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Samenvatting

Sinds een aantal jaren wordt in Nederland en daarbuiten het
enzym fytase toegepast in de mengvoederindustrie. Dit enzym
- geproduceerd met behulp van een biotechnologisch gemodifi-
ceerde stam van de schimmel Aspergillus niger en verkocht
onder de merknaam NatuphosR - is een fosfatase dat de opna-
me van fosfaat bevordert, zodat minder extra fosfaat aan het
voer hoeft te worden toegevoegd. Aldus kunnen de concentra-
ties fosfaat in de mest en daarmee de emissies van fosfaat in
het milieu aanzienlijk worden gereduceerd.

Naar aanleiding van luchtwegklachten bij werknemers in een
bedrijf waar fytase - als poeder of als vernevelde vloeistof -
werd toegevoegd aan mengvoeders en gespecialiseerde prepa-
raten (zgn. ‘pré-mixen’), werd in deze studie onderzocht of
type I allergie voor dit nieuwe enzympreparaat de oorzaak
van de luchtwegklachten zou kunnen zijn. IgE serologie en
een gestandaardiseerd vragenlijstonderzoek werden uitge-
voerd bij 22 werknemers, waarvan de helft werkzaam was in
de productie en regelmatig in contact kwam met fytase.
Specifieke IgE antistoffen tegen gedialyseerde extracten van
de in het bedrijf gebruikte fytase-preparaten, werden gevon-
den bij 9 van de 11 ‘blootgestelde’ werknemers, tegenover
slechts 3 van de 11 ‘niet-blootgestelde’ interne controles uit
hetzelfde bedrijf. In een groep van 19 externe controles van
buiten het bedrijf werd bij 2 personen een (zwak) positieve
reactie gevonden. Van de 6 werknemers met luchtwegklachten
- met name astmatische klachten - tijdens en na het werk,
bleken er 4 gesensibiliseerd, waarvan 3 relatief sterk.
Geconcludeerd kan worden dat steeds rekening moet worden
gehouden met het risico van type I beroepsallergie, met name
wanneer inhalatie van een aerosol van poeder of vloeistof
regelmatig kan optreden, zoals in de hier beschreven werksi-
tuatie.

Inleiding

Enzymen worden in toenemende mate gebruikt in ver-
scheidene industrietakken. Bacterién en vooral draad-
vormige schimmels beschikken over de capaciteit een
breed scala van enzymen te produceren. De enzymen
hebben een hoog moleculair gewicht met een katalyti-
sche werking, die toepasbaar is voor vele doeleinden.
De moderne recombinant-DNA-techniek vormt een
nieuwe tak in de biotechnologie die mogelijkheden
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Summary "

The enzyme phytase - produced from a genetically modified
strain of Aspergillus niger and commercially available as
NatuphosR - has been introduced in animal feed production,
as an effective tool to reduce environmental phosphate emis-
sions from animal farms. The enzyme is a phosphatase that
enhances the bio-availability of phosphate in animal feed, thus
diminishing the need for phosphate supplements, and redu-
cing phosphate concentrations in the menure.

This study was undertaken because of respiratory health com-
plaints among workers in a factory producing specialised pre-
parations (‘pre-mixes’) that are used as additives in the ani-
mal feed industry. Phytase was added as powder or as nebuli-
zed liquid preparation to batches of animal feed. The main
question was, whether type I allergy against phytase could be
involved. IgE serology was performed in combination with a
standardized health questionnaire, in a group of 22 workers of
whom 11 were regularly in contact with the enzyme. IgE reac-
ting with extracts of the phytase preparations as used in the
factory could be demonstrated in 9 of these ‘exposed’ workers.
In contrast, clearly positive IgE reactions were found in only 3
of the 11 ‘non-exposed’ internal controls, and in 2 out of 19
‘external controls’. Among the 6 workers reporting respiratory
health problems during or after work, 4 were sensitized
against phytase, of whom 3 relatively strongly.

The study confirms that apparently each introduction of a new
enzyme for industrial applications can be a cause of a new
type of occupational IgE-mediated respiratory allergy, particu-
larly if inhalation of airborne material at the workplace is not
sufficiently prevented or avoided.

*) A full paper in English has recently been published in Occu-
pational and Environmental Medicine (Doekes et al., 1999)

trefwoorden: beroepsallergie, IgE, enzymen, fytase,
mengvoederindustrie

biedt de klassieke toepassingen te verbeteren en geheel
nieuwe toepassingen te introduceren. De via recombi-
nant DNA-techniek gemaakte producten hebben niet
alleen in de geneesmiddelensector toepassing hebben
gevonden, maar ook in tal van andere producten, die in
de levensmiddelen- of veevoederindustrie worden
toegepast (Praaning-van Dalen, 1992).

