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Forord

Inom Nordiska Ministerrddets projekt for dokumentation av yrkeshygicniska
gransviirden har bildats en expertgrupp for att leda arbetet. Den bestr for nirvarande
av:

» Helgi Gudbergsson Heilsuverndarstédin, Reykjavik

« Petter Kristensen Statens Arbeidsmiljginstitutt, Oslo

+ Per Lundberg (ordf) Arbetsmiljoinstitutet, Solna

= Vesa Rithimiki Institutet for arbetshygien, Helsingfors
+ Adolf Schaich Fries Arbejdsmiljginstituttet, Kgbenhavn

Mélsittningen for arbetet dr att ge ett vetenskapligt underlag infor diskussion om
yrkeshygieniskt griinsviirde. Underlaget syftar till att frin publicerad vetenskaplig
litteratur komma fram till ett dos-respons-/dos-effekt-forhillande och en kritisk effekt,
s ldngt detta &r mojligt. Det dr diiremot inte expertgruppens uppgift att ge direkta
forslag dll grinsvirden.

Det insamlade materialet viirderas och ett dokumentférslag utarbetas av forfattare
som foreslds av expertgruppen. Den nationelle ledamoten fungerar som referent,
Forslaget diskuteras av expertgruppen och bearbetas direfter av forfattaren innan det
blir antaget.

Redaktionell granskning sker vid gruppens sekretariat vid Arbetsmiljéinstitutet i
Solna. Vetenskaplig sekreterare iir Brita Beije.

Endast artiklar som beddmts vara pilitliga och av betydelse for just denna diskussion
dberopas 1 detta dokument.

Biologiska halter ir angivna i mol/l eller mg/kg, lufthalter i mg/m3- Om halterna i de
refererade arbetena ej dr uttryckra i dessa sorter ir de sivitt mojligt omriiknade med
angivelse av den ursprungliga sorten inom parentes.

Viirderingen av det insamlade materialet och sammanstillningen av detta dokument
har utforts av professor Per Malmberg, Arbetsmiljéinstitutet, 171 84 Solna.

Dokumentftrslaget har vid expertgruppens méte 1991-05-07 antagits som dess
dokument.
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Lista pa forkortningar och korta beskrivningar av ndgra termer som
anvinds i denna rapport.

Termer med anknytning till mikroorganismer

Gram—positiv Bakrterier klassas efter Grams firgningsmetod. Gram—positiva
bakterier har en cellviigg som huvudsakligen bestdr av
peptidoglykan. Gram-negativa har ett tunt peptidoglykanskikt
och ett yttre lager som ér rikt pd lipopolysackarid.

Peptidoglykan ~ Komponent i cellviigg pd bakterier bist utvecklade i Gram—
positiva bakterier. I regel uppbyggt av repeterance enheter av N-
acetylglukosamin-N-acetylmuramin, tviirbundna med korta
peptidkedjor. Har inflammatoriska och adjuvans-egenskaper.

Glukan Kompenent i cellvigg p& mogelsporer. Bestir av linjira kedjor
av §-D-glukos med 1-3 bindningar (tvirbundna i 1-6 position).
Har inflammatoriska och adjuvans-egenskaper.

Endotoxin Toxisk komponent I cellviigg pd Gram-negativa bakterier som
bestdr av LPS

LPS Lipopolysackarid—Komponent i cellvigg pd Gram-negativa
bakterier med huvuddelen av endotoxinets toxiska effekier.

Lipid A Aktiva komponent i LPS

LAL Limulus amebocyte lysate assay—Metod att méta endotoxin.

fmlp Jormyl-metionyl-leucyl-peptid—Bakteriell peptd med for
bakteriepeptider unik N-terminal sekvens. Har inflammatorisk
aktivitet.

Lektin Glykopeptider (i regel frin viixter) som binder till

sockerkomponenter p& andra molekyler.

Termer med anknytning tll ménniskans reaktioner pd mikroorganismer

Allergisk alveolit Restriktiv lungsjukdom som orsakas av immunreaktion mot
inandade mikroorganismer eller antigen fréin andra killor.

Adjuvans Okar immunsvar pd antigen

ODTS Organic Dust Toxic Syndrome —En toxisk reaktion med fcher
orsakad av inandning av vissa typer av organiskt damm.

Komplement Proteiner som samverkar till upptiickt och forsvar mot
friimmande dmnen via icke-immunologiska eller immunologiska
mekanismer.

Opsonisering Friimmande partiklar klis med antikroppar eller komplement
vilket underliittar igenkiinning och upptag av fagocyterande
celler.

Fagocytos Minga inflammatoriska celler kan "iita upp" — fagocytera —
frimmande partiklar.

Cytokiner Amnen som utstndras av immunceller, inflammatoriska och

andra celler for att kontrollera inflammation, immunreaktioner,
tillviixt och sdrlikning bland annat.

LTC-4 Leutkotrien C4—Amne frin aktiverade inflammatoriska celler
som #r bronksammandragande och ger lickage av blodkiirl.

IL-1 Interleukin-1—se TNF for forklaring.

TNF Tumérnekroiisk faktor—IL—~1 och TNF dr cytokiner med
hormonliknande effekter som orsakar feber och akutfasreaktion.

FEV} Forcerat expiratoriskt flide 1 sekund.

1: Introduktion

Mikroorganismer ir en forutsittning for hiigre livsformer. De viixer pd hud och
slemhinnor och krivs for tarmarnas normala funktion. Man kan finna dem niistan
overallt pd jorden och vi andas in stora mingder av mikroorganismer som finns i
omgivande luft. Mikroorganismer kan viixa i extrema omgivningar. Vissa trivs med
temperaturer pd 80-90 °C och vid pH som #r mindre dn 2 1 varma svavelkiillor av
vulkaniskt ursprung, andra kan féroka sig niira fryspunkten i arktiska omriden.
Hosgre organismer har utvecklat forsvarssystem som majliggdr samexistens, men
de #r stiindigt hotade av mikroorganismer som kan Gverlista vdrdens férsvar och
dstadkomma infektioner. Skador kan ocksd intriffa utan infektion, som en foljd av
aktivering av viirdens forsvarsmekanismer.

2. Avgrinsning av dmnet

Denna rapport tar upp sjukdomar som orsakats av inandade mikroorganismer som
inte givit upphov till infektion. Siledes kommenteras inte yrkesmiissig exponering
som leder till infektion eller som medfor spridning av farliga bakterier frin
patienter, dida viivnader, diagnostiska laboratorier eller djur. Spridning av gene-
tiskt manipulerade mikroorganismer till omgivningen dr ocksd ett dmne som ligger
utanfdr denna rapport.

3. Yrken med hoggradig exponering for mikroorganismer

Bonder exponeras for htga koncentrationer av mikroorganismer. Svin— hiins— och
mjdlkproducerande lantbrukare har olika exponeringar och sjukdomsproblem (26,
74, 136). Lantbrukare och arbetare som sysslar med produktion, lagring och trans-
port av spannmal samt jisning av korn i bryggerier riskerar lungsjukdom pd grund
av inandade mikroorganismer (9, 11, 50). Arbetare som exponeras for triprodukter
som briinsleflis och kork, som kan mégla, och arbetare som sysslar med med
svampodling eller kompostering riskerar att exponeras for hdga halter av
magelsporer (4, 53, 59, 140). Vid beredning av bomull, hampa och lin sker
exponering f6r mikroorganismer och fragment av mikroorganismer, vilket kan
skapa hilsoproblem (54, 107).

Inandning av mikroorganismer kan ocksd ske i form av aerosoler frin smutsigt
vatten i renhdllningsverk (72, 120), frin skiirvitskor eller frin luftfuktare i till
exempel tryckerier (13, 48).

Damm med hiiga sporhalter har rapporterats frin museer (60). Man har foreslagit
att mikroorganismer och fragment av mikroorganismer kan spela roll for de besviir
som rapporterats frin "sjuka hus", men hitills finns mycket lite beldgg fiir detta.



