) 52.8 (7.2)] 61.0 (24.7) - 0.6 (0.1) 34 (1.4) 16.7(7.2)
4 67,2| 75.6 (11.1) 77.4 (2.1)| 112.5 (23.5) - 1.6 (0.5) 0.8 (0.3) 0.7 (0.2)
5 56,7 1.5(0.1) 0.2 (0.3) 2.3(0.2) - <0.1 (<0.1) <0.1 (<0.1) 0.6 (0.1)
6 8,4 1.4 (0.1) 14.2 (4.0) 4.1 (0.5) - <0.1(0.1) 42 (1.1)] 0.2(<0.1)
7 13,6 2.4 (0.7) 8.2 (6.1) 2.9(0.2) - <0.1 (<0.1) 3.0 (4.9) 0.9 (0.1)
8 25,3 6.9 (0.5) 19.5 (5.7) 5.6 (0.5) - 0.1(0.1) 0.1(0.1)] 0.1(<0.1)
KUPA-688 570.4 (128.8) 3.4 (1.6)
KUPA-191 7.3(1.3) 0
KUPA-173 154.2 (42.2) 1.8 (0.8)
KUPA-220 8.7(1.2) <0.1(<0.1)

Yeast

fungi

25°C 37°C
Sample t=2 t=3 t=4 t=5 t=2 t=3 t=4 t=5
1 -] 12.9(10.3) 25.7 (12.2)] 13.9 (4.1) - 0 0 0
2 -|  13.8(8.1)] 115.5(29.9)] 13.0(2.6) - 0 0.7 (0.6) 0
3 - 3.4 (0.8) 20.6 (5.8) 14.9 (7.7) - 0 0 0
4 -l 115(1.4) 20.0 (8.8)] 11.4(2.7) -l <0.1(<0.1)] <0.1(<0.1) 0
5 - 0.2 (0.1) 0.2 (0.1) 1.9 (0.7) - 0 0 0
6 - 0.5(0.1) 4.0(1.2) 2.5(0.4) - 0 0 0
7 - 0.2 (0.1) 0.4 (0.3) 4.5 (0.9) - 0 0 0
8 - 2.8 (0.3) 1.9(0.2) 29(1.9 - 0 0 0
KUPA-688 46.0 (0.5) 0
KUPA-191 0.6 (0.1) 0
KUPA-173 71.3 (12.5) 0
KUPA-220 1.1(0.2) 0

KUPA-688 is taken at Hgjstrup (depth approx. 5 cm)

KUPA-191 is taken at Hgjstrup (depth approx. 50 cm)

KUPA-173 is taken at Grundfer (depth approx. 5 cm)

KUPA-220 is taken at Grundfgr (depth approx. 42 cm)
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