Sinds enige decennia is echter reeds bekend, dat enzy-
men potente type [ allergenen kunnen zijn, zoals blijkt
uit de relatief grote aantallen gesensibiliseerden onder
blootgestelde werknemers in de enzym-industrie en in
bedrijven waar enzymen - vaak in poedervorm - aan
andere producten worden toegevoegd (Flindt, 1969;
Pepys et al, 1969; Flindt , 1996; Pauwels et al, 1978;
Topping, 1985; Tarvainen et al, 1991; Losada et al,
1992, Quirce et al, 1992, Houba et al, 1995). Bekende
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voorbeelden zijn IgE-sensibilisatie voor enzymen in de
wasmiddelindustrie (Flindt, 1969; Pepys et al, 1969;
Flindt, 1996) en de rol van IgE sensibilisatie tegen
a-amylase, dat als broodverbetermiddel aan deeg wordt
toegevoegd, in het ontstaan van bakkersallergie en -
astma (Houba et al, 1995).

De introductie van nieuwe enzymen voor allerhande
toepassingen zou daarom een toename in de blootstel-
ling aan diverse nieuwe allergenen tot gevolg kunnen
hebben. Hoewel dit mogelijk ook geldt voor de algeme-
ne bevolking, betreft het in de eerste plaats de werk-
omgeving, niet alleen bij de productie, maar ook bij de
toepassing van nieuwe enzymen.

Een voorbeeld van de toepassing van de bovengenoem-
de DNA-techniek is de productie van het enzym fytase,
een fosfatase dat fosfaat kan vrijmaken uit moeilijk
verteerbare, gefosforyleerde koolhydraten, met name
fytaat of fytinezuur (inositolhexafosfaat). Fytase wordt
van nature geproduceerd door de schimmel Aspergillus
niger, en oorspronkelijk werd fytase geproduceerd door
A.niger var. ficuum. Door gen-duplicatie en -stimulatie
is een gemodificeerde stam van A.niger geproduceerd
die het enzym op veel grotere schaal aanmaakt,.
(Praaning-van Dalen, 1992). Met de gemodificeerde
stam wordt fytase ongeveer 1000 maal effectiever
geproduceerd; 1 g van het ‘moderne’ enzympreparaat,
dat als NatuphosR in een vloeibare en vaste vorm in de
handel is, bevat 5.000 FTU, een hoeveelheid waarmee
per minuut 8 g fosfaat kan worden vrijgemaakt.
Toevoeging van het enzym aan diervoeders verhoogt de
biologische beschikbaarheid van fosfaat in het
spijsverteringskanaal, zodat geen extra fosfaat aan het
voer toegevoegd hoeft te worden (Selten, 1994), en het
fosfaatgehalte in de mest en dus de emissies van fos-
faat aanzienlijk worden gereduceerd. Er is melding
gemaakt van reducties tot 30 procent minder fosfaat in
de mest bij gebruik van NatuphosR.

In de zomer van 1995 werd onze afdeling benaderd
door de bedrijfsarts van een bedrijf waar gespeciali-
seerde producten, met name diverse additiva voor de
mengvoederindustrie (zgn. ‘pré-mixen’) worden gepro-
duceerd. Verschillende werknemers in dit bedrijf onder-
vonden luchtwegklachten, met name tijdens en na de
toediening van fytase preparaten aan partijen meng-
voeder. Bij één werknemer was zelfs sprake van ernsti-
ge astmatische klachten, en vermoed werd dat bloot-
stelling aan het enzym fytase een verklaring zou kun-
nen vormen. In de internationale literatuur was op dat
moment echter nog geen allergie tegen een fytase-pre-
paraat beschreven. Sinds 1992 is fytase op de markt en
op het moment van het onderzoek - eind 1995 - werd
het enzym fytase sinds 9 maanden door het bedrijf op
grote schaal gebruikt. Andere nadelige gezondheidsef-
fecten voor betrokken werknemers waren (en zijn)
evenmin bekend. Wel wordt in een veiligheidsinfor-
matieblad van de leverancier gewezen op mogelijke
overgevoeligheidsreacties, vermoedelijk op basis van
ervaringen met andere enzymen.

Het doel van dit onderzoek was daarom, na te gaan of
de klachten bij de werknemers konden worden ver-
klaard als een mogelijk allergische reactie op het
enzym - of eventueel op een contaminant in de enzym-
preparaten. Onder de werknemers van het bedrijf wer-
den een serologisch en vragenlijst-onderzoek uitge-
voerd. Uit de resultaten blijkt dat naar alle waarschijn-
lijkheid inderdaad een ‘nieuw’ geval van type I
beroepsallergie is aangetroffen, en dat fytase net als
verschillende andere industriéle enzymen, tot de moge-
lijk potente inhalatie-allergenen moet worden gere-
kend.

