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СПИСОК ОСНОВНЫХ СОКРАЩЕНИЙ

АБЛА - аллергический бронхолегочный аспергиллез АД - атопический дерматит (=синдром атопической экземы/дерматита) АР - аллергический ринит AT - антитело БА - бронхиальная астма ИФА - иммуноферментный анализ КОЕ - колониеобразующая единица МАТ - моноклональные антитела ПГ - полигуанидины ППК - простая периодическая культура СЭМ - сканирующий электронный микроскоп ЧАС - четвертичные аммониевые соединения НЕРА - High Efficiency Particulate Air IgE - иммуноглобулин Е - Т-хелпер 2-го типа

ВВЕДЕНИЕ Актуальность проблемы

Хорошо известно, что присутствие плесневых грибов и их метаболитов в окружающей человека среде может оказывать токсическое действие, способствовать развитию микозов, а также провоцировать развитие аллергических реакций (Reponen, 1995; Chapman, 1998; Kurup, 2003; Lange et al., 2003; Mezzari et al., 2003; Nordness et al., 2003; Pieckova, 2003; Ronald et al., 2003 и др.). Кроме того, существует группа заболеваний, объединяемых под общим названием "синдром больных зданий" (sick building syndrome), которыми страдают люди, длительное время находящиеся в «неблагополучных» помещениях, в том числе пораженных плесневыми грибами (Cooley et al., 1998; Gabrio et al., 2003; Kapfhammer, 2003; Rogers, 2003).

Многочисленные исследования свидетельствуют о постоянном увеличении числа аллергических заболеваний, включая рост микогенной сенсибилизации (Адо, 1980; Пыцкий и др., 1991; Chapman et al., 2001 и др.). Мнения разных исследователей о роли и степени участия грибов в развитии аллергических заболеваний неоднозначны. Однако, доказано, что грибы являются фактором риска развития сенсибилизации у лиц с генетической предрасположенностью к атопии. По данным разных авторов, от 6 до 15% всего населения и от 2 до 30% аллергических больных сенсибилизированы к микроми-цетам (Gravesen, 1979; Miller, 1992). Спектр ведущих аллергенов плесневых грибов в разных климатогеографических регионах различен, что напрямую связано с особенностями микобиоты конкретного региона (Peat et al., 1993; Verma et al., 1995; Shen, Wang et al., 2000).

Несмотря на то, что интерес к плесневым грибам как «климатическим аллергенам» возник в начале XX века, многие проблемы диагностики, лечения и профилактики аллергии на плесневые грибы еще не изучены. Решение этих вопросов требует знания видового состава, биологии и экологии грибов, непосредственно окружающих человека. Контакт людей с микромицетами

происходит постоянно: в быту, на работе, в транспорте, во время пребывания на улице. В настоящее время особенно остро стоит проблема изучения мико-биоты различных помещений, в том числе и жилых, где население современных городов проводит значительную часть времени. В первую очередь, это касается детей, поскольку известно, что контакт организма ребенка в первые годы жизни с микогенными аллергенами является решающим фактором для развития сенсибилизации к ним в дальнейшем (Pollart, Platts-Mills, 1989; Sporik et al., 1993; Chapman et al., 2001).

Исследование микобиоты жилых помещений позволит установить закономерности ее формирования и особенности структурной организации, что непосредственно отражается на структуре экспозиции микогенных аллергенов и особенностях сенсибилизации жителей города.

Цель работы

Охарактеризовать структурную организацию микобиоты жилых помещений и оценить сенсибилизацию к аллергенам различных плесневых грибов в условиях г. Москвы.

Задачи

1. Изучить структуру микобиоты пыли и воздуха жилых помещений г. Москвы: таксономическое разнообразие, встречаемость, численность и структуру доминирования.

2. Изучить сезонную динамику микромицетов жилых помещений г. Москвы.

