Politechnika t6dzka

ZESZYTY NAUKOWE Nr 1074

BEATA GUTAROWSKA

GRZYBY STRZEPKOWE

ZASIEDLAJACE MATERIALY BUDOWLANE
WZROST ORAZ PRODUKCJA MIKOTOKSYN | ALERGENOW

tODZ 2010



ZESZYTY NAUKOWE POLITECHNIKI EODZKIE]J

SCIENTIFIC BULLETIN OF THE TECHNICAL UNIVERSITY
OF LODZ

BULLETIN SCIENTIFIQUE
DE L’UNIVERSITE POLYTECHNIQUE DE LODZ

HAVYYHBIE 3AITNCKHA
JOJA3MHCKOI'O ITOJIMTEXHUYECKOI'O YHUBEPCUTETA

WISSENSCHAFTLICHE HEFTE
DER TECHNISCHEN UNIVERSITAT IN LODZ

Redaktor Dziatu: prof. dr hab. inz. Piotr Wodzinski

Recenzenci: prof. dr hab. inz. Beata Cwalina
prof. dr hab. Zdzistaw Libudzisz

©Copyright by Politechnika £.6dzka 2010

Adres Redakcji — Anpec Pengaxiuu — Editor's Office
Adresse de Redaction — Schriftleitungsadresse:

WYDAWNICTWO POLITECHNIKI EODZKIE]
90-924 1.6dz, ul. Wélczanska 223
tel./fax 42-684-07-93
e-mail: a-row-1@adm.p.lodz.pl
www.wydawnictwa@p.lodz.pl

ISSN 0137-4834

Naktad 140 egz. Ark. druk. 11,0. Papier offset. 80 g, 70 x 100
Druk ukonczono we wrze$niu 2010 r.
Wykonano w Drukarni Quick-Druk, 90-562 £.6dz, ul. Lakowa 11



SPIS TRESCI

WYKAZ SKROTOW ISYMBOLL........ooooooeoooeeeeeeeeeeeeeeeen,
STRESZICZENIE ..o oo s e s e

1. PRZEGLAD LITERATURY .....cccooiiiiiiiiiiniececeeeceeeeeeeeee
1.1. Grzyby strzgpkowe — ogélna charakterystyka .......c..ccocceeveeneenncns

1.2. Porazenia grzybami strzgpkowymi pomieszczen mieszkalnych —

skala ZJaWiSKa ......coveiiiiiiiiiieniee e
1.3. Grzyby strzgpkowe w budynkach ..........ccccocceeviiiiiniinnninniinen,
1.4. Wplyw grzybdéw strzgpkowych na zdrowie ludzi ..........cccccecueenee.
1.5. MIKOtOKSYILY ...contiiiiiiiiiiieieeie ettt ettt
1.5.1. Wptyw mikotoksyn na zdrowie mieszkancow ....................
1.5.2. Cytotoksyczno$¢ mikKOtOKSYN .....c.cecevveevieenueenicneeniinieeeeene
1.5.3. Genotoksyczno$¢ miKOtoKSYN ........ccceevueevieniinieniiiieenieene

1.6. Inne substancje aktywne biologicznie wytwarzane przez grzyby
SEIZEPKOWE ...ttt ettt ettt ettt
1.7. Czynniki warunkujace wzrost grzybéw strzgpkowych
na materiatach budowlanych............ccoccoviiiiiiniinie,
1.8. Materiaty budowlane jako podioze do wzrostu grzyboéw
SEIZEPKOWYCH L.ttt

2. GENEZATCEL PRACY ......cccooiiiiiiiininenee e

3. METODYKA BADAN ........ccooooiiiiiiimnnnniinesneiiessesseeseessseseen
3.1. Obiekt badan $rodowiskowych — mieszkania i mieszkancy ..........
3.2. Charakterystyka materiatu biologicznego........cccccoceereericrnicrncnn
3.3. Pozywki mikrobiologiczne ..........c..ccoceviirviinniiiniineenecnicnicen
3.4. Materialy budowlane ..........c..ccocoeeiiiiiiniinninieeeee
3.5. Wilgotnos¢ materiatéw budowlanych..........ccccocceeviniiniinnnnnnn
3.6. Analiza mikologiczna w budynkach mieszkalnych.......................

3.6.1. Analiza mikologiczna powierzchni przegréd budowlanych
3.6.2. Analiza mikologiczna powietrza pomieszczen....................
3.6.3. Identyfikacja grzybow strzgpkowych........cccccoeereiricnncnn
3.7. Oznaczanie ergosteroll.........cccevierieriiniiniieeeeesee et
3710 W POWIBIIZU «..eneiiiiniiieiieeieciteieeeeee et
3.7.2. Na przegrodach budowlanych .......c...ccccceveeveincnicnncnncnn
3.7.3. Na materiatach budowlanych porazonych przez grzyby
SITZEPKOWE ..ottt ettt
3.8. Hodowle laboratoryjne grzybow strzgpkowych na materiatach
BUdOWIANYCH ...



3.8.1. Przygotowanie zawiesiny zarodnikéw grzybéw

StIZEPKOWYCH (..ot 55
3.8.2. Przygotowanie materialéw budowlanych do badaf .................... 55
3.8.3. Hodowle grzybow strzepKoOwWych .........ccocevviirviieneenecniecniecnncnn 55
3.9. Oznaczanie MiKOTOKSYN ......ccccovuiriiiiiiiniiiiinienieeceece e 56
3.9.1. Metoda chromatografii cienkowarstwowej (TLC) ...................... 56
3.9.2. Metoda immunoenzymatyczna Elisa........ccccoveevienicncncnnncnn 57
3.9.3. Metoda HPLC — MS/MS ......ooiiiiiiiiineeteeeee e 58
3.10. Oznaczanie cytotoksyczZnoS$ci 0ZOINE] .......cocvevveevieenieeneenienienieeienn 58
3.11. Oznaczanie genOtOKSYCZNOSCI.......eevueerueeruiiriiriirieeieenieeneenee e 60
3.12. Badania mieSZKANCOW .......coc.eevuerviernuieniienienteeteeeeeeeenee et 61
3.12.1. Kwestionariusz wywiadu lekarski€go .........c..ccccceereenieniennncnne 61
3.12.2. Punktowe testy skOrne SPT ........ccccooveriiniiiiiinincnciceeee 61
3.12.3. Oznaczanie antygenowo swoistych przeciwciat klasy
IgE oraz klasy asIgE w surowicy Krwi ........ccccceveeneencenicnnncne 62
3.13. Oznaczanie w surowicy krwi przeciwciat przeciwko alergenom
plesni obecnym w budynkach.........c.cccocveriiriiiiiiniininiieeeeens 62
3.14. Ekstrakcja bialek alergennych ple$ni.........ccccceceeiiiniiniiniinienncnnene 63
3.15. Elektroforeza SDS-PAGE.........ccccooiiiiniininieeeceeeccee e 63
3.16. IMMUNODBIOTHING. .....eeeiviiiiiieiiieeiee ettt ettt ettt et 64
3.17. Obliczenia MateMALYCZIE ......c..eevveerreenuieniienieeieeieenieeneeesieesieesaeeeee e 64
4. WYNIKI BADAN TICH OMOWIENIE ............cccocoovimvvmirinrensrenennnes 66
4.1. Badania STOdOWISKOWE ......cc.couirieviiniiriiienieienieeeceteeere e 66
4.1.1. Charakterystyka pomieszczen mieszkalnych
i analiza przyczyn zagrzybienia..........cccceeveeneenienieniennieenieenieens 66
4.1.2. Rozwdj grzybdéw strzgpkowych w pomieszczeniach
MIESZKAINYCh ..ot 68
4.1.3. Mikotoksyny na przegrodach budowlanych
oraz ich cytotoksycznos$¢ i genotoksycznose........ccuevveeveeenieeneene 78
4.1.4. Stan zdrowia MieSZKANCOW.....c..coveiriiriuiririeiieiienieeeeeeieereeaeens 80
4.2. Badania [aboratoryjie ..........ceoueereerieriienienieeieeieesiee sttt 86
4.2.1. Wzrost grzybow strzgpkowych na materiatach budowlanych —
badania MOdEIOWE .........ccceeviiriiriiiriiiiieiceceeee e 86

4.2.2. Wplyw zanieczyszczen w postaci kurzu oraz zwiazkéw
organicznych na wzrost grzybdw strzgpkowych na materiatach

bUdOWIANYCh. ..ot 90
4.2.3. Wpltyw wilgotnos$ci materiatu budowlanego na wzrost
SIZYDOW StrZEPKOWYCH ..cvviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 93

4.2.4. Mikotoksyny w materiatach budowlanych..........c..ccccoeriiinin, 97



4.2.5. Cytotoksycznos¢ i genotoksyczno$¢ materiatéw budowlanych
porazonych przez grzyby Strzgpkowe.......c..ccoccecveeverveeneenecnee. 102
4.2.6. Wpltyw rodzaju materialu budowlanego, wilgotnosci
oraz obecnosci zanieczyszczeh na tworzenie mikotoksyn

na materialach budowlanych ..........cccccocceiiiiiniinnniices 105
4.2.7. Wptyw rodzaju materiatu budowlanego na tworzenie biatek
AlerZeNNYCH....ooiiiiiiiiiiii e 111
5. DYSKUSJA WYNIKOW ........ooooivmiiiimiimmieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeees s 118
6. WNIOSKI ...ttt 137
LITERATURA ..ottt sttt 139
SUMMARY ...ttt ettt ettt st 159
CHARAKTERYSTYKA ZAWODOWA AUTORA.........ccceiiiiieice 162



WYKAZ SKROTOW I SYMBOLI

ABPA

AFL B,

Altal

as IgE

Aw

BSL
DAS
DON
Elisa
ENHIS

HeLa komorki
HPLC

HPLC - DAD

HPLC - MS

HPLC -
MS/MS

HPLC -

UV/VIS
ICso

IgE

ang. Allergic Bronchopulmonary Aspergillosis, aspergiloza ptucna
o przebiegu alergicznym,

aflatoksyna B, mikotoksyna,

oznaczenie bialka alergennego (skrot liter- skrét od nazwy gatunkowej
grzyba — Alternaria alternata, cyfra — numer sklasyfikowanego
alergenu — 1),

ang. alergen specific Immunoglobulin E, alergenowo swoiste
przeciwciata klasy IgE,

ang. water activity, aktywno$¢ wody, wskaznik réwnowagi
higroskopijnej,

ang. Biosafety Level, klasyfikacja biobezpieczenstwa grzybow,
diacetoksycirpenol, mikotoksyna,

deoksyniwalenol (womiotoksyna), mikotoksyna,

ang. Enzyme-linked immunosorbent assay, test immunoenzymatyczny,

ang. European Environmental and Health Information System,
Europejski System Informacji o Srodowisku i Zdrowiu,

linia komdérkowa wywodzaca si¢ z komdrek raka szyjki macicy,

ang. High Performance Liquid Chromatography, wysokosprawna
chromatografia cieczowa,

ang. High Performance Liquid Chromatography with Diode Array
Detector, wysokosprawna chromatografia cieczowa z detektorem
fotodiodowym,

ang. High Performance Liquid Chromatography —Mass Spectrometry,
wysokosprawna chromatografia cieczowa ze spektrometria masowa,

ang. High Performance Liquid Chromatography —Mass Spectrometry
/Mass Spectrometry, wysokosprawna chromatografia cieczowa z tandemem
spektrometrii masowej,

ang. High Performance Liquid Chromatography with UV/VIS Detector,
wysokosprawna chromatografia cieczowa z detektorem UV/VIS,

ang. Inhibitory Concentration, st¢zenie trucizny, ktére o 50%, w porow-
naniu z préba kontrolna, hamuje rozwdj organizméw (np. bakterii) lub
proliferacj¢ komoérek (test MTT, XTT),

immunoglobuliny E, klasa przeciwcial,
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interleukina 6, najwazniejsza i najbardziej wielokierunkowo dziatajaca
cytokina uwalniana przez monocyty i makrofagi,

ang. Idiopathic Pulmonary Hemosiderosis, hemosyderoza ptuc,

ang. International Union of Immunological Societes Allergen
Nomenclature Sub-Committee, Migdzynarodowa Unia Towarzystw
Immunologicznych, Podkomitet Nazewnictwa Alergenowego,

ang. cfu — colony forming units, jednostki tworzace kolonie,
kilodalton (1 kDa = 1000 Da), jednostka masy czasteczkowej biatek,

ilosciowa jednostka przeciwciat klasy IgE w surowicy krwi, 1 U
odpowiada 2,44 ng IgE,

ang. The Mouse Lymphoma Assay, test genotoksyczno$ci na mysich
komoérkach chioniaka,

ang. MMT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) Assay, test MTT redukc;ji soli tetrazolowej bromku 3-
(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolowego — metoda oznaczania
cytotoksycznosci,

ang. Microbial Volatile Organic Compounds, mikrobiologiczne,
organiczne metabolity lotne,

niwalenol, mikotoksyna,

ochratoksyna A, mikotoksyna,

patulina, mikotoksyna,
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ang. Retardation factor, retention (value) factor — wskaznik op6znienia,
(wskaznik retencji) — pojgcie stosowane w chromatografii
cienkowarstwowej; jest to iloraz odlegtosci przebytej przez substancje
rozdzielana przez odleglo$¢ przebyta przez czoto eluentu

(uktadu rozwijajacego),

szybkos¢ syntezy ergosterolu w polowie fazy logarytmicznej wzrostu
(ug ergosterolu/g materiatu/dobg),

maksymalna szybko$¢ syntezy ergosterolu (g ergosterolu/g materiatu/
dobg),

ang. Sick Building Syndrom, Syndrom Chorego Budynku,
ang. Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis,
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elektroforeza w Zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych,
stosujac SDS — s6l sodowa siarczanu dodecylu,

ang. Skin Prick Test, punktowe testy skérne w ocenie alergii,
sterigmatocystyna, mikotoksyna,

trifluorotymidyna, analog pirymidyny, odczynnik cytotoksyczny wyko-
rzystywany w te$cie genotoksycznosci MLA,

kinaza tymidynowa, enzym, ktérego mutacja genu badana jest w tescie
genotoksycznos$ci MLA,

ang. Thin Layer Chromatography, chromatografia cienkowarstwowa,
ang. Tumor Necrosis Factor, czynnik martwicy nowotworu,

toksyczna powierzchnia zainfekowana grzybami plesniowymi (Piontek,
2004),

wilgotno$¢ wzgledna powietrza (%),

ang. XTT (2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2 H-tetrazolium-
5-carboxanilide) Assay, test XTT redukcji soli sodowej 3’-(1(fenylo-
aminokarbonylo)-3,4-tetrazolio)-bis (4-metoksy-6-nitro) benzeno-sul-
fonowego kwasu — metoda oznaczania cytotoksycznos$ci.



STRESZCZENIE

Grzyby strzgpkowe wystgpuja powszechnie, a ich aktywny rozwoj obserwuje
si¢ miedzy innymi na przegrodach budowlanych w pomieszczeniach mieszkalnych
pod warunkiem odpowiednio wysokiej wilgotnosci. Znane sa ich wilasciwosci
toksynotworcze i alergenne ujawniane podczas wzrostu na zdefiniowanych podtozach
mikrobiologicznych, jednak wlasciwosci te podczas rozwoju grzybni na materiatach
budowlanych sa odmienne. W rutynowych badaniach mikologicznych pomieszczen
wyizolowane gatunki grzybdw identyfikuje si¢ i charakteryzuje pod wzgledem
toksynotworczos$ci i alergennosci, wytacznie na podstawie literatury.

Badania 72 pomieszczeh mieszkalnych z objawami zagrzybienia, w ktérych ple-
$nie wystgpowaty na przegrodach budowlanych, $rednio w ilosci 7x107 jtk100 cm?,
w powietrzu wewnetrznym w ilosci 3x10° jtk/m’, a zawarto$¢ ergosterolu
w powietrzu siggata poziomu 2,6 pg/m’, wykazaty, iz gléwnym czynnikiem
sprzyjajacym ich rozwojowi jest wilgotno$¢ wzgledna powietrza powyzej 60%.
Stwierdzono, ze grzyby strzgpkowe rozwijaty si¢ na wigkszosci badanych materiatéw
budowlanych, wykonczeniowych i termoizolacyjnych. Najczgsciej zasiedlaty
materiaty pochodzenia organicznego, w sktad ktérych wchodzi celuloza lub biatka
(drewno, ptyty gipsowo-kartonowe, tapety oraz skorg tapicerska). Materialy nieorga-
niczne (zaprawa tynkarska, gips, cement) nie sprzyjaty rozwojowi grzybow.

Wiréd grzybdéw strzgpkowych zasiedlajacych przegrody budowlane, a takze
obecnych w powietrzu wewngtrznym, najczgsciej wystgpowaly plesnie nalezace
do rodzajéw: Penicillium, Aspergillus, Cladosporium, Alternaria, Acremonium,
Trichoderma. W budynkach zagrzybionych stwierdzono wigksza réznorodnosé
plesni i dominacjg grzybdw z rodzaju Aspergillus (gléwnie A. versicolor, A. niger,
A. flavus).

Uzytkownicy zagrzybionych pomieszczen skarzyli si¢ na liczne objawy
chorobowe, wérdd ktérych czgsto wystgpowaty objawy alergii i Zespotu Chorego
Budynku (SBS). Gatunkami ples$ni, ktére przyczynialy si¢ do powstania alergii
u mieszkancow byty Penicillium chrysogenum, Penicillium expansum, Alternaria
alternata, Cladosporium cladosporioides, Aspergillus flavus i Aspergillus niger.
Stwierdzono, iz najczgstsza reakcje alergiczng u mieszkancéw wywotuja biatka
tworzone przez Penicillium expansum o masie czasteczkowej 88 kDa i 70 kDa
(Pen ¢ 19) oraz przez Alternaria alternata o masie 30 kDa (Alt a 1) i 53 kDa
(Alta 10).

Badania przegréd budowlanych w zagrzybionych mieszkaniach nie wykazaty
ani zwiazkéw toksycznych wytwarzanych przez plesnie, ani tez oddziatywan
cyto- 1 genotoksycznych. Jednoczesnie zty stan zdrowia mieszkancéw dat podstawy
do sformutowania celu pracy i poszukiwania odpowiedzi na pytanie: jak ksztattuja



si¢ wzrost oraz toksynotworczos¢ i alergenno$¢ grzybow strzgpkowych zasiedla-
jacych materiaty budowlane 1 wykonczeniowe, stosowane obecnie w budownictwie
oraz jakie czynniki srodowiskowe wplywaja na ujawnienie sig tych cech?

Grzyby strzgpkowe wyizolowane z przegréd budowlanych, nalezace do ga-
tunkow Aspergillus versicolor, Aspergillus flavus, Aspergillus ochraceus, Aspergillus
niger, Penicillium chrysogenum, Stachybotrys chartarum w warunkach laborato-
ryjnych, rosnac na podlozach oraz na materiatach budowlanych, ujawnity zdolnos¢
do syntezy groznych dla zdrowia mikotoksyn: aflatoksyn, sterigmatocystyny,
roquefortyny C, meleagriny i wielu innych. Ekstrakty z materialéw budowlanyh
zasiedlonych przez te plesnie wykazywaly cytotoksycznos¢ wobec fibroblastow
mysich w tescie MTT/XTT. Cytotoksycznos¢ plesni zalezala od rodzaju i stg¢zenia
mikotoksyn wytwarzanych na materialach budowlanych. Cytotoksycznos$é
mikotoksyn tworzonych na materiatach budowlanych byta wigksza niz roztworéw
czystych preparatéw mikotoksyn o wyzszym stezeniu. Efekt ten moze wynikaé
z synergistycznego oddziatywania toksyn i innych metabolitéw tworzonych przez
plesnie w Srodowisku budowlanym.

W warunkach laboratoryjnych wykazano, iz materialy budowlane i wykon-
czeniowe pochodzenia organicznego, zawierajace celulozg oraz biatka, w warunkach
wysokiej wilgotno$ci sprzyjaly nie tylko wzrostowi plesni, ale réwniez tworzeniu
przez nie mikotoksyn i alergendw, czego nie potwierdzono w przypadku
materiatéw nieorganicznych. Tworzenie mikotoksyn na materiatach budowlanych
bylo aktywowane obecnoscia biatek i sacharydéw dodawanych w postaci pozywek
mikrobiologicznych lub kurzu domowego. Zahamowanie wzrostu ples$ni oraz pro-
dukcji mikotoksyn stwierdzono na cemencie oraz na ptytach gipsowo-kartonowych
zawierajacych w swoim sktadzie biocydy i zwiazki hydrofobowe (silikon).

Nie stwierdzono genotoksycznosci materialéw budowlanych porazonych
przez toksynotwoércze grzyby strzgpkowe, ani tez preparatéw aflatoksyny B,
i sterigmatocystyny w stgzeniach 100 i 20 pg/ml, wobec komoérek chtoniaka
myszy w teScie MLA.

Materiaty budowlane okazaty si¢ $rodowiskiem korzystniejszym do wytwa-
rzania biatek alergennych, niz pozywki laboratoryjne. Wykryto 39 biatek alergennych
tworzonych przez plesnie rosnace na materiatach budowlanych, w tym 16 biatek
o masie czasteczkowej od 11 kDa do 93 kDa, do tej pory niesklasyfikowanych
przez International Union of Immunological Societes Allergen Nomenclature
Sub-Committee oraz 23 biatka alergenne opisane i sklasyfikowane. Zaobserwowano
réwniez, ze grzyby strzgpkowe podczas wzrostu na materiatach budowlanych
wytwarzaty specyficzne mikotoksyny i biatka alergenne, ktérych nie wykrywano
podczas ich wzrostu na pozywkach mikrobiologicznych. Przyktadami sa tentoksyna,
kwas 3-nitropropionowy oraz liczne biatka alergenne. Wskazuje to na konieczno$¢
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prowadzenia badan witasciwos$ci toksycznych i1 alergennych plesni podczas ich
hodowli na materiatach budowlanych, w warunkach podobnych do wystgpujacych
w budynkach (odpowiednia wilgotno$¢, dodatek kurzu domowego).

Stwierdzono, iz ocena zagrozenia zdrowotnego mieszkancéw powinna
uwzglednia¢ oznaczanie toksynotwdrczosci, cytotoksycznosci i alergennosci plesni
wyizolowanych z budynkéw. W badaniach tych nalezy uwzgledni¢ potwierdzenie
alergii na plesnie metoda immunoblottingu z wykorzystaniem ekstraktow biatek
plesni wytwarzanych na materiatach budowlanych.

Uzyskane w pracy wyniki wskazaty, iz zly stan zdrowia mieszkancéw
zagrzybionych pomieszczen jest spowodowany gtéwnie przez biatka alergenne,
ktérych nosnikiem w powietrzu wewngtrznym sa fragmenty grzybni oraz zarodniki
ples$ni, a materialy budowlane sa korzystnym podlozem do ich wytwarzania.
Jednak potwierdzona mozliwos$¢ syntezy mikotoksyn przez ple$nie na materiatach
budowlanych $wiadczy takze o ryzyku obecno$ci tych metabolitéw w mie-
szkaniach i oddzialywania na zdrowie mieszkancéw.
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1. PRZEGLAD LITERATURY

1.1. Grzyby strzepkowe — ogdlna charakterystyka

Grzyby strzgpkowe, potocznie nazywane plesniami lub grzybami nitkowatymi,
sa szeroko rozpowszechnione na kuli ziemskiej; rozwijaja si¢ w glebie, wodzie,
na materiatlach pochodzenia ro$linnego i zwierzgcego, a ich zarodniki mozna
znalez¢ w powietrzu oraz na réznych powierzchniach, takze syntetycznych.

Organizmy te zaliczamy do domeny Eukarya (jadrowce), krélestwa Fungi
(grzyby). Wedlug obecnej klasyfikacji wyr6zniamy osiem gromad grzybow:
Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota, Basidiomycota, Glomeromycota,
Microspora, Neocallimastigomycota, Blastocladiomycota (Bisby i in., 2009).
Wiéréd grzybow strzgpkowych zasiedlajacych materialy budowlane dominuja
gatunki nalezace do gromad Ascomycota, Neocallimastigomycota oraz Zygomycota.
W gromadzie Ascomycota wyodrebniono tzw. sztuczne rodzaje — Aspergillus
i Penicillium; podobnie w gromadzie Neocallimastigomycota wydzielono sztuczny
takson grzybéw anamorficznych (anamorf — stadium niedoskonate, u ktérego nie
stwierdzono rozmnazania piciowego) (Bisby i in., 2009). Grzyby te wykazuja
pokrewienstwo filogenetyczne z gromadami, do ktérych naleza, jednak nie
zaobserwowano u nich typowego dla rodzajéw rozmnazania plciowego. Jezeli
jednak w trakcie identyfikacji okazuje si¢, iz gatunek ma stadium doskonate
(ptciowe), przenosi si¢ go do odpowiedniego rodzaju. Stosowane obecnie badania
molekularne, umozliwiajace poznanie sekwencji DNA i RNA, pozwolity ustali¢
pokrewienstwo wielu gatunkéw grzybow zaliczanych kiedy$ do taksonu grzybow
anamorficznych (Kirk i in., 2001), a wcze$niej do gromady Fungi imperfecti
(Deuteromycota).

Grzyby strzgpkowe to z reguly organizmy wielokomérkowe, ktérych ciato
zlozone jest z nitkowatych strzgpek tworzacych rozgaleziona grzybnig, penetrujaca
podtoze wzrostu. Wzrost grzybni odbywa si¢ w czgsci szczytowe] strzgpek
(apikalnej). Komorki grzybéw otacza $ciana komérkowa zbudowana z chityny,
glukanu, lipidéw i bialek; wykazuje ona wysoka oporno$¢ na dziatanie enzyméw
litycznych 1 réznych czynnikéw S$rodowiska. Strzepki grzyboéw moga mieé
budowe niepodzielona przegrodami (wtedy komorki sa wydluzone, wielojadrowe)
albo podzielona $cianami poprzecznymi (septami) (Piotrowska i Zakowska, 2007).

Ple$nie rozmnazaja si¢ za pomoca zarodnikéw (spor), ktére sa komérkami
zazwyczaj nieruchliwymi; tatwo rozprzestrzeniaja si¢ za pomoca wiatru, wody
lub zwierzat. Zarodniki powstaja w obrgbie specjalnych struktur reprodukcyjnych
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w procesie plciowym lub bezplciowym. Wystepuja trzy typy struktur reproduk-
cyjnych: gametangia (tworza gamety), sporangia (tworza zarodniki), konidiofory
(wyspecjalizowane strzgpki tworzace konidia). Sposéb rozmnazania i tworzenia
zarodnikow jest uzalezniony od gatunku grzyba (Solomon i in., 2007).

Grzyby strzgpkowe charakteryzuje zdolnos¢ przystosowania si¢ do warunkéw
panujacych w §rodowisku — rodzaju pokarmu, czynnikéw fizycznych, chemicznych
i klimatycznych. Wszystkie grzyby jako chemoorganotrofy wymagaja obecnosci
materii organicznej zywej lub martwej, z ktorej czerpia zrédto wegla i energii.
Wigkszo$¢ z nich ma jednak mate wymagania pokarmowe; zaliczamy je do
oligotroféw — organizméw, ktére do wzrostu wymagaja niewielkiej iloSci materii
organicznej. Wystepuja i takie, ktérych wzrost jest uzalezniony od obecnosci
w $§rodowisku konkretnego substratu organicznego, np. grzyby keratynolityczne
rozwijaja si¢ w obecnosci keratyny. Oligotroficzny charakter odzywiania tych
mikroorganizméw daje im ogromne mozliwos$ci adaptacji do ré6znych warunkéw,
co wraz z fatwoscia rozprzestrzeniania si¢ decyduje o zasiedleniu niemal wszystkich
srodowisk zycia. Grzyby strzgpkowe maja zdolnos¢ produkcji licznych enzyméw
zewnatrzkomoérkowych rozktadajacych wiele zwiazkéw trudnorozktadalnych (np.
celuloza, lignina). Azot przyswajaja zaréwno z organicznych zwiazkéw azotowych,
jak réwniez z prostych zwiazkdéw nieorganicznych (np. soli amonowych). Do
wzrostu potrzebuja obecnosci pierwiastkow: fosforu, potasu, magnezu, wapnia,
siarki, miedzi, manganu, sodu, cynku, ktére z reguly znajduja si¢ w Srodowisku
naturalnym w wystarczajacych iloSciach. Nie wymagaja obecno$ci witamin;
wigkszo$¢ grzyboéw jest zdolna do ich syntetyz. Przemiana materii plesni jest
bardzo intensywna — w czasie 24 godzin masa grzybni zwigksza si¢ 9-krotnie
(Zakowska i Stobinska, 2000).

Wigkszo$¢ grzyboéw strzgpkowych to organizmy mezofilne rozwijajace sig
w temperaturach 20-35°C, jednakze graniczne temperatury ich rozwoju wynosza
od —10°C do 55°C. Grzyby sa wrazliwe na temperatur¢ powyzej 60°C; w takiej
temperaturze ging wszystkie formy morfologiczne, z wyjatkiem Chlamydospor,
ktére wymagaja do zniszczenia temperatury 120°C (sterylizacja).

Plesnie to typowe tlenowce rosnace na powierzchniach w warunkach
dostepnosci tlenu. W warunkach beztlenowych, np. w glebiej potozonych partiach
gleby, materialéw technicznych moga przetrwa¢ zarodniki lub chlamydospory.
Niektére gatunki grzyboéw rosng w warunkach beztlenowych, np. Fusarium
oxysporum.

Wartoscia graniczna, ponizej ktdrej wzrost ple$ni jest zahamowany jest 11-14%
wilgotnos$ci masowej podloza. Plesnie rozwijaja si¢ przy réznych poziomach wil-
gotnos$ci poditoza. Do aktywnego wzrostu wigkszos¢ grzybéw wymaga wilgotno-
$ci podtoza odpowiadajacej aktywnosci wody a,, = 0,60-0,99. Gatunki kserofilne,

13



np. z rodzajow Aspergillus 1 Penicillium rosna juz przy niskiej wilgotnosci
(ay=0,60). Rodzaje preferujace wysoka wilgotnos¢, np. Stachybotrys rozwijaja
si¢ dopiero przy a,, = 0,99.

Plesnie preferuja srodowiska kwasne — optymalne pH dla ich wzrostu ksztattuje
si¢ na poziomie pH 5-6, ale wykazuja mozliwo$¢ rozwoju w szerokim zakresie
pH: od 1,5 do 10. Grzyby chorobotwércze — dermatofity rozwijaja sie¢ przy pH
7,2-7,6 (Piotrowska i Zakowska, 2007).

Grzyby odgrywaja wazng rolg¢ w utrzymywaniu réwnowagi ekologicznej na
Ziemi, pelniac funkcje gtéwnych reducentéw. Wigkszos¢ gatunkéw to saprobionty
rozktadajace substancj¢ organiczna, w tym zwiazki, takie jak celuloza, chityna,
ligniny 1 inne sktadniki $cian komérkowych roslin i zwierzat. W tych procesach
uwalniaja ze zwiazkéw organicznych wodg, dwutlenek wegla, azot i inne
pierwiastki, ktére moga by¢ ponownie wprowadzone do obiegu. Niektére grzyby
maja zdolno$¢ do zycia w symbiozie z roslinami wyzszymi (mikoryza); ponad
90% rodzin ro$lin zyje w symbiozie z licznymi grzybami strzgpkowymi, gtéwnie
z gromad Ascomycota i Basidiomycota (Solomon i in, 2007).

Grzyby strzgpkowe dzigki syntezie licznych metabolitow odgrywaja pozytywna,
znaczaca role w biotechnologii medycznej (produkcja antybiotykéw) oraz wielu
galeziach przemystu farmaceutycznego i1 spozywczego (biosynteza kwasow
organicznych, enzyméw, hormonéw, zywnosci). Zdolno$¢ tych mikroorganizméw
do degradacji trudnorozkladalnych zwiazkéw jest wykorzystywana w procesach
bioremediacji gleby, oczyszczania $ciekéw, utylizacji odpadéw polimerowych
(Zakowska i Piotrowska, 2008).

Wisréd grzybdw obecne sa liczne patogeny, ktére sa sprawcami choréb ludzi,
zwierzat i roslin. U ludzi moga by¢ przyczyna schorzen skory, wtoséw, paznokci
oraz organéw wewngtrznych. Wiele gatunkéw produkuje grozne dla zdrowia
substancje toksyczne — mikotoksyny, ktére moga zanieczyszcza¢ $rodowisko,
zywno$¢, materialy techniczne, takie jak skora, tekstylia, materialy budowlane
(Zyska, 2001b; Zyska i Zakowska, 2005). Te same enzymy, ktére umozliwiaja
grzybom strzgpkowym rozklad zwiazkéw organicznych naturalnych badz
syntetycznych, pozwalaja im skutecznie rozktada¢ produkty spozywcze, drewno,
tkaniny i wiele innych materialéw technicznych. Grzyby przyczyniaja si¢ do
ogromnych strat ekonomicznych podczas magazynowania wielu materiatéw,
gtéwnie zb6éz (Chetkowski, 2010), materiatéw budowlanych (Zyska, 2001b),
w tym drewna (Wazny i Karys, 2001). Réwniez obiekty budowlane, majace
specyficzny mikroklimat o podwyzszonej wilgotno$ci, moga by¢ zasiedlane przez
grzyby strzgpkowe, ktére przyczyniaja si¢ do ich niszczenia oraz niekorzystnie
wplywaja na zdrowie mieszkancow.
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1.2. Porazenia grzybami strz¢pkowymi pomieszczen
mieszkalnych - skala zjawiska

Skala zjawiska zasiedlania i rozwoju grzybow strzgpkowych w budynkach
mieszkalnych jest trudna do oszacowania. Nie ma jednostek odpowiedzialnych za
prowadzenie takich badaf, nie prowadzi si¢ ewidencji mieszkan z objawami
zagrzybienia. W literaturze pojawiaja si¢ natomiast dane szacunkowe, oparte na
badaniach przeprowadzonych w réznych krajach. Problem rozwoju grzybéw
strzgpkowych w budynkach mieszkalnych opisywany byt zar6wno w krajach
europejskich — Finlandii, Holandii, Wielkiej Brytanii, Danii (Hunter i in., 1988;
Nevalainen 1 in., 1991; Verhoeff i in., 1995), w USA, Kanadzie (Miller 1 in., 1988;
Brunekreef i in., 1989; Dales i in., 1991), jak réwniez w Polsce (Smyk i Rywotycki,
1993; Zyska, 1999; Janinska, 2000, Piontek, 2001). W tabeli 1 przedstawiono
dane dotyczace udziatu zagrzybionych mieszkan w réznych krajach.

Tabela 1. Udzial mieszkan porazonych grzybami strzgpkowymi w réznych krajach

i Miesz.kania
zagrzybione (%)

Wielka Brytania 30-45 Hunter i in., 1988; Platt i in., 1989
USA 40 Brunekreef i in., 1989
Kanada 30 Dales i in., 1991
Finlandia 20-30 Nevalainen i in., 1991
Holandia 20-25 Brunekreef , 1992; Verhoeff i in., 1995
Polska 25 Zyska, 1999

Przyczyna zagrzybienia pomieszczen jest wysoka wilgotno$¢ powietrza
1 przegréd budowlanych. Porazenia plesniowe czgsto wystgpuja w krajach o klimacie
umiarkowanym morskim i kontynentalnym, jaki panuje na pdikuli pétnocne;j,
szczegOlnie w krajach skandynawskich, jak réwniez w krajach potozonych nad
morzem: Holandii, Wielkiej Brytanii i Danii. Problem ten dotyczy takze krajow
o klimacie umiarkowanym przejSciowym, w ktérych coraz czg¢Sciej obserwuje si¢
tagodne zimy i zwigkszajaca sig ilos¢ opaddw, takich jak np. Polska i inne kraje
Europy Centralnej i Zachodniej. Brak danych szacunkowych dla krajéw o klimacie
rownikowym, zwrotnikowym i innych nie §wiadczy o braku porazen plesniowych
w budynkach mieszkalnych. W niektérych strefach tych klimatéw panuja warunki
bardzo wysokiej wilgotnosci powietrza, sprzyjajacej rozwojowi plesni.

Wedtug Zyski (1999) w 1998 roku w Polsce rozwdj plesni obserwowano
w 2,7 mln pomieszczen mieszkalnych, co stanowito 25% wszystkich mieszkan.
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Polska wprawdzie nie lezy w strefie klimatu wilgotnego (poza niektérymi rejonami),
jednak wedtug szacunkéw ENHIS nasz kraj jest obecnie na pierwszym miejscu
wsrdd krajow europejskich, gdzie liczba mieszkancéw zyjacych w zawilgoconych
mieszkaniach jest najwigksza. Wedtug danych ENHIS z 2006 r., w Polsce 40%
mieszkancéw zyto w nadmiernie zawilgoconych budynkach'. Nie w kazdym
budynku mieszkalnym, w ktérym panuje wysoka wilgotno§¢ powietrza uaktywniaja
si¢ do wzrostu plesnie, ale istnieje duze ryzyko ich rozwoju.

Badania przeprowadzone w latach 1994-2001 na terenie Wielkopolski
wykazaty, iz udziat porazonych ple$niami mieszkan ciagle wzrasta; w czasie 7 lat
zaobserwowano ich wzrost o0 2,3% (Rymsza, 2003). Przyczyna nadmiernej wilgotno-
Sci pomieszczen sa zmiany klimatyczne (dlugie wilgotne sezony jesieni 1 wiosny,
tagodne zimy, liczne powodzie), réwniez popularne obecnie zabiegi termomoderni-
zacyjne, takie jak montaz podzielnikow ciepta, wymiana stolarki okiennej na
szczelna (Janinska, 2002). Najbardziej niepokojace jest coraz czgstsze wystgpowanie
zaple$nienia w nowych budynkach (Janinska, 2002, Piontek i Bednar, 2006).
Badania prowadzone na terenie L.odzi wykazaly, iz zagrzybienie dotyczy takze
starych zabytkowych kamienic z XIX wieku (Gutarowska i in., 2005). Przyczyny
rozwoju plesni w tych budynkach sa prezentowane w niniejszej pracy.

Wobec przedstawionych faktéw, mozna uzna¢, iz porazenie pleSniami
pomieszczen mieszkalnych w Polsce jest powszechne. Brak natomiast danych na
temat skali zagrozen zdrowotnych oraz strat materialnych.

1.3. Grzyby strz¢gpkowe w budynkach

Grzyby strzgpkowe zdolne sa do wzrostu na materialach budowlanych,
przyczyniajac si¢ do ich niszczenia oraz zanieczyszczania powietrza wewnatrz
pomieszczen. Szacuje sig, iz 107 gatunkoéw grzybéw strzgpkowych moze zasiedla¢
pomieszczenia mieszkalne (Zyska, 1999, 2001a). Badania wykonane w 172
mieszkaniach na terenie wojewddztwa lubuskiego wykazaty obecno$¢ 74 gatunkéw
plesni nalezacych do 30 rodzajéw (Piontek, 2004). Do grzybéw strzgpkowych
najczesciej izolowanych w budynkach mieszkalnych naleza Penicillium (P. chryso-
genum, P. expansum, P. aurantiogriseum, P. viridicatum), Aspergillus (A. versicolor,
A. niger, A. flavus), Cladosporium (C. cladosporioides, C. herbarum), Alternaria
(A. tenuis, A. alternata), Acremonium, Trichoderma, Rhizopus, Mucor, Stachybotrys,
Ulocladium i inne (Flannigan, 2001a; Zyska, 2001a; Singh, 2001, Barabasz
i Jaskowska, 2001; Piontek, 2004). Grzyby z rodzajéw Penicillium i Aspergillus
otrzymaty miano ,,grzybéw pomieszczen mieszkalnych” (Flannigan, 2001a). Wyste-

' www.enhis.net/object_document/04720n27384
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powanie tych samych gatunkéw grzybéw strzgpkowych w powietrzu oraz na
przegrodach budowlanych $wiadczy o mozliwosci rozprzestrzeniania si¢ zarodnikow
wewnatrz pomieszczen (Piotrowska i in., 2001b).

Stopien zanieczyszczenia pleSniami powietrza wewnatrz porazonych budynkéw
jest bardzo zréznicowany, liczba jednostek tworzacych kolonie ksztaltuje sig
w szerokim zakresie: od 1,2x10” jtk/m’ do 5,9x10° jtk/m’ (Hunter i in., 1988;
Miller i in., 1988; Dolezal, 1992; Piotrowska i in., 2001b). Na przegrodach
budowlanych pokrytych tynkami, powlokami malarskimi, tapetami, ptytami
kartonowo-gipsowymi, drewnem, stan zagrzybienia szacowany jest na poziomie
od 1,8x10" jtk/100 cm® do 4,6x10® jtk/100 cm* (Dolezal, 1992; Piotrowska i in.,
2001b). Z uwagi na brak norm dotyczacych dopuszczalnego stgzenia mikroorga-
nizméw w powietrzu wewnatrz pomieszczen i na przegrodach budowlanych,
przyjmuje si¢ kryteria przedstawiane w literaturze (Krzysztofik, 1992; Piotrowska
i in., 2001a; Gorny, 2004a; 2009). Dopuszczalne stgzenie grzybow strzgpko-
wych w powietrzu pomieszczen mieszkalnych i uzyteczno$ci publicznej wynosi
5x10° jtk/m’, przy czym niedozwolona jest obecno$é patogenéw (Gérny, 2009),
natomiast na przegrodach budowlanych liczba grzybéw nie powinna przekraczaé
poziomu 1x10* jtk/100 cm” powierzchni (Piotrowska i in., 2001a).

Ocena zanieczyszczenia budynkéw obejmuje oznaczanie liczby i1 identyfikacje
grzybéw strzgpkowych na powierzchniach materialéw budowlanych oraz w powie-
trzu pomieszczen. Badania takie wykonuje si¢ zwykle metodami hodowlanymi
lub chemicznymi, ws$réd ktérych nalezy wymieni¢ oznaczanie ergosterolu,
zwiazkéw lotnych, (1—3) -B—glukanu czy mikotoksyn (Gutarowska i Piotrowska,
2007). Najbardziej miarodajna metoda, ktéra pozwala oznaczy¢ catkowita ilos¢
grzybni jest wykrywanie ergosterolu. W metodzie tej wykrywamy, obok elementow
morfologicznych zywych, réwniez nieaktywne, niezdolne do wzrostu. Obecnie
metode t¢ coraz czedciej wykorzystuje si¢ do analizy zagrzybienia materialéw
budowlanych (Pasanen i in., 1999; Nielsen i Madsen, 2000; Gutarowska i Zakowska,
2002; Hippelein i Riigamer, 2004).

Na podstawie zawartoéci ergosterolu, korzystajac z réwnan modelowych,
mozna obliczy¢ ilo$¢ plesni obecnych w materiale budowlanym wyrazona
w jtk/100 cm’, jak réwniez mase grzybni (g) (Gutarowska i Zakowska, 2002, 2009).
Mierzac zawarto$¢ ergosterolu podczas hodowli ple$ni na materiale budowlanym,
mozna oszacowac rowniez szybko§¢ wzrostu oraz poréwna¢ poziom zanieczysz-
czenia grzybami z zaproponowanym w literaturze limitem (4 mg/100 cm?), wska-
zujacym na porazenie powierzchni materialu budowlanego (Gutarowska i Zakowska,
2002). Zawartos¢ ergosterolu w materiale budowlanym moze dodatkowo dostarczy¢
informacji, czy material w przesztosci ulegat zagrzybieniu, co $wiadczy o jego
jakosci.
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Gléwnym zrédlem grzyboéw strzgpkowych w budynkach jest powietrze
atmosferyczne (Lis 1 in., 1997; Medrela-Kuder, 2000; Piotrowska i in., 2001b).
Liczba grzybé6w w powietrzu atmosferycznym w okresie od maja do wrze$nia jest
wysoka, w pozostatych miesiacach znacznie spada i osiaga minimum w zimie.
Grzyby w budynku moga réwniez pochodzi¢ z porazonych materiatéw budowlanych
i wykonczeniowych. Niewtasciwie przechowywane materialy budowlane, bez
zabezpieczenia przed czynnikami atmosferycznymi, moga tatwo ulega¢ porazeniom
plesniowym (Dolezal, 1989; Zyska, 2001b). Badania materialéw budowlanych
(styropian, cement, zwir, drewno, cegly i inne) pobranych z fabryk wykazaty
koncentracje grzyboéw strzgpkowych na poziomie wskazujacym na aktywny ich
rozwdj (Dolezal, 1989). Materialy takie zastosowane w budownictwie lub pracach
wykoniczeniowych moga sta¢ si¢ zrodtem grzybow w pomieszczeniu. Ponadto
waznym ich zrédtem moze by¢ kurz domowy. Stwierdzono, iz liczba zarodnikéw
plesni w kurzu moze dochodzi¢ do 3,2x10° jtk/g (Korpi i in., 1997). Szacuje sig,
iz zarodniki ples$ni stanowig od 5% do 20% kurzu domowego (Lipiec, 1997).
Wedtug badan Millera i in. (1988), ponad polowa z wyizolowanych z kurzu
domowego gatunkéw byta obecna w powietrzu pomieszczen.

1.4. Wplyw grzybow strz¢gpkowych na zdrowie ludzi

Grzyby strzgpkowe, rozwijajac si¢ na materiatach budowlanych, niszcza
materi¢ budowlana, jak réwniez sa przyczyna zagrozen zdrowotnych. Wsréd tych
zagrozen najpowazniejsze sa mikozy, alergie, mikotoksykozy, hemosyderoza
ptuc, SBS. Przyczyna choréb sa fragmenty strzgpek grzybni oraz obecne w po-
wietrzu zagrzybionych pomieszczeh zarodniki, z ktérymi cztowiek styka sig na co
dzien. Bardzo male rozmiary zarodnikéw (2-4 wm — rodzaje Aspergillus, Penicillium,
4-10 um — rodzaje Cladosporium, Ustilago, >10 pum — rodzaje Fusarium, Alternaria)
pozwalaja penetrowal gleboko do drzewa oskrzelowego i ptuc (Grajewski
i Twaruzek, 2004). Zarodniki oraz fragmenty grzybni maja na swojej powierzchni
aktywne biologicznie zwiazki, takie jak (1—3)--glukan, biatka alergenne i miko-
toksyny, ktére sa niebezpieczne dla zdrowia mieszkancéw. W powietrzu po-
mieszczen wystepuja rowniez liczne fragmenty strzgpek grzybni o wielkosci
mniejszej niz 1 um (Gorny i in., 2002b; Brasel iin., 2005; Seo i in., 2007).
Czastki te nie sa mierzalne metodami stosowanymi powszechnie w analizie
mikrobiologicznej powietrza. Uwaza sig, iz wykrywamy zaledwie 6-20% czastek
grzybéw obecnych w powietrzu (Gérny, 2009).

Zarodniki oraz fragmenty strzgpek grzyboéw wystepuja w caltym otaczajacym
nas srodowisku — w powietrzu atmosferycznym, wewnatrz budynkéw, na skoérze
i wlosach cztowieka. Nie stanowia zagrozenia dla zdrowia, jesli ich liczba jest
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niewielka oraz nie naleza do gatunkéw patogennych. Organizm ludzki wyposazony
jest w mechanizmy obronne, ktére chronia go przed wnikaniem komoérek wege-
tatywnych oraz zarodnikéw plesni. Przede wszystkim nabtonek oddechowy jest
wyscielony rzgskami i §luzem. Duze formy morfologiczne skutecznie usuwane sg
dzigki ruchom rzgsek, sklejaniu $luzem oraz odruchowi kaszlu. Mniejsze czastki
moga wprawdzie wnika¢ do oskrzeli i ptuc, ale tam skutecznie sa eliminowane
przez system obronny gospodarza. Znane sa mechanizmy obrony przeciwgrzybowe;j,
wsrdd ktorych nalezy wymieni¢ dziatanie lizozymu, laktoferyny i laktoperoksy-
dazy oraz fagocytoze, dziatanie dopelniacza, i w dalszej odpowiedzi tworzenie
przeciwcial (Baran, 1998). Jednak przy wysokim i1 dlugotrwalym zanieczysz-
czeniu powietrza bariera obronna moze ulec zachwianiu, a system odpornosciowy
ostabieniu, co moze prowadzi¢ do rozwoju choroby.

Grzyby strzgpkowe patogenne oraz liczne oportunistyczne moga by¢
przyczyna infekcji — mikoz, szczegdlnie u oséb z obnizona odpornoscia. Moga
wywotywaé grzybice powierzchniowe skéry, wtoséw, paznokci i bton §luzowych
oraz grzybice wewngtrzne, rozwijajace si¢ w réznych narzadach, np. ptucach,
zotadku, przetyku, oku, uchu (Baran, 1998; Dzierzanowska, 2006). Grzyby
patogenne z rodzajow Trichophyton, Epidermophyton, Microsporum wykazuja
silne wiasciwosci keratynolityczne i sa przyczyna zakazen powierzchniowych
skory i paznokci. Wigkszos¢ zakazen wewngtrznych wywotlanych przez grzyby
strzgpkowe to aspergilozy, mukormikozy, rzadziej hialohyfomikozy oraz penicylozy
(Baran, 1998; Dynowska, 2006). Najbardziej znane sa aspergilozy pluc, zatok,
rogéwki oka, powodowane przez Aspergillus fumigatus, A. flavus, A. niger,
A. nidulans, A. terreus (Midgley i in., 1997; Baran, 1998; Denning, 2006).
Opisywane sa rowniez grzybice skory i blon sluzowych oraz wewngtrzne, wywotane
przez stale obecne w powietrzu saprofityczne plesnie z rodzajéw Rhizopus, Mucor,
Absidia, Fusarium, Penicillium, Phoma, Cladosporium, Alternaria (Okudaira 1i in.,
1977; Mullins i Seaton, 1978; Flannigan i Miller, 1994; Bellmann i in., 2008).
Obecnie liczba grzybic znacznie zwigkszyla si¢. Wedlug lekarzy — wszystkie
grzyby saprofityczne majace zdolno$¢ rozwoju w temperaturze ciata czlowieka
i przezywania w ludzkich tkankach powinny by¢ brane pod uwage jako czynniki
chorobotwércze (Richardson i Warnock, 1995; Dynowska, 2006).