4, Typer av mikroorganismer. Cellviggens strukturer

Mikroorganismer kan delas in i eukaryoter, som svampar (jist och mogelsvampar)
och prokaryoter, som bakterier, Eukaryoter har ett membran som omger det gene-
tiska materialet (cellkiirna), men hos prokaryoter dr det genetiska materialet spritt i
cytoplasman. Svampar ér flercelliga organismer forgrenade i "niit"liknande struktu-
rer (syncytium) som kan bli mycket stora. De kan producera konidier (sporer} som
kan spridas linga striickor i luften. Aktinomyceter dr bakterier som liknar svampar
eftersom de viixer i syncytia och kan producera stora miingder med sporer.
Sporerna dr mycket motstindskraftiga. Vid preparering infor elektronmikroskopi
anviinds ofta vacuum, vilket medfor att flertalet bakterier och jistsvampar kollapsar,
men svampsporer bevaras.

Bakterier kan klassificeras med hjiilp av Gram-firgningsmetoden. Bakterier som
#r Gram-positiva har i cellviiggen ett tredimensionellt lager av peptidoglykan, upp-
byggt av disackarider tviirbundna med korta peptidkedjor (se sektion 8.3 och figur
1 och 3). Gram-negativa bakterier har ett monolager av peptidoglykan. Dessutom
har Gram-negativa bakterier ytterligare tre polymerer utanfor peptidoglykanlagret,
nimligen lipoprotein, yttermembran och lipopolysackarid (LPS, se sektion 8.2 och
figur 1 och 2). Aktinomyceter ér Gram-positiva bakterier avligset besliktade med
mykobakterier som orsakar tuberkulos hos ménniskan. Vissa bakterier har en ytre
kapsel av kolhydrater.

Svamparnas cellviigg bestdr av en rigid kapsel uppbyggd av socker arrangerat i
ett niitverk med ménga forgreningar. Dessutom finns det 16sliga komponenter, ofta
mannoproteiner och kolhydrater (en starkt forgrenad polymannos), som kan extra-
heras frin cellviggen (16). De strukturella elementen byggs ofta av linjira kedjor av
glukos sammanfogade i B- linkar med ménga korshindningar. Minga svampar har
kedjor med poly-B-D-glukos med 13 bindningar (tvirbunda i 1-6 positioner)
som kallas glukaner. Andra har 14 bindningar (cellulosa) och dter andra bestir av
poly—B—(1-4)-N-acetylglukosamin (chitin). Svampar saknar peptidoglykaner och
LPS i sina cellviiggar.

Minga svampar kan avge luktande dmnen som kan skapa sanitiira problem.
Metaboliten 2-isopropyl-3-metoxypyrazine frin aktinomyceten streptomyces (39)
har en s 1ag lukttroskel som 0,002 ppb (122).

3 Toxiner frdn mikroorganismer

Minga mikroorganismer har bestindsdelar, eller kan utséndra dmnen, som ir
toxiska for andra organismer (endo- och exotoxiner). Vissa toxiner anvinds for
medicinskt bruk, t. ex. antibiotika och cyclosporin. Det senare anviinds f6r att min-
ska immunsvaret mot transplanterade organ. Nigra toxiner kan anses vara medel
for hiimming eller forstdring av konkurrerande mikroorganismer. Andra toxiner har
tll funktion att 6ka formagan att motstd forsvarsmekanismer hos htigre organismer.
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Figur 1. Cellviigg hos Gram-negativa (ovan) och Gram-positiva bakterier (nedan).
Baserad pd figur frin Sonesson (126), i sin tur baserad pd Hammond et al
(44) och Rietschel et al (102).

Vissa toxiska effekter beror pd aut vanligt forekommande strukmurella element pd
mikroorganismerna aktiverar forsvarssystem i hogre organismer och framkallar en
inflammatorisk reaktion. Exempel pd strukturer som kan framkalla en forsvars-
reaktion r lipopolysackarider (LPS eller "endotoxin”) hos Gram-negativa bakte-
rier, p—(1-3)}-D-glukan hos méinga svampar och peptidoglykan hos bakterier.

5.1 Mykotoxiner

Ménga svampar producerar mykotoxiner (56), vilka kan orsaka sjukdom hos
boskap som matats med migligr foder. Man har dven diskuterat om mykotoxin kan
orsaka sjukdom hos minniskor som fortirt eller andats in migligt material. Vid
inandning fr toxinmiingderna mycket sma i jimforelse med de kvantiteter man

Peptidoglykan-lager



exponeras for i samband med fortiring av moglig foda. En dags arbete i kraftigt
kontaminerad luft medfor séledes inandning av storleksordningen pg
mikroorganismer.

Svampmyceliet dominerar i det material man dter och sporer dominerar i det man
andas in. Sporer kan, jimfort med mycelium, ha hogre koncentrationer av vissa
mykotoxiner (som Aurasperone C frin Aspergillus (A.} niger) och liigre av andra
mykotoxiner (som aflatoxin frin en mutant av A. parasiticus) (93). Aflatoxin ir ett
stark cancerogen for vissa laboratoriedjur och har antagits kunna medfora risker
hos minniskor som andas in damm frin moglig majs eller jordnétter (12, 30, 46).
Man har dock nyligen ifrAgasatt om aflatoxin #r cancerogent hos miinniska i dessa
miljser (132). Mykotoxinerna verruculogen och fumitremorgen C frin vissa
Aspergillus och Penicillium stammar kan orsaka tremor och man har foreslagit att
de skulle kunna orsaka tremor i samband med akuta feberreaktioner (65).
Visserligen har man visat att nigra mogelkulturer som isolerats frin sigverk kan
producera tremorgener, men man har inte visat att de inandade doserna i dessa
miljer ir tillriickligt hdga for att orsaka symptom. Ochratoxin A som iir nefro-
toxiskt, hepatotoxiskt och ett cancerogen har demonstrerats i lagrad spannmdl och
skulle kunna vara en fara for minniska som Zter fda baserad pd moglig spannmal,
men knappast efter inandning av damm frin m&glig spannmdl (1).

Tricothecen T-2-toxin frin filtsvampen Fusarium, Patulin och Gliatoxin frin
Aspergillus och Penicillium pAverkar inflammationsceller si att de fir siimre
formdga att bekiimpa mikroorganismer (130).

5.2 LPS/endotoxin, peptidoglykaner, B—(1-3)-D-glukan och fmlp

Det mest undersdkta toxinet frin mikroorganismer éir LPS (lipopolysackarid) frin
Gram-negativa bakterier. Lipopolysackarider bestdr av en hydrofil polysackarid
som sticker ut frin cellviiggen och en lipiddel (lipid A) som &r inbiiddad i det yure
lipidlagret pi cellviiggen. Lipid A orsakar de flesta, men inte alla, toxiska effekter
hos LPS (87). Andra effekter, som komplementaktivering och immunmodulering,
kan framkallas av lipidfria extrakt frin Gram-negativa celler och frin andra imnen
in LPS,vilka kan finnas i en oren LPS preparation (87). S&dana grova
preparationer kallas endotoxin, vilket alltsd avser et mindre villdefinierat extrakt
med fler biologiska effekter dn Lipid A ensamt.

Peptidoglykaner, p-(1-3)-D-glukan och fmlp-liknande peptider (som beskrivs
i sektion 7.2 och 7.3), liksom endotoxin, finns i cellviiggen hos olika mikro—
organismer och har starka biologiska effekter. Dessa effekter orsakas av aktivering
av receptorer pi inflammatoriska celler som troligen har utvecklats for att identifiera
mikroorganismer och aktivera de forsvarsmekanismer som kriivs for att skydda sig
mot dessa.

6. Forsvarsmekanismer

Fagocytos: Plantor har enzymer som kan bryta ned mikroorganismernas cellviiggar
samt lektiner som binder till kolhydrater pd mikroorganismerna och dstadkommer
en lokal reaktion som hidmmar invasiv viixt. Vissa lektiner (som fytohemagglutinin)
ir ocksd mitogener och anviinds for att fA humana immunceller att dela sig in vitro,
Hos diiggdjur &r immunsystemet ofta engagerat i férsvaret mot mikroorganismer.
Ryggradslésa djur har inte ett fullt utvecklat immunsystem med antikroppar och
lymfocyter men de har celler som liknar ménniskans makrofager som kan "sviilja"
och bryta ned mikroorganismer (123). I ménniskans lungor finns omkring 5-109
makrofager (22). Flertalet finns pd ytan i lungornas alveoler (lungblisor) diir
gasutbytet dger rum. Makrofager har receptorer som kiinner igen vanliga
cellstrukturer hos mikroorganismer. De inkluderar LPS, peptidoglykan fragment
och B-(1-3)-D-glukan. Dessutom finns det receptorer som kan kiinna igen enkla
sockerarter i cellviggarna pi mikroorganismer, t. ex. mannos-fukos receptorn
(131).

