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1. Formal

Formalet med dette projekt er at belyse bakterieforekomst samt artssammensaetning af bakterier i
opfugtede konstruktioner i boliger i Danmark.

Derudover gnskes det belyst, om der ved fund af skimmelsvampeveaekst i opfugtede konstruktioner
ligeledes kan pavises vaekst af bakterier.

Det gnskede output af projektet er at udarbejde en vejledning til en valid pravetagningsmetode for
bakterieforekomst ud fra erfaringer opnaet i projektet samt udarbejde vejledning til ngdvendig og
korrekt afrensning, hvis skaden er sket.

Denne rapport er til intern orientering til opdragsgivere.

2. Generelt om bakterier i bygninger

Der er bakterier i en hvilken som helst bolig, men normalt er det i niveauer, der naeppe er sundheds-
skadelige. Disse bakterier stammer fra bl.a. hud, har og stav. De ggr os sjeeldent syge, da vores im-
munforsvar nemt kan bekaempe dem. Almindelig renggring vil holde antallet af disse typer af bakte-
rier nede og bar ikke vaekke uro.

Men sker der en vandskade, vil niveauet af bakterier forhgjes og andre arter af bakterier kan fore-
komme, der kan give sundhedsudfordringer. Her er det vigtigt at skelne mellem vandskader iblandet
kloakvand med faekale bakterier eller vandskader med kun regnvand, hvor faekale bakterier neppe
optraeder.

Mistanke om indeklimaproblemer fagrer ofte til en undersggelse af fugt og skimmelforekomst. Det er
almindeligt kendt, at skimmelsvampeveaekst i boliger i visse tilfzelde kan medfare helbredsmaessige ge-
ner. Men meget hgj fugt, maske endda blankt vand, giver bedre vaekstvilkar for bakterier end for
skimmelsvampe. Det betyder, at man i forbindelse med egentlige vandskader, fx oversvammelse eller
rarskader, bgr undersgge for bade skimmelsvampe og bakterier.

Darlig mikrobiologisk lugt i boligen kan vaere et tegn pa bade vaekst af skimmelsvampe og bakterier
eller begge dele. Bakterier kan have en meget kraftig lugt, der kan give gener i indeklimaet. Disse
lugte kan minde om dem, man kender fra skimmelsvampe, og kan dermed forveksles. | bygnings-
maessig sammenhang kan en kaelderlugt eller lugt af jordslaethed, som ikke kan forklares ved vaekst
af skimmelsvampe, stamme fra vaekst af bakterier.

Et godt indeklima i bygninger reducerer symptomer som hovedpine, treethed og koncentrationsbe-

svaer hos beboere. Da vi opholder os 80-90% af tiden inden dgre er det af stor relevans at fokusere
p3, at det indeklima, vi opholder os i, skal veere sa godt som muligt.
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Med fremtidens varslede hyppigere ekstreme vejrhaendelser praeget af store nedbgrsmaengder, er
der foraget risiko for, at bebyggelser oftere udseettes for indtraeengende vand, som medferer opfug-
tede konstruktioner. Derfor er det af stor betydning at fa undersegt, hvad der sker med bakterieni-
veauet samt evt. artssammensaetningen af bakterier, nar uheldet har veeret ude og konstruktioner er
blevet opfugtede.

3. Pravetagning

| projektet "Bakterieforekomst i opfugtede konstruktioner” er der udtaget prgver fra 65 ejendomme.
Preoverne er udtaget af erfarne bygningskonsulenter fra Teknologisk Institut i forbindelse med fugt og
mikrobiologisk undersggelse af boligen, hvor der er malt hgj fugtighed pa pravestedet. Ligeledes har
beboere haft gener i form af f.eks. hovedpine, irritation af slimhinder og luftveje samt vejrtraeknings-
besveer og medfglgende traethed.

Prgverne er udtaget pa hovedsageligt 3 materialer: beton, trae og puds.