W 1996 r. stowarzyszenie European Confederation of Medical Mycology
podzielito grzyby strzgpkowe, ze wzgledu na zagrozenie zdrowotne, na 3 klasy
bezpieczenstwa dla cztowieka 1 zwierzat, tzw. BSL. Klasyfikacja zostata dokonana na
podstawie potencjalnego zagrozenia mozliwo$cia wywotania infekcji, alergii oraz
toksynotworczosci poszczegdlnych gatunkéw. Mikolodzy chetnie postuguja si¢ ta
klasyfikacja przy analizach mikologicznych; stuzy ona do ustalenia jak bardzo
dany gatunek moze by¢ grozny dla mieszkancéw zagrzybionych pomieszczen.
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Czg¢sto w budynkach mieszkalnych obecne sa grzyby o S$rednim i niskim
zagrozeniu zdrowotnym, nalezace do klas BSL1 i BSL2 (Zyska, 2001a; Piontek,
2004). Nalezy jednak stwierdzi¢, iz klasyfikacja BSL nie obejmuje wielu bardzo
groznych gatunkéw, takich jak np. Stachybotrys chartarum oraz nie uwzglednia
analizy toksycznosci i alergenno$ci gatunkéw w srodowisku budowlanym.

Wysokie zanieczyszczenie ple$niami powietrza wewnatrz budynkéw moze
réwniez przyczynia¢ si¢ do zapalenia ptuc i oskrzeli. Schorzenia takie obserwuje
si¢ u pracownikéw przebywajacych w miejscach pracy w warunkach dtugotrwatego
narazenia na wysokie stezenia zarodnikéw ple$ni w powietrzu, np. w zaple$niatych
budynkach rolniczych, w sortowni orzeszk6w ziemnych porazonych przez plesnie
(Flannigan, 2001b; Bush i in., 2006; Chapman, 2006). W literaturze opisywano
réwniez przypadki tzw. hemosyderozy ptuc (IPH) po dlugotrwalej ekspozycji na
plesn Stachybotrys chartarum (Dearborn i in., 1994; 1997). Choroba ta, obok
typowych objawéw alergii, charakteryzuje si¢ hemoliza krwi, obecnoScia
hemoglobiny w moczu oraz pgkaniem naczyn krwiono$nych pluc. Przyczyna
zmian chorobowych jest zar6wno obecnos¢ S. chartarum w ptucach, jak réwniez
oddziatywanie mikotoksyn z grupy makrocyklicznych trichotecenéw, wytworzonych
przez te plesnie. Opisano kilkanascie przypadkéw hemosyderozy w USA oraz
w innych krajach; kilka z tych przypadkéw byto $miertelnych (Dearbon i in., 1994;
1997; Elidemir i in., 1999; Flappan i in., 1999; Novotny i Dixit, 2000).

Jednym z giléwnych zagrozen zdrowotnych spowodowanych obecno$cia
grzybéw strzgpkowych w budynkach mieszkalnych jest ich zdolnos¢ do wywotania
alergii. Grzyby ple$niowe sa trzecim pod wzgledem czgstotliwosci alergenem
cztowieka, po alergenach pytkéw traw i kurzu (Arshold i in., 2003). Alergia na
plesnie dotyczy od 3% do 40% populacji ludzkiej i ksztattuje si¢ na réznym
poziomie w zaleznosci od kraju, regionu, pici, wieku i innych czynnikéw. Szacuje
sig, iz $rednio okoto 6% ludzi jest uczulonych na grzyby strzgpkowe (Bush i in.,
2006). Alergia na grzyby czgsto wspdlistnieje z innymi alergiami, np. na pyitki
traw czy roztocza, ze wzgledu na to, iz czastki te niosa na swojej powierzchni
zarodniki grzybéw. Zaréwno fragmenty grzybni, jak réwniez spory wykazuja
wlasSciwosci alergenne. W badaniach wykazano wigksza reaktywnos$¢ fragmentow
grzybni niz zarodnikéw plesni (Aukrust i in., 1985; Fadel i in., 1986; 1992;
Gorny, 2004b).

Masa czasteczkowa wigkszoSci alergenéw grzybéw wynosi od 10 kDa do
80 kDa, cho¢ istnieja réwniez alergeny o duzych masach czasteczkowych, np.
alergen Aspergillus niger Asp n 25 (100 kDa). Alergeny grzybéw strzgpkowych
stanowia mieszaning biatek, glikoprotein i cukréw. Zlokalizowano je gtéwnie
w $cianie komérkowej, btonie cytoplazmatycznej oraz cytoplazmie (Platt i in.,
1989; Kurup i in., 2000b; Gérny, 2004b).
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W organizmie czlowieka wywoluja odpowiedZz immunologiczng poprzez
dziatanie cytotoksyczne, wytwarzanie mediatoréw reakcji zapalnych, takich jak
TNF, IL-6 i innych (Reijula i in., 1991; Reponen i in., 2002; Gérny, 2004b).

W ostatnich dwudziestu latach scharakteryzowano okoto 150 alergenéw
produkowanych przez 80 gatunkéw plesni — pod wzgledem masy czasteczkowej,
budowy chemicznej, funkcji biologicznej oraz reaktywno$ci immunologicznej,
potwierdzonej w testach in vivo (Simon-Nobbe 1 in., 2008). Wsrdd tych alergenéw,
70 jest obecnie sklasyfikowanych przez International Union of Immunological
Societes Allergen Nomenclature Sub-Committee (IUISA). Przyktady sklasyfiko-
wanych alergenéw, na ktére moga by¢ narazeni mieszkancy budynkéw mieszkalnych
przedstawiono w tabeli 2. Lista ta obejmuje alergeny Alternaria alternata,
Cladosporium cladosporioides, Cladosporium herbarium, Aspergillus fumigatus,
A. flavus, A. niger, A. oryzae, Penicillium chrysogenum, P. citrinum, P. brevicom-
pactum, P. oxalicum 1 inne.

Od kilku lat prowadzi si¢ intensywne badania nad charakterystyka nowych
alergenéw plesni (Shen i in., 2003; Schwabb i in., 2004; Tang i in., 2005), w tym
rOwniez czgsto wystgpujacych w budynkach mieszkalnych, np. Aspergillus
versicolor (Benndorf i in., 2008) oraz Stachybotrys chartarum (Barnes i in., 2002;
Kirkkdinen 1 in., 2004). Badanie alergenéw odbywa si¢ w okreslonych modelowych
warunkach, a ich wytwarzanie na podtozach mikrobiologicznych o ustalonym
skladzie.

Alergie na grzyby strzgpkowe rozwijaja si¢ na skutek ekspozycji zaréwno na
grzyby obecne wewnatrz budynkéw, jak réwniez w powietrzu atmosferycznym.
Alergolodzy dziela grzyby na wewnatrz- i zewnatrzdomowe, w zaleznos$ci od
srodowiska ich wystgpowania (Lipiec, 2001). Alergie na grzyby wewnatrz-
domowe, w przeciwienstwie do sezonowych alergii zewnatrzdomowych, nie sa
zalezne od pory roku. Wiadomo jednak, iz zdolno§¢ do przenikania grzybow
w obu $rodowiskach i wystgpowania tych samych gatunkéw zaréwno wewnatrz,
jak 1 na zewnatrz budynkow jest zjawiskiem opisywanym w literaturze (Lis i in.,
1997; Medrela-Kuder, 2000; Piotrowska i in., 2001b).

Opisano zdolno$¢ do wywolania reakcji immunologicznych przez grzyby
nalezace do rodzajéw Alternaria, Cladosporium, Aspergillus, Penicillium, Fusarium
i inne (Kurup i in., 2002; Chapman, 2006). Polskie badania epidemiologiczne
wykazaly, iz najczgSciej uczulajace sa grzyby z rodzajow Alternaria, Cladosporium,
w nastepnej kolejnosci Penicillium i Aspergillus; rzadziej uczulaja grzyby Mucor,
Botrytis, Fusarium, Pullularia, Curvularia, Phoma i Rhizopus (Lipiec, 2000).
Schata i wsp. (1989) sporzadzili listg¢ najczgsciej alergizujacych grzybéw strzgpko-
wych na podstawie badan 150 mieszkancéw zagrzybionych budynkéw. Wsrdd nich
kolejno wystgpowaty gatunki: Penicillium chrysogenum, Penicillium brevicompactum,
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Penicillium glabrum, Aspergillus niger, Cladosporium herbarum, Aspergillus
versicolor, Aspergillus fumigatus, Alternaria alternata (A. tenuis) i inne.

Tabela 2. Wybrane alergeny plesni, na ktére moga by¢ narazeni mieszkancy
budynkéw mieszkalnych (na podstawie IUISA oraz Kurup i in., 2002a; 2002b)

Masa
Plesn/ Alergen czasteczkowa Biochemiczna nazwa
(kDa)

Alternaria alternata
Altal 28 — nie oznaczona
Altad 57 Izomeraza disiarczkowa
Altas 45 Enolaza
Alta6 11 Biatko kwasne rybosomalne P2
Alta 10 53 Dehydrogenaza aldehydowa
Cladosporium herbarium
Clah3 53 Dehydrogenaza aldehydowa
Clah4 11 Biatko kwasne rybosomalne P2
Claho6 46 Enolaza
Cladosporium cladosporioides
Clac9 36 Wakuolarna proteaza serynowa
Aspergillus fumigatus
Aspfl 18 Rybonukleaza
Aspf3 19 Biatko peroksysomalne
Aspf5 40 Metaloproteinaza
Aspf8 11 Biatko rybosomalne P2
Aspergillus flavus
Asp {1 13 34 Alkaliczna proteaza serynowa
Aspergillus niger
Aspn 14 105 Beta — ksylozydaza
Aspn 18 34 Wakuolarna proteaza serynowa
Aspn 25 66-100 3-fytaza B
Penicillium chrysogenum
Pen ch 13 34 Alkaliczna proteaza serynowa
Pen ch 18 32 Wakuolarna proteaza serynowa
Pen ch 20 68 N-acetyloglukozaminidaza
Penicillium brevicompactum
Penb 13 33 Alkaliczna proteaza serynowa
Pen b 26 11 Biatko kwasne rybosomalne P1
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Stwierdzono, iz poszczegdlne gatunki grzybéw moga wywotaé reakcje
alergiczne ujawniajace si¢ w gérnym i dolnym odcinku uktadu oddechowego. Jest
to zalezne od rozmiaréw zarodnikéw plesni wywotujacych reakcje alergiczna
(Jussila i in., 2002; Grajewski i Twaruzek, 2004).

Alergia na grzyby strzgpkowe moze przybiera¢ rézne postacie dolegliwosci
okreslane jako alergia wziewna, odczyny zapalne bton §luzowych nosa, gardla,
nadreaktywno$¢ oskrzeli, astma oskrzelowa, alergia kontaktowa, pokarmowa,
alergiczne zapalenie ptuc (Lipiec, 2001). Mozliwo$¢ wywotania astmy oskrzelowej
przez grzyby strzgpkowe obecne w budynkach potwierdzili w swoich badaniach
Burr i in. (1988) oraz Garcia i in. (1995).

Simmon-Nobbe 1 in. (2008) wykazali, iz u 80% pacjentéw z astma
wystgpowata nadwrazliwo$¢ alergiczna na plesnie Alternaria i Cladosporium.
Badania prowadzone w Polsce przez Niedoszytko i in. (2004) na pacjentach
z astmg wykazaly pozytywna reakcj¢ na alergeny tych grzybéw u 99% badanych.
Nieliczne sa natomiast badania dotyczace alergii na grzyby zrodzajéw
Aspergillus 1 Penicillium. Mukherjee i Moudgil (2006) podaja, ze 25% pacjentéw
z astma wykazuje alergie na grzyby Aspergillus. Inne choroby alergiczne, ktérych
podtozem byly grzyby strzgpkowe obecne w budynkach, opisywane byly przez
Samson i in. (1994), Larssen i Frisvad (1994), Peat i in. (1998), Kurup i in.
(2000a) oraz Meklin i in. (2002). Czgsto reakcjom alergicznym towarzysza
infekcje, ktére pojawiaja sig, gdy bariera immunologiczna zostanie przerwana
(Rejjula i in., 1991). U pacjentéw z astma oskrzelowa moze wystapi¢ kolonizacja
przez grzyby saprofityczne, np. z rodzaju Aspergillus i w konsekwencji objawy
grzybicy ptuc (ABPA) (Bogacka, 2004).

Te wszystkie badania dotyczace identyfikacji alergenéw grzybéw strz¢pko-
wych wykonywano w warunkach hodowli laboratoryjnych na $cisle okreslonych
pozywkach. Nie jest to réwnoznaczne ze zdolnoscia tworzenia alergenéw przez
grzyby strzgpkowe na materiatach budowlanych w §rodowisku mieszkaniowym.

1.5. Mikotoksyny

Mikotoksyny to toksyczne zwiazki organiczne o masie czasteczkowej od 200 Da
do 800 Da, wytwarzane przez grzyby strzgpkowe nalezace do rodzajow Asper-
gillus, Penicillium, Alternaria, Fusarium i innych. Wszystkie mikotoksyny wykazuja
dziatanie toksyczne wobec czlowieka, zwierzat, ros§lin i mikroorganizmdéw;
szkodliwe dziatanie tych zwiazkéw pojawia sig juz przy niewielkich stgzeniach,
na poziomie 1 mg/kg (ppm) lub nawet nizszych (ppb) (Chetkowski, 2010). Znanych
jest ponad 400 mikotoksyn i 350 gatunkéw grzybéw producentéw, a liczba nowo
odkrytych stale rosnie. Obecnie wiele uwagi po$wigca si¢ mikotoksynom
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wytwarzanym przez grzyby z rodzajow Stachybotrys, Trichoderma, Chaetomium,
Paecilomyces (Nielsen i in., 1999; Tuomi i in., 2000; Flannigan, 2001b).
Mikotoksyny naleza do réznych grup chemicznych; sa wsréd nich pochodne
kumaryny (aflatoksyny, ochratoksyny), wielocykliczne laktony (zearalenon,
patulina), pochodne trichotecendéw (toksyna T-2, DON, NIV, satratoksyna) i wiele
innych grup. Mikotoksyny sa wtdérnymi metabolitami grzybdw, wytwarzanymi
zarbwno w poczatkowej fazie wzrostu wegetatywnego (np. ochratoksyna A,
aflatoksyny), jak réwniez w fazie stacjonarnej (wigkszo§¢ mikotoksyn). Nie sa
niezbedne do zycia wytwarzajacego go grzyba (Piotowska i Zakowska, 2008;
Chetkowski, 2010). Mikotoksyny charakteryzuje wysoka stabilnos¢ w warunkach
dziatania promieni UV, wysokiej temperatury oraz zwiazkéw chemicznych, ktére
oddziatuja hamujaco lub bdjczo na wzrost grzybéw (Tuomi i in., 2000).

Wciaz nie do konca poznano znaczenie tych zwiazkéw dla ich producentéw.
Sugeruje sig, iz wytwarzanie mikotoksyn umozliwia rozprzestrzenianie si¢
producentéw poprzez hamowanie wzrostu konkurencyjnych mikroorganizméw,
obecnych we wspdlnie zasiedlanym Srodowisku. Potwierdzono zdolno$¢ hamowania
wzrostu bakterii oraz innych niz producent gatunkéw grzyboéw przez grzyby
toksynotwoércze (Boutibonnes, 1980; Chetkowski, 1985; 2010). Jednocze$nie
obecnos¢ niektérych rodzajéw drobnoustrojéw moze ogranicza¢ lub nawet hamowac
wytwarzanie mikotoksyn (Chetkowski, 1985; 2010; Piotrowska i Zakowska,
2001a). Inna teoria wyjasniajaca rol¢ mikotoksyn dla producentéw wskazuje, iz
wytwarzanie tych zwiazkéw moze by¢ wynikiem rozregulowania przemiany
materii, w wyniku czego dochodzi do nadprodukcji metabolitéw posrednich
w komorce. Nadmiar tych zwiazkéw moze uruchamia¢ — dla zachowania réwnowagi
biochemicznej — syntezg¢ nietypowych produktéw (Zakowska i Stobinska, 2000).

Podczas wzrostu grzyba, mikotoksyny sa kumulowane w grzybni oraz
zarodnikach, jak réwniez czg$¢ mikotoksyn moze zosta¢ wydalona do podtoza, na
ktérym ro$nie mikroorganizm. Na podlozach mikrobiologicznych najwigksze
ilosci mikotoksyn gromadzone sa w kroplach wydzieliny na powierzchni grzybni
(3000 ppb OTA, czyli 3 pg/ml), mniejsze w formach morfologicznych — grzybni
i zarodnikach (1000 ppb OTA, czyli 1 pg/g), najmniejsze w podtozu hodowlanym
(50 ppb OTA, 5 ng/100 g) (Grajewski i Twaruzek, 2004). Badania w lacznej
biomasie grzybéw z podtozem wykazywaty rézne st¢zenie wykrywanych miko-
toksyn, od 30 g aflatoksyny/kg suchej biomasy do 48 000 pg sterigmatocystyny/kg
suchej biomasy (Cvetinic i Pepeljnjak, 1997; Piontek, 2004). W materiatach
budowlanych porazonych przez grzyby wykrywano mikotoksyny, takie jak sterigma-
tocystyna, 5-metoksysterigmatocystyna, satratoksyna, w stezeniach od 0,21 do
3100 pg/kg materiatu lub 0.4 ng/cm® do 770 pg/cm’ powierzchni materiatu
budowlanego (Nielsen i in., 1999; Tuomi i in., 2000). Badania zarodnikéw
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grzyboéw strzgpkowych wykazaty, iz st¢zenie mikotoksyn (aflatoksyny, sterigma-
tocystyna, DON, T-2, fumonizyna, cytrynina, roquefortyna, satratoksyna) wynosi
od 1 do 650 pg toksyny/g suchej masy zarodnikéw (Flannigan i in., 1991).
Obliczenia wykonane na przykladzie zarodnikéw Aspergillus versicolor dostarczyty
informacji o stgzeniu sterigmatocystyny (ST) obecnej w jednym zarodniku (0,375
— 1,06 pg ST/sporg) (Flannigan i in., 2001b). Na podstawie tych obliczen mozna
prognozowa¢, jak duzo tej toksycznej substancji moze wdychaé cztowiek
narazony na obecno$¢ zarodnikéw A. versicolor w powietrzu zagrzybionego pomiesz-
czenia. Przy zanieczyszczeniu powietrza na poziomie 10° jtk/m’ i zalozeniu, ze
wszystkie jednostki tworzace kolonie sa zarodnikami A. versicolor zanieczysz-
czonymi duza iloscia sterigmatocystyny, st¢zenie tej mikotoksyny obecnej w po-
wietrzu wynosi 1 ng/m’. Cztowiek, wdychajac érednio 11 m’ powietrza/dobe,
moze maksymalnie wchiona¢ 11 ng ST w ciagu jednego dnia.

Na wydajnos$¢ tworzonych mikotoksyn ma wplyw wiele czynnikéw, takich
jak sktad chemiczny podloza, obecno$¢ niektérych mikroelementéw, temperatura,
wilgotno$¢ Srodowiska oraz wspomniana obecno$¢ mikroorganizméw towarzy-
szacych. Produkcja mikotoksyn jest wlasciwoS$cia szczepowa; w obrebie jednego
gatunku moga wystgpowac ponad 1000-krotne réznice w ilosciach mikotoksyn
wytwarzanych przez rézne szczepy (Chetkowski, 1985). Zdarzaja si¢ réwniez
szczepy, ktore utracily zdolno§¢ wytwarzania mikotoksyny, np. wykazano, iz tylko
35% izolatéw Stachybotrys chartarum wytwarza satratoksyne (Jarvis i Nielsen,
2000). Z kolei wiele szczepéw plesni jest zdolnych do produkcji mikotoksyn
tylko w okre$lonych warunkach laboratoryjnych (Buchmiet i Zakowska, 2009).
Wstepne badania porazonych grzybami przegréd budowlanych w budynkach
mieszkalnych na terenie L.odzi wykazaly brak toksyczno$ci wymazéw z tynkéw,
powlok, $cian, materiatéw budowlanych i wykonczeniowych, jednak niektore
gatunki grzyboéw wyizolowanych z tych $rodowisk po przeniesieniu na podtoza
mikrobiologiczne (YES, MEA) rozpoczgly produkcje mikotoksyn (Gutarowska
11n., 2005); t¢ wlasciwos$¢ potwierdzono u 17% izolatéw.

Czy zanik toksynotwérczo$ci obserwowany u grzybow strzgpkowych
w warunkach mieszkaniowych jest zjawiskiem trwatym? Jakie czynniki wptywaja
na stymulacj¢ produkcji mikotoksyn na materiatach budowlanych? — pozostaja
problemami do wyjasnienia.

Wytwarzanie mikotoksyn w zagrzybionych budynkach mieszkalnych, cho¢
wskazywane przez wielu autoréw, jest nadal mato poznane. W tabeli 3 przedsta-
wiono przyktady toksynotworczych grzybéw strzgpkowych wyizolowanych
z prébek pobranych w budynkach mieszkalnych oraz wytwarzane przez nie
mikotoksyny.

25



Tabela 3. Gatunki toksynotwoérczych grzyboéw strzgpkowych oraz mikotoksyny
wykrywane w budynkach mieszkalnych

Grzyb strzgpkowy

Mikotoksyny

Autorzy, rok

Trichoteceny: trichowerrol, werrukarol,
roridyna, isororidyna, trichowerryny,
werrukaryna, satratoksyny, isosatratoksyny

Jarvisiin., 1995;
Nielsen i in., 1999;
Andersson i in., 1997;
Gravesen i in., 1999

Stachybotrys - Jarvis i in., 1995;
chartarum Fenylowe spirodrimony: benzolaktony, .
; Nakamura i in., 1995;
benzolaktamy, benzodialdehydy, ..
tachvboevn Ogawai in., 1995;
s
yPOeyRy Roggo i in., 1996
Cykliczne peptydy: cyklosporyny Sakamoto i in., 1993
A - Sters ‘ ) Nielsen i in., 1999;
erigmatocystyna, .
spe‘rgz “ '8 Y .y Gravesen i in., 1999;
versicolor 5-metoksysterigmatocystyna i
Flannigan, 2001b
Malformi i f Nielsen i in., 1999;
alforminy, aspergilina, pyrofen, ..
Aspergillus niger .. y perg 24 Gravesen i in., 1999;
flawininy i inne )
Flannigan, 2001b
Penicillium Roquefortyna C, meleagrina, kwas Nielsen i in., 1999;
chrysogenum penicylinowy i inne Flannigan, 2001b

Penicillium

expansum

Cytrynina, patulina, roquefortyna C i inne

Nielsen i in., 1999;
Flannigan, 2001b

Penicillium

brevicompactum

Werrukozydyna, werrukofortyna

Gravesen i in., 1999

Alternaria spp

Alternariol, alternariol-monometylowy
eter

Gravesen i in., 1999

Chaetomium spp

Chetoglobozyna

Gravesen i in., 1999

Mikotoksyny oznacza si¢ réznymi metodami. Najczgsciej wykorzystuje sig
metody chromatograficzne, takie jak TLC (chromatografia cienkowarstwowa),
HPLC (wysokosprawna chromatografia cieczowa) oraz metod¢ immunoenzy-
matyczng Elisa (Czerwiecki, 2000). W materiatach budowlanych toksyczne zwiazki
pochodzace od grzybéw oznacza si¢ metoda HPLC z zastosowaniem réznych
detektoréw, np. HPLC-UV/VIS (Nielsen i in., 1999), HPLC-DAD (Frisvad i in.
1987), HPLC-MS (Tuomi i in., 1998), HPLC-MS/MS (Sulyok i in., 2007).
Uznaje sig, iz metoda HPLC-MS/MS jest najbardziej czula metoda wykrywania
mikotoksyn w $rodowisku (Sulyok i in., 2009; Vishwanath i in., 2009a, 2009b).
Wszystkie przedstawione techniki analityczne, pozwalajace na wykrywanie
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mikotoksyn, charakteryzuja si¢ wigksza (metoda immunoenzymatyczna Elisa) lub
mniejsza (HPLC) specyficznoscia wykrywania. W metodach chromatograficznych
mozemy wykry¢ tylko zwiazki toksyczne o znanej strukturze chemiczne;j.

Przez analogi¢ do wykrywalnosci grzybéw w powietrzu (6-20% grzybow
jestesmy w stanie wykry¢ obecnymi metodami — Gérny, 2009) wydaje sig, iz
zidentyfikowano do tej pory nieliczne mikotoksyny w §rodowisku budowlanym.
Na obecnym poziomie wiedzy zagadka pozostaje nadal mechanizm wytwarzania
oraz aktywnos¢ biologiczna wielu nieznanych mikotoksyn.

1.5.1. Wplyw mikotoksyn na zdrowie mieszkancow

Mikotoksyny wywotuja schorzenia zwane mikotoksykozami. Moga one mie¢
charakter ostry, ale czgstsze i znacznie grozniejsze w skutkach sa mikotoksykozy
przewlekle, bedace wynikiem przyjmowania matych dawek toksyn przez dlugi
okres czasu. Biorac pod uwage fakt dlugotrwalego przebywania ludzi w budynkach
mieszkalnych (ponad 80% doby) oraz potwierdzonej obecnoSci mikotoksyn
w zarodnikach, cztowiek moze by¢ narazony na mikotoksykozy przewlekle.
W latach 70. zwrdcit na to uwage profesor Julian Aleksandrowicz, wskazujac po
raz pierwszy na rol¢ mikotoksyn w rozwoju choréb nowotworowych. W swoich
badaniach wykazat, iz w mieszkaniach oséb chorych na raka krwi bardzo czgsto
izolowany byt gatunek Aspergillus flavus, ktory jest znanym producentem aflatoksyn.
Ponadto w surowicach krwi mieszkancow wykryto wysoki poziom przeciwciat
wobec A. flavus (Aleksandrowicz i Smyk, 1970; 1973). Analogiczne badania
mieszkancéw budynkéw zagrzybionych innymi gatunkami grzybéw strzgpkowych
przeprowadzita Dolezal (1992). Mikotoksyny nie maja wtasciwosci antygenowych
ze wzgledu na zbyt niska mase¢ czasteczkowa, jednak dlugotrwata ekspozycja na
plesnie toksynotwdrcze moze przyczynia¢ si¢ do modulowania odpowiedzi
immunologicznej — albo ostabienia zdolnos$ci obronnych organizmu, albo reakcji
alergicznej i zapalnej.

W badaniach laboratoryjnych na zwierzgtach potwierdzono mozliwos¢ zatrucia
inhalacyjnego przez mikotoksyny obecne w zarodnikach Stachybotrys chartarum
(trichoteceny) (Sorenson i in., 1987).

Mikotoksyny moga tatwo wnika¢ wraz z zarodnikami do uktadu oddechowego
i tam kumulowa¢ si¢ lub wraz z krwia przenika¢ do innych organéw. Moga
réwniez podraznia¢ skére albo tez zanieczyszcza¢ zywnos$¢ i w ten sposdb dostawac
si¢ do uktadu pokarmowego. Richard i wsp. (1999) potwierdzili wystgpowanie
ochratoksyny A w kurzu domowym (58-1500 ppb/1 g kurzu). W domu tym
wystapity objawy zatrucia zwierzat. Wykazano, iz wdychanie zarodnikéw z miko-
toksynami jest znacznie grozniejsze niz ich spozywanie (Creasia i in., 1987).
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Dzisiaj wiadomo, ze spektrum oddziatywania biologicznego mikotoksyn jest
bardzo szerokie. Obejmuje ono dziatanie genotoksyczne, mutagenne, teratogenne,
rakotworcze, estrogenne, cytotoksyczne (w tym neuro-, nefro-, hepato-, gastro-
toksyczne) oraz immunosupresyjne i wiele innych niekorzystnych oddziatywan
(Betina, 1989; Fink-Gremmels, 1999; Casteel i Rottinghaus, 2000; Pitt, 2000;
Bennett i Klich, 2003; Chetkowski, 2010). Skutkiem dziatania mikotoksyn moze
by¢ miedzy innymi rak watroby, nowotwory krwi, uszkodzenia nerek, spadek
produkcji krwinek, zmniejszenie krzepliwosci krwi, zaburzenia funkcji rozrodczych
oraz wiele innych schorzen, zwiazanych z wplywem mikotoksyn na aparat
genetyczny i immunologiczny (Dolezal, 1989; Kosinska, 1998; Barabasz i Jaskowska
2001; Flannigan, 2001b; Grajewski, 2006). Jednoczesnie bardzo trudno w warunkach
mieszkan udowodnié, iz dana mikotoksyna jest odpowiedzialna za rozwdj
konkretnej choroby. Mnogo$¢ réznych czynnikéw wptywajacych na zdrowie
mieszkancoéw oraz rézna kondycja immunologiczna poszczegdlnych oséb powoduja,
iz trudno jest w sposdb jednoznaczny taczy¢ dang mikotoksyng z okre§lonymi
objawami chorobowymi.

Badania mikotoksyn w warunkach modelowych na materiatach budowlanych
oraz zwigzanych z tym zagrozen zdrowotnych sa nadal mato poznang dziedzing
wiedzy. Szczepy wielu plesni zdolne sa do wytwarzania zwykle kilku mikotoksyn.
Obok tych zwiazkéw produkuja réwniez inne metabolity, ktére moga wykazywac
toksyczne dzialanie synergistyczne lub znosi¢/maskowa¢ biologiczne oddziatywanie
mikotoksyn. Nieznane sa skutki narazenia na mieszaniny mikotoksyn oraz innych
substancji szkodliwych, wystepujacych we wdychanym powietrzu wewnatrz
pomieszczen (Amman, 2006). Obok wykrywania mikotoksyn, w analizie zagrozen
powinno si¢ wykonywaé¢ badania ogdlnej cytotoksycznosci 1 genotoksycznosSci
ekstraktow grzybow porazajacych materiaty budowlane.

1.5.2. Cytotoksyczno$¢ mikotoksyn

Cytotoksycznos¢ obejmuje dziatanie toksyczne na komorki poszczegdlnych
uktadéw, np. rozrodczego, krwiono$nego, moczowego, nerwowego, pokarmowego,
oddechowego, w kierunku ktérych mikotoksyny wykazuja powinowactwo. Dziatanie
cytotoksyczne potwierdzono w badaniach modelowych na czystych mikotoksynach,
takich jak: roridyna, trichowerrol, satratoksyna, T-2, DAS, NIV, DON, PAT,
OTA, AFL B1 i innych. Wykazano wysoka cytotoksyczno$¢ mikotoksyn wobec
réznych linii komdérkowych komoérek nerek $win, ludzkich komoérek nabtonka
ptuc, nabtonka serca, limfocytéw, fibroblastéw mysich, komérek HelLa i innych
(Chetkowski, 1985; Lewis i in., 1999; Johanning i in., 1999; Okumara i in., 2000;
Gareis, 2002). Szczegdlnie wysoka cytotoksycznos¢ wykazuje roridyna wobec
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komoérek nerek $swin (Tabela 4); toksyna ta wytwarzana jest przez grzyby
z rodzaju Myrothecium i Stachybotrys.

Tabela 4. Cytotoksyczno$¢ mikotoksyn (oznaczenia w tescie MTT na komérkach
nerek swin) (Grajewski i Twaruzek, 2004)

Mikotoksyna Cytotoksyczno$¢ IC50 (pg/ml)
Roridyna 0,000013
Aflatoksyna B1 (AFL B,) 5,00
Ochratoksyna A (OTA) 6,31
Niwalenol (NIV) 8,26
Deoksyniwalenol (DON) 16,36
Trichotecena DOM-1*# >100,80

*DOM -1 - 30,70, 15-trihydroksytrichoteceno-9,12-dien-8-on

Badania cytotoksycznos$ci materiatow pobranych z budynkéw mieszkalnych
s nieliczne. Miller i wsp. (1988) wykazali cytotoksyczno$¢ wobec komérek Hela
w 3 prébkach na 70 badanych prébek pobranych z zagrzybionych mieszkan.
Cytotoksyczno$¢ dotyczyla prébek powietrza iwynosita 3 pg/ml ekstraktu.
W badaniach wykonanych na terenie Polski, Twaruzek i wsp. (2004) stwierdzili,
iz wymazy ze $cian zagrzybionych budynkéw zawierajace roridyng charakteryzowaty
si¢ wysoka cytotoksycznoscia wobec komérek nerek $wini. Badania cytotoksy-
cznosci grzybéw Stachybotrys chartarum oraz Memoniella echinata pochodzacych
z budynkéw mieszkalnych wykazaly, iz gatunki wytwarzajace satratoksyng,
trichowerrol oraz roridyn¢ byly toksyczne dla komérek nabtonka ptuc w stgzeniu
100 pg/ml (Jarvis i in., 1998).

Badanie cytotoksycznosci metabolitéw wytwarzanych przez plesnie na
materiatach budowlanych wydaje si¢ postgpowaniem najbardziej stusznym w ocenie
narazenia zdrowotnego mieszkancéw zagrzybionych budynkéw. Cytotoksycznosé
okresla si¢ najczesciej za pomoca kultur komérkowych metodami MTT oraz XTT
(Hanelt i in., 1994; Goodwin i in., 1995; Lewis i in., 1999). W testach tych
okresla si¢ zywotno$¢ komoérek w hodowlach in vitro, na podstawie aktywnosci
dehydrogenaz mitochondriéw, ktére przeksztalcaja substraty reakcji (MTT lub
XTT) w barwne produkty (formazony). Zawarto$§¢ barwnika w prébach oznacza
si¢ kolorymetrycznie. Na podstawie absorbancji hodowli komdrek testowych
i kontrolnych (bez toksycznej substancji) okresla si¢ zywotno$¢ komérek. Wyniki
podaje si¢ jako IC50 (stgzenie substancji, ktére o 50% hamuje proliferacje
komoérek, w poréwnaniu z kontrolg) lub w skali od (=) do (+++) (od braku do
wysokiej cytotoksycznos$ci) (Jarvis i in., 1998; Widestrand i in., 1999; Twaruzek
iin., 2004).
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Toksycznos$¢ grzybow oznacza si¢ réwniez na organizmach zywych, wyko-
rzystujac do tego celu skorupiaki, wyptawki badz mikroorganizmy, np. drozdze
lub bakterie. Propozycje¢ wykorzystania wyptawka Dugesia tigrina oraz bakterii
Vibrio fischeri do badania toksyczno$ci wymazéw ze Scian przedstawita Piontek
(2004). Wykazala wysoka toksyczno$¢ grzybéw strzgpkowych wobec tych
bioindykatoréw i zaproponowata jako kryterium toksycznosci zaples$niatych $cian
tzw. toksyczna powierzchni¢ zaplesnienia (TPZ), okre$lana na podstawie przeli-
czenia wynikéw z biotestow na wielko$¢ powierzchni zaplesniatych $cian.

1.5.3. Genotoksycznos¢ mikotoksyn

Genotoksyczno$¢ oznacza zdolnos$¢ do indukowania uszkodzen DNA bezpo-
srednio przez dany zwigzek chemiczny lub jego aktywny metabolit. Genotoksycznos¢
niekoniecznie musi by¢ zwiazana z dziataniem mutagennym. Zwiazek chemiczny
jest mutagenny, jesli wywoluje mutacje, czyli trwate zmiany w DNA. Zwiazek —
zaréwno genotoksyczny jak i mutagenny — moze indukowa¢ powstanie nowotworow
(Vanparys i in., 1995). Dziatanie genotoksyczne mikotoksyn polega na zaburzeniach
w procesie transkrypcji, co prowadzi do zmian w tworzeniu organéw (dziatanie
teratogenne) oraz indukuje procesy nowotworowe.

Badania wykonywane na mikotoksynach oraz ekstraktach z grzybéw
strzgpkowych porazajacych produkty zywnoSciowe wykazaty genotoksycznosé
wielu mikotoksyn, np. aflatoksyn B1, B2, G1, G2, sterigmatocystyny, patuliny,
cytryniny, alternariolu, kwasu penicilinowego, toksyny T-2, zearalenonu, zearalenolu,
ochratoksyny A, wersikoloryny A iinnych (Krivobole i in., 1987; Sabater-Vilar
1 in., 2003; Casteel i in., 2009; Béchler i in., 2009). Wstgpne badania w budynkach
mieszkalnych wykazaly brak genotoksyczno$ci wymazéw ze $cian pomieszczen
zagrzybionych wobec komorek chloniaka myszy (Arkusz i in., 2007).

Oceng genotoksycznosci prowadzi si¢ réznymi metodami in vitro na komor-
kach mikroorganizméw Escherichia coli, Salmonella Typhimurium, Saccharomyces
cerevisiae oraz na komorkach ssakéw, takich jak komorki chioniaka myszy,
ludzkie limfocyty, erytrocyty, fibroblasty, komérki watroby. Do oceny genotok-
syczno$ci zalecany jest test mutacji genu kinazy tymidynowej (TK) na mysich
komoérkach chtoniaka (MLA) (Dyrektywa 67/548/EWG@G, Gatehouse, 2002). Test
polega na ocenie liczby komoérek, w ktérych zaszta mutacja TK+/— = TK-/—.
Komérki takie nie produkujg aktywnego enzymu TK i sa oporne na cytotoksyczne
dziatanie analogu pirymidyny — trifluorotymidyny (TFT), natomiast komérki ze
sprawnym genem TK sa wrazliwe na TFT, ktéry powoduje zahamowanie
metabolizmu komérkowego i podziatéw. Stad mutanty sa zdolne do proliferacji
w obecnosci TFT, za$ normalne komérki zawierajace enzym TK nie namnazaja sig.
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Zwiazek uznaje sig¢ za genotoksyczny, jezeli (Vanparys i in., 1995):

1. czgstos¢ zmian genetycznych (mutacji) dla przynajmniej jednego st¢zenia
badanej substancji jest statystycznie wigksza niz czgsto$¢ takich zmian w kontroli
ujemnej (bez czynnika genotoksycznego);

2. istnieje zalezno$¢ czgstosci mutacji od stgzenia substanciji.

1.6. Inne substancje aktywne biologicznie wytwarzane
przez grzyby strz¢gpkowe

Obok alergenéw i mikotoksyn, réwniez inne substancje aktywne biologicznie
maja istotny wplyw na zdrowie ludzi przebywajacych w zagrzybionych
pomieszczeniach. Jedng z takich substancji jest (1—3)-p -glukan, ktéry pobudza
uktad immunologiczny do stalej aktywnosci (Rao i in., 2004; lossifova i in.,
2007), analogicznie jak bakteryjna endotoksyna (McGinnis, 2004; Douwes i in.,
1997). Ten zewnatrzkomdérkowy polisacharyd obecny w $cianie komodrkowe;j
wykrywany byt zaré6wno w kurzu (Chew, 2001; Iossifova i in., 2008), jak réwniez
w powietrzu i na materialach budowlanych (Seo i in., 2008; 2009). Inhalacja
(1—3)-B-glukanu wywotuje objawy ze strony gérnych drég oddechowych,
jak réwniez indukuje tworzenie cytokin i monocytéw, wywotujac astmeg 1 alergig
(Rylander i Lin, 2000).

Znany syndrom SBS jest zwiazany z wysokim st¢zeniem (1—3)-B-glukanu
w powietrzu oraz obecnoScia innych czynnikéw biologicznie aktywnych,
wytwarzanych przez plesnie (Cooley i in., 1998; Lehtomiki i in., 1999; Behrendt
i Lemmen, 2002). Zesp6t Chorego Budynku obejmuje liczne objawy, takie jak
katar, kaszel, objawy ze strony blon §luzowych oczu, nosa, gardta, bdle glowy,
zaburzenia pamieci, snu, wysypki skérne, objawy podobne do astmy (Zakowska
1 in., 2004; Singh, 2005; Chapman, 2006). Cecha charakterystyczna SBS jest fakt,
iz objawy chorobowe zanikaja, kiedy cztowiek opuszcza na dluzej pomieszczenie,
w ktérym dochodzi do ekspozycji na grzyby.

Na zdrowie mieszkancéw réwniez wpltywaja organiczne zwiazki lotne
MVOCs, wytwarzane przez grzyby strzgpkowe w budynkach. MVOCs obejmuja
réznorodne zwiazki chemiczne, np. alkohole, aldehydy, ketony, aminy, terpeny,
zwiazki siarki, weglowodory chlorowane (Kaminski i in., 1974; Borjesson i in.,
1990; 1993; Larssen i Frisvad, 1994). Potwierdzono toksyczno$¢ tych zwiazkéw
w testach cyto- i genotoksycznych (Fiedler i in., 2001; Kreja i Seidel 2002).
Liczni autorzy wiaza réwniez objawy SBS z obecnos$cia zwiazkéw lotnych
w pomieszczeniach (Pasanen i in., 1998; Korpi i in., 1999; Singh, 2001). Wykazano
ponadto istotny zwiazek migdzy wytwarzaniem MVOC:s i niektérych mikotoksyn.
Niektore zwiazki lotne moga by¢ prekursorami mikotoksyn, np. trichodieny moga
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by¢ prekursorem trichotecendw, natomiast aristolocheny — toksyn PR (Jelen,
2002). Wytwarzanie MVOCs zalezy giéwnie od gatunku ple$ni, aczkolwiek wiele
zwiazkow jest wytwarzanych przez kilka gatunkéw, a nawet rodzajow grzyboéw
(Wessen i Schoeps, 1996). Rodzaj wytwarzanego zwiazku lotnego jest uzalez-
niony od podloza wzrostu grzyba. Wykazano istotne réznice w spektrum produ-
kowanych zwiazkéw lotnych podczas wzrostu plesni na papierze, materiatach
budowlanych oraz pozywkach mikrobiologicznych (Bjurman i Kristensson, 1992;
Whillans i Lamont, 1995). Stwierdzono, iz materialy budowlane sa dobrym pod-
tozem do tworzenia MVOCs przez grzyby strzgpkowe (Van Lancker i in., 2008).

1.7. Czynniki warunkujace wzrost grzybow strz¢epkowych
na materiatach budowlanych

Wazrost grzybéw strzepkowych w budynkach zalezy od wielu czynnikéw,
wsrdd ktérych najwazniejsze to wilgotno$¢, temperatura, swiatto, pH, obecnosé¢
sktadnikéw budulcowych i zwiazkéw mineralnych (Zyska, 1999; Pasanen i in.,
2000; Nielsen i in., 2002; 2004). Temperatura panujaca w pomieszczeniach
($rednia temperatura powietrza wynosi 20 °C) jest optymalna do wzrostu grzybéw
(Grant i in., 1989; Singh, 1994). Niektére gatunki z rodzaju Penicillium
i Cladosporium sa zdolne do wzrostu na drewnie nawet w niskich temperaturach,
okoto 5°C (Nielsen, 2002). Swiatlo jest czynnikiem, ktéry moze wptywaé na
zarodnikowanie grzybow oraz szybkos$¢ ich wzrostu, a takze syntezg niektorych
sktadnikéw chemicznych (Zyska, 1999). Zaréwno nadmierne o$wietlenie, jak
i jego brak (piwnice, strychy) nie ograniczaja wzrostu plesni w budynkach. Réwniez
pH materiatéw budowlanych nie stanowi bariery dla grzybéw strzgpkowych.
Wigkszo$¢ materiatéw budowlanych ma odczyn lekko kwasny (pH 5-7) (Zyska,
1999), natomiast ple$nie wykazuja mozliwo$¢ wzrostu w zakresie pH od 2 do 11,
z optymalnym poziomem pH 5-6 (Zakowska i Stobinska, 2000). Niektére materiaty
charakteryzuja si¢ wysokim pH, np. zaprawa budowlana (pH 10), jednak
w warunkach dostgpu do organicznego zrédla wegla réwniez i takie materialy
moga by¢ zasiedlane przez grzyby strzgpkowe.

Najwazniejsze znaczenie dla rozwoju grzybéw strzgpkowych w budynkach
ma podwyzszona wilgotno§¢ materiatéw budowlanych. Przyczyna tego zjawiska
jest adsorpcja pary wodnej zawartej w powietrzu lub pochtanianie wody z innych
zrédet (podsiakanie kapilarne z gleby, awarie rynny i inne) oraz skraplanie pary
wodnej na powierzchniach przegréd budowlanych o obnizonej temperaturze.

Wilgo¢ w materiale budowlanym moze wystgpowac jako woda zwigzana che-
micznie (np. hydraty w gipsie, zaprawie, betonie), woda zwiazana fizykochemicznie
(wilgo¢ sorpcyjna) oraz fizykomechanicznie (bezposrednia stycznos¢ z woda).
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Sorpcja wilgoci (proces pochlaniania pary wodnej przez suchy materiat
budowlany) ma duze znaczenie dla materialéw o silnie rozwinigtej powierzchni
wewngtrznej. Wilgo¢ sorpcyjna materiatu nie stwarza duzych problemdéw, nie
rozpuszcza soli mineralnych, nie zmienia zasadniczo przewodnosci cieplnej, nie
aktywuje rozwoju grzybow strzgpkowych (Pogorzelski, 2009).

Zalezno$¢ migdzy wilgotno$cia sorpcyjna materiatu i wilgotnoscia wzgledna
powietrza w stalej temperaturze mozna graficznie przedstawi¢ w postaci tzw.
izoterm sorpcji. Izotermy te pokazuja, jaka wilgotno$¢ masowa osiaga materiat
przechowywany w powietrzu o okre$lonej wilgotnos$ci wzglednej i temperaturze
(Kubik i Wyrwat, 2009). Sorpcyjnos¢ zmienia si¢ w bardzo szerokich granicach
i zalezy od rodzaju materiatu (Tabela 5).

Tabela 5. Wilgotno$¢ sorpcyjna wybranych materiatéw budowlanych w temperaturze
23°C przy wilgotnosci wzglednej powietrza 80% (Pogorzelski, 2009; Kubik
1 Wyrwal, 2009)

Wilgotnosci sorpcyjne (% M)

RN o ey w temperaturze 23 °C, WWP 80%

Beton komérkowy piaskowy 4-55
Beton komérkowy na popiotach lotnych 5-7
Celulozowy materiat termoizolacyjny 17-20
Lekki tynk 2-5
3-15

Lekka zaprawa

Styropian (spieniony polistyren) 8
Pianka poliuretanowa 0

Welna mineralna

Wilgotnos¢ sorpcyjna tworzyw sztucznych, takich jak polistyren, poliuretan
oraz wyrobéw z welny mineralnej jest zerowa lub prawie zerowa (przy wyzszej wil-
gotnos$ci powietrza WWP < 90%, wilgotnos¢ sorpcyjna wynosi okoto 0,1-0,2% M).
Roéwniez wilgotnos¢ sorpcyjna gipsu jest bardzo niska (przy WWP < 90% wilgotno$é
sorpcyjna nie przekracza 1% M). Nieco wyzsza wilgotnoscia sorpcyjna charakte-
ryzuja si¢ zaprawy i betony. Do materiatéw, ktére charakteryzuje najwyzsza
sorpcyjnos$¢ zaliczy¢ mozna materialy celulozowe, np. drewno, papier, celulozowy
material termoizolacyjny — przy WWW 80% wilgotnos¢ sorpcyjna tych materiatow
w temperaturze 23 °C wynosi 14-20% M (Pogorzelski, 2009).

Wilgotne materiaty budowlane zastosowane w przegrodach — wskutek
wysychania, zwigzanego z transportem wilgoci do wngtrza pomieszczeh — wptywaja
na wzrost wilgotnosci wzglednej powietrza. Przez stan wilgotnoSciowy przegréd
budowlanych rozumie si¢ rozktad przestrzenny wilgoci itendencje zmian
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wilgotnosciowych. Zmiany te wynikaja z poczatkowej wilgotnosci technologiczne]
materiatéw, przyrostu wilgotnosci na etapie transportu, sktadowania, stosowania
zaprawy lub betonu do taczenia komponentéw (wilgo¢ budowlana), wysychania
(odparowanie do powietrza) i nawilzania przegréd budowlanych (opady), przyrostu
wilgotnosci w wyniku eksploatacji lub podciagania kapilarnego wilgoci z gruntu
(Pogorzelski, 2009). Najczgsciej wystepujace przyczyny zawilgocenia przegréd
budowlanych wynikaja z wad technicznych lub niewlasciwej eksploatacji
mieszkan (Tabela 6).

Tabela 6. Przyczyny zawilgocenia przegréd budowlanych (Bogustawska-Koztowska,
1997; Janinska, 2000; 2002; Rymsza, 2005)

. Niewlasciwy spos6b eksploatacji

Wady techniczne ) ]
mieszkan

Wadliwie wykonany mur (wilgo¢ Niedostateczne przewietrzanie mieszkan
technologiczna, przemakanie) Zaklejanie kratek wentylacyjnych
Stosowanie zawilgoconych materiatéw Zimowe uszczelnianie okien
budowlanych (zamknigte okna)
Z}a izolacja fundamentéw i Scian Dostarczanie duzych ilo$ci pary wodnej
piwnicznych Suszenie odziezy w mieszkaniu
Nieszczelno$¢ dachu, rynien, rur Nadmiar ro$lin doniczkowych,
Nieszczelno$¢ instalacji duze akwaria
wodno-kanalizacyjnych i CO Docieplanie pomieszczen od strony
Wadliwe rozwiazania instalacji wewngetrznej
wentylacyjnej Niewentylowane boazerie
Okna bez wywietrznikéw Ogrzewanie gazowe
Niedogrzanie mieszkan Stojaca woda, np. nawilzacze powietrza
Wadliwe ocieplenie $cian zewngtrznych

Przyczyna nadmiernej wilgotnosci przegréd budowlanych w warunkach
podniesionej wilgotnosci wzglednej powietrza jest zjawisko kondensacji kapilarnej
(Pogorzelski, 2009). W takich warunkach nastgpuje wypelnienie para wodna
materiatéw kapilarno-porowatych mineralnych (gipsy, zaprawy, betony, cegta)
oraz pochodzenia ro$linnego (drewno, materiaty ligninocelulozowe). Rozwdj
plesni w warunkach, kiedy dochodzi do kondensacji pary wodnej postgpuje
bardzo szybko. Przy wysokiej wilgotnosci powietrza (96-98%) w temperaturze
28°C, powierzchnie materialdéw wykonczeniowych, takich jak tapety, powtoki
malarskie, lakiery, pokosty, kleje, juz po uptywie 6-14 dni od ekspozycji na
plesnie zostaja catkowicie poros$nigte przez grzybni¢ (Lutomski, 1995). Proces
kondensacji kapilarnej nie dotyczy polimerowych syntetycznych materiatow
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widknistych (wetlna mineralna), ktére tatwo ulegaja catkowitemu nasyceniu przy
zetknigciu z woda, ale woda wycieka z nich pod wptywem sit grawitacji,
utrzymujac niewielki stan zawilgocenia. Wilgotno$¢ kapilarna jest znacznie wyzsza
niz sorpcyjna, jednak po ustaniu kontaktu z woda, material wraca do stanu
rownowagi termodynamicznej z otaczajacym powietrzem, w wyniku wysychania
(Pogorzelski, 2009).