Partiklarna binds farst till cellmembranet. Direfter invagineras cellmembranet och
bildar en bldsa inuti cellen (vacuol). Niista steg iir att vacuolen smiilter samman med
andra vacuoler som innehdller enzymer, som lysozym, vilka kan bryta ner
mikroorganismer inuti de sekundira vacuolerna. Efter maximal exponering kan
varje alveolidr makrofag fortiira i genomsnitt 5-10 sporer och maximalt upp till 20
sporer (37). Processen kallas fagocytos.

Komplementsystemet dr ocksd en betydelsefull faktor som kan kiinna igen mikro-
organismer (105). Det bestdr av ett 20-tal proteiner som samspelar i ett komplicerat
monster sd att de ticker ytan pl frimmande partiklar och avstndrar kemotaktiska
dmnen. Dessa attraherar makrofager och andra inflammatoriska celler. De alveolira
makrofagerna har receptorer som kiinner igen komplementklidda ytor vilket
underliittar bindning och upptag av sidana partiklar. Komplement kan ocksd under
vissa omstiindigheter punktera cellmembranet i frimmande celler.
Immun-igenkiinning: Hos higre djur deltar immunsystemet i forsvaret mot
inandade mikroorganismer. B-lymfocyter producerar antikroppar som riktas mot
minga olika komponenter i cellviiggen pd de frimmande mikroorganismerna.
Frimmande partiklar som ir klidda med antikroppar kiinns igen av makrofager,
vilka har receptorer som binder till den fria delen av antikropparna (fc-receptorer).
Partiklar som #r klidda med komplement eller antikroppar kallas "opsoniserade”,
Det finns beligg for att komponenter i cellviiggar pd mikroorganismer ocksd kan
tka det celluliira immunfarsvaret (88,133,142) samt inducera bildning av "naturliga
mordar celler "(118).

Adjuvansfunktion hos mikroorganismer: Vid minga vaccinationsprotokoll och i
experimentella modeller for bildning av antikroppar, anviinds Freunds kompletta
adjuvans for att forstirka reaktionen. Den aktiva komponenten ir en emulsion av
mykobakterier i olja. Mykobakterierna kan ersittas av peptidoglykanfragment och
det minsta fragmentet som har adjuvanseffekt dr muramyldipeptiden N-acetyl-



muramyl-L-alanyl-D-isoglutamin (2). Ocksd LPS (82) och B~(1-3)-D—glukan
(88, 133) har adjuvanseffekt.

Motstindsférméiga hos sporer: Méinga svampsporer kan férsvara sig mot fagocytos
(62,70, 103, 104). Sporer av typ Aspergillus fimigaius binds 1ill makrofager i den
tidiga fasen av fagocytos, men den foljande fasen nilr partikeln ska internaliseras
hdmmas av en faktor som produceras av sporerna. Minga sporer kan himma den
fagocyterande cellens bildning av fria syreradikaler (69). Tre till fyra timmar efter
det att sporerna har fist vid makrofager kan man se sporbemiingda makrofager
limna alveolarrummet och vandra in i viivnaden. Direfter borjar sporerna svilla och
bilda mycelknoppar som forebddar tillviixt. I denna fas ir sporen kinslig for
oxidanter och neutrofil-katjon—proteiner fréin polymorfonukledra fagocyter, som
rekryteras frin blod och ackumuleras dir det finns mikroorganismer under tillviixt
(69). Risken att drabbas av infektion med svampen Aspergilius hos minniskor och
i djurmodeller med svampsjukdom &kar starkt vid defekt funktion hos de neutrofila
granulocyterna (70). Levande (viabla) sporer kan finnas i lungorna under veckor
efter experimentell inandning av sporer hos djur (66) och de kan odlas frin
lungviivnadsprov hos minniskor tvd dagar efter exponering fér stora miingder
mdégeldamm (34).

% Skador som orsakas av inandning av mikroorganismer

7.1 Allmanna mekanismer

Fagocytos, aktiveringen av inflammatoriska celler: Receptorerna for LPS,
peptidoglykan och B—(1-53)-D—glukan anviinds inte bara for fagocytos av mikro-
organismer. De aktiverar ocksd de fagocyterande cellerna, vilket leder till lokal
inflammation och systemeffekter pd grund av utsviimning av hormonliknande
dmnen, cytokiner (58) och andra inflammatoriska mediatorer, Specifik bindning till
dessa receptorer ger olika effekter, dven om vissa & gemensamma. Antikroppar
kan bilda komplex med losliga antigen frin mikroorganismer och dessa komplex
kan aktivera komplement. Fragment som produceras genom aktivering av komple-
ment och dmnen som utsondras av aktiverade makrofager tillkallar andra
inflammatoriska celler frin blodet.

Inflammation: Aktiverade inflammatoriska celler kan ge skador genom fria syre-
radikaler, enzymer, toxiska proteiner och andra lagrade eller nyproducerade dmnen
som utsndras vid aktivering for att forstdra invaderande celler. Den inflamma-
toriska reaktionen krivs for forsvaret mot mikroorganismer och foir likning av
skador, men kan bli 6verdriven och dstadkomma Gverdriven skada 1 vissa
situationer.

Fibros: En forlingd och intensiv inflammation pd grund av inandade mikroorga-
nismer kan leda till fibros med irreversibel skada. Denna process kriiver samverkan
mellan olika inflammatoriska celltyper. Makrofager dr hoggradigt aktiverade,

méjligen som en foljd av gamma-interferon, utsondrat av aktiverade T-1 ymfocyter
(82). Faktorer som kan péiverka reaktionen ir dosen och durationen av exponering
fér adjuvans och antigen.

7.2 Specifika mekanismer

Inandning av sporer: Upprepad inandning av stora doser m&geldamm orsakar
inflammation i luftviigar och lungbldsor hos minniskor. Denna inflammation
utméirks av lymfocytos och tikat antal masteeller (7). Det initiala svaret efter en
kraftig exponering kan domineras av neutrofiler i bronkoalveoliirt lavage (67).

Hos ftirstksdjur kan intratrakeal tillférsel av sporer frén Aspergillus fumigatus
resultera i invasiv tillviixt av svampen, ackumulering av neutrofiler och nekros i
lungan ddr man kan plvisa svampmycel. Nigra arter av svampen tycks vara mer
toxiska &n andra. Man kan finna levande sporer i lungorna 4nnu tre veckor efter
exponeringen. Tre veckor efter enstaka exponering ser man en kronisk granuloma-
tos fordndring i lungan med makrofager och jitteceller (66). Marsvin som,
dagligen, exponeras fr damm frin mégligt hé under nigra veckor har initialt Skat
antal makrofager och neutrofiler och efter tre veckor sker en kraftig Bkning av
antalet lymfocyter (36).

Inandning av endotoxin: Efter inandning av endotoxin aktiveras alveolarmakrofa-
germna som blir adheranta och utséndrar neutrofil kemotaktisk faktor (139) och
‘platelet activating factor” (109). Detta f6ljs av ett kraftig infléde av granulocyter,
forst till interstitiet (maximum 4-12 immar) och dérefter till luftvigarna (139). Efter
upprepad exponering normaliseras granulocytosen (36). UtsBndring av "platelet
activating factor" minskar ocksd efter upprepad exponering och det dréjer upp till
72 timmar innan man helt dtervinner frmigan att utsondra “platelet activating
factor". Elastasnivin okar i lunglavageviitska frin rittor och den bronkiella
reaktiviteten 8kar ungefiir samtidigt som granulocyterna ansamlas i interstitiet, dvs
innan de upptriider i alveolerna (96). Intravends infusion av endotoxin okar den
bronkiella reaktiviteten hos lamm (51).

