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Proben nehmen — aber richtig!

Mykotoxinbefunde bei einem Schimmelschaden: In der vorliegenden Fallstudie wurde ein Objekt
mit einem Schimmel-Altschaden und zwei auffalligen Raumen (Technikraum und Treppenhaus)
gezielt auf eine Belastung mit Mykotoxinen untersucht. Dazu wurden insgesamt 13 Luft-,

Wisch- und Materialproben fiir die Mykotoxinbestimmung gezogen.
Dr.-Ing. Beate Mattuschka, Dipl.-Chem. Jes Johannsen, Dipl.-Ing. Robert Priller,
Univ.-Prof. Dr. Dr. habil. Manfred Gareis

Abb. 1: Situation vor Ortim Technikraum

ingesetzt wurde eine Multimykotoxin-

Methode mit einem LC-MS/MS-System
(liquid chromatography-tandem mass spec-
trometry), mit der in einem Analysenlauf 25
der wichtigsten Toxine von Arten der Gat-
tungen Aspergillus, Chaetomium, Fusarium,
Penicillium und Stachybotrys erfasst werden
konnen.
Insgesamt wurden im Objekt sieben ver-
schiedene Mykotoxine in zum Teil sehr
hohen Konzentrationen nachgewiesen:
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Sterigmatocystin (unter anderem von Asper-
gillus versicolor), Roquefortin C (von Penicilli-
um spp.) und die Stachybotrys-Toxine Stachy-
botrylactam, Roridin E, Roridin L2, Satrato-
xin G und Satratoxin H. Besonders betroffen
war dabei der Technikraum, in dem die Toxi-
ne auch in der Luftsammelprobe detektiert
wurden.

Da die erfassten Mykotoxine von toxinoge-
nen Arten der Gattungen Aspergillus, Penicil-
lium und Stachybotrys produziert werden,
kann — unabhéngig von einem mykologi-
schen Nachweis — auf die Prasenz dieser
Schimmelpilze im Verlauf der Schadensent-
wicklung riickgeschlossen werden.

Eine besondere gesundheitliche Bedeutung
kommt aufgrund ihrer toxischen Eigenschaf-
ten den makrozyklischen Trichothecenen
(Roridine und Satratoxine) zu, die von Sta-
chybotrys chartarum Chemotyp S gebildet
werden und in sehr hohen Konzentrationen
im Technikraum des Objekts nachgewiesen
wurden.

Die LGCGMS/MS-Methode hat sich mittlerwei-
le als sehr gut fiir den Routineeinsatz geeig-
net, wobei mit der Erfassung der relevanten
Mykotoxine von toxinproduzierenden
Schimmelpilzisolaten eine wissenschaftlich
fundierte Grundlage fiir die Einschdtzung
von potenziellen gesundheitlichen Risiken
durch die Schimmelpilztoxine gewahrleistet
ist. Der Nachweis der Mykotoxine in den
Luftproben bestatigt, dass in Objekten mit
Schimmelschaden das Risiko einer Aufnah-
me von Mykotoxinen iiber die Atemwege
gegeben sein kann.

In dieser Fallstudie konnte auch gezeigt wer-
den, dass Wischproben fiir analytische Zwe-
cke aufgrund der einfachen Handhabung
und zerstdrungsfreien Probengewinnung
vorteilhaft fiir die Routinepraxis sind.

Schimmelschaden und Mykotoxine

Die Belastung von Wohnrdumen und
Arbeitsplatzen (Innen- und AuBenraume) mit
Schimmelpilzen kann zu einer Exposition des
Menschen mit Mykotoxinen fiihren, die Gber
Staube oder Luft aufgenommen beziehungs-
weise inhaliert werden kdnnen. Zudem be-
steht bei Schimmelschdden ein gesundheitli-
ches Risiko Uber den direkten Hautkontakt
mit kontaminierten Materialien [1].
Aufgrund einer Vielzahl an relevanten Pil-
zen, insbesondere der Gattungen Aspergil-
lus, Penicillium, Alternaria, Fusarium, Chaeto-
mium und Stachybotrys ist das Spektrum der
maoglicherweise vorkommenden toxinoge-
nen Stoffwechselprodukte sehr breit. Grund
dafiir ist, dass viele Arten der genannten
Schimmelpilzgattung zur Bildung von Myko-
toxinen befahigt sind [2].