3. Исследовать структуру и динамику комплекса микромицетов в лабораторных культурах клещей домашней пыли сем. Pyroglyphidae - Dermato-phagoides pteronyssinus и D.farinae, используемых в качестве сырья для производства клещевых аллергенов.

4. Проанализировать частоту выявления и уровень сенсибилизации к различным микромицетам у больных аллергией методами in vivo и in vitro.

5. Разработать методические подходы расчета «микогенной нагрузки» в жилых помещениях.

6. Разработать алгоритм микологического обследования жилых помещений как дополнение к дифференциальной диагностике микогенной аллергии.

Научная новизна

Впервые изучена структура и динамика микобиоты жилых помещений г.Москвы. Установлено, что микобиоте жилых помещений г.Москвы свойственны как специфические, так и общие с другими регионами черты структурной организации. Общность проявляется в значительном участии в составе микобиоты ксерофильных и ксеротолерантных видов, специфичность - в структуре доминирования, основанной на показателях встречаемости и численного соотношения таксонов. Разработана классификация микромицетов жилых помещений по характеру сезонной динамики.

Получены новые данные о биоценотических отношениях между плесневыми грибами и клещами ceM.Pyroglyphidae - D.pteronyssinus и D.farinae. Изучен состав и динамика численности микромицетов в простых периодических культурах синантропных клещей D.pteronyssinus и D.farinae.

Практическая значимость

Выявлены наиболее часто встречающиеся виды плесневых грибов, которые рекомендуется включить в панель диагностических аллергенов, используемых для диагностики микогенной сенсибилизации в г.Москве: Asper-gillus repens, A.sydowii, A.versicolor, Cladosporium cladosporioides, Penicillium chrysogenum, P.frequentans, P.cyclopium.

Обоснована необходимость проведения микологического обследования жилых помещений при профилактике, диагностике и лечении аллергических заболеваний.

Установлены средние значения концентрации пропагул грибов в воздухе и пыли жилых помещений в различные сезоны, что необходимо для

оценки экспозиции микогенных аллергенов в окружающей среде аллергических больных.

На основе данных мониторинга численности пропагул плесневых грибов в жилых помещениях предложены рекомендации по срокам проведения профилактики и лечения микогенной сенсибилизации в условиях г.Москвы.

Разработан алгоритм проведения мероприятий по снижению численности грибов в жилых помещениях, а также по химическим мерам борьбы с грибами, вызывающими биоповреждения.

Разработана методика расчета "микогенной нагрузки" в жилых помещениях.

Изучен комплекс микромицетов, колонизирующих сырье для производства клещевых аллергенов (культуры клещей D.pteronyssinus и D.farinae, выращиваемых на утильных волосах из электробритв).

Основные положения, выносимые на защиту

1. Микобиота жилых помещений представляет собой антропогенное сообщество, имеющее отличные от природных микоценозов черты структурной организации, проявляющиеся во встречаемости, уровне численности конкретных таксонов, структуре доминирования и их сезонной динамике. Микобиота жилых помещений является ксеротолерантным сообществом, что проявляется в большом видовом разнообразии, высокой встречаемости и значительной доле ксеротолерантных и ксерофильных видов микромицетов, в том числе аспергиллов с телеоморфными стадиями из рода Eurotium.

2. Клещи домашней пыли ceM.Pyroglyphidae - D.pteronyssinus и D.farinae - и плесневые грибы связаны топической, трофической и форической биоце-нотическими связями. Биоценотические отношения пироглифидных клещей и микромицетов варьируют от мутуалистических до антагонистических в зависимости от видового состава и численности клещей и грибов.

Супердоминирующее положение в простых периодических культурах D.pteronyssinus и D.farinae, выращиваемых на утильных волосах из электробритв, занимает Aspergillus penicillioides.

3. Учитывая широкое распространение аллергических реакций и недостаточный спектр коммерческих аллергенов из микромицетов, проведение микологического анализа в жилых помещениях позволит осуществлять дифференциальную диагностику микогенной сенсибилизации.

