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Sammendrag

Klatring er en idrett som har hatt eksplosiv vekst i Norge de senere ar og det bygges stadig nye
innendgrs klatresentre og behovet for nye er gkende. Mikrobiell vekst er et generelt problem i
idrettsanlegg og spesielt den patogene bakterien Staphylococcus aureus som kan medfgre alvorlig
infeksjon. Det er i dag lite forskning pa mikrobiell vekst i klatresentre og det har utledet fglgende

problemstillinger:

Hvordan er miljget for mikrobiell vekst i et klatresenter?

Er det tilstedevaerelse av Staphylococcus aureus pad klatretak?
Hvilke desinfeksjonsmetoder er best egnet i en klatrevegg?

Det er tatt prgver i Grip Klatrings anlegg ved Sluppen i Trondheim varen 2022. | hovedforsgket ble det
tatt atte prgver fra seks ulike omrader i klatresenteret, bade i anleggets barneavdeling og
voksenavdeling. Det ble tatt prgver av klatretak av tre og plast, det ble tatt prgver hgyt og lavt i
klatreveggen. De fleste prgver ble tatt midt pa dagen, men i tillegg ble det tatt to prgver ved anleggets
apningstid. Det ble tatt prgver fra klatrevegg hvor klatretak var montert noen dager fgr prgvedagen

og fra vegg hvor klatretak var montert flere uker i forveien.

Det ble tatt fem paralleller av hver prgve og hver parallell ble replisert fire ganger. Det ble brukt 3M
Swab-Samplers med tilhgrende transportvaeske til a ta prgver. Prgvene ble tatt fra et omrade pa 10x10
cm. Prgvene ble overfgrt til Tryptic Soy Agar-plater, inkubert ved 37 °C og kolonier ble telt etter 24 og
48 timer. Prgvene hadde gjennomsnitt pd 655 (+638) — 5865 (+1771) CFU/dm?. Det er tendenser som
indikerer at det er mer vekst pa klatretak av plast kontra klatretak av tre. Det var en tendens til mer

vekst pa klatretak som var nylig montert enn de som var montert flere uker i forveien.

Det ble gjennomfgrt et forsgk med desinfisering av klatretak med Niiscosept PRO, det er et
desinfiseringsmiddel som pafgres med en sprayflaske og som tgrker inn i Igpet av noen minutter. Det
ble tatt prgve av klatretak fgr og etter desinfisering. Prgven fgr desinfisering viste 2750 (+2436)
CFU/dm? og preven 10 minutter etter desinfisering viste 109 (+95) CFU/dm?, noe som er en nedgang
pa 96,0%.

Det er gjort forspk i laboratoriet for a underspke om klatrekalken har en desinfiserende effekt.
Klatretak ble lant av Grip Klatring pa Sluppen for a gjenskape et mest mulig realistisk miljg. Klatretakene
ble forspkt kontaminert ved a gnu hender mot klatretakene, de ble ikke kontaminert tilstrekkelig til 3
fa god nok vekst pa Tryptic Soy Agar-plater. Det ble gjort et tilsvarende forsgk hvor klatrekalken var

byttet ut med UV-straling, ogsa her var det problemer med a kontaminere klatretakene tilstrekkelig.



Det er gjort forsgk pa a identifisere Staphylococcus aureus og det er indikasjoner pa at den er
tilstedevaerende i klatresenteret, det kreves riktighok mer avanserte metoder som PCR for @ kunne sla

fast med sikkerhet at bakterien er tilstede, PCR ble ikke utfgrt pga. tidsbegrensning.






Abstract

Climbing is a sport that has had an explosive growth in Norway in the recent years and there are still
new climbing centers opening and the demand for new climbing centers is increasing. Microbial
growth is a general problem in sport facilities and especially the pathogenic bacteria Staphylococcus
aureus which can cause serious infection. There is currently little research on microbial growth in

climbing centers and this has led to following research questions:
How is the enviroment for microbial growth in a climbing center?
Is there presence of Staphylococcus aureus on climbing holds?
Which disinfection methods are best suited in a climbing wall?

Samples were taken at Grip Klatrings facility at Sluppen in Trondheim in the spring of 2022. In the main
experiment, eight samples were taken from six different areas in the climbing center, both in the
facility's pediatric section and the adult section. Samples were taken of climbing holds made of wood
and plastic, samples were taken high and low on the climbing wall. Most samples were taken in the
middle of the day, but in addition, two samples were taken when the facility opened. Samples were
taken from the climbing wall where the climbing holds had been installed a few days before the test

day and from the wall where the climbing hold had been installed several weeks in advance.

Five parallels were taken from each sample and each parallel were replicated four times. 3M Swab-
Samplers with the included transport fluid were used to take the samples. The samples were taken
from an area of 10x10 cm. The samples were transferred to Tryptic Soy Agar plates, incubated at 37
°C and colonies were counted after 24 and 48 hours. The samples averaged 655 (+638) — 5865
(£¥1771) CFU/dm?. There were trends that indicated that there was more growth in plastic climbing
holds compared to wooden climbing holds. There was a tendency for more growth on newly installed

climbing holds compared to those who had been installed several weeks in advance.

An experiment was carried out with disinfection of climbing holds with Niiscosept PRO, which is a
disinfectant that is applied with a spray bottle and dries in a few minutes. Climbing holds were
sampled before and after disinfection. The sample before disinfection showed 2750 (+ 2436)
CFU/dm? and the sample 10 minutes after disinfection showed 109 (+ 95) CFU dm?, which is a
decrease of 96.0%.

Experiments have been carried out in the laboratory to investigate whether the climbing chalk has a
disinfecting effect. Climbing holds were borrowed by Grip Klatring in Sluppen to recreate the most
realistic environment possible. Attempts were made to contaminate the climbing holds by rubbing

hands against the climbing holds but they were not sufficiently contaminated to get a sufficient



growth on the Tryptic Soy Agar plates. A similar attempt was made where the climbing chalk had
been replaced with UV radiation, but there were problems with contaminating the climbing holds

sufficiently here as well.

Attempts have been made to identify Staphylococcus aureus and there were indications that it was
present in the climbing center, although more advanced methods such as Polymerase Chain Reaction
are required to be able to establish with certainty that the bacterium is present, PCR was not

performed due to time restraints.
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Ordforklaringer
Buldring:

S. aureus:
S. epidermis:

Selektive agerer:

Inokulering:

Hudlesjoner:
Koagulase:

PCR:

Podenal:
Renkultur:
Patogen:
Antimikrobiell:

Kimtall:

Klatretak:

Aseptisk teknikk:
Fakultativ anaerob:
Fagocytose:

Aerob:

Klatring uten a bruke tau
En gram positiv stafylokokk som har koagulase i celleveggen.
En gram positiv stafylokokk uten koagulase.

Agar som inneholder bestemte naeringsstoffer som kun enkelte
bakteriestammer trenger.

A overfgre organismer til et medium for & starte vekst.

En hud lesjon er en del av huden med en vekst eller et unormalt
utseende enn den omkringliggende hud, for eksempel et sar.

Et plasma-koaguleringsenzym utskilt av S. Aureus. Det bidrar til
virulens og er involvert i @ danne en fibinvegg som omgir stafylokokker.

En in vitro-metode for eksponensielt amplifiserende DNA.

Redskap som brukes for a spre bakteriesuspensjon pa agar.

En populasjon av bakterier som alle har vokst fra en enkelt celle.
Organismer som bakterier, virus og sopp som kan indusere sykdom.
Stoff som dreper eller hemmer vekst av mikroorganismer.

Totalt antall mikroorganismer i en prgve fra et definert omrade.
Kimtallet registreres etter oppdyrkning pa et naeringsmedie.

Lages vanligvis av plast og festes pa vegger i klatresenter.

A jobbe under sterile forhold uten tilstedevaerelse av mikroorganismer
fra omgivelsen.

Mikroorganismer kan vokse og leve bade med og uten oksygen, men
er mest effektiv med oksygen.

Beskytter cellen ved a bryte ned fremmedlegemer til mindre ufarlige
bestanddeler.

Avhengig av oksygen
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Figur 2: Klatrekalk hjelper klatreren & skape friksjon mellom hender og kalk.

Figur 3: En bakterie celle bestar av 70% vann og 30% kjemikalier.

Figur 4: Desimalreduksjonstid (D) som mal av mikrobiell dgdsrate og autoklav.

Figur 5: MSA som rent medium, med Staphylococuus aureus og Staphylococcus epidermidis.
Figur 6: Dannelse av 02(g) ved katalase tilstedevaerelse.

Figur 7: Oksidasetest, oksidase positiv er bla farge, mens oksidase negativ er gra/hvit farge.
Figur 8: En skadelig tymindimer pga. UV-lys, UV-skap.

Figur 9: 3M Swab-Samplers.

Figur 10: Svaberen ble sveipet i et sikksakk mgnster, horisontalt og vertikalt.

Figur 11: Oversikt over klatresenter, tall i hvit skrift viser hvor prgvene er samlet inn.

Figur 12: Klatrevegg av tre i barneavdeling.

Figur 13: Klatrevegg av plast i barneavdeling.

Figur 14: Klatrevegg av plast i barneavdeling.

Figur 15: Klatrevegg i voksenavdeling.

Figur 16: Klatrevegg i voksenavdeling.

Figur 17: Kolonier dyrket pa TSA-agarplater, fra venstre prgve 1 og 7.

Figur 18: Kolonier dyrket pa TSA-agarplater, fra venstre prgve 6 og 2.

Figur 19: Gjennomsnittlig CFU/dm?2 fra barneavdeling.

Figur 20: Kolonier dyrket pa TSA-agarplater, fra venstre prgve 3 og 8.

Figur 21: Kolonier dyrket pa TSA-agarplater, fra venstre prgve 4 og 5.

Figur 22: Gjennomsnittlig CFU/dm2 fra voksenavdeling.

Figur 23: Kolonier dyrket pa TSA-agarplater, fra venstre fgr desinfisering, 10 minutter etter og 30
minutter etter.

Figur 24: Gjennomsnittlig CFU/dm2 fgr og etter desinfisering med Nuscosept PRO.

Figur 25: Gjennomsnittlig CFU/dm?2 ved desinfisering med UV-straling

Figur 26: Gjennomsnittlig CFU/dm2 ved desinfisering med kalk

Figur 27: Vekst pa MSA plater, fra venstre fgr desinfisering, etter desinfisering og pafgrt S.aureus.
Figur 28: Positiv katalasetest.

Figur 29: fra venstre, positiv oksidasetest og negativ oksidasetest.
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1. Innledning

Klatring er en idrett som blir stadig mer populaer. Vaer og klima i Norge gj@r at mye av klatringen foregar
innendgrs. Derfor har det blitt bygget en rekke nye klatreanlegg her i landet de senere arene. Med
idrettens eksplosive vekst vil det veere et stort behov for nye klatreanlegg i arene som kommer. Alt
som trengs for & starte med klatring i et klatresenter er klatrekalk og sko. Klatrekalk er et pulver som
bestar av magnesiumkarbonat, kalsiumkarbonat eller en blanding av de to. Ved klatring kan det lett
oppsta rifter i hud som kan medfgre infeksjon. Under Covid-19 pandemien ble det stort fokus pa
hygiene og tiltak mot spredning av mikroorganismer. Under pandemien har det kommet en
undersgkelse fra De Montfort Universitet Leicester som viser at koronavirus ikke overlever pa klatretak

og hender om det er klatrekalk pa dem (1). Spgrsmal er om klatrekalk har samme effekt pa bakterier?

En pilotstudie ved Kent State University 2019 viste at tilstedeveaerelse av Staphylococcus aureus
forekommer i stor grad ved flere forskjellige treningsfasiliteter (2). Bakterien er patogen og kan fgre til
alvorlig infeksjon om den kommer i kontakt med dpne sar, som kan oppsta pa armer og hender under

klatring. MRSA er en variant av S.aureus som har utviklet antibiotika resistens (3).

Senter for idrettsanlegg og teknologi (SIAT) ved Norges teknisk naturvitenskapelige universitetet
(NTNU) er en virksomhet som utforsker temaer bade angaende anleggene der idrett utgves og
teknologi knyttet til idretter. Klatreanlegg er et av deres fokusomrade hvor de er opptatt av mikrobiell
vekst og utvikling av desinfiseringsmetode for slike klatreanlegg (4). Det er valgt a sette spkelys pa

mikrobiell vekst pa overflater og desinfisering. Dette har utledet fglgende problemstillinger.
Hvordan er miljget for mikrobiell vekst i et klatresenter?
Er det tilstedeveaerelse av Staphylococcus aureus pa klatretak?