W budynkach wystepuja pewne miejsca, gdzie obserwuje si¢ stata kondensa-
cj¢ wody na powierzchniach przegréd budowlanych. Naleza do nich naroza
budynkdw, styk §cian zewnetrznych z dachem, powierzchnie wokot okien, a takze
miejsca przerw w ciaglej izolacji cieplnej budynku. Wszystkie te miejsca charak-
teryzuja si¢ obnizong temperatura powierzchni wewngtrznej (ponizej temperatury
tzw. punktu rosy) i wzrostem gestosci strumienia cieplnego (mostki termiczne).
Przy podwyzszonej wilgotno$ci wzglednej powietrza oraz szczelnych oknach,
stanowia Srodowisko dogodne dla rozwoju plesni. Aby zapobiec rozwojowi
ple$ni, nalezy nie przekracza¢ wilgotnosci sorpcyjnej materiatéw budowlanych,
a w stanach awaryjnych zawilgocenia kapilarnego nalezy usuna¢ wod¢ z materiatu
budowlanego (Pogorzelski, 2009).

Istotny wptyw na rozwdj grzybéw plesniowych w budynkach ma ruch
powietrza. Grzyby rozwijaja si¢ intensywnie przy braku ruchu powietrza (wentylacji),
co jest zjawiskiem typowym dla uszczelnionych budynkéw (Janinska, 2000).
Problem ten pojawia si¢ obecnie coraz czgsciej jako efekt uboczny termomoder-
nizacji. Dotozenie warstwy termoizolacyjnej ma w zalozeniu podnies¢ tempera-
tur¢ powierzchni wewnegtrznej przegréd zewngtrznych. Jednak na skutek regulacji
temperatury przez uzytkownikéw mieszkan nast¢puje obnizenie temperatury
powierzchni przegréd wewnatrz pomieszczen oraz wzrasta wilgotno$¢ powietrza.
Jezeli ochtodzenie przegrdd jest duze, moze dochodzi¢ do kondensacji pary wod-
nej i rozwoju ple$ni (Janinska, 1996).

Proponowane zakresy normatywne dla mikroklimatu pomieszczen mieszkalnych
podaja wartosci graniczne: temperatura powietrza w pokojach, kuchniach,
przedpokojach w zakresie 20-22°C, w toaletach, tazienkach < 22°C, temperatura
przegréd — odpowiednio nizsza od temperatury powietrza nie wigcej niz o 3°C,
wilgotno$¢ wzgledna powietrza 40-60%, w toaletach i tazienkach ponizej 70%,
predkos¢ ruchu powietrza ponizej 0,15 m/s (Sliwowski, 2009). W tych warunkach,
optymalnych dla komfortu cieplnego ludzi, nie powinno dochodzi¢ do zjawiska
porazenh plesniowych.

Podaje sig, iz graniczna wilgotnoscia masowa materiatu, ponizej ktdrej
wzrost ple$ni ulega zahamowaniu, jest 11-14% (Zakowska i Stobifska, 2000).
Natomiast graniczng wilgotnoScia wzgledna powietrza w pomieszczeniach,
powyzej ktoérej moga pojawial si¢ problemy porazen plesniowych jest 70%
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(Flannigan i Miller, 1994). Wedlug innych autoréw, wartosci te moga by¢ nizsze,
np. dla papieru wilgotnos¢ masowa 8% ogranicza catkowicie wzrost grzyboéw
strzgpkowych, natomiast parametry mikroklimatu: ponizej temperatury 18+2°C
1 WWP 55+5% wpltywaja hamujaco na aktywnos¢ tych drobnoustrojéw (Niuksza,
1994). Dla poréwnania, przechowywanie ziarna zb6z w temperaturze 15°C
i wilgotnos$ci ziarna ponizej 14% nie sprzyja rowojowi ples$ni, ale wzrost
temperatury do 20-25°C i wilgotnosci ziarna do poziomu 23% aktywuje wzrost
plesni i tworzenie mikotoksyn juz po uptywie kilku dni (Chetkowski, 1999). Po
wzro$cie temperatury do 35°C i wilgotno$ci ziarna 23% czas bezpiecznego
przechowywania zboza skraca si¢ nawet do kilkunastu godzin (Ryniecki, 1999).

W celu okreslenia zapotrzebowania na wod¢ przez drobnoustroje wprowadzono
wskaznik aktywno$ci wody a,. Przyjmuje sig, ze dla grzybéw strzgpkowych
optymalne a,, ksztaltuje si¢ na poziomie 0,96-0,98. W literaturze podaje si¢
jednak znacznie nizsze poziomy a, (0,6-0,7), przy ktérych obserwowano juz
zdolno$¢ do kietkowania i wzrostu grzybéw w warunkach modelowych. Na
skorze, bawelnie, drewnie rowniez obserwowano wzrost grzybéw przy niskich
wartosciach a,, (0,7-0,8; Nielsen 1 in., 2004). W uproszczeniu mozna przyjac, ze
jezeli warto$¢ a, wynosi 0,8, to znaczy, ze material jest w réwnowadze
z atmosfera o wilgotnosci wzglednej 80% (Zyska, 1999). Grzyby zostaty podzielone
wedlug wymagan a, na 3 grupy: pierwotnych (optymalne a,, < 0,8), wtérnych
(aw=10,8-0,9) oraz trzeciorzedowych kolonizatoréw (a,, > 0,9) (Grant i in., 1989). Do
pierwotnych kolonizatorow naleza gatunki kserofilne rozwijajace si¢ w warun-
kach suchych, np. grzyby z rodzajow Penicillium i Aspergillus.

Grzyby strzgpkowe jako typowe organizmy cudzozywne uzaleznione sa od
obecnos$ci materii organicznej w Srodowisku. Rozwijaja si¢ na powierzchni mate-
rialéw budowlanych, jezeli znajda tam odpowiednia ilos¢ pokarmu. Udowod-
niono, ze grzyby strzgpkowe moga wykorzystywa¢ kurz domowy jako zrédio
substancji pokarmowej w warunkach podwyzszonej wilgotnosci. W warunkach
naturalnych wilgotnos¢ kurzu jest na poziomie 3-4% (Korpi i in., 1997). Kurz
sktada si¢ gléwnie z komdrek bakterii, zarodnikéw i strzgpek grzybdw, wiruséw,
martwych owadéw (prusakéw, muchéwek i innych) drobnych pajeczakéw (rozto-
czy kurzu z gatunkéw Dermatophagoides pteronyssinus i Dermatophagoides
farinae) 1 ich wydalin, czastek organicznych pochodzacych od ludzi i zwierzat
domowych (naskorek, wlosy, siers¢, wydaliny), czastek pochodzenia roslinnego
(fragmenty roslin ozdobnych, pytki kwiatowe), drobnych fragmentéw tkanin,
resztek pokarmowych i innych skladnikéw (Zyska, 2001b). Korpi i in. (1997)
wykazali, iz kurz o wilgotnosci 10% stanowi juz dobre Srodowisko dla wzrostu
kserofilnych ples$ni z rodzajow Penicillium i Aspergillus. Przy wyzszej wilgotno-
$ci rozwijaja si¢ w nim inne drobnoustroje, w tym réwniez grzyby keratynoli-
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tyczne z rodzajow Chrysosporium, Microsporum, Trichophyton (obecno$¢
naskérka, wtoséw) (Mercantini i in., 1986). Wykazano ponadto, iz kurz domowy
moze stymulowaé grzyby do wytwarzania lotnych zwiazkéw organicznych
(Rautiala i in., 1996; Pasanen i in., 1997). Zidentyfikowano ponad 80 zwiazkéw
lotnych, ktére byty wytwarzane przez grzyby w Srodowisku wilgotnego kurzu
domowego (Wolhoff i Wilkins, 1994; Korpi i in., 1997; Pasanen i in., 1997).

Dotychczas nie zbadano, czy kurz stanowi wystarczajaco korzystne srodowisko
sprzyjajace syntezie mikotoksyn przez plesnie.

1.8. Materialy budowlane jako podloze do wzrostu grzybow
strz¢gpkowych

Zdolnos¢ grzybéw strzgpkowych do wzrostu na materiatach budowlanych
i wykonczeniowych pochodzenia organicznego i nieorganicznego zalezy zaréwno
od budowy chemicznej materialéw, jak réwniez ich wilasciwosci fizycznych,
szczeg6lnie tych, ktére decyduja o adsorpcji wody. Ple$nie zdolne sa do zasiedlania
i degradacji wigkszo$ci materialéw budowlanych organicznych, szczegdlnie pocho-
dzenia naturalnego. Materialy takie sa szeroko stosowane w budownictwie jako
elementy konstrukcyjne (drewno, ptyty gipsowo-kartonowe), materialy wykoncze-
niowe (tapety, wyktadziny naturalne) oraz jako materiat tapicerski (skéry). Pod
wzgledem chemicznym materialy te naleza do naturalnych polimeréw organicznych,
w sktad ktérych wchodza gtéwnie: celuloza, lignina, hemicelulozy (drewno,
karton, tapeta papierowa, wykladzina bawelniana, lniana), biatka — keratyna,
kolagen (skéry wyprawione, wyktadziny podlogowe welniane). Niektdre materiaty sa
mieszaninami polimeréw naturalnych i syntetycznych (tapety winylowe, wyktadziny
podtogowe) lub polimerami syntetycznymi (skoéra syntetyczna, wyktadzina PCV).
Materialy te charakteryzuja si¢ z reguty wysoka chionnoscia wody, co stwarza
dobre srodowisko dla rozwoju grzyboéw strzgpkowych. Powszechnie stosowane
w budownictwie drewno ma wtasciwosci higroskopijne, czego skutkiem sg czgste
porazenia plesniowe (Bjurman, 1994; Viitanen i Bjurman, 1995; Seifert i Frisvad,
2000). Dodatkowo stosowane technologie suszenia drewna czynia jego powierzchni¢
bardziej podatna na rozwdj ple$ni na skutek wstegpnej degradacji celulozy do tatwo
dostepnych pochodnych (Thelander i in., 1993). Znane sa gatunki plesni, ktére
niszcza drewno stosowane w pomieszczeniach, np. Trichoderma viride, Trichoderma
harzianum, Chaetomium globusom, Ulocladium chartarum, Cladosporium herba-
rium, Penicillium brevicompactum, Penicillium expansum 1 inne gatunki (Nielsen,
2002). Ple$nie znane sa ze swoich zdolnos$ci do wytwarzania enzymOow zewnatrz-
komérkowych, nalezacych do grupy celulaz, degradujacych materiaty celulozowe
do krétszych oligomeréw oraz tatwo przyswajalnej glukozy (Zyska i Zakowska,
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2005; McGinnis, 2007). W degradacji drewna, obok grzybéw strzgpkowych, swdj
udzial maja réwniez inne grzyby, przede wszystkim Basidiomycota (Wazny
i Karys$, 2001). W kraju prowadzone sa badania nad wykorzystaniem réznych
biocydéw do ochrony przed korozja biologiczng drewna, np. pochodnych triazolu
1 innych zwiazkéw chemicznych (Krajewski, 2001). Wazny i Kundzewicz (2009)
pracuja nad nanobiocydami dla ochrony drewna.

Wiele gatunkéw plesni obecnych w powietrzu wewnatrz budynkéw jest
zdolnych do zasiedlania tapet papierowych oraz ptyt gipsowo-kartonowych. Szcze-
gblnie czgsto z powierzchni tych materialéw izolowane byly plesnie Stachybotrys
chartarum, Aspergillus versicolor, ktére charakteryzuje wysoka aktywnos¢
enzymow celulolitycznych na wilgotnym papierze (Nikulin i in., 1994; Miller
iin., 2000; Flannigan, 2001a).

Dodatkowym zrodlem wegla dla grzybéw rozwijajacych si¢ na tapetach
1 ptytach gipsowo-kartonowych sa kleje skrobiowe i kazeinowe, stosowane do
klejenia tapet oraz papieru do ptyty gipsowej (Grant i in., 1989; Lutomski, 1995;
Flannigan, 2001a). Pomimo stosowania réznych fungicydéw (zwiazkéw chemicz-
nych ograniczajacych wzrost grzybéw) jako dodatku do klejow, niektore grzyby
zdolne sq do wzrostu w takim $rodowisku (Piotrowska i Zakowska, 2003).

W mieszkaniach wykorzystywane sa takze inne materialy pochodzenia orga-
nicznego, naturalne jak i syntetyczne, np. wtékniny w postaci wyktadzin podto-
gowych, tapet tekstylnych, filtréw w systemach wentylacyjnych. Powierzchnie
tych materialéw moga chtona¢ wodg z r6zna intensywnoscia; odpowiednio nawilzone
moga by¢ fatwo zasiedlone przez plesnie z rodzajow Aspergillus 1 Penicillium,
obecne czgsto w powietrzu pomieszczen.

Réwniez skora naturalna wykorzystywana w tapicerstwie, charakteryzujaca
si¢ wysoka higroskopijnos$cia, jest chetnie zasiedlana przez grzyby wykazujace
wilasciwosci proteolityczne, w tym keratynolityczne grzyby patogenne (Falkiewicz-
Dulik, 2005). Nawet skora syntetyczna (poliester pokryty warstwa polichlorku
winylu) w warunkach wysokiej wilgotnosci, mimo hydrofobowej powierzchni,
moze by¢ kolonizowana przez plesnie, ktére degraduja wigzania estrowe,
przyczyniajac si¢ do wzrostu kruchoS$ci 1 zmian w wytrzymatosci tego materiatu.

Stwierdzono, iz biosynteza okreslonych enzyméw zewnatrzkomérkowych
przez plesnie jest stymulowana przez sktad chemiczny materiatu budowlanego.
Plesnie w Srodowisku budowlanym zmieniaja profil syntetyzowanych enzyméw,
dzigki czemu w petni wykorzystuja dostgpny substrat. Rosnac na materiatach
celulozowych, wytwarzaja enzymy, takie jak np. o-galaktozydaze, P-galakto-
zydazg, N-acetyloglukuronidazg, natomiast na podiozu z dodatkiem kazeiny
(sktadnik kleju) uvaktywniaja enzymy proteolityczne, np. akrylamidazg cystynowa,
trypsyne (Gutarowska, 2010).
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W wyniku rozwoju grzybéw strzgpkowych, materialy budowlane pochodzenia
organicznego (celulozowe, biatkowe, polimery syntetyczne) zmieniaja swoja
wytrzymatos$¢, ulegaja przebarwieniu, rozrywaja si¢, rozpadaja, czasami kruszeja
(skéra naturalna i syntetyczna). Rozwojowi drobnoustrojéw na tych materiatach
sprzyja nie tylko ich sktad chemiczny, ale takze struktura geometryczna (grubos¢,
gesto$¢ splotu we widkninach, nieréwnosci powierzchni — tapety wytlaczane,
drewno, wykladziny podiogowe). Utrzymanie odpowiedniej wilgotnosci na
powierzchni tych materialéow jest niezbedne do rozwoju grzybéw tylko w po-
czatkowej fazie wzrostu. Kiedy ple$nie utworza grzybnig, wilgo¢ jest zatrzy-
mywana w jej strukturze i w ten spos6b umozliwia aktywno$¢ wigkszoS$ci
enzymow hydrolitycznych.

Materiaty budowlane pochodzenia nieorganicznego (kamien, gips, zaprawy,
beton, cement, tynki) sa niekorzystnym s$rodowiskiem dla wzrostu plesni, co
wynika z braku dostgpnych Zrédet wegla organicznego. Dodatkowym czynnikiem
niektérych materiatéw nieorganicznych, warunkujacym oporno$¢ na wzrost
grzybéw jest wysokie pH. Materialy te maja szerokie zastosowanie w budownictwie
jako elementy konstrukcyjne. Stosowane sa réwniez do wykanczania wngtrz
(ghadzie, tynki). Niestety, niektére materialy budowlane nieorganiczne (beton, gips,
zaprawa, tynki) maja budowe kapilarno-porowata oraz wiasciwosci higroskopijne;
pochtaniaja wodg z powietrza oraz na skutek podciagania kapilarnego z gleby.
W niektérych przypadkach (beton) woda moze wypetni¢ nawet do 40% objgtosci
w stosunku do calkowitej objetoSci materiatu (Pogorzelski, 2009). Przy
podwyzszonej wilgotnosci tych materiatéw, grzyby sa zdolne do wzrostu pod
warunkiem obecno$ci materii organicznej, np. w postaci zabrudzen, kurzu
(Pasanen i in., 1997). Drobnoustroje podczas wzrostu na materiatach budowlanych
nieorganicznych ukierunkowuja swdj metabolizm na produkcje kwaséw, ktére
moga by¢ przyczyna korozji tych materiatéw (Gutarowska i Czyzowska, 2009).
W korozji materiafdéw budowlanych bardzo duze znaczenie maja kwasy
organiczne wytwarzane przez ple$nie (Warscheid i Braams, 2000; Abin i in.,
2002). Plesnie wytwarzaja takie kwasy, jak: cytrynowy, jablkowy, itakonowy,
mlekowy, winowy, glukonowy, fumarowy, szczawiowy, bursztynowy i inne
(Eckchardt, 1978; Zakowska i Piotrowka, 2008). Zdolno$¢ tworzenia przez plesnie
kwaséw na betonie ikamieniach byla opisywana w literaturze jako czynnik
korozyjny (Kuroczkin i in, 1988; de La Torre i in., 1991; Cwalina, 2003; Cwalina
i Zyska, 2005). Szczeg6lnie wysoka aktywnoS$cia kwasotworcza charakteryzuja
si¢ grzyby z rodzajow Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Trichoderma (de La Torre
1in., 1991; Gomez-Alarcon i in., 1994; Gutarowska i Czyzowska, 2009). Migdzy
sktadnikami nieorganicznego materiatlu budowlanego (mineralami zawierajacymi
Ca, Fe, Al, Mg, K, Na) a wydzielanymi kwasami zachodza reakcje chemiczne,
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w wyniku czego powstaja sole rozpuszczalne w wodzie, a sktadniki mineralne sa
wyptukiwane z materiatu (Warscheid i Braams, 2000; Wasserbauer, 2003).
Material staje si¢ wtedy mniej wytrzymaly, kruszy si¢ i rozpada, a stopien
zniszczenia zalezy od rodzaju kwasu oraz czasu jego dziatania. Procesy te dotycza
szczegOlnie takich materiatéw, jak kamien, zaprawa, gips (Palmer i in., 1991;
May i in., 1993; Warscheid i Braams, 2000). W reakcji z kwasem bursztynowym i
szczawiowym moga powstawac sole nierozpuszczalne w wodzie, np. szczawian
wapnia tworzy si¢ poprzez wigzanie wapnia pochodzacego z weglanu wapnia (np.
w zaprawie), w wyniku czego moze dochodzi¢ do naruszenia struktury materiatu
budowlanego. Obecnos$¢ krysztaléw szczawiandw na powierzchniach kamienia
budowlanego potwierdzili w badaniach Allessandrini i in. (1989), a takze Gomez-
Alarcon i in. (1994). Procesy korozji elementéw konstrukcyjnych sa przyczyna
opisywanych awarii w budownictwie (Zyska, 1999).

Powtoki malarskie stosowane na powierzchni materiatéw nieorganicznych sa
zasiedlane z tatwoscia przez grzyby strzgpkowe, mimo iz na ogoét nie stanowia
dostepnego zrédta wegla dla tych drobnoustrojéw (organiczne dyspersje tworzyw
sztucznych). Niektore tylko gatunki ple$ni, np. Aureobasidium pullulans maja
zdolno$¢ do degradacji powtok akrylowych. Powloki emulsyjne sa natomiast
porastane przez biofilmy, w sktad ktérych wchodza bakterie (w tym sinice) oraz
grzyby strzgpkowe (Gaylarde i Morton, 199; Morton, 2003). Strzgpki grzybow
plesniowych sa odpowiedzialne za fizyczne niszczenie powtok malarskich, gdyz
maja zdolno$¢ wnikania w struktur¢ powloki, powodujac utrat¢ spdjnosci,
odpadanie tynkéw, przebarwienia i kruszenie materialéw nieorganicznych pod
powtoka (Morton, 2003).

Grzyby strzgpkowe zdolne sa réwniez do wzrostu na powierzchniach
syntetycznych polimeréw, w warunkach takich, jak opisano dla materialéw
nieorganicznych — przy wysokiej wilgotnosci i dostgpie do zrédet wegla. Syntetyczne
materialy polimerowe znajduja zastosowanie w budownictwie jako materialy
izolacyjne (pianka poliuretanowa, styropian, wetna mineralna) oraz wykonczeniowe
(poliestry, PCV, polipropylen, poliakryl — sktadniki wykladzin podtogowych).
Charakteryzuja si¢ mata sorpcyjnoscia wody. Mimo to w literaturze opisywany
byt wzrost grzybéw Paeciliomyces variotii, Trichoderma harzianum, Penicillium
sp. na piankach poliuretanowych, welnie mineralnej oraz PCV (Ezeonu i in., 1994;
Webb i in., 2000; Zyska i Zakowska, 2005). Materiaty izolacyjne charakteryzujace
si¢ rozbudowana powierzchnia wtasciwa z duza iloScia por i1 kapilar, ponadto
wysoka chropowato$cia powierzchni, w tym styropian (budowa komorkowa)
i wetna mineralna (budowa widknista), przy dtugotrwalym wysokim nawilzeniu
moga by¢ porastane przez plesnie. Mechanizmy oparte zar6wno na degradacji
enzymatycznej, jak réwniez korozji na skutek wydzielania kwaséw przez grzyby,
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sa odpowiedzialne za krucho$¢, spadek wytrzymatosci i niszczenie materialéw
polimerowych.

Z tego krétkiego przegladu wynika, ze wszystkie materialy budowlane moga
stanowi¢ podloze dogodne dla wzrostu grzybow strzgpkowych, ktére przyczyniaja
si¢ do ich niszczenia. Konieczna jest wigc znajomos$¢ podatnosci materiatéw
stosowanych obecnie w budownictwie na kolonizacje przez te mikroorganizmy,
a takze czynnikdéw sprzyjajacych temu procesowi. Z drugiej strony oznaczanie
liczby i rodzaju grzybéw strzgpkowych zasiedlajacych zawilgocone pomieszczenia
oraz wytwarzanych przez nie alergenéw i mikotoksyn ma ogromne znaczenie dla
ustalenia etiologii choréb mieszkancéw. Bardzo istotna jest rowniez analiza
cytotoksycznosci i genotoksycznosci zagrzybionych powierzchni budowlanych.

Ocena wzrostu, toksycznosci i alergennosci plesni powinna w warunkach
laboratoryjnych przebiega¢ w srodowisku zblizonym do rzeczywistego wystgpowania
tych mikroorganizméw, tj na materialach budowlanych. Pelna wiedza na temat
niebezpieczenstw zwiazanych z obecnoscia grzybéw strzgpkowych w $rodowisku
budowlanym moze przyczyni¢ si¢ do oceny rzeczywistego narazenia zdrowotnego.
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2. GENEZA 1 CEL PRACY

Grzyby strzgpkowe, zasiedlajac przegrody budowlane, wytwarzaja znaczne
ilosci zarodnikéw i fragmentéw grzybni, ktére moga by¢ no$nikiem biatek
alergennych oraz mikotoksyn. Cyto- i genotoksyczne efekty wywotane miko-
toksynami sa przyczyna licznych choréb.

Wiedza o plesniach i ich metabolitach, pochodzaca giéwnie z badan
laboratoryjnych, nadal nie jest w pelni wykorzystywana w mikologii budowlane;.
Rutynowe badania mikologiczne pomieszczen mieszkalnych obejmuja oznaczenia
ilosciowe 1 jakoSciowe plesni na powierzchni przegréod budowlanych oraz
w powietrzu. Wyizolowane i oznaczone do gatunku szczepy, klasyfikowane
w oparciu o literatur¢ jako toksynotworcze lub alergenne, nie zawsze wykazuja te
wlasciwosci na przegrodach budowlanych w budynkach. Dopiero w ustalonych
warunkach laboratoryjnych, w hodowlach na podlozach mikrobiologicznych,
izolaty grzybéw z mieszkan ujawniaja swoja toksynotworczo$e.

Wyjasnienie rzeczywistych zagrozen zdrowotnych ze strony grzybow
strzgpkowych rozwijajacych si¢ na przegrodach budowlanych przy obecnym
stanie wiedzy nie jest mozliwe, poniewaz dotad nie prowadzono badan wlasciwosci
toksynotwoérczych, cytotoksycznych, genotoksycznych oraz alergennych na
materiatach budowlanych. Nie wiadomo czy mikotoksyny i/lub alergeny sa
syntetyzowane na wszystkich rodzajach materiatéw budowlanych, zaréwno
pochodzenia organicznego, jak i na nieorganicznych? Jakie warunki panujace
w pomieszczeniach mieszkalnych decyduja o tworzeniu biatek alergennych
i mikotoksyn? Potrzeba poznania odpowiedzi na postawione pytania stala si¢
motywacja do sformutowania celu prezentowanej pracy.

Celem badan bylo okreslenie podatnosci wybranych materiatéw budo-
wlanych, wykonczeniowych i termomodernizacyjnych na zasiedlanie przez grzyby
strzgpkowe wystgpujace w budynkach, a takze poznanie przyczyn tego zjawiska
oraz wykazanie szkodliwosci zdrowotnej plesni obecnych w mieszkaniach.
Realizacja tego celu wymagata przeprowadzenia badan srodowiskowych, ktérych
zakres obejmowat oceng¢ rozwoju grzyboéw strzgpkowych na przegrodach budo-
wlanych oraz zanieczyszczenia powietrza wewngtrznego, identyfikacje grzybow
obecnych w budynkach, analiz¢ mikotoksyn wytwarzanych na przegrodach
budowlanych oraz okreslenie ich cyto- i genotoksycznosci. Dla petniejszej oceny
przyczyn pojawienia si¢ grzybow strzgpkowych w mieszkaniach i skutéw ich
oddzialywania na zdrowie ludzi przeprowadzono réwniez badania ankietowe
przyczyn zagrzybienia mieszkan oraz badania lekarskie mieszkancow.
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Drugi etap pracy przeprowadzony byl w warunkach modelowych i miat na
celu oceng wzrostu grzybéw strzgpkowych na réznych materiatach budowlanych
oraz okre$lenie zdolno$ci do wytwarzania w tych warunkach biatek alergennych
i mikotoksyn, atakze wywotania efektow cytotoksycznych i genotoksycznych.
W tym etapie badano wzrost ple$ni na materiatach budowlanych oraz wykoncze-
niowych pochodzenia organicznego i nieorganicznego, w réznych warunkach
wilgotnosci, obecnosci kurzu domowego i zwiazkéw organicznych. Badano réwniez
zdolnos$¢ plesni do tworzenia na materiatach budowlanych mikotoksyn i alergenéw
oraz ich cyto- i genotoksycznos$¢. Stworzylto to merytoryczne i praktyczne podstawy
do oceny rzeczywistego zagrozenia zdrowotnego dla uzytkownikéw pomieszczen
z aktywnym rozwojem plesni.
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3. METODYKA BADAN

3.1. Obiekt badan srodowiskowych — mieszkania i mieszkancy

Badania przeprowadzono w 34 budynkach mieszkalnych (72 pomieszczenia)
z objawami rozwoju plesni na przegrodach budowlanych oraz w 30 budynkach
kontrolnych (70 pomieszczen) bez tych objawéw. Badania wykonano w sezonie
zimowym (od listopada do marca) w kamienicach z XIX wieku, domach jedno-
rodzinnych oraz blokach na terenie Lodzi (Tabela 7).

Tabela 7. Badane budynki mieszkalne

Budynki Budynki
Rodzaj budynku i rok budowy zagrzybione | bez zagrzybienia
N=34 N =30
Kamienice XIX w. (N =22) 14 8
Domy jednorodzinne (rok budowy < 2000 ) (N=7) 5 2
Domy jednorodzinne (rok budowy > 2000) (N = 6) 3 3
Bloki (rok budowy < 2000) (N = 23) 9 14
Bloki (rok budowy > 2000) (N = 6) 3 3

Wsréd mieszkancow przeprowadzono ankiete, na podstawie ktérej dokonano
oceny przyczyn zagrzybienia. Ankieta zawierata pytania o rodzaj budownictwa,
rok budowy, rodzaj zagrzybionych pomieszczen i miejsca zagrzybienia, rodzaj
ogrzewania, stolarki okiennej, obecno$¢ wentylacji i stechtego-plesniowego zapachu.
Ankiete uzupetniono o pomiary wilgotnos$ci i temperatury powietrza w pomiesz-
czeniach, przeprowadzone za pomoca higrometru wlosowego wyposazonego
w termometr (typ Max-Min Thermo-Hygro).

W kazdym badanym pomieszczeniu oznaczano liczbg grzybéw strzgpkowych
obecnych w powietrzu i na przegrodach budowlanych, przeprowadzono analizg
gatunkowa grzybéw, analiz¢ toksyczno$ci wymazéw ze §cian (oznaczanie miko-
toksyn, cytotoksycznos$ci ogélnej) oraz — dla wybranych pomieszczen — analizg
genotoksycznosci wymazdow. Kontrolnie zbadano zanieczyszczenie mikrobiologiczne
powietrza atmosferycznego przed kazdym badanym budynkiem.
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Przeprowadzono takze oceng stanu zdrowia mieszkancéw. Badaniem
lekarskim objgto 91 o0s6b (Srednia wieku: 37 lat + 10,5; pte¢: 40% kobiety, 60%
mezezyzni), w tym 49 os6b zamieszkujacych pomieszczenia z widocznymi objawami
zagrzybienia oraz 42 osoby zamieszkujace mieszkania okreslane w pracy jako
kontrolne, bez objawdéw zagrzybienia.

Badania lekarskie przeprowadzone byly przez lekarza alergologa w ramach
wspélpracy z Instytutem Medycyny Pracy w Lodzi. Obejmowaly one wywiad
(ankieta lekarska), testy skdrne wobec popularnych alergenéw, w tym alergenéw
grzybow, oznaczenie poziomu przeciwcial klasy IgE w surowicy oraz swoistych
wobec plesni przeciwciat asIgE (p. 3.12). U czterech mieszkancéw, ktérzy we
wstepnych testach diagnostycznych wykazywali najwigksze uczulenie na plesnie
(na podstawie objawéw, testow skérnych SPT, poziomu IgE, asIgE) oznaczono
w surowicy obecno$¢ przeciwcial w stosunku do ple$ni wyizolowanych z miesz-
kan (p. 3.13).

3.2. Charakterystyka materialu biologicznego

Z budynkéw mieszkalnych wyizolowano i zdiagnozowano tacznie 186 szcze-
pSéw plesni nalezacych do 36 gatunkéw (p. 3.6). Przechowywano je w formie
czystych kultur na pozywce z brzeczka i agarem oraz na tapecie i ptycie gipsowo-
kartonowej, w temperaturze 4°C. Zdolno$¢ tworzenia wybranych mikotoksyn
(aflatoksyny B1, ochratoksyny A, sterigmatocystyny) przez badane izolaty okreslono
metoda chromatografii cienkowarstwowej TLC (p. 3.9.1). Czterna$cie wybranych
szczepow grzybow strzgpkowych poddano szczegétowym badaniom laboratoryjnym,
oznaczajac ich zdolnos¢ do produkcji mikotoksyn, alergenéw oraz cytotoksyczno$é
ogodlng i genotoksycznos¢. Kryterium wyboru szczepdéw stanowita toksynotworczo$e
ujawniona na pozywce laboratoryjnej. Uwzgledniono réwniez wystgpowanie
objawéw chorobowych u mieszkancéw pomieszczen, z ktérych wyizolowano
poszczegdlne szczepy plesni. Wykaz szczepéw uwzgledniajacy miejsce ich izolacji
oraz zakres wykorzystania w badaniach przedstawiono w tabeli 8. W badaniach
wykorzystywano rowniez szczepy wzorcowe (kolekcyjne): Aspergillus flavus KA
30 pochodzacy z Kolekcji Czystych Kultur Instytutu Technologii Zywnoéci Pocho-
dzenia Roslinnego Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu oraz Aspergillus
ochraceus NRLL 3174 — pochodzacy z Northern Regional Research Laboratory,
USDA, Culture Collection Peoria, IL, USA. Szczepy te charakteryzowaly sig
zdefiniowana, wysoka toksynotworczoscia.
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Tabela 8. Szczepy grzybéw strzgpkowych stosowane w badaniach laboratoryjnych

Miejsce izolacji

Lp. | Szczep ze srodowiska Badania
mieszkaniowego
Szczepy dzikie
obecnos¢ przeciwcial w surowicy krwi
! Alternaria powloka mieszkancOw potwierdzajacych
alternata malarska wystgpowanie alergii; wytwarzanie
alergenéw na materiatach budowlanych
wzrost, toksynotworczo$é, cytotoksycznosé
i genotoksyczno$¢ na pozywkach
. . laboratoryjnych i materiatach budowlanych;
Aspergillus plyta gipsowo- ., L. . .
2 obecnos¢ przeciwcial w surowicy krwi
flavus kartonowa . L . .
mieszkancéw potwierdzajacych
wystepowanie alergii; wytwarzanie
alergendéw na materiatach budowlanych
) ) wystgpowanie alergii u mieszkancéw metoda
Aspergillus powietrze . . . )
3 . immunoblotting; wytwarzanie alergenéw na
niger 1 wewngetrzne .
materiatach budowlanych
wzrost, toksynotworczo$¢, cytotoksycznosé
Aspergillus powtoka . Y . . Y Y
4 . 1 genotoksyczno$¢ na pozywkach
niger 2 malarska : . .
laboratoryjnych i materiatach budowlanych
wzrost, toksynotworczos$¢, cytotoksycznosé
Aspergillus powtoka . Y . . Y Y
5 1 genotoksyczno$¢ na pozywkach
ochraceus 1 malarska : . .
laboratoryjnych i materiatach budowlanych
. . wzrost, toksynotworczo$é, cytotoksycznosé
Aspergillus plyta gipsowo- . ., .
6 1 genotoksyczno$¢ na pozywkach
ochraceus 2 kartonowa : . .
laboratoryjnych i materiatach budowlanych
7 Aspergillus ptyta gipsowo- wzrost i toksynotwoérczo$¢ na pozywkach
versicolor 1 kartonowa laboratoryjnych i materiatach budowlanych
g Aspergillus tanet wzrost i toksynotwérczo$¢ na pozywkach
apeta
versicolor 2 P laboratoryjnych i materiatach budowlanych
wzrost, toksynotworczos$¢, cytotoksycznosé
9 Aspergillus powtoka . tok Y ., . }1; h Y
i genotoksyczno$¢ na pozywkac
versicolor 3 malarska g Y pozy

laboratoryjnych i materiatach budowlanych
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wzrost, toksynotworczosé, cytotoksyczno$e
1 genotoksyczno$¢ na pozywkach
. ) laboratoryjnych i materiatach budowlanych;
Cladosporium | plyta gipsowo- ., .. . .
10 .. obecnos¢ przeciwciat w surowicy krwi
cladosporioides | kartonowa . o . .
mieszkancOw potwierdzajacych
wystgpowanie alergii; wytwarzanie
alergenéw na materiatach budowlanych
wzrost, toksynotwdrczosé, cytotoksycznosé
i genotoksyczno$¢ na pozywkach
N . laboratoryjnych i materiatach budowlanych,
Penicillium plyta gipsowo- L, . ) )
11 obecnos¢ przeciwcial w surowicy krwi
chrysogenum kartonowa . L, . .
mieszkancow potwierdzajacych
wystgpowanie alergii; wytwarzanie
alergen6w na materiatach budowlanych
obecnos¢ przeciwcial w surowicy krwi
Penicillium mieszkancOw potwierdzajacych
12 tapeta . .. .
expansum wystgpowanie alergii; wytwarzanie
alergen6w na materiatach budowlanych
wzrost, toksynotwdrczos$é, cytotoksyczno$e
Stachybotrys . . .
13 tapeta i genotoksyczno$¢ na pozywkach
chartarum . . .
laboratoryjnych i materiatach budowlanych
Trichoderma drewno .
14 o . . wzrost na materiatach budowlanych
viride nielakierowane
Szczepy kolekcyjne
Instytut
Technologii . . .
. . L. wzrost, toksynotworczosé, cytotoksycznosé
Aspergillus Zywnosci . L, )
15 . 1 genotoksyczno$¢ na pozywkach
Sflavus KA30 Pochodzenia . . .
L laboratoryjnych i materiatach budowlanych
Roslinnego
Poznah
Northern
Regional
Aspergillus Research wzrost, toksynotworczos$é, cytotoksyczno$e
16 | ochraceus Laboratory, i genotoksyczno$¢ na pozywkach
NRLL 3174 USDA, Culture | laboratoryjnych i materiatach budowlanych
Collection
Peoria, IL, USA
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3.3. Pozywki mikrobiologiczne

W badaniach wykorzystywano pozywki mikrobiologiczne, ktérych sktad
oraz zastosowanie przedstawiono w tabeli 9.

Tabela 9. Pozywki mikrobiologiczne

Rodzaj podioza

Skiad, pH, opis

Zastosowanie w badaniach

MEA (malt extract | Brzeczka stodowa 7°Blg izolacja plesni z powietrza
agar) — brzeczka Agar (1,5 %) oraz przegréd budowlanych;
stodowa z chloram- | Chloramfenikol (1%) przechowywanie szczepow;
fenikolem pH=5,6+0,2 ocena toksynotworczosci,
cytotoksycznosci,
genotoksycznosci, na
materiatach budowlanych
oraz pozywce laboratoryjnej
(kontrola)
Pozywka DG18 z Pepton 50¢g izolacja plesni kserofilnych
dichloranem sodu, Glukoza 10,0 g z powietrza oraz przegréd
glicerolem i KH,PO, 1,0g budowlanych
chloramfenikolem MgSO,x5H,0 05¢g
(Oxoid) Dichloran sodu 0,002 g
Agar 150¢g
Woda destylowana do 1000 ml
Glicerol 175 ml
Chloramfenikol 1%
pH=5,6+0,2
Pozywka Czapka KH,PO, lg identyfikacja morfologiczna
(CYA — Czapek Sole CYA* 10 ml | ple$ni wyizolowanych

Yeast Autolysate
Agar) — agar
drozdzowy Czapka

(*NaNO; -30 g, KC1 -5 g,
ZnSO,x7H,0 - 0,1 g,
MgSO,x7H,0 -5 g,
FeSO,x7H,0 -0,1 g,
CuSO4x5H,0 -0,005 g,

Woda destylowana do 100 ml)

Ekstrakt drozdzowy 5¢g
Sacharoza 30¢g
Agar I5¢g

Woda destylowana do 1000 ml
pH=62+0,2

w pomieszczeniach
mieszkalnych
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Pozywka YES
(Yeast Extract
sucrose Agar) —
agar z ekstraktem
drozdzowym

i sacharoza

Ekstrakt drozdzowy 20¢g

Sacharoza 150 g
MgSO4X7H20 0,5 g
Sole YES** 1 ml

(**ZnSO4x5H,0 - 0,1 g,
CuSO,x5H,0 - 0,005 g,

Woda destylowana do 100 ml)
Agar 20¢g
Woda destylowana do 1000 ml
pH=5,.8+0,2

oznaczanie
toksynotwdrczosci pledni;
ocena wzrostu plesni

1 toksynotworczo$ci na
materiatach budowlanych
z dodatkiem pozywki YES,
pozywki Mo lub
zanieczyszczonych kurzem

Pozywka
mineralna Mo

MgSO4X7H20 5 g
(NH4),S04 3g
KHzP 04 1 g

Woda destylowana do1000 ml
pH=5,8+0,2

wzrost ple$ni i toksyno-
tworczo$¢ na materiatach
budowlanych z dodatkiem
pozywki YES, pozywki Mo
lub zanieczyszczonych kurzem

Pozywka Mo MgS0O,x7H,0 S5¢g wzrost plesni
z kurzem (NH,4),SO, 3g i toksynotworczos¢
KH,PO, lg na materiatach budowlanych
Kurz domowy lekki 10¢g z dodatkiem pozywki YES,
Woda destylowana do 100 ml pozywki Mo
pH=5,8+0,2 lub zanieczyszczonych
Kurz domowy lekki — kurzem
pochodzacy z mieszkania
(zbierany z powierzchni pétek).
Pozywke Mo z kurzem mieszano
na mieszadle magnetycznym
w celu rozbicia kurzu na drobne
czastki i rdwnomiernego
rozprowadzenia w podiozu.
Pozywka MgSO,x7H,0 S5¢g wzrost ple$ni na materiatach
mineralna Mo (NHy4),SO4 3g budowlanych i wykonczenio-
z ekstraktem KH,PO, lg wych o ré6znym poziomie

drozdzowym
(plynna oraz stata)

Ekstrakt drozdzowy 20g
Aoda destylowana do 1000 ml
pH=5.8+0,2

Agar (p.stale) 20g

wilgotno$ci masowej; ocena
alergenno$ci na materiatach
budowlanych oraz pozywce
laboratoryjnej (kontrola)

Pozywki mikrobiologiczne sterylizowano w autoklawie w temperaturzez 121 °C, przez 20 minut.
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3.4. Materialy budowlane

Materiaty budowlane pochodzily ze sprzedazy detalicznej (cement, gips,
zaprawa, ptyta gipsowo-kartonowa, tapeta, wyktadzina dywanowa, wykladzina PCV)
lub hurtowej (drewno) oraz z zaktadu ustugowego (skora, skaj). Charakterystyke
stosowanych materialéw podano w tabeli 11.

3.5. Wilgotno$¢ materialéw budowlanych

Wilgotnos¢ badanych materialéw oznaczano metoda wagowa. Materiaty
suszono do stalej masy w temperaturze 105°C (z wyjatkiem gipsu — temperatura
suszenia: 70°C oraz materiatéw zawierajacych tworzywa sztuczne 45°C).

Wilgotno$¢ masowa obliczano ze wzoru (Stefanczyk, 2009):

w =M =Ms 1009
M

N

gdzie: W — wilgotno$¢ masowa materiatu (%),
Mw — masa materiatu w stanie wilgotnym (g),
Ms — masa materiatu w stanie suchym (g).

Po oznaczeniu wilgotno$ci masowej materialéw, doprowadzano ich wilgotnos¢
do zatozonego poczatkowego poziomu (Tabela 10), poprzez dodanie 0,1 ml
pozywki Mo z ekstraktem drozdzowym (lub innej pozywki, w zalezno$ci od
do$wiadczenia) oraz odpowiedniej objetosci jatowej wody destylowanej. Poziom
ten ustalono na podstawie dos$wiadczenia, w ktérym okres§lano maksymalng
objetos¢ wody wchtaniang przez material. Tak nawilzone probki materialéw
wykorzystywano do hodowli grzybéw strzepkowych. W doswiadczeniach majacych
na celu oceng wplywu wilgotno$ci na wzrost i tworzenie mikotoksyn stosowano
cztery warianty wilgotnosci masowej materiatéw, tj. maksymalna (maksymalna
objetos¢ pozywki Mo z ekstraktem, wody oraz inokulum), minimalna (bez dodatku
wody, tylko pozywka Mo i inokulum) oraz dwie $rednie wilgotno$ci masowe
(rézna objeto$¢ wody oraz pozywka Mo i inokulum).

Po wprowadzeniu inokulum do materiatéw budowlanych oraz dodaniu
odpowiedniej objetosci wody, oznaczono maseg probek. W czasie trwania hodowli
grzybow na materiatach budowlanych, codziennie wazono prébki materialéw
1 utrzymywano w nich poziom wilgotnos$ci przez dodatek odpowiedniej objgtosci
wody destylowanej do uzyskania masy poczatkowe;j.
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Tabela 10. Poczatkowe wilgotnoSci masowe materiatéw budowlanych stosowanych

w badaniach

Material budowlany/wykonczeniowy Wilgotnos¢ masowa (%)
Cement 35

Gips 17, 33, 48, 68
Zaprawa tynkarska 43
Zaprawa tynkarska pokryta farba emulsyjna 4,5,7,11
Drewno 220
Plyta gipsowo-kartonowa 80
Tapeta 18, 56, 79, 126
Wykladzina dywanowa 143
Wyktadzina PCV 30
Skoéra 181

Skaj 70

3.6. Analiza mikologiczna w budynkach mieszkalnych

W budynkach mieszkalnych oznaczano liczbg grzybéw strzepkowych na prze-

grodach budowlanych oraz w powietrzu.

3.6.1. Analiza mikologiczna powierzchni przegréd budowlanych

Probki z przegréd budowlanych (tynki, tapety, powloki malarskie) pobrano
z powierzchni 100 cm® metoda wymazu do soli fizjologicznej (50 ml 0,85%
NaCl). Rozcieficzony roztwoér wysiewano na pozywke MEA z chloramfenikolem
i inkubowano w temperaturze 25°C przez 5-7 dni. Po tym czasie liczono kolonie.
Wyniki podawano jako liczbg jtk/100 cm? w powierzchni przegrody budowlane;.

3.6.2. Analiza mikologiczna powietrza pomieszczen

Analiz¢ zanieczyszczenia grzybami strzgpkowymi powietrza pomieszczen
mieszkalnych, jak réwniez powietrza atmosferycznego (probka kontrolna),
przeprowadzono metoda hodowlana, stosujac do poboru powietrza probnik Mass
100 Eco (Merck). Objetosci pobieranych prébek powietrza wynosity 50-100 1 po-
wietrza. Do hodowli plesni stosowano pozywke MEA z chloramfenikolem oraz
pozywke DG18; inkubacje prowadzono w temperaturze 25°C, przez 5-7 dni.
Po tym czasie zliczano kolonie grzybéw; wyniki podawano w jtk/m’ powietrza.
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3.6.3. Identyfikacja grzyb6w strz¢pkowych

Szczepy grzybéw hodowano na pozywce Czapka w temperaturze 25°C, w czasie
7-10 dni. Identyfikacj¢ do gatunkéw przeprowadzono w oparciu o klucze diagno-
styczne (Fassatiova, 1983; Samson i in., 2000; Flanningan i in., 2001a; Frisvad
1 Samson, 2004).

3.7. Oznaczanie ergosterolu

Ergosterol oznaczano w powietrzu wewngtrznym i atmosferycznym oraz na
przegrodach budowlanych i w prébach materialéw budowlanych.

3.7.1. W powietrzu

Prébki do analizy pobierano metoda filtracji, wykorzystujac probnik do poboru
powietrza Impactor Fb5 (Klotz, Niemcy) oraz filtr zelatynowy (Sartorius, wielko$¢
poréw 2 um). Objetos¢ pobieranego powietrza wynosita 1000 1. Po pobraniu
probki powietrza filtr umieszczano w 50 ml metanolu (cz.d.a, POCH) i ekstra-
howano ergosterol, stosujac wytrzasanie przez 30 minut przy 150 obrotach/min.
Uzyskany roztwdr zlewano do kolby (500 ml) ze szlifem i dodawano 5 ml 1M
metanolowego roztworu KOH (cz.d.a, POCH), cato$¢ ogrzewano pod chtodnica
zwrotng przez 30 minut od momentu wrzenia. Nastgpnie probke schtadzano do
temperatury 4°C i przeprowadzono dwukrotna ekstrakcj¢ przez 2 minuty heksa-
nem (cz.d.a, POCH) wilosci 50 ml. Oddzielano gérna warstwg¢ heksanowa
1 odparowywano rozpuszczalnik do sucha w wyparce prézniowej. Sucha pozosta-
to$¢ rozpuszczano w 30 ml metanolu. Absorbancj¢ tak przygotowanych prébek
odczytywano przy diugosci fali A = 282,6 nm (spektrofotometr DU 640 Beckman,
Niemcy). Stgzenie ergosterolu obliczano z krzywej wzorcowej (Gutarowska,
1999), wykorzystujac wzorzec ergosterolu (Sigma). Wyniki podawano w pg/m3.

3.7.2. Na przegrodach budowlanych

Prébki do analizy ergosterolu z powierzchni przegréd budowlanych (100 cm?
powierzchni) pobierano metoda wymazu do 50 ml metanolu. Ekstrakcj¢ ergoste-
rolu prowadzono analogicznie, jak opisano powyzej. Wyniki podawano w pg
ergosterolu/100 cm?.

3.7.3. Na materialach budowlanych porazonych przez grzyby strz¢pkowe

Prébki materiatéw budowlanych porazonych plesniami (pobranych z mieszkan
oraz uzyskanych podczas hodowli laboratoryjnych) pasteryzowano (temperatura
85°C, czas 30 min), dezintegrowano do fragmentéw o $rednicy mniejszej niz 0,2 mm
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lub cigto na mate fragmenty o powierzchni mniejszej niz 2,75 mm’. Nastepnie
probki materiatéw wazono 1 zawieszano w 100 ml metanolu 1 wytrzasano w wa-
runkach opisanych powyzej (p. 3.7.1). Po wstepnej ekstrakcji, roztwér metanolowy
odwirowano (RCF = 910xg, 10 min) w celu usunigcia materiatu budowlanego.
Dalszy tok postgpowania byl identyczny jak przy oznaczaniu ergosterolu w po-
wietrzu. Wyniki podawano w ug ergosterolu/g materiatu.

3.8. Hodowle laboratoryjne grzybow strz¢gpkowych
na materiatach budowlanych

3.8.1. Przygotowanie zawiesiny zarodnikéw grzybow strzepkowych

Zarodniki ple$ni zmywano ze skoséw MEA za pomoca sterylnej soli fizjo-
logicznej (0,85%) z dodatkiem kilku kropli Tween (cz.d.a, POCH). Uzyskana
zawiesing mieszano na mieszadle magnetycznym przez 15 min, w celu rozbicia
aglomeratéw zarodnikéw. Ggsto$¢ inokulum oznaczano metoda rozcienczen.
Hodowle prowadzono na pozywce MEA w temperaturze 25°C, przez 7 dni. Ggsto$¢
zawiesin ksztattowata si¢ w zakresie 2x10°-4x10° jtk/ml.

3.8.2. Przygotowanie materiatbw budowlanych do badan

Materiaty budowlane przygotowywano zgodnie z zaleceniami producenta
(zawarto§¢ wody w gipsie, zaprawie, cemencie). Cement, gips oraz zaprawe
formowano w prostopadtosciany o wymiarach: 40x40x5 mm (szeroko$¢, dtugosé,
wysokos¢). Tapete, skore, skaj, wyktadzing dywanowa, wyktadzing PCV, drewno,
ptyty kartonowo-gipsowe pocigto na fragmenty o wymiarach 40x45 mm. Przed
przystapieniem do hodowli plesni, oznaczano zawarto$¢ ergosterolu w probkach
czystych materialéw — w celu ustalenia wyj$ciowego stopnia zanieczyszczenia
materiatéw. Wszystkie materialy poddawano naswietlaniu lampa UV przez
24 godziny (z kazdej strony materiatu), co eliminowato ergosterol z prébek
(ergosterol ulega przeksztalceniu do witaminy D,). Czystos¢ mikrobiologiczna
materiatléw sprawdzano metoda hodowlang na pozywce MEA, w temperaturze
25°C, po 7 dniach inkubacji.