Inandning av LPS 6kar ocksd prostaglandin E2 och tromboxan B2, men inte
prostaglandin F2 i perifert blod. Vidare sker en kraftig sekvestrerin g av granulocy-
ter och blodpliittar i lungornas kapilliirer, cell infiltration till interstitier samt
kapilliirlickage till interstitiet, men inte till alveolerna. Endotelceller uppvisar skador
med dkat antal pinocytotiska vesicler (15).

Nér endotoxin binds till sina receptorer aktiveras fagocyterande celler, vilka pro-
ducerar fria syre-radikaler, "platelet activating factor”, leukotriener, interleukin-1,
tumdrnekrotisk faktor och andra cytokiner (82). Interleukin-1 och tumornekrotisk
faktor kan orsaka allminsymptom som feber. LPS potentierar ocks effekier av
andra cellaktivatorer. LPS kan aktivera komplement. Efter intravends injektion (10)
eller inhalation av en aerosol av LPS (15) kriivs niirvaro av komplement for vissa,
men inte alla, LPS effekter. Sirskilt sekvestrering av neutrofiler och blodplattar i
lungkapillirer kriiver komplement, men inte den interstitiella ansamlingen av



inflammatoriska celler, Effekt av parenteral tillférsel av endotoxin verkar kriva
nirvaro av neutrofila granulocyter (10),

lykan och fmlp liknan ider; Mycket lite dr kiint
om effekter av inandning av dessa @mnen. De har viilkiinda in-vitro effekter pd
inflammatoriska celler och glukan och peptidoglykan har starka immunmodulerande
effekter efter parenteral administrering. Zymosan ir ett extrakt av cellviiggar frin
jistsvampar som anviinds vid bakning. Det dr en, sedan linge, viilkind partikuldr
aktivator av fagocyterande celler. Det bestdr av f—(1-3)-D—glukan och ett manno-
protein. Effekterna beror pa glukan komponenten; p—(1—-3)-D—glukan dren
effektiv komplementaktivator, men effekterna pd inflammatoriska celler kan ses
dven i frinvaro av komplement och andra opsoniner. Dessa effekter beror roligen
pd interaktion med en glukan receptor och inkluderar produktion av leukotriener
och syreradikaler, samt tumdrnekrotisk faktor. Acylerade glukanfragment &r niistan
lika potenta som LPS att aktivera de alveoldra makrofagema till produkton av
tumdrnekrotisk faktor och interleukin-1 (23, 40, 73, 118, 123, 124, 131). -
(1-3)-D-glukan iér en potent immunstimulerare. Till och med oral administration
av f—(1-3)}-D—glukan har kraftiga immunmodulerande effekier (133).
Peptidoglvkan: Peptidoglykanfragment kan ocksd fungera som starka adjuvant och
potentiera immunreaktioner (2). Om peptidoglykantragment skyddas mot degrade-
ring in vivo kan tillférsel av sddant material resultera i kronisk inflammation och
artrit (121).
tider. Bakterier produce-
rar en unik, amino-terminal sekvens niir de initierar protein syntes. Dessa peptider
bérjar med sekvensen N-formyl-metionyl-, innan resten av serien fortsitter. Denna
speciella peptidsekvens identifieras av receptorer pd fagocyter. Peptiderna dr kraf-
tigt kemotaktiska och kan locka makrofager till bakterien (14). Fmlp-liknande pep-
tider kan ocksd aktivera bildning av fria syreradikaler som kan doda bakterier (6).
Den mycket potenta peptiden fmlp dr et viktig redskap i studiet av fagocyter.

7.3 Sjukdomar/symptom hos minniska

Det finns minga sjukdomar/symptom som anses orsakade av inandade mikroorga-
nismer. Dessa inkluderar

1) Allergisk alveolit

2) Febrila reaktoner (Organic dust toxic syndrome, ODTS)

3) Kroniska inflammatoriska forindringar i luftviigarna med tryckkinsla i brisstet,
hosta och "méndags besvir"

4) "Mukds membran irritation”

5) Allergisk astma och rhinit

Allergisk alveolit orsakas av inandning av svamp eller aktinomycetsporer eller av
damm som innehdller figeltrick. Den senare sjukdomen forekommer huvudsak—
ligen i hemmiljo, och forefaller vara ovanlig bland personer som skoter hions (83).

Allergisk alveolit av mégeldamm ses vanligen efter hég och upprepad exponering
(98) och dr vanligast i yrken dir mogeldammexponering kan vara mycket hésg, som
1 lantbruksarbete, i samband med hantering av méglig brinsleflis (59) eller i Jjuster-
verk pd sdgar dir virkestorken #r defekt (5). Sjukdomen har rapporterats frin skif-
tande miljder (119) och méinga olika typer av mikroorganismer har ansetts orsaka
sjukdomen, inkluderande Gram-negativa bakterier (29). Om man tillimpar strikta
kriterier for diagnosen férefaller incidensen vara ganska ldg (2-4 per &r per 10 000
skandinaviska bonder) (75, 134). Minga bonder har tecken p4 immunstimulering
efter inandning av mikroorganismer, men har normal lungfunktion och god prog-
nos (21, 76). Allergisk alveolit &r en allvarlig restriktiv lungsjukdom med ett ling-
g.z;get férlopp och leder ofta till en permanent nedsiittning av lungfunktionen (20,
Febrila reaktioner karakteriseras av feber och frossa, ibland muskel- och led smiir-
tor samt sjukdomskiinsla som liknar allménsymptom vid influensa (34, 77, 99).
Feberreaktioner ir 30 till 50 gAnger vanligare #n allergisk alveolit i lantbruksmilji
(75) och intriffar vanligen efter hoggradig exponering for svamp— och aktino-
mycetspoter (34, 76, 77). Toxiska symptom upptriider ocks4 i omgivningar med
laggradig exponering for svampsporer och ldg prevalens av allergisk alveolit, som i
kardrum i bomullsfabriker (106), i tryckerier didr man anviinder luftfuktare som inte
har rengjorts (33, 48, 112) och i svinhus (26). Toxiska reaktioner forfaller inte
forutsitta sensibilisering mot dammet.

Efter en toxisk reaktion finns en kraftig tknin g av neutrofila granulocyter i
lavageviitska frin lungorna (67) och man kan finna en overglende litt sinkning av
lungfunktionen (77). Symptomen kan ocksf upptrida efter en inandning av ren
LPS (17, 18, 78, 109). Det ir inte kiint om peptidoglykaner eller f—(1-3)-D—
glukan kan orsaka liknande symptom efter inandning.

Kroniskt inflammatoriska fGriindringar i luftviicarna med sympiomen tryck i brijstet
och hosta kiinnetecknar sjukdomen byssinos, som man ser hos arbetare i bomulls-
industrin. Vid denna sjukdom férekommer obstruktiv nedsitming av
lungfunktionen Gver arbetsskift (107, 1 16). Lantbrukare har ocksi skad frekvens
kronisk hosta med upphostning. Dessa symptom har rapporterats frin
mjélkproducerande bonder (74), i svinhus (26) och hos personer som exponeras
for spannmélsdamm (50). Symptomen kan delvis bero pd exponering féir
mikroorganismer (107, 110), men p4 grund av den komplexa sammansiittningen av
dammet &r det svirt att dra definitiva slutsatser om betydelsen av mikroorganismer
eller komponenter frin mikroorganismer som LPS, peptidoglykan och glukan.
Endast ett fital studier &ver bronkiell reaktivitet har rapporterats och resultaten ir
oklara (52, 111). Det 4r svért att identificra orsaker till eventuell hyperreaktivitet,
men inandning av stora doser LPS kan medfora litt skad bronkiell reaktivitet som
roligen ér Gvergdende (95, 108).

Allergisk astma och didrmed bronkiell hyperreaktivitet har ocksa rapporteras frin
ménga omgivningar diir det finns mycket migeldamm, men dessa allergier orsakas
av lagringskvalster eller av pilsdjur, inklusive hist och ko, snarare #n av mikro-
organismer (135, 138).




Mukéis membran irritation. Frn ménga olika miljder, inklusive "sjuka hus", har

man rapporterat symptom som irritation i 8gon och besvir frin de dvre luftviigarna
(125). Orsaken ir inte kéind och kan vara ett resultat av en summering av litta
simuli frin minga killor. Det finns mycket lite data som kan belysa en eventuell
betydelse av mikrobiella toxiner.