Bislang sind mehr als 450 dieser Metabolite
von Schimmelpilzen als Mykotoxine charak-
terisiert worden, wobei jedoch nicht alle von
praktischer Relevanz bei Schimmelschaden
sind. Von besonderer Bedeutung sind die
Mykotoxine von Arten der Gattungen Asper-
gillus, Penicillium, Chaetomium und Stachybo-
trys, die wiederholt in unterschiedlichen Pro-
benmaterialien von Schimmelschaden nach-
gewiesen werden konnten [3, 4, 5, 6, 7|.

Die Vielzahl der mdglicherweise vorkom-
menden Mykotoxine stellt spezielle Anfor-
derungen an die Probenahme, Probenvor-
bereitung/-reinigung und die instrumentelle
Analytik. Mithilfe einer Multi-Mykotoxin-
Methode, die an der LMU Miinchen entwi-
ckelt und seit Jahren praktisch genutzt wird,
ist es moglich, in einem Analysenlauf mehr
als 25 Mykotoxine in einer Probe nachzu-
weisen [8].
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Abb. 2: Technikraum, Feuchteschédden an der Massivwand und Schimmelbefall an
der Leichtbauwand

Abb. 4: Treppenhaus mit Feuchteschdden

Damit eignet sich dieses Analysenverfahren in besonderer Weise fiir
die Mykotoxinbestimmung und Abschatzung potenzieller Gesund-
heitsgefdhrdungen bei Schimmelschaden. In diesem Zusammen-
hang ist das Vorkommen von Mykotoxinen in der Luft und eine da-
mit verbundene mdgliche inhalative Aufnahme der Toxine von be-
sonderem Interesse.

Schimmelschaden - Fallbeschreibung

Der exemplarisch ausgewdhlte Schimmelschaden eignete sich aus
mehreren Griinden fiir eine Mykotoxin-Analytik mit der Multi-
Mykotoxin-Methode:

Die Trocknung des Wasserschadens sowie die Schimmelbeseitigung
hatte im betroffenen Objekt noch nicht stattgefunden, sodass die
Beprobungen in einem seit Monaten ,ungestorten” Schaden statt-
finden konnten und unterschiedliche Probenarten inklusive einer
ausreichenden Menge an Materialien genommen werden konnten.
Bei dem Objekt handelte es sich um einen Wasserschaden im FuBbo-
denaufbau eines nicht unterkellerten Erdgeschosses.
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Abb. 3: Technikraum, gedffnete Leichtbauwand mit sichtbaren Schimmelschaden

In den Wénden war der Schaden durch aufsteigende Feuchtigkeit
deutlich sichtbar geworden. Zum Zeitpunkt der Untersuchungen
waren die betroffenen Bauteile noch durchfeuchtet.

Da der Feuchteschaden bereits circa ein Jahr vorlag, konnten sich
Schimmelpilze und andere Mikroorganismen tiber mehrere Monate
ausbreiten. Es war deshalb davon auszugehen, dass sich die unter-
schiedlichsten Arten an Schimmelpilzen entwickelt hatten, mégli-
cherweise bereits in Konkurrenz zueinander getreten waren und mit
dem Vorkommen von unterschiedlichen Mykotoxinen gerechnet
werden konnte [9].

