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Werkgerelateerde luchtwegallergie is een belangrijk industri-

eel gez o ndheidsp ro bleem , v ero o rz aakt do o r een sp ecifieke

im m uno lo gische resp o ns o p  in de werko m gev ing ingeadem -

de allergene sto ffen m eestal eiwitten v an p lanten, dieren o f

m icro -o rganism en. I m m uno lo gische sensibilisering leidt bij

herhaalde blo o tstelling to t allergische reacties en sy m p to -

m en, m et als m eest ernstige v o rm  bero ep sastm a, een aando e-

ning die, indien niet tijdig o nderkend, kan uitm o nden in

p erm anente arbeidso ngeschiktheid. U it klinische erv aring en

p o p ulatiestudies is duidelijk gebleken dat twee belangrijke

facto ren het risico  o m  bero ep sallergie te o ntwikkelen bep a-

len: 1 ) een genetische aanleg, feno ty p isch gez ien als een

fam iliair v ó ó rko m en, en/o f een eigen p erso o nlijke v o o rge-

schiedenis v an allergische aando eningen; en 2 ) niv eaus en

duur v an blo o tstelling aan het bero ep sallergeen.

E p idem io lo gische studies hebben aangeto o nd dat het risico

v an sensibilisatie v o o r een bero ep sallergeen ho ger is naarm a-

te de blo o tstelling to eneem t, en sy stem atisch v erm inderen

v an de blo o tstelling z o u dus z ijn weerslag m o eten hebben o p

de o ntwikkeling v an bero ep sallergie en -astm a. H et v aststel-

len v an blo o tstellingsno rm en v o o r allergenen, en het inv o e-

ren v an m aatregelen o m  de blo o tstelling te v erm inderen,

z ijn echter alleen z inv o l en go ed te realiseren als gev alideerde

en gev o elige m etho des beschikbaar z ijn o m  allergeenco ncen-

traties in de werko m gev ing te m eten en z o  to ez icht te kun-

nen ho uden o p  het niv eau v an de allergeenblo o tstelling.

In dit p ro efschrift wo rden studies beschrev en m et als do el

het ev alueren en o p tim aliseren v an analy tische p ro cedures

v o o r de m eting v an allergenen in de lucht v an bakkerijen en

m eelm aalderijen, een tweetal ty p ische v o o rbeelden v an een

werko m gev ing m et een ho ge allergeenblo o tstelling, en daar-

m ee sam enhangend een v erho o gd risico  o p  bero ep sallergie.

D e studies m aakten deel uit v an het E uro p ese p ro ject

M O C A L E X  (M easurem ent o f O C cup atio nal A L lergen

E X p o sure), waarin z es labo rato ria uit v erschillende landen

werkten aan o ntwikkeling en o p tim alisatie v an analy se

m etho den v o o r v erscheidene belangrijke allergenen v an bio -

lo gische o o rsp ro ng (z o genaam de bio -allergenen), waaro nder

enz y m en, tarwe- en so jablo em -eiwitten, en knaagdier-aller-

genen. R eeds bestaande m etho des v o o r tarwe-eiwitten en het

v an schim m els afko m stige enz y m  α-am y lase, twee belangrij-

ke bio -allergenen in de bakkerij- en m eel-industrie, werden

geë v alueerd en m et elkaar v ergeleken alsm ede m et nieuw

o ntwikkelde technieken. D e m eeste analy ses werden uitge-

v o erd m et inhaleerbaar sto fm o nsters v erz am eld m et behulp

v an een nieuw o ntwikkeld ap p araat v o o r p arallelle m o nster-

nam e in bakkerijen en m eelm aalderijen in N ederland,

D uitsland, het V erenigd K o ninkrijk en S p anje.

A llereerst wo rden de o o rz aken v an werkgerelateerde lucht-

wegallergie in de bakkerij en m eelindustrie beschrev en.