Tijdschrift voor toegepaste Arbowetenschap 13 (2000) nr 4

Materiaal en methoden

Gebruik van fytase (NatuphosR) in het bedrijf

Het bedrijf produceert gespecialiseerde mengvoeder-
concentraten en premixen welke worden afgeleverd
aan de mengvoederindustrie voor verwerking in dier-
voeders voor de runder-, varkens- en pluimveehouderij
en complete veevoeders voor de varkensfokkerij. De
mengvoederconcentraten en premixen bevatten stoffen
als vitamines, conserveermiddelen, antibiotica, schim-
melwerende stoffen in geconcentreerde vorm en sinds
enige jaren dus ook enzymen. Het fytase-preparaat
wordt in vloeibare of vaste vorm (hier aangeduid als
‘fytase-Nf’ en ‘fytase-Ns’) toegevoegd sinds begin 1995.
Op de premixafdeling worden handmatig grondstoffen,
waaronder fytase-Ns, afgewogen en gemengd. Grotere
hoeveelheden van 25 kg fytase-Ns werden bijgestort in
doseersilo’s via een bijstortput in de vloer. Voer in kor-
rel- of kruimelvorm wordt vlak voor de belading van de
vrachtwagens of het afzakken besproeid met fytase-Nf.

Populatie en werkplekbeschrijving

De werknemer met astmatische klachten was werk-
zaam op een verpakkingslijn en kwam regelmatig in
aanraking met hoeveelheden veevoer(concentraat) met
zowel vloeibaar als vast Natuphos. Nog 10 andere pro-
ductiemedewerkers (op een totaal van 60) bleken op
grond van oriénterend werkplekonderzoek mogelijk
blootgesteld aan het enzympreparaat. Bij deze 11 men-
sen en bij 11 ‘interne’ controles (medewerkers van het
kantoor en het laboratorium, die niet met fytase werk-
ten of hadden gewerkt) werd uitgebreider onderzoek
uitgevoerd. Een standaardvragenlijst over luchtweg-
klachten en werkomstandigheden werd afgenomen, en
ten behoeve van serologisch onderzoek werd bloed
afgenomen. Als externe referentiegroep voor de IgE
serologie diende een groep van 19 sera, voornamelijk
afkomstig van proefdierwerkers en laboratoriummede-
werkers (Hollander, 1997).

Vragenlijst

Met behulp van een standaard-vragenlijst, die onder
andere ook werd toegepast in onderzoek naar respira-
toire klachten als gevolg van allergie voor het enzym a-
amylase (Houba et al., 1995), zijn na enige aanpas-
singen - met name het toevoegen van vragen over het
werken met fytase - de klachten onder de werknemers
geinventariseerd. Voor het vaststellen van ‘bronchitis’
werden de volgende parameters gebruikt: in de laatste
twee jaar gedurende drie maanden dagelijks hoesten
en/of slijm ophoesten en last van kortademigheid bij
matige inspanning. ‘Astmatische klachten’ waren gede-
finieerd als ‘piepen op de borst’, en ‘aanvallen van be-
nauwdheid’. Tevens werden vragen gesteld over het
voorkomen van deze klachten in relatie tot (aanwezig-
heid op) het werk.

Stof- en endotoxinemetingen

Persoonlijke metingen van inhaleerbaar stof en endo-
toxines werden uitgevoerd met behulp van Gilair pom-
pen en PAS-6 monsterkoppen voorzien van glasvezelfil-
ters (GF/A 2,5 cm; Whatman Int. Ltd, UK); in totaal
werden 44 monsters genomen tijdens de werkdag, alle
bij een flow van 2 L/min, voornamelijk (n=28) geduren-
de minimaal 5,5 uur.

Totaal inhaleerbaar stof in de bemonsterde lucht werd
bepaald als de netto gewichtstoename van het filter.
Voor de bepaling van bacteriéle endotoxines, uitgevoerd
met 13 van de monsters, werden de filters geéxtra-
heerd met 5 ml pyrogeenvrij water met een toevoeging
van 0,05% Tween-20; endotoxine werd gemeten in de



extracten met de kinetische ‘Limulus amoebocyt lysaat
(LAL)-test (Douwes et al., 1995).

Serologie

Als allergenen in de IgE bepalingen werden de prepa-
raten van Natuphos in vloeibare en vaste vorm (fytase-
Nf en fytase-Ns) gebruikt, zoals in gebruik binnen het
bedrijf. Daarnaast werden tests uitgevoerd met gezui-
verd fytase afkomstig van Sigma Chemicals (fytase-S;
St. Louis, MO, USA; nr. P9792). Voor gebruik in de
serologie werden de preparaten eerst verder opge-
werkt. Fytase-Ns werd eerst geéxtraheerd: 2.5 g
enzympreparaat in 20 ml Coca’s buffer (0.94 M NaCl,
0.03 M NaHCOj,, 0.04 M fenol in bidest, pH=7.2), gedu-
rende twee dagen bij 8 °C. Het extract werd, tegelijk
met 20 ml fytase-Nf, 30 min. gecentrifugeerd bij 24,500
g. De supernatanten werden gefiltreerd door 0.45 mm
filters (Millipore SA, Molsheim, Frankrijk), en gedialy-
seerd tegen fosfaat-gebufferd fysiologisch zout (PBS).
Fytase-S werd als zodanig direct opgelost in PBS bij
een concentratie van 1 mg/ml. Met behulp van de BCA-
methode (bicinchinonic acid; Pierce, Rockford, IL, USA)
werden eiwitconcentraties van de verschillende
preparaten vastgesteld. Deze concentraties waren
respectievelijk 8, 28 en 1 mg/ml voor fytase-Nf, fytase-
Ns en fytase-S.