In dem ausgewdhlten Objekt gab es Schimmelschaden an verschie-
denen Bauteilen beziehungsweise Baustoffen, die typischerweise
bei Innenraumschaden betroffen sind:

a) Leichtbauwand aus Gipskarton, geddmmt mit Mineralfaser

b) Massivwand aus Kalksandstein mit Putz und Farbe sowie Putz
und Tapete

Der unter a) genannte Schaden lag in einem Raum mit 6,7 Quadrat-
meter Grundflache (Raumhdéhe circa 4 Meter). Die Abbildungen 1-3
zeigen den schmalen hohen Raum, der hier als Technikraum bezeich-
net wird. Die Gipskartonwande waren zum Teil ge6ffnet und die
Ddmmung war an einer Stelle herausgenommen worden (Abb. 3). Im
Eckbereich zur Tiir waren die F90-Leichtbauwande noch intakt und
zeigten starken Schimmelbefall bis in circa 1,0 Meter Hohe. An der
Massivwand zum Treppenhaus waren die Feuchteschdden durch
Ausbliihungen sichtbar.

Im angrenzenden Treppenhaus waren nur Massivwande vom Was-
serschaden betroffen. Die umlaufenden Wande zeigten im Sockelbe-
reich bis circa 0,80 Meter Schaden durch aufsteigende Feuchtigkeit.
Auf den geputzten Oberflachen war neben starken Salzausbliihun-
gen und Verfarbungen nur stellenweise Schimmelbefall zu erkennen
(Abb. 4).

Die an den Technikraum angrenzende Innenwand war mit Raufaser-
tapete bekleidet, die im Sockelbereich teilweise schon entfernt wor-
den war. Auf der noch vorhandenen Tapete zeigte sich in einem Be-
reich von circa 0,5 Quadratmeter deutlicher Schimmelbefall (Abb. 5).
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Tabelle 1
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Bildquelle: Beate Mattuschka

Abb. 5: Treppenhaus;
Innenwand zum Technik-
raum mit Schimmelbefall
an der Raufasertapete

Probenahmestelle, Probenanzahl (n), Kennzeichnung und

Probenart Eigenschaft

Technikraumn=6

Luft (Glasfaserfilter) - L1-TE (40.000 |

Wischtiicher

Material

— WI1-TE (von Gipskartonoberflache
W2-TE (von Gipskartonoberfliche) - W2-TR (von Putzoberflache)

M1-TE (Gipskarton, auffallig)
M2-TE (Gipskarton, auffallig)
M3-TE (Gipskarton, unaufféllig

Treppenhaus n=7

- L1-TR (40.000 )

— W1-TR (von Putzoberfldche)

— M1-TR (Tapete, auffallig)
— M2-TR (Tapete, auffallig)
(
(

M3-TR (Tapete, auffallig)
— MA4-TR (Tapete, unauffallig)

@ Wischproben von Gipskanon
@ Wischproben von Putz i)
(# Raumbtiproben aul Fier

Beprobungen

Im Objekt wurden folgende Proben in der
angegebenen Reihenfolge fiir die Mykoto-
xinuntersuchungen genommen:

1. Luftproben

2. Wischproben

3. Materialproben
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Abb. 7: Technikraum;

dquelle: Beate Mattu‘

Luftprobenahme mit
Multicollect-Luftpro-
bensammler

Abb. 8: Treppenhaus;
Luftprobenahme mit
Multicollect-Luftpro-
bensammler

Insgesamt wurden 13 Proben fiir die Fall-
untersuchung gezogen, jeweils sicher ver-
packt und fiir die Analysen an ein Mykoto-
xinlabor versandt.

Eine Probeniibersicht und die genaue Loka-
lisation der Probenahmen gehen aus der
Tabelle 1 und dem Lageplan der Abbil-
dung 6 hervor.
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Abb. 6: Ubersicht zur Lokalisation der Probe-
nahmestellen

Die beiden Materialproben M3-TE und
M4-TR von unauffalligen Stellen dienten

als Referenzproben.