Allergisk astma och rhinit. Svampsporer som Alternaria och Cladosporium ir
vanligt forekommande i omgivningsluft och kan orsaka eller forsvira allergisk
astma och rhinit, men troligen bara hos < 1% av alla med klinisk allergi. Rhinit dr
den vanligaste formen av allergi mot svamp (71). Astma och rhinit har ocksi
rapporteras efter exponering for svampen Didymella exitialis i en lantliga miljo (45)
och Wallemia sebi i husdamm (117).

8. Fysikaliska/kemiska data

8.1 Sporer/bakterier

Svampsporer forekommer i storlekar mellan 2-100 pm, men #r normalt mellan 2 —
8 um, medan aktinomyceter och bakterier i regel 4r 0,5-1,5 um. Sporer och bakte-
rier kan vara enstaka eller aggregerade 1 striingar eller klumpar. T luftprov frdn lant-
bruksmilji var de flesta sporaggregat av respirabel storlek att doma av aggregatens
diameter (57). Den acrodynamiska storleken pd sporaggregat har inte undersdkts.
Aktinomyceter ir ofta i stor utstriickning aggregerade (31, 57).

8.2 LPS/endotoxin

Den yttre delen av den hydrofila polysackariden i LPS visar stor variabilitet men
den inre delen varierar foga. De tvd innersta sackariderna bestar normalt av kompo-
nenter som bara finns 1 LPS (L-glycero-D-manno-heptose och 2-keto-3-deoxy-
octonsyra, KDO). KDO ir ketosidiskt bunden till disackariden i Lipid A och verkar
vara obligatorisk i LPS (figur 2).

Den lipofila delen av LPS (Lipid A) hos enterobakterier bestdr av en disackarid
(B-1,6 bunden N-acetyl-D-glukosamin, fosforylerad). Till disackariden binds
normalt fyra fettsyror, som kan vara forgrenade. Strukturella avvikelser frdn detta
monster foreligger hos andra Gram—negativa stammar. Fettsyrorna dr 3-hydroxy-
substituterade och den vanligaste dr 3-hydroxymyristin syra (126). Dessa finns inte
i Gram-positiva bakerier eller i svampar och har anviints som kemiska markorer for
Gram-negativa bakterier (127, 129).

Endotoxinreceptorn pa fagocyterade celler reagerar med fri Lipid A i membran och i
smi membranfragment som avsondrats fréin cellviiggen i gram-negativa bakterier
(86). Merparten av Lipid A i intakta cellmembran dr inte tillgdngligt for endotoxin-
receptorn och bidrar inte till effekter som orsakas av inandning av gram-negativa
bakterier (108). Den minsta bestindsdel som dr toxiskt verkande hos Lipid A #r den
fosforylerade disackariden och hydroxyl och acyloxyacyl grupper i ett
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bestdmt strukturellt mdnster (101). Sammansitting och toxicitet hos
lipopolysackarider frin olika killor varierar. Nigra avvikande typer av LPS

forefaller inte framkalla typiska endotoxineffekter.

Figur 2. Endotoxin enligt Sonesson (126) baserad pa Rietschel (102). Infillt visas
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8.3 Peptidoglykan

Peptidoglykan finns i cellviiggen hos alla bakterier och alltsd ocksd hos aktino-
myceter. De byggs normalt upp av repeterande N-acetylglukosamin-N-acetyl-
muraminsyra och iir tviirbunda via korta peptidfragment. Hos Gram-negativa
bakterier #ir diaminopimelinsyra (DAP) den vanligaste tviirbindande aminosyran.
Hos Gram—positiva bakterier #r lysin vanligare vid forgreningarna (126). En
disackarid—pentapeptid som man fir genom enzymatisk nedbrytning av peptido-
glykan (figur 3) har immun-modulerande och tumoricida effekter, medan
disackariden ir inert (137).
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Figur 3 Disackarid-pentapeptid GlcNAc-L-Ala-D-isoglutaminyl-meso-
diaminopimelyl-D-Ala-D-Ala frin Brevibacterium divaricatum.

8.4 f-(1- 3)-D-glukan

Effekten av glukanpartiklar p4 fagocyterande celler kan inhiberas av poly— -
(1-3)-D-glukosstriingar med minst 7 glukosenheter. Vid fagocytos av glukan—
partiklar uppkommer troligen kontakt med mer {in en glukanreceptor pi makrofagen
och den deformering som orsakas av kontakten kan tinkas bidra till effekterna.

Kravet pd 7 glukosenheter f6r igenkiinning och effekt gor att receptorn avviker frin l

andra socker—receptorer som till exempel kéinner igen en galaktosrest i glyko- '

proteiner (23, 40). :
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9 Metoder for att samla, karakterisera och rikna
mikroorganismer i luftprover

9.1 Insamlingsmetoder, strategi

Minga metoder anviinds for att kvantifiera och karakterisera mikroorganismer i
luftprover. Sporer kan insamlas pd filter, med impinger, cycloner, "slit samplers"
och kaskadimpaktorer. Mikroorganismer kan karakteriseras efier morfologi med
ljus— (41), fluorescens— (94) eller elektronmikroskop (32, 47, 57) eller genom
odling vid olika temperaturer och pd olika media.

Insamlingsstrategin beror pd de frigor man stiller. Mdnga Gram-negativa
bakterier dr kinsliga for uttorkning och Gram-negativa bakterier kan do p
membran filter under insamlingen. Om man vill studera Gram-negativa bakterier
med odling ir dérftr impinger eller impaktorer att foredra. I omgivningar didr man
hanterar mdgligt material dominerar normalt sporer frin svampar och aktino-
myceter. De ir motstindskraftiga mot intorkning och siirskilt i omgivningar med
mycket hga sporkoncentrationer rekommenderas filter insamlare.

Traditionella inpaktionssamlare diir infingningsplattorna ocksi anviinds for
odling har minga nackdelar. De blir liitt Gverlastade (61) och tilldter bara ett medium
for odling av mikroorganismerna. Impaktionsmetoden kan modifieras genom att
insamlingsgelen goirs 16slig foljt av inkubering av infingade sporer pl olika medier
(8). Filterkassetter kan transporteras med post utan nimnviirda forluster av sporer
frin filterna, under férutsiittning att dessa inte dr dverbelastade (31).
Polykarbonatfilter anviinds ofta eftersom de ger en god bakgrund vid mikroskopi.

Hantering av mogligt material leder ofta till extrema exponeringar som kan utgira
huvuddelen av en dagsdos, dven om det aktuella arbetsmomentet ér kortvarigt (10
minuter). Det dr dirfor viktigt att man forsoker lokalisera och reproducera den
situation som #stadkommer sidana maximala exponeringar ("viirsta fallet” strategi).
Detta innebiir att den som &r ansvarig fér métningarna bor ha ingdende kunskaper
om faktorer som pverkar mogeltillviixt, eftersom till exempel lantbrukare kan ha
svirigheter att beddma vilken aktivitet som ger hgsta exponeringen (61).
Dammolnet som skapas vid hantering av mogligt material piverkas av minga lokala
omstindigheter. Diirfor kan bara insamling med personburen utrustning i represen-
tativa situationer ge acceptabla uppskattningar av den personliga exponeringen.

9.2 Karakterisering, kvantifiering

Kvantifiering av mikroorganismer kan avse "kolonibildande enheter" (cfu) vid od-
ling, totala sporhalten eller sporinnehdllande partiklar miitta med mikroskopi (31,
57).

Svampsporer kan miitas direkt pd insamlingsfiltret med optisk mikroskopi eller
med svepelektronmikroskopi. Sirskilt med den senare metoden kan man ocksi fd
en viss karakteristik av sporerna. Metoderna &r ocksd limpade for att studera
aggregat av sporer (31, 57). En nackdel med elektronmikroskopi iir att bakterier



(andra #n aktinomyceter) och jistsvampar ofta kollapsar vid preparationen infor
mikroskopin. Mikroorganismer kan extraheras frin insamlingsfiltret, firgas med
fluroescent firgidmne (acridinorange), dterfiltreras och analyseras i fluorescens-
mikroskop (94). Med denna metod dr det littare att uppticka smd aktinomyceter och
bakterier éin med optisk mikroskopi, sirskilt om bakterierna har fastnat p4 andra
partiklar. A andra sidan kan extraktionsproceduren medfora forluster och spor-
aggregat kan brytas upp (31).