Считаю своим приятным долгом выразить глубокую благодарность зав. лабораторией аллергодиагностики НИИВС им. И.И.Мечникова профессору В.Б.Гервазиевой за предоставленную возможность работать с материалами по иммуноферментному анализу, а также зав. лабораторией клинической аллергологии М.А.Мокроносовой за предоставленную возможность работать с материалами по скарификационным кожным пробам.

Выражаю искреннюю признательность и благодарность зав. кафедрой микологии и альгологии Биологического факультета МГУ им. М.В.Ломоносова профессору Ю.Т.Дьякову за проявленный интерес к работе и предоставленную возможность проведения исследований на кафедре.

Выражаю сердечную благодарность своим учителям: зав. лабораторией экологической биотехнологии НИИВС им. И.И.Мечникова Т.М.Жёлтиковой, доценту кафедры микологии и альгологии Биологического факультета МГУ

им. М.В.Ломоносова [1\П.Сизовой|, старшему научному сотруднику

Е.Н.Биланенко, научным сотрудникам В.Л.Мокеевой и Л.Н.Чекуновой, а также старшему научному сотруднику кафедры энтомологии А.Д.Петровой-Никитиной за огромную помощь, которую они оказывали в процессе выполнения работы, и за чисто человеческую поддержку.

ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ

1.1. МИКОБИОТА ЖИЛЫХ ПОМЕЩЕНИЙ 1.1.1. Структурная организация микобиоты жилых помещений

Интерес к изучению микобиоты жилых помещений очень велик как в странах Западной Европы, так и в США и Канаде (Solomon, 1975, 1976; Hirsch, Sosman, 1976; Lumpkins, Corbit, 1976; Gravesen, 1978; Kozak et al., 1979; Reenen-Hoekstra et al., 1991; Li, Kendrick, 1995 a,b, 1996; Horak et al., 1996; Shelton et al., 2002 и др.). Что касается России и стран бывшего СССР, имеются данные исследований, проводимых в Семипалатинске, Санкт-Петербурге и Ленинградской области, Вильнюсе, Каунасе, Казани (Галикеев, 1966; Чайка, 1969; Золубас, Лугаускас, 1987; Храмов, 1993; Богомолова, 1999).

В жилых помещениях грибы можно выделить из пыли, собранной с постелей, мягкой мебели, пола, стен, потолка, а также из воздуха. Благодаря наличию широкого спектра ферментов, грибы могут использовать в качестве пищевого субстрата различные ткани, дерево, обои, масляную и водоэмульсионную краски, штукатурку, побелку, развиваясь на мебели, стенах, потолке, оконных рамах и т.д. Так, споры Penicillium verrucosum при достаточной влажности могут за 30-60 мин прорастать на новых бумажных обоях, а через день происходит развитие мицелия и начинается споруляция. В течение недели вся влажная поверхность стены может быть колонизирована грибами (Pasanen et al., 1992). Грибы также колонизируют пищевые продукты.

Домашняя пыль представляет собой гетерогенную смесь, включающую органические и неорганические частицы. Неорганическую часть могут составлять синтетические волокна, глина, песок, минеральные вещества, соли и т.д. В органическую часть входят чешуйки кожи человека и домашних животных, шерсть, волосы, пыльца растений, натуральные волокна, частицы пищи человека, линочные шкурки и экскременты различных членистоногих. Домашняя пыль населена специфической биотой, представленной клещами, грибами, бактериями, микроводорослями (Желтикова и др., 1985; Fain et al., 1990).
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Воздух, как известно, - одна из главных сред распространения грибов. По воздуху споры рассеиваются либо пассивно с воздушными течениями (ветер, конвекционные потоки), либо активно отбрасываются на значительные расстояния. Количество спор в воздухе сильно колеблется в зависимости от местности, высоты атмосферного слоя над земной поверхностью, времени года и целого ряда других факторов.