Raumluftproben: In beiden Rdumen des
Objekts wurden zundchst Luftproben ge-
nommen. Eingesetzt wurde dazu ein Multi-
collect-Luftprobensammler mit einem Filter-
aufsatz fiir Glasfaser-Rundfilter (142 Milli-
meter) (Abb. 7+8).
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quelle: Beate Mattuschka

Die Sammler sind mit einem HEPA-Filter
ausgestattet, sodass die Abluft aus dem
Gerdt von Mikroorganismen sowie Schim-
melpilzsporen gereinigt zuriick in den Raum
gelangen kann.

Gesammelt wurden je 40.000 Liter pro Ge-
rt bei einem Volumenstrom von 100 I/min.
Die beaufschlagten Glasfaser-Filter wurden
fir den Versand mittels desinfizierter Pinzet-
te entnommen, in fabrikneue Alufolie ein-
geschlagen und beschriftet.

Wischproben: Fir die Abnahme von Wisch-
proben wurden definierte, mit Isopropanol
getrankte Vlies-Tiicher und Abnahmerah-
men verwendet.
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Mit den 10 x 12 Zentimeter groBen Tiichern
wurde dreimal iiber eine Flache von

100 Quadratzentimeter gewischt. Nach je-
dem Durchgang wurde das Tuch einmal ge-
faltet und mit einer sauberen Seite die Fla-
che nochmals abgewischt. Zur Orientierung
wurde vorab an der Probenahmestelle ein
Rahmen mit einer Innenflche von 100 Qua-
dratzentimetern aufgeklebt.

Bei der Beprobung mittels Vliestuch wurden
aus Sicherheitsgriinden Nitrilhandschuhe
getragen. Das belegte Vlies wurde fiir den
Versand in ein fabrikneues Transportréhr-
chen aus Kunststoff iiberfiihrt, sicher ver-
schlossen und verwechslungsfrei kodiert.

Abb. 12: Treppenraum, Wischprobe W2-TR

Im Technikraum wurden von zwei stark ver-
farbten Oberflachen von Gipskarton Wisch-
proben hergestellt (Abb. 9-12). Im Treppen-
haus wurden ebenfalls an zwei Stellen (ver-
farbte und eher unauffallige Stelle) Proben
mittels Wischtechnik entnommen

(Abb. 11+12).

Materialproben: Aus den stark durch
Schimmel befallenen Bereichen des Technik-
raumes und des Treppenhauses wurden
nach Abschluss der Raumluft- und Wisch-
probenentnahme mehrere Materialproben
entnommen. Dazu wurde desinfiziertes
Werkzeug und fabrikneues Verpackungs-
material verwendet.
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Abb. 13: Technikraum, Gipskartonprobe M1-TE
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Im Technikraum wurden zwei deutlich befal-
lene Gipskartonproben sowie eine Gipskar-
tonprobe aus einem hdher gelegenen un-
auffélligen Bereich der geschédigten Wand
als Referenz entnommen (Abb. 13+14). Im
Treppenhaus wurden von der stark befalle-
nen Tapete drei Proben entnommen sowie
eine weitere unauffallige Tapetenprobe
oberhalb des Schadensbereichs als Referenz
(Abb. 15+16).

Mykotoxinanalytik

Die Analytik erfolgte im Labor der domatec
GmbH basierend auf einer an der LMU Miin-
chen entwickelten LGGMS/MS-Methode, die
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Abb. 15: Treppenhaus, Tapetenproben M1-TR und M2-TR

"

Abb. 16: Treppenhaus, Tapetenproben M3-TR und M4-TR

seit vielen Jahren zur Charakterisierung toxi-
nogener Mikromyceten und zur Mykotoxin-
analyse im Lebens-, Futtermittel- und Um-
weltbereich eingesetzt wird [10, 8, 6, 5].