Hvilke desinfeksjonsmetoder er best egnet i en klatrevegg?
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2. Teori

2.1Klatreanlegg

Klatring er blant de idrettene som har stgrst vekst i Norge, det er en konkurranseidrett og en
treningsaktivitet. Utfordrende vaer og klima i Norge har fgrt klatringen innendgrs og det er bygget
mange nye klatreanlegg de senere ar og det er et stort behov for flere (5). Buldring er en type klatrestil
hvor det klatres uten tau. Buldring innendgrs utfgres pa vegger som er byggd for formalet.
Buldrevegger er bygd opp med ulike vinkler og klatretak av forskjellig stgrrelse, farge og fasong.

Fallsonen sikres med crash pads, som er tjukke madrasser (6).

2.1.1 Grip Klatring Sluppen

Anlegget pa Sluppen apnet i juni 2020 og er en av Norges mest moderne buldrehaller. Grip Sluppen er

et arealeffektivt klatresenter og har et godt tilbud til erfarne klatrere, nybegynnere og i tillegg en egen

barneavdeling (7). Figur 1 viser en buldrevegg ved Grip Klatring sitt anlegg pa Sluppen i Trondheim.

e \

Figur 1: Buldrevegg ved Grip Klatring Sluppen.
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2.1.2 Rengjgringsmetoder i klatresenter i dag

Klatreveggen pa Grip Klatring pa Sluppen rengjgres ved a bgrste av kalk som setter seg pa klatretakene.
Det brukes klorin for a t@érke bort blod fra klatretak og vegg. Det brukes stgvsuger for a fjerne kalk som
faller ned pa gulvet og madrassen. Med noen ukers mellomrom blir klatretak tatt ned fra veggen og
rengjort med hgytrykkspyler uten bruk av kjemikalier. Tidligere er det prgvd ut ultralyd for rengjgring,

dette ga ikke like gode resultater som hgytrykksspyler og er tidkrevende.

2.1.3 Klatretak

De to mest brukte materialer i klatretak er polyuretan (PU) og polyester (PE) (8). Polyester er sterk
siden monomer-enhetene knyttes sammen ved sterk esterbinding, som gj@r at PE taler hgy temperatur

og trykk. PE har hgyt smeltepunkt pa 265 °C, klatretak taler varme, lys og fuktighet veldig godt (9).

Sammenlignet med polyester er polyuretan et lettere materiale som er mindre utsatt for avskaling.
Polyuretan er mer fleksibelt og kan monteres pa vegg som ikke er helt flate. Klatretak laget av
polyuretan koster mer enn klatretak av polyester. Polyuretan benyttes ikke utendgrs, da det kan ta

skade av sol/UV-straling og nedbgr (8).

| tillegg til polyester og polyuretan brukes det noe klatretak av tre. Tre inneholder antimikrobielle
forbindelser og det binder opp vann som bakterier er avhengig av for a vokse (10). Klatretak av tre har
en glattere overflate, i tillegg er de dekt med maling og pigmenter som beskytter overflaten mot
fuktighet og sopp. Maling inneholder flere additiver, og en av dem er fungicid som motvirker

svertesopp og alger pa overflaten, noe som kan motvirket bakterier (11).
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2.1.4 Klatrekalk

Klatrekalk er et pulver som er bestdende av
magnesium karbonat, kalsiumkarbonat eller en
blanding av de to. Under klatringen far hendene
svette og fuktighet som medfgrer darlig friksjon
mellom hendene og klatretak. Dette problemet kan
lpses takket vaere klatrekalken som skaper mer tgrre
milje og mer fraksjon mellom hendene og klatretak
ved 3 lett absorbere vann. Klatrekalkene kan komme
pa ulike former, pulverisert kritt, krittball, krittblokk

og flytende kritt. Men innholdet er nesten det

samme (12). Det blir undersgkt to ulike typer

Figur 2: Klatrekalk hjelper klatreren G skape friksjon
mellom hender og kalk.

kalkkritt. Den ene var Grip Climbing Chalk som er
krittblokk, mens den andre var OCUN Chalk Ball som

er krittball. Begge produkter er laget av magnesium karbonat (13).

Magnesium karbonat (MgCOs) er et hvit og tungt Igselig uorganisk stoff. Den dannes basisk
magnesiumkarbonat ved reaksjon med vann 4Mg.C0Os.Mg(OH),.4H,0 eller 5H,0 sakalt magnesia alba.
Under Covid-19 pandemien kom en undersgkelse ved De Montfort University Leicester som viste at
Covid-19 viruset ikke overlever i klatrekalk (1). det fleste mikroorganismer trives godt ved ngytral pH-
verdi rundt 7, og siden kalken er basisk og har hgy pH-verdi, kan dette pavirke veksten til

mikroorganismer (14).

2.1.5 Tilstedeveerelse av mikroorganismer i treningsfasiliteter og offentlig rom

Det er lite forskning pa mikroorganismers tilstedevaerelse i klatresentre i dag. Det er derimot gjort
undersgkelser pa andre treningsanlegg og offentlige institusjoner. En bacheloroppgave ved NTNU
varen 2021, gjorde funn i kunstgresset i Flatashallen i Trondheim, det ble funnet 4650 — 20500
CFU/dm? (15). Ved en undersgkelse utfgrt pa gulv i soverom ved Ulleval sykehus ble det funnet opp
mot 500 CFU/dm? (16). Ved en underspkelse fra Universitetet i Brussel ble det gjort underspkelser av

gulv i kontorarealer som viste opp mot 4000 CFU/dm? p3 teppelagt gulv (17).
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2.2 Mikroorganismer

2.2.1 Kroppens normalflora

Kroppens normalflora er de mikroorganismene som forekommer pa hud og slimhinner. Antall arter og
antall bakterier varierer pa ulike steder av kroppen. Det er vekstforholdene pa de ulike delene av
kroppen som avgjgr hvilke og hvilken mengde bakterier som vokser. Blant bakteriene i hudens
normalflora er Staphylococcus epidermidis ogsa kalt hvite stafylokokker, en bakterie som vanligvis er
harmlgs, men som kan forarsake infeksjon hos mennesker med nedsatt infeksjonsforsvar.
Staphylococcus aureus ogsa kalt gule stafylokokker er endel av hudens normalflora hos endel personer.

Det er en patogen bakterie som kan fgre til infeksjon dersom huden er skadet (18).

2.2.2 Stafylokokker

Slekten stafylokokker er sfeeriske, grampositive bakterier som forekommer i tetraeder, klaser og
hauger. Stafylokokker er veldig robuste bakterier, de lever bade under aerobe og anaerobe forhold, de
taler inntgrking og kan formere seg i temperaturer fra 10-45 °C (19). Stafylokokker produserer en rekke
giftstoffer og enzymer. Koagulase er hovedenzymet som produseres av bakteriene, et enzym som far
blodet i mennesker til & koagulere (19). De viktigste artene innen stafylokokker slekten er
Staphylococcus aureus, og de hvite stafylokokkene Staphylococcus epidermidis og Staphylococcus
albus. Hos friske mennesker forekommer Staphylococcus aureus pa huden, i nesen, i svelget og
endetarmen. Selv om den er endel av normalfloraen er Staphylococcus aureus en av de viktigste

patogene artene. Staphylococcus aureus kan forarsake infeksjon, ved a invadere deler av kroppen som

har en annen normalflora gjennom sar i huden (19).

2.2.3 Meticillinresistens
Meticillinresistens hos Staphylococcus aureus, forkortes til MRSA er resistente mot viktige typer

antibiotika. MRSA medfgrer sjeldent sykdom, men kan fgre til alvorlig infeksjon hos mennesker med
sterkt nedsatt infeksjonsforsvar. Risikoen for alvorlig sykdom som fglge av infeksjon er som regel ikke
stgrre for MRSA enn for andre stafylokokker, men den ma behandles med spesielle typer antibiotika.
Det er viktig a begrense spredning av MRSA til helseinstitusjoner, spredning vil gjgre den mer resistent
og behandling blir mindre effektiv og dyrere. De viktigste tiltakene for a8 begrense spredning er god
handhygiene, rense/dekke til sar og rifter i huden, unnga deling av hygieneprodukter og hoste i albuen

(20).
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2.2.4 Vekst
Mikrobiell vekst pavirkes av mange ulike faktorer. Det finnes bade fysiske og kjemiske faktorer som

pavirker mikrobiell vekst. Det er ulike fysiske vekstfaktorer som kan pavirke vekst til mikroorganismer
som for eksempel temperatur og PH. Ulike mikroorganismer vokser ved ulik temperatur. De fleste
mikroorganismer vokser ved intervallet 10-50°C, men noen kan vokse ved lave temperaturer under

0°C, mens andre kan vokse ved hgy temperatur over 100°C (21).

Mikroorganismer vokser nar pH-verdien er gunstig og for

70%
Water

det fleste ligger den rundt 7 (21). De fleste

30%
Chemical

mikroorganismer er bygd opp av samme kjemiske
grunnstoffer. Noen er essensielle for kulturvekst som for
eksempel vann, nitrogen, karbon, energi og makro-
mikronaeringsstoffer. En bakteriecelle bestar av 70% vann
og 30% kjemiske stoffer som vist i Figur 3 (22). Kjemiske
stoffer  er proteiner, lipider, polysakkarider,

lipopolysakkarider, DNA og RNA. Karbon er det sentrale

grunnstoffet i mikroorganismer og utgjér omtrent 50% av &

torrvekten til en celle. Oksygen er nest stgrste grunnstoff £y, 3: £n bakterie celle bestdr av 70% vann og
. . . 30% kjemikalier.

som utgjgr 18%, nitrogen utgjer 14% og hydrogen 8.5% Jemikatier

(21).

2.3 Aseptisk teknikk:

Miljget er fullt av mikroorganismer i luft, jord, vann og menneskekroppen. En vellykket cellekultur er
avhengig av a holde cellene adskilt fra forurensninger av mikroorganismer fra miljget. Kilder som kan
forarsake kontaminering kan veere ikke sterilt utstyr, medier, reagenser, luftbarne partikler og skitne
arbeidsflater. Aseptisk teknikk brukes for a lage en barriere mellom mikroorganismer og cellekulturen,
det gir resultater som er mer ngyaktige og presise. For a ivareta aseptisk teknikk bgr det jobbes i
sterilskap, arbeidsbenken ma vaere rengjort med 70% etanol fgr og under arbeid. Om det sgles ma
dette tgrkes opp umiddelbart og overflaten ma desinfiseres pa nytt. Arbeidsbenken skal kun inneholde
elementer som er ngdvendig for det arbeidet som skal utfgres (23). Alt utstyr som skal brukes til og
med hansker, ma ogsa desinfiseres med sprit flere ganger under arbeid. Seerlig under poding og
inokulering. Podegsen skal glgdes mellom hver gang den brukes. Lokket av medium-platene ma

desinfiseres med bunsenbrenner hver gang det apnes og lukkes (24).
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Handsprit

Etanol (C;HsOH) og isopropanol (CHsCH(OH)CHs) er de vanligste desinfeksjonsmiddel blant alkoholer.
De virker effektivt mot bakterier og sopp, men endosporer er resistent mot alkoholer. Alkoholer
denaturerer proteiner og kan opplgse membran (21). Denaturering av proteiner krever vann til stede.
Derfor brukes alltid 70% etanol i desinfiseringen istedenfor pure etanol eller 96% etanol. Hgy
konsentrasjon fgrer til lav vannaktiviteten i omgivelsen slik at vann inni cellen beveger seg ut av cellen.
Noe som gj@r cellen mer resistent mot antimikrobielle forbindelser enn celle med hgy vannaktivitet

(25).
Autoklav

Varme er en gammel og mer vanlig metode for mikrobiell kontrollvekst. Hgy temperatur medfgrer
denaturering av bakteriens proteiner, til og med opplgsning av cellemembran og celleveggen. | tillegg
kan den gdelegge nukleinsyre til mikroorganismer. Nar mikroorganisme utsettes for hgy temperatur,
dar ikke hele populasjonen med engang. Men celledgd fglger en logaritmisk funksjon der dgdsraten
er konstant over tiden for en gitt temperatur. @kende temperatur fgrer til raskere varmedrap. Tiden
som kreves for a fa en ti ganger reduksjon i populasjonen ved en gitt temperatur kalles desimal
reduksjonstid (D) som Figur 4A viser (25). Autoklav er et steriliserings instrument hvor steriliseringen
foregar under hgy fuktig varme og trykk. Fuktig varme er mer effektiv enn tgrr varme siden vann
overfgrer varmeenergi sveert godt. Typisk steriliseringsprosess er ved 121 °C og trykk pa 2 bar i 15-20
minutter. Figur 4B viser en autoklav, den skal ikke apnes fgr temperatur blir under 70 °C og trykk null
(25). Autoklaven brukes for a sterilisere naeringsmedium og utstyr som skal brukes under

eksprimentelet arbeidet ved et mikrobielt laboratorium. Ved steriliseringen kan kontamineringen

unngas fra eksterne kilder, og at kontamineringen blir bare fra den prgven som skal undersgkes.