По данным литературы, для микобиоты жилых помещений характерно богатое таксономическое разнообразие. Так, только в жилых помещениях Литвы было зарегистрировано около 250 видов микромицетов (Золубас, Лу-гаускас, 1987). Поскольку грибы являются космополитными и эврибионтны-ми организмами, обращает на себя внимание сходство видового состава микромицетов, выделенных из жилых помещений разных регионов. Еще в 1972 году Griffin отметил, что списки видов грибов, выделенных из почв географически сильно отличающихся районов, более похожи, чем различны (Griffin, 1972). Тем не менее, для каждого типа почв характерен комплекс грибов, в количественных и структурных особенностях которого проявляется специфика местообитания, хотя составляющие его виды не стенотопны (Бабьева, 1983). То же самое можно сказать и о микобиоте жилых помещений. Структура микобиоты жилых помещений зависит от ряда факторов, таких как климатические особенности, тип почв и видовой состав высших растений данного региона (Gravesen, 1972). Формирование микобиоты жилых помещений происходит преимущественно за счет родов Penicillium, Aspergillus, Clado-sporium и Alternaria (табл. 1, 2). Обилие микромицетов определяется, в основном, доминирующими и часто встречающимися таксонами.
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Таблица 1. Таксоны микромицетов, наиболее часто встречающиеся в воздухе жилых помещений различных регионов.

Регион Наиболее часто встречающиеся таксоны микромицетов Литературный источник

Шотландия Penicillium spp., дрожжи, Cladosporium spp., Aspergillus spp., Ulocladium spp., Geomyces pannorum, Sistotrema brink-mannii Hunter et al., 1988

северо-восточная часть Голландии Penicillium, дрожжи, Mycelia sterilia, Aspergillus, Botrytis, Basidiomycetes, Cladosporium, Alternaria, Paecilomyces, Mucor Beaumont et al., 1984

Голландия Aspergillus versicolor, Cladosporium spp., Penicillium chrysogenum Reenen-Hoekstra et al., 1991

Голландия Penicillium, Eurotium, Cladosporium Verhoeff, Wi-jnenetal., 1990

Голландия Penicillium, Cladosporium, Wallemia Verhoeff, Wi-jnenetal., 1992

Дания Cladosporium herbarum, Penicillium spp., дрожжи, Mycelia sterilia, Alternaria spp., Rhodotorula rubra, Botrytis cinerea, Aspergillus spp., Cladosporium macrocar-pum, Trichosporon pullulans, Phoma spp., Chrysosporium spp., Trichoderma viride, Scopulariopsis spp., Epicoccum spp., Ver-ticillium spp., Arthrinium spp., Mucor spp., Stemphylium spp., Fusarium spp., Paecilomyces spp., Cephalosporium spp. Gravesen, 1972
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Любек (Германия) Penicillium, Aspergillus, Cladosporium, Senkpiel et al.,

Mucor, Chrysonilia, Verticillium, Geotri- 1996

chum, Trichoderma

Санкт-Петербург и Penicillium, Aspergillus Богомолова и

Ленинградская об- др., 1999

ласть

Наго (Япония) Cladosporium, Penicillium, Aspergillus Sakai et al.,

2003

Северная Кали- Cladosporium, Penicillium, Alternaria, Kozak et al,

форния (США) Sterile Mycelium, Epicoccum, Aspergil- 1979

lus, Aureobasidium, Drechslera

Центральная и за- Cladosporium, Alternaria, Penicillium Lumpkins, Cor-

падная часть США bit, 1976

США (по всей Cladosporium, Penicillium, неспорули- Shelton et al.,

территории) рующие грибы, Aspergillus 2002

Китченер- Cladosporium, Aspergillus/Penicillium, Li, Kendrick,

Ватерлоо, Онтарио Leptosphaeria 1995 a

(Канада)

Сент-Джонс, Мон- Penicillium, Cladosporium, Alternaria Miller et al.,

реаль, Оттава, То- 1988

ронто, Ванкувер

(Канада)

Isparta (Турция) Penicillium, Cladosporium, Aspergillus, Unlu et al., 2003

Alternaria

Израиль Aspergillus, Penicillium, Alternaria, Cla- Katz, Vergeler

dosporium etal., 1999

Австралия Cladosporium, Penicillium Dharmage, Bai-

ley etal, 1999

13

Таблица 2. Таксоны микромицетов, наиболее часто встречающиеся в пыли жилых помещений различных регионов.