Bepaling specifiek IgE

De sera werden tot het moment van analyse opgesla-
gen bij -20 °C. Anti-fytase IgE werd gemeten met een
enzym immunoassay (EIA) zoals eerder beschreven
voor diverse andere allergenen (Doekes et al., 1996).
Microtiterplaten (Greiner, Nuertingen, Duitsland) wer-
den gecoat met 1:100 verdunningen van de allergeen-
extracten in PBS en overnacht geincubeerd bij een
temperatuur van 4 °C. Monsters van 1:10 verdund
serum werden daarna 2 uur lang geincubeerd in de
microwells bij 37 °C, waarna de binding van specifiek
IgE werd gemeten met behulp van een gevoelige vier-
staps IgE-detectiemethode. De sterkte van de reactie
werd semi-kwantitatief weergegeven op basis van de
OD* van de uiteindelijke colorimetrische reactie; OD*
is de optische dichtheid (OD) bij 492 nm in de wells
met serummonsters, na aftrek van de OD492 in contro-
le microwells waarin alle reagentia behalve serum zijn
toegevoegd. De volgende indeling werd op basis van de
OD* werd toegepast: <0.05: negatief; 0.05-0.10: border-
line(x); 0.1-0.2: zwak positief(1+); 0.2-0.8: positief(2+);
>0.8 : sterk positief(3+).

Bepaling van atopie en van anti-schimmel IgE
‘Atopie’ als mogelijke risicofactor werd vastgesteld door
bepaling van totaal serum IgE en van IgE tegen een
panel van algemeen voorkomende allergenen - huis-
stofmijt, gras- en boompollen, en kat-allergenen, met
specifieke enzym-immuno assays (EIA) (Doekes et al.,
1996). Atopie werd gedefinieerd als de aanwezigheid
van IgE tegen één of meer van deze allergenen, en/of
een totaal serum IgE >100 kU/L. Dezelfde EIA tech-
niek werd ook toegepast om specifieke IgE antistoffen
tegen allergeen extracten van diverse Aspergillus en
Penicillium soorten te detecteren.

Resultaten

Stof- en endotoxine blootstelling

Stofconcentratties bleken bij verschillende werkzaam-
heden in de productie vrij hoog: regelmatig werden
waarden boven de norm voor hinderlijk stof (10 mg/m3)
gevonden. Dit gold zeker voor de werkzaamheden
waarbij met fytase gewerkt werd (de ‘prémix’-activitei-

ten), maar ook bij andere werkzaamheden was de stof-
concentratie relatief hoog (Tabel 1).

functie n AM SD GM GSD min max
afzakken - - . 11 115 16.1 . 6.1 -3.0 .19 56.0
prémix/afwegen 3 9.3 4.1 86 1.7 49 13.0
prémix/bijstorten 5 11.4 5.6 10.5 1.5 6.7 20.8
heftruck 2 22 19 18 26 09 36
chauffeur 2 166 220 5.8 114 1.0 32.1
prémix/divers 1 44 - 44 - - -

Tabel 1. Blootstelling aan inhaleerbaar stof (mg/m3).

n: aantal monsters;

AM en GM: rekenkundig en geometrisch gemiddelde;

SD en GSD: standaarddeviatie en geometrische
standaarddeviatie;

min en max: laagste en hoogste waarneming.

Endotoxine-concentraties waren niet opvallend hoog in
vergelijking met bijvoorbeeld eerdere bevindingen in
de mengvoederindustrie (Smid et al., 1992), maar ook
zeker niet te verwaarlozen (Tabel 2).

afdeling#) n AM SD GM GSD min. max.
prémix 6 101 141 50 3.5 16 380
afzaklijn (1) 3 73 73 51 2.8 20 156
afzaklijn (0) 2 799 211 783 13 649 948
combi 2 3440 >1000 865 18.5 109 6780

Tabel 2. Endotoxine blootstelling (EU/m?3)*)

*) EU: endotoxine units (ongeveer 10 EU/ng
standaard)

#) endotoxine werd slechts in een beperkt aantal
monsters gemeten, ihb. in monsters genomen op plaat-
sen/bij taken waarbij fytase blootstelling
verwacht werd: ‘prémix’- afwegen/bjstorten op
prémixafdeling;
afzaklijn (1) en (0): afzaklijnen op le verdieping en pro-
ductievloer;

‘combi”: afzakpunt voor mengvoederconcentraat/prémixen
(op le verdieping).