Figur 4: Desimalreduksjonstid (D) som madl av mikrobiell dgdsrate og autoklav.
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2.4 Neaeringsmedier

Kulturmedier inneholder naeringsmidler som er ngdvendig for bakterier sin vekst. Det brukes spesifikke
konsentrasjonsforhold av nzeringsstoffer for syntese av cellemateriale. Hgy eller lav konsentrasjon kan
resultere i at naeringsstoffene virker veksthemmende eller toksiske. Det finnes ulike typer
naeringsmedier. Den ene er definerte medier, og eksakte kjemiske sammensetning er kjent. | tillegg
settes kjemiske rene stoffer hver for seg som for eksempel Glukose mineralsalt agar. Den andre er
komplekse medier som er motsatt av definert medier. Den tredje typen er anrikningsmedier. Dette
hgrer til komplekse medier, men de inneholder ekstra naering som for eksempel blod. Dette benyttes
hvis man er pa jakt etter en spesiell gruppe bakterier som for eksempel fenolmedium for dyrkning og
isolering av fenoloksiderende bakterier fra jord eller Mannitol Salt Agar som brukes spesifikt for

dyrkning av stafylokokker (21).

2.4.1 Tryptic Soy Agar/Broth

Tryptic Soy Agar er et generelt medium som gir vekst av de fleste mikroorganismer, bade aerobe og
fakultative anaerobe mikroorganismer. Tryptic Soy Broth bestdr av samme komponenter som TSA,
men mangler agar. Agar gjgr at mediet stivner til fast form, TSB er vaeskeform. TSB er tilgjengelig som
pulver produkt, og inneholder kaseinpepton, soyapepton, natriumklorid, dikaliumhydrogenfosfat og

glukose (26, 27).

2.4.2 Mannitol Salt Agar for isolering av Staphylococcus aureus (MSA)

Mannitol Salt Agar er et kompleks, rikt og selektivt medium som kun gir vekst pa stafylokokker.
Naeringsmediet inneholder blant annet mye salt, mannitol (sukkeralkohol) og en farge indikator. MSA
er selektivt for stafylokokker pga. saltinnhold. Stafylokokker har mer toleranse for a vokse i et slikt
miljg sammenlignet med andre bakterier som ikke taler det. Staphylococuus aureus har evne til 3 spalte
mannitol, endre pH og forandre fargen til neeringsmediet fra rosa til gul. Derfor kalles de gule
stafylokokker, men hvis stafylokokker ikke kan spalte mannitol, sa blir det ingen endring pa
nzeringsmediets farge. Figur 5 viser tre petriskaler, til venstre er rent MSA-medium, i midten MSA-

medium med Staphylococuus aureus, til hgyre MSA-medium med Staphylococcus epidermidis (14).
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- Mannitol-saltagar " Mannitol-saltagar Mannitol-saltagar

Figur 5: MSA som rent medium, med Staphylococuus aureus og Staphylococcus epidermidis.

2.5 Kvantifisering ved colony forming units pa agarplate
Det er flere metoder for a kvantifisere bakteriekulturer. Noen er enkle a utfgre og trenger enkelt

utsyr som er tilgjengelig pa de fleste mikrobiologiske laboratorier som for eksempel colony forming
units (CFU). Kolonidannende enhet (Colony Forming Units, CFU) er et estimat av antall levedyktige
bakterier i en mikrobiell prgve. Platespredningsteknikk er en metode hvor en prgve med kjent
mengde vaeske og ukjent mengde celler, spres utover en agarplate og inkuberes ved 37°C. Etter et
degn kan antall kolonier pa agarplaten telles. Det antas at alle celler i en koloni stammer fra en og
samme celle. Ved & multiplisere antallet kolonier med fortynningsfaktor kan det beregnes CFU/mL i

opprinnelig prgve (28).

2.6 Forsgk pa a finne indikasjoner pa tilstedeveaerelse av Staphylococcus aureus

Det kan bli utfgrt katalase- og oksidasetester for a undersgke hvilke enzymer bakteriene kan
produsere. Disse testene kan ikke sla fast tilstedeveerelse av Staphylococcus aureus med sikkerhet,
men gi en indikasjon. Dersom det er tydelige indikasjoner pa tilstedevaerelse av Staphylococcus aureus,

kan det vurderes ytterligere undersgkelser med PCR for a identifisere bakterien med sikkerhet.
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2.6.1 Katalasetest

Katalasetesten er en metode for & undersgke om en
bakterie produserer katalase, noen bakterier er
katalasepositive, mens andre er katalasenegative.

Hvis bakterien omdanner hydrogenperoksid via
4

Catalase -ve

enzymet katalase til vann og oksygen, sd er den

Catalase -ve Catalse +ve

katalasepositiv. Hvis ikke sd& er bakterien
Katalasenegativ. Staphylococcus aureus bryter ned Figur 6: Dannelse av 02(g) ved katalase tilstedeveerelse.
H,0, til vann og oksygen ved hjelp av katalase. Katalase beskytter bakterien mot hydrogenperoksid
som er dgdelig for bakterien. Ligning 3 viser reaksjonen nar Staphylococcus aureus utsettes for
hydrogenperoksid. Figur 6 viser hvordan en katalasetest ser ut ved at det bobler opp oksygengass ved

katalasepositiv bakterie (29, 30).

2H,0, + Katalase - 2H,0 + 0, (3)

2.6.2 Oksidase test

Oksidasetest viser om en bakterie inneholder Oxtiis positive
proteinet cytokrom ¢ i rommet mellom
mitokondriens indre og ytre membran. Den

viktigste funksjonen for cytokrom c er som

elektronb%rer i den aerobe resplrasjonskjeden. De Figur 7: Oksidasetest, oksidase positiv er b/dfarge, mens
oksidase negativ er grd/hvit farge.

fleste stafylokokker gir gra/hvit farge med 1 %

tetramethyl-p-fenylendiamin, bortsett fra Staphylococcus sciuri som gir bla farge. Figur 7 viser oksidase

positiv bakterie til venstre som skifter til bla farge, fargen skifter i Igpet av 10 sekunder. Til hgyre er

oksidasenegativ bakterie som beholder sin opprinnelige farge (31, 32).

2.7 Desinfisering

Desinfisering er en prosess hvor bakterier drepes. Det finnes to typer desinfiseringsmetoder. Den ene
er fysisk metode, mens den andre er kjemisk metode. Valg av metode baseres pa hva slags materialet
som skal desinfiseres. Noen materialer taler varme, men ikke kjemikalier. Noen materialer taler

spesifikke kjemikalier, men ikke varme. Derfor er det viktig a velge riktig metode.
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2.7.1 NuUscosept PRO

Dette er et vaskemiddel som brukes i hovedsak til desinfisering av svgmmebassenger og sykehus. Det
er veldig effektivt og sensitivt mot bakterie, sopp, og virus. Det kan brukes pa menneskelig hud for a
forbygge fotsopp og hygienisk handvask. Det er viktig a bruke riktig konsentrasjon av vaskemiddel. En
overdose kan resulterer i negativ effekt og kan @delegge selve materiale og redskapet under
desinfisering. Det brukes vanligvis konsentrasjon pa 1-2%, men dette kommer an pa hvilken type
material som skal desinfiseres. For hgy konsentrasjon kan gdelegge noen typer av materialer. 100 g
Niiscosept PRO inneholder 10 g didecyldimetylammoniumklorid og 10 g benzalkoniumklorid. Begge

kjemiske stoffene brukes som desinfeksjonsmiddel (33).

2.7.2 Ultrafiolett straler (UV-lys)
UV-lys er ikke-ioniserende straler og har bglgelengde som ligger i ca. 10-400nm. Noe som er mindre

enn bglgelengden til synlig lys, men st@grre enn ioniserende straler som gammastraler (y-straler). Derfor
har UV-lys mindre energi enn ioniserende straler. UV-straler skader DNA til mikroorganismer ved 3
skape mutasjonen eller feil replikasjon av DNA. Dette resulterer i at det dannes et band mellom to
nabotyminbaser i DND-templatet. Noe er sakalt tymindimerne som Figur 8A viser. Dette medfgrer
stopp av replikasjon og amplifisering av DNA. Og cellen dgr etter hvert. DNA absorberes UV-lys best
ved en bglgelengde pa 260 nm. UV-lys brukes mest ved desinfisering av overflaten eller luft. | tillegg
trenger den ikke gjennom glass, papir og tekstiler (21, 25). Figur 8B viser UV-skap pa laboratoriet ved
NTNU Kalvskinnet.

A Ultraviolet light B

/.

GT:TG
GCT GTA

CGACAACCAT

Lopyeght & 355 Swaracn Fduation bnc _puiiahing s Bonfamin Cumemings:

Figur 8: En skadelig tymindimer pga. UV-lys, UV-skap.
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3. Materialer og metode
Dette kapittelet beskriver materialer og metode som er benyttet ved oppdyrking av mikroorganismer

og screening av Staphylococcus aureus. Det eksperimentelle arbeidet er gjennomfgrt i laboratorium

pa NTNU Kalvskinnet og Grip Sluppen.

3.1 Utstyr og reagenser

Tabell 1 gir en oversikt over utstyr og reagenser som er benyttet i arbeidet. | tillegg ble det benyttet

generelt laboratorieutstyr.

Tabell 1: Utstyr og reagenser brukt i eksperimentelt arbeid.

Utstyr og reagenser Produsent Produktnummer
Autoklav TOMY SX-700E
Inkubator VWR 02290
Sterilskap VWR SAFE 2020
Kjglerom Fresvik

Lysmikroskop Olympus

Vortex Combi-Spin FVL-2400N
Magnetrgrer med varme Heidolph MR 3001K
Analysevekt Fisher Scientific

Automatpipette Thermo U74284
Sprayflaske (500 mL) VWR 215-4232
Tryptic Soy Broth Sigma-Aldrich 22092-500G
Agar VWR Chemicals 20767.298
Mannitol Salt agar Fisher Scientific 12948244
Etanol (70%)

Staphylococcus aureus Microbiologics 0179

3M Swab-Samplers 3M Norge RS9601LET
Petriskaler VWR 21PS1840
Podenal VWR 612-9355
Drigalskispatel Frederiksen Scientific 050610
Steril trepinne LP ITALIANA SPA 112298
Hydrogenperoksid (30%) VWR Chemicals 23622.298
Whatman® filter paper, Grade 1 Sigma-Aldrich WHA1001055
Hemocytometer-Blircher VWR Chemicals 631-1094
Lynlaspose 230x320 Staples 208760
Tryptan Blue Sigma-Aldrich 93595-50ML
Immersjonsolje Sigma-Aldrich 56822-50ML
1%tetramethyl-p-fenylendiamin Sigma-Aldrich 202-831-6
Coagulase Test (slide) Sigma-Aldrich 75832-1PAK-F
Pipettespisser 0,1-200 L VWR 89041-426
Pipettespisser 200-1000 pL VWR

Mikrosentrifugergr 1,5 mL VWR 20170-038
PH-meter MeterLab PHM210
Sentrifugergr VWR

Flameboy (bunsenbrenner) IBS 145000

Grip Climbing Chalk

Chalk Ball OCUN
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3.2 Fremgangsmetode
3.2.1 Tillaging av dyrkningsmedium

3.2.1.1 Tryptic Soy Agar
Tryptic Soy Broth (15 g) og Agar (7.5 g) ble veid ut og overfgrt til en PYREX-flaske (1000 mL) som ble

fylt opp til 500 mL merket med destillert vann. Det ble tilsatt en magnet i flasken som ble plassert pa
en magnetrgrer med varme. Varmen ble satt til ca. 100 °C og magnetrgreren ble justert til max. Flasken
sto pa magnetrgreren til pulveret var helt Igst. pH ble malt til 7,38. Flasken ble autoklavert (121 °C, 15
minutter). Etter autoklavering ble flasken med TSA tatt med til sterilbenk hvor innholdet ble fordelt pa
20 petriskaler. Petriskalene sto pa benken til stoffet hadde stivnet. Petriskalene ble stablet opp ned
lagvis og en lynlaspose ble tredd over. Petriskalene sto pa benken i 24 timer, lynldsposen ble lukket og
satt pa kjglerom for oppbevaring (34). TSA ble laget i 5 omganger, det ble laget totalt 340 plater, Tabell

2 viser hvilke datoer og antall plater som ble laget.