Inadem ing v an m eelsto f v an tarwe en aanv erwante T riticeae

sp ecies, z o als ro gge en gerst, is een v an de belangrijkste o o r-

z aken v an luchtwegallergie bij bakkers. E en ander belangrijk

en bekend allergeen is het in bakkerijen v eel gebruikte, uit

schim m els bereide industrië le enz y m  α-am y lase. D it enz y m

wo rdt in kleine ho ev eelheden aan blo em  in m eelm aalderijen

en/o f bakkerijen to egev o egd o m  het bakp ro ces te v ersnellen

en de kwaliteit v an deeg te v erbeteren. 

T ev ens kunnen o o k andere p o tentië le allergenen in de bak-

kerij, bro o dfabriek o f aanv erwante industrieë n, aanleiding

gev en to t allergieë n, z o als andere enz y m en en m eeladditie-

v en, bakkersgist, no ten, enz ., m aar dez e v o rm en v an allergie

z ijn v o o ral als incidentele gev allen beschrev en, en er is no g

weinig sy stem atisch o nderz o ek naar gedaan.

D e m eest gebruikelijke m etho des o m  allergeenblo o tstelling

in de lucht te m eten wo rden beschrev en. N a bem o nstering

v an inhaleerbaar sto f wo rdt het filter gewo gen, geë x traheerd

m et een waterige v lo eisto f, en de co ncentratie allergene

eiwitten in de v erkregen ex tractiev lo eisto f kan v erv o lgens

wo rden gem eten m et een sp ecifieke im m uno assay . D e v er-

schillende o p  dit terrein actiev e o nderz o eksgro ep en gebrui-

ken echter als regel elk hun eigen m etho des o m  allergenen

te m eten, wat een bro n v an v ariatie is v o o r do o r v erschillen-

de instituten gem eten en gerap p o rteerde allergeenniv eaus

v o o r in p rincip e dez elfde werko m gev ing. D e do o r v erschil-

lende gro ep en beschrev en blo o tstellingsco ncentraties kun-

nen dus v aak niet direct m et elkaar wo rden v ergeleken. H et

is daaro m  no o dz akelijk o m  de bestaande m eetm etho des te

ev alueren en te v ergelijken, o m  aldus to t een geo p tim ali-

seerd p ro to co l v o o r de handelingen v o o r allergeen-ex tractie

en -analy se te ko m en, een p ro to co l dat ev entueel als stan-

daardp ro cedure v o o r to eko m stige studies kan wo rden aan-

bev o len.

V erv o lgens wo rden twee nieuw o ntwikkelde enz y m  im m u-

no assay s (E I A s), een inhibitie E I A  en een sandwich E I A ,

beschrev en v o o r de m eting v an tarweallergenen m et behulp

v an anti-tarwe ko nijn IgG  antisto ffen. D e twee nieuwe

m etho des werden v ergeleken m et de eerder gev alideerde

IgG 4  inhibitie E I A , een assay  gebaseerd o p  de anti-tarwe

IgG 4  reactie v an sera v an bakkerij-m edewerkers. In de E I A

v ergelijking werden allergeen-co ncentraties bep aald in

ex tracten v an een gro o t aantal (n =  4 3 2 ) inhaleerbaar sto f-

m o nsters, v erz am eld m et de nieuw o ntwikkelde ap p aratuur
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voor parallelle monstername. De specificiteit van de drie

EIAs en de erin gebruikte antistoffen werd beoordeeld in

EIA en immunoblotting experimenten, en vergeleken met

die van IgE antilichamen van voor tarwe gesensibiliseerde

bakkers. De antilichamen die in deze EIAs worden gebruikt

vertoonden allen een sterke reactie met tarwe-eiwitten en

enige kruisreactiviteit met extracten van rogge- en gerste-

meel, maar bleken verder in ieder geval zeer specifiek voor

graan-eiwitten. In het algemeen bonden konijn IgG antili-

chamen en humaan IgG4 met dezelfde eiwitten als de IgE

antilichamen van tarwe-allergische bakkers, en dus worden

in de assays klinisch relevante eiwitten gemeten. De humane

IgG4 en konijn IgG inhibitie assay hadden een vergelijkbare

gevoeligheid met een detectielimiet die varieerde van 18  tot

8 8  ng/ml, terwijl de sandwich EIA veel gevoeliger bleek

(detectielimiet <  0 .2 ng/ml). De allergeenniveaus zoals

gemeten in de extracten van de inhaleerbaar stofmonsters

vertoonden een goede correlatie tussen de verschillende

methodes en ook de absolute verschillen in de gemeten con-

centraties waren gemiddeld genomen niet meer dan 20 % .