Mikroorganismer som extraheras fran filter, impinger, cycloner eller som
impakteras pa geler kan ocksd karakteriseras med odling. Minga olika typer av
media krivs for att f de viktigaste typerna av mikroorganismer att tillviixa.
Osmofila svampsporer kriver medier med lg vattenaktivitet (61). Medierna
inkuberas ofta dels vid ramstemperatur och dels vid hajd temperatur (45-55 °C).

9.3 Metoder for analys av LPS, peptidoglykaner och p-(1- 3)-D-
glukan

Den ursprungliga metoden for analys av LPS beskrevs 1964 (68). Den baserades
pi koagulation av ett extrakt frin blodkroppar hos Limulus polyphemus (dolksvans
hiistsko krabba) i nidrvaro av endotoxin. Limulus amebocyte lysate (LLAL) metoden
har ersatt pyrogentest pd kaniner for att pivisa fororeningar i infusionslsningar.
Endotoxin analyseras med LAL metoden som miiter lipid A aktivitet snarare in
endotoxin. Metoden ir mycket kiinslig och senare tids kromogena versioner (38)
kriiver extrem spidning av dammprover for att fi lisbara resultat. Testet kriiver
kiinnedom om olika faktorer som kan pdverka utfallet som inhibitorer, aggregation
och adsorbtionsfenomen (38, 97). Den baseras pé en biologisk princip och olika
extrakt kan ge olika resultat. Diirfor krivs en intern standard. Det finns olika typer
av sfidana interna standarder.

LAL metoden ansdgs ursprungligen vara mycket specifik. Peptidoglykaner kan
phverka resultatet men bara i koncentrationer som ir 103-104 ganger hogre iin LPS
(79). Ett av enzymsystemen i vissa limulus extrakt ir kiinsliga for nanogram-
miingder av glukaner (81). Det enzym som reagerar med glukan kan avligsnas och
genom att analysera prov med den ursprungliga och den modifierade LAL metoden
kan man f4 ett indirekt mdtt pd glukankoncentrationen (35).

Av detta foljer att prover som domineras av andra mikroorganismer dn Gram-
negativa bakterier kan ge falskt hiyga LPS viirden med den ursprungliga LAL
metoden. Man har beskrivit kemiska metoder att identifiera komponenter som #r
unika for olika klasser av mikroorganismer (80, 126). Siledes kan 3-hydroxy fet-
syror frin LPS halogeneras och miitas med gas kromatografi och masspektrometri
eller med tvidimensionell kromatografi med elektroninfingningsmetod.

Kemiska metoder resulterar i ungefir tio gdnger htgre LPS halter &in LAL
metoden vid analys av Gram-negativa bakterier (108, 127). Detta kan forklaras av
att kemiska metoder miiter all Lipid A i bakterien medan LAL metoden formodligen
bara reagerar med fri Lipid A. Genom att direkt analysera filter med damm och
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extrakt frin filter har man fatt data som tyder pd att damm som innehéller LPS
extraheras ofullstindig med standard proceduren.

Man kan ocksd analysera peptidoglykaner med gaskromatografl genom att
anviinda D-alanin eller diaminopimelinsyra som markérer (127). Metoderna for
kemisk analys av LPS och peptidoglykan kriver ytterligare verifiering innan de kan
anses ha fitt allmiin acceptans. Glukan dr en polyglukos och kan inte analyseras
med de kemiska metoder som beskrivits ovan. Den LAL-baserade enzymatiska
metoden kriiver ocksd ytterligare studium.

10.  Omgivningshalter

10.1 Faktorer som okar exponering for mikroorganismer och
endotoxin

Niir ett finfordelat organiskt material, som brinsleflis och spannmal, lagras fuktigt
med tillghng till lufiens syre kan en kompostreaktion intriiffa. Detta leder till mycket
kraftig tillviixt av mikroorganismer och medfor en tkad temperatur. Processen
underliittas av varm fuktig omgivningsluft och om komposthigen &r tllrickligt stor
for att fungera som en viirmeisolator, Material som genomgdtt en kompostreaktion
innehdller hga halter termotoleranta eller termofila mikroorganismer (63). Manga
ir sporbildande och sporproduktionen tkar vanligen nir komposten s4 smaningom
torkar upp. Néir man hanterar sidant torkat mogligt material fylls lufien av sporer
(64). Luftburet damm domineras av mbgel och aktinomycetsporer, medan
hyffragment och andra bakterier férekommer i ligre halter (57). Gram-negativa
bakterier dr vanliga i fuktiga omgivningar, och foredrar fritt vatten. De utgdr en
liten andel av mikroorganismerna i damm frin material som har genomgitt en
kompostreaktion. Bakterier, bide Gram-positiva och Gram-negativa, finns i htga
halter i till exempel lantbruksmiljder dér det finns intorkad avféring.

10.2 Mikroorganismer

Mikroorganismer i olika miljiser. Mikroorganismer som Cladosporium, Alternaria
och Fusarium viixer saprofytiskt pd levande vixter (filtflora) och ir de vanligast
forekommande svampsporerna i normal omgivningsluft (63, 85).

De vanligaste svampsporerna i lantbruksmiljé kommer frén lagerskadesvampar
som hor till de niirstdende Aspergillus och Penicillium sliiktena. De vanligaste
aktinomyceterna ir Streptomyces spp., Termoaktinomyces vulgaris och Faenia
rectivirgula (tidigare bendmnd Micropolyspora faeni) (31, 57, 61). I luftprov frin
spannmdlssilon fir svamp- och aktinomycetsammansiittningen likartad (85). I
sdgverk dr svampar som Rhizopus rhizopodiformis och Paecilomyces variotii
vanligare (31, 32). Ofta dominerar en eller tv4 sportyper i ett prov (57). Svamparna
Aspergillus umbrosus och Aspergillus fumigarus samt aktinomyceterna
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Thermoaktinontyces vulgaris och Faenia rectivirgula (47) utpekas ibland som
sirskilt beniigna att orsaka allergisk alveolit (90).

I till exempel héns— och svinhus kommer ménga mikroorganismer frin djurens
och figlarnas avforing. I avforing dr Gram-positiva bakterier som cocci, spor-
bildande bacilli och corynebakterier vanliga, samt Gram-negativa enterobakterier.

I bomullsdamm och spannmélsdamm frin material som inte dr mogligt ir Gram-
negativa bakterier vanligt forekommande och kan utgéra majoriteten av mikroorga-
nismerna (27, 115). Gram-negativa bakterier ir ofta vidhiiftande och kan finnas pd
stora icke-respirabla partiklar av organiskt ursprung. Bakterien Enterobacter
agglomerans (syn: Erwinia herbicola) har foreslagits som en méjlig orsak till
sjukdom, eftersom den ir rik pd endotoxin och vanligt forekommande, sirskilt i
spannmdlsdamm (28).

Halter av mikroorganismer i luften: Mycket hdga sporhalter har upmiitts i i luft-
prover frin omgivningar diir mdgligt material hanteras (57, 63, 64, 76).
Koncentrationen kan 8verskrida 1010 sporer per m? luft (57). Aerosoler frin
mogligt material domineras av sporer frin svampar och aktinomyceter (63).

I en studie frin Finland var luftkoncentrationen av svamp- och aktinomycet—
sporer hdgre under arbete med hd, strd eller spannmal hos lantbrukare som hade
fAu allergisk alveolit 4n i referensjordbruk. Nivierna var 104-107 cfu/m3 (impaktor)
och skillnaden var signifikant for Thermoaktinomyces (1) vulgaris, Faenia
rectivirgula och Aspergillus umbrosis (61)

Luften i flertalet ladugdrdar, i svin— och hénshus innehller mellan 104 till 108
mikroorganismer/m3 (25, 28). Det ir mycket mer &n utomhus eller i andra inom-
husmiljéer, inklusive "sjuka hus" didr mégel pdvisats. Sdledes brukar luft i "sjuka
hus" innehilla mellan 10! och 107 cfu/m3 (49). Totalhalten mikroorganismer i ett
kontor kan vara 10 till 100 ginger higre dn cfu innehdllet, och ir vanligen mellan

10# och 105 sporer/m? (G. Blomquist, personligt meddelande).

