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STRESZCZENIE

Celem badan byto oznaczenie jakosciowe (obserwacja preparatéw mikroskopowych) i ilosciowe (ozna-
czanie stezenia ergosterolu oraz liczby JTK) plesni. Analizowano 76 préb pytéw pochodzacych z obér,
chlewni i kurnikéw pobranych z indywidualnych gospodarstw rolnych na terenie Wielkopolski w czerw-
cu 2010 r. Najwyzszy poziom zanieczyszczenia grzybami mikroskopowymi stwierdzono w prébach py-
téw pochodzgcych z kurnika (ERG: 651,16 mg/kg, log JTK/g: 8,4), natomiast najnizszy w pytach z chlewni
(ERG: 170,25 mg/kg, log JTK/g: 1,3). Uzyskane wyniki wskazujg na zréznicowany poziom zanieczyszcze-
nia grzybami mikroskopowymi pomieszczen gospodarczych, a ich podwyzszona zawartos¢ w pyle moze
wptywac istotnie na zdrowie pracownikéw oraz zwierzat gospodarskich.

Contamination of microscopic fungi livestock buildings
in Wielkopolska in 2010

Keywords: microscopic fungi, ergosterol, the dust settled, fungal infections, allergies

ABSTRACT

Among the microorganisms present in the dust coming from the agricultural environment are important
fungi. Aim of this study was to determine the quality (observation microscope slides) and quantitative
(determination of the concentration of ergosterol (ERG) and the number of CFU/g) mold. We analyzed
76 samples of dust from the barn, piggery and poultry collected from individual farms in Wielkopolska
in June 2010. The highest level of impurities was found microscopic fungi in samples derived from the
house dust (ERG: 651.16 mg/kg, log CFU/g: 8.4), and lowest in the dust of the pig (ERG: 170.25 mg/
kg, log CFU/g: 1.3). The results indicate the different levels of microscopic fungi contamination utility
rooms, and their increased content of dust can significantly affect the health of workers and livestock.
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1. WSTEP

Grzyby mikroskopowe sg jednymi z wielu mikro-
organizmow powszechnie wystepujgcych w $ro-
dowisku rolniczym. Ich obecnos¢ stanowi zagro-
zenie zaréwno dla zwierzat jak i ludzi, poniewaz
uwalniajg one w swoim szlaku metabolicznym
drugorzedowe, wtérne metabolity zwane miko-
toksynami [1]. W pomieszczeniach gospodarskich
panuje specyficzny mikroklimat sprzyjajacy roz-
wojowi mikoflory: wysoka wilgotnos¢ wzgledna
powietrza, podwyzszona temperatura, brak cyr-
kulacji powietrza oraz podtoze bedgce dobrg po-
zywka do rozwoju grzybow plesniowych, jakim
jest zaréwno pasza, $cidtka jak i duza powierzch-
nia scienna. Plednie s3g zaliczane do mikroorga-
nizmdéw chorobotwdrczych o dziataniu gtdwnie
alergizujgcym, powodujg réwniez szereg grzy-
bic, a ich wtérne metabolity wywotujg choroby
zwane mikotoksykozami. Pracownicy zatrudnieni
w sektorze rolniczym sg narazeni na ich chorobo-
tworcze dziatanie. Kliniczna manifestacja alergii
na grzyby plesniowe obejmuje objawy od strony
uktadu oddechowego, narzgdu wzroku, skéry oraz
uktadu pokarmowego. Drobnoustroje najczesciej
przenoszone sg w postaci bioaerozoli, czyli ukta-
dow zawierajgcych faze rozpraszajaca (powietrze)
i faze rozproszong w postaci drobnych czgstek
cieczy, kurzu pochodzenia roslinnego, zwierzece-
go i mineralnego oraz zarodniki i konidian grzy-
bow, a takze bakterie i ich przetrwalniki [2].
Przedmiotowa literatura podaje, ze pyt zaréwno
aerogenny jak i osiadty jest przyczyng szeregu
choréb zawodowych, a od jego sktadu zalezy
rodzaj wywotanej choroby [1, 3]. Ocena zanie-
czyszczenia powietrza szkodliwymi czynnikami
biologicznymi jest problemem bardzo aktual-
nym i istotnym z uwagi wtasnie na zdrowie ludzi.
Wspdlnota Europejska wydata Dyrektywe 2000/
54/WE, ktéra dotyczy ochrony pracownikéw
przed ryzykiem zwigzanym z narazeniem na czyn-
niki biologiczne w miejscu pracy. Wobec zagro-
zen zwigzanych z wystepowaniem szkodliwych
czynnikow biologicznych w pomieszczeniach ko-
nieczna jest regularna jakosciowa i ilosciowa kon-
trola poziomu mikrobiologicznego zanieczyszcze-
nia powietrza.