3.8.3. Hodowle grzybéw strz¢pkowych

Do prébek materiatéw budowlanych (o masie od 0,4 do 22 g, w zaleznoSci
od rodzaju materiatu) dodawano po 1 ml zawiesiny zarodnikéw plesni, 1 ml
odpowiedniej pozywki (w zaleznosci od prowadzonej hodowli i celu badan —
Tabela 9) oraz sterylng wode destylowana do uzyskania odpowiedniego poziomu
wilgotnos$ci masowej (Tabela 10). Nastgpnie probki inkubowano w temperaturze
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25°C, w czasie od 21 do 41 dni, w zalezno$ci od celu prowadzonych ekspe-
rymentéw. W kolejnych dniach inkubacji oznaczano zawarto$¢ ergosterolu,
cytotoksycznos$¢ ogdlna, genotoksyczno$é, a takze ilo§¢ oraz rodzaje mikotoksyn
i bialek alergennych. Do kazdego rodzaju analizy przygotowywano odrgbne
probki materiatéw budowlanych porosnigtych przez plesnie.

3.9. Oznaczanie mikotoksyn

Mikotoksyny oznaczano w wymazach pobranych z przegréd budowlanych
w budynkach mieszkalnych oraz w pozywkach mikrobiologicznych i materiatach
budowlanych poros$nigtych grzybnia plesni. Analiz¢ obecnosci i ilosci mikotoksyn
prowadzono metodami: chromatografii cienkowarstwowej (TLC), immunoenzy-
matyczna Elisa, wysokosprawnej chromatografii cieczowej z wykorzystaniem
tandemowej spektrometrii masowej (HPLC-MS/MS).

3.9.1. Metoda chromatografii cienkowarstwowej (TLC)

Przygotowanie probek do analizy:

— z przegréd budowlanych: metoda wymazu z powierzchni 100 cm” do 25 ml
mieszaniny metanol:chloroform (cz.d.a., POCH) 2:1; nastgpnie préobki
poddawano ekstrakcji przez 15 minut (wytrzasanie);

— z pozywki YES: po 7 dniach inkubacji plesni w temperaturze 25°C; na-
stgpnie probki pozywki porosnigtej grzybnig pobrano korkoborem (Srednica 0,5 cm)
wedlug Filtenborg iin. (1996) do 25 ml mieszaniny TEF — toluen: octan etylu:
kwas mréwkowy (cz.d.a., POCH) 5:4:1 i ekstrahowano mikotoksyny przez
15 minut;

— z hodowli A. versicolor na materiatach budowlanych i pozywce MEA
(oznaczanie sterigmatocystyny); probki plesni wraz z pozywka mikrobiologiczna
pobierano jak opisano powyzej, do 25 ml mieszaniny metanol : chloroform (2:1),
natomiast materialy budowlane po rozdrobnieniu (warunki jak przy ekstrakcji
ergosterolu — p. 3.7.3) zawieszano w 50 ml mieszaniny metanol : chloroform
(2:1), a nastgpnie probki poddano ekstrakcji przez 15 minut (wytrzasanie).

Oznaczanie: wyekstrahowane mikotoksyny rozdzielano na aluminiowych
plytkach pokrytych Zelem krzemionkowym 60 (Merck). Na ptytki nanoszono 1,5 pl
badanych ekstraktéw oraz roztwory standardéw mikotoksyn (Sigma) (aflatoksyna
B, — 100 pg/ml metanolu, ochratoksyna A — 200 pg/ml etanolu, sterigmatocystyna —
20 pg/ml metanolu). Po rozwinigciu w mieszaninie rozpuszczalnikéw TEF, chro-
matogramy suszono w temperaturze 130°C przez 5 min. i obserwowano w $wietle
UV (360 nm). W przypadku sterigmatocystyny — obserwacje wykonano po
wywotaniu 20% roztworem etanolowym AICl; (cz.d.a., POCH). Poréwnujac
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warto§ci wspotczynnika Rf (Singh i in, 1991) oraz zabarwienie powstatych
badanych plam ze wzorcami, dokonano identyfikacji wytwarzanych mikotoksyn.
Czuto$¢ wykrywania metoda TLC sterigmatocystyny wynosi 20 ng, ochra-
toksyny — 5 ng, aflatoksyny B, — 0,1 ng (Chetkowski, 1985).
W pracy stosowano skalg ilosciowa obecnosci sterigmatocystyny (ng/probke)
w préobce chromatogramu na zasadzie poréwnania intensywno$ci zabarwienia ze
standardem:

=) brak < 20 ng sterigmatocystyny,

(+) stezenie sterigmatocystyny niskie, 20-50 ng,
(++) stezenie sterigmatocystyny Srednie, 50-100 ng,
(+++) stezenie sterigmatocystyny wysokie >100 ng.

3.9.2. Metoda immunoenzymatyczna Elisa

Ilosci ochratoksyny A oraz aflatoksyny B; wytworzonych przez plesnie
A. ochraceus NRLL 3174 oraz A.flavus KA 30 na materiatach budowlanych
i pozywce MEA wraz z grzybnia oznaczono metoda Elisa.

Przygotowanie probek do analizy: prébki po pasteryzacji i dezintegracji
wysuszono do stalej masy, a nastgpnie zawieszono w 100 ml 70% roztworu
wodnego metanolu i ekstrahowano przez 15 minut (wytrzasanie). Po ekstrakcji
roztwér metanolowy odwirowano (RCF = 910xg, 10 min) w celu usunigcia
materiatu budowlanego i/lub pozywki i poddano analizie metoda immunoenzy-
matyczng Elisa (ochratoksyna A). W przypadku oznaczania aflatoksyny B, (po
ekstrakcji roztworem metanolu) — do 2 ml uzyskanego roztworu dodawano 2 ml
wody destylowanej oraz 3 ml dichlorometanu (cz.d.a., POCH) i calo$¢ mieszano
przez 5 min. Nastgpnie probki odwirowano (RCF = 910xg, 10 min), usuwano
gbérng fazg¢ wodna, a dolng fazg dichlorometanowa odparowano, po czym dodawano
mieszaning metanolu, wody destylowanej i n-heptanu (1:1:1,5) (cz.d.a., POCH)
i cato$§¢ mieszano 5 min. Nastgpnie probki wirowano (RCF =910xg, 10 min),
gbrna warstwe n-heptanu usuwano, dolng stosowano bezposrednio w tescie.

Oznaczanie: do analizy mikotoksyn wykorzystano testy firmy AgraQuant
(czuto$¢ metody: 2-40 ppb) oparte na metodzie immunoenzymatycznej Elisa.
Odczytéw absorbancji badanych prébek dokonano w spektrofotometrze ptytkowym
UV M 340 (Biogenet) przy dhugosci fali A =450 nm, korzystajac z krzywej
wzorcowej wyznaczonej dla standarddw mikotoksyn o okreslonych st¢zeniach
(w zestawie testu). Wyniki badania st¢zenia mikotoksyn w prébce materialu
przedstawiono w jednostkach ppb (inaczej: pg/kg materiatu).
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3.9.3. Metoda HPLC - MS/MS

Identyfikacjg¢ i oznaczanie ilosci mikotoksyn wytworzonych przez plesnie na
ptycie gipsowo-kartonowej, zaprawie tynkarskiej oraz na poditozu laboratoryjnym
MEA wykonano metoda HPLC-MS/MS (Sulyok i in., 2007).

Przygotowanie probek do analizy: probki materialéow budowlanych oraz
pozywke wraz z grzybnia ple$ni, po pasteryzacji i dezintegracji wysuszono do
state] masy, a nastgpnie ekstrahowano przez 90 minut, stosujac wytrzasanie
w mieszaninie acetonitryl : woda : kwas octowy (20:79:1) w proporcji 1 g materiatu:4
ml mieszaniny. Po oddzieleniu roztworu od materiatéw budowlanych/podtoza
przez wirowanie (RCF =910xg, 10 min), ekstrakt rozcienczano w mieszaninie
acetonitryl:woda:kwas octowy (20:79:1) i poddawano analizie chromatograficzne;.

Oznaczanie: do rozdzialu chromatograficznego wykorzystywano system
1100 HPLC (Agilent, Waldbronn, Niemcy) z kolumna Gemini® C18, 150 x 4.6 mm
(dlugo$¢ x $rednica wewngtrzna) (Phenomenex, Torrance, US). Do okre$lenia
rodzaju mikotoksyn oraz ich ilo$ci wykorzystywano aparat QTrap 4000 ESI-
MS/MS (Applied Biosystems, CA, USA).Wykonano rdéwniez oznaczenia
mikotoksyn w prébkach czystych materialéw budowlanych oraz w sterylnym
podtozu MEA. Wyniki badania ilo$ci mikotoksyn wyrazano w pg/kg materiatu.

3.10. Oznaczanie cytotoksycznosci ogélnej

Cytotoksyczno$¢ ogdlna oznaczono w préobkach wymazéw z przegréd budo-
wlanych oraz w ekstraktach z materiatéw budowlanych poro$nigtych badanymi
plesniami. Dodatnie prébki kontrolne stanowily standardy aflatoksyny B, oraz
sterigmatocystyny (opisane w p. 3.9.1). Oznaczono réwniez cytotoksycznosé
czystych materialéw budowlanych oraz sterylnej pozywki MEA.

Przygotowanie préobek do analizy:

— z powierzchni przegrod budowlanych: prébki pobierano metoda wymazu
z powierzchni 100 cm’ do objetosci 10 ml buforu PBS (sktad: Na,HPO,xH,O —
0,55 g, Na,HPO4x2H,O — 2,85 g, NaCl — 9,0 g, Tween 80 — 1ml, woda
destylowana — 1000 ml, pH 7,4+0,2; odczynniki cz.d.a. POCH) i zawiesing
poddawano homogenizacji (Ultrasonic Homogenizer 4710 Series, Cole-Parmer
Instrument Co., Chicago, USA). Warunki przeprowadzonej homogenizacji: czas —
7 min, czgstotliwos¢ — 60 kHz, temperatura 4°C. Homogenizacja miata na celu
rozbicie komoérek i uwolnienie do roztworu toksycznych metabolitow. Nastgpnie
roztwér przefiltrowano, wykorzystujac filtr strzykawkowy (Sartorius, Srednica
por 2 um) w celu usunigcia komoérek zdezintegrowanych lub pozostatych zywych
organizméw, ktére moglyby zaktéca¢ analize¢ w hodowli tkankowej;
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— z materialéw budowlanych oraz pozywki wraz z grzybnia ple$ni, po
pasteryzacji zalewano 50 ml PBS, nastgpnie poddawano homogenizacji i filtracji
w warunkach opisanych powyzej.

Oznaczanie: Cytotoksycznos$¢ ogdlng oznaczano testem MTT (redukcja soli
tetrazolowej bromku 3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolowego, odczynnik
Sigma) lub XTT (redukcja soli sodowej 3’-(1(fenyloaminokarbonylo)-3,
4-tetrazolio)-bis (4-metoksy-6-nitro) benzeno-sulfonowego kwasu, odczynnik
Sigma).

Analizy dokonano metoda in vitro na komoérkach linii fibroblastéw mysich
3T3-L1 (ATCC CL-173, ggsto$¢ komoérek 9><103/ml). Badanie zostato wykonane
zgodnie z zaleceniami Polskiej Normy PN-EN ISO 10993-5 (Biologiczna ocena
wyrobéw medycznych. Badania cytotoksycznosci in vitro). We wstgpnym etapie
badan zastosowano test MTT, jednak z uwagi na trudnos$ci zwigzane z dezinte-
gracja komorek (nie majacej wplywu na odczyty) w kolejnej czgsci badah zasto-
sowano test XTT. Wyniki obu testéw sa w petni poréwnywalne. Komdrki fibro-
blastéw mysich hodowano na podtozu DMEM (Dulbeco’s Modified Eagle’s
Medium z L-glutamina, glukoza, NaHCOs; Invitrogen) z dodatkiem surowicy
ptodowej bydlecej 10%, 4 mM L-glutaminy, 100 pl/ml streptomycyny, 100 U/ml
penicyliny (Invitrogen). Komérki fibroblastéw wraz z badanymi ekstraktami
inkubowano w czasie 24 godzin (test MTT) lub 72 godzin (test XTT) w tempera-
turze 37°C, w inkubatorze CO, (wilgotnos$¢ 80%, zawartos¢ CO, — 5%). Prébke
kontrolna ujemna stanowita hodowla komorek fibroblastéw mysich z dodatkiem
buforu PBS. Po inkubacji do prébek dodano roztwér MTT o stgzeniu 0,5 mg/ml
lub XTT o stgzeniu 0,3 mg/ml i inkubowano przez 3 godziny, a nastgpnie usu-
nigto roztwér MTT (XTT) i dodawano roztoru DMSO (dimetylosulfotlenek,
Sigma) o stgzeniu 0,001%, w celu zniszczenia blon komdérkowych oraz rozpusz-
czenia powstalego formazanu. Nastgpnie wykonano pomiar absorbancji za po-
mocg spektrofotometru ptytkowego UV M 340 (Biogenet) (dtugosé fali A = 550 nm —
test MTT lub A = 450 nm — test XTT). W przypadku oznaczania cytotoksycznos$ci
standardéw mikotoksyn, wyznaczono warto$¢ st¢zenia hamujacego ICs,, ktére
podano w pg/ml.

W celu poréwnania cytotoksyczno$ci prébek badanych ekstraktéw z prob-
kami standardéw aflatoksyny i sterigmatocystyny, wprowadzono skalg:

(+++) wysoka cytotoksycznos¢, poréwnywalna do standardéw,
ICs50= 6,6 — 20 pg/ml,

(++) $rednia cytotoksycznos$¢, ICso = 20 — 100 pg/ml,

(+) niska cytotoksycznosé, ICsy =100 -200 pg/ml,

-) brak efektu cytotoksycznego, ICsy > 200pg/ml.

59



3.11. Oznaczanie genotoksycznosci

Genotoksyczno$¢ oznaczano dla wymazéw pobranych ze S$cian zagrzybio-
nych budynkéw oraz ekstraktow z materiatéw budowlanych i podtoza MEA.

Przygotowanie probek do analizy: probki pobierano analogicznie, jak przy
oznaczaniu cytotoksyczno$ci ogdlnej (p. 3.10), a nastgpnie liofilizowano w celu
zageszcezenia ekstraktow. Liofilizacj¢ prowadzono w liofilizatorze Lyph Lock-12
(Labconco) w warunkach: temperatura kondensora —50°C, cis$nienie 2 Pa, czas
suszenia 24 godz.

Oznaczanie genotoksyczno$ci wykonano metoda MLA zgodnie z procedura
OECD TG 476 (OECD Guideline 476, 1997). Test przeprowadzano w dwdch
wariantach — z komérkami aktywnymi i nieaktywnymi metabolicznie. Aktywnos¢
metaboliczna komoérek indukowano poprzez dodanie do mysich komdrek
chtoniaka (L5178Y TK+/-; ATCC CRL9518) mieszaniny S9 mix zawierajacej
homogenat watroby szczura, Aroclor, glukozo-6-fosforan, NADP, KCl (odczynniki
Sigma, komorki watroby szczura — IMP w Lodzi; procedura wg Ames i in., 1975).
Do hodowli mysich komérek chioniaka wykorzystywano podtoze RPMI 1640
z dodatkiem L-glutaminy, penicyliny, streptomycyny, pirogronianu sodu oraz
10% inaktywowanej termicznie surowicy konskiej (Gibco BRL). Test MLA
obejmowat kilka etapéw: ekspozycje¢ z badanymi ekstraktami, pomiar przezy-
walno$ci komorek, ekspresj¢ cechy (czas zajscia mutacji), dodatek czynnika
cytotoksycznego, pomiar czgstotliwo$ci mutacji. W pierwszym etapie mysie
komorki chtoniaka inkubowano przez 3 godziny (komorki aktywne i nieaktywne
metabolicznie) oraz przez 24 godziny (komérki nieaktywne metabolicznie) z
probkami ekstraktéw. Kontrole ujemna stanowita mieszanina zawierajaca PBS,
podioze wzrostowe RO (Gibco BRL) oraz 0,001% DMSO. Dodatnia kontrolg
stanowily roztwory mutagenéw (B(a)P benzopiren, Sigma) oraz mieszanina S9
mix (dla komdrek aktywnych metabolicznie) lub MMS (metanosulfonian metylu,
Sigma) z dodatkiem KCl (cz.d.a., POCH) dla komoérek nieaktywnych metabolicznie.
Po inkubacji sprawdzano przezywalno$¢ komérek podczas hodowli w podtozu
wzrostowym, w temperaturze 37 °C, atmosfera 5% CO,, czas 11-13 dni. Komérki
poddane dziataniu potencjalnych mutagenéw (ekstrakty) lub mutagenéw w probkach
kontrolnych po 3 dniowej ekspresji (czas, po ktérym uwidoczni si¢ mutacja)
poddano dzialaniu czynnika cytotoksycznego — TFT (trifluorotymidyny, Sigma).
Po tym czasie prowadzono inkubacje¢ w warunkach jak opisano powyzej i nast¢pnie
sprawdzano czgsto$¢ mutacji komodrek metoda mikroskopowa. Okres$lano liczbg
komérek mutantéw zdolnych do proliferacji. Czgsto§¢ mutacji wyrazano jako
odsetek (%) liczby komérek TFT opornych z catkowitej liczby komérek (1 x 10°).
Jezeli liczba mutantéw byla wigksza niz 50% komoérek, probke uznawano za
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genotoksyczng (Clements, 2000). Jednoczes$nie przeprowadzono oznaczanie geno-
toksycznosci roztwordw aflatoksyny i sterigmatocystyny.

3.12. Badania mieszkancow

Badania lekarskie obejmowatly: badanie ankietowe, punktowe testy skoérne
SPT (Skin Prick Test) oraz oznaczanie antygenowo swoistych przeciwciat klasy
IgE oraz klasy asIgE w surowicy krwi uzytkownikéw pomieszczefn zagrzybionych
oraz kontrolnych.

3.12.1. Kwestionariusz wywiadu lekarskiego

Ankieta zawierata pytania o objawy:

— alergii: kaszel, duszno$¢, niezyt nosa (katar), swedzenie i objawy ze strony
spojowek, swedzace wykwity skérne, obrzeki;

— dolegliwos$ci zwigzane z SBS: béle gtowy, zaburzenia snu, koncentracji,
ogdblne oslabienie, nadmierne pocenie, uczucie zmeczenia, rozdraznienie, béle
gardta, bdle w okolicy serca, podraznienia skéry, podraznienie bton §luzowych nosa,
oczu, gardta.

3.12.2. Punktowe testy skorne

Punktowe testy skérne (SPT) wykonywano na przysrodkowe] powierzchni
przedramienia, stosujac zestaw pospolitych alergenéw srodowiska (Allergopharma,
Germany), takich jak roztocze kurzu domowego (Dermatophagoides pteronyssinus,
Dermatophagoides farinae), pierze, pyiki traw, drzew, chwasty, a takze zestaw
alergenow grzybdw plesniowych: Alternaria alternata (dawniej A. tenuis), Aspergillus
fumigatus, Botrytis cinerea, Trichophyton mentagrophytes, Cladosporium herbarum,
Fusarium verticillioides (dawniej F. moniliforme), Helminthosporium halodes,
Mucor mucedo, Penicillium chrysogenum (dawniej P. notatum), Aureobasidium
pullulans (dawniej Pullularia pullulans), Rhizopus nigricans, Phoma betae,
Alternaria mix, Aspergillus mix, Cladosporium mix, Penicillium mix, oraz drozdzy
Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae i grzyboéw wyzszych Neurospora
sitophila, Serpula lacrymans, Curvularia lunata, Ustilago tritici. Kontrolg negatywna
stanowit roztwor buforu glicerynowego stosowany do zawieszania alergendw,
a kontrolg pozytywna roztwér chlorowodorku histaminy w stezeniu 1 mg/ml.
Zgodnie z zaleceniami Europejskiej Akademii Alergologii i Immunologii Klinicznej
wyniki testOw oceniano po 15 minutach — za wynik dodatni uwazano babel
o érednicy wiekszej o 3 mm od kontroli ujemnej. Zadna z badanych oséb nie
przyjmowata lekéw antyhistaminowych.
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3.12.3. Oznaczanie antygenowo swoistych przeciwcial klasy IgE
oraz klasy asIgE w surowicy krwi

Od badanych oséb pobrano krew do oznaczania poziomu przeciwciat klasy
IgE w surowicy oraz specyficznych przeciwciat asIgE, skierowanych przeciwko
alergenom grzybéw plesniowych. Oznaczenia zostaly wykonane z uzyciem
zestawoéw Uni-CAP (Uppsala, Pharmacia Diagnostics, Szwecja). Za podwyzszony
poziom przeciwciat klasy IgE uznawano st¢zenia powyzej 100 KU/I. Do oznaczania
poziomu przeciwcial asIgE przeciwko alergenom poliwalentnym wykorzystano
mieszaning alergenéw mx2: Penicillium chrysogenum, Cladosporium herbarum,
Aspergillus fumigatus, Candida albicans, Alternaria alternata, Helminthosporium
halo des. Dodatkowo, u 0s6b z dodatnimi wynikami testdw skérnych z grzybami
plesniowymi lub dodatnim wynikiem z alergenami mx2 oznaczano poziomy
specyficznych przeciwcial IgE z monowalentnymi antygenami Penicillium
chrysogenum (ml), Aspergillus fumigatus (m3), Alternaria alternata (m6).
Oznaczenia wykonano immunoenzymatyczng metoda Elisa (Uni-CAP, Pharmacia,
Szwecja). Za pozytywna reakcje przyjeto stezenie przeciwceial 0,35 KU/L

3.13. Oznaczanie w surowicy krwi przeciwcial przeciwko
alergenom plesni obecnym w budynkach

Oznaczenie w surowicy krwi przeciwciatl przeciwko alergenom plesni
wyizolowanych w budynkach mieszkalnych wykonano u czterech mieszkancoéw
zagrzybionych pomieszczen, u ktérych stwierdzono objawy alergiczne, wysoki
poziom przeciwcial IgE, potwierdzong alergi¢ na plesnie na podstawie testow
skérnych oraz testow z surowicy krwi z poliwalentnymi i monowalentnymi
antygenami, wykonanych metoda Elisa.

Pierwszy etap badan obejmowat hodowlg wybranych gatunkéw plesni domi-
nujacych w mieszkaniach os6b uczulonych. Hodowle prowadzono na materiatach
budowlanych oraz w podtozu Mo wedtug opisanej wczesniej procedury (p. 3.8).
Nastepnie z probek materiatéw budowlanych porosnigtych grzybnia lub podtoza
MEA ekstrahowano biatka (p. 3.14). Biatka rozdzielono metoda elektroforezy
SDS-PAGE (p. 3.15) i przeprowadzono oznaczanie antygendw biatkowych reagu-
jacych z surowica krwi oséb uczulonych, stosujac metode immunoblotting
(p. 3.16). Dla kazdej probki wykonano dwa oznaczenia: jeden rozdziat elektro-
foretyczny przeznaczono do barwienia i oznaczenia masy czasteczkowej biatek
(p. 3.15), a drugi wykorzystywano do reakcji immunologicznej z surowicg. W ten
sposob oznaczono alergennos¢ biatek o znanej masie czasteczkowej, reagujacych
Z surowica osoby uczulone;j.
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3.14. Ekstrakcja bialek alergennych plesni

Prébki materiatéw budowlanych (tapeta, ptyta gipsowo-kartonowa, gips,
zaprawa) oraz pozywek kontrolnych: Mo (z ekstraktem drozdzowym) oraz MEA,
poros$nigte plesniami, zawieszano w 20 ml buforu PBS (KH,PO,, 0,2 g; Na,HPO,,
1,2 g; NaCl, 8 g; KCl, 0,2 g; woda destylowana 1000 ml; pH 7,4+0,2; odczynniki
cz.d.a., POCH). Do prébek dodawano 4 g kulek szklanych o $rednicy 1 mm
1 wytrzasano w temperaturze 4°C przez 16 godzin.

Nastepnie probki byty dezintegrowane w homogenizatorze ultradzwigkowym
przy czestotliwosci 60 kHz (p. 3.10) w temperaturze 4°C, przez 5 minut. Prébki
odwirowano (RCF = 12500xg, 10 min, temperatura 4 °C), supernatant z biatkami
przefiltrowano (Sartorius 0,2 pm) i wytracano biatka z roztworu przez dodanie
96% etanolu (cz.d.a., POCH) w proporcji 1:1. Roztwory z zawiesing przechowywano
w temperaturze —20°C przez 12 godzin. Prébki rozmrazano, nast¢pnie usuwano
supernatant, a precypitat suszono irozpuszczano w 1ml buforu prébkowego
zawierajacego 0,5 M Tris — HCI, pH 6.8+0,2; 20% SDS; glicerol, 10 ml; B-merka-
ptoetanol, 5 ml; woda destylowana, 50 ml; barwnik — bigkit bromofenolowy;
odczynniki cz.d.a.; Sigma, POCH). Probki gotowano w tazni wodnej (100°C,
5 min), schtadzano, mrozono i przechowywano w temperaturze —20°C.

3.15. Elektroforeza SDS-PAGE

Rozdzial biatek obecnych w ekstraktach otrzymanych z grzybni rosnacej na
materiatach budowlanych oraz podiozu kontrolnym wykonano metoda elektroforezy
SDS-PAGE (Laemmli, 1970; Benndorf i in., 2008). Prébki ekstraktéw biatko-
wych (40 pl) rozpuszczano w buforze probkowym (sktad p. 3.14). Elektroforeze
prowadzono przy nat¢zeniu pradu 30 mA przez 5 godzin. Po zakonczonym
rozdziale biatek, zel przechowywano w 50% roztworze wodnym TCA (kwasu
tréjchlorooctowego), w temperaturze pokojowej, przez 30 minut, nastgpnie
przeptukiwano woda destylowana i barwiono barwnikiem Coomassie Brilliant
Blue — bigkit Coomassie (sktad: Coomassie Brilliant Blue R-250, 0,25g; kwas
octowy, 10 ml; metanol, 45 ml; woda destylowana, 45 ml) przez 12 godzin
w temperaturze pokojowej. Po tym czasie dodawano roztwér odbarwiajacy (metanol,
100 ml; kwas octowy, 70 ml; woda destylowana 1000 ml) i plukano az do
odbarwienia matrycy zelu. Wybarwiony zel skanowano, aotrzymany obraz
w postaci pliku graficznego analizowano za pomoca programu komputerowego
Sigma-Gel (Jandel-Scientific). Masy czasteczkowe biatek oznaczano wykorzystujac
marker biatek standardowych (biatka o masach czasteczkowych Mcz od 6,5 do
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200 kDa). Marker rozpuszczano w 100 pl wody dejonizowanej. Do analizy
stosowano odczynniki chemiczne cz.d.a., Sigma.

3.16. Immunoblotting

Rozdzielone biatka (p. 3.15) byly przenoszone z zelu na membrang z nitro-
celulozy technika elektroblottingu, stosujac bibule filtracyjna (Schleicher and
Schuell) i bufor do przenoszenia — transferu (Trizma Base, 0,5 g; glicyna, 14,4 g;
metanol, 100 ml; woda destylowana do 1000 ml; pH, 8,3+0,2). Transfer przepro-
wadzano przez 12 godzin w temperaturze pokojowej przy statym napigciu 20 V.

Nastgpnie do membrany nitrocelulozowej dodawano 3% bufor blokujacy
zawierajacy odtluszczone mleko krowie w proszku, 3 g; KH,PO,, 0,3 g; Na,HPO,,
5,7 g; NaCl, 9 g; Tween-20, Iml; woda destylowana do 1000 ml; pH 7,2+0,2;
mleko — sprzedaz detaliczna) i mieszano przez 2 godziny, w temperaturze poko-
jowej. Membrana nitrocelulozowa byta plukana czterokrotnie w PBS (KH,POy,,
0,3 g; Na,HPO,, 5,7 g; NaCl, 9 g; Tween-20, 1 ml; woda destylowana do 1000 ml;
pH 7.2+0,2) przez 3 minuty.

W celu wykrycia reakcji immunologicznej (antygen-przeciwciato), membrany
celulozowe inkubowano przez 60 minut w temperaturze pokojowej z surowicg
pacjenta rozcienczona w buforze PBS (1:99). Nastgpnie membrany inkubowano
przez 60 minut z koniugatem monoklonalnych mysich przeciwcial anty-human
IgE z alkaliczna fosfataza, w rozcieficzeniu 1 pl koniugatu w 100 ml buforu PBS,
i przemywano czterokrotnie roztworem PBS przez 3 minuty. Reakcje immunolo-
giczna uwidoczniono poprzez ptukanie w koniugacie 5-bromo-4-chloro-3-indolilo
fosforan/biekit nitrotetrazoliowy (BCIP/NBT). Po wykryciu niebieskich prazkow
(reakcja miedzy antygenem biatkowym a przeciwcialem z surowicy), zatrzymywano
reakcj¢ poprzez zlanie roztworu koniugatu i ptukanie w PBS. Masg czasteczkowa
antygenow reagujacych z surowica oznaczano przez poréwnanie wybarwionego
zelu elektroforetycznego z rozdzielonymi biatkami o oznaczonej masie czastecz-
kowej. W analizie stosowano odczynniki chemiczne cz.d.a., Sigma.

3.17. Obliczenia matematyczne

Zawarto$¢ mikotoksyn oraz ergosterolu podczas hodowli plesni na materia-
tach budowlanych i pozywkach mikrobiologicznych oznaczano w trzech nieza-
leznych powtérzeniach, a otrzymane wyniki poddano analizie statystycznej,
wyznaczajac Srednig arytmetyczng i odchylenie standardowe (wyniki wykazy-
waly rozktad normalny lub zblizony do normalnego), warto$¢ minimalng i mak-
symalna. Do obliczeh wykorzystano program komputerowy Excel. Szybkos§¢

64



wzrostu plesni (S) na materiatach budowlanych obliczano na podstawie zmiany
zawartosci ergosterolu w poszczeg6lnych dniach hodowli, opisanej réwnaniem
funkcji:

X

Y=p1-e_”7+p3+p4-X

gdzie: Y — zawartos$¢ ergosterolu (pg/g);
X —czas;
pl, p2, p3, p4 — parametry réwnania.

Z wykresu pochodnej wyznaczano maksymalna szybko$¢ wzrostu Sy, oraz
szybkos¢ wzrostu w potowie fazy logarytmicznego wzrostu S, Wykorzystujac
program komputerowy Origin 6.1.

Badania laboratoryjne wykonano w réznych specjalistycznych laboratoriach
badawczych.

W Instytucie Technologii Fermentacji i Mikrobiologii Pt., w laboratorium
mikologicznym wykonano analiz¢ ilosci i rodzaju grzybéw obecnych w budynkach
mieszkalnych, rodzaju mikotoksyn tworzonych na przegrodach budowlanych
metoda TLC, prowadzono hodowle plesni na materialach budowlanych oraz
oznaczanie wzrostu mierzone zawartoscig ergosterolu i mikotoksyn metoda Elisa
(ochratoksyny, aflatoksyny, sterigmatocystyny), a takze ilosci i rodzaju biatek
alergennych syntetyzowanych na materiatach budowlanych oraz identyfikacji
biatek alergennych, ktére reagowaly z przeciwciatami obecnymi w surowicy krwi
mieszkancéw metoda Immunoblottingu.

W laboratorium Center for Analytical Chemistry, Department of Agrobio-
technology (IFA-Tulln), University of Natural Resources and Applied Life
Sciences w Tulln (Austria) wykonano metoda HPLC-MS/MS analiz¢ mikotoksyn
wytwarzanych przez ple$nie na materiatach budowlanych i pozywkach.

Oceng zdrowia mieszkancéw (badanie ankietowe, punktowe testy skorne,
oznaczanie antygenowo — swoistych przeciwcial klasy IgE oraz klasy asIgE
w surowicy krwi mieszkancow) przeprowadzono wspdlnie z lekarzem specjalista
alergologiem z Zaktadu Choréb Zawodowych i Toksykologii, Instytutu Medycyny
Pracy im. Prof. J. Nofera w Lodzi (Zgoda Komisji Etyki Lekarskiej na przepro-
wadzenie badan na ludziach).

Badania cytotoksycznos$ci i genotoksycznosci przeprowadzono w Pracowni
Toksykologii Molekularnej Instytutu Medycyny Pracy im. Prof. J. Nofera w Lodzi.
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4. WYNIKI BADAN I ICH OMOWIENIE

4.1. Badania srodowiskowe

4.1.1. Charakterystyka pomieszczen mieszkalnych i analiza przyczyn

zagrzybienia

Oceniono tacznie 142 pomieszczenia mieszkalne z objawami oraz bez obja-
wow zagrzybienia (opis budynkéw — metodyka p. 3.1). Ankieta obejmowata pytania
o miejsca zagrzybienia, wentylacjg, sposéb ogrzewania, rodzaj stolarki okienne;j.
W pomieszczeniach mierzono temperaturg i wilgotno$¢ powietrza wewngtrznego.
Uzyskane dane (Tabela 12) umozliwily poréwnanie pomieszczen zagrzybionych
i kontrolnych oraz pozwolity na wskazanie gléwnych przyczyn zagrzybienia.

Tabela 12. Charakterystyka badanych pomieszczen mieszkalnych

Ankietowana/mierzona cecha
zZwiazana z pomieszczeniem

Pomieszczenia zagrzybione
(czestosc, %)
Liczba pomieszczen: N = 72

Pomieszczenia
bez zagrzybienia
(czestose, %)
Liczba pomieszczen:

N =70

Rodzaj badanych
pomieszczen:
Pokéj dzienny (N = 37) 18 (25%) 19 (27,1%)
Sypialnia (N = 26) 12 (16,7%) 14 (20%)
Kuchnia (N = 29) 16 (22,2%) 13 (18,6%)
Lazienka (N = 33) 18 (25%) 15 (21,4%)
Przedpokéj (N = 17) 8 (11,1%) 9 (12.9%)
Rodzaj stolarki okiennej:
Stara, drewniana 50 (69,4%) 36 (51,4%)
Nowa, drewniana 3 (4,2%) 5(7,1%)
Nowa, PCV, szczelna 13 (18,1%) 5(7,1%)
Nowa, PCV, z 6 (8.3%) 24 (34,4%)
rozszczelnieniem
Ogrzewanie:
— grzejnikiem elektrycznym 33 (45,8%) 6 (8,5%)
— grzejnikiem naftowym 11 (15,2%) -
— piecem weglowym 36 (50%) 6 (8,5%)

18 (25%) 58 (82,9%)

— centralne ogrzewanie (CO)
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Wentylacja
Obecna 32 (44,4%) 64 (91,4%)
Brak 40 (55,6%) 6 (8,6%)
30-50% 14 (19,4%) 52 (74,3%)
Wilgotnos$é wzgledna 50-60% 33 (45,9%) 18 (25,7%)
powietrza 60-70% 14 (19,4%) -
70-80% 11 (15,3%) —
<15°C 4 (5,6%) -
Temperatura powietrza 15-20°C 32 (44,4%) 27 (38,6%)
20-25°C 36 (50%) 43 (61,4%)
Miejsca objawéw zagrzybienia:
Naroza 50 (69,4%)
Ofscieze okien 25 (34,7%)
Sciany 47 (65,3%) -
Przy drzwiach 10 (9,7%)
22 (30,5%)

Za meblami

(=) nie wystgpuje

Rozwdj grzyboéw wystgpowal najczgsciej w tazienkach, pokojach dziennych
i kuchniach (22-25%), ale zagrzybienie obserwowano rowniez w sypialniach i
przedpokojach (11-16%). Plesnie zasiedlaty gtéwnie naroza pomieszczen (69%),
Sciany (65%) oraz oScieze okien (35%); wystgpowaty zwykle w kilku miejscach.
Przyktadowe miejsca zagrzybienia badanych pomieszczen przedstawiono na foto-
grafiach 11 2.

Fot. 1. Fot. 2.

Fot. 1 i1 2. Miejsca wystgpowania grzybéw strz¢gpkowych w kuchni (Fot. 1) oraz pokoju
dziennym (Fot. 2) wbudynku z XIX w. (kamienica w Lodzi; za zgoda mieszkancow,
Fot. M. Piotrowska)
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Wysoka wilgotnos¢ wzgledna powietrza w pomieszczeniach (WWP powyzej
50%) stwierdzono w 80% mieszkan zagrzybionych. Dla poréwnania, w 74%
mieszkan kontrolnych, bez zagrzybienia, wilgotno$¢ powietrza nie przekraczala
poziomu 50%. Ponadto w pomieszczeniach kontrolnych nie notowano wilgotnosci
powietrza powyzej 60%, podczas gdy w zagrzybionych wilgotno$¢ taka wystg-
powala w 35% pomieszczen. Temperatura powietrza w obu rodzajach mieszkan
nie réznita si¢ znacznie, przy czym w zagrzybionych obserwowano nieco nizsze
temperatury (< 20°C w 50% mieszkan). W mieszkaniach kontrolnych (91%
pomieszczen) — w przeciwienstwie do zagrzybionych (56%) — wentylacja byta
obecna idzialala sprawnie. Wysoka wilgotno$¢ powietrza w zagrzybionych
pomieszczeniach mogla wynika¢ rowniez z ich dogrzewania piecem weglowym
(50%) 1 grzejnikiem naftowym (15%), ktére przyczyniaja si¢ do zwigkszenia
ilosci pary wodnej w pomieszczeniach.

Dodatkowym czynnikiem powodujacym wzrost wilgotnosSci pomieszczen
zagrzybionych byty szczelne okna z PCV. Zanotowano ponad dwukrotnie czgstsze
ich wystgpowanie w pomieszczeniach zagrzybionych (18%) niz kontrolnych (7%).

Podsumowanie

Miejsca najczesciej zasiedlane przez grzyby strzgpkowe to naroza pomieszczen,
Sciany oraz oscieze okien w kuchniach, tazienkach i pokojach dziennych. Podsta-
wowym czynnikiem warunkujacym ograniczenie rozwoju plesni na przegrodach
budowlanych byta wilgotnos¢ wzgledna powietrza ponizej 60%. W pomieszczeniach
bez oznak zagrzybienia nie obserwowano wilgotno$ci wzglednej powietrza powyzej
poziomu 60%. Wysokiej wilgotno$ci powietrza sprzyjat brak wentylacji, ogrzewanie
grzejnikiem naftowym lub piecem weglowym, szczelna stolarka okienna i obniZzona
temperatura pomieszczen.

4.1.2. Rozwdj grzybéw strz¢gpkowych w pomieszczeniach mieszkalnych

Wyniki badan mikologicznych w opisanych pomieszczeniach mieszkalnych,
wykonanych metoda hodowlana oraz oznaczania ergosterolu (metodyka badan
p- 3.61 6.6.3) przedstawiono w tabelach 13 oraz 14.

Zaobserwowano istotne réznice w liczebnosci grzybéw strzgpkowych obecnych
na przegrodach budowlanych w pomieszczeniach z objawami zagrzybienia oraz
kontrolnych. Srednia liczba grzybéw strzgpkowych na przegrodach budowlanych
w obiektach zagrzybionych wynosita 7,8x107 jtk/100 cm’, natomiast w kontrol-
nych 3,3x10° jtk/100 cm®. Istotne réznice obserwowano réwniez w liczbie plesni
w powietrzu wewnatrz budynkéw. W pomieszczeniach zagrzybionych liczba
plesni (3,1x10° jtk/m’) dziesieciokrotnie przekraczata ich liczbe w powietrzu
pomieszczen kontrolnych (2,1x10* jtk/m’). Na uwage zastuguja bardzo wysokie
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warto§ci maksymalne zanieczyszczenia pleSniami powietrza wewngtrznego
w pomieszczeniach zagrzybionych (2,5x10* jtk/m’), ktére czesto przekraczaty
dopuszczalne normy literaturowe (2x10>-5x10° jtk/m’) (Krzysztofik, 1992;
Gorny, 2004a).

Tabela 13. Zanieczyszczenie grzybami strzgpkowymi przegréd budowlanych,
powietrza wewngtrznego pomieszczen oraz powietrza atmosferycznego

Budynki .
zagrzybione, liczba Bud.ynkll be'z
Oznaczenia badanych zagrzybienia, liczba
bad h
pomieszczen, . : an;rzc
N=72 pomieszczen, N = 70
, . ) X: 7.8x10’ X: 3.3x10°
powierzchnie przegréd 3 4
budowlanveh® Max.: 8.0x10 Max.: 3.3x10
100 e Min.: 2.0x10* Min.: 1.0x10?
Licaba (t/100 e S: 1.8x10° S: 6.4x10°
plesni X: 3.1x10° X: 2.1x10
mierzona powietrze wewngtrzne Max.: 2.5x10* Max.: 7.2x10>
d (jtk/m®) Min.: 1.4x10° Min.: 4.0x10"
metoda 5: 5.2x10° 5: 1.7x10°
hodowlang powietrze atmosferyczne X: 5.4x10°
(jtk/m’) Max.: 1.9x10°
liczba oznaczen, N = 44 Min.: 8.0x10'
S: 4.9x10
. . . X:12.2 X:3.6
powierzchnie przegréd
budowlanveh * Max.: 40.9 Max.: 2.2
100 y2 Min.: 1.2 Min.: 1.0
(/100 e’y S: 6.4 5: 0.9
X:2.6 X:0.23
Zawarto$¢ | powietrze wewngtrzne Max.: 6.4 Max.: 0.3
ergosterolu | (ug/m’) Min.: 1.4 Min.: 0.2
S: 1.3 S: 0.06
. X: 1.05
powietrze atmosferyczne
W /m?) Max.: 4.2
i gb N =44 Min.: 0.25
iczba oznaczen, N = S:0.16
Ob $¢ stecht hu — liczb
1ecno?c stgchtego zapachu — liczba 25/72 (34.7%) 2170 (2.8%)
zgloszen

* powierzchnie przegréd budowlanych: powierzchnie powtok malarskich, tapet, ptyt gipsowo-

kartonowych pokrytych powloka malarska, drewna.

Min, Max — warto$ci minimalna, maksymalna, X — $rednia, S — odchylenie standardowe.

69



Poréwnujac liczbe plesni w powietrzu wewnatrz budynkéw oraz atmosfe-
rycznym stwierdzono, iz w pomieszczeniach zagrzybionych poziom plesni jest zna-
cznie wyzszy (3,1x10° jtk/m’) niz w powietrzu atmosferycznym (5,4x10” jtk/m’).
Natomiast w pomieszczeniach kontrolnych obserwowano odwrotna tendencj¢ lub
poréwnywalny stopien zanieczyszczenia powietrza wewnatrz i na zewnatrz budynku.
Wynik ten $wiadczy o aktywnym rozwoju grzybéw strzgpkowych w pomie-
szczeniach zagrzybionych.

Potwierdzenie tych wynikéw uzyskano stosujac chemiczna metodg oznaczania
ergosterolu. Srednia koncentracja ergosterolu na powierzchni przegréd budowlanych
w budynkach zagrzybionych wynosita 12,2 pg/100 cm’, a w pomieszczeniach
kontrolnych 3,6 pg/100 cm’. Jak wykazaly wczesniejsze badania (Gutarowska
i Zakowska, 2002) zawarto$¢ ergosterolu w materiale budowlanym powyzej
4 ug/100 cm* oznacza aktywny rozwoj plesni. Im proces zagrzybienia trwat dhuzej,
tym zawarto$¢ ergosterolu na przegrodzie budowlanej osiagata wyzsze wartosci,
nawet 10-krotnie, tj. 40,9 ug/100 cm’. Najwyzsza zawarto$¢ ergosterolu w powietrzu
odnotowano w pomieszczeniu zagrzybionym (6,4 ug/m’) i przekraczata ona
32-krotnie dopuszczalne normy oraz 6-krotnie poziom zanieczyszczenia powietrza
atmosferycznego (1,05 pg/m’).

Do obliczenia dopuszczalnego poziomu ergosterolu w powietrzu wykorzystano
dane literaturowe, wg ktérych maksymalna zawarto$¢ ergosterolu wynosi okoto
40 pg/l zarodnik (Pasanen i in., 1999). Przyjmujac, ze liczebno$¢ grzybéw
w powietrzu pomieszczen mieszkalnych nie powinna przekracza¢ 5x10* jtk/m’
(Gérny, 2004a), wyliczono dopuszczalng zawarto$¢ ergosterolu w powietrzu
pomieszczen mieszkalnych, co odpowiada 0,2 pg ergosterolu/m’ powietrza.
Uwzgledniajac obliczong warto$¢ i poréwnujac ja z uzyskanymi wynikami bada-
nia koncentracji ergosterolu w powietrzu wewngtrznym pomieszczen zagrzybio-
nych (2,6 pug/m’) i kontrolnych (0,23 pg/m’), wykazano dziesigciokrotnie wyzszy
poziom zanieczyszczenia plesniami powietrza w budynkach zagrzybionych.

W budynkach zagrzybionych mieszkancy dwanascie razy czgsciej sygnalizowali
wystepowanie stechtego plesniowego zapachu (35%). W dwoéch pomieszczeniach
kontrolnych (1 budynek) mieszkancy zauwazyli takze charakterystyczny zapach,
co moze wynika¢ z réznej wrazliwosci sensorycznej ludzi lub okresowego poja-
wienia si¢ ple$ni w badanym budynku.

Grzyby strzgpkowe wyizolowane z przegréd budowlanych, powietrza
wewngtrznego i1 atmosferycznego poddano identyfikacji (Rys. 1-2, Tabela 14)
w celu wykazania réznic w skladzie gatunkowym plesni zasiedlajacych pomiesz-
czenia zagrzybione ibez objawdéw zagrzybienia oraz wskazania, jakie gatunki
wystepuja w pomieszczeniach o wysokiej wilgotnosci wzglednej powietrza.
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Budynki mieszkalne, zaré6wno zagrzybione, jak i bez objawéw zagrzybienia
zasiedlaja grzyby strzgpkowe nalezace do rodzajow: Penicillium, Aspergillus,
Cladosporium i Alternaria (Rys. 1-2). Grzyby z rodzaju Penicillium wystgpuja
z taka samg czgstotliwosdcia w powietrzu atmosferycznym i wewngtrznym, zaréwno
w budynkach zagrzybionych, jak i bez objawdéw zagrzybienia. Na przegrodach
budowlanych plesnie te wystgpuja czeSciej (o 16%) w pomieszczeniach bez
objawdw zagrzybienia. Nie stwierdzono istotnych réznic w wystgpowaniu Alternaria
i Cladosporium w obu rodzajach budynkéw i w powietrzu atmosferycznym.
Jedyna réznica dotyczyta Cladosporium, ktére pojawiaty si¢ o 10% czgsciej
W powietrzu wewngtrznym pomieszczeh niezagrzybionych.

Wykazano natomiast wigksza réznorodnos¢ plesni w pomieszczeniach
zagrzybionych, zaréwno na przegrodach budowlanych (Rys. 1), jak i w powietrzu
wewngetrznym (Rys. 2). Dwa rodzaje grzyboéw wystgpowaty wylacznie w budyn-
kach zagrzybionych: Stachybotrys na przegrodach budowlanych, Paeciliomyces
w powietrzu wewngtrznym. Obserwowano rowniez czgstsze (0 9-16%) wystepo-
wanie grzybéw z rodzaju Aspergillus w tych budynkach.

budynki zagrzybione budynki bez zagrzybienia

Ulocladium
Stachybotrys
Rhizopus
Acremonium

Trichoderma

Alternaria
Cladosporium
Aspergillus

Penicillium

Rys. 1. Czgsto§¢ wystgpowania poszczegdlnych rodzajow grzybéw strzgpkowych na
przegrodach budowlanych
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budynki zagrzybione budynki bez zagrzybienia atmosferyczne

Ulocladium
Paeciliomyces —
Fusarium -
Aureobasidium —
Scopulariopsis -

Mucor —

Rhizopus
Acremonium
Trichoderma

Alternaria -,

Cladosporium
Aspergillus

Penicillium

HMUHMHQ

T T [ I I I I I I
10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50 0O 10 20 30 40 50
% % %

Rys. 2. Czgsto$¢ wystepowania poszczegdlnych rodzajow grzybow strzgpkowych w powietrzu
wewngtrznym oraz atmosferycznym

Poréwnujac wystgpowanie grzybow strzgpkowych na przegrodach budowla-
nych oraz w powietrzu pomieszczen stwierdzono, iz w wigkszo$ci przypadkéw te
same rodzaje grzybéw strzgpkowych sa obecne zaréwno na przegrodach budow-
lanych, jak i w powietrzu wewngtrznym. Czgsto$s¢ wystgpowania poszczegdlnych
gatunkéw grzybéw strzgpkowych w pomieszczeniach zagrzybionych i bez obja-
woOw zagrzybienia przedstawiono w tabeli 14.