Tabell 2: Tillaging av TSA plater.

Dato 21. mars 28. mars 4. april 21. april 25. april
Antall plater 40 120 40 60 80

3.2.1.2 Tryptic Soy Broth
Tryptic Soy Broth (6 g) ble veid ut og overfgrt til en dyrkningskolbe som ble fylt opp til 200 mL merket

med destillert vann. Det ble tilsatt en magnet til kolben som ble plassert pa en magnetrgrer med
varme. Varmen ble satt til ca. 100 °C og magnetrgreren ble justert til max. Kolben sto pa magnetrgreren
til pulveret var helt Igst. pH ble malt til 7,48. Dyrkningskolben ble autoklavert (121 °C, 15 minutter)
(26).

3.2.1.3Mannitol Salt agar
Mannitol Salt agar (55.5 g) ble veid ut og overfgrt til en PYREX-flaske (1000 mL), det ble fylt destillert

vann opp til 500 mL merket. Det ble tilsatt en magnet i flasken som ble plassert pa en magnetrgrer
med varme. Varmen ble satt til ca. 100 °C og magnetrgreren ble justert til max. Flasken sto pa
magnetrgreren til pulveret var helt Igst. pH ble malt til 7,32. Flasken ble plassert i autoklav (121 °C, 15
minutter). Innholdet i flasken ble fordelt pa 23 petriskaler i sterilskap. Petriskalene fikk sta til agaren
stivnet. Petriskalene ble stablet opp ned lagvis og en lynlaspose ble tredd over. Petriskalene sto pa
benken i 24 timer, lynlasposen ble lukket og satt pa kjslerom for oppbevaring (35). MSA platene ble

laget 28. mars.
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3.2.2 Innsamling og oppdyrking av prgver

3.2.2.1Innsamling av prgver
Prgver ble samlet inn vha. 3M Swab-Samplers som vises i Figur 9. Svaberen

bestar av en steril bomullspinne og et rgr med transportvaeske. I
Prgver ble samlet inn ved Grip Klatring pa Sluppen. Det ble brukt en ’ | ‘
ramme pa 10x10 cm som ble desinfisert med sprit fgr hver prgve. Rammen

ble lagt pa prgvestedet og svaberen ble fgrt i et bestemt sikksakk mgnster,

horisontalt og vertikalt som Figur 10 viser. Svaberen ble plassert i f9ur9:3M Swab-Samplers.

beholderen med transportvaeske og transportert til laboratoriet for videre
undersgkelser. Det ble brukt svabere med bade 1 mL og 10 mL
transportvaeske. Prgver ble transportert direkte fra Sluppen til NTNU
Kalvskinnet og satt pa kjglerom for oppbevaring. Det ble startet med 3

overfgre prgver til agarplater umiddelbart etter ankomst til Kalvskinnet.

Pga. et stort antall prgver kunne det gd opp mot 3 timer fra prgvetaking Figur 10: Svaberen ble
sveipet i et sikksakk

til prgver ble overfgrt til agarplate. Alle prgver fra klatresenteret er tatt p& mgnster, horisontalt og

. vertikalt.
denne maten.

3.2.2.1.1 Forforsgk
Det ble utfgrt et forforspk 24. mars hvor det ble samlet inn 13 prgver fra klatresenteret. Prgvene ble

tatt fra tilfeldige steder i klatreanlegget, 7 fra barneavdelingen og 6 fra voksenavdelingen. Det ble brukt
svabere med 1 mL transportvaeske. Fra hvert rgr med transportvaeske og prgvemateriale ble det vha.
automatpipette og sterile pipettespisser tatt ut prgve (100 pL) som ble overfgrt til 13 Tryptic Soy Agar-
plater. Suspensjonen ble spredt utover agarplaten vha. en Drigalskispatel i glass, Drigalskispatelen ble

dynket i etanol 70% og flambert vha. flameboy mellom hver overfgring.

Det ble laget fortynninger av alle rgr med suspensjon. Det ble tatt ut suspensjon (100 uL) fra hvert rgr
og overfgrt til sterile mikrosentrifugergr (1,5 pL) vha. automatpipette og sterile pipettespisser. Det ble
overfgrt sterilt destillert vann (900 plL) til det samme sentrifugergret. Sentrifugergrene ble blandet
godt pa vortex. Det ble overfgrt suspensjon (100 uL) fra de nye sentrifugergrene til TSA-plater etter

samme fremgangsmetode som beskrevet over.

Det ble laget en fortynning av suspensjonen i de nye mikrosentrifugergrene etter samme metode som

beskrevet ovenfor. Det ble 13 agarplater med 1:10 fortynning, 13 med 1:100 og 13 med 1:1000.

TSA-platene ble plassert i inkubator (37 °C), det ble telt opp kolonier pa hver agarplate etter 24 og 48

timer.
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3.2.2.1.2 Hovedforsgk
Figur 11 illustrerer en oversikt over klatresenteret. Tallene med hvit skrift viser hvor i lokalet prgvene

er hentet. Prgve 1, 2, 6 og 7 er tatt i anleggets barneavdeling. Prgve 3, 4, 5 og 8 er tatt i anleggets
voksenavdeling. Figur 12, Figur 13, Figur 14, Figur 15 og Figur 16 viser klatrevegger hvor prgver er
hentet. Sifferet angir pregvenummer og bokstav angir parallelinummer. Det er benyttet svabere med

10 mL transportveaeske i dette forsgket.

Profiloversikt

Figur 11: Oversikt over klatresenter, tall i hvit skrift viser hvor prgvene er samlet inn.
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Figur 12 viser klatrevegg med klatretak av tre. Prgve 1 og 6 er tatt 4. april i tidsrommet 14:00 — 15:00.

Prgve 7 er tatt 5. april i tidsrommet 08:00 — 08:15.

Figur 12: Klatrevegg av tre i barneavdeling.

Figur 13 og Figur 14 viser klatrevegg med klatretak av plast. Prgve 2 er tatt 4. april i tidsrommet 14:00
—15:00.

Figur 13: Klatrevegg av plast i barneavdeling.
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Figur 14: Klatrevegg av plast i barneavdeling.

Figur 15 viser klatrevegg med klatretak av plast fra anleggets voksenavdeling. Prgve 3 er tatt 4. april i
tidsrommet 14:00 —15:00. Prgve 8 er tatt 5. april i tidsrommet 08:00 — 08:15. Klatretak er montert 31.

mars.

Figur 15: Klatrevegg i voksenavdeling.
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Figur 16 viser klatrevegg med klatretak av plast fra anleggets voksenavdeling. Prgve 4 og prgve 5 er

tatt 4. april i tidsrommet 14:00 — 15:00. Klatretak er montert 28. februar.

Figur 16: Klatrevegg i voksenavdeling.

3.2.2.2 Overfgring av prgve til agarplate
Beholderen med transportvaeske ble blandet pa vortex. Suspensjonen (100 pL) ble overfgrt til TSA-

plate ved bruk av automatpipette og sterile pipettespisser. Suspensjonen ble spredt utover vha.
Drigalskispatel i glass. Drigalskispatel ble dynket i etanol (70%) og flambert mellom hver overfgring.
Lokket pa hver TSA-plate ble flambert fgr det ble tatt av og etter det ble lagt pa. TSA-platene ble stablet
opp ned, lynlaspose tredd over og plassert i inkubatorskap (37 °C). Det ble telt antall kolonier pa hver

agarplate etter 24 og 48 timer.
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3.2.3 Desinfisering
Forspket med Niscosept PRO er utfgrt i klatresenteret. Forsgkene med UV-lys og klatrekalk er utfgrt
i laboratoriet.

3.2.3.1Desinfisering med NUscosept PRO i klatresenter
Niscosept PRO (5 mL) ble malt ut vha. malesylinder og overfgrt til en sprayflaske. Springvann (495 mL)
ble malt ut vha. malesylinder og overfgrt til en sprayflaske. Sprayflasken ble vendt opp ned en rekke

ganger fgr bruk.

Desinfisering ble utfgrt pd samme punkt i klatresenteret som prgve 3 og 8 i hovedforsgket.
Desinfisering ble utfgrt 26. april i tidsrommet 11:00-11:30. Forsgket ble utfgrt pa 5 klatretak, som vist
i Figur 15. Det ble pafgrt desinfiseringsmiddel ved a spraye direkte pa klatretakene, det ble sprayet pa
til klatretaket var dekt med desinfiseringsmiddel. Det ble tatt prgve av hvert klatretak fgr desinfisering

ble utfgrt. Det ble tatt prgver pa nytt 10 minutter og 30 minutter etter desinfisering.

3.2.3.2 Desinfisering med UV-straling i laboratoriet
Tre klatretak av plast ble kontaminert ved a gnu hender mot overflaten i omtrent 2 minutter.

Klatretakene ble plassert i sterilskap og det ble tatt prgve av hvert klatretak for UV-lys ble skrudd pa.
Det ble ikke brukt ramme pa 10x10 cm under prgvetaking pga. klatretakenes stgrrelse. Det ble tatt
prove ved a sveipe svaberen over hele klatretakets overflate. UV-lyset ble slatt pa og etter 30 minutter
ble UV-lyset skrudd av, og nye prgver ble tatt av klatretakene. UV-lyset ble pa nytt skrudd pa og etter

ytterligere 30 minutter ble UV-lyset skrudd av, og det ble tatt nye prgver av klatretakene.

3.2.3.3 Desinfisering med klatrekalk i laboratoriet
Tre klatretak av plast ble kontaminert ved a gnu hender mot overflaten i omtrent 2 minutter.

Klatretakene ble plassert i et avtrekkskap, det ble tatt prgver av overflaten pa klatretakene pa samme
mate som i forsgket med UV-lys. Klatrekalk ble knust til pulver og pafgrt klatretakene ved a gnu det
mot overflaten. Det ble tatt prgver av overflaten etter 30 minutter. Det ble utfgrt to ganger med to
ulike sorter klatrekalk: OCUN Chalk Ball og Grip Climbing Chalk. Det ble i tillegg gjort en blindprgve
hvor det ikke ble pafgrt klatrekalk.

41



3.2.4 Finne indikasjon pa tilstedeveerelse av Staphylococcus aureus

3.2.4.1 Oppdyrking av Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus (1 pellet) ble plassert i et sterilt sentrifugergr og Igst opp i sterilt vann vha. steril

trepinne. Lgsningen ble blandet pa vortex til hele pelleten var Igst opp. Lgsningen ble overfgrt til en
dyrkningskolbe som inneholdt Tryptic Soy Broth (200 mL). Dyrkningskolben ble inkubert (37 °C, 24

timer).

3.2.4.2 Mannitol Salt agar
Kolonier fra Tryptic Soy Agar-plater ble overfgrt til Mannitol Salt Agar-plater vha. podenal. TSA-plater

ble satt pa sterilbenk. Hver MSA-plate ble delt inn i 4 sektorer. Podenal ble sterilisert ved a flambere
til den glgdet og avkjglt ved a holde den i luft i ca. 10 sekunder. Podenalen ble sterilisert mellom hver
koloni som ble plukket opp fra TSA-plater. Hver koloni ble streket ut pa en sektor av MSA-plate. MSA
platene ble plassert i inkubatorskap (37 °C). Det ble kontrollert hvor mange sektorer som hadde endret

farge fra rgd til gul etter 24 timer og 48 timer. Det ble overfgrt kolonier til totalt 10 MSA-plater.

Staphylococcus aureus kulturen ble overfgrt fra dyrkningskolben til MSA plater og streket ut vha.

podenal. Totalt 13 plater ble inokulert med Staphylococcus aureus kulturen.