Gezondheidsklachten

Van de 11 ‘blootgestelde’ werknemers gaven er 6 te
kennen regelmatig last te hebben van luchtwegklach-
ten tijdens het werk, in het bijzonder tijdens het wer-
ken met het enzym-preparaat: 4 met astmatische
klachten, 1 met bronchitis-achtige klachten, en 1 met
beide. In de ‘interne controle’ groep werden door slechts
twee werknemers werk-gerelateerde luchtwegklachten
gerapporteerd. Bij twee resp. één van de werknemers
in de twee groepen was ook véér aanstelling in het hui-
dige werk reeds sprake van luchtwegklachten. In
totaal 7 werknemers - 5 van de werkvloer en 2 van de
interne controles - hadden ook last van luchtwegklach-
ten buiten het werk. Opvallend was dat deze groep
slechts gedeeltelijk overlap vertoonde met de groep met
werk-gerelateerde klachten (Tabel 3a en 3b).

Van de werknemers nrs. 3, 4, 6 en 7 die werkten aan de
verpakkingslijn waar fytase werd toegevoegd, hadden
twee personen astmatische klachten en één persoon
had algemeen allergische klachten die enkele uren
aanhielden (loopneus, benauwdheid, tranende ogen of
rode jeukende huid). Van hen rapporteerden drie perso-
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nen (nrs. 3, 6 en 7) hinder te hebben van fytase, met
name bij gebruik van het vloeibare preparaat.
Daarnaast waren er drie personen die last hadden van
andere stoffen in de werkomgeving. Werknemer nr. 3,
met astma-aanvallen, was degene door wiens ernstige
klachten het onderzoek gestart was. Eén werknemer,
die opgaf alleen vroeger astma-aanvallen gehad te heb-
ben (nr. 5), werkte voornamelijk buiten op een hef-
truck, terwijl nr. 2 eveneens aanvallen van benauwd-
heid had, die echter ook reeds voorkwamen véér aan-
stelling in het huidige werk. Een ander rapporteerde
klachten na het werk (nr. 12). De personen op de pre-
mix-afdeling, die met fytase-Ns in aanraking konden
komen (nrs. 2 en 10), hadden CARA-klachten, waarbij
één van hen deze klachten ook had v66r aanstelling.
Werkgerelateerde, mogelijk allergische klachten, zoals
loopneus, benauwdheid, jeukende/rode huid of tra-
nende ogen, traden alleen op op de werkvloer. Nr. 1
werkte aan een aparte afzaklijn voor concentraten op

een locatie op relatief grote afstand van de premix-
afdeling met fytase-Ns en de verpakkingslijn met fyta-
se-Nf. Nr. 9 ervoer hinder van het stof en gaf werkgere-
lateerde klachten op als niezen, loopneus en tranende
ogen.

IgE anti-fytase

In de groep van 11 ‘blootgestelde’ werknemers werden
met vast fytase-Ns bij 10, en met fytase-Nf bij 9 werk-
nemers positieve of borderline IgE reacties gevonden,
tegenover 5 en 3, respectievelijk in de interne controle-
groep. Indien alleen de >1+ reacties als positief geteld
werden, waren deze getallen 9 en 4 voor de blootgestel-
de, en 3 en 1 voor de interne controlegroep (Tabel 3a,
3b). In de externe controlegroep waren 16 sera negatief
op beide allergeenpreparaten, gaven er 1 respectieve-
lijk 2 een borderline reactie op fytase-Ns en -Nf, en
werd in 2 respectievelijk 1 van de sera een 1+ reactie
gevonden op fytase-Ns en -Nf,

nr.  leeftiid m/v roken atopie luchtwegklachten IgE anti-fytase/schimmel
werk | elders ‘eerder’ Ns Nf S A.niger
1 22 m - - - - - * - - -
2 26 m + + AB + + 3+ 3+ - +
3 39 m + + A + - 2+ 2+ = -
4 26 m - - - + - 1+ = - -
5 39 m + + A - + - - - -
6 34 m ex + - - - 1+ * - -
7 38 m + - A B - 2+ 2+ - -
8 32 m + - A - - 1+ * - -
9 46 m ex - + - 1+ * - -
10 55 m - z B 2 2 1+ 1+ - 3
11 58 m ex - - - - 1+ * - -

Tabel 3a*). IgE serologie’, atopie? en luchtwegklachten3 : productiemedewerkers die met fytase in contact kwamen

*) legenda: zie tabel 3b.

or.  leeftiid m/v roken atopie luchtwegklachten IgE anti-fytase/schimmel
werk | elders ‘eerder’ Ns Nf S A.niger
12 48 m + - 2?# 24 - 3+ 2+ - +
13 23 v - - - - - * 4 - =
14 29 v 2 o . i . h : . X
15 24 m - + - - - - = - <
16 48 \4 + - AB - - 1+ + - -
17 28 m + + - + - - - - -
18 53 m - - - - - - - - -
18 24 v + - A - + - - : s
20 60 v - - + - 1+ * 2+ -
21 24 v X x s = g : - 5 :
22 29 m i : < - : = s = .