Die Mykotoxinbestimmung erfolgt dabei
unabhéngig von der Probenmatrix durch
Extraktion des zerkleinerten und homogeni-
sierten Probenmaterials mit einem Acetonit-
ril/Wasser-Gemisch. Die Extrakte werden
nach einem Clean-up-Schritt durch Flissig-
Flissig-Extraktion und einem Losungsmit-
telwechsel mittels Fliissigkeitschromato-
graphie (LCG-System Nexera X2, Shimadzu)
getrennt und unter Verwendung kommer-
ziell verfigbarer Referenzsubstanzen mittels
Massenspektrometrie (LC-MS-8050,
Shimadzu) detektiert und quantifiziert.

Die Identifizierung der Analyten erfolgt tiber
die typischen Retentionszeiten nach der
chromatographischen Trennung sowie den
charakteristischen Massentibergdngen fiir
die einzelnen Toxine (Abb. 17). Abgesichert
werden die Ergebnisse durch arbeitstagliche
Kalibrationen des LC-MS/MS-Systems und
bei jeder Probe durch eine Standardaddition
mit Referenztoxinen [11].

Als Ausgangsmengen werden fiir Material-
proben 0,1-20,0 Gramm benétigt. Wisch-
tlicher werden im Ganzen analysiert und re-
prasentieren jeweils die abgewischte Fldche
von 0,01 Quadratmeter.

B-+B Bauen im Bestand Sonderdruck



Bildquelle: Jes Johannsen

Roridin L2

Satratoxin G

8 Satratoxin H
M

2 Abb. 17: Ausschnitt

aus einem LC-MS/MS-
Chromatogramm mit
Nachweis von vier Sta-
chybotrys-Mykotoxinen
im Retentionszeitbereich
von 8,5 bis 11,00 Minuten
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Bei Luftsammelproben wird ebenfalls der
gesamte Filter verwendet. Die BezugsgroBe
hierbei ist das insgesamt gesammelte Luft-
volumen mit Angabe der Ergebnisse auf
Kubikmeter Luft.
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Mit dieser Multimykotoxin-Methode werden
in einem Analysenlauf 25 der wichtigsten
Toxine von Arten der Gattungen Aspergillus,
Chaetomium, Fusarium, Penicillium und Stachy-
botrys erfasst.

Der Nachweisgrenzbereich variiert dabei fir
einzelne Mykotoxine und in Abhangigkeit
der Probenart.

Ergebnisse

Im Objekt wurden insgesamt sieben ver-
schiedene Mykotoxine nachgewiesen:

e Sterigmatocystin

* Roquefortin C

e Stachybotrylactam

e Roridin E

e Roridin L2

e Satratoxin G

e Satratoxin H

Besonders betroffen war dabei der Technik-
raum, in dem Mykotoxine in allen Proben-
arten zu finden waren. Die genannten Toxi-
ne wurden dabei in zum Teil extrem hohen
Konzentrationen in den Wisch- und Mate-
rialproben detektiert (Tab. 2).

Anzeige
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Tabelle 2: Mykotoxinbefunde im Technikraum

Mykotoxine
Proben-

Probe
Nr.
Sterigmatocystin - Roquefortin C  Stachybotrylaccam  RoridinE  RoridinL2  Satratoxin G~ Satratoxin H
Luftfilter L1-TE 0,009 - 1.5 0,14 2,1 0,41 0,29
ng/m?
W1-TE 35.000 3.600 430.000 36.000 600.000 54.000 170.000
Wischtuch
W2-TE 560 - 27.000 490 7.000 - 1.200
ng/g
M1-TE 73 13 160 14 820 36 34
Material M2TE 14 - 560 1500 40000  12.000 20.000
(Gipskarton)
M3-TE 300 29 - - - - -

-1 negativ (< Nachweisgrenze)

Tabelle 3: Mykotoxinbefunde im Treppenhaus

Mykotoxine
Proben-

Probe
Nr.
Sterigmatocystin -~ Roquefortin C  Stachybotrylactam  RoridinE  RoridinL2  Satratoxin G Satratoxin H
M-Tr 1 73 - - - - - -
Material M-Tr2 74 B B B - B -
(Gipskarton) 1 13 420 - 43.000 - - - -
M-Trd - - - - - - -