Регион Наиболее часто встречающиеся Литературный

таксоны микромицетов источник

Барселона Penicillium, дрожжи, Cladosporium, As- Calvo et al.,

(Испания) pergillus, Rhizopus, Mucor, Alternaria, 1982

Trichoderma, Aureobasidium

Дания Mucor, Penicillium, Alternaria, Cladospo- Gravesen, 1972

rium, Aspergillus, Ulocladium, Rhodoto-

rula, Fusarium, Rhizopus

Эрфурт, Гамбург Penicillium, Aspergillus, Altemaria Koch et al.,

(Германия) 2000

Восточная и За- Penicillium, Eurotium, Aspergillus, Al- Oppermann et

падная Германия ternaria, Epicoccum, Cladosporium al., 2001

Upper Silesia Penicillium, Aspergillus, дрожжи Horak et al.,

(Польша) 1996

Сент-Джонс, Мон- Penicillium, Cladosporium, Alternaria Miller et al.,

реаль, Оттава, То- 1988

ронто, Ванкувер

(Канада)

Одним из первостепенных факторов, определяющих рост и развитие грибов, является влажность. Однако, влияние влажности на концентрацию микромицетов в воздухе помещений не однозначно. Так, одни исследователи отмечали более высокую концентрацию спор в воздухе сырых помещений (Solomon, 1976; Waegemaekers, Wageningen et al., 1989; Li, Kendrick, 1995 b; Dotterud et al., 1996; Takahashi, 1997; Garrett et al, 1998; Ren et al., 2001), тогда как другие не наблюдали четкой зависимости (Pasanen, Niininen et al., 1992; Li, Hsu, 1997) или наблюдали отрицательную корреляцию между влажностью
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и концентрацией спор грибов, объясняя этот факт ухудшением аэродинамических свойств диаспор микромицетов при увеличении относительной влажности воздуха (Debey, Trampel et al., 1995). При анализе биоповреждений отмечается прямая корреляция между влажностью строительных материалов и концентрацией пропагул поражающих их грибов. Однако, это утверждение не верно для «старых» повреждений, где строительные материалы и конструкции уже высохли (Pasanen, Rautiala et al., 2000). Высокую экспозицию микромицетов в воздухе помещений нередко регистрировалась при наличии видимого роста и запаха плесени, плохой вентиляции, а также домашних животных, старых ковров и при нерегулярных уборках (Li, Kendrick, 1995 b; Garrett et al., 1998; Dharmage, Bailey et al., 1999). При оптимальных условиях температуры и влажности грибы способны развиваться в вентиляционных системах и системах кондиционирования, что может служить дополнительным источником спор в помещении (Schata et al., 1989; Fluckiger et al., 1998). Тем не менее, концентрация микромицетов значительно ниже в тех помещениях, в которых вентиляция осуществляется с помощью кондиционеров и других механических систем, в то время как в естественно вентилируемых зданиях состав грибов во многом зависит от такового в атмосферном воздухе (Hirsch et al., 1978; Reponen, 1989). Для домов, оснащенных кондиционерами, характерно низкое таксономическое разнообразие микромицетов и его относительное постоянство (Parat, Perdrix et al., 1997).