Tabela 14. Czgsto$¢ wystgpowania poszczegblnych gatunkéw grzybow
strzgpkowych na przegrodach budowlanych, w powietrzu pomieszczen oraz
w powietrzu atmosferycznym

Czgstos¢ wystgpowania poszczegdlnych gatunkéw grzybow
strzgpkowych; liczba izolacji w budynkach (%)
Gatunki grzybéw ) Bez zagrzybienia, Powietrze
Zagrzybionych, N =72
strzgpkowych N =70 atmosfe-
Przegrody Powietrze | Przegrody | Powietrze ryczne,
budowlane | wewngtrzne | budowlane | wewngtrzne N=44
Acremonium strictum 7 (9,7%) 17 (23,6%) | 7 (10,0%) 7 (10, 0%) 11 (24,9%)
Acremonium butyrii 2 (2,8%) 2 (2,8%) 2 (2,8%) 5(7,2%) 3 (6,8%)
Alternaria alternata 17 (23,6%) | 24 33,1%) | 12(172%) | 16 (22,8%) | 12 (27,2%)
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Aspergillus versicolor 26 (35.9%) | 25 (34,5%) | 7 (10,0%) 5(7,2%) 5 (11,4%)
Aspergillus niger 9 (12,5%) 19 (26,4%) 5(7,2%) 7 (10,0%) 4(9,1%)
Aspergillus flavus 2 (2,8%) 7 (9,7%) - 2 (2,8%) 3(6,8%)
Aspergillus nidulans - 2 (2,8%) - - -
Aspergillus ochraceus 2 (2,8%) 2 (2,8%) - - 1(2,3%)
Aureobasidium pullulans - 2 (2,8%) - 9 (12,9%) 1(2,3%)
Cladosporium 26 (35,9%) 12 16 22,9%) | 14 (31,8%)
cladosporioides 19 (26.4%) 15 (20,7%) (17,2%) 19 (27,2%) | 14 (31,8%)
Cladosporium herbarum 15 (20,7%) - 9 (12,9%) 5(7,2%) 2 (4,5%)
Cladosporium - - 7 (10,0%) 1(2,3%)
sphaerospermum - - 2 (2,8%) 5(7,2%) 1(2,3%)
Cladosporium - -

macrocarpum B

Cladosporium resinae

Fusarium sp. - 2 (2,8%) - - 1(2,3%)
Mucor globosus - 4 (5,5%) - 5(7,2%) -
Paeciliomyces variotii - 2 (2,8%) - - -
Penicillium albidum - - - 2 (2,8%) 1(2,3%)
Penicillium 7 (9,7%) 9 (12,5%) 2 (2,8%) 2 (2,8%) 1(2,3%)
aurantiogriseum 79, 7%) 4 (5,5%) 2 (2,8%) 2 (2,8%) 1(2,3%)
Penicillium 33 (45,5%) | 31 (42,8%) |47 (67,2%) | 54 (77,2%) | 26 (59,0%)
brevicompactum - 2 (2,8%) - 2 (2,8%) 1(2,3%)
Penicillium chrysogenum - - - 2 (2,8%) 1(2,3%)
Penicillium citrinum - 2 (2,8%) 2 (2,8%) 2 (2,8%) 1(2,3%)
Penicillium cyclopium 2 (2,8%) 2 (2,8%) - - 4 (9,1%)
Penicillium digitatum 19 (26,4%) 2 (2,8%) - - -
Penicillium diversum 2 (2,8%) 11 (15,2%) 2 (2,8%) 2 (2,8%) 3 (6,8%)
Penicillium echinulatum 2 (2,8%) 4 (5,5%) 2 (2,8%) - 1(2,3%)
Penicillium expansum - 2 (2,8%) - - -
Penicillium granulatum - 2 (2,8%) 2 (2,8%) -
Penicillium italicum 2 (2,8%) - - -
Penicillium spinulosum

Penicillium terrestre

Rhizopus nigricans 2 (2,8%) 7 (9,7%) - 7 (10,0%) 2 (4,5%)
Scopulariopsis - 4 (5,5%) - 5(7,2%) -
brevicaulis

Stachybotrys chartarum 2 (2,8%) - - - -
Trichoderma viride 15 (20,7%) 7 (9,7%) - 2 (2,8%) 5
Ulocladium chartarum 2 (2,8%) 2 (2,8%) - 2 (2,8%) 1(2,3%)

— nieobecny.
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Stwierdzono, iz zar6wno w budynkach zagrzybionych, jak i bez objawdéw
zagrzybienia wystepuja grzyby strzgpkowe zaliczane do gatunkéw: Penicillium
chrysogenum, Cladosporium cladosporioides, Alternaria alternata, Aspergillus
versicolor, Cladosporium herbarum, Aspergillus niger, Trichoderma viride
1 Acremonium strictum.

Znacznie czg$ciej w poréwnaniu z pomieszczeniami kontrolnymi (z czgsto-
tliwoscia od 3% do 27%) na przegrodach budowlanych oraz w powietrzu obiek-
tow zagrzybionych obecne byly grzyby z rodzaju Aspergillus (A. versicolor,
A. niger, A. flavus). Szczegdlnie istotne réznice zoobserwowano w przypadku
gatunku Aspergillus versicolor. Réwniez Trichoderma viride czgicie] wystepowat
w budynkach zagrzybionych (9,7-20,7%), natomiast na przegrodach budowlanych
w pomieszczeniach kontrolnych nie stwierdzono jego obecnos$ci, a w powietrzu byt
obecny tylko w 2,8% pomieszczen; wystgpowat réwniez rzadko w powietrzu
atmosferrycznym (4,5%). Obecno$¢ gatunkéw Stachybotrys chartarum, Paecilio-
myces variotii, Aspergillus nidulans, Penicillium echinulatum, Penicillium italicum,
Penicillium terrestre zanotowano tylko w budynkach zagrzybionych.

Biorac pod uwage wilgotno$¢ powietrza w mieszkaniach zagrzybionych,
wydrgbniono grupy grzybéw, ktérych rozwéj wystgpowat przy okreslonych
warto$ciach tego parametru (Tabela 15).

Tabela 15. Gatunki grzybéw strzgpkowych wyizolowane z powietrza o réznej
wilgotno$ci wzglednej

Wilgotno$¢ wzgledna powietrza (%)

30-40 40-50 80-90
Penicillium albidum Aspergillus flavus Aspergillus nidulans
Penicillium cyclopium Aspergillus ochraceus Aspergillus versicolor
Penicillium digitatum Penicillium brevicompactum Cladosporium
Penicillium spinulosum Penicillium citrinum macrocarpum
Penicillium echinulatum Mucor globosus
Penicillium granulatum
Scopulariopsis brevicaulis
Ulocladium chartarum

Gatunki plesni nalezace do rodzajow Aspergillus 1 Penicillium notowano
gtéwnie w powietrzu o wilgotno$ci wzglednej 30-50%, jedynie A. versicolor
1 A. nidulans oraz P. granulatum wystgpowaly przy wilgotnosci wzglednej 80-90%.
W tych warunkach rejestrowano réwniez rozwdj takich gatunkéw, jak Cladosporium
macrocarpum, Mucor globosus, Scopulariopsis brevicaulis, Ulocladium chartarum.

Przeprowadzono takze pomiar zawartosci ergosterolu oraz wyizolowano i zi-
dentyfikowano plesnie zasiedlajace r6zne materiaty budowlane, wykoficzeniowe
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i termomodernizacyjne. Podstawa tych badafh bylo zatozenie, iz poszczegdlne

materialty budowlane moga stymulowa¢ wzrost okreslonych gatunkéw i rodzajow
plesni i w konsekwencji wydzielanie do otoczenia toksycznych metabolitow, jak
rowniez alergenéw.

Z pomieszczen w budynkach zagrzybionych, w ktérych panowaly rdézne
warunki temperatury i wilgotnosci, pobrano 103 prébki wymazéw z materiatow,
w ktérych oznaczano zawarto$¢ ergosterolu oraz zidentyfikowano grzyby strzgp-
kowe (Tabela 16).

Tabela 16. Materialy budowlane, wykonczeniowe i termomodernizacyjne pochodzace
z budynkéw mieszkalnych 1 zasiedlajace je grzyby strzgpkowe

Powietrze Zawartos¢
Materiat S| Wilgomose | E;%?S:)ez(::;), Gatunki grzybéw
N — liczba préb (p°C) wzgledna Jakres strzgpkowych
(%) Min-Max
A. strictum, A.versicolor,
Drewno o
nielakierowane, |  20-22 70-80 01274 | b-chrysogenum, T. viride,
N<?2 P. brevicompactum,
C. cladosporioides
A. butyrii, A. alternata,
Plyta gipsowo- A. versicolor,
kartonowa, 20-22 60-80 6,0-40,9 P. chrysogenum,
N=3 P. expansum,
C. cladosporioides
A. alternata, A. versicolor,
Pliyta gipsowo- A. flavus, P. chrysogenum,
kartonowa P. brevicompactum,
z powtoka 18-22 60-80 5,9-29.,6 P. expansum,
emulsyjna, S. chartarum, T. viride,
N=15 C. cladosporioides,
C. herbarum
. A. alternata,
Planka P. chrysogenum
poliuretanowa, 20-22 50-80 1,2-5.4 i ’
N4 P. diversum, U. chartarum,
C. cladosporioides
. A. versicolor,
Gips,
Ne1 20 70 6,9 P. chrysogenum,
P. expansum
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Tabela 16 (cd.)

A. alternata, A. versicolor,

Gips z powloka P. chrysogenum, T. viride,
emulsyjna, 18-22 50-70 3,5-27,4 o
N=5 C. cladosporioides,
C. herbarum
A. alternata, A. niger,
Styropian, 18-22 70-80 6.6-17.5 A. versicolor, P. chrysogenum
N=4 C. herbarum,
C. cladosporioides
Zaprawa, 14-18 70-90 9.5-11.9 A. niger, P. chrysogenum,
N=2 P. expansum
Zaprawa A. alternata, A. niger,
zZ powl(?ka( 20-22 70-80 5.57.6 P. chryivogenum,
emulsyjna, P. brevicompactum
N=18 P. expansum, R. nigricans
A. strictum, A. alternata,
A. flavus, A. versicolor,
Tapeta,
N <23 20-22 50-80 4,2-15,4  |P. chrysogenum, P. expansum,
C. cladosporioides,
C. haerbarum
Cement, 13 70 12 P. aurantiogriseum,
N=1 P. expansum
Welna mineralna A. niger, P. chrysogenum,
’ 20-22 70-80 8,5-9,5 C. herbarum,
N=4 C. macrocarpum
Skéra tapicerska, A. alternata, A. versicolor,
N2 20-22 70-80 7,8-30,5 P. chrysogenum,
P. granulatum
Wyktadzina A. strictum, A. alternata,
dywanowa, 18-22 60-80 4,9-12,3  |A. niger, A. ochraceus,
N=10 P. chrysogenum
Skaj A. alternata, A. niger,
N= ’3 20-22 70-80 7,9-12,6  |A. versicolor, P. expansum,
C. cladosporioides
Wyktadzina 20 70 1.9 A. versico‘lor.,
PCV,N=1 P. aurantigriseum
Beton A. alternata, A.niger,
komérkowy, 18-22 50-80 8,4-9,7 P. chrysogenum,
N=5 C. cladosporioides
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Najczegsciej obecnos¢ plesni obserwowano na tapetach (N = 23), zaprawach
tynkarskich z powtoka emulsyjna (N = 18), ptytach gipsowo-kartonowych z po-
wtoka emulsyjna (N = 15) oraz wyktadzinach dywanowych (N = 10). Materiaty te
pochodzity z pomieszcze, w ktérych panowata rézna wilgotno$¢ powietrza
(od 50% do 80%) i temperatura (od 18 do 22°C). Koncentracja ergosterolu w prob-
kach zalezata od rodzaju materiatu budowlanego i ksztattowata si¢ w granicach
1,2-40,9 pg/100 cm’. Najnizsza koncentracje ergosterolu (1,2-5.4 pg/100 cm?)
stwierdzono na piance poliuretanowej, wyktadzinach PCV i cemencie. Na tych
materiatach wystgpowaly gltéwnie grzyby z rodzajéw Penicillium 1 Aspergillus.
Na piance poliuretanowej stwierdzono réwniez obecno$¢ Cladosporium, Alternaria
1 Ulocladium. Niska zawarto$¢ ergosterolu §wiadczyla o braku aktywnego rozwoju
grzybni, co mogto wynika¢ z nieodpowiednich warunkéw do wzrostu grzybdow:
braku dostgpnego substratu lub niskiej chtonno$ci wody (materialy polimerowe,
nieorganiczne — cement). Najwigksza zawarto$¢ ergosterolu wykryto na plytach
gipsowo-kartonowych bez powtoki emusyjnej (6-40,9 ng/100 cm®) oraz phytach
gipsowo-kartonowych z powtoka emulsyjna (5,9-29,6 ug/100 cm?), na skérze
tapicerskiej (7,8-30,5 ug/100 cm?), drewnie (9,1-27,4 pug/100 cm?) oraz gipsie
z powltoka emulsyjna (3,5-27,4 ug/100 cm?). Podwyzszona zawarto$é¢ ergosterolu
na tych materialach wskazywata na korzystne warunki do aktywnego rozwoju
plesni. Wysoka zawarto$é ergosterolu (4,2-17,5 ug/100 cm®) oraz zasiedlanie
przez liczne gatunki ple$ni obserwowano réwniez na styropianie, tapecie,
wyktadzinie dywanowej, welnie mineralnej i skaju, co $§wiadczy, iz grzyby sa
zdolne do rozwoju nie tylko na materiatach pochodzenia organicznego (tapeta),
ale réwniez materialach polimerowych (styropian, wetna mineralna, skaj) oraz
mieszanych (wykladzina dywanowa). Zaskakujaco aktywny wzrost grzybéw
obserwowano na materiatach nieorganicznych, takich jak zaprawa tynkarska (9,5-
11,9 ug/100 cm?®), beton komérkowy i gips (3,5-27,4 ug/100 cm®) przechowy-
wanych w warunkach wysokiej wilgotnosci wzglednej powietrza (50-90%).

Wystgpowanie poszczegdlnych gatunkéw grzybéw strzgpkowych nie zalezato
od rodzaju materiatu budowlanego. Wykazano réwniez, iz powloka emulsyjna na
plycie gipsowo-kartonowej, gipsie oraz zaprawie nie zabezpieczala przed rozwojem
grzybow strzgpkowych.

Podsumowanie

Mikologiczne badania srodowiskowe wykazaly, iz w pomieszczeniach zagrzy-
bionych wystgpowal 10-krotnie wyzszy poziom koncentracji grzybow strzgpkowych
w powietrzu; oznaczano takze 10000 razy wigcej grzybow na powierzchni
przegréd budowlanych w poréwnaniu z pomieszczeniami bez objawdw zagrzybienia.
Stwierdzono znacznie czgstsze wystepowanie Aspergillus versicolor, Aspergillus
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niger, Aspergillus flavus, Trichoderma viride w powietrzu pomieszczen za-
grzybionych niz kontrolnych. Wykazano, iz gatunki Stachybotrys chartarum,
Paeciliomyces variotii, Aspergillus nidulans, Penicillium echinulatum, Penicillium
italicum, Penicillium terrestre byly obecne tylko w budynkach zagrzybionych.
Wskazano gatunki ple$ni wystepujace jedynie w pomieszczeniach zagrzybionych
o wysokiej wilgotnosci wzglednej powietrza (80-90%), ktére moga byc
wskaznikami zawilgocenia materiatéw budowlanych. Ws$réd tych gatunkow
wystepowaty grzyby toksynotwoércze i chorobotworcze: Aspergillus versicolor,
Cladosporium macrocarpum, Ulocladium chartarum, Scopulariopsis brevicaulis.

Wykazano, iz grzyby strzgpkowe sa zdolne do wzrostu w mieszkaniach na
wigkszosci materialéw stosowanych w budownictwie, zardwno konstrukcyjnych,
wykoniczeniowych, jak réwniez termoizolacyjnych. Najczgstsze i najwigksze
zagrzybienie obserwowano na powierzchni materialéw pochodzenia organicznego
lub mieszanych (drewno, skéra, ptyty kartonowo-gipsowe, tapeta). Aktywny
wzrost ple$ni obserwowano réwniez na materiatach nieorganicznych (zaprawa,
beton, gips) oraz materiatach polimerowych (styropian, wetna mineralna, skaj).

Postanowiono odpowiedzie¢ na pytanie, czy grzyby porazajace przegrody
budowlane w budynkach mieszkalnych sa toksyczne i szkodliwe dla zdrowia
mieszkancow?

4.1.3. Mikotoksyny na przegrodach budowlanych
oraz ich cytotoksycznos¢ i genotoksycznos$¢

Celem tych badan byto wykazanie, czy grzyby strzgpkowe rozwijajace sig¢ na
przegrodach budowlanych wytwarzaja mikotoksyny o wlaSciwosciach cytotok-
sycznych i genotoksycznych. W badanych pomieszczeniach pobrano prébki
wymazow z przegréd budowlanych, w ktérych oznaczano obecno$¢ mikotoksyn
metoda TLC (metodyka p. 3.9.1), cytotoksycznos¢ ogélng metoda MTT (p. 3.10)
i genotoksyczno$¢ metoda MLA (p. 3.11). Réwnolegle oznaczano zdolnosé
tworzenia mikotoksyn przez wyizolowane z pomieszczen grzyby podczas ich
wzrostu na pozywce YES. Uzyskane wyniki zamieszczono w tabeli 17.

Uzyskane wyniki wskazuja na nieobecno$¢ mikotoksyn oraz brak efektow
cytotoksycznego i genotoksycznego probek pobranych z przegréd budowlanych
pomieszczen zagrzybionych. Jedynie w przypadku 3% probek wykazano niski
efekt cytotoksyczny, co mogto wynika¢ z oddzialywania samego materiatu
budowlanego. Wyniki badania zdolnosci wytwarzania mikotoksyn na podiozu
YES przez szczepy pleSni wyizolowane z budynkéw wykazaty, iz plesnie
produkuja mikotoksyny takie, jak sterigmatocystyna, ochratoksyna A, aflatoksyna
B, oraz inne mikotoksyny nie zidentyfikowane metoda TLC (Tabela 17).
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Tabela 17. Mikotoksyny w wymazach z przegréd budowlanych oraz ich cytoto-
ksycznos¢ i genotoksyczno$¢

Czgsto$¢ wystgpowania

Oznaczenia (metoda) w pomieszczeniach zagrzybionych (%),
liczba zbadanych prébek, N = 34
Mikotoksyny na przegrodach budowlanych (TLC) 0%

Mikotoksyny w hodowlach na podiozu YES plesni
wyizolowanych z przegréd budowlanych:

Sterigmatocystyna 8,6%

Ochratoksyna A 5,7%

Aflatoksyna B, 2,8%

inne mikotoksyny* 71,4%
Cytotoksyczno$¢ ogélna (MTT)

- 97%

+ 3%

++ 0%

+++ 0%
Genotoksycznos¢ (MLA)

- 100%

— brak efektu cytotoksycznego, genotoksycznego, + cytotoksyczno$¢ niska, ++ cytotoksyczna
$rednia, +++ cytotoksyczno$¢ wysoka, poréwnywalna z dodatnia préba kontrolna (standardy
mikotoksyn)

* mikotoksyny niezidentyfikowane (obecne §wiecace plamy w $wietle UV przy A = 360 nm)

Podsumowanie

Materiaty przegréd budowlanych porazonych przez grzyby strzgpkowe nie
wykazywaty obecnosci mikotoksyn ani oddziatywania cyto- i genotoksycznego.
Natomiast wyizolowane szczepy grzybow zachowaty aktywno$¢ toksynotwércza,
ktéra ujawnita si¢ w warunkach laboratoryjnych na podiozu bogatym w zwiazki
organiczne (YES). Badania mikotoksyn w Srodowisku budynkéw i na pozywce
YES prowadzone skriningowa metoda TLC, wykazaly obecno$¢ mikotoksyn
w pozywce mikrobiologicznej, natomiast brak tych zwiazkéw na przegrodach
budowlanych. Moglo to wynika¢ z niewielkiej iloSci grzybni na przegrodach
budowlanych 1 niskiego st¢zenia mikotoksyn, ponizej progu wykrywalnosci
metoda TLC (1-20 ng, w zalezno$ci od mikotoksyny). Brak mikotoksyn na
przegrodach budowlanych w warunkach mieszkalnych mégt by¢ spowodowany
nieodpowiednimi dla plesni warunkami do syntezy tych zwiazkéw. Podjgto wigc
badania zmierzajace do wyjasnienia, jakie czynniki moga wptywaé na tworzenie
mikotoksyn oraz cyto- i genotoksyczno$¢ w ustalonych warunkach laboratoryjnych
(rozdziat 4.2.6). Jednoczesnie, w celu wskazania, czy istnieje zalezno$¢ migdzy
obecnos$cia mikotoksyn w budynkach a ewentualnymi objawami chorobowymi,
przeprowadzono oceng stanu zdrowia mieszkancow.
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4.1.4. Stan zdrowia mieszkancow

Mieszkancéw budynkéw zagrzybionych i kontrolnych poddano badaniom
lekarskim w celu ustalenia wystgpowania objawdw alergii oraz Zespotu Chorego
Budynku (SBS) (metodyka p. 3.12). Uzyskane wyniki zamieszczono w tabeli 18.

Tabela 18. Czgsto$¢ wystgpowania objawow alergii i SBS u mieszkancow
budynkéw

Liczba i czgsto$¢ wystepowania (%)
Mieszkancy Mieszkancy
Objawy alergii i SBS * pomieszczeh pomieszczen
zagrzybionych, | bez zagrzybienia,
N =40 N =20
Kaszel 19 (47,5%) 5 (23,8%)
Duszno$é 13 (32,5%) 4 (19,04%)
Objawy alergii Katar 2 BT>%) 11(52,3%)
Jawy alerg Objawy ze strony spojoéwek 26 (65%) 7 (33,3%)
Obrzeki 11 (27,5%) 0
Swedzace wykwity skérne 21 (52,5%) 9 (42,9%)
Poziom przeciwcial w surowicy IgE > 100 KU/1** 13 (39.4%) 3 (17.6%)
Pozytywne testy skérne (SPT) oraz z surowicy
krwi (Elisa) potwierdzajace alergi¢ 4 (10%) 0
na grzyby strzgpkowe
Bole glowy 18 (45%) 5 (23.8%)
Zaburzenia snu 17 (42.5%) 5 (23.8%)
Zab/urzenia kf)nclentracji 4 (10%) 4 (10%)
Wybrane Ogoln.e oslablemé 13 (32.5%) 3 (14.3%)
objawy Nadml.erne pocen.le 15 (37.5%) 4 (19%)
niespecyficzne, Uczucie zmgczenia 18 (45%) 6 (30%)
saliczane do Boéle w okolicy serca 9 (22.5%) 2 (9.5%)
SBS Rozdraznienie 15 (37.5%) 4 (19%)
Podraznienie bton §luzowych
nosa, oczu, gardia 17 (42.5%) 6 (30%)
Podraznienie skory 9 (22%) 1 5%)
Boéle gardta 9 (22:5%) 0

* wyniki badan lekarzy z Zaktadu Choréb Zawodowych i Toksykologii IMP w L.odzi prowadzonych
w ramach wspélnego projektu (Grant UM Lodzi 2003/2004, kierownik dr B.Gutarowska)

SBS — Sick Building Syndrome — Zesp6t Chorego Budynku

*#* KU/l - migdzynarodowa jednostka st¢zenia przeciwciat IgE
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Poréwnujac wystgpowanie objawow alergii u mieszkancéw, stwierdzono od
5% do 25% wigksza czgsto$¢ ich wystepowania u oséb zamieszkujacych budynki
zagrzybione. Szczegdlnie dotyczyto to duszno$ci, kaszlu, objawdéw ze strony
spojowek, obrzgkéw, wykwitow skérnych. U mieszkancéw zagrzybionych budyn-
kéw obserwowano znacznie czg$ciej (kilkanascie do dwudziestu procent) objawy
niespecyficzne zaliczane do SBS. Dotyczylo to gtéwnie: bélu gtowy, zaburzenia
snu, ogbélnego ostabienia, rozdraznienia, podraznienia skéry, bélu gardta.

U okoto 40% mieszkancéw zagrzybionych budynkéw notowano podwyzszony
poziom IgE w surowicy krwi; dla poréwnania — w budynkach kontrolnych pod-
wyzszony poziom IgE stwierdzono u 18% mieszkancéw. U 10% os6b zamiesz-
kujacych pomieszczenia zagrzybione (4/40 badanych) wykazano uczulenie na grzyby
strzgpkowe na podstawie wynikéw testow skérnych. Osoby te poddano szcze-
gétowym badaniom w kierunku alergii na grzyby obecne w ich pomieszczeniach
mieszkalnych (metodyka p. 3.13). Wyniki tych badan oraz stopien zanieczyszczenia
grzybami uzytkowanych przez nich pomieszczen przedstawiono w tabeli 19.

U badanych mieszkancéw wystapity objawy alergiczne, takie jak kaszel,
katar, wykwity skdérne, objawy ze strony ukladu oddechowego, réwniez astma
(mieszkaniec nr 1). W surowicy krwi mieszkancow stwierdzono wysoki poziom
IgE (mieszkaniec nr 3: 10-krotnie wyzszy niz graniczny, 100 KU/L, wskazujacy
na alergi¢; wyjatek mieszkaniec nr 4, z niskim poziomem IgE). Alergi¢ na grzyby
strzgpkowe potwierdzono w testach skérnych. Wykazano réwniez obecno$é
w surowicy krwi swoistych przeciwciat asIgE przeciw grzybom strzgpkowym.
Analiza metoda immunoblottingu potwierdzila alergi¢ (mieszkaniec nr 1 i 3) na
wigkszo$¢ lub wszystkie ple$nie obecne w pomieszczeniach. Dzigki tej analizie
wykryto biatka alergenne, na ktére byli uczuleni mieszkancy. Wszyscy byli
uczuleni na antygeny Penicillium chrysogenum, Penicillium expansum, Alternaria
alternata 1 Cladosporium cladosporioides. Alergeny Penicillium chrysogenum,
ktére spowodowaty reakcje alergiczne; to biatka o masach czasteczkowych: 21 kDa,
24 kDa, 27 kDa, 32 kDa (biatko alergenne sklasyfikowane jako Pen ch 18),
33 kDa (Pen ¢ 13), 34 kDa (Pen ch 13), 40 kDa (Pen ¢ 32), 43 kDa, 46 kDa (Pen ¢
22w), 68 kDa (Pen ch 20), 85 kDa, 89 kDa. Wsrdd biatek alergennych A.alternata
o masach od 22 kDa do 64 kDa sa biatka sklasyfikowane jako alergeny Alt a 1,
Alt a 7, Alt a 13, Alt a 10; pozostale biatka dotad nie byty klasyfikowane,
podobnie jak alergeny P.expansum o masach 16-93 kDa (z wyjatkiem
sklasyfikowanych alergenéw Pen ¢ 19, Pen ¢ 22w, Pen ¢ 32, Pen ¢ 13, Pen ch 33).
Wsrdd biatek Cladosporium cladosporioides o masach od 11 do 53 kDa, ktére
reagowaly z badanymi surowicami, wystgpowaty cztery sklasyfikowane alergeny:
Clah4,Clah5,Clah6iClah?9.
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Tabela 19. Poziom zagrzybienia pomieszczen oraz wystgpowanie alergii na grzyby
strzgpkowe u mieszkancéw zagrzybionych budynkéw

Rodzaj oznaczenia/ metoda

Wynik oznaczenia

Mieszkaniec nr 1 (pte¢ — zenska, wiek — 10 lat)

Liczba grzybéw (wynik $redni)
— w powietrzu wewnetrznym (jtk/m’)
— na przegrodzie budowlanej (jtk/100 cm?)

9,5x10?
3,3x10"

Penicillium chrysogenum (p),

Zagrzybienie i
. . Alternaria alternata (p, b),
pomieszczenia . 3 . X
Gatunki grzybéw wyizolowane Aspergillus flavus (p, b),
z powietrza (p) 1 przegrody budowlanej (b) | Aspergillus niger (p, b),
Cladosporium cladosporioides (p, b),
Penicillium expansum (p, b),
tma, obj t ktad
Objawy alergii w wywiadzie lekarskim | © o 0wy 2 strony ukfadu
oddechowego, skdrne
Poziom przeciwcial w surowicy krwi 139.0
catkowite IgE (KU/1)*! ’
zestaw I — reakcja pozytywna
Testy skérne SPT' zestaw II — reakcja negatywna
reakcja skérna na mix alergenéw gatunki: Alternaria alternata,
grzybow strzgpkowych — zestaw L, [1** | Alternaria tenuis, Aspergillus
oraz poszczegdlnych gatunkéw fumigatus, Aspergillus mix.,
testowych Penicillium mix., Cladosporium mix —
reakcja pozytywna
Testy Elisa z surowicy krwi' . .
. L mix2 — reakcja pozytywna
wykrywanie specyficznych przeciwciat . .
. . J gatunki: Alternaria alternata,
Alergia asIgE przeciw alergenom grzyboéw . . e
.. . Aspergillus fumigatus, Penicillium
strzgpkowych, w reakcji z mix2*** .
. ) notatum — reakcja pozytywna
oraz poszczegélnych gatunkéw testowych
Aspergillus flavus: 71 kDa;
Aspergillus niger: 34 kDa (Asp n 18),
Testy i bloti ¢ ) 105 kDa (Asp n 14); Penicillium
esty immunoblotting antygenéw
( atli/nk(’)w 1z b(’)w:f/ izgliwan ch chrysogenum: 27 kDa, 34 kDa
s EYOOW WY YR | (Pen ch13), 43 kDa, 89 kDa;
z budynku mieszkalnego) z surowica krwi, Lo
M. biatek . h Penicillium expansum: 70 kDa
iatek reagujacyc
° ica kr g. J(ig ) ( . (Pen ¢ 19), 88 kDa; Alternaria
z surowicg krwi a) (oznaczenie
e 4 b antysendw) alternata: 28 kDa (Alta 1), 53 kDa
sklasyfikowanych antygenéw
¥ yeh antyg (Alta 10), 64 kDa;
Cladosporium cladosporioides:
36 kDa (Cla c 9), 53 kDa.
Mieszkaniec nr 2 (pte¢ - meska, wiek — 18 lat)
- Liczb b6 ik $redni
Zagrzybienie iczba g.rzy 6w (wynik Sre: I%l) . 2 2510
. . — w powietrzu wewngtrznym (jtk/m’) ’ .
pomieszczenia 1,910

— na przegrodzie budowlanej (jtk/100 cm?)
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Gatunki grzybéw wyizolowane
z powietrza (p) i przegrody budowlanej (b)

Acremonium strictum (p),
Alternaria alternata (p, b),
Cladosporium cladosporioides (p),
Cladosporium herbarum (p, b),
Penicillium chrysogenum (p, b),
Aspergillus niger (p)

Objawy alergii w wywiadzie lekarskim

niezyt nosa, kaszel, objawy
ze strony uktadu oddechowego

Poziom przeciwcial w surowicy krwi
catkowite IgE (KU/1)*!

91,9

Testy skérne SPT' reakcja skérna na mix
alergenéw grzybow strzgpkowych —
zestaw I, IT** oraz poszczegdlnych
gatunkow testowych

zestaw I — reakcja pozytywna
zestaw II — reakcja negatywna
gatunki: Alternaria alternata —
reakcja pozytywna

Testy Elisa z surowicy krwi'
wykrywanie specyficznych przeciwciat
asIgE przeciw alergenom grzybow
strzgpkowych, w reakcji z mix2***

gatunki: reakcja negatywna

Alergia
oraz poszczegélnych gatunkéw testowych
Penicillium chrysogenum: 21 kDa,
27 kDa, 32 kDa (Pen ch 18), 33 kDa
. . . (Pen ¢ 13), 34 kDa (Pen ch13), 40 kDa
Testy immunoblotting antygenéw .
(gatunkéw grzybow wyizolowanych (Pen ¢ 32); Penicillium expansum:
ngud nku rgnie};zkalneyo) z surO\il/ic 70kDa (Pen c 19), 88 kDa; Alternaria
e g | alternata: 28 kDa (Alta 1), 53 kDa
krwi, M., biatek reagujacych z surowica . .
. . . (Alt a 10); Aspergillus niger: 105 kDa
krwi (kDa) (oznaczenie sklasyfikowanych .
antygenéw) (Asp n 14); Cladosporium
Y8 cladosporioides: 11 kDa (Cla h 4),
22kDa (Clah5),36kDa(Clac9),
46 kDa (Clah 6)
Mieszkaniec nr 3 (ple¢ — zenska, wiek — 27 lat)
Liczba grzybéw (wynik $redni)
— w powietrzu wewnetrznym (jtk/m) 1,3x10°
Zagrzybienie — na przegrodzie budowlanej (jtk/100 cm?) | 7,6x10° .
. . Alternaria alternata (p),
pomieszczenia . . . -
Gatunki grzybéw wyizolowane Cladosporium cladosporioides (p),
z powietrza (p) i przegrody budowlanej (b) | Penicillium chrysogenum (p, b),
Penicillium expansum (p, b),
tma, kaszel, katar, obj t
Objawy alergii w wywiadzie lekarskim | oo oo, Katal, Objawy ze strony
Alergia uktadu oddechowego, wykwity skérne

Poziom przeciwcial w surowicy krwi
catkowite IgE (KU/1)*!

1328,0
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Testy skérne SPT'
reakcja skérna na mix alergenéw
grzybow strzgpkowych — zestaw I, II**

oraz poszczegllnych gatunkéw testowych

zestaw I — reakcja pozytywna
zestaw II — reakcja negatywna
gatunki: Alternaria alternata —
reakcja pozytywna

Testy Elisa z surowicy krwi'
wykrywanie specyficznych przeciwciat
asIgE przeciw alergenom grzybow

strzgpkowych, w reakcji z mix2*** oraz

poszczegdlnych gatunkow testowych

mix2 — reakcja pozytywna
gatunki: Alternaria alternata,
Aspergillus fumigatus, Penicillium
notatum — reakcja pozytywna

Testy immunoblotting antygenéw
(gatunkéw grzybéw wyizolowanych

z budynku mieszkalnego) z surowica krwi,
M., biatek reagujacych

z surowica krwi (kDa) (oznaczenie
sklasyfikowanych antygenéw)

Penicillium chrysogenum: 24 kDa,

85 kDa; Penicillium expansum:

16 kDa, 33 kDa, 40 kDa, 46 kDa,

53 kDa, 64 kDa, 79 kDa, 88 kDa;
Alternaria alternata: 28 kDa (Alta 1),
22 kDa (Alta7),26 kDa (Alt a 13),

28 kDa, 53 kDa (Alt a 10), 64 kDa;
Cladosporium cladosporioides:

46 kDa (Cla h 6), 48 kDa

Mieszkaniec nr 4 (pte¢ — mgska, wiek — 31 lat)

Liczba grzybéw (wynik $redni)
— w powietrzu wewnetrznym (jtk/m’)

— na przegrodzie budowlanej (jtk/100 cm?)

7,3x10?
1,4x10°

Acremonium strictum (p),

Zagr‘zybleme‘ Alternaria alternata (p, b),
pomieszczenia A il b
Gatunki grzybéw wyizolowane Sperst usﬂfzvus (p, b),
z powietrza (p) i przegrody budowlane;j (b) Aspergillus niger (p, b),
P P Przcgrocy ! Cladosporium cladosporioides (p),
Penicillium chrysogenum (p, b),
Penicillium expansum (p, b),
kaszel, katar, objawy ze strony
Objawy alergii w wywiadzie lekarskim | uktadu oddechowego, wykwity
skérne
Poziom przeciwcial w surowicy krwi
Alergia catkowite IgE (KU/I)*! 16,4
Testy skérne SPT'

reakcja skérna na mix alergenéw
grzybow strzgpkowych — zestaw I, I1**
oraz poszczegdlnych gatunkéw
testowych

zestaw I — reakcja pozytywna
zestaw I — reakcja negatywna
gatunki: Alternaria alternata —
reakcja pozytywna
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Testy Elisa z surowicy krwi'
wykrywanie specyficznych przeciwciat
asIgE przeciw alergenom grzyboéw gatunki: reakcja negatywna
strzgpkowych, w reakcji z mix2#***
oraz poszczegdlnych gatunkdw testowych

Penicillium expansum: 70 kDa

Testy immunoblotting antygenéw (Pen ¢ 19), 88 kDa, 93 kDa;
(gatunkéw grzybéw wyizolowanych Penicillium chrysogenum: 46 kDa

z budynku mieszkalnego) z surowica (Pen ¢ 22w), 68 kDa (Pen ch 20);
krwi, M., biatek reagujacych z surowica | Alternaria alternata: 28 kDa (Alt a 1),
krwi (kDa) (oznaczenie 53 kDa (Alt a 10); Aspergillus flavus:
sklasyfikowanych antygenéw) 34 kDa (Asp fl 13); Cladosporium
cladosporioides: 48 kDa

"wyniki badan lekarzy z Zaktadu Choréb Zawodowych i Toksykologii IMP w E.odzi prowadzonych
w ramach wspdlnego projektu (Grant UM Lodzi 2003/2004, kierownik dr B. Gutarowska)
* za podwyzszony uznaje si¢ poziom catkowity IgE powyzej stezenia 100 KU/1

** zestaw I: mix alergendw Alternaria tenuis, Botritis cinerea, Cladosporium herbarum, Fusarium
moniliforme

zestaw II: mix alergendéw Aspergillus fumigatus, Mucor mucedo, Penicillium notatum, Rhizopus
nigricans

alergeny poszczegélnych gatunkow: Alternaria tenuis, Aspergillus fumigatus, Botrytis cinerea,
Trichophyton mentagrophytes, Cladosporium herbarum, Fusarium moniliforme, Mucor mucedo,
Penicillium notatum, Pullularia pullulans, Rhizopus nigricans, Phoma betae, Alternaria alternata,
Aspergillus mix, Cladosporium mix, Penicillium mix

**% zestaw plesSni w mix2: Penicillium notatum, Cladosporium herbarum, Aspergillus fumigatus,
Alternaria alternata

Mieszkaniec nr 1 dodatkowo byt uczulony na biatka plesni Aspergillus flavus
i Aspergillus niger, mieszkaniec nr 2 — na biatka A.niger, a mieszkaniec nr 3 — na
biatka A.flavus. Wigkszo$¢ z tych biatek nie jest sklasyfikowana przez IUISA
(22 na 39 biatek, ktére reagowaly z badanymi surowicami). Najczestsza reakcje
alergiczna obserwowano dla biatka Penicillium expansum o masach czasteczkowych
88 kDa 1 70 kDa (Pen ¢ 19) oraz Alternaria alternata o masach 30 kDa (Alt a 1)
153 kDa (Alt a 10).

W przeprowadzonych badaniach dodatkowo wykazano przewage testu
immunoblotting nad pozostalymi testami wykorzystywanymi w diagnozowaniu
alergii na ple$nie, gdyz test ten daje najpelniejsza informacje o narazeniu na alergeny
obecne w budynkach. Metoda immunoblotting udowodnita wystgpowanie alergii na
grzyby obecne w zamieszkiwanych pomieszczeniach, czego nie udato sig¢ stwierdzi¢
wykorzystujac zestawy diagnostyczne do testow skérnych oraz wykrywajac specy-
ficzne przeciwciata w surowicy krwi metoda Elisa.
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Podsumowanie

W badaniach potwierdzono szkodliwo$¢ zdrowotna plesni wystepujacych
w pomieszczeniach zagrzybionych, jednak wyniki wskazywaty na istnienie innych
niz mikotoksyny czynnikéw, ktére wptywaja na pogorszenie stanu zdrowia uzyt-
kownikéw tych mieszkan, a ktérymi byty biatka alergenne. Wykazano przy tym,
czestsze o okoto 20%, wystgpowanie objawdw alergii i SBS u mieszkancéw
zagrzybionych budynkéw, niz to miato miejsce w mieszkaniach kontrolnych.
U 10% mieszkancéw zagrzybionych budynkéw wykryto alergi¢ na grzyby
strzgpkowe tam obecne, potwierdzong w testach skérnych (SPT), Elisa i immu-
noblotting. Najczgsciej wykrywano alergi¢ na antygeny plesni Penicillium
chrysogenum, P.expansum, Alternaria alternata, Cladosporium cladosporioides
oraz Aspergillus niger 1 A. flavus. Wykryto antygeny biatkowe grzybdw strzgp-
kowych, ktére reagowaty z surowicami krwi mieszkancéw. Wigkszo$¢ wykrytych
batek nie byla dotad opisywana i klasyfikowana przez IUISA. Szczegdlnie istotne
sa biatka alergenne Penicillium expansum o masach czasteczkowych 71 oraz 88 kDa,
ktére reagowaly z przeciwcialami obecnymi w surowicach wszystkich badanych
mieszkancow.

Wykazano wyzszos¢ testu immunoblotting nad testami SPT i Elisa, wyko-
rzystawanymi w diagnostyce alergii na grzyby. Test ten charakteryzuje wysoka
czulo$¢ i specyficzno$¢, pozwalajaca na wykrycie alergennych biatek plesni
obecnych w pomieszczeniach.

4.2. Badania laboratoryjne

4.2.1. Wzrost grzybéw strzegpkowych na materialach budowlanych -
badania modelowe

Aby sprawdzi¢, jak rosna grzyby strzgpkowe na materiatach budowlanych
1 wykonczeniowych o r6znym sktadzie chemicznym (drewno, tapeta, skora, ptyta
gipsowo-kartonowa, gips, zaprawa tynkarska) — przeprowadzono laboratoryjne
badania modelowe (metodyka p. 3.8). Badano réwniez wzrost ple$ni na ptytach
gipsowo-kartonowych, ktére zawieraja substancje biocydowe i silikon, majace
w zalozeniu ogranicza¢ wzrost plesni (ptyta GKBI typ H2 z dodatkiem biocydu
i silikonu oraz GKBI typ DFH2 z biocydem, silikonem i substancja przeciw-
ogniowa). Badania prowadzono dla ple$ni: Aspergillus versicolor 3 — szczep
wyizolowany z powloki malarskiej w budynku zagrzybionym oraz szczep
kolekcyjny Aspergillus ochraceus NRLL 3174. Wybdr szczepéw podyktowany
byt dobrym wzrostem tych plesni na powierzchni materiatéw budowlanych oraz
potwierdzong toksynotwoérczoscia. Hodowle plesni prowadzono przez 25 dni,

86



w temperaturze 27°C, przy korzystnych dla wzrostu grzybéw parametrach
wilgotno$ci materiatéw budowlanych (metodyka p. 3.5) oraz z niewielkim
dodatkiem substancji organicznej inicjujacej wzrost (1 ml pozywki Mo z ekstraktem
drozdzowym). W trakcie hodowli pobierano prébki materiatéw do oznaczania
ergosterolu (p. 3.7.3). Na podstawie zawartosci ergosterolu wyliczono maksymalna
szybko$¢ wzrostu (S,.x), ktéra wystgpowata w pierwszych dniach rozwoju plesni,
a takze szybko$¢ wystepujaca w polowie fazy logarytmicznego wzrostu plesni
(Sim00), Opisujaca szybkoS¢ rozwoju grzybni w warunkach, kiedy nastapito
wyczerpanie cukréw pochodzacych z pozywki, a plesnie zaczgly korzystaé ze
zrodet dostgpnych w materiale budowlanym. Uzyskane wyniki zamieszczono
w tabeli 20 i przedstawiono na rysunku 3.

gips [ Iskéra

3.5+ I zaprawa B ptyta GKB typ A
(M drewno plyta GKBI typ H2
XXX tapeta pltyta GKBI typ DFH2

[\
o
|
TR
3RS

<

XSS
S

Ergosterol (ug/g)
o
‘ 1
N ‘V
XL

V‘V
3

o —_
(6] o
1 ‘ 1 ‘
SIS
SLLRRLRLLRKL

T3
%

S J— R
A.versicolor 3 A.ochraceus NRLL 3174

Rys. 3. Zawarto$¢ ergosterolu w hodowli Aspergillus versicolor 3 oraz Aspergillus ochraceus
NRLL 3174 na materiatach
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Tabela 20. Stgzenie ergosterolu oraz szybkos$¢ wzrostu Aspergillus versicolor 3
1 Aspergillus ochraceus NRLL 3174 podczas hodowli na materiatach

L . Szybkosci wzrostu
Stezenie ergosterolu w materiatach (ug/g)
Snveh dniach hodowli (ug ergosterolu/g
: w poszczegdlnych dniach hodowli
Materiat P gomy materiatu/dobg)
3 7 11 18 25 S max Si/210g
Aspergillus versicolor 3
Gips 0,009 0,043 0,012 0,006 0,006 0,008 0,002
Zaprawa 0,008 0,012 0,006 0,005 0,004 0,005 0,001
Drewno 0,081 0,101 0,255 0,083 0,082 0,036 0,013
Tapeta 1,089 2,435 1,904 1,431 3,249 0,608 0,207
Skoéra 0,462 0,919 1,163 0,469 0,353 0,270 0,063
Ptyta g-k
0,022 0,025 0,030 0,027 0,023 0,010 0,003
GKB typ A
Aspergillus ochraceus NRLL 3174
Gips 0,011 0,032 0,016 0,006 0,009 0,008 0,003
Zaprawa 0,011 0,010 0,019 0,015 0,009 0,003 0,001
Drewno 0,167 0,289 0,429 0,270 0,167 0,076 0,028
Tapeta 2,140 2,583 2,731 2,169 1,629 1,550 0,225
Skoéra 1,532 1,723 2,127 2,378 2,300 0,738 0,137
Ptyta g-k
0,022 0,029 0,054 0,092 0,092 0,011 0,004
GKB typ A
Plyta g-k
0,010 0,012 0,018 0,008 0,008 0,002 0,001
GKBI typ H2
Ptyta g-k
GKBI typ 0,011 0,014 0,015 0,015 0,019 0,002 0,001
DFH2

Ptyta g-k — ptyta gipsowo-kartonowa.
Poczatkowe stgzenia ergosterolu w materiatach wynosity od 0,001 do 0,014 ug/g materiatu,
w zalezno$ci od rodzaju materiatu.

Poczatkowe wilgotnosci masowe materialéw: gips 68%, zaprawa tynkarska 43%, drewno 220%,
tapeta 79%, skora 181%, Ptyta gipsowo-kartonowa 80%.

Koncentracja zwiazkéw organicznych na powierzchni materialu (wprowadzone z pozywka Mo
z ekstraktem drozdzowym) 0,02 g/prébke o powierzchni 16 cm®.

Najwyzsze stgzenie ergosterolu wykryto pomigdzy 7 a 11 dniem hodowli
Aspergillus versicolor 3 na tapecie, skorze i drewnie, wynoszace od 0,26 do 3,25
png/g (Tabela 20). Poziom ten $wiadczyt o aktywnym wzroscie grzybni (Rys. 3).
Potwierdzeniem jest duza szybko§¢ maksymalna syntezy ergosterolu S, na tych
materiatach, na poziomie 0,036-0,608 ug ergosterolu/g/dobeg, a takze Sipioe
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wynoszaca 0,013-0,207 pg ergosterolu/g/dobg. Na ptycie gipsowo-kartonowe]
typu A (bez biocydu) oraz na gipsie wzrost tego szczepu byt sltabszy, o czym
$wiadczy stgzenie ergosterolu wynoszace 0,03-0,04 ug/g i szybko$¢ wzrostu na
poziomie S, = 0,008-0,01 pg ergosterolu/g/dobg. Na zaprawie tynkarskiej wzrost
plesni byl najstabszy: st¢zenie ergosterolu w 7 dniu hodowli wynosito 0,012 pg/g,
a szybkos$¢ wzrostu S;,,x byta na poziomie 0,005 pg ergosterolu/g/dobg.

Podczas hodowli Aspergillus ochraceus NRLL 3174 na tapecie, skorze,
drewnie oraz ptycie gipsowo-kartonowej typu A stgzenie ergosterolu bylo takze
wysokie i wynosito 0,09-2,58 pg/g (Rys. 3). A. ochraceus charakteryzowat sig
szybszym wzrostem niz A. versicolor 3 (Tabela 20). Na materiatach pochodzenia
organicznego szybko$¢ wzrostu A. ochraceus osiagata poziom S, = 0,076-1,55 ug
ergosterolu/g/dobg oraz S, = 0,028-0,225 ug ergosterolu/g/dobg. Materiaty
mineralne — gips i zaprawa tynkarska — nie byly odpowiednim podiozem
do wzrostu A. ochraceus. Na tych materiatach zawarto$¢ ergosterolu wynosita
0,019-0,032 png/g, natomiast szybkos¢ wzrostu byta na poziomie S« = 0,003-
0,008 ergosterolu/g/dobg.

Na ptytach gipsowo-kartonowych z dodatkiem biocydu 1 silikonu (GKBI typ
H2 oraz DFH?2) stwierdzono brak aktywnego wzrostu ple$ni.