Tabel 3b. IgE serologie’, atopie? and luchtwegklachten3; ‘niet-blootgestelde’ interne controles

1 IgE serologie: enzym immunoassays voor de bepa ling van IgE tegen (extracten van) vast (fytase-Ns) en vloeibaar (fytase-Nf)
NatuphosR, tegen fytase (Sigma; fytase-S), en tegen een A.niger extract.
IgE tests met A.oryzae, A.fumigatus, A.flavus, en een mengsel van Penicillium spp. waren alle negatief, in alle sera.

2 Atopie: totaal serum IgE > 100 kU/L, en/of aanwezigheid van IgE tegen huisstofmijt-, graspollen-, berkepollen- en/of kat-

allergeen.

3 A :asthmatische klachten; B : bronchitis klachten; ‘werk’: werkgerelateerd, dwz. tijdens of direct na het werk; ‘elders’: klach-
ten worden ervaren (ook) buiten het werk; ‘eerder’: klachten waren er ook al voor aanstelling in het huidige werk.
4  Werknemer nr. 12 rapporteerde thuis na het werk last van luchtwegklachten te hebben. De relatie met werkomstandigheden

was echter onduidelijk.
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Risicofactoren

Van de 22 werknemers bleken er 7 atopisch op grond
van IgE serologie met algemeen voorkomende allerge-
nen: 4 in de ‘blootgestelde’ en 3 in de interne controle-
groep. Van de eerste 4 waren er 2 fytase-gesensibili-
seerd en hadden ook werkgerelateerde klachten (nrs.
2 en 3), was er één gesensibiliseerd maar had geen
klachten (ook niet buiten het werk), terwijl de vierde
(nr. 5) niet gesensibiliseerd was maar wel klachten
had, zowel op als buiten het werk. Van de drie atopici
in de interne controlegroep was er slechts één
(zwak/borderline) gesensibiliseerd, en werden door een
ander luchtwegklachten ‘buiten’ het werk opgegeven.

Kruisreacties

De EIA met een coating van fytase-Ns leek iets gevoeli-
ger, maar er was geen kwalitatief verschil met de reac-
ties op fytase-Nf, en de gemeten OD-waarden in de
beide testen vertoonden een zeer sterke correlatie
(Pearson’s r > 0.90). De aldus gesuggereerde immuno-
chemische identiteit werd bevestigd in inhibitie EIA
experimenten, waarin IgE reacties met het fytase-Nf
volledig geremd konden worden door incubatie van het
serum met fytase-Ns (Fig.1), en andersom (niet
getoond). Geheel anders was dit bij testen van een
ander, als laboratoriumprepraat verkrijgbhaar, gezui-
verd fytase preparaat (fytase-S). Slechts één serum, in
de interne controlegroep, vertoonde hierop een duide-
lijk positieve reactie, waarbij er geen relatie leek te zijn
met een al dan niet positieve reactie met fytase-Nf of
-Ns prepraten (Tabel 3). In de inhibitie EIA bleek fyta-
se-S echter wel als remmer te kunnen functioneren,
echter bij 10-20x hogere concentraties ( Fig.1).
Kennelijk bevatte dit preparaat wel de in fytase-Ns en
-Nf aanwezige IgE-bindende epitopen, maar in een lage
concentratie.

Vergelijkbare inhibitie-experimenten werden ook uitge-
voerd met schimmelextracten, die als allergeenprepa-
raat in de handel zijn. Van de diverse Aspergillus

N 7 S TH T T M —— -

s s e

extracten bleek alleen A.niger enige remmende activi-
teit te vertonen, die overigens per testserum verschil-
de. Op basis van de gevonden inhibitiecurves (hier niet
getoond) met serum 2 en serum 12 werd het gehalte
aan fytase-Ns/Nf-allergeen in het A.niger extract
geschat op respectievelijk 0,05% en 0,8%.

Alle sera werden tevens getest op de aanwezigheid van
IgE tegen allergenen van diverse Aspergillus en
Penicillium species. Twee positieve reacties werden
gevonden, en wel van sera 2 en 12, op het allergeen
extract van A.niger.

Discussie

In deze studie werd een verrassend hoge prevalentie
van IgE sensibilisatie tegen het als Natuphos® ver-
kochte enzym fytase gevonden bij productiemedewer-
kers die naar alle waarschijnlijkheid regelmatig gerin-
ge hoeveelheden van het enzym inhaleerden op de
werkplek. De vraag of type I allergie een verklaring
zou kunnen zijn voor de luchtwegklachten bij het wer-
ken met het enzym, lijkt dus bevestigend beantwoord
te moeten worden. Enige kanttekeningen zijn echter
wel op zijn plaats.