Derudover er der udtaget referenceprever i 25 ejendomme, hvor materialerne ikke var opfugtede.
Praverne er efter udtagning analyseret pa Mikrobiologisk Laboratorium, Teknologisk Institut.

3.1. Metoder

Der findes flere forskellige metoder for prevetagning til at pavise bakterier i en bygning.

Vi har i dette projekt anvendt nedenstdende metoder:

e TSA-agarplade; anvendes ved aftryk pa en overflade og er gode til at identificere om der er et
problem her og nu. TSA (Tryptic Soy Agar) er et universal medie, der anvendes til dyrkning af bak-
terier, idet de fleste bakterier kan gro pa dette medie.

Agarpladerne dyrkes ved 37°C i 2 dggn, hvorefter fremkomne bakteriekolonier tzelles og angives
som CFU (Colony Forming Units).

e Bactiquant®-surface er en analyse, hvor der med en seerlig vatpind, t@rres godt over et areal pa
9 cm?. Herved opsamles de eventuelle bakterier, der vil veere pd overfladen.

Metoden kvantificerer bakterier ved at bestemme en hydrolase aktivitet; dvs. tilstedeveerelsen af
et enzym, som dannes i bakterier. Enzymaktiviteten bestemmes med en meget sensitiv fluorome-
trisk teknologi.

Resultaterne inddeles i tre kategorier: A=ren, B=snavset og C=kontamineret.

e Svabertest er en analyse, hvor en vatpind tarres over et kendt areal et areal pa 9 cm?.

Vatpinden dyppes i T ml 0,9%NaCl, hvorved bakterierne frigives til vaesken, som kan overfares til
dyrkningsmedier. Dette muliggar dyrkning pa flere forskellige slags naeringsmedier, der er selek-
tive for bestemte bakterier. Derudover kan oplgsningen anvendes til at foretage en
endotoxintest samt DNA oprensning til gPCR.
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3.2. Fordele og ulemper ved de forskellige prevetagningsmetoder

TSA-agarplader, med aftryk direkte pa en overflade, kan efter dyrkning blive overgroet af bakterier, sa
det kan veere vanskeligt at teelle fremdyrkede bakteriekolonier og dermed umuligt at angive det prae-
cise antal bakterier. En anden ulempe er, at pladerne bliver domineret af de bakterier, der vokser
hurtigst. Det vil sige, at nogle bakterier ikke fremdyrkes, og dermed far man ikke det reelle billede af
bakterieforekomsten pa den overflade, hvor aftrykspladen er taget.

Derudover skal agarpladen dyrkes i 2 dagn, inden den kan analyseres.

Bactiquant®-surface kan give et her og nu billede af bakteriemaengden i det pagaeldende omrade,
hvor preven tages.

Bactiquant®-surface har den fordel, at analysesvaret foreligger hurtigt, da praven kan kares med det
samme ved modtagelse i laboratoriet og svar foreligger ca. 72 time efter. Ydermere er det en relativ
simpel metode at anvende.

Ulempen er, at det udelukkende er en kvantificering af bakterier pa en overflade, og resultatet giver
saledes ikke noget svar pa, hvilke bakterier der findes pa overfladen.

Svabertest har den fordel, at den kan anvendes til mange forskellige analyser. Efter oplgsning i 0,9%
NaCl kan man udplade oplgsningen pa flere medier, der er selektive for forskellige bakterier. Inden
udpladning kan oplgsningen ligeledes fortyndes, hvilket giver den fordel, at man kan fa antallet af
bakteriekolonier pa pladerne ned i et niveau, der efter dyrkning kan tzelles pa pladen. Direkte aftryk
pa en overflade med TSA-agarplader efter dyrkning kan veere sveere at afleese grundet mange bakte-
riekolonier samt det faktum, at nogle bakteriekolonier spreder sig over hele pladen og dermed ma-
ske forhindrer vaekst af andre bakterier. Udplader man derimod en fortynding, er mulighederne for
afleesning af det totale antal kolonier samt arter vaesentlig bedre.