3.2.4.3 Oksidase
Filterpapir ble pafgrt 1% tetramethyl-p-fenylendiamin (1 drape). En koloni ble overfgrt fra en TSA og

MSA-plate vha. podenal. Det ble utfgrt 10 tester av prgver hentet fra klatresenter. Det ble utfgrt 5

tester pa oppdyrket Staphylococcus aureus.

3.2.4.4 Katalase
En koloni ble overfgrt fra TSA og MSA-plate til et sterilt urglass. 10% hydrogenperoksid (1 drape) ble

dryppet pa kolonien. Det ble utfgrt 15 tester av prgver samlet inn fra klatresenter. Det ble utfgrt 5

tester pa oppdyrket Staphylococcus aureus.
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4. Resultat

Kapittel 4 presenterer alle resultater fra det eksperimentelle arbeidet. Kapittelet er delt inn i fire
hoveddeler: 4.1 Forforsgk, 4.2 Hovedforsgk, 4.3 Desinfisering og 4.4 Undersgkelser for & indikere

tilstedeveerelse av Staphylococcus aureus.

4.1 Forforsgk

Hensikten med forforsgket var & kartlegge hvor mye en prgve matte fortynnes for & fa stor vekst pa
Tryptic Soy Agar-plater uten at kolonier vokste sammen. Det ble tatt 13 prgver fra forskjellige steder i
klatresenteret og laget fortynningsserier: 1:10, 1:100 og 1:1000, som ble dyrket opp pa agarplater.
Tabell 3 viser antall kolonier telt pa agarplater med fortynning 1:10, Tabell 4 1:100 og Tabell 5 1:1000.
Agarplater som ikke var mulig a telle pga. sammenvokste kolonier er merket med «x» i tabell. Basert
pa resultatene fra Tabell 3, Tabell 4 og Tabell 5 ble fortynning 1:100 brukt i alle prgver, unntatt prgver
etter desinfisering med UV-lys og Niiscosept PRO, der ble det brukt 1:10 fortynning da det var forventet

lavere vekst.

Ved fortynning 1:10 var det etter 24 timer tre plater som ikke var mulig a telle og etter 48 timer var
det fem. Ved fortynning 1:100 var det etter 24 timer en plate som ikke var mulig a telle og etter 48
timer var det en. Ved fortynning 1:1000 var det etter 24 timer en plate som ikke var mulig a telle og

etter 48 timer var det en.

Tabell 3: Antall kolonier telt pa TSA-agarplate ved fortynning 1:10.

Timer/Prgver 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
24 226 x 160 x 58 28 108 271 «x 75 9 106 92
48 294 X X X 54 20 73 X X 73 14 104 146

Tabell 4: Antall kolonier telt pa TSA-agarplate ved fortynning 1:100.

Timer/Prgver 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
24 23 87 18 27 15 1 X 13 27 1 64 9 14
48 62 127 23 10 20 1 X 19 27 1 47 13 19

Tabell 5: Antall kolonier telt pa TSA-agarplate ved fortynning 1:1000.

Timer/Prgver 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
24 6 24 3 1 2 13 4 1 X 2 0 3 0
48 10 20 3 1 3 85 6 1 X 2 0 2
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4.2 Hovedforsgk

Hovedforsgket er delt inn i to deler 4.2.1 Prgver fra barneavdelingens klatrevegg og 4.2.2 Prgver fra
voksenavdelingens klatrevegg. Prgvene ble tatt fra to klatrevegger fra barneavdelingen og to
klatrevegger fra voksenavdeling. Resultatene er fremstilt grafisk og grafene er basert pa kimtall

(CFU/dm?) fra tabeller i Vedlegg 1. Gjennomsnittlig kimtall pa TSA-plater.

4.2.1 Prgver fra barneavdelingens klatrevegg

Det ble tatt fire prgver og det ble tatt fem paralleller fra hver prgve, de fem parallellene er tatt fra fem
ulike klatretak. | barneavdelingen er det tatt tre prgver fra klatrevegg med klatretak laget av tre. To
prover ble tatt lavt i klatreveggen (1 — 1.5m over bakken), de to prgvene er tatt pa samme klatretak,
men til ulikt tidspunkt (midt pa dagen og ved apning). Den siste prgven ble tatt hgyt i klatreveggen (4
— 5m over bakken). Det ble ogsa tatt en prgve i en klatrevegg med klatretak av plast, den ble tatt lavt
(1 — 1.5m over bakken) i klatreveggen. Det ble laget fire replikater av hver parallell, noe som betyr at
det ble dyrket opp 20 agarplater for hver prgve. Det er beregnet gjennomsnittsverdi med
standardavvik basert pa kimtallstelling pa de 20 agarplatene som er multiplisert med

fortynningsfaktor.

Figur 17 viser en representativ agarplate av prgve 1 (lavt i trevegg) og 7 (lavt i trevegg ved apning).

Figur 18 viser agarplate av prgve 6 (hgyt i trevegg) og 2 (plastvegg).

Figur 17: Kolonier dyrket pa TSA-agarplater, fra venstre prgve 1 og 7.
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Figur 18: Kolonier dyrket pG TSA-agarplater, fra venstre prgve 6 og 2.

Figur 19 viser et diagram med gjennomsnittlig CFU/dm? av prgver fra barneavdelingen. Verdiene er
hentet fra Tabell 10, Tabell 11, Tabell 12 og Tabell 13. CFU/dm? er hgyere for klatretak av plast enn
klatretak av tre. | tillegg var CFU/dm? hgyere for prgver som ble tatt midt pa dagen enn prgver som ble

tatt ved apningstiden.
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Figur 19: Gjennomsnittlig CFU/dm? fra barneavdeling.
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4.2.2 Voksenavdelingens klatrevegg

Det ble tatt fire prgver og det ble tatt fem paralleller fra hver prgve, de fem parallellene er tatt fra fem
ulike klatretak. | voksenavdelingen er det kun tatt prgver fra klatretak av plast. Det er tatt to prgver fra
klatrevegg hvor klatretak var montert 4 dager fgr prgvedagen, en prgve ble tatt midt pa dagen og en
preve ble tatt ved apningstid dagen etter. Det ble tatt to prgver fra en klatrevegg hvor klatretak var
montert 35 dager fgr prgvedagen, en prgve ble tatt lavt i klatreveggen (1 — 1.5m over bakken) og en

preve hegyt i klatreveggen (4 — 5m over bakken).

Det ble laget fire replikater av hver parallell, noe som betyr at det ble dyrket opp 20 agarplater for hver
preve. Det er beregnet gjennomsnittsverdi med standardavvik basert pd kimtallstelling pa de 20

agarplatene som er multiplisert med fortynningsfaktor.

Figur 20 viser agarplate fra prgve 3 (montert 4 dager fgr) og prgve 8 (montert 4 dager fgr ved
apningstid). Figur 21 viser agarplate fra prgve 4 (montert 35 dager fgr, lavt i klatrevegg) og prove 5

(montert 35 dager for, hgyt i klatrevegg).

Figur 20: Kolonier dyrket pa TSA-agarplater, fra venstre prgve 3 og 8.
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Figur 21: Kolonier dyrket pG TSA-agarplater, fra venstre prgve 4 og 5.

Figur 22 viser diagram hvor gjennomsnittlig CFU/dm? til prgvene fra voksenavdelingen. Verdiene er
hentet fra Tabell 14, Tabell 15, Tabell 16 og Tabell 17. CFU/dm? var hgyere for klatretak montert 4
dager fgr prgvetidspunkt enn for klatretak montert 35 dager fgr prgvetidspunkt. Det var stgrre

CFU/dm2-verdi lavt i klatrevegg enn hgyt i klatrevegg.

7500
6500

5500

5865
4500 3835
3500
2500 2145
1500 1085
500
L

-500 - voksenavdelinglav— Voksenavdeling lav— Voksenavdeling lav— Voksenavdeling hay
nymontert ved midt nymontert ved apning gammel montert ved gammel montert ved
pa dag midt pa dagen midt pa dagen
Pravested

CFU/dm?2

Figur 22: Gjennomsnittlig CFU/dm? fra voksenavdeling.
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4.3 Desinfiseringsmetoder

4.3.1 Desinfisering med Niscosept PRO

Det ble utfgrt desinfisering pa fem ulike plast klatretak fra voksenavdelingen. Det ble tatt prgver fra
hvert klatretak fgr desinfisering, det ble tatt prgver 10 minutter etter desinfisering og det ble tatt

prgver 30 minutter etter desinfisering.

Prgve tatt fgr desinfisering vises i Tabell 18, 10 minutter etter desinfisering i Tabell 19 og 30 minutter
etter desinfisering i Tabell 20. Figur 23 viser TSA-agarplater av prgver fgr desinfisering, 10 min og 30

min etter desinfisering.

Figur 23: Kolonier dyrket pG TSA-agarplater, fra venstre fgr desinfisering, 10 minutter etter og 30 minutter etter.

Figur 24 viser gjennomsnittlig CFU/dm? til fem klatretak fgr desinfisering, 10 og 30 minutter etter
desinfisering med Niiscosept PRO. CFU/dm? ble redusert med 96% etter 10 min. Verdiene er hentet

fra Tabell 18, Tabell 19 og Tabell 20.

3§00 2750

500 109 144

Klatretak fgr Niscosept Klatretak 10 minutter  Klatretak 30 minutter
PRO etter Nuscosept PRO  etter Niscosept PRO

Figur 24: Gjennomsnittlig CFU/dm? fgr og etter desinfisering med Niiscosept PRO.
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4.3.2 Desinfisering med UV-straling

Denne delen ble utfgrt i laboratoriet ved NTNU Kalvskinnet, det ble lant tre klatretak av plast fra Grip-
Klatring. De ble kontaminert ved & gnu hendende over dem i omtrent 2 minutter og ble plassert pa
sterilbenken. En prgve ble tatt fgr UV-lys ble slatt pa, en prgve ble tatt etter 30 minutter under UV-lys
og en prove etter 60 minutter under UV-lys. Figur 25 viser et stolpediagram hvor dette viser
gjennomsnittlig CFU/dm? av tre klatretak fgr og etter desinfisering med UV-lys. Verdiene hentet fra
Tabell 21, Tabell 22 og Tabell 23.

Desinfisering med UV-lys
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-200 desinfiseringen desinfiseringen
-300

-400

-100 Far desianeringen 30 minutter etter 60 minutter etter

Tid min

Figur 25: Gjennomsnittlig CFU/dm? ved desinfisering med UV-stréling

4.3.3 Desinfisering med klatrekalk

Denne delen ble utfgrt i laboratoriet ved NTNU Kalvskinnet. Det ble brukt samme klatretak som
forsgket med UV-lys. Det ble brukt to typer klatrekalk: OCUN Chalk Ball og Grip Climbing Chalk.
Klatretakene ble kontaminert ved a gnu hender mot dem i ca. 2 minutter og ble plassert i avtrekkskap.
Det ble tatt en prgve etter kontaminering, men for pafgring av kalk. Klatrekalk ble pafgrt ved a gnu

pulveret mot klatretakene. Det ble tatt prgve 30 minutter etter pafgring av klatrekalk.

Det ble utfgrt en blindtest ved a kontaminere samme klatretak, men uten pafgring av klatrekalk. En

prgve ble tatt rett etter kontaminering og en prgve 30 minutter etter kontaminering.

Figur 26 viser gjennomsnittlig CFU/dm? til klatretak fgr og etter bruk av klatrekalk og blindtest.
Klatrekalk ga en redusering i CFU/dm? etter 30 minutter. OCUN Chalk ball ble CFU/dm? redusert ca.
90%, mens Grip Climbing Chalk ble CFU/dm?redusert ca. 21%. For blindtesten uten bruk av klatrekalk
ble CFU/dm? dobbelt s& hgy.
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Figur 26: Gjennomsnittlig CFU/dm? ved desinfisering med kalk

4.4 Underspkelser for & indikere tilstedevaerelse av Staphylococcus aureus

Undersgkelser av mikroorganismer er utfgrt pa prever tatt i forbindelse med desinfisering med
Nuscosept PRO i klatresenter. Det ble tatt prgve med fem paralleller fra fem ulike klatretak, det er
prgvene tatt for desinfisering og prgver tatt 10 minutter etter desinfisering som ble brukt i denne
delen. I tillegg er det utfgrt tester pa oppdyrket Staphylococcus aureus. Tabellene er fylt inn med «+»

og «-», hvor «+» betyr positiv test og «-» negativ test.