Allereerst kan de vraag worden gesteld in hoeverre
klachten bij de werknemers ook door andere factoren,
zoals stof- en endotoxine-belasting, veroorzaakt zouden
kunnen zijn. De stofconcentraties waren aan de hoge
kant, en endotoxine-concentraties waren vergelijkbaar
met die in de mengvoederindustrie, een industrietak
waar met name juist de endotoxine-blootstelling wordt
beschouwd als een belangrijke oorzaak van acute en
chronische luchtwegklachten (Smid, 1993). Daar staat
echter tegenover de specifieke anti-fytase [gE sensiti-
satie in het hier beschreven bedrijf. Gezien de sterke
associatie van specifieke IgE sensibilisatie met lucht-
wegklachten in diverse andere werksituaties, zoals bij-
voorbeeld de meel- en broodindustrie (Houba, 1996), is
het zeer aannemelijk dat de anti-fytase IgE antistoffen
in deze populatie op zijn minst een belangrijke bijdrage

1,4
* — —
ol ® | -m-Fytase-Nf |
12— T —A—Fytase-st_ T
- Fytase-S
e — | ®control [T
08 |—
0,6 =
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0
0 7.8 156 31,3 62,5 125 250 500 ug/mL
Figuur 1

Kruisreacties van fytase-preparaten: inhibitie van IgE anti-fytase-Nf door fytase-NF, fytase-Ns en fytase-S. Serum

van werknemer nr, 2 werd in een 1:10 verdunning

getest in microwells waaraan vooraf - verdunningsreeksen van -

de drie preparaten als remmer waren toegevoegd. In controle wells werd het 1:10 verdund serum gemengd met enkel
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leverden aan het ontstaan van werkgerelateerde lucht-
wegklachten in dit bedrijf.

Tussen het productiepersoneel dat regelmatig met het
enzym in contact kwam en de ‘interne controles’ (kan-
toor- en lab-personeel) werden zoals te verwachten
was, duidelijke verschillen in prevalentie van sensibili-
satie gevonden, maar dit verschil was verre van- abso-
luut. Meest opvallend is de relatief sterke reactie bij
werknemer nr. 12, overigens iemand die rapporteerde
niet tijdens, maar na het werk nogal eens last van
luchtwegklachten te hebben. De vraag rijst daarom of
de ‘interne’ controles werkelijk niet aan het enzym
waren blootgesteld. Aangezien er geen absolute schei-
ding was van de diverse werkruimtes binnen het
bedrijf lijkt het zeer aannemelijk dat verspreiding van
het enzym(stof) binnen het gebouw verantwoordelijk
was voor de 3-5 gevallen van sensibilisatie in de inter-
ne controlegroep. Dit wordt mede gesteund door het
vrijwel ontbreken van positieve reacties in de externe
controlegroep.

Antwoord op deze vragen zou mede geleverd kunnen
worden door meting van allergeen-concentraties in de
lucht. In het kader van deze studie is daartoe een
poging ondernomen, en wel om door middel van inhibi-
tie EIA met behulp IgG,-antistoffen allergeen-metin-
gen uit te voeren, echter zonder succes: op filters van 8-
uurs persoonlijke en stationaire stofmonsters kon geen
allergeen worden aangetoond. Dit zou kunnen beteke-
nen dat de concentraties te laag waren om met een
inhibitie-test te worden gemeten, zoals ook het geval is
bij blootstelling aan c-amylase in bakkerijen, waar
alleen een sandwich EIA met speciaal daarvoor gepro-
duceerde en opgezuiverde dierlijke antistoffen de beno-
digde gevoeligheid biedt (Houba et al., 1997).
Daarnaast is het ook goed mogelijk dat voor de extrac-
tie van fytase van de filters een ander medium dan
PBS vereist is - bijvoorbeeld PBS-Tween dat voor ver-
schillende allergenen een beter extractie medium lijkt
dan PBS alleen.

Slechts in één serum - uit de interne controlegroep -
werd IgE aangetoond tegen een fytase preparaat van
een andere commerciéle oorsprong. Dit andere enzym
preparaat (fytase-S) vertoonde in een inhibitie EIA een
duidelijke kruisreactiviteit met de Natuphos prepara-
ten, maar moest daartoe in een 10-20 maal hogere con-
centratie worden toegevoegd in de inhibitie assay (Fig.
1), en bevatte dus kennelijk per milligram 10-20 maal
minder van het in Natuphos aanwezige allergeen. Een
verklaring voor dit verschil in reactiviteit zou kunnen
zijn, dat de reacties met de Natuphos preparaten voor-
al gericht waren tegen - overigens wel van A.niger
afkomstige - contaminanten, die niet voorkomen in een
preparaat dat via een ander productieproces verkregen
is. Uit immunoblotting-experimenten met beide prepa-
raten is ons echter gebleken, dat het in beide gevallen
vooral om IgE reacties gaat met een eiwit van ongeveer
80-90 kilodalton, naar alle waarschijnlijk het fytase
enzym zelf, Dit zou er op kunnen wijzen, dat enzymen
die op verschillende wijze geproduceerd zijn - bijvoor-
beeld wel of niet met behulp van gentechnologie, of met
behulp van uiteenlopende biochemische isolatieproce-
dures -, dermate sterk van elkaar kunnen verschillen,
dat zij zich als nauwelijks verwante allergenen gedra-
gen, ook al gaat het om nominaal dezelfde enzymen. De
praktische consequentie is dat bij een vermoeden van
allergie voor dergelijke producten, serologische testen
bij voorkeur dienen te worden uitgevoerd met behulp
van dezelfde preparaten als waaraan blootstelling
plaatsvindt.