Ulempen er, at medierne skal dyrkes i 2-5 dagn, inden de kan analyseres.

Oplasningen kan ligeledes anvendes til maling af endotoxiner. Endotoxiner er en toksisk del i celle-
vaeggen hos de Gram-negative bakterier, der sidder i forbindelse med den ydre cellemembran. Nar
overfladen er udterret og de gram negative bakterier dgr, udskilles endotoxinet. | dette projekt har vi
anvendt den meget fglsomme LAL (Limulus amebocyte Lysate) test til maling af endotoxiner.
Ulempen er, at testen er dyr og relativ svaer at anvende. Derudover findes ingen officielle graenseveer-
dier for endotoxiner, hvilket gar det vanskeligt at vurdere, hvad der er "normal-niveauer” vs. forhg-
jede niveauer.

Fra oplgsningen kan der ogsa oprenses DNA, sa der kan udfgres en gPCR analyse. | projektet har vi
anvendt primere/prober for grampositive og gramnegative bakterier, s& der skelnes mellem disse to
grupper af bakterier.

Fordelen ved DNA-oprensning og efterfalgende gPCR analyse er, at denne metode kan pavise flere
typer af bakterier ved selektion af disse (primere/prober til specifikke bakterier), og dermed ikke kun
de hurtigst voksende, der vil have overtaget pa de klassiske dyrkningsmetoder som agarplader.
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4. Resultater af pravetagning

Projektet har givet falgende interessante resultater vedr. sammenhangen mellem bakterieforekomst
og skimmelsvampeforekomst, sammenhangen mellem fugt og bakterieforekomst og de forskellige
prevetagningsmetoder.

Resultaterne praesenteres i de fglgende afsnit.

4.1. Vaekst af bakterier vs. skimmelsvampe

Ved bygningsundersggelserne blev der taget prgver for bade bakterie- samt skimmelsvampevaekst |
form af aftryksplader. Resultaterne af disse har vist, at bakterier ogsa er til stede, nar der er vaekst af
skimmelsvampe i opfugtede konstruktioner. Men projektet har ogsa vist, at bakterier kan veere til
stede, uden der er pavist vaekst af skimmelsvampe. Vi har ikke fundet skimmelsvampevaekst alene,
men altid i kombination med bakterievaekst pa de valgte pravesteder. Netop disse resultater er
yderst interessante isaer set i det perspektiv, at vaekst af skimmelsvampe har vaeret i fokus ved inde-
klimamaessige gener hos beboere, hvorimod bakterier ikke har haft samme fokus.

Figur 1
Fordeling mellem fund af skimmel og bakterier
60%
50%
X
— 40%
o0
£ 30%
]
T 20%
< 10%
(o]
00, ]
Bakterier uden Skimmel uden Skimmel og Ingen skimmel og
skimmel bakterier bakterier ingen bakterier

Fund i udtagne prover

Figur 1: Bakterier trives i opfugtede konstruktioner uden tilstedevaerelse af skimmel.
P& de valgte provesteder ses ikke skimmelveaekst uden der ogsa er bakterier til stede.

4.2. Bakterieniveau

Projektet har vist, at der sker en vaesentlig stigning i antal af bakterier ved praver taget pa opfugtede
konstruktioner vs. praver taget pa ikke opfugtede konstruktioner (referencepraver).
Artssammensaetning af bakterier pa TSA-agarplader har vaeret overvejende grampositive bakterier.
Ved dyrkning i laboratoriet har pladerne generelt udskilt en kraftig og darlig lugt.
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Figur 2
Stigning af bakterieniveau
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Figur 2: Der ses en vaesentlig stigning af antallet af bakterier i opfugtede
konstruktioner i forhold til fund i konstruktioner med normalt fugtniveau.
CFU: Colony Forming Unit (antallet af bakteriekolonier).