10.3 LPS aktivitet

LPS aktivitet i luftprov har rapporteras frin minga omgivningar. Dessa inkluderar
svinhus, spannmélssilo, silo for vit "anaerob” lagring av lantbruksprodukter, ladu-
glrdar, honshus, lokaler med felaktiga luftfuktare, reningsverk, etc. Den uppmiitta
LPS aktiviteten kan komma frin cellrester snarare {in frin Gram-negativa celler,
eftersom dessa litt torkar ut och dor. I en undersikning fréin en silos fanns den
storsta delen av endotoxinaktiviteten (>75%) tillsammans med partiklar som hade
aerodynamisk diameter 29 pum (92). Tabell 1 ger en lista p resultat frin olika
undersékningar,

Tabell 1. Endotoxin pg/m®  antal mit- referens
medel (SD)(range] platser(prov)

Spannmalsilo {0-0,008) | (24)
Silo, Wmning av mégligt toppskikt {0,1-8,8} 5 (92)
Honsslakteri [0,6-09)* 2 1)
Honsslakteri [0,03-0,8)b 361) (128)
Honshus 0,3 (0,1-0,5) 7(14) (19)
Honshus, wmning av burar 1.09 (0.8) 11 (136)
Honshus, div. aktiveteter {0,13-0,45)¢ 4(14) (136)
Svinhus 0.12 {0,04-0,28} 8(18) (19)
Svinhus 0,13 (0,002){0,02-04)4 166 (3
Svinhus 0,24 (0,2){0,02-1,1) 28 (25)
Svinhus {0,02-1,9) 8 (43)
Tryckeri, problem med luftfuktare [0,01-0,04} 3 (112)
Bomullsspinneri, kardrum 0,46(0,00)° 10 (113)
Bomullsspinneri, spinnrum 0,20(0,17)¢ 18 (113)

Tio dagars viigt medelviirde Sver arbetsdag fran tva platser. PGeometriskt medelviirde fran tre olika
platser, max vérde 2,8 pg. “medelviirde frin 4 plaser. 9Geometriskt medelviirde (GSD). €Vertical
elutriator,

11.  Dos-respons

Allmiinna synpunkter: Man miste tillféra mycket hogre dos av mikroorganismer
eller LPS via andningsviigarna for att f4 samma skadeverkan som niir det tillforts
parenteralt. Andra faktorer, som tobaksrok, kan forindra svaret. Ménga dos—
respons bedomningar har gjorts frin omgivningar med blandad exponering och
resultaten #r dirfor svdra att generalisera. Hela eller partikulira fragment av
mikroorganismer ir en mer relevant exponering fin ren LPS, vilken sannolikt
behandlas in vivo pd ett annat siitt dn partikelbunden LPS.

Det kan inte uteslutas att viabiliteten av till exempel Aspergillus fumigarus sporer
pverkar reaktionen och det finns tecken pa att individuella stammar kan ha olika
effekter, T'en forsta analys kan man skilja mellan exponering for svampar, aktino-
myceter, andra Gram-positiva bakterier samt de Gram—negativa bakteriernas
endotoxin,

Endotoxin: Effekter av endotoxin har studerats i djur— och humanforsok, dels
genom inandning av LPS eller hela bakterier och dels genom att utviirdera fysiolo-
giska reaktioner i olika omgivningar med héga halter endotoxin,

Inandning av 12 pg LPS (18) eller 40 pug LPS (55) orsakade ingen foriindring i
FEV1 och ingen feberreaktion hos friska individer, medan FEV1 sjénk efter inand-
ning av 80 pg (18). Det finns tecken pd att personer med inflammatoriska foriin-
dringar i luftviigarna kan vara mer kiinsliga for endotoxin exponering. Patienter
med kronisk bronkit hade sdledes symptom vid en ligre dos (40 pg) iin friska per-
soner (18). FEV] sjonk mellan 5-11% hos astmatiker efter inandning av 22 pg
LPS, men denna dos orsakade ingen forindring hos friska personer. LPS tkade
den bronkiclla reaktiviteten hos astmatiker och en Litt men inte signifikant sinkning



intriiffade hos friska personer. Fériindring av FEV1 observerades 45 minuter efter
inandning av LPS och fortsatte i minst 5 timmar (78).

Personer som inte tidigare exponerats for endotoxin fick inandas 20 pig nebulise-
rad LPS (frin Enterobacter agglomerans). Deta forindrade inte FEV ], men efter
30 pLg noterades en litt (-1,4%) icke signifikant siinkning av FEV ] och efter 200 ug
sjonk FEV 1 signifikant ( -8%). Inandning av hela Gram-negativa bakterier,
motsvarande 300 pg LPS enligt kemisk analys (30 pg enligt LAL), gav en nigot
mindre sinkning av FEV ( -6 %). Den "biologiska dosen” av gram-negativa
bakterier ansdgs dirfor motsvara omkring 100 pg av LPS, dvs tre gnger mer én
det det uppmiitta LAL viirdet. Vid dosen 30 jtg LPS upplever 20-30% av
forsékspersonerna feberreaktioner, luftviigsirritation och/eller tryckkiinsla i brstet.
Efter att ha exponeras for 300 pug LPS, i form av hela celler, upplevde 40-80%
liknande besvir (108).

LPS ir bundet till cellmembran i omgivningsdamm, vilket medfér att man
underskattar den totala méingden LPS med LAL testet. Den biologiskt verksamma
LPS aktiviteten kan antas vara tre gnger higre #n den aktivitet som miittes med
LAL-testet enligt de experiment som redovisades ovan (108). I ett experimentellt
kardrum i ett bomullsspinneri uppmiittes en omgivningshalt pa 1,5 g LPS enligt
LAL, vilket under 4 immars exponering medfiirde 5% siinkning av FEV{ (42).
Man uppskattade den inandade "biologiska dosen” LPS till 14 jig genom att
multiplicera uppmitt LPS med tre och antagandes 50% deposition av nebuliserad
dos i lungan. Detia virde kan jimftras med den dos nebuliserad ren LPS som
kriivs ftir en motsvarande forindring 1 FEV]. Siledes kriivdes en "biologisk dos"
pd 28 g for att dstadkomma motsvarande forindringar av FEV] efter inandning av
ren LPS. Dosen beriiknades med korrektion f6r 30% foirlust i nebulisatorn och med
antagandet att 50% av Aterstoden deponerades i luftvigar/lungor. Den inandade
endotoxindosen i kardrummet var alltsd hilften av den dos ren LPS som kriivdes
for samma foriindring i FEV]. Endotoxinhalt, men inte totaldammbalt, i luft
korrelerade med foriindringar i FEV | ver arbetskift i kardrummet (17, 114). Ien
sammanstilining av flera understkningar frin USA fann man en signifikant relation
mellan endotoxinkoncentration i luft (i omrddet 0-0,8 pig) och FEV | foriindring (i
omrédet +0,5 till -9.1 %) (17). Enligt denna rapport kriivdes ligre exponering fér
endotoxin i bomullsdamm for en given pverkan pA FEV1 &n i de svenska
studierna,

I'en dos—effektundersokning frn svinhus fanns en korreleration mellan
endotoxinhalt och forindring av FEV | under ett arbetsskift. Endotoxinhalterna
viixlade mellan 0,1-1,1 pg/m3 och FEV1 férindringen mellan +4 till -6%. Eftersom
dammet innehdller mycket Gram-positiva bakterier i denna omgivning kan
endotoxinhalten enligt LAL vara falskt hog p& grund av inverkan av
peptidoglykaner och glukaner (127). LPS bestimningar i luftprov med higa halter
svampsporer har ocksd givit viirden som kan vara falskt hoga pd grund av éimnen
som interfererar med LAL metoden (100).