De relatie van IgE anti-fytase sensibilisatie met lucht-
wegklachten tijdens en na het werk was zeker niet
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absoluut. Verschillende gesensibiliseerde werknemers
hadden geen klachten, en werknemers met klachten
waren niet alle (matig tot sterk) gesensibiliseerd. Dit is
echter een voor type I allergie gebruikelijke bevinding,
en onderstreept dat sensibilisatie niet automatisch
altijd allergische symptomen tot gevolg hoeft te heb-
ben. Hierbij kunnen natuurlijk ook verschillen in bloot-
stelling een belangrijke rol spelen. In het bijzonder
geldt dit voor de eerder genoemde werknemer uit de
interne controlegroep (nr. 12). Het is goed voorstelbaar
dat de relatief sterke sensibilisatie het gevolg was van
incidentele blootstelling, bijvoorbeeld bij kort verblijf
op de productievloer of in ruimtes die daarmee in open
verbinding staan, maar dat als regel de blootstelling op
de eigen werkplek (het kantoor) te laag was om klach-
ten te ontwikkelen.

In twee werknemers werd een IgE reactie met A.niger
gevonden, in afwezigheid van enige andere anti-schim-
mel reactie. Alle andere sera waren volledig negatief op
alle geteste schimmelpreparaten. Het lijkt daarom aan-
nemelijk dat de reactie van sera 2 en 12 met A.niger
het gevolg was van sensibilisatie op het werk tegen
fytase, al valt dit in dit dwarsdoorsnede-onderzoek niet
met zekerheid te stellen. Of men door een dergelijke
sensibilisatie ook op schimmels in bijvoorbeeld de
woonomgeving zou kunnen reageren, valt ook (nog)
niet te zeggen, zolang niet bekend is of van A. niger
afkomstig fytase in relevante concentraties kan worden
aangetroffen in huisstof, c.q. in de binnenlucht in
woningen.

Bij andere vormen van enzym-allergie, zoals bijvoor-
beeld voor a-amylase in bakkerijen (Houba et al.,
1995), zijn ‘atopie’ en het voorkomen van luchtweg-
klachten buiten de werkomgeving duidelijke risicofac-
toren. Mede door de geringe aantallen valt niet goed te
zien of dit in deze situatie ook het geval was. Op zijn
minst zijn er duidelijke uitzonderingen, en kunnen ook
niet-atopici gesensibiliseerd raken, zoals blijkt uit de
relatief sterke anti-fytase reacties bij werknemers nrs.
7 en 12. Ook luchtwegklachten buiten het werk dan
wel in de periode voor aanstelling in de huidige functie
lijken in deze kleine groep op zijn best een matige
voorspeller van sensibilisatie, en van mogelijke symp-
tomatische allergie voor fytase.

Nog afgezien van de sociale wenselijkheid van een
eventuele negatieve selectie, lijkt het dus ook niet goed
mogelijk om op basis van reeds bestaande atopie of
andere kenmerken mensen bij het productieproces weg
te houden en zo de kans op sensibilisatie te minimali-
seren. Zoveel mogelijk reduceren van de blootstelling is
dus de meest voor de hand liggende maatregel, o.a.
door kritische bestudering en eventuele aanpassing
van de wijze van toediening, en van het gebruik van
effectieve ventilatiesystemen en persoonlijke bescher-
mingsmiddelen. Daarnaast is het wellicht aan te beve-
len, om net als bij andere werksituaties met blootstel-
ling aan enzym-allergenen, een regelmatige medische
controle - inclusief een serologisch onderzoek - uit te
voeren onder productiewerkers en andere potentieel
blootgestelden.

Verantwoording

Deze studie was mede mogelijk dankzij samenwerking
met diverse personen en instanties, die wij hiervoor
hartelijk willen bedanken. In de eerste plaats de
betrokken werknemers van het bedrijf, en andere
medewerkers die bij de uitvoering van het veldwerk
ons van dienst geweest zijn, en de bedrijfsarts, dhr. L.
Elders. Tijdens het laboratoriumwerk is essentiéle
assistentie verleend door Jack Spithoven en Siegfried
de Wind.
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