4.4.1 Oppdyrking pa MSA-plater

Mannitol Salt Agar-plater ble delt inn i fire sektorer. Det ble tatt bakteriekolonier fra TSA-plater og
overfgrt til MSA-plater. Det ble plukket fire tilfeldige kolonier fra hver TSA-plate. Hvis MSA-platen
skifter farge fra rosa til gul, sa er testen positiv og indikerer tilstedevaerelse av S.aureus. Om den ikke

endrer farge er testen negativ som indikerer at kolonien ikke er S.aureus.

Tabell 6 viser dyrking pa MSA-plater fra prgve tatt fgr desinfisering, Tabell 7 viser dyrking pa MSA-
plater fra prgve tatt 10 minutter etter desinfisering. Fgr desinfisering er det 10 av 20 kolonier som
endrer farge pa MSA til gul. Etter desinfisering er det 5 av 20 kolonier som endrer farge pa MSA til gul.
Figur 27 viser en MSA-plate av prgve fgr desinfisering, etter desinfisering og en som er pafgrt

Staphylococcus aureus.
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Tabell 6: Prgver for desinfisering.

Parallell 1 2 3 4
A + - + +
B - + + -
C - - - +
D - - +
E + + - +
Tabell 7: Prgver 10 minutter etter desinfisering.
Parallell 1 2 3 4
A - - - -
B - - + +
C - - - -
D + - - +
E - + - -

Figur 27: Vekst pa MSA plater, fra venstre far desinfisering, etter desinfisering og pdfert S.aureus.

4.4.2 Katalasetest

De koloniene som endret farge pa MSA plater ble testet for & se om de produserte katalase. Det ble
plukket fem kolonier fra MSA-plater dyrket opp fra prgver fgr desinfisering. Det ble plukket fem
kolonier fra MSA-plater dyrket opp fra prgver etter desinfisering. Det ble tatt fem tester pa oppdyrket
Staphylococcus aureus, Tabell 8 viser at alle katalasetester var positive. Figur 28 viser en positiv

katalasetest.

Tabell 8: Katalasetest utfgrt pd kolonier som er dyrket pd MSA-plater.

Test 1 2 3 4 5
For desinf. + + + + +
Etter desinf. + + + + +
S.aureus + + + + +
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Figur 28: Positiv katalasetest.

4.4.3 QOksidasetest

De koloniene som endret farge pa MSA plater ble testet for & se om de produserte oksidase. Det ble
plukket fem kolonier fra MSA-plater dyrket opp fra prgver fgr desinfisering. Det ble plukket fem
kolonier fra MSA-plater dyrket opp fra pr@ver etter desinfisering. Tabell 9 viser at test utfgrt pa kolonier
for desinfisering er 2 av 5 negative og for test utfgrt pa kolonier etter desinfisering er 1 av 5 negativ.
Av oppdyrket Staphylococcus aureus hvor alle var negative. Figur 29 viser en positiv oksidasetest som

har endret farge til bla og en negativ oksidasetest som ikke endrer farge.

Tabell 9: Oksidasetest pd kolonier som er oppdyrket pd MSA-plater.

Test 1 2 3 4 5
For des. + - - + +
10 min e. des. + + + - +
S.aureus - - - - -
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Figur 29: fra venstre, positiv oksidasetest og negativ oksidasetest.
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5 Diskusjon

Alle mikroorganismer i en klatrevegg stammer fra eksterne kilder og da i hovedsak fra mennesker som
benytter seg av klatreanlegget. | tillegg er det store mengder klatrekalk a finne pa klatretak, vegg og
gulv. Det eksperimentelle arbeidet besto av fire trinn: Forforsgk, hovedforsgk, desinfeksjon og

undersgkelse.

5.1 Forforsgk

Forforsgket var en grov test og hensikten var a finne hvilken fortynning av prgver som ville gi mest
vekst uten at kolonier vokste sammen. Den fortynningen som viste seg mest hensiktsmessig a ga videre
med var 1:100. A finne en fortynning gjgr arbeidet i hovedforsgket enklere, da det ville blitt veldig mye
arbeid 3 lage paralleller og replikater med flere fortynninger. | forforsgket ble det tatt 13 prgver fra
tilfeldige steder pa klatresenteret, 7 prgver ble tatt fra barneavdelingen og 6 fra voksenavdelingen.
Det er store variasjoner i mikrobiell vekst i klatreanlegget og det var derfor viktig & samle prgver fra
flere omrader i klatresenteret for a vaere sikker pa at det ble tatt prgver fra klatretak med mye vekst.
Risikoen ville veert a ta prgver bare pa klatretak med lite vekst, noe som ville medfgrt at det ble valgt

en annen fortynning, som ville medfgrt overvekst pa agarplater i hovedforsgket.

5.2 Hovedforsgk
Hovedforsgket ble utfgrt ved a ta prever pa forskjellige omrader i klatreanlegget pa Sluppen. Det ble

tatt totalt atte prgver, fire fra barneavdelingen og fire fra voksenavdelingen. Det ble tatt fem paralleller
fra hvert prgvepunkt og det ble laget fire replikater av hver parallell. Det ble dyrket frem bakterier pa
totalt 128 TSA plater i hovedforsgket. Det er funnet mikroorganismer pa alle prgvepunkt i intervallet

655 (+638) — 5865 (+1771) CFU/dm2.

Figur 19 viser store variasjoner i resultater fra barneavdelingen, det var mer vekst pa klatretak av plast
enn pa klatretak av tre. Dette underbygger teorien som sier at tre har antimikrobielle egenskaper ved
a binde opp vann (10). Klatretakene av tre var malt og det kan spille inn da maling inneholder
bakteriedrepende stoffer. Klatretak av tre har en glattere overflate, i tillegg er de dekt med maling og
pigmenter som beskytter overflaten mot fuktighet og sopp. Maling inneholder flere additiver, og en av
dem er fungicid som motvirker svertesopp og alger pa overflaten, noe som kan motvirket bakterier

(11).

Generelt var det mer vekst pa prgver som ble tatt midt pa dagen. Det kan skyldes at aktivitetsnivaet i
barneavdelingen er hgyere pa sendager enn pa ukedager. Prgver som ble tatt midt pa dagen er tatt pa
en mandag, prgver som ble tatt ved apningstid er tatt pa en tirsdag. Dermed kan flere bakterier pa

klatretak som ble kontaminert pa sgndag, vaere levedyktig pa mandag enn pa tirsdag.
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Det var nesten tre ganger hgyere vekst hgyt oppe i klatreveggen med klatretak av tre sammenlignet
med prgver tatt lavt i samme vegg. Det er motsatt av hva som var forventet og det er vanskelig a finne

gode grunner til det.

Det ble tatt prgver i anleggets voksenavdeling pa klatretak som var montert 4 dager f@gr prgvedagen
og klatretak som var montert 35 dager f@r prgvedagen. Klatretakene som var montert 35 dager fgr
hadde 55,9% lavere CFU/dm? sammenlignet med de som var montert 4 dager fgr, prgvene ble tatt pa
samme tidspunkt. Det kan veere en effekt av at nylig monterte klatreruter er mer attraktive for en
bruker av klatresenteret. Det kan ogsa vaere en indikasjon pa at forholdene for mikrobiell vekst ikke er
spesielt gunstige, da det ikke utfgres renhold pa klatretak som er montert pa vegg, klatretak rengjgres
kun ved montering av nye klatreruter. Hvis mikroorganismene hadde hatt gode vekstforhold ville det
vaert gkende antall mikroorganismer for lengre tid siden rengjgring. Det ble observert et veldig tgrt

milj@ i klatresenteret og bakterier er avhengig av tilgang pa vann for a vokse (36).

P3 klatretakene fra klatrevegg montert 4 dager fgr prgvedagen ble det i tillegg tatt en prgve ved
apningstid dagen etter. Prgve som ble tatt ved &pningstid (kl. 08:00) hadde 52,9% hgyere CFU/dm?
sammenlignet med prgve tatt dagen (kl. 14:00 — 15:00). Dette er motsatt av hva tilsvarende forsgk i
barneavdelingen viser. Det tyder pa at det var hgy aktivitet i voksenavdelingen i tiden mellom de to
prgvene ble tatt. Det kan vaere flere faktorer som avgjgr hvorfor resultatet i voksenavdelingen er
motsatt av barneavdelingen, men det kan tyde pa at selv med hgyt aktivitetsniva i voksenavdeling, kan

det vaere lavt aktivitetsniva i barneavdelingen.

Pa veggen hvor klatretak var montert 35 dager fgr prgvedag ble det tatt prgve bade lavt og hgyt i
klatreveggen. Klatretak montert hgyt pad vegg hadde 50,6% lavere CFU/dm? sammenlignet med
klatretak montert lavt pa vegg. Dette er akkurat som forventet, det er utfordrende @ na de hgyeste
delene av klatreveggen og klatretakene hgyt oppe vil ikke bli kontaminert like ofte som klatretak som
er montert lavere i klatreveggen. Prgver som er tatt lavt i klatrevegg er tatt pa ca. 1 — 1.5m hgyde fra

bakken og de fleste som klatrer starter klatringen pa denne hgyden.

| dette prosjektet er det funnet tilstedevaerelse av mikroorganismer i alle prgver fra klatresenteret.
Den gjennomsnittlige verdien av mikroorganismer 13 i intervallet 655 (+638) — 5865 (+1771) CFU/dm?.
Tallene er sannsynligvis underestimert pga. usikkerhet i metoden. Sammenlignet med tallene fra
kunstgressbanen i Flatashallen varen 2021 (15), er dette betraktelig lavere, og kan vaere en indikasjon
pa at vekstforholdene for mikroorganismer er mindre gunstig i et innendgrs klatresenter kontra en
innendgrs kunstgressbane. Sammenlignet med vekst pa gulv ved Ulleval sykehus er det derimot en god

del hgyere (16). Verdiene fra teppegulv i kontorarealer ligge pa omtrent samme niva (17).
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5.2.1 Feilkilder og begrensninger ved CFU metode
Klatretak har stor variasjon i utforming, noen er store andre er sma, noen har skarpe kanter andre mer

runde, noen har glatt overflate mens andre er ruglete. Disse variasjonene er ngdvendige for a8 utforme
en god klatrevegg med variert vanskelighetsgrad, men skaper endel utfordringer nar mikrobielle
prever skal samles inn. Det er spesielt utfordrende a samle inn prgve fra de klatretak som har en veldig
grov ruglete overflate. Ved a sveipe svaberen med litt for stor kraft vil bomullen rives opp pa den grove
overflaten og noe av materialet som er samlet vil ga tapt. Det har hendt under prgvetaking at sma
fraksjoner av bomullen har hengt igjen pa klatretaket etter prgveinnsamling og ma dermed sees pa

som en feilkilde.

Pga. klatretakenes vinkler var det utfordrende a ta prgve av eksakt likt areal for hver prgve. Rammen
pa 10x10 cm som beskrevet i kapittel 3.2.2.1 ble lagt pa klatretaket, og den matte legges pa en del av
klatretaket som var utsatt for kontaminering og ikke ngdvendigvis den flateste delen av klatretaket.

Noe som gjorde det utfordrende a dekke eksakt likt areal pa hver prove.

Prgver som ble samlet inn hgyt oppe i veggen matte gjgres vha. stige. Her matte en person holde stigen
for a sikre at den ikke falt. Den andre personen matte sta i stigen, holde rammen mot klatretak og
samtidig sveipe svaberen mot klatretaket. Dette var ikke gunstig da det var vanskelig & holde et jevnt
trykk pa svaberen og trykket pa svaberen kan pavirke hvor mange mikroorganismer som fester seg til

svaberen.

Det var stor variasjon i hvor mye smuss og klatrekalk som hadde dekt hvert klatretak. Pa klatretak med
mye kalk ble det med endel kalk over i rgret med transportveeske og det kan pavirke pH verdien i

vaesken som pavirker vekstforholdene til mikroorganismene i negativ retning.

Fra prgven ble samlet med svaberen til den ble spredt pa agarplatene kunne det ga opp mot 3 timer.
Selv om beholderen med transportvaeske og svaber ble satt pa kjglerom umiddelbart etter ankomst til
laboratoriet, kan det ikke utelukkes at det var noe vekst av bakterier i perioden fra prgve var samlet til

den var overfgrt til agarplate (37).