Celem prowadzonych badan byto okreslenie pod
wzgledem ilosciowym oraz jakosciowym grzybdw
mikroskopowych w pytach osiadtych pochodzg-
cych z pomieszczen gospodarskich, zebranych z in-
dywidualnych gospodarstw rolnych znajdujgcych

sie na terenie Wielkopolski w czerwcu 2010 r.
Analizowano 76 prob pytow osiadtych zebranych
metodg grawimetryczng, pochodzgcych z obdr,
kurnikdw oraz chlewni. W celu ilosciowego oz-
naczenia ogdlnej biomasy grzybowej zastosowa-
no chemiczng metode analizy swoistego marke-
ra grzybowego jakim jest ergosterol (ERG) oraz
klasyczng metode mikrobiologiczng oznaczania
liczby JTK. Oznaczono réwniez na podstawie mor-
fologii kolonii i preparatéw mikroskopowych izo-
lowane rodzaje grzybéw mikroskopowych.

2. MATERIAL | METODY

Materiat badany stanowito 76 préb pytéw osia-
dtych zebranych z obér (n=25), chlewni (n=19) oraz
kurnikéw, w ktérych w systemie przyzagrodowym
utrzymywane byty kury nioski (n=32), z indywidu-
alnych gospodarstw rolnych zlokalizowanych na
terenie Wielkopolski w czerwcu 2010 r.

2.1 Metoda poboru préb

Préby pytu osiadtego pobrano postugujac sie me-
todg grawimetryczng — swobodnego opadu (Pol-
ska Norma PN-Z-04008-7:2002), polegajaca na
ekspozycji znanej powierzchni, na ktorg w sposdb
bierny, sitg grawitacji, opada pyt. Z uwagi na spe-
cyfike prowadzonych badan, powierzchnie swo-
bodnego opadu mozna byto poming¢, natomiast
wieksze znaczenie miata masa osiadtego pytu.
Ekspozycja trwata 7 dni. Masa zebranego pytu wy-
nosita ok. 2 g. Préby pobierano z 5 miejsc w jed-
nym pomieszczeniu inwentarskim i usredniano.
Jedna z préb pobierana byfa z centrum pomiesz-
czenia, a pozostate z miejsc rozlokowanych na
planie czworokata.

2.2 Analiza zawartosci ergosterolu (ERG)

Masa proby do analizy wynosita 0,1 g. Proby umi-
eszczano w zakrecanych probdéwkach do kultur
0 pojemnosci 17 ml, w ktérych przeprowadzono
ekstrakcje ergosterolu z jednoczesnym zmydla-
niem. Procesy te zachodzity pod wptywem pro-
mieniowania mikrofalowego. W tym celu do pro-
bowek dodawano 2 ml metanolu oraz 1 ml 0,5-
molowego roztworu wodorotlenku sodu. Szczel-
nie zamkniete prébdéwki dla bezpieczeristwa umie-
szczono w plastikowych butelkach, ktore z kolei
umieszczono w kuchence mikrofalowej (Whirl-
pool model AVM 401/1/WH, 2450 MHZ, 900 W).
Préby zostaty poddane wptywowi promieniowa-
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nia mikrofalowego o mocy 350 W dwukrotnie
przez okres 20 sekund. Po schtodzeniu (okoto 15
minut) prébki poddano neutralizacji za pomocg
1-molowego wodnego roztworu kwasu solnego.
Po dodaniu 2 ml metanolu ekstrahowano ergo-
sterol za pomocg 12 ml pentanu 3 x 4 ml. Uzyska-
ne ekstrakty pentanowe na biezgco przenoszo-
no do fiolki o pojemnosci 8 ml, po czym odparo-
wano do sucha w strumieniu azotu. Przed rozpo-
czeciem analizy préby rozpuszczano w 1 ml meta-
nolu. Analize przeprowadzono za pomocg wyso-
kosprawnego chromatografu cieczowego (Waters
SDS 501) z detektorem absorbcjometrycznym
(Waters 486 Tunable Absorbance Detector). Roz-
dziat chromatograficzny odbywat sie na kolumnie
Nova Pack C18 150 x 3,9 mm, jako faze wymywa-
j3cq stosowano mieszanine metanol: acetonitryl
90:10 (v/v). Pomiar stezenia ergosterolu nastepo-
wat przy uzyciu wzorca zewnetrznego przy dtugo-
Sci fali A=282 nm. Identyfikacja zwigzku odbywata
sie na podstawie pordwnania czasu retencji
badanego pliku z czasem retencji standardu oraz
poprzez dodanie do badanej probki okreslonej
ilosci standardu i powtdrng analize. Odzysk ERG
wynosit 97%, natomiast poziom wykrywalnosci
0,01 mg/kg [4].