Podsumowanie

Potwierdzono w warunkach modelowych dobry wzrost ple$ni na materiatach
budowlanych 1 wykonczeniowych pochodzenia organicznego, takich jak skora,
drewno, tapeta, ptyta gipsowo-kartonowa. Dodatek biocydu i silikonu skutecznie
ograniczal wzrost ple$ni. Wykazano takze spowolniony wzrost ple$ni na materiatach
nieorganicznych, takich jak gips i zaprawa tynkarska. Wyniki pokazujace zawarto$¢
ergosterolu na materialach nieorganicznych w warunkach modelowych bytly
niezgodne z uzyskanymi dla tych samych rodzajéw materiatéw w budynkach.
W budynkach stwierdzono bowiem dziesig¢ciokrotnie wyzsze st¢zenie ergosterolu
na zaprawie i gipsie (rzedu 3,5-11,9 ug/100 cm?), co po przeliczeniu na mase
materialéw odpowiada 0,025-0,126 pg/g. Wskazywato to na obecno$¢ w budynkach
substancji pokarmowych, ktére sa niezbgdne dla wzrostu grzybéw strzgpkowych.
Postanowiono zatem zbada¢, czy obecno$¢ zanieczyszczen w postaci kurzu oraz
wigkszej ilo$ci zwiazkéw organicznych dostarczonych z pozywka YES moze
aktywowac¢ wzrost ple$ni na tych materiatach budowlanych.
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4.2.2. Wplyw zanieczyszczen w postaci kurzu oraz zwigzkow
organicznych na wzrost grzybéw strz¢gpkowych na materialach
budowlanych

Poszukiwano odpowiedzi na pytanie, czy kurz, ktéry gromadzi si¢ na po-
wierzchniach materialéw budowlanych, jest dla plesni czynnikiem stymulujacym
ich rozwdj. Badania przeprowadzono z wykorzystaniem szczepu A. ochraceus
NRLL 3174, ktérego dobry wzrost obserwowano na wszystkich rodzajach mate-
riatéw budowlanych i wykonczeniowych. Hodowle prowadzono na materiatach
z dodatkiem zanieczyszczen w postaci kurzu (pozywka Mo z kurzem domowym
lekkim, p. 3.3; ilo$¢ kurzu: 0,01 g/prébke materiatu o powierzchni 16 cm?),
zwiazkow organicznych (pozywka YES 0,17 g/probke materiatu) oraz kontrolnie
w obecnosci tylko zwiazkéw mineralnych (pozywka Mo). W czasie hodowli pro-
wadzone] w temperaturze i wilgotnos$ci sprzyjajacej wzrostowi ple$ni (metodyka
p- 3.5; p. 3.8) pobierano prébki i oznaczano w nich zawarto$¢ ergosterolu
(p- 3.7.3), nastepnie wyliczono maksymalng szybko$§¢ wzrostu i szybko§¢ w potowie
fazy logarytmicznego wzrostu. Wyniki podano w tabeli 21 i przedstawiono na
rysunku 4.

skaj

skora

wyktadzina PCV

wyktadzina dywanowa

ptyta GKB typ A

tapeta

drewno

zaprawa ?

gips B YES B Mo+kurz ZZ Mo

cement

Ergosterol (ug/g)

Rys. 4. Zawarto$¢ ergosterolu w hodowli Aspergillus ochraceus NRLL 3174 na materiatach
z dodatkiem pozywki Mo, pozywki Mo z kurzem oraz pozywki YES
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Tabela 21. Stgzenie ergosterolu oraz szybko$¢ wzrostu Aspergillus ochraceus
NRLL 3174 podczas hodowli na materiatach z dodatkiem pozywki Mo, pozywki
Mo z kurzem oraz pozywki YES

Szybko$¢ wzrostu

Pozywka Stezenie ergosterolu w materiatach (ug/g)
: 2 . . (ug ergosterolu/g
Materiat + w poszczegdlnych dniach hodowli ;
materiatu/dobe)
dodatek
3 7 11 18 25 S S110g
Mo 0,008 0,015 0,012 0,005 0,010 0,005 0,001
Cement | Mo+kurz 0,015 0,015 0,019 0,016 0,013 0,006 0,001
YES 0,025 0,035 0,035 0,014 0,009 0,012 0,003
Mo 0,007 0,012 0,009 0,007 0,007 0,004 0,001
Gips Mo-+kurz 0,012 0,017 0,019 0,008 0,008 0,006 0,002
YES 0,028 0,045 0,027 0,019 0,020 0,010 0,003
Mo 0,006 0,005 0,007 0,005 0,007 Brak wzrostu
Zaprawa | Mo+kurz 0,009 0,022 0,031 0,008 0,007 0,005 0,002
YES 0,012 0,039 0,048 0,023 0,015 0,009 0,003
Mo 0,052 0,068 0,130 0,079 0,101 0,025 0,005
Drewno | Mo+kurz 0,145 0,154 0,293 0,162 0,132 0,050 0,131
YES 0,176 0,374 0,486 0,536 0,526 0,072 0,216
Mo 0,347 0,855 1,094 0,882 0,473 0,171 0,072
Tapeta | Mo+kurz 1,188 1,319 1,904 2,259 1,022 0,284 0,004
YES 3,002 3,902 4,545 4,860 4,410 1,505 0,006
Phvta ok Mo 0,008 0,017 0,025 0,046 0,025 0,004 0,002
GK)IIS tfp A Mo-+kurz 0,023 0,026 0,039 0,075 0,067 0,006 0,003
YES 0,039 0,053 0,112 0,101 0,050 0,014 0,008
. Mo 0,394 0,416 0,428 0,518 0,421 0,106 0,025
Wyktadzina
Mo-+kurz 0,437 0,936 0,992 1,017 0,934 0,200 0,052
dywanowa
YES 1,980 2,835 3,510 3,294 1,440 0,596 0,257
. Mo 0,059 0,080 0,087 0,090 0,061 0,020 0,005
Wyktadzina
PCV Mo-+kurz 0,120 0,194 nb 0,335 0,298 0,032 0,014
YES 0,504 0,596 0,445 0,450 0,383 0,126 0,054
Mo 0,553 0,733 1,170 1,476 1,422 0,140 0,063
Skoéra Mo-+kurz 1,231 1,138 1,967 2,088 2,023 0,216 0,099
YES 1,890 2,628 3,186 2,376 1,940 0,828 0,211
Mo 0,113 0,148 0,301 0,346 0,216 0,039 0,018
Skaj Mo-+kurz nb 0,632 0,769 0,481 0,301 0,164 0,054
YES 0,432 0,864 1,787 1,829 1,192 0,229 0,095

nb — nie badano, ptyta g-k — ptyta gipsowo-kartonowa.

Wilgotnosci masowe materiatéw: cement 35%, gips 68%, zaprawa tynkarska 43%, drewno 220%,
tapeta 79%, Ptyta gipsowo-kartonowa 80%, wykladzina dywanowa 143%, wykladzina PCV 30%,

skora 181%, skaj 70%.
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Podczas 21-dniowej hodowli A. ochraceus NRLL 3174, bez dodatkowych
zrodet wegla organicznego, jedynie na skérze oraz tapecie, oznaczono wysokie
stezenia ergosterolu (1,09-1,48 ug/g), a maksymalna szybko$¢ jego syntezy
osiagala poziom S,,x= 0,140-0,171 pg/g/dobg, co wskazywato na aktywny wzrost
plesni (Rys. 4, Tabela 21). Najnizsza zawartos$¢ ergosterolu (0,007-0,015 pg/g)
oznaczono w materialach nieorganicznych (cement, gips, zaprawa); réwniez
szybko$¢ syntezy ergosterolu w obecnosci tych materiatéw wskazywata na to, iz
sa nieodpowiednie dla wzrostu plesni.

Dodatek kurzu w ilosci 0,01 g/prébke materiatu o powierzchni 16 cm’
spowodowal przyspieszenie wzrostu grzybni na wigkszosci materialéw. Stgzenie
ergosterolu wzrosto do wartosci: 2 pg/g (tapeta i1 skoéra), 0,8-1,0 pg/g (wykladzina
dywanowa 1 skaj), 0,3 ug/g (wykladzinia PCV i drewno), 0,1 ug/g (ptyta
kartonowo-gipsowa) (Rys. 4). Réwniez szybko$¢ syntezy ergosterolu wzrosta
0 0,01-0,2 pg/g/dobe. Na cemencie, zaprawie i gipsie — mimo obecnosci kurzu —
obserwowano niska zawarto$¢ ergosterolu (0,019-0,03 ng/g) (Tabela 21).

Dodatek pozywki YES (0,17 g zwiazkéw organicznych — ekstraktu drozdzo-
wego oraz sacharozy/prébke materiatu) przyspieszyl syntezg ergosterolu na
wszystkich materiatach, z wyjatkiem cementu. Poziom ergosterolu byl najwyzszy
(3,186-4,860 ug/g) (Rys. 4). Nawet w materiatach nieorganicznych (gips, zaprawa)
zaobserwowano wyzsze o 0,03-0,07 pg/g stgzenia ergosterolu, w poréwnaniu
z materiatami z dodatkiem kurzu. Szybko$¢ wzrostu plesni na materiatach
nieorganicznych z dodatkiem pozywki YES byla dwukrotnie wigksza, w poréwnaniu
z podiozem z dodatkiem kurzu, natomiast na materialach organicznych, takich jak
skora, tapeta — szybkosci syntezy ergosterolu byly odpowiednio cztero- i dziesigcio-
krotnie wyzsze (Tabela 21).

Podsumowanie

Aktywny wzrost plesni Aspergillus ochraceus zaobserwowano na skorze oraz
tapecie, bez dodatku zanieczyszczen organicznych. Réwniez materialy budowlane
organiczne zawierajace celuloze (drewno, ptyta gipsowo-kartonowa) oraz materiaty
polimerowe (wyktadzina dywanowa, skaj, wyktadzina PCV) umozliwily rozwd;j
plesni, jednak szybkosci wzrostu grzybow na tych materiatach byly ograniczone —
kilkukrotnie nizsze niz na skdrze i tapecie. Jeszcze stabszy wzrost obserwowano na
materiatach nieorganicznych (cement, gips, zaprawa). Dodatek kurzu na po-
wierzchni¢ materialu budowlanego (w ilosci 0,01 g/prébke materialu o po-
wierzchni 16 cm®) stymulowat wzrost plesni na wszystkich materiatach budowlanych
pochodzenia celulozowego, polimerowych oraz na zaprawie tynkarskiej. Szybkos¢
wzrostu na materialach budowlanych zdodatkiem kurzu wzrastata ponad
dwukrotnie. Dodatek zwiazkéw organicznych w postaci pozywki YES znacznie

92



podwyzszyt szybko$¢ syntezy ergosterolu na wszystkich materiatach budowlanych.
Jedynie cement okazal si¢ materialem niekorzystnym dla wzrostu plesni, co byto
zgodne z wynikami badan $rodowiskowych. Wyniki przeprowadzonych ekspery-
mentéw wykazaty, iz kurz domowy obecny na powierzchni materialéw budowla-
nych 1 wykonczeniowych okazat si¢ sprzyjajacy dla wzrostu plesni.

W kolejnym etapie badan modelowych zmierzano do okreslenia wplywu
wilgotnosci materialéw budowlanych na wzrost grzybéw strzgpkowych.

4.2.3. Wplyw wilgotnosci materialu budowlanego na wzrost grzybow
strz¢gpkowych

Badanie przeprowadzono na trzech rodzajach materiatéw — tapecie, gipsie
oraz zaprawie tynkarskiej pokrytej farba emulsyjna, inkubowanych z dodatkiem
pozywki Mo z ekstraktem drozdzowym dla zainicjowania wzrostu ple$ni. W
materiatach zastosowano rézne poziomy wilgotnosci masowej, poczawszy od
najnizszej do najwyzszej, mozliwej do uzyskania (metodyka p. 3.5). Hodowle
plesni Aspergillus flavus KA 30, A. ochraceus NRLL3174, A. niger, Penicillium
expansum oraz Trichoderma viride prowadzono w czasie 41 dni, w temperaturze
27°C. Probki materialéw do ekstrakcji ergosterolu pobierano w réznych dniach
hodowli, w zalezno$ci od materiatu i rodzaju grzyba. Na podstawie zawartos$ci
ergosterolu wyliczono maksymalng szybko$¢ wzrostu (Sp.x). Uzyskane wyniki
zamieszczono w tabeli 22 i przedstawiono na rysunku 5.

Tabela 22. Stgzenie ergosterolu oraz szybko$¢ wzrostu ple$ni na materiatach
budowlanych o r6znym poziomie wilgotnosci masowej

Hodowla Aspergillus flavus KA 30 na tapecie

Czas hodowli (dni) Maksymalna
Wileotnodé szybko$¢ wzrostu
& 3 7 11 25 S,
masowa (%) rerolu/
Stegzenie ergosterolu (1g/g) (ue ergos erotu’e
materiatu/dobg)
18 0 0 0 0 0
56 0 0 0 0 0
79 0,261 0,355 0,302 0,252 0,166
123 2,615 2,664 2,012 1,224 2,785
165 1,525 1,931 2,313 0,747 0,625
185 1,255 1,562 2,052 0,554 0,445
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Tabela 22 (cd.)

Hodowla Aspergillus ochraceus NRLL 3174 na tapecie

Czas hodowli (dni)

Maksymalna

szybkos$¢ wzrostu

Wilgotnose 3 7 1 18 25 33 S,
masowa (%)
(ug ergosterolu/g
Stezenie ergosterolu (ug/g) materiatu/dobe)
18 0 0 0 0 0 0 0
56 1,008 | 1,908 | 2,268 1,481 1,219 | 0,855 0,535
79 2,097 | 2,295 | 1,917 | 1,269 | 1,098 | 1,440 1,309
123 0914 | 1,359 | 1,440 | 1,125 | 0,661 1,395 0,468
165 0,374 | 0,432 nb 0,418 | 0,122 nb 0,126
185 0,342 | 0,360 nb 0,369 | 0,040 nb 0,095
Hodowla Aspergillus niger na gipsie
Czas hodowli (dni) Maksymalna
Wileotnodé szybko$§¢ wzrostu
reotnose 7 13 20 34 41 S,
masowa (%)
o (ug ergosterolu/g
Stezenie ergosterolu (ug/g) materiatu/dobe)
17 0 0 0 0 0 0
33 0,030 0,037 0,029 0,014 0,013 0,009
48 0,036 0,055 0,034 0,031 0,015 0,010
68 0,045 0,057 0,044 0,049 0,022 0,011
Hodowla Penicillium expansum na gipsie
Czas hodowli (dni) Maksymalna
Wileotnodé szybko$§¢ wzrostu
1Eomose 7 13 20 34 41 Spn
masowa (%)
o (ug ergosterolu/g
Stezenie ergosterolu (ug/g) materiatu/dobe)
17 0 0 0 0 0 0
33 0,022 0,027 0,039 0,029 0,018 0,034
48 0,041 0,029 0,032 0,029 0,015 0,037
68 0,035 0,053 0,055 0,040 0,019 0,066
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Hodowla Penicillium expansum na zaprawie tynkarskie pokrytej farba emulsyjna

Czas hodowli (dni) Maksymalna
Wileotnode szybkos$¢ wzrostu
HRomose 7 13 20 34 41 Su
masowa (%)
L (ug ergosterolu/g
Stgzenie ergosterolu (ug/g) materiatu/dobe)
4 0 0 0 0 0 0
0,016 0,031 0,033 0,019 0,017 0,004
0,026 0,045 0,029 0,022 0,07 0,006
11 0,032 0,037 0,038 nb 0,010 0,007

Hodowla Trichoderma viride na zaprawie tynkarskie pokrytej farba emulsyjna

Czas hodowli (dni) Maksymalna
Wileotnode szybkos$¢ wzrostu
HROTOse 7 13 20 34 41 Sp
masowa (%)
L (ug ergosterolu/g
Stezenie ergosterolu (ug/g) materiatu/dobe)
0 0 0 0 0 0
5 0,021 0,028 0,028 0,018 0,008 0,004
0,024 0,031 0,031 0,019 0,014 0,005
11 0,03 0,036 0,034 0,026 0,001 0,007

nb — nie badano

Stezenie zwiazkéw organicznych na powierzchni materiatu, dostarczane z pozywka Mo z ekstraktem
drozdzowym — 0,02 g ekstraktu / prébke o powierzchni 16cm?.

Najwyzsze stezenie ergosterolu (2,29-2,66 ug/g) oraz jego najszybsze wytwa-
rzanie (1,3-2,8 png/g/dobe) przez A. flavus obserwowano na tapecie o wilgotnosci
masowej 123%, natomiast w hodowli Aspergillus ochraceus juz na tapecie
o wilgotno$ci 79% (Tabela 22, Rys. 5). W hodowlach A. flavus i A. ochraceus na
tapecie o wilgotnosci masowej 18% oraz w hodowli A. flavus na tapecie
o wilgotno$ci 56% nie wykryto obecnosci ergosterolu, co §wiadczy o braku
wzrostu ple$ni. Zaobserwowano, iz szybko$¢ syntezy ergosterolu przez A. flavus
na tapecie zwigkszyta sig¢ o 0,8 pg/g/dobg wraz ze wzrostem wilgotnosci masowe]
7256% do 79%, oraz o 2,6 pg/g/dobg wraz ze wzrostem wilgotnosci z 79% do
123%. Przy wyzszych warto$ciach wilgotno$ci masowej tapety (165% i 185%)
synteza ergosterolu byta spowolniona (S.x = 0,095-0,625 pg/g/dobg).

Na materiatach nieorganicznych, takich jak gips i zaprawa tynkarska pokryta
farba emulsyjna, zaobserwowano, iz badane plesnie nie byly aktywne, jezeli
wilgotno$¢ masowa materialéw nie przekraczata 4% (zaprawa) i 17% (gips). Przy
wyzszych poziomach wilgotnosci masowej obserwowano staby rozwdj plesni,
stezenie ergosterolu nie przekraczato 0,057 pg/g.
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Wilgotno$¢ masowa tapety N
1| 18% 2721 56% 79% E=123% B 165% [ 185%

3.0 -

2.5

2.0 -

1.5

Ergosterol (ug/g)

1.0

0.0 %

A.ochraceus NRLL 3174 A.flavus KA 30

Rys. 5. Zawarto$¢ ergosterolu w hodowli ple$ni Aspergillus flavus KA 30, Aspergillus
ochraceus NRLL3174 na tapecie o réznej wilgotnosci masowej

Podsumowanie

Wykazano istotny wplyw wilgotnosci masowej materiatéw budowlanych na
wzrost ple$ni. Najwyzszy poziom i najszybsza synteza ergosterolu miata miejsce
przy wilgotnosci masowej tapety 79-123%. Szybkos$¢ tworzenia ergosterolu rosta
wraz ze wzrostem wilgotnosci masowej do 123% i obnizata si¢ przy wilgotnosci
powyzej 165%. Na materialach nieorganicznych zawarto$¢ ergosterolu byta
znacznie nizsza. Na zaprawie zaobserwowano wzrost ple$ni przy wilgotnosci
masowej réwnej 5%. W przypadku gipsu wzrost ple$ni wystgpowat przy poziomie
33% wilgotnosci.

Badane szczepy odmiennie reagowaly na wilgotno$¢ masowa materiatow
budowlanych. Aspergillus flavus aktywnie rozwijat si¢ dopiero przy wilgotnosci
tapety 79%, natomiast wzrost Aspergillus ochraceus obserwowano juz przy
wilgotno$ci 56%.

W kolejnych etapach badafh zmierzano do ustalenia, czy plesnie zdolne sa do
syntezy mikotoksyn podczas wzrostu na materiatach budowlanych i wykon-
czeniowych oraz jak na t¢ syntez¢ wplywa zanieczyszczenie materiatow w postaci
kurzu domowego i poziom wilgotnosci.
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4.2.4. Mikotoksyny w materiatach budowlanych

W wymazach z przegréd budowlanych w zagrzybionych mieszkaniach nie
wykazano obecnoséci mikotoksyn. Jednak ple$nie wyizolowane z przegréd bu-
dowlanych, po przeniesieniu grzyboéw na pozywke YES, byly zdolne do tworze-
nia mikotoksyn (aflatoksyny B;, ochratoksyny A, sterigmatocystyny). Postano-
wiono wigc sprawdzi¢ jak ksztaltuje si¢ ta cecha w warunkach hodowli laborato-
ryjnych na dwéch rodzajach materiatéw budowlanych — plycie gipsowo-kartonowe;j
i zaprawie tynkarskiej. Oceng zdolnoS$ci toksynotworczych prowadzono w odnie-
sieniu do wynikéw na pozywce kontrolnej MEA. W badaniach wykorzystano
grzyby wyizolowane z zagrzybionych pomieszczen i sklasyfikowane jako toksyno-
tworcze oraz Penicillium chrysogenum 1 Cladosporium cladosporioides, dla
ktérych nie wykazano tworzenia toksyn (metoda TLC).

Dla zapoczatkowania rozwoju grzybni, na powierzchni¢ materiatéw bu-
dowlanych nanoszono 1 ml pozywki Mo z ekstraktem drozdzowym. W trakcie
21-dniowej hodowli, w temperaturze 27°C, utrzymywano wilgotno$¢ materiatu na
poziomie korzystnym dla wzrostu plesni. Po hodowli, z wysuszonych materiatow
ekstrahowano mikotoksyny i analizowano metoda HPLC-MS/MS (metodyka
p. 3.9.3).

Dodatkowo badaniom poddano szczepy kolekcyjne Aspergillus ochraceus
NRLL3174 i Aspergillus flavus KA30 zdolne do syntezy ochratoksyny A i afla-
toksyny B,. Badania syntezy toksyn przez szczepy kolekcyjne przeprowadzono
metoda immunoenzymatycznga Elisa (metodyka p. 3.9.2). Wzrost szczep6w na
materiatach budowlanych kontrolowano w oparciu o pomiar ergosterolu. Uzyskane
wyniki zamieszczono w tabelach 23 i 24.

Tabela 23. Mikotoksyny wytwarzane przez grzyby strzgpkowe na materiatach
budowlanych i podtozu MEA po 21 dniach hodowli

Stezenie mikotoksyn (ug/kg)
Grzyby strzgpkowe Mikotoksyna ipiztao zaprawa | pozywka
Eipsow tynkarska MEA
kartonowa
Stachybotrys chartarum Stachybotrylaktam 2584 1312 156800
Sterigmatocystyna 136 81,6 34080
Aspergillus versicolor 1 Wiridikatyna 588 97.6 637.6
Tentoksyna 0 1,26 0
Sterigmatocystyna 480 124,8 94400
Aspergillus versicolor 2 Wiridikatyna 722,4 130 380
Tentoksyna 0 10,1 0
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Tabela 23 (cd.)

Sterigmatocystyna 60,5 42,6 49760
Wiridikatyna 368 31,3 5384
Aspergillus versicolor 3 Kwas kojowy 0 0 5424
Awenacina Y 0 0 624,8
Tentoksyna 0 1,1 0
Wiridikatyna 20,7 0 120
Aspergillus niger Kwas kojowy 0 0 793,6
Kwas penicylinowy 0 30,8 20
Kwas kojowy 541,6 1432 637600
Aflatoksyna G; 10,6 12,4 17120
Aflatoksyna G, 0 0 1160
Aflatoksyna B, 7.1 1,64 5800
. Aflatoksyna B, 0 0 291,2
Aspergillus flavus Aflatoksyna M, 0 0 552
Kwas penicylinowy 0 0 15
Wiridikatyna 3 0 32
Kwas 3-nitropropionowy 22320 86,4 0
Kwas penicylinowy 2400 0 39000
Aspergillus ochraceus 1 Wiomeleina 6856 0 72400
Aspergillus ochraceus 2 Wiomeleina 459,2 0 7208
Wiridikatyna 0 0 11,12
Meleagrina 13600 728 31520
Penicillium chrysogenum Rokefortyna C 1056 100 2568
Kwas sekalonowy 0 0 29400
Cladosporium cladosporioides Brak syntezy - - -

Tabela 24. Stezenie ergosterolu w materiatach budowlanych po 21 dniach hodowli
grzybow strzgpkowych

Stezenie ergosterolu (Ug/g)
Grzyby strzgpkowe :
plyta gipsowo-kartonowa zaprawa tynkarska
Stachybotrys chartarum 0,177 0,016
Aspergillus versicolor 1 0,058 0,022
Aspergillus versicolor 2 0,097 0,024
Aspergillus niger 0,083 0,019
Aspergillus flavus 0,070 0,017
Aspergillus ochraceus 2 0,053 0,023
Penicillium chrysogenum 0,140 0,038
Cladosporium cladosporioides 0,090 0,029

Stgzenie zwigzk6w organicznych na powierzchni materialu na poczatku hodowli, dostarczane z pozywka Mo
z ekstraktem drozdzowym — 0,02 g / prébke o powierzchni 16¢m?.

Wilgotno$¢ masowa materialéw: zaprawa tynkarska 43%, ptyta gipsowo-kartonowa 80%.
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Wykazano, iz grzyby strzgpkowe, pomimo ze, nie produkowaty mikotoksyn
w pomieszczeniach mieszkalnych — zachowaly t¢ wlasciwo$¢ i ujawnily ja nie
tylko w hodowli na pozywce, ale réwniez na materialach budowlanych, pod
warunkiem jednak obecno$ci zwiazkdéw organicznych (Tabela 23). Najwigksze
ilosci mikotoksyn produkowatl Aspergillus flavus, Aspergillus ochraceus (szczep
1, 2) Penicillium chrysogenum, Stachybotrys chartarum i Aspergillus versicolor
(szczep 1, 2, 3). Aspergillus niger charakteryzowal si¢ niewielka toksynotwor-
czoscia, natomiast Cladosporium cladosporioides nie wytwarzal mikotoksyn
w badanych warunkach.

Stachybotrys chartarum aktywnie rést na ptycie gipsowo-kartonowej, o czym
swiadczy zawartos¢ ergosterolu (0,177 pg/g), natomiast na zaprawie tynkarskiej
wzrost tego grzyba byl staby (Tabela 24). W badaniach wstgpnych na podiozu
YES, prowadzonych metoda TLC, nie udato si¢ okresli¢ rodzaju mikotoksyny
wytwarzanej przez ten szczep; na obecnym etapie ustalono, iz jest to stachybo-
trylaktam. Najwyzsze st¢zenie tej mikotoksyny obserwowano na pozywce MEA
(156800 pg/kg); na materiatach budowlanych byto ono stukrotnie nizsze.

Szczepy Aspergillus versicolor 1 1 2 podczas wzrostu na ptycie gipsowo-
kartonowej wytwarzaly ergosterol w ilosci 0,058 i 0,097 ug/g, a na zaprawie
0,022 1 0,024 ng/g, co $wiadczy o ich stabszym wzroscie, niz S. chartarum. Podczas
doswiadczen Srodowiskowych potwierdzono zdolno$¢ tworzenia sterigmatocystyny
na podtozu YES przez wszystkie szczepy tego gatunku. Analiza metoda HPLC-
MS/MS, oprécz sterigmatocystyny, wykazata obecnos¢ wiridikatyny, tentoksyny,
kwasu kojowego i awenacyny. Stwierdzono ponadto, ze zaleznie od szczepu
i warunkéw hodowli A. versicolor produkowat rézne toksyny w ilo$ciach od 1,26
do 94400 ng/kg. Szczep wyizolowany z plyty gipsowo-kartonowej w zagrzybionym
budynku — A. versicolor 3 syntezowat pig¢ réznych mikotoksyn, podczas gdy inne
szczepy tylko po trzy toksyny. Najwigksze ilosci sterigmatocystyny i wiridikatyny
wytwarzatl szczep A. versicolor 2 wyizolowany w badaniach $srodowiskowych
Z tapety.

Aspergillus flavus, mimo slabszego wzrostu (stgzenie ergosterolu w warun-
kach wzrostu plesni na ptycie gipsowo-kartonowej wynosito 0,070 png/g, na zaprawie
0,017 ug/g), aktywnie syntetyzowal mikotoksyny. Poza aflatoksyna B, wykryta
na podlozu YES na etapie badan s$rodowiskowych, zidentyfikowano jeszcze
aflatoksyneg G, G,, B,, M, wiridikatyng, kwas kojowy, kwas penicylinowy i kwas
3-nitropropionowy. Stwierdzono, iz rosnac na materiatach budowlanych A. flavus
syntetyzowal tylko niektére mikotoksyny: aflatoksyny B,, G;, kwas kojowy i kwas
3-nitropropionowy.
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Aspergillus ochraceus 2 rést stabo na ptycie gipsowo-kartonowej i zaprawie,
stezenie ergosterolu byto na poziomie 0,023 i 0,05 pg/g. W badaniach $rodo-
wiskowych wykryto, ze szczepy A. ochraceus 11 2 tworzyly toksyny, jednak nie
udato sig okresli¢ ich rodzaju. W obecnych badaniach okazato sig, iz szczepy te sa
producentami kwasu penicylinowego, wiomeleiny i wiridikatyny.

Penicillium chrysogenum sklasyfikowany jako nietoksynotwdrczy w badaniach
srodowiskowych wytwarzal meleagring irokefortyng C podczas wzrostu na
materiatach budowlanych i pozywce MEA oraz kwas sekalonowy — na podtozu
MEA. Na ptycie gipsowo-kartonowej tworzyl meleagring i rokefortyng C
w stgzeniu wysokim, zaledwie tylko 2-3 razy nizszym, niz na pozywce MEA
(Tabela 23).

Poréwnujac produkcje¢ mikotoksyn w warunkach wzrostu grzyboéw strzgpko-
wych na plycie gipsowo-kartonowej, zaprawie tynkarskiej oraz pozywce MEA
stwierdzono, iz plesnie wyizolowane z budynkéw mieszkalnych tworzyly najwigcej
r6znych mikotoksyn i w najwigkszym st¢zeniu na podiozu kontrolnym MEA.
Stezenie mikotoksyn na ptycie gipsowo-kartonowej bylo mniejsze, w zaleznosci
od szczepu i rodzaju mikotoksyny od 0,2 do 10000 razy (najczgsciej o 100),
natomiast na zaprawie od 6,5 do 100000 razy (najczesciej o 1000) mniejsze niz na
podtozu MEA. Szczepy jednak zachowaly zdolno$§¢ do wytwarzania wielu
mikotoksyn podczas wzrostu na materiatach budowlanych, np. sterigmatocystyny,
wiridikatyny, kwasu kojowego, aflatoksyny G;, B, kwasu penicylinowego, wio-
meleiny, meleagriny, rokefortyny C. Stwierdzono, ze réznorodno$¢ mikotoksyn
byta wigksza oraz ich st¢zenie byto wyzsze na plycie gipsowo-kartonowej niz
na zaprawie. Podobnie — wzrost plesni na ptycie gipsowo-kartonowej byt lepszy
niz na zaprawie tynkarskiej, na co wskazuje st¢zenie ergosterolu wytwarzanego
przez plesnie.

Zaobserwowano takze, ze niektdre toksyny sa tworzone jedynie na materiatach
budowlanych. Przykladem jest tentoksyna wytwarzana przez Aspergillus versicolor
podczas wzrostu na zaprawie oraz kwas 3-nitropropionowy tworzony przez
Aspergillus flavus — na zaprawie i plycie gipsowo-kartonowej; nie wykryto tych
toksyn podczas wzrostu na podtozu kontrolnym MEA. Zaobserwowano ponadto
zwigkszong synteze kwasu penicylinowego przez A. niger rosnacy na zaprawie
niz na podtozu kontrolnym.

Szczepy kolekcyjne wytwarzaty okoto 1000 razy mniej ochratoksyny A
i aflatoksyny B, podczas wzrostu na ptycie gipsowo-kartonowej i zaprawie
tynkarskiej, niz na podtozu MEA. Ponadto wytwarzaty 2-5 razy wiecej mikotoksyn,
rosnac na ptycie gipsowo-kartonowej, niz na zaprawie (Tabela 25), podobnie jak
gatunki wyizolowane ze srodowiska budowlanego.
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Tabela 25. Stezenie ochratoksyny A wytworzonej przez Aspergillus ochraceus
NRLL 3174 oraz aflatoksyny B, przez Aspergillus flavus KA30 rosnace na
materiatach budowlanych i podtozu MEA po 21 dniach hodowli

Podloze wzrostu Stezenie mikotoksyny (ug/kg)*
Ochratoksyna A Aflatoksyna B
Plyta gipsowo-kartonowa X:9,86; S:0,38 X:5,42;S:1,15
Zaprawa tynkarska X:5,29;S:0,18 X:1,21; S: 0,05
Pozywka MEA X:4229; S: 338 X:2945; S:294,9

*oznaczenie metoda Elisa; X — warto$¢ $rednia, S — odchylenie standardowe.

Udowodniono, ze produkcja okreslonych mikotoksyn jest cecha szczepowa.
Aspergillus ochraceus wyizolowany ze Srodowiska budowlanego nie syntezowat
ochratoksyny A, jedynie kwas penicylinowy, wiomeleing¢ oraz wiridikatyng
(Tabela 23), natomiast szczep kolekcyjny tego gatunku w tych samych warunkach
wytwarzal ochratoksyng A (Tabela 25). Poréwnujac szczepy Aspergillus flavus,
kolekcyjny oraz izolat z przegrody budowlanej, stwierdzono, iz oba produkowaty
aflatoksyne B, jednak w réznych stezeniach. Na podlozu MEA szczep kolekcyjny
wytwarzal dwa razy mniej aflatoksyny B, (2945 ug/kg) niz izolat z budynku
(5800 pg/kg). Na materiatach budowlanych szczep kolekcyjny i wyizolowany ze
srodowiska budowlanego produkowat zblizone ilosci aflatoksyny B;.

Podsumowanie

Stwierdzono, iz szczepy sklasyfikowane we wstgpnych badaniach jako toksy-
notworcze na podtozu YES, wykazuja t¢ wlasciwos$¢, zardwno podczas wzrostu
na pozywce MEA, jak réwniez na ptycie gipsowo-kartonowej oraz zaprawie
tynkarskiej. Ple$nie Aspergillus flavus, Aspergillus ochraceus 1 1 2, Penicillium
chrysogenum, Stachybotrys chartarum oraz Aspergillus versicolor 1, 2 i 3 synte-
tyzowaty po kilka réznych toksyn i w wysokich st¢zeniach. Aspergillus niger
wytwarzal trzy rézne mikotoksyny, jednak w znacznie mniejszych ilo$ciach,
natomiast Cladosporium cladosporioides nie syntetyzowal mikotoksyn. Do naj-
grozniejszych pod wzgledem zdrowotnym mikotoksyn produkowanych przez plesnie
rosnace na pozywce MEA i materiatach budowlanych naleza aflatoksyny G, By,
M (A. flavus), sterigmatocystyna (A. versicolor), rokefortyna C i meleagrina
(P. chrysogenum).

Pomimo, iz w badaniach $rodowiskowych nie wykazano obecno$ci mikotoksyn
na przegrodach budowlanych, jednak wyniki niniejszych badan jednoznacznie
wykazaly, iz szczepy wyizolowane z mieszkah maja zdolno$¢ do wytwarzania
wielu mikotoksyn podczas wzrostu na materiatach budowlanych. Swiadczy to
o mozliwos$ci wystgpowania mikotoksyn w budynkach mieszkalnych. Wykazano
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ponadto, ze plyta gipsowo-kartonowa bardziej sprzyjata syntezie toksyn, niz
zaprawa tynkarska.

Udowodniono takze, iz badane materiaty budowlane moga stymulowa¢ pro-
dukcje niektérych mikotoksyn — tentoksyny i kwasu 3-nitro-propionowego, ktérych
obecnosci nie stwierdzono po 21 dniach wzrostu plesni na podtozu kontrolnym
MEA. Wyniki te wskazuja na konieczno$¢ badania wilasciwosci toksynotwdrczych
plesni wyizolowanych z budynkéw na materiatach budowlanych.

Poréwnujac szczepy tego samego gatunku wyizolowane z réznych miejsc
w budynkach oraz szczepy wzorcowe, wykazano istotne réznice w ilo$ci oraz
rodzaju tworzonych mikotoksyn. Wsrdd trzech badanych izolatéw A. versicolor,
szczep 3 produkowat ré6zne mikotoksyny, natomiast szczep 2 syntetyzowal najwigcej
sterigmatocystyny. Jeszcze wigksze réznice odnotowano, pordéwnujac szczep
kolekcyjny A. ochraceus NRLL 3174 oraz szczep tego gatunku, wyizolowany
z budynku, ktéry wytwarzat zupelnie inne mikotoksyny.

4.2.5. Cytotoksycznos¢ i genotoksycznosé¢é materiatléw budowlanych
porazonych przez grzyby strz¢gpkowe

Hodowle plesni prowadzono na ptycie gipsowo-kartonowej, zaprawie tyn-
karskiej oraz pozywce MEA przez 21 dni, w temperaturze 27°C, w warunkach
korzystnej dla wzrostu wilgotno$ci. Probki materiatéw budowlanych oraz podtoza
porosnigte przez plesnie poddano ekstrakcji, cytotoksyczno$¢ ogdlna ekstraktow
oznaczano metoda XTT (metodyka p. 3.10), a genotoksycznos¢ metoda MLA
(metodyka p. 3.11). Badania przeprowadzono dla siedmiu szczepéw wyizolowanych
z budynkéw (reprezentujacych poszczegdlne gatunki) oraz dwéch szczepow
kolekcyjnych. Celem tego etapu badan bylo sprawdzenie, czy materialy budowlane,
na ktérych rozwijaty si¢ pleSnie wykazuja cytotoksyczno$¢ i genotoksycznosé
oraz czy jest to zwigzane z wytwarzanymi mikotoksynami. Oznaczano takze
cytotoksyczno$¢ roztworéw czystych preparatéw aflatoksyny B i sterigmatocystyny
wobec komorek fibroblastow w teScie XTT. Cytotoksyczno$¢ (ICsq) aflatoksyny
B wynosita 6,5 pg/ml, a sterigmatocystyny 20 pg/ml. Byty to warto$ci odniesienia,
do ktérych poréwnywano cytotoksyczno$¢ prob materiatéw budowlanych oraz
pozywki MEA poros$nigtej przez plesnie.

Ekstrakty z pozywki MEA poros$nigtej przez izolaty plesni pochodzacych
z budynkéw mieszkalnych: A. versicolor 2, A. flavus, P. chrysogenum oraz przez
szczep kolekcyjny A. ochraceus NRLL 3174 wykazywaty wysoka cytotoksycznos¢,
poréwnywalng z cytotoksycznoscia czystych roztworéw mikotoksyn (Tabela 26).
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Tabela 26. Cytotoksyczno$¢ i genotoksycznos$¢ materiatéw budowlanych oraz
pozywki MEA po 21 dniach hodowli grzybow strzgpkowych

Cytotoksyczno$¢ (test XTT)
Grzyby strzgpkowe/prébki ptyta Genotoksyczno$¢
kontrolne gipsowo- ZAPrawa |y rpa (test MLA)
tynkarska
kartonowa
Stachybotrys chartarum _ _ _
Aspergillus versicolor 2 ++ ++ +++

Aspergillus niger — — -

Aspergillus flavus ++ ++ +++ Nie wykazano
Aspergillus ochraceus 1 — — - genotoksycznosci
Penicillium chrysogenum ++ ++ T+ Zadnej

Cladosporium cladosporioides _ _ — z analizowanych
dreglls e | e
Aspergillus flavus KA30 _ _ ++
Prébka kontrolna
brak wzrostu grzybéw B B B

Prébka kontrolna, +++ (ICs) 6,5 pg/ml) .

aflatoksyna B, )

Prébka kontrolna, +++ (ICs) 20 pug/ml) .

sterigmatocystyna' )

+++ cytotoksyczno$¢ wysoka, poréwnywalna z dodatnia prébka kontrolng (IC so: 6,5 -20 pg/ml).
++ cytotoksyczna $rednia (IC so: 20 -100 pg/ml).
+ cytotoksycznos$¢ niska (IC 54: 100 - 200 pg/ml).
— brak efektu cytotoksycznego (IC sq: >200 pg/ml).

genotoksycznosé: (+) > 50% komoérek mutantéw; (—) < 50% komoérek mutantéw (o ggstosci 1x10°).
! stezenie standardéw mikotoksyn: aflatoksyny B;: 100 pg/ml, sterigmatocystyny: 20 pg/ml.

Srednig cytotoksyczno$é oznaczono w przypadku ptyty gipsowo-kartonowe;j
oraz zaprawy tynkarskiej, poro$nigtej przez Aspergillus versicolor 2. Réwniez
materialy budowlane porazone przez Aspergillus flavus, Penicillium chrysogenum
oraz pozywka MEA poros$nigta przez szczep kolekcyjny Aspergillus flavus KA 30
wykazywaly $rednia cytotoksycznos¢.

Nie obserwowano cytotoksycznosci materiatéw budowlanych i podloza MEA
porosnigtego przez Stachybotrys chartarum, Aspergillus ochraceus 1 — zatem stachy-
botrylaktam, wiomeleina i kwas penicylinowy w wytworzonych stg¢zeniach nie sa
cytotoksyczne wobec fibroblastéw mysich. Nie wykazano réwniez cytotoksycznosci
szczepow Aspergillus niger i Cladosporium cladosporioides, co potwierdza role
mikotoksyn w oddzialywaniu toksycznym na komorki organizméw wyzszych
(A. niger produkowat niewiele mikotoksyn i w niskim stezeniu, C. cladosporioides
nie produkowat zadnych mikotoksyn).
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Ekstrakty zaprawy poros$nietej przez toksynotworcze szczepy kolekcyjne:
A. ochraceus NRLL 3174 oraz A. flavus KA 30 nie byly cytotoksyczne, ze wzgledu
na staby wzrost w tym srodowisku.

Wykazano, iz cytotoksyczno§¢ materiatéw budowlanych porazonych przez
plesnie jest nizsza, niz podtoza MEA, porosnigtego przez te same gatunki grzybow.
Bardziej cytotoksyczne byty ekstrakty plyty gipsowo-kartonowej, niz zaprawy
tynkarskiej, co byto skorelowane z rodzajem i st¢zeniem tworzonych mikotoksyn
oraz wzrostem plesni.

Test MLA wykazat brak genotoksyczno$ci zardwno materiatéw budowlanych,
jak 1podtoza MEA porosnigtego przez plesnie wyizolowane ze Srodowiska
budowlanego oraz szczepy kolekcyjne. Nie wykazano réwniez genotoksycznosci
standardowych roztworéw mikotoksyn: aflatoksyny w stezeniu 100 pg/ml i ste-
rigmatocystyny (20 pg/ml) (Tabela 26).

Ze wzgledu na fakt, ze w niektérych (3%) wymazach z przegréd budowla-
nych w budynkach mieszkalnych nie wykryto obecnosci mikotoksyn, a wykazano
ich cytotosycznos¢ (wyniki badan srodowiskowych — Tabela 17) postanowiono zba-
da¢ czy czyste materialty budowlane sa cytotoksyczne. Uzyskane wyniki zamiesz-
czono w tabeli 27.

Tabela 27. Cytotoksyczno$¢ materiatéw budowlanych i wykonczeniowych

Materiat budowlany/wykonczeniowy Cytotoksycznos¢ w tescie XTT

Cement +

Gips -

Zaprawa klejaca -
Drewno -

Tapeta -

Plyta gipsowo-kartonowa -
Wyktadzina dywanowa -
Wyktadzina PCV -
Skoéra +

Skaj —

+ cytotoksyczno$¢ niska, — brak efektu cytotoksycznego.

Wyniki badan dowodza, iz niektére czyste materiaty budowlane i wykoncze-
niowe (cement i skéra) sa w niskim stopniu cytotoksyczne wobec komodrek
fibroblastéw mysich (Tabela 27).
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Podsumowanie

Wykazano, iz materialy budowlane porazone przez plesnie Aspergillus
versicolor, Aspergillus flavus, Penicillium chrysogenum oraz szczepy kolekcyjne
Aspergillus flavus 1 Aspergillus ochraceus oddziatuja cytotoksycznie na komorki
fibroblastéw mysich. Wysoka cytotoksycznos¢ koreluje z iloScig i rodzajem
syntetyzowanych mikotoksyn. Najbardziej cytotoksyczne okazaly si¢ materialy
budowlane, w ktérych plesnie tworzyly sterigmatocystyng, wiridikatyng, aflatoksyny
B,, Gy, rokefortyne C, meleagring oraz ochratoksyng A.

Cytotoksyczno$¢ materiatéw budowlanych porazonych ple$niami jest znacznie
wyzsza, niz czystych preparatéw mikotoksyn, pomimo obecno$ci mikotoksyn
w nizszych stezeniach. Moze to wynika¢ z synergistycznego oddziatywania toksyn
i obecnodci innych metabolitow wytwarzanych przez ple$nie na materiatach
budowlanych, ktérych nie wykryto zastosowanymi metodami.

Ponadto niektére materialy budowlane i wykonczeniowe (czyste, bez rozwoju
plesni), takie jak cement i skéra moga by¢ réwniez cytotoksyczne wobec fibro-
blastéw mysich.

Nie wykazano genotoksycznosci (test MLA) ani materialéw budowlanych
porazonych przez plesnie, ani standardowych roztworéw mikotoksyn w stezeniach
od 20 do 100 pg/ml.

Wyniki badaf omawianych w tym rozdziale uzyskano w do$wiadczeniach
modelowych, prowadzonych w okres§lonych warunkach temperatury, wilgotnos$ci
materiatu i wzbogacenia materialu dodatkiem pozywki Mo z ekstraktem drozdzo-
wym. Nie odzwierciedla to oddziatywania wszystkich czynnikéw, ktére moga
mie¢ wplyw na rozwdj grzybéw oraz ich wilasciwosci toksynotwoércze. Probe
ustalenia wplywu innych czynnikéw podjeto w badaniach opisanych w kolejnym
rozdziale, w ktérym przedstawiono wyniki badan zalezno$ci migdzy rodzajem
materiatu budowlanego oraz wilgotnos$cia i dostgpno$cia materii organicznej
w postaci kurzu domowego a synteza mikotoksyn.

4.2.6. Wplyw rodzaju materialu budowlanego, wilgotnosci
oraz obecnoSci zanieczyszczen na tworzenie mikotoksyn
na materialach budowlanych

Badano stgzenia wytworzonej ochratoksyny A przez A. ochraceus NRLL
3174 oraz sterigmatocystyny przez A. versicolor 3 (izolat z budynku) na materiatach
pochodzenia organicznego, zawierajacych celulozg, jak réwniez materiatach
polimerowych, nieorganicznych oraz ptytach gipsowo-kartonowych z dodatkiem
biocydu i silikonu. Ple$nie inkubowano przez 21 dni w warunkach wysokiej
wilgotnosci materiatéw oraz z dodatkiem podtoza Mo z ekstraktem drozdzowym.
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Stezenie ochratoksyny oznaczano metoda Elisa, a sterigmatocystyny metoda TLC.
Uzyskane wyniki przedstawiono na rys. 6 oraz w tabeli 28.

Szczep A. ochraceus NRLL 3174 tworzyt najwigcej ochratoksyny A (powyzej
30 ppb), na wyktadzinie dywanowej, drewnie oraz skérze (Rys. 6). Wysokie
koncentracje OTA (rzgdu 15 pg/kg) zaobserwowano réwniez na tapecie i ptycie
gipsowo-kartonowej typu A. Materialy polimerowe, takie jak skaj i wyktadzina PCV
oraz mineralne (gips, zaprawa tynkarska) okazaly si¢ materiatami, na ktérych
A. ochraceus zachowat zdolno$¢ wytwarzania ochratoksyny A, ale na niskim pozio-
mie (rzedu 5-9 pg/kg). Na cemencie nie wykryto wzrostu ples$ni, ani produkcji
ochratoksyny A. Réwniez niewielkie ilosci tej toksyny (2,8-3,5 pg/kg) plesnie wy-
twarzaty na ptytach gipsowo-kartonowych z dodatkiem biocydu i silikonu. Stg¢zenia
ochratoksyny A byty jednak 5-7 razy nizsze niz na materiale bez tych substancji.

Ograniczona synteza ochratoksyny A na materiatach mineralnych wynikata
ze stabego wzrostu A. ochraceus NRLL 3174 (Tabela 20). Na materiatach
polimerowych pomimo dobrego wzrostu A. ochraceus, nie odnotowano jednak
podwyzszonej syntezy OTA. Natomiast na tapecie i skérze intensywny wzrost
grzyba skorelowany byl z wysoka produkcja OTA. Drewno, wyktadzina dywanowa
i plyta gipsowo-kartonowa okazaly si¢ materialami korzystnymi do syntezy
ochratoksyny A, pomimo stabszego, niz na skorze i tapecie, wzrostu grzyba.

Ptyta gipsowo-kartonowa GKBI typ DFH2 §
Plyta gipsowo-kartonowa GKBI typ H2

Ptyta gipsowo-kartonowa GKB typ A
Skaj N

Skora R

Wyktadzina PCV R

Wyktadzina dywanowa R

Tapeta |

Drewno {

Zaprawa tynkarska R

Gips |

Cement

50

Ochratoksyna A (ug/kg)

Rys. 6. Produkcja ochratoksyny A przez Aspergillus ochraceus NRLL 3174 na materiatach
budowlanych i wykoniczeniowych po 21 dniach hodowli
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Podobne efekty zaobserwowano w przypadku szczepu A. versicolor 3, ktéry
rosnac na drewnie, skorze i ptycie gipsowo-kartonowej typu A bez dodatku
biocydu, tworzyt sterigmatocystyng w st¢zeniu powyzej 100 ng/ml, co w przeli-
czeniu na mas¢ materiatu wynosi 8,3-20 pg/kg materiatu (Tabela 28).

Tabela 28. Produkcja sterigmatocystyny przez Aspergillus versicolor 3 na materiatach
budowlanych i wykonczeniowych po 21 dniach hodowli

MteeR eyl ey Sterigmatocystyna w r.nateriale po hodowli
A. versicolor

Cement -
Gips -
Zaprawa tynkarska +

Drewno +++
Tapeta +
Wyktadzina dywanowa +
Wyktadzina PCV +

Skora +++
Skaj +

Plyta gipsowo-kartonowa GKB typ A ' +++
Plyta gipsowo-kartonowa GKB typ H2 * -
Plyta gipsowo-kartonowa GKB typ DFH2’ —

— stgzenie sterigamtocystyny < 20 ng; + stgzenie sterigmatocystyny niskie (20-50 ng); ++ stgzenie
sterigmatocystyny $rednie (50-100 ng); +++ stgzenie sterigmatocystyny wysokie (>100 ng).

" GKB typ A: bez biocydu.

% GKBI typ H2: z dodatkiem biocydu oraz silikonu.

* GKBI typ DFH2: zawiera silikon oraz biocyd, substancje przeciwogniowe.

Niewielkie ilo$ci sterigmatocystyny wykryto na tapecie, wyktadzinie dywa-
nowej, materiatach polimerowych i nieorganicznych. Natomiast nie obserwowano
syntezy tej toksyny na cemencie, gipsie i plytach gipsowo-kartonowych z do-
datkiem biocydu oraz biocydu i silikonu. Z reguly intensywny wzrost plesni
(Tabela 20) korelowat z wysoka produkcja sterigmatocystyny. Jedynie na tapecie,
pomimo iz st¢zenie ergosterolu byto najwyzsze, synteza sterigmatocystyny byta
nieznaczna.

Wplyw zanieczyszczen w postaci kurzu domowego oraz zwiazkdw nieorga-
nicznych (pozywka Mo) i organicznych dodawanych wraz z pozywka (pozywka
Mo z ekstraktem, pozywka YES) na tworzenie mikotoksyn przez plesnie rosnace
na materiatach budowlanych zbadano dla szczepu toksynotworczego A. ochraceus
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NRLL 3174. Stgzenie wytworzonej ochratoksyny A po 21 dniowej hodowli ples$ni
okreslano metoda Elisa.

40 V77) Materiat E= Materiat + Mo** + kurz
1 XY Materiat + Mo* [_]Materiat + YES
35 - XXX Materiat + Mo + kurz
304 1 T
=)
=<
g 25 4
<
g 20+
8 154 1 0
£ e
3 5
N5
10- NS
N
- N
5 — %:‘:’
1 3 N
7NsE 3
— P<>
— AN

Ptyta GKB

9
@
=
5
5]

Tapeta Skéra  Zaprawa tynkarska

Rys. 7. Wptyw kurzu domowego oraz pozywek Mo i YES na tworzenie ochratoksyny A
przez Aspergillus ochraceus NRLL 3174 na materiatach

Skora okazata si¢ jedynym materiatem, na ktérym A. ochraceus NRLL 3174
wytwarzal ochratoksyng A w podwyzszonych ilosciach (8,5 pg/kg) (Rys. 7).
Wynik ten korelowat z aktywnym wzrostem A. ochraceus (Tabela 20). Na czystej
plycie gipsowo-kartonowej, drewnie i tapecie szczep tworzyt niewielkie ilosci OTA
(2,4-3,8 ng/kg), podczas gdy na czystej zaprawie nie wykryto tej mikotoksyny
(prég czutosci metody — 2 ng/kg).

Wprowadzenie na powierzchni¢ materiatu, zwiazkoéw mineralnych (podtoze Mo)
wplyneto nieznacznie na zwigkszenie produkcji OTA na wszystkich materiatach,
z wyjatkiem zaprawy, na ktérej nadal nie byto warunkéw odpowiednich do
wzrostu grzyba (Tabela 20).

Wykazano, ze obecno$¢ kurzu domowego aktywowata wzrost plesni i wy-
twarzanie OTA na wszystkich materiatach, w tym takze na zaprawie tynkarskiej.
Dodatek pozywki Mo z ekstraktem drozdzowym spowodowatl, ze grzyb w nie-
znacznym stopniu zintensyfikowal produkcj¢ toksyny — w poréwnaniu z efektem
uzyskanym na materiale z podlozem Mo z dodatkiem kurzu. Dodatek do materiatow
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pozywki YES aktywowal rozwdj plesni i syntez¢ OTA. Najwyzsze st¢zenie
ochratoksyny A odnotowano na skorze i drewnie (30 pg/kg). W tych warunkach
mozliwa byta réwniez synteza OTA na zaprawie tynkarskiej.