Resultatene viser et betydelig avvik mellom de fire replikatene av flere paralleller, en faktor som spiller
inn er svabere med 10 mL transportvaeske. Det viste seg a veere sveert vanskelig a blande rgr med 10
mL transportvaeske pa vortex. Opprinnelig var det tenkt & teste svabere med 10 mL transportvaeske

under forforsgket, men lang leveringstid gjorde dette umulig.

Alle disse faktorene kan ha medvirket til stort standardavvik pa enkelte prgver.
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5.2.2 Faktorer i klatresenteret som kan pavirke vekstforholdene

Det ble tatt prgver fra flere omrader i klatresenteret og til ulikt tidspunkt med hensikt om 3
sammenligne resultater. | et klatresenter er det mange faktorer som ikke kan kontrolleres og som kan
ha pavirket resultatene. Hovedforsgket ble gjennomfgrt kl. 14:00 — 15:00 pa en mandag. Det er ikke
mulig & vite hvor mye aktivitet det var i timene fgr prgvene ble samlet inn. Hvor mange som hadde
vaert innom klatresenteret den dagen er usikkert og enda mer usikkert er det hvor mange som hadde
kontaminert hvert av klatretakene det ble tatt prgve av. Klatreveggen som var montert 4 dager for
provedagen hadde klart mest CFU/dm?, noe som tyder pa at flere personer hadde kontaminert

klatretak der enn hva tilfellet er for veggen som var montert 35 dager for prgvedagen.

Det ble tatt prever i anleggets barneavdeling og voksenavdeling, det er kun sammenlignet CFU/dm? og
ikke tatt hpyde for at barn kan ha en annen adferd i klatresenteret enn voksne har. Det er ogsa fravaer
av klatrekalk i barneavdelingen da barn ikke benytter klatrekalk. Pa prgvedagen ble det observert mye
aktivitet i voksenavdelingen og ingen aktivitet i anleggets barneavdeling i tidsrommet prgver ble

samlet inn.

Temperatur og luftfuktighet er faktorer i klatresenteret som pavirker mikrobiell vekst. Luftfuktigheten
pavirkes av bruken av klatrekalk i anlegget, klatrekalk finnes pa vegg, gulv og som svevestgv i rommet.
All denne kalken gjgr at luften oppleves som relativt tgrr. Forsgket er utfgrt i mars og april og
temperaturen var relativt lav. Ved Grip Klatring pa Sluppen er det store vindusflater mot vest noe som

medfgrer at bygget varmes opp pa sommeren og kan pavirke vekstforholdene for mikroorganismer.

5.3 Desinfisering

5.3.1 Desinfisering av klatrevegg med Niscosept PRO

Resultatene viser at desinfiseringen av klatretak var en effektiv metode for a drepe mikroorganismer.
Som Figur 24 viser var det fgr desinfisering 2750 (+2436) CFU/dm? og 10 minutter etter desinfisering
var dette redusert til 109 (+95) CFU/dm?, det er en redusering pa 96,0%. Etter 30 minutter var tallet
okt til 144 (+91) CFU/dm?. Det ble brukt en konsentrasjon p& 1%, som ser ut til & vaere effektivt etter
10 minutter virketid. Klatretakene er av robust materiale og ga ingen synlige skader, noe som tyder
pa at Niscosept PRO som inneholder didecyldimetylammoniumklorid og benzalkoniumklorid er godt

egnet som desinfeksjonsmiddel for et klatresenter.
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5.3.2 UV-strdling

Desinfisering ved UV-straling ble utfgrt i lab og ikke klatresenter pga. mangel pa utstyr. Stralingen ble
utfgrt vha. UV-lys i sterilbenk. For & prgve a gjenskape et mest mulig realistisk miljg ble det lant tre
klatretak av Grip Klatring, et blatt, et rgédt og et oransje. Det viste seg derimot a veere vanskelig a

kontaminere klatretakene pa en tilstrekkelig mate.

Det ble tatt prgve av klatretakene etter kontaminering fgr UV-lys ble slatt pa, som viste 622 (+787)
CFU/dm?. Etter 30 minutter med UV-straling var det redusert til 13.3 (+6.7) CFU/dm?som er vist i
Figur 25. Parallellen fra det oransje klatretaket som ble tatt etter 30 minutter matte tas ut av
forspket, da det ble oppdaget at det manglet en betydelig mengde med transportvaeske i dette rgret,
dette ble ikke oppdaget fgr parallellene skulle overfgres til agarplater. Det ble tatt prgve etter 60
minutter UV-straling, resultatene var 231.1 (¥96) CFU/dm?. Det oransje klatretaket hadde pa preven
for straling ingen vekst, etter 60 minutter med straling var det vekst. Dette klatretaket ble etter 30
minutter sveipet med svaberen som manglet transportvaeske, det kan tyde pa at denne svaberen

ikke var steril.

Klatretakene i sterilbenk ble direkte utsatt for UV-lys fra begge sider. Og dette kunne vaere grunnen
til at metoden var veldig effektiv, men utfordringen med en klatrevegg i voksenavdelingen er det
forskjellige vinkler som kan gjgre at det blir mindre effektivt hvis UV-lys skal brukes ved klatresenter,
siden UV-stralene ikke vil treffe alle klatretakene likt. Noen av klatretakene hos Grip Klatring er laget
av polyuretan (PU) som kan ta skade av UV-straler (8). Om UV-straling skal benyttes for desinfisering i

klatresenteret bgr det kun brukes i omrader av anlegget som ikke har klatretak av polyuretan.

5.3.3 Klatrekalk
Undersgkelse ved De Montfort University Leicester viste at Covid-19 viruset drepes effektivt i kontakt

med klatrekalk (1). For a undersgke om klatrekalk kan ha en tilsvarende effekt pa bakterier ble det
gjort forsgk i laboratoriet med to typer klatrekalk: OCUN Chalk Ball og Grip Climbing Chalk. Klatrekalken
ble pafgrt klatretak som var Iant fra Grip Klatring. Det ble i tillegg utfgrt en blindprgve som ikke ble
dekket med kalk som en referanse. P4 samme mate som ved forsgket med UV-straling ble ikke
klatretakene kontaminert pa en tilstrekkelig mate. Under prgvetaking og arbeid pa laboratoriet var det
et stort fokus pa handhygiene, det er direkte arsak til at fa bakterier ble overfgrt til klatretak under
forspk pa kontaminering. Klatretak burde vaert kontaminert pa en bedre mate. Noe av prgvematerialet

som ble samlet ved klatresenteret kunne vaert overfgrt til klatretak.
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Klatretak som ble pafgrt klatrekalken «OCUN Chalk Ball» hadde f@gr pafgring av kalk 233 (+307)
CFU/dm? og 30 minutter etter pafgring 22 (+32) CFU/dm?, det var 7 av 9 agarplater helt uten vekst
etter kontaminering pa klatretak. Tilsvarende forsgk med «Grip Climbing Chalk» hadde vekst pa 5 av 9
agarplater. Fgr pafgring av klatrekalk var det 833 (+1109) CFU/dm? og 30 minutter etter pafgring var
det sunket til 655 (¥904) CFU/dm?. Blindtesten hadde 78 (*+32) CFU/dm? etter kontaminering, 30
minutter etter kontaminering var det gkt til 155 (¥197) CFU/dm?. Selv om kontaminering av klatretak
ikke var spesielt vellykket sa ser det ut til 8 veere en trend med at antall mikroorganismer reduseres

etter pafgring av kalk, i motsetning til blindprgven hvor antall mikroorganismer gker med tiden.

5.4 Indikasjon pa tilstedevaerelse av Staphylococcus aureus

Det ble utfgrt undersgkelser for a finne indikasjoner pa tilstedevaerelse av S.aureus, pa prgver som ble
tatt i forbindelse med desinfisering med Niiscosept PRO. Det er prgver som ble tatt fgr desinfisering
og 10 minutter etter desinfisering som det ble utfgrt undersgkelser pa. Det er utfgrt undersgkelser pa

20 kolonier fra prgven fgr desinfisering og 20 fra prgven etter desinfisering.

Det ble oppdaget bakteriekolonier med ulikt utseende etter oppdyrking pa TSA-plater. Ulike farger
som hvite, blanke, lys gul og mgrk gul. De fleste kolonier hadde sfaerisk og flat form, noen kolonier var
store andre sma. Det er sannsynligvis et bredt spekter av bakteriearter representert. S.aureus er
bakterien det er gjort forsgk pa a finne indikasjon pa tilstedevaerelse av. Noen av koloniene ble overfgrt
til MSA-plater, det er et selektivt medium hvor kun stafylokokker vokser. S.aureus er den eneste
bakterien som kan endre farge pa MSA-medium fra rosa til gul. Det ble vekst pa de fleste plater og
resultater fra prgve for desinfisering viser at 10 av 20 kolonier har endret farge pa MSA fra rosa til gul.

For prgve etter desinfisering er tilsvarende tall 5 av 20.

Ved overfgring fra TSA til MSA ble det betraktet at hver koloni som ble plukket fra TSA-plater stammer
fra en og samme celle. Det var utfordrende med direkte overfgring av bakteriekoloni fra TSA-plater til
MSA-plater. Da det ikke ble enkelte og ensartede kolonier pa MSA-plater som Figur 27 viser. Noe som

senere medfgrte utfordring ved oksidase og katalase-test.

Det ble utfgrt katalasetest og oksidasetest pa kolonier som endret farge pa MSA fra rosa til gul.
S.aureus bakterien er katalasepositiv og oksidasenegativ. Det ble gjort 10 katalasetester og alle var

positive. Det ble gjort 5 tester pa oppdyrket S.aureus som referanse hvor alle var positive.

Det ble utfgrt oksidasetest pa de samme kolonier som det ble gjort katalasetest pa. Det var 3 av 10
som var oksidasenegative. Det ble gjort 5 tester pa oppdyrket S.aureus som referanse hvor alle var

negative.
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Det er indikasjoner pa at S.aureus er tilstedevaerende i klatresenteret men det kan ikke konkluderes
med sikkerhet. For & identifisere S.aureus med sikkerhet er det ngdvendig med mer avanserte tester
eksempelvis PCR, dette ble ikke utfgrt pga. tidsbegrensning. Det er indikasjoner pa at det var stgrre

tilstedevaerelse av S.aureus fgr desinfisering kontra etter.

Staphylococcus aureus er en patogen bakterie som finnes i nese og svelg hos friske personer og
medfgrer en risiko for alvorlig infeksjon. | 2019 ble det utfgrt en pilotstudie ved Kent State University
(2) for & kartlegge utbredelsen av S.aqureus og MRSA pa fasiliteter ved treningssentre og
sykehusfasiliteter. Underspkelsen viste at 38.2% av alle overflater var kontaminert med S.aureus.
Brukere av klatresenter har ofte sar og rifter i huden som fglge av klatringen og kan veaere utsatt for

infeksjon om S.aureus kommer i kontakt med apne sar.

5.5Tiltak som kan forebygge infeksjon som fglge av Staphylococcus aureus

For a forebygge infeksjon som fg@lge av Staphylococcus aureus er det noen tiltak som brukere av
klatresenter kan fglge. Brukerne kan dekke til sar og rifter i huden for & unnga kontakt med S.aureus.
God handhygiene med bruk av alkoholbaserte desinfeksjonsmidler bidrar til & forhindre spredning av
S.aureus til klatreveggen (3). Rengjgring av klaer og utstyr mellom hver treningsgkt begrenser

spredning av S.aureus, bakterien er robust og kan overleve 60 °C inntil 60 minutter (38).