В домашней пыли повышенный уровень концентрации микромицетов ассоциируется с протечками, видимым ростом и запахом плесени в помещении (Dales et al., 1997). Важное значение имеет также материал, с которого собраны пробы. Так, в пыли, собранной с матрасов, покрытых хлопковыми чехлами, численность грибов значительно выше, чем в пробах, собранных с матрасов с синтетическими чехлами (Pitten et al., 2000; Pitten et al., 2001).
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1.1.2. Сезонная динамика комплекса микромицетов

Актуальность создания календаря пыления высших растений не вызывает сомнений. Изучение сезонной динамики микобиоты жилых помещений является этапом в создании аналогичного календаря для плесневых грибов. Целостная картина складывается с учетом сезонной динамики микромицетов в наружном атмосферном воздухе и сезонной динамики микромицетов в помещениях различного назначения (жилых, общественных). В Италии, Швеции, Бельгии, Греции созданы микологические календари, отражающие динамику численности спор грибов в атмосферном воздухе (D'Amato et al., 1984; Rubulis, 1984; No lard, 1997; Gioulekas, Damialis et al., 2004). В Москве аналогичные данные существуют только для Cladosporium и Alternaria (Рыж-кин и др., 2002).

В микологической литературе о динамике микобиоты наибольшее число работ посвящено сезонным изменениям комплекса микромицетов наружного атмосферного воздуха. Полученные разными исследователями данные свидетельствуют об увеличении общего количества диаспор в летние месяцы и снижении в зимние (табл. 3). Сезонным изменениям подвержена не только численность, но и структура доминирования комплексов микромицетов. Большинство авторов относят к «сезонным» грибам, т.е. встречаемость и численность которых зависят от времени года, виды родов Cladosporium и Alternaria (Галикеев,1966; Чайка, 1969; D'Amato et al., 1984; Beaumont et al., 1984; Lowenstein et al., 1986; Larsen, Gravesen, 1991; Li, Kendrick, 1995; Cal-deron et al., 1997; Koch et al., 2000). Исследования микромицетов атмосферного воздуха г.Москвы, проведенные с марта по октябрь, позволили выявить в летне-раннеосенний период высокую численность спор Cladosporium (пик с июля по август) и базидиомицетов (пик с конца июля по начало сентября). Максимум общей численности всех зарегистрированных микромицетов приходился на конец июля - сентябрь (Рыжкин, Еланский, 2003).
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Данные, касающиеся сезонных изменений микобиоты жилых помещений, фрагментарны и противоречивы. Некоторые исследователи не выявили зависимость динамики микобиоты от сезона (Чайка, 1969; Золубас, Лугау-скас, 1987, Nolard, 1997). Данные других авторов, напротив, свидетельствуют о ее существовании (Hirsch, Sosman, 1976; Beaumont et al., 1984; Li, Kendrick, 1995; Takahashi, 1997; Koch et al., 2000) (табл. 4).

Динамика микобиоты жилых помещений и атмосферного воздуха имеет много общих черт (Beaumont et al., 1984; Li, Kendrick, 1995 a; Koch et al., 2000), однако сезонные изменения в атмосферном воздухе выражены более отчетливо (Li, Kendrick, 1995 a; Koch et al., 2000), кроме того, численность некоторых микромицетов в жилых помещениях не коррелирует с таковой в атмосферном воздухе (Beaumont et al., 1984; Li, Kendrick, 1995 a, 1996). А.Кох с соавторами (Koch et al., 2000) считают, что в летние месяцы мико-биота жилых помещений во многом отражает таковую атмосферного воздуха, тогда как в зимний период выявляются микромицеты, характерные именно для конкретного жилища. На основе сравнительного анализа динамики микромицетов в атмосферном воздухе и в жилых помещениях Hirsch и Sosman (Hirsch, Sosman, 1976), а позднее Li и Kendrick (Li, Kendrick, 1996) показали, что споры грибов не только привносятся в помещения извне, но и развиваются внутри помещений.

Таким образом, структура и динамика микобиоты в разных регионах различна и зависит от климатогеографических особенностей, типа почв, видового состава высших растений конкретного региона, а также социальных факторов.
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