Zbadano takze, jak wptywa wilgotnos¢ masowa materialu w zakresie od 18
do 185% na produkcje ochratoksyny A przez A. ochraceus NRLL 3174 oraz
aflatoksyny B, przez A. flavus KA 30 podczas hodowli na tapecie. Wybdr szczepdéw
i materialu wynikat ze zdefiniowanej we wcze$niejszych badaniach, wysokiej
toksynotworczosci i dobrego wzrostu tych szczepéw na tym materiale. Uzyskane
whniki przedstawiono na rysunku 8.

45
| T . | Wilgotnos¢ tapety
401 |- 18%
. —|  |E56%
35 IR 79%
_ | B 123%
30 - |[E1165% -
| - |E=3185%

N
o
1
1

Stezenie ochratoksyny, aflatoksyny (ug/kg)

0
OTA AFL B1

mikotoksyna

Rys. 8. Wplyw wilgotno$ci masowej tapety na produkcj¢ mikotoksyn: OTA przez
Aspergillus ochraceus NRLL 3174 oraz AFL B, przez Aspergillus flavus KA 30

Wykazano, iz badane szczepy nie rosty na tapecie o niskiej wilgotnoSci
masowej, wynoszacej 18% (Tabela 21) i nie produkowaly mikotoksyn (Rys. 8).
A. ochraceus NRLL 3174 syntezowal ochratoksyng A na tapecie o wilgotnosci od
56%, a A. flavus KA 30 wymagat do wzrostu 1 produkcji aflatoksyny B; wilgotnosci
co najmniej 79%.
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Udowodniono, ze synteza toksyn ulegata zwigkszeniu wraz ze wzrostem
wilgotno$ci masowej tapety. Najwigksza produkcj¢ mikotoksyn odnotowano
podczas wzrostu ple$ni na tapecie o wilgotnosci 185%. W tych warunkach
oznaczono st¢zenie 39,6 pg ochratoksyny A/kg i 28,5 pg aflatoksyny B/kg.

Podsumowanie

Zaréwno materiaty organiczne pochodzenia naturalnego, takie jak skora,
drewno, plyta gipsowo-kartonowa, tapeta papierowa, jak réwniez materiat zto-
zony z polimeréw sztucznych i widkien naturalnych (wyktadzina dywanowa),
okazaty si¢ podtozem, na ktérym plesnie produkowaty mikotoksyny w wysokich
stezeniach (OTA 1 sterigamtocystyng). Zdolnos¢ do produkcji mikotoksyn zaob-
serwowano takze na sztucznych materiatach polimerowych, takich jak skaj,
wyktadzina PCV. Na tych materiatach produkcja toksyn byla trzykrotnie nizsza,
niz na materiatach celulozowych i skoérze. Najnizsze st¢zenia mikotoksyn lub ich
brak oznaczano na materiatach mineralnych — zaprawie, gipsie oraz cemencie.
Wykazano réwniez, iz dodatek do ptyty gipsowo-kartonowej biocydu i zwiazku
hydrofobowego (silikonu) znacznie ogranicza (A. ochraceus) lub catkowicie eli-
minuje (A. versicolor) wzrost plesni i produkcj¢ mikotoksyn.

Udowodniono, ze istotny wptyw na produkcje mikotoksyn przez plesnie
rosnace na materiatach budowlanych maja zanieczyszczenia organiczne. Stwierdzo-
no, iz dodatek kurzu w stezeniu 0,01 g/prébke materiatu o powierzchni 16 cm’
stymulowat szczep A. ochraceus do wrostu i produkcji ochratoksyny A. Szczegdlnie
intensywna produkcje¢ tej toksyny obserwowano, gdy na powierzchni materialow
budowlanych obecne byly zwiazki organiczne dostarczone z pozywka YES
(sacharoza, ekstrakt drozdzowy). Obecno$¢ kurzu na powierzchniach materiatéw
budowlanych i wykonczeniowych, szczeg6lnie materiatéw porowatych, takich jak
drewno, tapety, materiaty termoizolacyjne, ale réwniez mineralnych, jest zjawiskiem
powszechnym w mieszkaniach. Uzyskane wyniki pokazuja, ze wszelkie zanie-
czyszczenia bogate w przyswajalne sktadniki pokarmowe organiczne, stwarzaja
mozliwo$¢ wzrostu plesni i produkcji mikotoksyn. Wzrost stezenia zwiazkdéw
organicznych na materiatach budowlanych powoduje zwigkszenie ryzyka tworze-
nia znacznych ilosci mikotoksyn — nawet na materiatach nieorganicznych, takich
jak zaprawa tynkarska.

Istotny wptyw na produkcj¢ mikotoksyn ma réwniez wilgotno$¢ materiatow
budowlanych. Na przykladzie tapety wykazano, ze im wyzsza jest wilgotnos¢
masowa materiatu, tym wzrost grzyboéw i synteza mikotoksyn sa intensywniejsze.

Wykazano, iz pomig¢dzy gatunkami plesni wystgpuja réznice w wymaganiach
dotyczacych warunkéw niezbednych do wzrostu i produkcji mikotoksyn.
A. flavus wymagat do tworzenia aflatoksyny B1 wyzszej wilgotno$ci masowej tapety
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(79%) niz A. ochraceus (56%). Tapeta o wilgotnosci 18% nie sprzyjata rozwojowi
grzybéw i produkcji mikotoksyn.

4.2.7. Wplyw rodzaju materialu budowlanego na tworzenie biatek
alergennych

Badania modelowe, ktorych wyniki sa analizowane w tym rozdziale, miaty
na celu oceng wplywu materiatu budowlanego na rodzaj i ilo$¢ wytworzonych
przez plesnie biatek, ze szczegdlnym uwzglednieniem biatek o wilasciwosciach
alergennych. Plesnie hodowano na tapecie, ptycie gipsowo-kartonowej, gipsie,
zaprawie tynkarskiej (z dodatkiem podtoza Mo z ekstraktem drozdzowym) oraz
na podiozach kontrolnych MEA i Mo z ekstraktem drozdzowym. Po 21 dniach
hodowli, z prébek materiatéw budowlanych oraz pozywek porosnigtych plesniami
ekstrahowano biatka (p. 3.14) i rozdzielono je metoda elektroforezy SDS-PAGE
(metodyka p. 3.15). Nastgpnie oznaczano masy czasteczkowe wykrytych biatek
(p- 3.15). Na ich podstawie sklasyfikowano potencjalne biatka alergenne, wg
International Union of Immunological Societies Allergen Nomenclature Sub-
Committee (IUISA). Uzyskane wyniki zamieszczono w tabeli 29.

Tabela 29. Biatka tworzone przez pleSnie na materiatlach budowlanych i podtozach
mikrobiologicznych

Podtoza wzrostu
< <
Oznaczenia % = = g
&g | & 5 5 S
& 2 S G g, S =
s § S g
= 4
~
A. niger
Liczba wykrytych biatek 20 6 13 7 12 4
Liczb fi h
iczba sPecy icznyc 9 7 5 5 3 0
biatek*
Masa czasteczkowa
. 7-124 23-124 9-124 22-124 7-124 63-124
wykrytych biatek (kDa)
Liczba potencjalnych
1?2 a potencjalnyc ) ! 1 0 ! 0
biatek alergennych
. . Aspn 18
Potencjalne biatka
(34 kDa), | Aspn14 | Aspn 14 Aspn 14
alergenne, masa
. | Aspn 14 | (105 kDa) | (105 kDa) (105 kDa)
czasteczkowa (kDa)**
(105 kDa)
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Tabela 29 (cd.)

A. flavus
Liczba wykrytych biatek 12 10 8 2 7 2
Liczba specyficznych
6 4 0 0 2 1
biatek *
Masaczasteczkowas | 6106 | 16001 | 16-104 | 3248 | 16-104 | 32-44
wykrytych biatek (kDa)
Liczba potencjalnych
1c.z a potencjalnyc 1 ! 0 0 0 0
bialek alergennych
Potencjalne biatka
Aspfl 13 | Aspfl 13
alergenne, masa
(34kDa) | (34 kDa)
czasteczkowa (kDa)**
P. expansum
Liczba wykrytych biatek 10 26 2 0 18 10
Liczb fi h
iczba specy icznyc 5 7 { 0 6 4
biatek*
Masa czasteczkowa
. 16-74 17-116 46-70 - 16-109 17-52
wykrytych biatek (kDa)
Liczba potencjalnych
1c.z a potencjalnyc 5 4 { 0 3 0
bialek alergennych
Penc 13
Penc 13
(33 kDa),
(33 kDa),
. . Pen ch 33 | Penc 32
Potencjalne biatka Pen ¢ 32
(16 kDa), | (40 kDa), | Pen ¢ 22w
alergenne, masa (40 kDa),
Penc 19 |Penc 22w | (46 kDa)
czasteczkowa (kDa)** Pen ¢ 22w
(70 kDa) | (46 kDa),
(46 kDa)
Penc 19
(70 kDa)
P. chrysogenum
Liczba wykrytych biatek 11 24 16 6 9 7
Liczb. fi h
iczba sPecy icznyc 6 15 7 5 4 5
biatek *
Masa czasteczkowa
. 20-82 21-118 30-113 51-118 51-82 61-97
wykrytych biatek (kDa)
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Liczba potencjalnych

3 5 3 0 1 0
biatek alergennych
Penc 13
(33 kDa),
Pen ch 18
Pench 13 | Pench 18
(32 kDa)
. . (34 kDa), | (32 kDa)
Potencjalne biatka Pen ¢ 32
Penc32 | Pench 13 Pen ch 20
alergenne, masa (40 kDa)
(40 kDa), | (34 kDa), (68k Da)
czasteczkowa (kDa)** | Pen ch 20
Pen ¢ 22w | Pen ch 20
(68kDa)
(46 kDa), | (68 kDa)
Pen ch 20
(68 kDa)
A. alternata
Liczba wykrytych biatek 7 9 4 2 2 1
Liczb fi h
iczba sPecy icznyc » 4 4 » 0 0
biatek*
Masa czasteczkowa
. 30-114 12-118 22-130 30-60 12-30 30
wykrytych biatek (kDa)
Liczba potencjalnych
1c.z a potencjalnyc 5 4 5 0 0 0
biatek alergennych
Altal
(28 kDa),
. . Altal Alta7 Alta7
Potencjalne biatka
(28 kDa), | (22 kDa), | (22 kDa),
alergenne, masa
Altal0, | Altal3 | Altal3
czasteczkowa (kDa)**
(53 kDa) | (26 kDa), | (26 kDa)
Alta 10
(53 kDa)
C. cladosporioides
Liczba wykrytych biatek 15 20 12 4 3 4
Liczb fi h
iczba sPecy icznyc » 7 1 0 3 3
biatek*
Masa czasteczkowa
9-97 9-222 9-97 12-110 29-72 40-135

wykrytych biatek (kDa)
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Tabela 29 (cd.)

Liczba potencjalnych
] 4 4 3 1 0 0
bialek alergennych

Clah4 | Clah4
(11kDa), | (11kDa),| Clah4
Clah5 | Clah5 | (11kDa),
(22 kDa), | (22kDa), | Clah5 | Clah4
Clac9 | Clac9 | (22kDa), | (11kDa)
(36 kDa), | (36 kDa), | Clah6
Clah6 | Clah6 | (46 kDa)
(46 kDa) | (46 kDa)

Potencjalne biatka
alergenne, masa
czasteczkowa (kDa)**

* biatka specyficzne — wytwarzane tylko na poszczegdlnych podtozach.
* * klasyfikowane wg International Union of Immunological Societies Allergen Nomenclature Sub-Committee.

Najwigksza r6znorodno$¢ biatek produkowaty plesnie: Penicillium chrysogenum
(73 biatka), Aspergillus niger (72 bialka), Penicillium expansum (66 biatek),
Cladosporium cladosporioides (58 bialek), a najmniejsza Alternaria alternata
(25 biatek) (Tabela 29). Wykazano, ze rodzaj materialu budowlanego warunkuje
zaréwno ilo$¢, jak i rodzaj wytwarzanych bialek. Materialem budowlanym, na
ktérym plesnie wytwarzaly najwigcej roznych bialek byla tapeta (od 9 do 26,
w zaleznosci od gatunku plesni) i ptyta gipsowo-kartonowa (od 7 do 20). Na gipsie
liczba wytworzonych biatek byta nieco nizsza (od 2 do 16), natomiast na zaprawie
tynkarskiej ple$nie tworzyly najmniej zréznicowane biatka (do 7).

Tapeta i ptyta gipsowo-kartonowa byly materiatami, na ktérych plesnie tworzyty
najwigksza ilo$¢ biatek specyficznych tylko dla tego podtoza (odpowiednio na
tapecie od 4 do 15 biatek i na plycie gipsowo-kartonowej od 2 do 9 bialek).
Zaobserwowano, ze wigkszos¢ szczepdw (z wyjatkiem P. expansum) produkowata
bardziej zr6znicowane biatka na tapecie, ptycie gipsowo-kartonowej oraz gipsie,
niz na podtozach kontrolnych MEA oraz Mo.

Rosnac na materiatach budowlanych, A. niger wytwarzal biatka o masach
czasteczkowych od 7 do 124 kDa, A. flavus od 16 do 221 kDa, P. expansum od 16
do 116 kDa, P. chrysogenum od 20 do 118 kDa, A. alternata od 12 do 130 kDa,
C. cladosporioides od 9 do 222 kDa. Na podiozach laboratoryjnych byty to
z reguty biatka o nizszych masach czasteczkowych, z wyjatkiem produkowanych
przez A. niger. Stwierdzono, iz na tapecie ple$nie wytwarzaty biatka o najwigkszej
masie czasteczkowej, od 116 do 222 kDa.

Sklasyfikowane przez IUISA biatka potencjalnie alergenne najliczniej byly
wytwarzane na tapecie i plycie gipsowo-kartonowej. Na zaprawie tynkarskiej
ple$nie nie produkowaly bialek alergennych, z wyjatkiem C. cladosporioides
(biatko Cla h 4). Najwigksza zdolno$¢ produkceji biatek alergennych na materiatach
budowlanych wykazywaty gatunki: C. cladosporioides, P. chrysogenum, A. alternata
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oraz P. expansum. Najmniejsza liczbg biatek alergennych wytwarzaty plesnie
A. nigeriA. flavus.

P. expansum, P. chrysogenum oraz A. niger tworzyly bialka alergenne na
podtozu MEA (liczba bialek wynosita odpowiednio: 3, 1, 1). Stwierdzono, ze
plesnie produkowaty wigcej biatek alergennych na materiatach budowlanych niz
na podtozu kontrolnym MEA, na pozywce Mo ple$nie nie wytwarzaly alergenéw.

Do alergenéw wytwarzanych przez ple$nie na materiatach budowlanych,
ktére sa opisane przez IUISA nalezaly biatka wytwarzane przez P. chrysogenum:
Pen chl13, Pen ch18, Pen ch20, Pen c13, Pen c22w, Pen c32; P. expansum: Pen
c13, Pen c19, Pen c22w, Pen c32, Pen ch33; A. flavus: Asp fl 13; A. niger: Asp n 14,
Asp n 18; A. alternata: Alt a 1, Alt a7, Alt a 10, Alta 13; C. cladosporioides:
Cla h4, Cla h5, Cla h6, Cla 9.

W badaniach srodowiskowych (p. 4.1.4) wskazano, iz wéréd biatek alergennych
plesni, reagujacych z surowicami krwi mieszkancéw zagrzybionych pomieszczen
znaczna cze$¢ bialek nie byta dotad zidentyfikowana (16 biatek z 39) (Tabela 30).

Tabela 30. Biatka alergenne' wytwarzane przez plesnie na materiatach budowlanych

M
asa Rodzaj podioza lub Reakcja
czastecz- . . . 5 .
L. materiatu budowlanego, | immunologiczna | Klasyfikacja
Gatunek plesni kowa . . . . o
biatka na ktérym grzyb Z surowicami biatek
(kDa) wytwarzat biatko mieszkancow*
89 tapeta Surowica 1 nk
85 tapeta Surowica 3 nk
tapeta, ptyta g-k, gips, Surowica 4
68 MEA Pen ch 20
46 tapeta Surowica 4 Pen c 22w
Penicilli 43 tapeta, ptyta g-k Surowica 1 nk
eniciliium
40 tapeta, ptyta g-k Surowica 2 Pen c 32
chrysogenum . .
34 tapeta, gips Surowica 1, 2 Pen ch 13
33 Tapeta Surowica 2 Penc 13
32 ptyta g-k, gips Surowica 2 Pen ch 18
27 tapeta, ptyta g-k Surowica 1,2 nk
24 tapeta, ptyta g-k Surowica 3 nk
21 tapeta Surowica 2 nk
93 tapeta Surowica 4 nk
Penicillium 38 tapeta Surovglc:l L2, nk
expansum o
79 tapeta Surowica 3 nk
70 tapeta, ptyta g-k Surowica 1, 2, 4 Pen c 19
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Tabela 30 (cd.)

64 tapeta Surowica 3 nk
53 tapeta Surowica 3 nk
Penicillium 46 tapeta, gips, MEA Surowica 3 Pen ¢ 22w
expansum 40 tapeta, MEA Surowica 3 Pen c 32
33 tapeta, MEA Surowica 3 Penc 13
16 ptyta g-k Surowica 3 Pen ch 33
Aspergillus 71 tapeta Surowica 1 nk
flavus 34 tapeta, plyta g-k Surowica 4 Asp fl 13
Aspergillus 105 tapeta, ptyta g-k, gips, Surowica 1, 2 Agpm 14
. MEA
meer 34 ptyta g-k Surowica 1 Aspn 18
64 ptyta g-k Surowica 1, 3 nk
53 tapeta, plyta g-k Surov;ic: 1,2, Alta 10
Alternaria tapeta, plyta g-k Surowi’ca 1,2
alternata 28 ’ 3.4 T Altal
26 tapeta, gips Surowica 3 Alta 13
22 tapeta, gips Surowica 3 Alta7
53 tapeta, plyta g-k Surowica 1 nk
48 tapeta, gips Surowica 3, 4 nk
Cladosporium 46 tapeta, ptyta g-k, gips Surow%ca 2,3 Clah6
cladosporioides 36 tapeta, ptyta g-k. Sur0w1c.a 1,2 Clac9
22 tapeta, ptyta g-k, gips Surowica 2 Clah5
1 tapeta, ptyta g-k, gips, Surowica 2 Clah4
zaprawa

! reagujace z surowicami krwi mieszkaficéw zagrzybionych mieszkan.
plyta g-k — ptyta gipsowo-kartonowa.

nk — niesklasyfikowane.

*reakcja z surowicami krwi mieszkancow nr 1, 2, 3, 4.
**wg International Union of Immunological Societies Allergen Nomenclature Sub-Committee.
Kolorem szarym zaznaczono antygeny, ktére reagowaly z wigcej niz jedna surowica krwi

mieszkancéw.

Wykazano, ze gatunki P. chrysogenum oraz P. expansum syntetyzuja w §ro-
dowisku budowlanym najwigcej biatek alergennych (12 i 10). Masy czasteczkowe
biatek produkowanych przez P. chrysogenum wynosity od 21 do 89 kDa, a biatek
P. expansum od 16 do 93 kDa. Najmniej biatek alergennych wytwarzaty ple$nie
A. flavus (dwa biatka o masach 34 i 71kDa) oraz A. niger (dwa biatka o masach
341 105kDa).
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Alergenami najczesciej reagujacymi z surowicami krwi mieszkancOw (czgstos¢
reakcji N = 4/4 badania) byly biatka produkowane przez P. expansum (Mcz 88 kDa),
A. alternata, Mcz 28 kDa, Alt a 1), A. alternata (Mcz 53 kDa, Alt a 10). Rzadziej
reakcje alergenna wywolywaty biatka P. chrysogenum, A. niger, C. cladosporioides.
Reakcje immunologiczne zachodzity przede wszystkim mi¢dzy surowicami krwi
a alergenami, ktore tworzone byly na tapecie, ptycie gipsowo-kartonowej, gipsie
i sporadycznie na podtozu MEA i zaprawie tynkarskiej. Na podtozu Mo ple$nie
nie tworzyty alergendéw reagujacych z surowicami krwi mieszkancow.

Materiaty budowlane okazaty si¢ zatem $rodowiskiem bardziej sprzyjajacym
wytwarzaniu alergenéw przez grzyby strzgpkowe, niz podtoza mikrobiologiczne
(MEA, Mo).

Podsumowanie

Rodzaj materiatu budowlanego ksztattuje profil wytworzonych przez plesnie
biatek alergennych. Najwigcej biatek alergennych plesnie tworzyly na tapecie
i plycie gipsowo-kartonowej, zachowaly réwniez zdolno$¢ do ich produkcji na
gipsie. Natomiast zaprawa tynkarska nie jest srodowiskiem korzystnym, ani dla
wzrostu plesni, jak i produkcji alergenéw. Wykazano przy tym, iz na tapecie grzyby
produkowaty biatka o wyzszej masie czasteczkowej niz na ptycie kartonowej, gipsie
1 zaprawie tynkarskiej.

Szczepy Penicillium chrysogenum, Penicillium expansum, Alternaria alternata
i Cladosporium cladosporioides wytwarzaly najwigcej alergenéw podczas hodowli
na materiatach budowlanych. Zarejestrowano tacznie produkcj¢ 39 alergendw,
w tym 23 biatka opisane i sklasyfikowane przez IUISA. Najczgsciej reakcje
uczuleniowg u mieszkancéw zagrzybionych budynkéw powodowaty cztery biatka
wytwarzane przez gatunki: P.expansum (Mcz 88 kDa), (Mcz 70 kDa, Pen c 19);
A. alternata, (Mcz 28 kDa, Alta 1), (Mcz 53 kDa, Alt a 10), rosnace na ptytach
kartonowo-gipsowych oraz na tapecie.

Grzyby strzgpkowe wytwarzaly biatka alergenne podczas wzrostu na materiatach
budowlanych w znacznie wigkszych ilosciach, niz na pozywce mikrobiologicznej
MEA. Na pozywce Mo plesnie nie produkowaly alergenéw. Biatka alergenne
wytwarzane przez plesnie na materiatach budowlanych moga by¢ wykorzystane
w badaniach laboratoryjnych jako markery diagnostyczne przydatne do stwierdzenia
reakcji uczuleniowych na alergeny obecne w pomieszczeniach mieszkalnych.
Utatwi to 1 zwigkszy szansg wykrycia alergii na plesnie u oséb zamieszkujacych
zagrzybione budynki.
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5. DYSKUSJA WYNIKOW

Na ryzyko rozwoju grzybéw strzgpkowych w budynkach mieszkalnych
zwracano wielokrotnie uwageg, rowniez w Polsce. Podkreslano wzrost liczby
zagrzybionych pomieszczen mieszkalnych, w tym takze w nowoczesnym budow-
nictwie (Zyska, 1999; Rymsza, 2003). Sugerowano réwniez mozliwos$¢ tworzenia
zwiazkow toksycznych przez grzyby strzgpkowe izolowane z budynkéw (Piontek,
2004; Grajewski, 2006) oraz wskazywano na zalezno$¢ migdzy obecnoscia plesni
toksynotworczych w pomieszczeniach mieszkalnych a zwigkszona zachorowalnoscia
na niektére choroby (Aleksandrowicz i Smyk, 1973; Dolezal, 1992).

Powszechny rozwéj grzybéw strzgpkowych w mieszkaniach jest niewatpliwie
wynikiem nie tylko braku wiedzy z zakresu techniki, ale réwniez mikologii
budowlanej. Badania mikologiczne prowadzone przez Polskie Stowarzyszenie
Mikologéw Budownictwa koncentruja si¢ gtéwnie na analizie czynnikéw fizycznych,
ktére moga by¢ przyczyna rozwoju grzybow na przegrodach budowlanych oraz
poszukiwaniu skutecznych metod usuwania grzybéw strzgpkowych. Przyjeto
uproszczong procedur¢ oceny mikologicznej mieszkan, postugujac si¢ ogdlna
charakterystyka grzybdéw strzgpkowych i ich oddziatywan na organizm ludzki.
Zagrozenia zdrowotne, powodowane przez dziatanie cytotoksyczne, genotoksyczne
oraz alergenne réznych produktéw metabolizmu plesni nie byly dotad potwierdzane
w warunkach hodowli grzybéw strzgpkowych na materialach budowlanych
i wykonczeniowych, stosowanych w polskim budownictwie.

Podjete w tej pracy badania miaty na celu wskazanie, jakie materiaty budowlane
i wykonczeniowe sa najczesciej zasiedlane przez grzyby strzgpkowe oraz jakie
stanowia zagrozenia zdrowotne. Celem badan laboratoryjnych prowadzonych
z wykorzystaniem szczepéw ple$ni wyizolowanych z mieszkan byto wyjasnienie,
jak wptywa okreslony material budowlany na toksynotwodrczo$¢, cyto- i geno-
toksyczno$¢ oraz alergenno$¢ plesni oraz jakie warunki obecnosci substancji
odzywczych 1 wilgotnosci sa korzystne dla wzrostu tych mikroorganizméw oraz
syntezy mikotoksyn.

Realizacja celu wymagata prowadzenia badan dwuetapowo: pierwszy obej-
mowatl oceng zagrzybienia pomieszczen w budynkach mieszkalnych oraz badania
toksykologiczne i oceng zdrowia mieszkancéw. Natomiast drugi etap (badania
laboratoryjne, przeprowadzone na materiatach budowlanych), zmierzat do oceny
wzrostu, toksynotworczosci, cyto- i genotoksycznosci oraz alergenno$ci plesni
wyizolowanych z zagrzybionych budynkéw.
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Badania prowadzone w budynkach mieszkalnych w regionie 16dzkim wykazaty,
iz gtéwna przyczyna rozwoju plesni byta wysoka wilgotnos¢ wzgledna powietrza
WWP > 60%, co byto zgodne z wcze$niejszymi doniesieniami literaturowymi
wskazujacymi, iz wilgotnos¢ jest kluczowym czynnikiem dla aktywacji i rozwoju
plesni w Srodowisku budowlanym (Zyska, 1999; Flannigan i in., 2001a; Rymsza,
2003). Nadmierna wilgotno$¢ powietrza w pomieszczeniach mieszkalnych byta
wynikiem braku wentylacji, zastosowania nowej szczelnej stolarki okiennej oraz
obnizonej temperatury pomieszczen. Na te czynniki wskazywali juz autorzy
innych badan (Zyska, 1999; Janinska, 2000; 2001). Dodatkowo wysokiej wilgotnosci
powietrza sprzyjalo ogrzewanie mieszkan, a w starych kamienicach — grzejnikiem
naftowym badz piecem weglowym.

Analiza mikologiczna przeprowadzona metoda hodowlana i chemiczna
(oznaczanie ergosterolu), potwierdzila wysokie zanieczyszczenie plesniami przegrod
budowlanych i powietrza w pomieszczeniach z objawami zagrzybienia. Liczba
plesni na przegrodach budowlanych wynosita $rednio 7,8x10” jtk/100 cm’
i 3,1x10° jtk/m’. Stezenie ergosterolu wynosito odpowiednio 12,2 ug/100 cm’
oraz w powietrzu 2,6 pg/m’. Uzyskane wyniki byty poréwnywalne badz wyzsze
od tych, ktére otrzymano badajac budynki zagrzybione w innych krajach oraz
w innych rejonach Polski (rejon zielonogérski oraz wielkopolski) (Hunter i in.,
1988; Miller i in., 1988; Dolezal, 1992; Rymsza, 2003; Piontek, 2004,).
W 16dzkich budynkach mieszkalnych izolowano najczgsciej gatunki nalezace
do rodzajéw Penicillium, Aspergillus, Cladosporium, Alternaria, Acremonium,
Trichoderma. Te same gatunki grzybow byly réwniez izolowane przez innych
autoréw (Flannigan, 2001a; Singh, 2001; Zyska, 2001a; Piontek, 2004). Wykazano
ponadto, iz w budynkach zagrzybionych jest wigksza réznorodnos¢ plesni
1 czgSciej wystepuja grzyby z rodzaju Aspergillus (A. versicolor, A. niger, A. flavus),
w porownaniu z budynkami bez objawéw zagrzybienia. Dodatkowo, w budyn-
kach zagrzybionych izolowano plesnie z rodzajéw Stachybotrys, Ulocladium,
Paeciliomyces, nalezace do organizméw chorobotwérczych. Wysoka wilgotnos$ci
powietrza w budynkach zagrzybionych sprzyjala ich rozwojowi.

Potwierdzono ponadto zalezno$¢ miedzy wystgpowaniem okreslonych gatunkéw
plesni a poziomem wilgotnosci wzglednej powietrza w pomieszczeniach. Na pra-
widlowos$¢ tg zwrocit uwage Grant i wsp. (1989), dzielac grzyby strzgpkowe na
kolonizatoréw pierwotnych i wtérnych, w zaleznoS$ci od preferowanej wilgotnosci
(autor bral pod uwage wartosci aktywno$ci wody a,, na papierze powleczonym
farba emulsyjna). Prezentowane wyniki badan dotyczace rozwoju plesni na po-
wierzchni tynku, powloki malarskiej, tapety, plyty gipsowo-kartonowej pokrytej
powloka emulsyjna, drewna, czgsciowo tylko pokrywaja si¢ z wnioskami Granta.
Autor ten zaliczyt bowiem Aspergillus versicolor do gatunkéw kserofilnych,
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pierwotnych kolonizatorow (WWP < 80%). W obecnych badaniach grzyb okazat
si¢ gatunkiem wystgpujacym gtéwnie w mieszkaniach wysoce zawilgoconych,
w ktérych wilgotno$¢ wzgledna powietrza przekraczata 80%. Ta rozbiezno$¢
wynikéw dowodzi, ze mamy do czynienia ze szczepami o roznej zdolnosci
adaptacji do warunkéw Srodowiska, pomimo, ze naleza do tego samego gatunku.
Wyniki zgodne z propozycjami Granta uzyskano dla gatunkéw Cladosporium
macrocarpum, Ulocladium chartarum oraz Stachybotrys chartarum (grzyby
zaliczone do kolonizatoréw wtérnych, wystgpujace w pomieszczeniach, gdzie
WWP > 80%).

Stopien zanieczyszczenia grzybami przegréd budowlanych oraz powietrza
oceniamy zwykle metoda hodowlana; badania takie trwaja dtugo i nie uwzgledniaja
obecnosci nieaktywnych, niezdolnych do wzrostu form morfologicznych grzybni.
Metoda, ktéra pozwala na szybka odpowiedz na pytanie o stopien zanieczyszczenia
materiatéw plesniami oraz doktadna oceng iloSciowa jest oznaczanie ergosterolu.
Ergosterol jest dobrym wskaznikiem catkowitej ilosci plesni w S$rodowisku,
zaréwno form morfologicznych zywych, jak inieaktywnych, niezdolnych do
wzrostu (Gutarowska, 1999).

W literaturze znajduje si¢ wiele przykladéw wykorzystania ergosterolu jako
wskaznika zanieczyszczenia grzybami budynkéw (Miller i in., 1988; Pasanen
i in., 1999; Nielsen i Madsen, 2000; Gutarowska i Zakowska, 2002; Hippelein
i Riigamer, 2004). Podawane sa graniczne wartosci stgzen ergosterolu wskazujace
na aktywny rozwdj grzybéw na materiatach budowlanych (Gutarowska i Zakowska,
2002), natomiast do tej pory nie okreslono limitéw zawartosci ergosterolu
w powietrzu budynkéw mieszkalnych, wskazujacych na nadmierne zanieczy-
szczenie grzybami. W prezentowanej pracy zaobserwowano istotna réznice
migdzy stezeniem ergosterolu w powietrzu pomieszczen zagrzybionych
i kontrolnych. W pomieszczeniach zagrzybionych zawarto$¢ ergosterolu zawsze
przekraczata 2 upg/m’ powietrza, natomiast w pomieszczeniach bez oznak
zagrzybienia zawarto$¢ ergosterolu byla dziesigciokrotnie nizsza. Ponadto
w pomieszczeniach bez aktywnego rozwoju plesni, nie odnotowano objawéw choro-
bowych u mieszkancéw, natomiast zwigkszong ich czgsto§¢ w pomieszczeniach
zagrzybionych. Na uwageg zastuguje rowniez fakt, iz zaréwno formy zdolne, jak
i niezdolne do wzrostu, wykrywane tylko z uzyciem pomiaru ergosterolu,
wykazuja biologiczng aktywno$¢ wobec organizméw zywych (Baran, 1998).
Wobec niskiej wykrywalnosci grzyboéw metoda hodowlang (Gérny i in., 2002)
oraz wykazanej w tej pracy dodatniej korelacji miedzy st¢zeniem ergosterolu
1 czgstosScia wystgpowania objawOw chorobowych u mieszkancéw, mozna wskazac¢
wartoé¢ 0,2 pug ergosterolu/m’ powietrza jako poziom dopuszczalny zanieczy-
szczenia powietrza grzybami strzgpkowymi.
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W zagrzybionych budynkach obserwowano znacznie czgstsze, niz w budyn-
kach bez oznak zagrzybienia, objawy chorobowe mieszkancéw, gtéwnie alergii,
ale takze SBS. Ludzie czg¢sto uskarzali si¢ na dusznos$¢, katar, kaszel, 1zawienia,
wykwity skorne, niezyt bton $luzowych nosa i gardia (czgstos¢ poszczegdlnych
objawéw wynosita od 30% do 65%).

U 40% mieszkancéw zagrzybionych budynkéw ujawniono podwyzszony
poziom przeciwciat IgE w surowicy krwi, a u 10% zdiagnozowano alergi¢ na
plesnie potwierdzong testami skérnymi oraz oznaczaniem obecno$ci w surowicy
krwi swoistych przeciwciat przeciwko plesniom (asIgE). W literaturze opisuje sig,
iz alergia na plesnie dotyczy 5% populacji, w tym wystepuje u 10-50% pacjentow
atopowych (atopia — genetycznie uwarunkowana predyspozycja do wytwarzania
przeciwciat klasy IgE, najwazniejsze choroby atopowe — atopowe zapalenie
skory, alergiczny niezyt nosa i astma) (Kurup i in., 2002; Gioulekas i in., 2004;
Bush i in., 2006).

W prezentowanej pracy wykazano w surowicy krwi mieszkancéw zagrzy-
bionych budynkéw obecno$¢ specyficznych przeciwciatl (asIgE) skierowanych
przeciw antygenom takich gatunkéw grzybow, jak: Alternaria alternata, Alternaria
tenuis, Aspergillus fumigatus, Penicillium notatum oraz mieszaninom alergendw
Aspergillus mix., Penicillium mix., Cladosporium mix. Dolezal (1992) wskazata,
ze w surowicy krwi mieszkancoéw zagrzybionych pomieszczen sa obecne
przeciwciata skierowane przeciw grzybom: Aspergillus flavus, A. fumigatus,
Penicillium meleagrinum, Cladosporium herbarum. Lander i wsp. (2001) wykryli
w surowicy krwi specyficzne przeciwciala asIgE przeciwko Aspergillus sp.,
Penicillium chrysogenum, Cladosporium spherosperum, Stachybotrys chartarum.

W diagnostyce alergii na plesnie stosuje si¢ najczgsciej, obok wywiadu,
oznaczanie ogélnego poziomu przeciwciat IgE w surowicy krwi, testy skorne
(SPT) oraz oznaczanie swoistych przeciwciat asIgE (alergen — specific IgE —
specyficzne przeciwciata) (Bogacka, 2008).

Wedtug Bush 1 wsp. (2006) wykrywanie przeciwcial asIgE jest najbardziej
miarodajne w ocenie wrazliwos$ci immunologicznej na ple$nie. Z kolei Bogacka
(2008) wykazuje, ze w praktyce diagnostycznej obserwuje si¢ znacznie czgsciej
korelacje miedzy wywiadem i testami skornymi, niz st¢zeniem asIgE. Uwaza sig,
ze wyniki testéw skérnych moga by¢ watpliwe, ze wzgledu na niestandaryzowane
stg¢zenia alergenéw, stosowanie mieszaniny alergenéw, opdzniona reakcje
immunologiczng lub jej brak u niektérych pacjentéw (mimo wystgpowania
uczulenia) oraz stosowanie ograniczonych zestawdw alergenéw w rutynowych
analizach (D’Amato i in., 1997; Mari iin., 2003; Niedoszytko i in., 2004).
Podwyzszony poziom przeciwcial IgE w surowicy (powyzej 100 KU/l) moze
jedynie potwierdza¢ wykryta innymi metodami alergie. W prezentowanej pracy,
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u jednej osoby stwierdzono objawy alergii i obecnos¢ specyficznych przeciwciat
asIgE w surowicy krwi, mimo iz ogdlny poziom przeciwciat z klasy IgE byt niski
(16 KU/).

Najpetniejsza informacj¢ o tym, na jakie antygeny uczulony jest pacjent —
mozna uzyskac, stosujac technik¢ immunoblottingu (VanRee i in., 2006). Metoda
ta polega na izolacji i rozdziale elektroforetycznym antygenéw gatunkéw plesni
wystepujacych w otoczeniu osoby uczulonej, a nastgpnie reakcji immunologicznej
z surowica pacjenta. Mozna zatem wykry¢, na jaki antygen uczulony jest pacjent.
Jednak w praktyce diagnostycznej metoda ta jest stosowana rzadko; raczej
wykorzystywana jest do celow naukowych.

Metode¢ immunoblottingu wykorzystywano w niniejszej pracy. Badania
surowicy krwi mieszkancow, wykonane ta metoda, wykazaty uczulenie na wiele
antygenow plesni obecnych w mieszkaniach. Wsréd nich dominowata alergia na
grzyby z rodzajow Penicillium (P. chrysogenum, P. expansum) oraz Alternaria
alternata 1 Cladosporium cladosporioides. Jeden z mieszkancéw byl uczulony
dodatkowo na alergeny Aspergillus flavus 1 Aspergillus niger. Mozliwo$¢ wywo-
tywania alergii przez wymienione ple$nie byta opisywana w literaturze (Flannigan
i in., 1991; Kurup i in., 2000; 2002; Sanchez i Bush, 2001; Vijay i in., 2005).
Dzigki zastosowaniu metody immunoblottingu w badaniach prezentowanych w
niniejszej pracy oraz réwnoleglego rozdziatu elektroforetycznego wyodrebnionych
biatek metoda SDS-PAGE, oznaczono masy czasteczkowe bialek alergennych,
ktére reagowaty z przeciwcialami obecnymi w surowicach mieszkancéw zagrzy-
bionych budynkéw. Wykazano, iz technika immunoblottingu jest najbardziej
czuta sposréd badanych i umozliwia wykrycie poszczegdlnych biatek alergennych
wytwarzanych przez plesnie, na ktére sa uczuleni mieszkancy zagrzybionych
budynkéw. Réwniez Vojdani (2004) rekomenduje stosowanie tej metody w precy-
zyjnej diagnostyce uczulen na ple$nie.

Wigkszo$¢ wykrytych w aktualnie prezentowanych badaniach biatek
alergennych (22/39 badanych) jest sklasyfikowana przez International Union of
Immunological Societies Allergen Nomenclature Sub-Committee. W$réd biatek
alergennych A. alternata o masach czasteczkowych od 22 kDa do 64 kDa sa
biatka sklasyfikowane jako alergeny Alt a 1, Alt a 7, Alt a 10, Alt a 13.
Najczegsciej reakcje uczuleniowe na ple$nie dotycza alergenu Alt al (Mcz 28
kDa), u 80% os6b uczulonych wystegpuje reakcja immunologiczna surowicy krwi
z tym alergenem (Kurup i Banerjee, 2000). Jest to biatko obecne w grzybni
i zarodnikach w przestrzeni okoloplazmatycznej, sktadajace si¢ z dwéch pod-
jednostek (Bretenbach i in., 2002). Reakcje uczuleniowe na alergeny Alt a 7
(Mcz 22 kDa) i Alt al0 (Mcz 53 kDa) dotycza odpowiednio 7% i 2% 0s6b
atopowych. Biatka te sa sklasyfikowane i oznaczane jako biatko YCP4 (Alt a 7)

122



i dehydrogenaza aldehydowa (Alt a 10), ktéra jest znanym enzymem kata-
lizujacym utlenienie aldehydéw. Alergen Alt a 13 (Mcz 26) jest enzymem
S-transferaza glutationowa (Jahnz-Rézyk, 2008). Wsréd wymienionych alergendéw
czesto zachodza reakcje krzyzowe z innymi biatkami, np. biatko Alta 7 (YCP4)
reaguje z biatkiem YCP 4 S.cerevisiae oraz Cla h 6 C.herbarum (enolaza),
a biatko Alt a 10 reaguje z biatkiem rybosomalnym P2 A.alternata (Alt a 6) oraz
YCP4 S. cerevisiae (Kurup i Banerjee, 2000, Bretenbach i in., 2002).

Wsréd biatek Cladosporium cladosporioides (Mcz od 11 do 53 kDa), ktére
reagowaly z badanymi surowicami, wystgpowaly cztery sklasyfikowane alergeny:
Clah4,Clahs5, Clah6, Clac 9. Biatko Cla h 6 (enolaza, Mcz 46) jest enzymem
z klasy liaz, katalizujacym przedostatnia reakcj¢ w glikolizie — przeksztalcenie
fosfoglicerynianu do fosfoenolopirogronianu. U 43% os6b atopowych biatko to
wywoluje reakcje alergenna. Licznie wystgpuja reakcje krzyzowe tego biatka
z innymi, np. enolazami A. alternata, A. fumigatus, S. cerevisiae, C. albicans.
Alergeny Cla h 4 (kwasne biatko rybosomalne P2, Mcz 11 kDa) i Cla h 5 (biatko
YCP 4, Mcz 22 kDa) wywotuja reakcje uczuleniowe u 22% os6b. Réwniez czgsto
obserwuje sig ich reakcje krzyzowe z innymi alergenami (Cla h 4 z alergenem P2
A. alternata (Alt a 6), P2 A. flavus i Asp f 8 A. fumigatus; Cla h 5 z YCP 4
A. alternata Alta7 oraz z YCP4 S.cerevisiae) (Kurup i Banerjee, 2000; Bretenbach
i in., 2002). Biatko alergenne o masie czasteczkowej 36 kDa sklasyfikowane jako
Cla ¢ 9 nie jest jeszcze zbadane.

Wedtug danych literaturowych, do najbardziej reaktywnych immunologicznie
antygenow wytwarzanych przez plesnie z rodzaju Penicillium naleza bialka:
P. oxalicum 30 kDa i 34 kDa oraz 32 kDa (Pen ch 18), P.chrysogenum 35 kDa
(Pen ch 13) oraz P. citrinum 34 kDa (Penc c 24) (Su i in., 1999; Shen in., 2003;
Tang 1 in., 2005). Alergennos$¢ biatek wytwarzanych przez szczepy z rodzaju
Penicillium potwierdzono w testach z surowicami mieszkancéw zagrzybionych
budynkéw. Ponadto oznaczono jeszcze inne sklasyfikowane biatka alergenne
wytwarzane przez obydwa badane gatunki z rodzaju Penicillium Pen c 13 (33 kDa),
Pen ¢ 32 (40 kDa) oraz alergeny wytwarzane przez P. chrysogenum: Pen ¢ 22w
(46 kDa), Pen ch 20 (68 kDa) i P. expansum Penc 19 (70 kDa), Pen c 22w
(46 kDa), Pen ch 33 (16 kDa). Biatka alergenne wytwarzane przez szczepy
Penicillium naleza gléwnie do enzymdéw katalizujacych podstawowe reakcje
komoérkowe, np. enolaza (Pen ¢ 22w), badz reakcje rozktadu biatek obecnych
w Srodowisku, np. nalezace do grupy hydrolaz — alkaliczna proteaza serynowa
(Penc 13; Pen ch 13) i wakuolarna proteaza serynowa (Pen ch 18) oraz
polisacharydéw — N-acetyloglukozaminidaza (Pen ch 20) — enzym rozktadajacy
polisacharydy.
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Wyniki ostatnich badan wskazuja, iz niektore biatka moga petni¢ jeszcze
wiele innych funkcji niekatalitycznych. Na przyktad enolaza na powierzchni
komérek moze stanowi¢ receptor dla pewnych ligandéw, np. plazminogenu
ludzkiego, co migdzy innymi utatwia inwazyjnos¢ patogendéw, rdwniez peini
funkcje immunologicznego modulatora, obecno$¢ enolazy na komérkach drobno-
ustrojéw patogennych moze wzbudzi¢ rozwdj choréb autoimmunologicznych
(Seweryn i in., 2007).

Sa wsrdd nich réwniez biatka pelniace istotne funkcje w komorce, np. biatko
szoku cieplnego P70 (Pen c 19), regulujace faldowanie biatka de novo po szoku
termicznym, zapobiegajace agregacji w wysokiej temperaturze, wystgpuje
gtéwnie w zarodnikach plesni. Biatko Pen ¢ 32 wykazuje podobienstwo do liazy
pektynowej, natomiast funkcja biatka Pen ch 33 nie jest do kofca poznana.
Wymienione biatka — ze wzgledu na podobiefistwo budowy — czgsto daja reakcje
krzyzowe z alergenami innych gatunkéw ple$ni z rodzaju Penicillium, np.
P. brevicompactum, P. oxalicum (Kurup i Banerjee, 2000; Bretenbach i in., 2002).

W reakcjach z surowicami krwi mieszkancoéw zagrzybionych budynkéw
wykryto trzy sklasyfikowane alergeny ple$ni z rodzaju Aspergillus: Asp n 14
(Mcz 105 kDa), Asp n 18 (Mcz 34 kDa) oraz Asp fl 13 (Mcz 34 kDa). Sa to znane
enzymy: egzo-f—1,4—D-ksylozydaza (enzym rozktadajacy obecny w drewnie ksylan
do oligosacharydéw), wakuolarna proteaza serynowa oraz alkaliczna proteaza
serynowa. Rowniez wsrdd tych biatek obserwuje si¢ reakcje krzyzowe z alerge-
nami Aspergillus oryzae, A. flavus oraz Penicillium chrysogenum P. citrinum
(Kurup 1 Banerjee, 2000, Bretenbach i in., 2002).

Wymienione, sklasyfikowane alergeny sa obecne zaréwno w grzybni, jak
i zarodnikach plesni. Niektére z nich to biatka sekrecyjne wydzielane do
srodowiska. Znana jest sekwencja DNA kodujaca te biatka (Kurup i Banerjee,
2000; International Union of Immunological Societies Allergen Nomenclature
Sub-Committee). Oprécz tych biatek, w badaniach prowadzonych w ramach
niniejszej pracy wykryto jeszcze 17 innych bialek uczestniczacych w reakcjach
z surowicami krwi mieszkancéw, ktére nie byty dotad opisywane w literaturze.
Na uwage zasluguja biatka P. expansum o masach czasteczkowych 70 kDa
i 88 kDa, ktére reagowaly z surowicami wszystkich badanych mieszkancow.

Badania objawéw SBS potwierdzity réwniez czgstsze (Srednio o 15-20%) ich
wystgpowanie u mieszkancoéw zagrzybionych budynkéw niz w mieszkaniach
kontrolnych. Ludzie uskarzali si¢ na bdle glowy, zaburzenia snu, ostabienie,
zmegcezenie i inne objawy, ktére ustgpowaty po opuszczeniu na dluzej zamieszka-
tych budynkéw. W literaturze wskazuje sig, ze czynnikami aktywnymi biologicznie,
produkowanymi przez grzyby sa (1—3) - B -glukan oraz zwiazki lotne MVOCs
(Rylander i Lin, 2000; Singh, 2001; Behrendt i Lemnen, 2002). By¢ moze —
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réwniez mikotoksyny wytwarzane na przegrodach budowlanych w niskich
ilosciach, lecz oddziatujace na mieszkancéw przez wiele lat (proces zagrzybienia
trwat od 4 do 15 lat) moga indukowa¢ objawy SBS. Wystgpowanie SBS u os6b
przebywajacych w budynkach porazonych przez grzyby moze by¢ wynikiem
obecnos$ci mikotoksyn w powietrzu. Wykazywano, ze w mieszkaniach, w ktérych
obecne byly plesnie Stachybotrys chartarum lub Aspergillus versicolor, mieszkancy
cierpieli na objawy takie, jak kaszel, podraznienie bton $luzowych oczu, skory,
drég oddechowych, wykwity skorne, béle glowy, stawéw, zmeczenie, podraznienie,
ostabienie odpowiedzi immunologicznej i czg¢sta zapadalno$¢ na choroby (Jarvis
1 in., 1998; Hodgson iin., 1998; Tuomi i in., 2000). Mikotoksyny wytwarzane
przez te ple$nie byly wykrywane w ptucach i surowicy krwi mieszkancow.

W badaniach prezentowanych w niniejszej pracy nie wykryto w budynkach
mieszkalnych mikotoksyn oraz nie stwierdzono cytotoksycznosci i genotoksycznosci
zagrzybionych przegréd budowlanych. Obserwowano jednak zty stan zdrowia
mieszkancéw zagrzybionych budynkéw, w tym liczne objawy SBS. Powstato
zatem pytanie, czy na materiatach budowlanych, na ktérych rozwijaly si¢ plesnie
tworzone sa mikotoksyny i czy oddziatywaja cyto- i genotoksycznie. Odpowiedz
przyniosty wyniki do§wiadczen laboratoryjnych, w ktérych badano wzrost ple$ni
na materialach budowlanych, obecno$¢ w nich mikotoksyn, a ponadto cyto-
toksycznos¢, genotoksycznos$¢ oraz powstanie alergendw.

Badania wykonane na 103 prébach materialtéw budowlanych konstrukcyjnych,
wykonczeniowych oraz termoizolacyjnych, pobranych z zagrzybionych budynkéw
wykazaly, iz grzyby strzgpkowe sa zdolne do wzrostu na wigkszosci badanych
materiatéw. Jedynie cement okazal si¢ materialem niesprzyjajacym rozwojowi
plesni, co potwierdzity zaréwno badania Srodowiskowe, jak i laboratoryjne.