4.3. Bactiquant®-surface vs. TSA-agarplader

Ved sammenligning af Bactiquant®-surface metoden med TSA-agarplader har vi i ~75% af bygnings-
undersagelserne fundet positivt sammenfald mellem det fremdyrkede antal af bakteriekolonier pa
TSA-agarpladerne og Bactiquant®-surface resultater. Dette indikerer, at de to prgvningsmetoder i
overvejende grad giver sammenlignelige resultater.

| de resterende ~25% af undersagelserne er der dog ikke sammenfald, og der er fundet bade hgje
Bactiquant®-surface resultater vs. lavt antal bakteriekolonier pd TSA-agarplader samt vise versa.

4.4, Endotoxintest

Endotoxintest har pdvist, at der er gram negative bakterier til stede i opfugtede konstruktioner. Som
tidligere naevnt findes ingen officielle graenseveaerdier for endotoxiner, hvilket besveerliggar en vurde-
ring af resultaterne i forhold til, hvad der er "normal-niveauer” vs. forhgjede niveauer.

Endotoxin beregnes ud fra en standardkurve og angives som EU/ml (Endotoxin Unit).

Malingen af preverne (absorbans) omregnes og angives som EU/m?
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Figur 3: Eksempel pa standardkurve ud fra standardraekke; hvorfra koncentrationen af
endotoxiner i prgverne beregnes.

Vi har i dette projekt fundet et gennemsnit pa 2606 EU/m? i de testede praver (N=20).

(Max 2922 EU/m?; Min 1640 EU/m?)

Resultatet viser, at vi finder gramnegative bakterier ved denne test, som vi ikke far dyrket frem pa
TSA-agarplader, hvor hovedparten af de fremvoksede bakterier er grampositive bakterier.

Det toksiske endotoxin er indkapslet inde i bakterierne og udskilles ferst, nar bakterierne der. Ved
udtgrring daer bakterierne og de gram negative bakterier udskiller endotoxinet, hvorfor afrensning
kan veere ngdvendig.

45. DNA-analyse

Efter oprensning af DNA blev der udfart gPCR analyse pa en Roche LightCycler®96. De anvendte pri-
mere og probere selekterede henholdsvis grampositive og gramnegative bakterier. Resultatet af
denne analyse indikerer, som ved endotoxintest, tilstedeveerelse af gramnegative bakterier, som ikke
dyrkes frem pa TSA-agarplader, hvor de grampositive bakterier klart dominerer.

4.6. Evaluering og konklusioner ud fra prevetagning og resultater

Prgvetagningen i boligerne er udfert pa fugtige konstruktioner med referencepraver pa tarre kon-
struktioner og primaert pa materialerne beton, puds og trae. Resultaterne viser, at der i ~35% af pro-
verne udtaget pa agarplader er fundet bakterievaekst, uden der er konstateret vaekst af skimmel-
svampe. Dette indikerer, at bakterietest bgr vaere en del af den pravepakke, som en bygningskonsu-
lent medbringer ved en bygningsundersggelse, og udtages i kombination med skimmelpraver, hvor
fugtigheden pa materialeoverfladen er meget hgj.

De forskellige provetagningsmetoder har vist, at der kan vare divergerende resultater i forhold til,
hvilken pravetagningsmetode, der anvendes. En pravetagningsmetode bar derfor ikke sta alene, men
flere metoder ber anvendes, saledes resultaterne kan supplere hinanden, og derved give et mere sik-
kert grundlag for vurdering af bakterieforekomsten og efterfglgende skadesudbedring.
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Mikrobiologisk undersggelse af en bolig for sdvel skimmelsvampe som bakterier skal altid udferes i
kombination med en fugtteknisk undersagelse og skadesudredning. Det kraever et indgdende kend-
skab til bygninger, konstruktioner, fugtforhold og mikrobiologi for at kunne vurdere skadens art, om-
fang og arsag samt beskrive ngdvendige tiltag til udbedring og afrensning samt eventuel forebyggelse
af skader.