5.6 Anbefalinger til videre arbeid

Resultatene er ikke entydig, og bachelorgruppen har anbefalinger dersom lignende forsgk skal gjentas.
Svabere

Det anbefales & kun bruke svabere med 1 mL transportvaeske. Under hovedforsgket er det kun
benyttet svabere med 10 mL transportveeske og disse visste seg a vaere svaert vanskelig a blande godt

pa vortex som har resultert i store avvik mellom replikater fra samme parallell.
Flere replikater

Mangel pa arbeidsareal pa sterilbenk har gjort det utfordrende & handtere mange agarplater pa en
gang og har medfgrt at det ble laget feerre replikater enn gnskelig. Ved flere replikater er det mulig a
utelukke et enkelt replikat dersom det er et replikat som skiller seg vesentlig ut fra resten. Ved bare

fire replikater er det vanskelig a sla fast om et replikat er et faktisk avvik.
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Dyrkning pa MSA-plater

Direkte overfgring av bakteriekolonier fra TSA-plater til MSA-plater ga ikke enkelte og ensartede
kolonier. Det gjorde at mange kolonier vokste sammen og gjorde det utfordrende a utfgre oksidase og
katalase-test. Hvis forsgket skal gjentas anbefales det & Igse kolonier fra TSA-plater i et lite volum av
TSB eller transportvaeske, og etterpa overfgre til MSA-plater og utstrekning teknikk kan brukes. Dette

kan medfgre enkelte og ensartede kolonier.
Utvelgelse av prgvelokasjon

Da det ikke er gjort lignende undersgkelser tidligere ble det tidlig bestem a ga bredt ut a samle prgver
fra mange omrader av klatresenteret. Dette har medfgrt et stort antall prgver, paralleller og replikater
a handtere. Om oppgaven skal utfgres pa nytt anbefales det a spisse litt mer inn pa et bestemt omrade.
Det er oppdaget mest vekst pa klatrevegg noen dager etter nye klatreruter er montert, og det vil vaere

mest interessant a teste grundigere i dager og uker etter en ny klatrerute er montert.
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6 Konklusjon

Resultatene i forsgket gir en indikasjon pa at vekstforholdene for mikroorganismer er mindre gunstig
i et innendgrs klatresenter kontra en innendgrs kunstgressbane. Det er derimot mer vekst enn det som

finnes pa sykehusgulv og omtrent pa samme niva som teppegulv i kontorarealer.

Hvorvidt klatrekalk er direkte arsak til mindre gunstig vekstforhold er ikke mulig & konkludere med
ettersom resultatene ikke er entydige. Forsgket utf@rt i laboratoriet for 8 undersgke desinfiserende
effekt av klatrekalk ble ikke vellykket da klatretak ikke ble kontaminert tilstrekkelig. Resultatene fra
barneavdelingen hvor det ikke benyttes klatrekalk sammenlignet med resultater fra voksenavdeling
hvor det benyttes klatrekalk ma ogsa sees pa med en viss usikkerhet, sannsynligvis var det mindre
aktivitet i barneavdelingen i timene f@r prgver ble tatt. Det anbefales videre undersgkelser av

klatrekalk for a sla fast om den er desinfiserende.

NUscosept PRO er et effektivt middel for & desinfisere klatretak. Fgr klatretak ble desinfisert hadde
klatretakene gjennomsnittlig 2750 (+2723) CFU/dm? og 10 minutter etter desinfisering var tilsvarende
verdi 109 (+ 106) CFU/dm?, noe som er en nedgang pa 96,0%.

Det er indikasjoner pa at S.aureus er tilstedevaerende i klatresenteret, men det kan ikke konkluderes
med sikkerhet. For & identifisere S.aureus med sikkerhet er det ngdvendig med mer avanserte tester
eksempelvis PCR, dette ble ikke utfgrt pga. tidsbegrensning. Det er indikasjoner pa at det var stgrre

tilstedeveerelse av S.aureus fgr desinfisering kontra etter.

Ved besgk hos Grip Klatring er det blitt observert et bra fokus pa renhold i senteret med a bgrste

klatretak og stgvsuge gulv, noe som medfgrer at nivaet av klatrekalk holdes pa et relativt lavt niva.

Det er vanskelig 8 komme med en klar anbefaling om innfgring av nye renholdsrutiner nar prgver
avviker sa mye som i dette forsgket. Men en enkel anbefaling er a oppfordre brukere av

klatreanlegget til a sgrge for god handhygiene og a dekke til sar og rifter i hud.
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Vedlegg 1

Vedlegg

Vedlegg 1. Gjennomsnittlig kimtall pa TSA-plater.
Hovedforsgk

Barneavdeling

Tabell 10, Tabell 11 og Tabell 12 viser antall CFU/dm? fra preve 1, 6 og 7 fra klatretak av tre i
barneavdeling.

Tabell 10: Prave 1 fra barneavdelingens klatrevegg ble prgvene tatt lav pa trevegg midt pd dagen.

Parallell Kimtall Gj.snitt Fortynning Gj.snitt CFU/dm?
A 5.75

B 4.25

C 2.25 11.45 1:100 1145 (£1323)
D 34.5

E 10.5

Tabell 11: Prgve 7 fra barneavdelingens klatrevegg ble prgvene tatt lav pa trevegg i barneavdeling ved anleggets dpningstid.

Parallell Kimtall Gj.snitt Fortynning Gj.snitt CFU/dm?
A 2.75

B 2.75

C 10.25 6.55 1:100 655 (+638)

D 16

E 1

Tabell 12: Prgve 6 fra barneavdelings klatrevegg ble pr@vene tatt hgy pd trevegg midt pd dagen.

Parallell Kimtall Gj.snitt Fortynning Gj.snitt CFU/dm?
A 8.75

B 9.25

C 38.75 30.7 1:100 3070 (£3732)
D 4

E 92.75

Tabell 13 viser antall CFU/dm? fra prgve 2. Fra klatretak av plast i barneavdeling.

Tabell 13: Prgve 2 fra barneavdelingens klatrevegg ble pragvene tatt pd lave klatretak av plast.

Parallell Kimtall Gj.snitt Fortynning Gj.snitt CFU/dm?
A 62.25

B 27.75

C 30.25 39.3 1:100 3930 (+1426)
D 44

E 32.25
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Voksenavdeling

Tabell 14 og Tabell 15 viser antall CFU/cm? fra prgve 3 og 8. Klatretakene var montert 4 dager for
prgvene ble tatt.

Tabell 14: Prgve 3 fra voksenavdelings klatrevegg ble prgvene tatt fra klatretak av plast midt pd dagen.

Parallell Kimtall Gj.snitt Fortynning Gj.snitt CFU/dm?
A 20

B 51.5

C 44.25 38.35 1:100 3835 (+1508)
D 51.5

E 24.5

Tabell 15: Prgve 8 fra voksenavdelingens klatrevegg ble prgvene tatt fra klatretak av plast ved anleggets Gpningstid.

Parallell Kimtall Gj.snitt Fortynning Gj.snitt CFU/dm?
A 54.25

B 47

C 39.75 58.65 1:100 5865 (+1771)
D 84.25

E 68

Tabell 16 og Tabell 17 viser antall CFU/dm? fra prgve 4 og 5. Klatretakene var montert 35 dager for

prgver ble tatt.

Tabell 16: Pragve 4 fra voksenavdelingens klatrevegg ble prgvene tatt fra lav i klatrevegg, klatretak av plast midt pd dagen.

Parallell Kimtall Gj.snitt Fortynning Gj.snitt CFU/dm?
A 9.25

B 24.75

C 21.50 21.45 1:100 2145 (£1494)
D 44.50

E 7.25

Tabell 17: Prgve 5 fra voksenavdelingens klatrevegg ble pravene tatt hgy i klatrevegg, klatretak av plast midt pd dagen.

Parallell Kimtall Gj.snitt Fortynning Gj.snitt CFU/dm?
A 6.75

B 33

C 1.75 10.85 1:100 1085 (£1256)
D 6

E 6.75
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Desinfisering

Nuscosept PRO

Tabell 18 viser gjennomsnittlig kimtall fgr desinfisering, Tabell 19 viser gjennomsnittlig kimtall 10

minutter etter desinfisering og Tabell 20 viser gjennomsnittlig kimtall 30 minutter etter desinfisering.

Tabell 18: CFU/cm? fgr desinfisering.

Parallell Kimtall Gj.snitt Fortynning Gj.snitt CFU/dm?
A 37.5

B 68

C 2.75 27.5 1:100 2750 (+2436)
D 26.5

E 2.75

Tabell 19: CFU/cm? 10 minutter etter desinfisering.

Parallell Kimtall Gj.snitt Fortynning Gj.snitt CFU/dm?
A 7.25

B 27

C 1.75 10.9 1:10 109 (£95)

D 16

E 2.5

Tabell 20: CFU/cm? 30 minutter etter desinfisering.

Parallell Kimtall Gj.snitt Fortynning Gj.snitt CFU/dm?
A 10.75

B 28.75

C 0.5 14.4 1:10 144 (+91)

D 15.75

E 16.25
UV-straling

Tabell 21 viser gjennomsnittlig kimtall fgr UV-straling, Tabell 22 viser gjennomsnittlig kimtall etter 30

minutter med UV-stradling og Tabell 23 viser gjiennomsnittlig kimtall etter 60 minutter med UV-straling.

Det er benyttet 3 klatretak: Bl3, oransje og rgd.

Tabell 21: CFU/dm? prove fgr desinfisering.

Parallell Kimtall Gj. snitt Fortynning Gj.snitt CFU/dm?
Bla 17.33
Oransje 0 6.22 1:100 622 (+787)

Red 1.33



Vedlegg 1

Tabell 22: CFU/dm? etter 30 minutter strdling.

Parallell Kimtall Gj. snitt Fortynning Gj.snitt CFU/dm?
Bla 0.67

Oransje - 1.33 1:10 13.3 (£6.7)
Red 2

Tabell 23: CFU/dm? etter 60 minutter med strdling.

Parallell Kimtall Gj. snitt Fortynning Gj.snitt CFU/dm?
Bla 1
Oransje 24.11 24.11 1:10 241 (£373)
Rod 16.33

Klatrekalk

OCUN Chalk Ball

Tabell 24 viser gjennomsnittlig kimtall fgr pafgring av kalk og Tabell 25 viser gjennomsnittlig kimtall 30

minutter etter pafgring av kalk.

Tabell 24: CFU/dm? fgr desinfisering.

Parallell Kimtall Gj. snitt Fortynning Gj.snitt CFU/dm?
Bla 6.67

Oransje 0 2.33 1:100 233 (£307)
Red 0.33

Tabell 25: CFU/dm? 30 minutter etter desinfisering.

Parallell Kimtall Gj. snitt Fortynning Gj.snitt CFU/dm?
Bla 0.67

Oransje 0 0.22 1:100 22 (£32)
Rod 0

Grip Climbing Chalk

Tabell 26 viser gjennomsnittlig kimtall fgr pafgring av kalk og Tabell 27 viser gjennomsnittlig kimtall

30 minutter etter pafgring av kalk.

Tabell 26: CFU/dm? far desinfisering.

Parallell Kimtall Gj. snitt Fortynning Gj.snitt CFU/dm?
Bla 0
Oransje 1 8.33 1:100 833 (+1109)

Rod 24
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Tabell 27: CFU/dm? 30 minutter etter desinfisering.

Parallell Kimtall Gj. snitt Fortynning Gj.snitt CFU/dm?
Bla 19.33
Oransje 0.33 6.45 1:100 655 (£904)
Red 0

Blindtest

Tabell 28 viser gjennomsnittlig kimtall umiddelbart etter kontaminering av klatretak og Tabell 29 viser

giennomsnittlig kimtall 30 minutter etter kontaminering.

Tabell 28: CFU/dm? ved start.

Parallell Kimtall Gj. snitt Fortynning Gj.snitt CFU/dm?
Bla 0.33

Oransje 1 0.78 1:100 78 (£31)
Rod 1

Tabell 29: CFU/dm? etter 30 minutter.

Parallell Kimtall Gj. snitt Fortynning Gj.snitt CFU/dm?
Bla 4.33
Oransje 0 1.56 1:100 156 (+197)

Rod 0.33
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Vedlegg 2. Beregning av standardavvik.

Det ble utregnet standardavvik ved bruk av formel 1, hvor Xer gjennomsnitt av alle paralleller og x er

gjiennomsnitt av hver parallell.

standardavvik =

(1)

Et utregningseksempel hvor gjennomsnitt av alle paralleller er lik 11.45, og gjennomsnitt av hver
parallell er henholdsvis 5.75, 4.25, 2.25, 34.5, 10,5 blir:

Siden det ble brukt fortynning pa 1:100 sa blir gjennomsnittet 1145 og gjennomsnitt av hver parallell
blir 575, 425, 225, 3450, 1050.

(575-1145)2+(425-1145)2+(225-1145)2+(3450—1145)2+(1050—1145)2
5—-1

Standardavvik=J =1323

=638

\/(275—655)2+(275—655)2+(1025—655)2+(1600—655)2+(100—655)2
5-1