Najintensywniejszy wzrost, okreslony w oparciu o zawartos$¢ ergosterolu, jak
réwniez najszybsza jego syntezg, stwierdzono na tapecie papierowej, skorze
tapicerskiej, drewnie i ptytach gipsowo-kartonowych. Materiaty te sprzyjaty
aktywnemu rozwojowi ple$ni, co wynikato z dostgpnosci substancji organicznych,
gtéwnie celulozy i keratyny. Wzrost ple$ni na materiatach pochodzenia celulozo-
wego: tapecie, ptytach gipsowo-kartonowych oraz na skoérze byl juz wczesniej
odnotowany przez Nielsena i in. (1999; 2004), Seiferta i Frisvada (2000), Falkiewicz-
Dulik (2005). Zdolno$¢ do wykorzystywania (jako zrédta wegla i azotu) organicz-
nych materialéw budowlanych pochodzenia naturalnego, zawierajacych celuloze
lub keratyng, wynika z produkcji przez plesnie zewnatrzkomérkowych enzymow
celulolitycznych i proteolitycznych (Nikulin i in., 1994; Gutarowska, 2010).

Wyniki badan opisanych w niniejszej pracy wskazaly, ze aktywny wzrost
plesni w budynkach oraz potwierdzony w badaniach laboratoryjnych miat miejsce
réwniez na materiatach polimerowych (wykladzina dywanowa, skaj, wyktadzina
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PCV). W badaniach innych autoréw obserwowano wzrost plesni na piankach
poliuretanowych, welnie mineralnej oraz PCV (Ezeonu i in., 1994; Webb 1 in.,
2000; Zyska i Zakowska, 2005). Jak wykazano w niniejszej pracy wzrost plesni
na tych materiatach jest jednak mozliwy dopiero w warunkach wysokiej
wilgotnosci powietrza, przy dostgpie materii organicznej (np. w postaci pozywki
Mo 7z ekstraktem drozdzowym, pozywki YES lub pozywki Mo z kurzem
domowym). Niewielki dodatek materii organicznej aktywowal wzrost plesni na
wyktadzinie dywanowej, ktéra w swoim sktadzie zawierata, oprécz widkien
polimerowych poliamidowych i polipropylenowych, réwniez naturalne widkna
welniane. Welna jest naturalnym widknem, zbudowanym gléwnie z keratyny
i fatwo ulega mikrobiologicznej degradacji (Szostak-Kot, 2005).

Najwigksze réznice migdzy zdolno$cia wzrostu plesni w budynkach oraz
w warunkach laboratoryjnych obserwowano na materiatlach pochodzenia nieor-
ganicznego (gips, zaprawa). Przyczyna lepszego wzrostu grzybéw w Srodowisku
mieszkalnym mogta by¢ obecno§¢ dodatkowych zrédet substancji pokarmowych
stymulujacych wzrost grzybéw. W warunkach laboratoryjnych, wzrost grzybéw
na tych materiatach nie byl mozliwy bez dodatkowych zrédet wegla, np. w postaci
kurzu czy pozywki mikrobiologicznej Mo. Szybkosci syntezy ergosterolu na
materiatach nieorganicznych, mimo obecnosci zrédet wegla 1 azotu, byly najnizsze.
Wskazywato to na brak aktywnego wzrostu plesni, co wynikalo z istnienia wa-
runkéw niekorzystnych dla rozwoju tych drobnoustrojow, w szczegdlnosci
alkalicznego charakteru materialéw (wysoka wartos¢ pH okoto 9-10).

W niniejszej pracy wykazano, na przyktadzie ptyty gipsowo-kartonowej, iz
dodatek do materiatéw budowlanych biocydéw oraz zwiazkéw hydrofobowych
(silikon) skutecznie hamuje wzrost plesni.

Czynnikiem, ktéry mégt pobudzi¢ grzyby do wzrostu, byty prawdopodobnie
zanieczyszczenia organiczne, gromadzace si¢ z czasem na powierzchni przegrod
budowlanych. Kurz domowy osadzajacy si¢ na powierzchniach materialéw
budowlanych zawiera 60-80% zwiazkéw organicznych. Stosunek wegla do azotu
wynosi C:N = 6,5:1 (Korpi i in., 1997). W skiad kurzu domowego wchodza pyly
nieorganiczne (np. piasek) i materia organiczna (nasiona roslin, martwe owady,
roztocza, czastki naskoérka, wloséw ludzi, sier$¢ zwierzat, resztki pokarmu),
bedace nosnikiem zywych i martwych komérek drobnoustrojéw (Zyska, 2001b).
Wsréd zwiazkéw organicznych wystepujacych w kurzu domowym wystepuja
substancje, takie jak keratyna, celuloza, chityna oraz inne biatka i wielocukry, jak
réwniez proste zwiazki organiczne, wytworzone jako produkty metabolizmu
drobnoustrojéw, roztoczy i owadéw. W prezentowanej pracy udowodniono, iz kurz
domowy moze by¢ zatem zrédtem pokarmu dla ple$ni. Wykazano przy tym, iz
dodatek kurzu domowego w ilosci 0,01 g/prébke czystego materiatu budowlanego
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o powierzchni 16 cnr’, przyczynia sig do zwigkszenia szybkosci wzrostu. Obecno$é
kurzu na materiatach celulozowych 1 polimerowych spowodowata zwigkszenie
dziesigciokrotne szybko$ci syntezy ergosterolu, a na materiatach nieorganicznych
(zaprawa tynkarska) umozliwita wrost grzybom, mimo niesprzyjajacych warunkéw
(wysoka wartos¢ pH, brak substancji organicznych w materiale). Wykazano, iz
szczegblnie istotny wplyw na wzrost plesni na powierzchni materiatéw budowlanych
ma obecno$¢ sacharydéw i biatek. Dodatek pozywki YES (zawierajacej ekstrakt
drozdzowy oraz sacharozg), w st¢zeniu 0,17 g/prébke materialu o powierzchni
16 cm® spowodowat znaczne przyspieszenie szybkosci syntezy ergosterolu na
wszystkich rodzajach materiatéw, w tym réwniez na materiatach nieorganicznych.

Czynnikiem istotnie wptywajacym na wzrost plesni jest wilgotno$s¢ materiatu
budowlanego. Ple$nie rozwijaja si¢ aktywnie przy podwyzszonych warto$ciach
wilgotnosci masowej, r6znych w zalezno$ci od gatunku plesni i rodzaju materiatu.
W niniejszej pracy oznaczono najwyzsze poziomy ergosterolu i najszybsza jego
synteza zachodzi przy wilgotno$ciach masowych: tapety 79-123%, gipsu 68%,
zaprawy tynkarskiej pokrytej farba emulsyjna 11%. Dla poréwnania — w suchych
budynkach mieszkalnych (WWP < 60%) wilgotno$¢ masowa tapety wynosi okoto
kilkunastu procent. W eksperymentach prowadzonych w warunkach modelowych,
przy wilgotnos$ci tapety na poziomie 18%, badane ple$nie nie byly zdolne do
aktywnego wzrostu. Nielsen i wsp. (2004) wskazali, iz przy WWP =78%
i temperaturze 20-25 °C na materiatach celulozowych moze dochodzi¢ do wzrostu
grzybéw z rodzajow Aspergillus 1 Penicillium. W opisanych warunkach klima-
tycznych, wilgotno$¢ masowa papieru wynosi 12% (obliczenia na podstawie
wykresu izotermy sorpcji wg Pogorzelskiego, 2009). Réwniez w innej literaturze
— Zakowska i Stobinska (2000) podaja, ze warto$¢ 11% jest graniczna, ponizej
ktérej wzrost plesni jest zahamowany. Brak wzrostu badanych ple$ni przy
wilgotnos$ci 18% moze wynika¢ z réznic gatunkowych; czgsto w obrgbie rodzaju
obserwuje si¢ znaczne wahania pod wzgledem wymagan Srodowiskowych
(Zakowska i Stobinska, 2000).

Wzrostowi ple$ni na materiatach budowlanych moze towarzyszy¢ wydzielanie
mikotoksyn do otoczenia. Wytwarzanie mikotoksyn przez plesnie wystgpujace
w budynkach mieszkalnych oraz ich szkodliwo$¢ zdrowotna wciaz nie sa w pelni
wyjasnione. Wiadomo jednak, ze wiele cech fizjologicznych i biochemicznych
stanowi wlasciwo$ci szczepowe, ktére sa zalezne od warunkéw Srodowiska
(Chetkowski, 1985). Zatem obecnos¢ gatunkéw zaliczanych do toksynotworczych
nie musi oznacza¢ obecno$ci mikotoksyny. Potwierdzity to badania §rodowiskowe,
przeprowadzone w budynkach w ramach niniejszej pracy. Nie wykryto bowiem
mikotoksyn ani tez nie stwierdzono cyto- i genotoksycznosci materialéw budow-
lanych, mimo obecno$ci w badanych pomieszczeniach mieszkalnych grzybéw
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klasyfikowanych jako toksynotworcze. Jednakze po przeniesieniu tych grzybow
na podloza mikrobiologiczne, bogate w zwiazki organiczne (YES), szczepy
rozpoczely synteze mikotoksyn. W badaniach modelowych wykazano, iz szczepy
nalezace do tych samych gatunkéw, lecz wyizolowane z réznych miejsc w budyn-
kach, zasadniczo r6znity si¢ migdzy soba pod wzgledem rodzaju oraz st¢zenia
produkowanych mikotoksyn. Wskazuje to na zmienno$¢ w obregbie gatunkéw
oraz istotny wptyw Srodowiska budowlanego na tworzenie mikotoksyn.

Nieliczne zrodia literaturowe wskazuja na obecno$¢ mikotoksyn w budynkach.
Obecno$¢ ochratoksyny A wykryto w kurzu domowym (Richard i in., 1999),
aroriding oraz toksyng T2 w kurzu pobranym z systeméw wentylacyjnych
(Smoragiewicz 1 in., 1993). Z kolei Nielsen i wsp. (1999) oraz Tuomi i wsp.
(2000) wykryli mikotoksyny w prébkach materiatéw budowlanych. Wigkszos¢é
autoréw opiera jednak ocen¢ toksynotwodrczosci szczepéw na badaniach prowa-
dzonych w warunkach laboratoryjnych na wybranych podiozach laboratoryjnych
(Sakamoto i in., 1993; Jarvis i in., 1995; Andersson i in., 1997; Cvetnic i Pepeljnjak,
1997; Gravesen i in., 1999; Flannigan, 2001a; Piontek, 2004).

Bogaty sktad pozywki, dostgpnos¢ sktadnikéw pokarmowych, state warunki
wilgotno$ci nie odzwierciadlaja warunkéw panujacych na/w materiatach budow-
lanych. Badania modelowe prowadzone w tej pracy z wykorzystaniem materiatow
budowlanych sztucznie zainfekowanych grzybami, a nastgpnie inkubowanych
przy zachowaniu staltych parametréw wilgotnosci, temperatury, bez mikroflory
towarzyszacej, pozwalaja na wyjasnienie, w jakich warunkach dochodzi do
tworzenia mikotoksyn przez plesnie.

Uzyskane wyniki dowiodly, ze szczepy ple$ni wyizolowane z budynkéw
maja zdolno$¢ wzrostu i syntezy mikotoksyn na materiatlach budowlanych
i wykonczeniowych bardzo réznych pod wzgledem sktadu i wtasciwosci fizyko-
chemicznych. Wysoka toksynotwdrczoscia charakteryzowaly sie szczepy Aspergillus
flavus, Penicillium chrysogenum, Aspergillus versicolor (3 szczepy), Stachybotrys
chartarum oraz Aspergillus ochraceus (2 szczepy). W ramach niniejszej pracy, po
raz pierwszy udowodniono mozliwo$¢ tworzenia aflatoksyn (B, G,) przez szczep
Aspergillus flavus rosnacy na plycie gipsowo-kartonowej 1 zaprawie tynkarskiej.
Wprawdzie wczes$niej wskazywano juz co prawda na mozliwo§¢ wzrostu
Aspergillus flavus na materiatlach budowlanych, ale wykluczano zdolno$¢ ple$ni
do tworzenia aflatoksyn na tych materiatach (Rao i in., 1997; Ren i in., 1999;
Nielsen i in., 1999; Tuomi i in., 2000).

Badany w pracy szczep Penicillium chrysogenum produkowat znaczne ilosci
meleagriny i roquefortyny C podczas wzrostu na materiatach budowlanych
i dodatkowo kwas sekalonowy w hodowli na pozywce MEA. Obecno$¢ meleagriny
w $rodowisku budowlanym bylta juz wcze$niej stwierdzona przez innych autoréw
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(Nielsen i in., 1999). Mimo, iz szczepy Penicillium znane sa z produkcji
roquefortyny C i kwasu sekalonowego (Frisvad i Filtenborg, 1983; Ueno, 1985),
to jednak w/na materiatach budowlanych mikotoksyny te nie byly wcze$niej
wykrywane. Aspergillus versicolor wytwarzal sterigmatocystyng oraz wiridikatyn¢ na
wszystkich badanych podiozach i w niewielkiej iloSci tentoksyne¢ na zaprawie.
Obecno$¢ sterigmatocystyny w hodowlach na materiatach budowlanych byta juz
opisywana w badaniach innych autoréw (Nielsen i in., 1999; Tuomi i in., 2000).
W niniejszej pracy nie wykryto makrocyklicznych trichotecendéw, produkowanych
przez Stachybotrys chartarum, czgsto wykrywanych przez innych autotréw na
materiatach budowlanych oraz na pozywkach mikrobiologicznych (Nikulin i in.,
1994; Jarvis i in., 1998; Nielsen i in., 1999). Badany w pracy szczep Stachybotrys
chartarum produkowat natomiast w znacznym stg¢zeniu stachybotrylaktam.
Szczep Aspergillus niger, rosnacy na ptycie gipsowo-kartonowej oraz zaprawie,
tworzyl niewielkie iloSci wiridikatyny oraz tentoksyny, a na pozywce MEA kwas
penicylinowy. Aspergillus ochraceus wytwarzal na ptycie gipsowo-kartonowej
i pozywce MEA wiomeleing oraz kwas penicylinowy.

W prezentowanej pracy wykazano, iz rodzaj materialu budowlanego wptywa
w sposéb istotny na produkcje¢ mikotoksyn. Materiaty budowlane i wykonczeniowe
pochodzenia celulozowego (tapety papierowe, kartony na plytach gipsowo-
kartonowych, drewno, skdra) okazaly si¢ bardzo dobrym podtozem do produkcji
wielu mikotoksyn, np. ochratoksyny A, aflatoksyn, roquefortyny C, sterigmato-
cystyny 1 innych zwiazkéw toksycznych. W literaturze opisano mozliwosé
tworzenia na materiatach celulozowych takze innych mikotoksyn: satratoksyny,
DON, T-2, werrukarolu, alternariolu i ochratoksyny A (Nielsen i in., 1999; Tuomi
iin., 2000).

W niniejszej pracy wykazano réwniez, ze ple$nie sg zdolne do intensywnego
wzrostu i produkcji mikotoksyn na materiatach wykonczeniowych, takich jak
wyktadzina dywanowa, PCV, skaj, natomiast na materiatach nieorganicznych
(zaprawa, gips, cement) ilosci wytworzonych mikotoksyn byly znacznie mniejsze.
Szczegblnie wyrazne efekty hamowania wzrostu i syntezy ochratoksyny A oraz
sterigmatocystyny zaobserwowano na ptytach gipsowo-kartonowych z dodatkiem
biocydéw.

Poréwnujac synteze mikotoksyn na materiatach budowlanych oraz podtozach
laboratoryjnych stwierdzono, iz plesnie wyizolowane z mieszkan tworzyly bardzie]
zréznicowane mikotoksyny i w najwigkszych ilosciach na podtozu kontrolnym
MEA. Ilo$ci mikotoksyn wytworzonych na ptytach gipsowo-kartonowych i zaprawie
tynkarskiej byty od kilkunastu do kilkuset razy mniejsze, w zaleznosci od gatunku
plesni i rodzaju podioza budowlanego. Jednak plesnie zachowaty zdolno$¢ do
produkcji wielu mikotoksyn na materiatach budowlanych.
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W wigkszosci przypadkéw synteza mikotoksyn byta skorelowana ze
wzrostem plesni na materiatach budowlanych. Dobry wzrost i aktywny metabolizm
plesni na pozywce MEA oraz materialach budowlanych celulozowych byt
warunkiem uruchomienia syntezy licznych mikotoksyn. Jednak nie zawsze ta relacja
byta zachowana; obserwowano bowiem pomimo stabszego wzrostu szczepow,
tworzenie réznych mikotoksyn i w wysokich stgzeniach, np. aflatoksyny produ-
kowane przez Aspergillus flavus na ptycie gipsowo-kartonowe;j.

Wiadomo, iz tworzenie mikotoksyn odbywa si¢ w réznych fazach wzrostu
i metabolizmu ples$ni, jednak najcze$ciej sa wytwarzane w fazie stacjonarnej.
Okreslane jako metabolity wtérne sa syntetyzowane w nastgpstwie jakoSciowych
Zmian w pierwotnej przemianie materii, w wyniku czego dochodzi do nadprodukcji
metabolitéw posrednich (Zakowska i Stobifiska, 2000). Nadmiar tych metabolitow,
np. reszt octanowych, moze wstrzyma¢ metabolizm pierwotny, czego konsekwencja
jest ograniczone zaopatrzenie w energi¢ (Golinski, 2010). Metabolizm wtérny
wprowadza wigc szlaki syntezy mikotoksyn w celu zachowania réwnowagi
biochemicznej. W niniejszej pracy wykazano, iz produkcja mikotoksyn ulega
zwigkszeniu podczas wzrostu plesni na podtozach bogatych w sacharydy, ktére sa
prekursorem wielu syntez. Nie sa jeszcze poznane szlaki wytwarzania mikotoksyn,
za$ same zwiazki naleza do bardzo réznych grup; sa to pochodne benzopirenu,
kumaryny, antrachinonu, laktonéw, cyklicznych peptydéw, cyklicznych sterydéw,
epoksydow seskwiterpenowych i innych zwiazkéw (Chetkowski, 2010). Przypuszcza
si¢, ze ta sama mikotoksyna moze by¢ syntetyzowana w réznych szlakach
metabolicznych (Golinski, 2010). Sam metabolizm jest wigc czynnikiem, ktdry
grzyby wykorzystuja do swoich potrzeb w okre§lonych warunkach §rodowiska.

Potwierdzeniem tezy, iz toksynotwdrczo$¢ izolatéw plesni pochodzacych
z budynkéw nalezy bada¢ na materiatach budowlanych, jest wykazanie produkcji
niektérych mikotoksyn tylko w obecno$ci okreslonych materialéw budowlanych.
Tentoksyna byla wytwarzana wylacznie przez szczepy Aspergillus versicolor
rosnace na zaprawie tynkarskiej, a kwas 3-nitropropionowy — przez Aspergillus
flavus rosnacy na plycie gipsowo-kartonowej i zaprawie. Nie wykrywano tych
toksyn na podtozu kontrolnym MEA. Wymienione mikotoksyny réznia si¢ budowa
chemiczna, tentoksyna nalezy do tetrapeptydéw, a kwas 3-nitropropionowy jest
pochodna kwasu propionowego. Srodowisko budowlane moze zatem ukierun-
kowywac¢ metabolizm plesni na produkcj¢ specyficznych mikotoksyn, tworzonych w
niesprzyjajacych dla wzrostu grzybéw warunkach, np. zbyt ubogi skiad chemiczny
srodowiska lub zbyt wysokie pH.

Stwierdzony w pierwszym etapie badan brak syntezy mikotoksyn na przegro-
dach budowlanych mozna wytlumaczy¢ niedostateczng dostgpnoscia zwiazkéw
organicznych w postaci sacharydéw czy biatek. Badania laboratoryjne wykazaty,
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ze Aspergillus ochraceus na czystych materiatach, bez dodatkowych zrédet wegla
1 azotu, rosnie bardzo wolno i nie produkuje ochratoksyny A (z wyjatkiem skory,
w ktdrej obecne sa zwiazki organiczne). Dopiero obecno$¢ zwiazkéw organicznych
obecnych w kurzu byla bodzcem do syntezy OTA. Intensywniejsza produkcje tej
toksyny obserwowano réwniez na materiatach budowlanych, do ktérych dodano
pozywke YES.

Plesnie znane sa ze swoich zdolnosci hydrolitycznych, dzigki czemu moga
one w odpowiednich warunkach wilgotnosci rozktada¢ materi¢ organiczna obecng
w kurzu domowym. W literaturze podaje sig, iz wystgpowanie takiego zrddia
wegla 1 azotu moze wystarczy¢ do wzrostu grzybéw na kamieniach oraz innych
materiatach nieorganicznych i przyczynia¢ si¢ do ich biodeterioracji (Cwalina,
2003). W ten sposéb grzyby moga przetrwa¢ w niekorzystnych warunkach na
starych zabytkowych freskach, cegtach, kamieniach, obrazach (Karpovich-Tate
i Rebrikova, 1991; Pepe i in., 2010).

W pracy wykazano, iz obecno$¢ kurzu domowego wystarcza plesniom do
wzrostu 1 wytwarzania mikotoksyn.

Czynnikiem sprzyjajacym produkcji mikotoksyn, podobnie jak i rozwojowi
grzybow, jest odpowiednio wysoki poziom wilgotno$ci masowej materiatu
budowlanego. Badania tapety wykazaty, ze im wyzsza jest wilgotnos¢ masowa
materiatu, tym produkcja mikotoksyn przez plesnie jest wigksza. Pokazano przy
tym, ze migdzy gatunkami ple$ni wystgpuja znaczne réznice w minimalnych
wymaganiach dotyczacych warunkéw niezbgdnych do syntezy mikotoksyn.
Podobne sa spostrzezenia zespotu Nielsena i in. (2004), ktérzy badali wptyw
temperatury i wilgotno$ci powietrza na produkcj¢ mikotoksyn podczas wzrostu
plesni na materiatach budowlanych. Autor stwierdzil, iz szczepy z rodzajow
Penicillium i Aspergillus lepiej rosna i produkuja wigksze ilo§ci mikotoksyn przy
wilgotno$ci powietrza 95%, niz gatunki z rodzaju Eurotium, wymagajace
znacznie wyzszego poziomu wilgotnosci.

Zbyt niska wilgotno$¢ materialéw budowlanych w pomieszczeniach miesz-
kalnych moze by¢ czynnikiem ograniczajacym wzrost i produkcj¢ mikotoksyn.
W badaniach laboratoryjnych opisanych w tej pracy wykazano, iz spadek wilgot-
no$ci masowej tapety do poziomu 18% powoduje hamowanie wzrostu grzyboéw
i syntezy mikotoksyn. W budynkach, w ktérych temperatura wynosita 20-22°C
1 WWP powyzej 80%, zawilgocenie sorpcyjne papieru bylo niskie, okoto 14-16%,
nie obserwowano rozwoju grzybéw i produkcji mikotoksyn.

Podsumowujac — udowodniono, iz w warunkach laboratoryjnych toksyno-
tworcze plesnie sa zdolne do wytwarzania mikotoksyn na materiatach budowlanych.
Produkcji tej sprzyja obecno$¢ sacharydéw i biatek oraz wysoka wilgotnosé
masowa materiatu budowlanego. Obserwowany brak mikotoksyn na przegrodach
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budowlanych w mieszkaniach moze wynika¢ z niesprzyjajacych warunkéw do ich
syntezy. Nalezy jednak rozwazy¢ mozliwo$¢ wystgpowania mikotoksyn, ale w
ilo$ciach ponizej progu wykrywalno$ci metoda stosowang w pracy. Mikotoksyny
w mieszkaniach oznaczano w ekstraktach uzyskanych z wymazéw z przegréd
budowlanych. IloSci materiatu biologicznego uzytego do ekstrakcji mikotoksyn
byly znacznie mniejsze, niz w badaniach laboratoryjnych, gdzie do analizy
wykorzystywano caly materiat budowlany porosnigty plesnia. Poniewaz mikotoksyny
moga by¢ kumulowane w zarodnikach i w grzybni, jak réwniez wydzielane do
srodowiska — badania catych prébek materiatéw budowlanych stwarzaty mozliwo$¢
wykrycia obecno$ci tych zwiazkéw. Stad wniosek, iz w warunkach mieszkal-
nych toksynotwdrczo$¢ plesni nalezy oznacza¢ w catych prébkach materiatow
budowlanych pobranych wraz z grzybnia.

Wyniki przeprowadzonych badan Srodowiskowych nie potwierdzily cyto-
toksycznosci zagrzybionych przegréd budowlanych, jednak w badaniach labo-
ratoryjnych wykazano, iz materiaty budowlane porazone przez ple$nie byly
cytotoksyczne. Smith iin. (1992) na podtozach modelowych wykazal, iz efekty
cytotoksyczne wywoluje 50% izolatow Aspergillus 1 Penicillium pochodzacych
z budynkéw mieszkalnych.

W niniejszej pracy udowodniono, ze mikotoksyny produkowane przez plesnie
rosnace na materialach budowlanych oddziatywaty cytotoksycznie na fibroblasty
mysie. Najbardziej cytotoksyczne byly materialy budowlane poro$nigte plesniami
Aspergillus versicolor, Aspergillus flavus 1 Penicillium chrysogenum. W materiatach
tych wykryto sterigmatocystyng, wiridikatyng, aflatoksyny, roquefortyng C i me-
leagring. Wysoka cytotoksyczno$¢ ekstraktu zawierajacego aflatoksyny potwierdzita
wilasciwosci toksyczne szczepu Aspergillus flavus. Wiadomo, Ze sterigmatocystyna
jest zwiazkiem kancerogennym i cytotoksycznym (Ueno, 1985; Biinger i in.,
2004) szczegdlnie wobec komoérek ptuc. W prezentowanej pracy potwierdzono
wysoka cytotoksyczno$¢ sterigmatocystyny oraz ekstraktow z materiatéw bu-
dowlanych porosnigtych Aspergillus versicolor wobec fibroblastéw mysich.
Wzmozony efekt cytotoksyczny mégl wynika¢ dodatkowo z obecno$ci na mate-
riatach budowlanych wiridikatyny oraz tentoksyny, ktére znane sa z oddziatywan
na btony komérkowe oraz hamowania Na+/K+ ATP-azy (Gwozdzinski 1 in.,
1991; Pavlova i in., 2004). W aktualnie prezentowanych badaniach wykazano, ze
ekstrakty Penicillium chrysogenum zawierajace roquefortyng¢ C, meleagring 1 kwas
sekalonowy réwniez byty cytotoksyczne wobec fibroblastéw mysich. Wczesniejsze
badania wskazywaty, iz roquefortyna C hamuje w nieznacznym stopniu proliferacj¢
limfocytéw, a kwas sekalonowy moze by¢ inhibitorem tworzenia réznych
enzymow, np. cyklazy adenylowej bioracej udziat w syntezie cyklicznego cAMP,
a takze kinaz katalizujacych reakcje fosforylacji biatek (Hanumegowda i in.,

132



2002; Keblys i in., 2004). Jak dotad — w literaturze nie opisywano badan doty-
czacych aktywnos$ci biologiczne] meleagriny, wytwarzanej przez Penicillium
chrysogenum na materiatach budowlanych.

Nie obserwowano cytotoksycznoSci w przypadku badania materiatow
budowlanych poro$nigtych szczepem Cladosporium cladosporioides, ktéry nie
produkowat mikotoksyn, a takze gatunkami innych ples$ni, ktére wytwarzaty
nieliczne mikotoksyny i w niskich stezeniach (Aspergillus niger i Aspergillus
ochraceus). Potwierdza to rolg tylko niektérych plesni i mikotoksyn wytwarzanych
przez plesnie na materialach budowlanych w oddzialywaniu cytotoksycznym
wobec fibroblastéw mysich. Jednak brak efektéw cytotoksycznych nie moze nas
uspokaja¢, bowiem produkcja mikotoksyn na materialach budowlanych jest
niestabilna — zalezy zaréwno od czynnikéw $rodowiska, jak rowniez od wiasciwosci
szczepu. Uzyskane wyniki sugeruja, ze zty stan zdrowia mieszkancéw zagrzybionych
budynkéw moze wynika¢ wtasnie z oddziatywan cytotoksycznych.

Do badan cytotoksycznosci ogélnej wybrano komoérki fibroblastéow mysich.
W ekstraktach z materiatéw budowlanych zwykle mamy do czynienia z miesza-
ninami mikotoksyn, ktére oddziatuja na r6zne rodzaje komérek. Stwierdzono, ze
fibroblasty moga mie¢ zastosowanie do badania cytotoksycznos$ci ogélnej zagrzy-
bionych materiatéw budowlanych ze wzgledu na brak specyficznosci fibroblastow
wobec mikotoksyn.

Badania prowadzono réwniez na czystych preparatach mikotoksyn: aflatoksynie
B, oraz sterigmatocystynie. Poréwnujac efekty cytotoksyczne w warunkach stezen
mikotoksyn obecnych w roztworach standardowych oraz st¢zen mikotoksyn wytwo-
rzonych w hodowlach prowadzonych na materiatach budowlanych stwierdzono,
iz efekt cytotoksyczny probek materialéw budowlanych jest znacznie wigkszy niz
preparatéw mikotoksyn, pomimo wykrywania mikotoksyn w nizszych stgzeniach.
Badania toksycznosci prowadzone przez Gribsch i in. (2006) z wykorzystaniem
roztworéw standardowych pojedynczych mikotoksyn — gliotoksyny, patuliny
1 sterigmatocystyny oraz ich mieszanin, wykazaly dwukrotnie wigksze oddzia-
tywanie cytotoksyczne mieszaniny, mimo zachowania tych samych stgzen.

Zwigkszony efekt cytotoksyczny ekstraktow zawierajacych rézne metabolity
plesni prawdopodobnie wynika z synergistycznego dziatania mikotoksyn oraz
obecnosci innych metabolitéw. We wczesniejszych badaniach dotyczacych wzrostu
i aktywnoS$ci metabolicznej plesni na materiatach budowlanych stwierdzono wysoka
produkcje kwaséw organicznych (Gutarowska i Czyzowska, 2009). Obecnos¢
kwasnych metabolitéw moze w istotny sposéb zwigkszy¢ cytotoksyczno§¢ miko-
toksyn przez ufatwianie ich przenikania przez btony cytoplazmatyczne.
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Wykazano réwniez, iz niektére materialy budowlane (skéra, cement)
oddziatuja cytotoksycznie na komérki fibroblastéw mysich. Daje to podstawg do
twierdzenia, iz cytotoksyczno§¢ materiatéw budowlanych porazonych przez
plesnie moze by¢ suma oddziatywan materialu oraz metabolitéw grzyboéw.

Przeprowadzone w pracy badania genotoksycznoS$ci zagrzybionych przegréd
budowlanych nie wskazywaty na istnienie takich oddziatywan. Nie stwierdzono
réwniez w badaniach laboratoryjnych ani genotoksycznosci materialéw budowlanych
porazonych przez plesnie, ani tez czystych preparatéw mikotoksyn.

W literaturze przedmiotu jest wiele prac, w ktérych autorzy wskazuja na
genotoksyczno$¢ mikotoksyn wytwarzanych przez pleSnie. Efekty takie wykazano
dla aflatoksyny B1, B2, G, G2, sterigmatocystyny, kwasu penicylinowego,
ochratoksyny A. Badania prowadzono na réznych komérkach, np. ludzkich limfo-
cytach, komérkach raka okrgznicy, komérkach bakterii E. coli oraz Salmonella
sp. i innych (Krivobole i in., 1987; Casteel i Rottinghaus, 2000; Sabater-Vilar
i in., 2003; Bichler iin., 2009). Badania Nieminen i in. (2002) wykazaty, ze
ekstrakty Aspergillus fumigatus ze Srodowiska budowlanego, w ktérych znaj-
dowaly si¢ takie mikotoksyny, jak gliotoksyna, penitrem A, werrukulogen czy
werrukosydyna, oddziatywaly genotoksycznie w tescie z komodrkami E. coli.
Brakuje jednak badan dotyczacych oddzialywan genotoksycznych ekstraktow
z materialéw budowlanych porazonych przez plesnie oraz badan wykonanych
Z uzyciem zastosowanej w niniejszej pracy metody MLA, ktéra jest rekomen-
dowana przez Dyrektywe 67/548/EWG, Gatehouse, 2002. Nie mozna zatem
catkowicie wykluczy¢ oddziatywania genotoksycznego zagrzybionych srodowisk
budowlanych. W przyszto$ci nalezatoby rozpatrzy¢, jaka metoda bylaby
odpowiednia do takiej oceny.

W badaniach srodowiskowych zarejestrowano czg¢ste objawy alergii u ludzi
zamieszkujacych pomieszczenia zagrzybione. Wskazano, iz biatka alergenne
wytwarzane przez plesnie naleza do podstawowych czynnikéw wptywajacych na
zdrowie mieszkancéw. W badaniach modelowych prowadzonych na materiatach
budowlanych udowodniono, ze ple$nie wyizolowane z budynkéw byty zdolne do
produkcji licznych potencjalnie alergennych biatek. Stwierdzono, iz profil tych
biatek zmienia si¢ w zaleznosci od rodzaju materialu budowlanego. Na materiatach
organicznych, zawierajacych celuloze (ptyta gipsowo-kartonowa, tapeta) ple$nie
produkowaty znacznie wigcej biatek alergennych niz na materiatach mine-
ralnych (gips, zaprawa). Ponadto wykazano, iz materialy celulozowe bardziej
sprzyjaty produkcji alergenéw przez ple$nie niz podioza mikrobiologiczne
(Mo, MEA). Plesnie wytwarzaty biatka specyficzne dla danego podloza.
W eksperymentach wykonanych przez Al-Suwaini i in. (2001) oraz Vijay i in.
(2005) wykazano, ze ple$nie z rodzajow Aspergillus i Penicillium hodowane na
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podtozu Czapka oraz podtozu BBL (Difco) produkowaty mniej bialek niz na
podtozach laboratoryjnych wykorzystywanych w tej pracy. Masy czasteczkowe
tych bialek byly znacznie mniejsze niz wykryte w prezentowanych badaniach.
Takze Little 1 in. (1993) wskazywali, ze warunki hodowli wptywaja na produkcje
alergenéw przez plesnie nalezace do rodzaju Aspergillus, co jest zgodne z wy-
nikami uzyskanymi w niniejszej pracy.

W prezentowanej pracy ujawniono réwniez, iz alergeny moga by¢ wytwa-
rzane w srodowisku budowlanym w warunkach mniej korzystnych, niz wymagane
do syntezy mikotoksyn. Wykazano bowiem zdolno$¢ ple$ni do tworzenia
alergenéw w budynkach oraz udowodniono, iz do produkcji alergenéw wystarcza
tylko niewielka ilo$¢ substancji organicznej na materialach budowlanych oraz
odpowiednia wilgotno§¢ materiatu. Produkcja mikotoksyn wymaga natomiast
duzej wilgotnosci materiatu budowlanego oraz dodatkowe;j ilosci materii organiczne;.

Badania biatek alergennych na materiatach budowlanych moga mie¢ réwniez
zastosowanie w praktyce diagnostycznej. Materiaty budowlane moga by¢ wyko-
rzystane jako podloza do otrzymywania ekstraktow alergenéw wykorzystywanych do
diagnostyki alergii na plesnie, rozwijajace si¢ w budynkach mieszkalnych.

W przedstawionych badaniach stwierdzono, iz na materiatach budowlanych
produkowane byly liczne biatka alergenne, zaréwno sklasyfikowane, jak rowniez
dotad nieopisane w literaturze. Natomiast nie potwierdzono produkcji wszystkich
tych biatek na podlozach mikrobiologicznych, czego przyktadem jest alergen
P. expansum o masie czasteczkowej 88 kDa, ktdry byt wytwarzany tylko w warunkach
wzrostu plesni na tapecie, a ktory reagowat ze wszystkimi badanymi surowicami.

Na podstawie przeprowadzonych eksperymentéw mozna wskazaé, jakie
analizy laboratoryjne nalezy wykonac, aby okresli¢ rzeczywisty stopien zagrozenia
zdrowotnego dla mieszkancéw zagrzybionych pomieszczen. W tym celu nalezy
oceni¢ toksynotwdrczo$¢, cytotoksyczno$¢ i alergennos$¢ plesni wyizolowanych
z przegréd budowlanych, prowadzac badania laboratoryjne z uzyciem materiatow
budowlanych. W badaniach nalezy wykorzysta¢ odpowiedni material budowlany
— w zalezno$ci od miejsca izolowania szczepu (preferowane sa materiaty celulo-
zowe) oraz prowadzi¢ hodowle pleSni w obecno$ci materii organicznej
i przy zachowaniu wysokiej wilgotno$ci masowej materiatu. Ekstrakcje zwiazkéw
toksycznych i alergennych nalezy prowadzi¢ z catych probek materiatéw budow-
lanych poro$nigtych grzybnia, a nie z wymazéw. Dobra wykrywalno$¢ badanych
cech, wskazujacych na zagrozenia zdrowotne ludzi daja metody analityczne
wykorzystywane w pracy: oznaczanie mikotoksyn metoda HPLC — MS/MS,
cytotoksycznosci metoda MTT Iub XTT w hodowlach fibroblastéw mysich,
rozdzial bialek alergennych metoda SDS-PAGE. W ocenie zdrowia mieszkan-
céw, obok badania lekarskiego, nalezy potwierdzi¢ alergi¢ na plesnie metoda
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immunoblottingu z wykorzystaniem szczepéw ple$ni wyizolowanych z budynku,
hodowanych na materiatach budowlanych.

Niniejsza praca powstala w odpowiedzi na pojawienie si¢ problemu czg¢sto
wystepujacego zagrzybienia w budynkach mieszkalnych i ich wpltywu na zdrowie
mieszkancow. Charakterystyka wzrostu plesni wyizolowanych z budynku,
warunkéw produkcji przez nie mikotoksyn i alergenéw podczas wzrostu na
materiatach budowlanych, a takze oddzialywan cyto- i genotoksycznych na komoérki
organizmOw wyzszych, daje podstawy do dalszych pogtebionych badan naukowych.
Pozostaja do wyjasnienia przyczyny tworzenia izrdéznicowania mikotoksyn
produkowanych przez plesnie rosnace na materiatach budowlanych, a takze
wplyw kwasnych metabolitéw na wzrost cytotoksycznosci mikotoksyn. Biorac
pod uwage fakt, iz dopiero w ostatnich latach wzrosto zainteresowanie $rodowiska
naukowego zagadnieniami, zmierzajacymi do poznania mechanizméw syntezy
mikotoksyn, mozna przewidywac, ze postawione w pracy pytania znajda swoje
wyjasnienie.
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6.

1.

WNIOSKI

Aktywny rozwdj grzybow strzgpkowych wystepuje w mieszkaniach, w ktérych
wilgotno$¢ powietrza przekracza 60%. W takich warunkach ple$nie zasiedlaja
wigkszo$¢ materialéw budowlanych, wykonczeniowych i termoizolacyjnych
stosowanych we wspoétczesnym budownictwie. Materialy pochodzenia orga-
nicznego, zwlaszcza zawierajace celuloz¢ i/lub biatka, sprzyjaja wzrostowi
ples$ni — w przeciwienstwie do materiatéw nieorganicznych.

W mieszkaniach, w ktérych koncentracja plesni na przegrodach budowla-
nych przekracza 10°jtk/100 cm’, a ich stezenie w powietrzu jest wigksze niz
5x10% jtk/m’ (co odpowiada stgzeniu ergosterolu powyzej 2 pg /m’), czgsto
u mieszkancow wystepuja alergie oraz objawy Zespotu Chorego Budynku (SBS).
W mieszkaniach zagrzybionych — ws$réd powszechnych dla budynkéw
grzyboéw Penicillium, Cladosporium, Alternaria, Acremonium, Trichoderma —
dominuja plesnie z rodzajow: Aspergillus (gtéwnie gatunki A. versicolor,
A. niger, A. flavus), Stachybotrys, Ulocladium i Paeciliomyces.

Nie wykryto mikotoksyn w mieszkaniach, w ktérych wykazano wzrost grzybéw
strzgpkowych na przegrodach budowlanych. Zdolno$¢ wytwarzania toksyn
przez plesnie izolowane z mieszkan ujawnita si¢ jednak podczas ich hodowli
w warunkach laboratoryjnych — zar6wno na pozywkach, jak i na materiatach
budowlanych. Powszechnie wyste¢pujace w zagrzybionych mieszkaniach
gatunki: Aspergillus versicolor, Aspergillus flavus, Aspergillus ochraceus,
Aspergillus niger, Penicillium chrysogenum, Stachybotrys chartarum, hodowane
w warunkach laboratoryjnych, wykazuja zdolnos¢ produkcji groznych dla
zdrowia mikotoksyn: aflatoksyny B, G, sterigmatocystyny, roquefortyny C,
meleagriny i wielu innych. Swiadczy to o mozliwosci wystgpowania toksycznych
metabolitéw takze w zagrzybionych mieszkaniach.

Wzrost oraz produkcja mikotoksyn i alergenéw przez grzyby strzgpkowe zasie-
dlajace materialy budowlane sa zdeterminowane wysoka wilgotno$cia podtoza i
dostgpnoscia nawet niewielkich ilo$ci materii organicznej. Obecno$¢ sacharydow
i biatek stymuluje wzrost i syntez¢ mikotoksyn przez plesnie na materiatach bu-
dowlanych, z wyjatkiem cementu. Procesy te moga by¢ indukowane przez kurz
domowy osiadajacy na powierzchni przegréd budowlanych. Wzrost grzybéw
i synteza mikotoksyn moga by¢ skutecznie hamowane przez dodatek biocydu
i zwiazku hydrofobowego (np. silikonu). Wprawdzie biocydy umozliwiaja
ochron¢ materiatéw budowlanych, ale najskuteczniejszym sposobem zapobiega-
nia rozwojowi plesni jest ograniczanie dostgpnosci wody.

Wysoka wilgotno§¢ masowa materialu sprzyja rozwojowi grzybow
strzgpkowych i syntezie mikotoksyn. Zaleznie od gatunku plesni, poziom
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11.
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wilgotno$ci masowej tapety w granicach od 79% do 123% jest korzystny dla
aktywacji rozwoju okreslonego typu plesni. Na zaprawie zaobserwowano wzrost
plesni przy wilgotnosci masowej powyzej 5%, na gipsie przy wilgotnosci 33%.
Grzyby strzgpkowe rozwijajace si¢ w mieszkaniach wytwarzaja biatka
o wlasciwosciach alergennych. Biatka te najczgsciej produkowane sa przez
plesnie: Penicillium expansum, Alternaria alternata, Penicillium chrysogenum,
Cladosporium cladosporioides, Aspergillus flavus 1 Aspergillus niger.
Najczesciej reakcje alergiczna u mieszkancow zagrzybionych budynkow
wywotuja bialka tworzone przez Penicillium expansum — o masach czastecz-
kowych 88 kDa i 70 kDa (Pen c 19), a takze przez Alternaria alternata —
o masach czasteczkowych 30 kDa (Alt a 1) 1 53 kDa (Alt a 10).

Materialy budowlane sprzyjaja syntezie biatek alergennych przez grzyby
strzgpkowe. W$rdd mikotoksyn i alergendw tworzonych przez plesnie rosnace na
materiatach budowlanych wystepuja takie, ktérych grzybnia nie syntetyzuje
podczas wzrostu na pozywkach mikrobiologicznych. Naleza do nich: tentoksyna,
kwas 3-nitropropionowy oraz liczne biatka alergenne o masach czasteczkowych
od 11 kDa do 93 kDa.

Materialy budowlane, na ktérych rozwijaja si¢ grzyby strzgpkowe sa cyto-
toksyczne dla fibroblastéw mysich. Za cytotoksyczno$¢ sa giéwnie odpo-
wiedzialne mikotoksyny. Wyzsza cytotoksyczno$¢ materialéw budowlanych
porazonych przez toksynotworcze plesnie, w pordwnaniu z czystymi preparatami
mikotoksyn, moze by¢ wynikiem synergistycznego oddziatywania toksyn
1 innych metabolitéw tworzonych w tych warunkach.

Grzyby strzgpkowe rosnace na materiatach budowlanych wytwarzaja szerokie
spektrum biatek, wsrdd ktérych wykryto 39 biatek alergennych, w tym 16
biatek o masach czasteczkowych od 21 do 93 kDa, dotad nie opisanych przez
International Union of Immunological Societes Allergen Nomenclature
Sub-Committee, a takze 23 biatka opisane i sklasyfikowane.

Ekstrakty biatek alergennych wytwarzanych przez grzyby strzgpkowe rosnace
na materiatach budowlanych powinny by¢ uzywane jako markery diagno-
styczne w badaniach reakcji uczuleniowych na alergeny plesni — w celu
utatwienia i zwigkszenia szansy wykrycia alergii u mieszkancéw zagrzy-
bionych budynkéw.

Ocena zagrozenia zdrowotnego mieszkancow zagrzybionych budynkéw
wymaga oznaczania toksynotworczo$ci, cytotoksycznos$ci i alergennosci
plesni wyizolowanych z przegréd budowlanych, w hodowlach laboratoryjnych
prowadzonych na materiatach budowlanych, w warunkach wilgotnosci i zanie-
czyszczenia kurzem, odpowiadajacych tym, jakie wyst¢puja w budynkach.
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SUMMARY

Filamentous fungi are common, among others, their active growth is
observed on the walls in dwellings, however, there has to be high humidity. On
defined microbiological media they show toxinogenic and allergenic properties
during their growth, however, these properties can be different during mycelium’s
growth on the building materials. In routinely conducted mycological researches
of dwellings, isolated species of fungi are identified and their toxinogenicity and
allergenicity are characterized, but only on the basis of the literature.

Study of 72 dwellings with the evident symptoms of fungal contamination
stated that moulds were present on the building partitions on the average level
7x107 jtk/100 cm?, in the indoor air: 3x10° jtk/m’, ergosterol content in the air
was on the level 2,6 ug/m’, and showed that the main factor that promotes the
moulds growth is a relative humidity of the air amounting to over 60%. It was
found that filamentous fungi have developed on the most studied building,
finishing and insulation materials. Most moulds have colonized on the organic
origin materials, which consisted of cellulose or protein (wood, gypsum cardboard,
wallpaper, and upholstery leather). Inorganic materials (mortar, plaster, cement)
were not conducive to the moulds growth. Among the fungi colonizing the
building partitions, which were also present in the indoor air, the most common
moulds belonging to the genera are the following: Penicillium, Aspergillus,
Cladosporium, Alternaria, Acremonium, Trichoderma. In the mouldy dwellings,
a great amount of variety of moulds was found as well as the dominance of fungi
from genera Aspergillus (mainly A.versicolor, A.niger, A.flavus).

Residents of mouldy dwellings complained about the numerous symptoms,
including common symptoms of allergies and the Sick Building Syndrome (SBS).
The species of mould, which have influenced the allergic hypersensitivity were as
follows: Penicillium chrysogenum, Penicillium expansum, Alternaria alternata,
Cladosporium cladosporioides, Aspergillus flavus and Aspergillus niger. It was
found that the most common allergic reaction the residents experienced was the
reaction initiated by the proteins produced by Penicillium expansum with
molecular weight of 88 kDa and 70 kDa (Pen c 19) and by Alternaria alternata
with a mass 30 kDa (Alt 1) and 53 kDa (Alt a 10).

Studies of the building partitions in mouldy dwellings had not proved the
toxic compounds produced by moulds, and cyto-and genotoxicity. At the same
time, the state of health of residents had grounds for formulating the aim of work
and to seek the answer to the question: how is the growth, the toxigenicity and the
allergenicity of moulds colonizing building and finishing materials which are
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currently used in the construction industry; what kind of environment factors
influence the manifestation of those features?

Filamentous fungi isolated from the building partitions belonging to the species
Aspergillus versicolor, Aspergillus flavus, Aspergillus ochraceus, Aspergillus niger,
Penicillium chrysogenum, Stachybotrys chartarum growing in laboratory conditions
on the microbial medium and on building materials revealed the ability of the
synthesis of dangerous to health mycotoxins: aflatoxins, sterigmatocystine,
roquefortine C meleagrine, including many others. Extracts from building materials
colonizing by those moulds showed cytotoxicity against mouse fibroblasts in the
test MTT / XTT. Cytotoxicity of mould depended on the type and concentration
of mycotoxins produced on building materials.

Cytotoxicity of mycotoxins produced on the building materials was greater
than the pure preparations of mycotoxins solutions with higher concentration.
This effect may be the result of the synergistic effects of toxins and other
metabolites produced by moulds in the environment of building materials.

In the laboratory condition it was observed that the building and finishing
materials of the organic origin, including cellulose and protein in high humidity
condition, facilitated not only to the growth of mould, but also the production of
mycotoxins and allergens, however, the above was not confirmed in the case of
inorganic materials.

Production of mycotoxins in building materials was activated by the presence
of proteins and saccharides which were added in the form of microbiological
culture media or house dust.

The inhibition of mould growth and mycotoxin production were found in the
cement and gypsum cardboard containing biocides and hydrophobic compounds
(silicone).

There was no genotoxicity of building materials contaminated by toxigenic
filamentous fungi, or preparations of aflatoxin B1 and sterigmatocystine at
concentrations of 100 i 20 pg/ml, to the mouse lymphoma cells (MLA).

Building materials have proved to be a more favorable environment for the
production of allergenic proteins than a laboratory culture medium.

39 allergenic proteins produced by moulds growing on building materials
were detected, including 16 proteins having the molecular mass of 11 kDa to 93
kDa, not yet classified by the International Union of Immunological Societies
allergen Nomenclature Sub-Committee, and 23 classified allergenic proteins.
Moreover, it was observed that filamentous fungi growing on building materials
produced specific mycotoxins and allergenic proteins, which were not detected
during their growth on microbiological culture media, for example: tentoxin,
3 nitropropionic acid and many allergenic proteins. This indicates that there is
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a necessity to conduct the studies of toxinogenic and allergenic properties of
mould in culture on building materials, within conditions similar to those found in
buildings (relative air humidity, dust mite).

It was found that the health risk assessment of inhabitants should include
determination of the toxinogenicity, cytotoxicity and allergenicity of mould
isolated from the buildings. In these studies, the confirmation of allergic reactions
to moulds by immunoblotting method using protein extracts of moulds growing
on building materials should be included.

Results obtained in the work indicated that a bad state of health of residents
resulted from mouldy dwellings was mainly caused by the allergenic proteins,
which were carried on the mycelium particles and spores in the indoor air, and the
building materials were favorable substrates for the production of allergens.
However, the possibility of the synthesis of mycotoxins by moulds on building
materials also provides the risk of the presence of these metabolites in dwellings
and their impact on the health of residents.
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nologii Fermentacji i Mikrobiologii pod kierunkiem prof. dr hab. Zofii Zakow-
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strzgpkowych.
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komunalnych. Wspétuczestniczyta w opracowaniu konsorcjum mikroorganizméw
zdolnych do usuwania zwiazkéw odorowych ze $rodowiska pomiotu kurzego
i kompostu.
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