4.7. Highlights af konklusioner ud fra prevetagning og resultater

e Lugtgener i boligen kan stamme alene fra bakterievaekst

e Bakterietest bar altid udtages i kombination med en grundig bygningsundersggelse, hvor fugtma-
linger viser hgj fugtighed pa materialeoverflader, og hvor der ogsa tages praver til skimmelana-
lyse

e Entestmetode bar ikke sté alene

o Valg forskellige testmetoder der kan supplere hinanden

e Provetagning er et supplement til en bygningsundersggelse

5. Afrensning og udbedring

Det er af stor betydning, at der umiddelbart efter fund af en fugt-/vandskade sker en udterring af de
opfugtede konstruktioner. Det er vigtigt at fa fundet og elimineret fugtkilde(n)rne effektivt og fa udtaer-
ret til et niveau, hvor der ikke dannes grundlag for veekst af skimmelsvampe og bakterier.

Da bade veekst af skimmelsvampe samt bakterier mistaenkes at kunne give helbredsmaessige gener
er en efterfglgende afrensning af materialeoverflader, der har vaeret fugtskadede eller i umiddelbar
forbindelse med fugt, rigtig vigtig. Her skal man veelge et passende desinfektionsmiddel, der er egnet
til skimmelsvampe og bakterier.

| forbindelse med projektet blev et laboratorieforsgg udfart med det formal at belyse effekten af af-
rensning.

5.1. Laboratorieforsgg

P& emner af spanplader samt gipsplader blev 1 ml af en bakteriesuspension separat pafert pa emner
i et omrade pa 10x10 cm. Efter endt kontakttid pd 5 min., 24 timer og 48 timer blev der tjekket for
veekst inden afrensning ved direkte aftryk med TSA-agarplade.

Herefter blev pladerne afrenset og vaekst tjekket umiddelbart efter afrensningen samt efter 15 min.
kontakttid ved direkte aftryk med TSA-agarplade (3 repliaker).

Agarplader blev inkuberet ved 37°C i 2-5 dggn og herefter aflzest.

Vived, at en essentiel kilde til bakteriers overlevelse er fugt. Vi tilfarte ikke fugt til emner pafert bakte-
rierne, da vi gnskede at belyse, om bakterierne ville overleve efter hhv. 24 timer og 48 timer pa em-
nerne.
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Til afrensningen blev der udvalgt to produkter med henholdsvis klorholdigt indhold og to produkter
med kvarterngere ammoniumforbindelser. Produkterne blev anvendt i de anbefalede koncentratio-
ner foreskrevet pd brugsanvisningen af produktet, og afrensningen foretaget som foreskrevet.

De anvendte bakterier var:

Thermoactinomyces vulgaris, grampositiv bakterie
Streptomyces griseus, grampositiv bakterie
Nocardiopsis dassonvillei, grampositiv bakterie
Pseudomonas aeruginosa, gramnegativ bakterie

Resultater er vist i nedenstaende figurer.

Figur 5
Trae Gips
Prave in- Prave Prave Prove Prove
den af- umiddel- 15 min. umiddel- 15 min.
‘ bart efter efter af- bart efter efter af-
rensning ) . ) .
afrensning | rensning afrensning | rensning
Konpaktud bakterier ~5200 . 50 /1 ) ~200/2
5min.
Kontakttid bakterier | 4, ~50/1 1/0 38/0 12/3
24 timer
Kontakttid bakterier 0 . . ) )
48 timer
Figur 5: To klorholdige produkter
Tal er angivet i CFU: Colony Forming Unit (antal af bakteriekolonier) - Produkt 1 / Produkt 2
Angivet som det maksimale antal CFU fremdyrket pd agarplader for de 4 bakterier.
Figur 6
Tree Gips
Prave in- Prove Prgve Prove Prgve
den af- umiddel- 15 min. umiddel- 15 min.
. bart efter efter af- bart efter efter af-
rensning ) . ) .
afrensning | rensning afrensning | rensning
Kontakttid bakterier >200/
5 min. >>200 - 23/>200 - =500
Konpaktud bakterier 200 0/66 5/ 0/16 0/3
24 timer
Kontakttid bakterier 0 i i ) i
48 timer

Figur 6: To produkter med kvarternare ammoniumforbindelser

Tal er angivet i CFU: Colony Forming Unit (antal af bakteriekolonier) - Produkt 1 / Produkt 2

Angivet som det maksimale antal CFU fremdyrket pa agarplader for de 4 bakterier
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5.2. Evaluering og konklusioner ud fra laboratorieforseg

Overordnet sker der en vaesentlig reduktion af antallet af bakterier efter afrensning.