Svamp- och aktinomycetsporer, Det finns relativt lite information om dos-respons

mellan exponering for svamp— eller aktinomycetsporer och toxiska symptom

respektive allergisk alveolit. Lantbrukare med allergisk alveolit 4r ofta exponerade
fér mellan 109 sporer per dag under flera veckor. Inandnin g av 1019 sporer under
en dag orsakar akuta symptom. Detta motsvaras av storleksordningen 10 eller mer
sporer per kubikmeter luft.

Réttor som tillférs 109 sporer frén Aspergillus fumigatus intratrakealt visade hig
mortalitet 48 timmar efter tillférseln. Det fanns tecken pd invasiv viixt, ansamling av
neutrofila granulocyter och nekros. Tre veckor efter exponeringen uppkom kro-
niska granulomatésa foriindringar med makrofager och jitteceller hos dverlevande
rattor (66). En dos pa 107 - 109 sporer intratrakealt pAverkade inte lun gfunktionen
hos kortison behandlad mus (141). Marsvin som exponerats fyra timmar per dag,
fem dagar i veckan under flera veckor for en aerosol med 108 tll 109 sporer/m3 fick
en lymfocytir granulomatss lungsjukdom som pdminner om allergisk alveolit.
Kortare exponeringstider (40 minuter) eller ligre aerosolkoncentrationer (106 spo-
rer/m3) gav inte upphov till sddana forindringar (36).

i2; Diskussion

Kunskaperna ér ofullstindiga om de mekanismer som medfor att inandnin gav
mikroorganismer ger icke-infektids inflammatorisk lun gsjukdom. Man kan skilja pa
ett akut inflammationstillstind och en mera ldngvarig immunmedierad sjukdom
(allergisk alveolit). Dessa tillstfind kan pd siitt och vis betraktas som foljder av en
normal forsvarsreaktion mot en extrem exponering for potentiellt skadliga mikro-
organismer. Dessa sjukdomar ir diirfor till sin natur helt olika allergisk astma eller
rhinit déir den sjuke ofta ir extremt Gverkiinsli g mot vanligt férekommande och
fullstindigt harmldsa dmnen. De akuta symptomen vid toxisk eller allergisk alveolit
medieras sannolikt av basala férsvarsmekanismer mor olika klasser av mikro-
organismer. Dessa forsvarsmekanismer forutsitter inte immunigenkinning, utan
verkar via aktivering av receptorer mot vissa gemensamma strukturer pd
mikroorganismer eller genom icke-specifik komplementaktivering. Man kiinner bist
till interaktionen mellan LPS och dess receptor pd makrofager och man har visat att
inandning av LPS i héga doser ger de typiska symptomen for toxiska reaktioner
mot damm hos ménniskor. Man har dock inte visat att endortoxin 4r den enda, eller
ens den viktigaste orsaken, till akuta symptom i alla omgivningar dir toxiska
reaktioner har observerats. Man kan spekulera om B-(1-3)-D—glukan och
peptidoglykan kan spela en roll for toxiska reaktioner vid inandning av organiskt
damm. Eftersom det inte finns information frin provokationsstudier hos méinniska
och det saknas accepterande metoder att miita halten av dessa dmnen i luft, fir
slutsatser om dessa dmnens eventuella roll dock anstd tills vidare.

Man har spekulerat mycket kring de antigena egenskaperna i damm som orsakar
allergisk alveolit. Det &r kanske av stérre intresse att diskutera forekomst av dmnen
med adjuvanseffekter i dammet. Glukan, peptidoglykan och i viss mfn fiven
endotoxin har starka adjuvanseffekter som skulle kunna spela roll for
immunstimulering efter inandning av mégeldamm. Efiersom det finns si minga
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frigetecken kring vilka komponenter i organiskt damm som spelar roll for sjukdom
iir det svért att ge forslag om matstrategi. Man kan sdledes idag inte med siikerhet
fastslé om det spelar ndgon roll om mikroorganismerna lever eller inte. Man vet inte
om vissa arter av svampar eller bakterier ir mera sjukdomsframkallande dn andra.
Betydelsen av LPS, peptidoglykan och B-(1-33)-D—glukan, ensamma eller i
kombination, som riskfaktorer for toxiska och immunmedierade sjukdomar méste
yiterligare belysas. Det fir angeliiget att minska exponeringen for mikroorganismer
pd ménga arbetsplatser diir exponeringen idag iir alltfor hog. En enkelt indikator pd
effekten av forbyggande dtgirder, ér att miita den totala sporhalten eller LPS—
aktiviteten beroende pd vilken omgivning det dr frigan om. Sirskilt inom
bomullsindustrin finns goda argument for att miita LPS aktivitet snarare in
dammbalt. LPS och total sporhalt ir troligen biittre riskindikatorer dn totaldamm i
lantbruket, men for niirvarande kan man inte ange vilken roll dessa éimnen spelar
for olika sjukdomar i lantbruksmiljén. Med tanke pd att metoden att mita LPS kan
paverkas av andra iimnen som finns i hdg koncentration i lantbruket, kriivs
ytterligare metodkontroll innan LAL-metoden kan rekommenderas i sidana
omgivningar.

Olika forsok har visat att inandning av flera tiotals mikrogram LPS ger sjuk-
domssymptom. Omgivningsprov verkar ha en biologisk LPS-aktivitet som kan
vara tre gdnger hdgre dn uppmitt LPS miingd. Om man andas in damm med en
LPS koncentration pA ett pg/m3 eller mer under en arbetsdag riskerar man diirfor att
utveckla symptom som orsakats av inandat endotoxin. Den lidgsta nivd som ger
symptom hos kiinsliga personer ér rimligen ligre. En kortvarig exponering (cirka
10 minuter) for sporkoncentrationer som Sverstiger 109/m3 medfor klar risk for
toxiska symptom, men det ir inte kiint om detta giiller alla slags mikroorganismer.
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Sammanfattning

P. Malmberg. 99. Mikroorganismer. Nordisk expertgrupp for
grinsviirdesdokumentation. Arbete och Hiilsa 1991:44 pp 1-29.

Inandning av mikroorganismer kan via immunologiska och icke-immunologiska
forsvarsmekanismer orsaka sjukdomar som allergisk alveolit, feber reaktioner
(organic dust toxic syndrom, ODTS), kroniskt inflammatoriska foriindringar i
luftviigarna, mukés membran irritation, allergisk astma och rhinit. Inflammatoriska
celler har receptorer som reagerar mot vanligt frekommande komponenter i
cellviggar pd mikroorganismer som endotoxin, peptidoglykan och "fmlp-liknande"
peptider pA bakterier samt B—(1-3)-D—glukan p4 svampsporer. Detta ger en
"toxisk" inflammatorisk reaktion. Upprepad intensiv exponering kan ge allergisk
alveolit pg av §verdriven immunstimulering. En eller bida av dessa reaktioner har
rapporterats frin bomullsindustri, olika lantbruksmiljoer, inklusive svin— och
honsproduktion, i samband med hantering av spannmdl, vissa triprodukter, arbete
med komposter och frin kontor med orena luftfuktare.

Nyckelord: mikroorganismer, endotoxin, febril reaktioner, allergisk alveolit,
griinsviirde.
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Summary

P. Malmberg. 99. Microorganisms. Nordic Expert Group for Documentation of
exposure limits. Arbete och Hilsa 1991:44 pp 1-29

Inhalation of microorganisms may cause non-infectious symptoms and diseases
by activation of non-immune defence mechanisms and by causing immune
responses. The symptoms include allergic alveolitis, febrile reactions (organic dust
toxic syndrome, ODTS), chronic inflammatory changes in airways with chest
oppression, cough and "monday exacerbation of symptoms", "mucous membrane
irritation", allergic asthma and rhinitis. Inflammatory cells have receptors which
recognize and respond to common components on microorganisms, such as
endotoxin, peptidoglycan and "fmlp-like” peptides on bacteria and B-(1-3)-D—
glucan on fungal spores. This results in a "toxic" inflammatory reaction which has
been reported from many work environments and upon repeated intense exposure
the reaction is compounded by immune-reactions causing allergic alveolitis. One or
both of these reactions have been reported from the cotton industry, various aspects
of farming, including swine and poultry production, from grain handling, some
types of wood handling, composting and from offices with unclean humidifiers.

Keywords: microorganisms, endotoxin, febrile reactions, allergic alveolitis,
occupational exposure limit.
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