~: negativ (< Nachweisgrenze)

Besonders auffallig war dabei die Wischprobe W1-TE, mit einem
positiven Befund fiir alle sieben Mykotoxine und einer sehr hohen
Belastung sowohl mit Sterigmatocystin als auch den Stachybotrys-
Toxinen Stachybotrylactam und den makrozyklischen Trichothecenen
Roridin E, Roridin L2, Satratoxin G und H.

In den beiden auffalligen Gipskartonproben M1-TE und M2-TE wurden
deutlich niedrigere Konzentrationen gefunden, in der Referenzprobe
M3-TE war nur Sterigmatocystin und Roquefortin C nachweisbar. Ein
positiver Mykotoxinnachweis mit Sterigmatocystin und fiinf Stachy-
botrys-Toxinen wurde zudem fiir die Luftsammelprobe ermittelt.
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Die Belastung mit Mykotoxinen war im Treppenraum deutlich niedri-
ger als im benachbarten Technikraum. Quantifizierbare Konzentra-
tionen flir Sterigmatocystin und Stachybotrylactam wurden dort in
drei beziehungsweise einer Materialprobe detektiert (Tab. 3). In der
unauffélligen Referenzprobe M-TR 4 wurden Mykotoxine nicht nach-
gewiesen.

Insgesamt dokumentieren die Ergebnisse der LC-MS-Analysen fiir
das Schadensobjekt eine duBerst hohe Belastung des Technikraumes
mit Mykotoxinen, die von verschiedenen toxinogenen Schimmelpil-
zen, darunter Aspergillus versicolor (Sterigmatocystin), Penicillium spp.
(Roquefortin C) und Stachybotrys chartartum Chemotyp S, gebildet
wurden.

B-+B Bauen im Bestand Sonderdruck



Diese Toxine wurden zudem in den Luftproben aus dem Technik-
raum nachgewiesen, wenn auch in deutlich niedrigeren Konzen-
trationen (Tab. 2). Damit ist eine mdgliche aerogene Belastung und
inhalative Aufnahme erneut dokumentiert [4].

Schlussfolgerungen

Das Vorkommen einer Reihe von Mykotoxinen in wassergeschadig-
ten Innenrdumen und die damit verbundenen Risiken fiir eine Ge-
sundheitsgefdhrdung wurde in den letzten Jahren wiederholt doku-
mentiert. Die Ergebnisse der vorliegenden Fallstudie bestétigen
nicht nur das magliche Vorkommen von Sterigmatocystin, Roque-
fortin Cund Stachybotrys-Toxinen (Stachybotrylactam und makrozyk-
lische Trichothecene), sondern zeigen auch, dass in einem Altscha-
den mit zum Teil extrem hohen Konzentrationen dieser Toxine zu
rechnen ist. Damit steigt das Risiko einer Gesundheitsgefahrdung
durch diese toxischen Schimmelpilzmetabolite in einem derart be-
troffenen Objekt, wobei auch die Luft belastet sein kann.

Die angewandte LG-MS/MS-Multimykotoxinmethode fiir die Erfas-
sung der relevanten Mykotoxine unterschiedlicher Schimmelpilzar-
ten hat sich bewdhrt und ist fiir Fragestellungen der Praxis sehr gut
geeignet. Dies ist insbesondere auch der Fall fiir die Probenahme mit
Wischtlichern, die einfach anzuwenden und im Vergleich zu Mate-
rialproben von Vorteil sind, da die Probenahme zerstorungsfrei ist.
Die Analysen der Tiicher liefern belastbare Ergebnisse zur Kontami-
nation der beprobten Fldchen mit Mykotoxinen und damit eine gute
Grundlage fiir die Einschatzung von gesundheitlichen Risiken. W
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