2.3 Analiza ilosciowa i jakosciowa grzybow mi-
kroskopowych

Ocene liczby grzybéw mikroskopowych w przeli-
czeniu na 1 g pytu wykonano standardowg metoda
ptytkowa zgodnie z procedurg PN-ISO 21527-2:
2009. Mikrobiologia zywnosci i pasz. Horyzontal-
na metoda oznaczania liczby drozdzy i plesni.
Czes¢ 2: Metoda liczenia kolonii w produktach
o aktywnosci wody nizszej lub rownej 0,95. 10 g
rozdrobnionego materiatu badanego (w trzech
powtdrzeniach) zawieszano w 90 ml wody pep-
tonowej (BTL, to6dz) i homogenizowano. Z otrzy-
mane] zawiesiny wyjsciowej przygotowano ko-
lejne rozciefAczenia dziesietne i posiewano na
jatowe ptytki Petriego (9 cm) w dwdch powtdrze-
niach. Nastepnie posiane ptytki zalano pozywka
agarowg z rozem bengalskim i chloramfenikolem
(BTL, £6dz). Posiane ptytki inkubowano w temp.
25°C przez 5-7 dni. Wyniki podawano zgodnie
z cytowang wyzej normg, biorgc pod uwage te
ptytki, na ktérych liczba kolonii byta nizsza od
150, a wyzsza od 15, z dwdch rozcienczen naste-
pujacych bezposrednio po sobie. Uzyskane usred-
nione wyniki wyrazono w jtk/g. Wyroste kolonie
analizowano réwniez jakosciowo na podstawie

morfologii kolonii i preparatéw mikroskopowych,
stosujgc odpowiednie klucze oznaczen [5-7].

3. WYNIKI | DYSKUSJA

Sktad mikoflory powietrza zalezy od warunkdéw
higienicznych panujgcych w pomieszczeniu gos-
podarczym oraz jakosci paszy i $ciotki zadawanej
zwierzetom. W celu uzyskania wtasciwej czystos-
Ci powietrza w odniesieniu do czynnikdéw biolo-
gicznych, a w szczegodlnosci grzybow mikroskopo-
wych, nalezy zapewnié¢ prawidtowe funkcjono-
wanie i konserwacje systemdéw wentylacyjnych
pomieszczen gospodarskich, a w przypadku bra-
ku systemoéw wentylacyjnych trzeba zadbaé o od-
powiednie wietrzenie pomieszczenia.