Virketiden af produkterne har indflydelse pa, hvor mange bakterier der overlever. Der ses en tendens
til, at efter virketid pa 15 min. af produkterne falder antallet af CFU. Det er derfor vigtigt, at den kor-
rekte virketid for produktet fglges inht. brugsanvisningen, sa produktet far lov at virke inden der aftar-
res.

24 timer efter pafering af bakterier pa begge materialer er antallet faldet veesentligt (Prgve inden af-
rensning). 48 timer efter pafaring kan der ikke genfindes kolonier pa de dyrkede agarplader (Prgver
inden afrensning). De anvendte bakteriestammer overlever altsd ikke efter 48 timers pafering uden
tilfarsel af fugt. Dette geelder for begge materialer; trae og gips.

5.3. Highlights af konklusioner ud fra laboratorieforsgg

e Udtarring af de opfugtede konstruktioner
e Det ervigtigt at fglge brugsanvisningen pa produktet:
o Blandingsforholdet skal veere korrekt
o Virketid folges ngje, da virkningen ellers kan blive forringet
o Personlige veernemidler der skal anvendes ved brug af desinfektionsmidler; handsker, maske
etc.
e Man skal sikre sig, at hele det inficerede omrade bliver desinficeret
e Hvis der er sket opfugtning under gulvbelaegninger eller bag vaegbeklzedninger er det ngdvendigt
at fierne disse og afrense den faste konstruktion dvs. fx betondzek eller murvaerk
o Drik, spis og ryg ikke imens der afrenses og rgr ikke gjne og nzese

Efter afrensning af vandskadede omrader kan en analyse til at kontrollere effekten af afrensningen
veere en fordel, da dette vil give vished for, at afrensningen har veeret tilstraekkelig. Samtidig er det
vigtigt at male fugtniveauet i konstruktionen, sa der skabes sikkerhed for, at udtgrringen har vaeret
tilstraekkelig inden ibrugtagning.

6. Afsluttende kommmentarer

Formalet med dette projekt var at belyse bakterieforekomst samt artssammensaetning af bakterier i
opfugtede konstruktioner i boliger i Danmark.

Derudover gnskedes det belyst, om der ved fund at skimmelsvampevaekst i opfugtede konstruktioner
ligeledes kunne pavises veekst af bakterier.

Vi har vist, at bakterier og skimmelsvampe ikke altid gar hand i hand i opfugtede konstruktioner. Vi

har set, at bakterier kan veere til stede uden vaekst af skimmelsvampe, hvorimod vi ikke har fundet
skimmelsvampevaekst alene, men altid i kombination med bakterievaekst.
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Derudover er det vist, at flere prgvetagningsmetoder til analyse for bakterievaekst kan vaere en fordel,
da forskellige pravetagningsmetoder kan give forskellige resultater. Anvendes kun én metode kan det
veere svaert at konkludere alene ud fra denne, hvorimod flere prgvetagningsmetoder vil kunne sup-
plere hinanden. Pravetagningen skal dog altid ses som et supplement til en bygningsundersagelse og
ma aldrig sta alene.

Der findes ikke tilstraekkeligt materiale, der praecist underbygger, hvilke stoffer de forskellige bakterier
afgiver, der forarsager lugtgener. De mulige sundhedsmaessige gener relateret til indeklimaet, som
beboere kan have, er kun ringe belyst i forhold til bakterievaekst, og kraever yderligere undersggelser
for at evaluere deres indvirkning pa mennesker.
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