Choroby spowodowane szkodliwym dziataniem
grzybow mikroskopowych wystepujgcych w at-
mosferze pomieszczen gospodarskich sg opisane
w przedmiotowej literaturze [8]. Mechanizm aler-
gizujgcego dziatania plesni nie jest jednak do tej
pory dokfadnie poznany. Zalezy on od szeregu
czynnikow, gtéwnie od preferencji osobniczych
oraz koegzystowania réznych gatunkéw grzybow
ogolnie okreslanych jako oddziatywanie synergis-
tyczne. Dutkiewicz w szeregu prac poswieconych
badaniu sktadu mikrobiologicznego pytéw opi-
sat liczbe poszczegdlnych grup mikroorganizmoéw
w pytach pochodzgcych z réznych srodowisk pra-
cy [1] Stwierdzit mianowicie, ze w sktad wszyst-
kich rodzajow pytdw wchodzg bakterie Gram-
ujemne, bakterie Gram-dodatnie, promieniowce
oraz grzyby mikroskopowe. WS$réd tej ostatniej
grupy mikroorganizmow najczesciej izolowane
z tego rodzaju prob sg grzyby z rodzaju: Aspergil-
lus (A. fumigatus, A. flavus, A. candidus, A. ter-
reus, A. clavatus, A. niger), Penicillum, Eurotium,
Trichoderma, Absidia, Mucor, Rhizopus oraz droz-
dze Candida spp., Rodothorulla spp., Endomyco-
pSis spp.

Podczas realizacji niniejszej pracy oznaczono
stezenie ERG w 76 pytach osiadtychpochodza-
cych z obdr, chlewni oraz kurnikéw. Sposréd
przeanalizowanych préb pytéw wyizolowano na-
stepujace rodzaje grzybdw, ktére wystepowaty
we wszystkich badanych srodowiskach: Asper-
gillus, Penicillium oraz Rhizopus. Dodatkowo
w pyle pochodzacym z obér zidentyfikowano
grzyby z rodzaju Cladosporium i Fusarium, nato-
miast w przypadku pytu pochodzgcego z kurnika
zidentyfikowano réwniez grzyby z rodzaju Fu-
sarium, a takze Mucor oraz Stemphylium. Pyt po-
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chodzacy z chlewni obok grzy-

bow z rodzaju Aspergillus,

Penicillium i  Rodothorulla Stemphylium; 58
w swoim skfadzie zawierat

réwniez grzyby z rodzaju Rhi- thizopus; 9,3
zopus oraz drozdze (Rys. 1). Fusarium; 3.1

Wsrod badanych préb pytow
najwiekszy udziat procentowy
we wszystkich oznaczonych ro-
dzajach grzybdéw miaty grzyby
z rodzaju Penicillium, Mucor
i drozdze (Rys. 2). Najmniejszy
udziat w populacji oznaczonych
mikroorganizmow miaty grzy-
by z rodzaju Fusarium. Pod
wzgledem rdéznorodnosci wystepujgcych gatun-
kéw grzybéw mikroskopowych kurnik jest naj-
bogatszym miejscem. Lavoie i in. 2006 wskazali
na ponad 20 rodzajow grzybdw mikroskopowych
wystepujacych w réznych kurnikach [9]. Pasanen
i in. 1999 na podstawie badan pytéw aerogen-
nych pochodzacych z chlewni i obér stwierdzi-
li, ze mikoflora grzybowa chlewni jest bardziej
zréznicowana pod wzgledem jako$ciowym niz mi-
koflora obory [10] Zidentyfikowali oni w chlewni
nastepujgce rodzaje grzybow: Penicillium, Alterna-
ria, Fusarium, Aspergillus, Cladosporium, Drechsle-
ra, natomiast w oborze zidentyfikowano gtéwnie:
Penicillium i Fusarium. Eduard 2009 w prébach
pytéw osiadtych pochodzacych z obory oznaczyt

Rysunek 1 Zdjecia aparatow rozmnazania grzybow
mikroskopowych wyizolowanych z pytéw pochodzgcych
z kurnika: A — Alternaria, B — Mucor, C — Penicillium,
D — drozdze (powiekszenie x 400)

Figure 1 Photos of reproduction apparatus of microscopic
fungi isolated from the dust coming from the poultry
house: A — Alternaria, B— Mucor, C— Penicillium,

D — yeast (magnification x 400)

A illus; 5,4
SPErglius; >, Alterneria; 8,1

Cladosporium; 7,5

Rysunek 2 Procentowy udziat oznaczonych rodzajéw grzybow we wszystkich

prébach pytéw

Figure 2 Percentage of designated types of fungi in all dust samples

obok w/w grzybéw réwniez: Trichothecium oraz
Thamnidium[2]

Obok sktadu jakosciowego mikoflory wazna ze
wzgledéw zdrowotnych jest rowniez ilos¢ ogol-
nej mikoflory grzybowej w pyle. Duza zawartos¢
grzybni oraz zarodnikdw w pyle aerogennym
zwieksza prawdopodobienstwo infekcji oraz wy-
stgpienia objawow alergicznych nawet wsréd
0s6b nie podatnych na dziatanie alergenéw [3].
W zwigzku z powyzszym proby pytéw poddano
analizie ilosciowej. Okreslenia ogdlnej zawartos-
ci mikoflory dokonano na podstawie oznacze-
nia stezenia ergosterolu (ERG). Zawartos¢ tego
metabolitu w prébach byfa bardzo zréznicowa-
na (Tab. 1). Zakres stezenia ERG dla badanych
prob wynosit od 142,08 mg/kg do 710,64 mg/kg.
Najwyzsze $rednie stezenie zaobserwowano dla
prob pytu z kurnika i wynosito ono 651,16 mg/kg,
natomiast najnizsze w pytach z chlewni wyno-
szgce 170,25 mg/kg. W przedmiotowej literatu-
rze brak danych na temat zawartosci ERG w py-
le pochodzagcym z pomieszczen gospodarskich.
Znajdujemy natomiast informacje dotyczace ste-
zenia tego metabolitu w pyle pochodzgcym
z mieszkan. Tangni i in. 2006 podaje wyniki ste-
zenia ERG w prébach pytéw pochodzacych
z pomieszczen mieszkalnych znajdujgce sie
w zakresie od 20 mg/kg do 165 mg/kg [11].
Szwajkowska i in. 2010 analizowali proby pytow
pochodzacych z laboratoriow zajmujgcych sie
analizg zb6z [12] Zakres wystepujgcych stezen
ergosterolu dla wszystkich préb wynosit od 0,48
mg/kg do 212,36 mg/kg. Wsrdd danych dotycza-
cych zawartosci ERG w pytach nie znajdujemy
informacji, ktére mogtyby wskazywaé jakie ste-
zenie wystepujgce w pyle moze stanowié za-
grozenie dla ludzi narazonych na ich ekspozycje.
Z jednej strony informacje na temat bezpiecznej
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Tabela 1 Srednia i zakres zawartosci ERG (mg/kg) oraz liczba grzybéw w pytach osiadtych zebranych
w pomieszczeniach gospodarczych na terenie Wielkopolski
Table 1 Mean and range of content of ERG (mg/kg) and the number of fungi in settled dust collected
from livestock buildings in the Wielkopolska

Pomieszczenie Stezenie ERG (mg/kg) Liczba grzybéw (log jtk/g)
inwentarskie Zakres Srednia Zakres Srednia
Kurnik (n=23) 457,55 -710,64 651,16°¢ 6,9-9,1 8,4¢
Obora (n=12) 142,08 - 392,69 284,33 1,2-2,8 2,6°

Chlewnia (n=11) 148,27 - 201,44 170,25° 1,2-2,3 1,3°

granicy stezenia tego metabolitu podajg Maupe-
tit i in. 1993 [13]. Przyjeli oni dla materiatu ros-
linnego jakim sg ziarniaki zbéz wartos¢ 3 mg/kg
jako bezpieczng dla konsumenta. Z drugiej stro-
ny Pasaneniin. podaja, ze w czystej kulturze grzy-
bowej (w zaleznosci od rodzaju i gatunku grzy-
ba wartosci stezenia ERG sg nieco inne) Srednie
stezenie ERG wynosi ok. 1850 mg/kg[10]

4. PODSUMOWANIE

Wysokie stezenie ergosterolu w badanych pytach
pochodzacych z réznych pomieszczen gospodar-
skich wskazuje na liczne zagrozenia zwigzane
z mozliwoscig wystgpienia choréb zawodowych.
Dotyczy to gtéwnie pracownikéw sektora rolni-
czego. Na racjonalne zagrozenia wskazuje ziden-

[1]
(2]
(3]

tyfikowanie w analizowanym materiale réznych
toksyno- i alergenotwodrczych grzybéw mikro-
skopowych. Wyznaczona duza ilos¢ mikoflory po-
twierdza w petni te obserwacje.
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