Concluderend kan gesteld worden dat de methoden die

gebruik maken van konijn anti-tarwe IgG een goed alterna-

tief vormen voor de tests met humane antilichamen, met

bijkomende praktische voordelen, zoals de verminderde

afhankelijkheid van eindige en variabele pools van humane

sera.

Daarna werd onderzocht wat het effect is van variaties in

extractieprocedures op de opbrengst aan tarwe-allergenen in

de extracten. Hierbij werd eveneens gebruik gemaakt van de

eerder genoemde reeks van 432 parallelle stofmonsters. Van

de vier onderzochte, in de onderzoeksopzet bewust gevari-

eerde extractieparameters - elutie buffer, methode van schud-

den, het type extractie buis en de snelheid van centrifugeren

–  bleek alleen de keuze van de elutiebuffer een significant

effect op de tarwe-allergeen-opbrengst te hebben.

Toevoeging van Tween-20  aan de elutiebuffer gaf een 3 tot

10 -voudige verhoging in allergeenniveaus, en dit was het

meest uitgesproken bij lage concentraties, waarschijnlijk

door een combinatie van een betere elutie van het filter en

uit de meelstof-matrix, en het tegengaan van eiwitverliezen

tijdens opwerken en opslag van de extracten. De gemeten

allergeenconcentraties in de extracten bleven stabiel en

waren vergelijkbaar na opslag voor 4 maanden bij -20 °C, en

toevoeging van het stabiliserend eiwit caseïne - ter voorko-

ming van verliezen van ·-amylase - laat geen interferentie

met de EIAs zien. Aldus omvat het geoptimaliseerd protocol

voor extractie van tarweallergeen: a) elutie met fosfaat-gebuf-

ferd fysiologische zout met een toevoeging van 0 .0 5 %  (v/v)

Tween-20 ; b) standaard polystyreenbuizen; c) een eenvoudi-

ge, weinig arbeidsintensieve schudmethode met gebruik van

conventionele apparatuur; en d) een centrifuge-stap na de

extractie, waarbij niet opgeloste meelmatrix componenten

worden verwijderd en een helder oplossing wordt verkregen.

Voor de laatste stap is centrifugering met een conventionele

tafelcentrifuge, bij 1,0 0 0  G, afdoende.

Optimalisering van elutie- en analyse-methodes voor α-amy-

lase worden beschreven gebruik makend van dezelfde reeks

van 432 parallelle inhaleerbaar stofmonsters en werd getest

op α-amylase met EIA methoden van drie laboratoria: é é n

sandwich EIA met affiniteits-gezuiverde polyclonale konijn

IgG antilichamen (IRAS), en twee immunoassays gebaseerd

op monoclonale anti-amylase antilichamen (KI/B GF A en

HSE). Slechts ongeveer 20 %  van de filter extracten toonden

een detecteerbare reactie in de IRAS en KI/B GF A EIAs, en

nog veel minder (5 % ) in de HSE EIA. De methodes van het

IRAS en KI/B GF A zijn dus gevoeliger dan die van het HSE.

Allergeen concentraties gemeten in de IRAS EIA correleer-

den zeer goed met die van de KI/B GF A EIA, hoewel er tot

6 -voudige significante verschillen in de absolute waarden

gevonden werden. Dit bleek voornamelijk het gevolg van het

gebruik van verschillende standaard preparaten, en de ver-

schillende definities van hun allergeen gehalte.

Ook werd het effect van verschillende extractie procedures

op de allergeen opbrengst bepaald. 

Het volgende hoofdstuk beschrijft een nieuwe é é nstaps

immunoassay, een zogenaamde ‘lateral flow immunoassay

(LF IA)’ voor het snel aantonen van α-amylase, een allergeen

dat in nanogram hoeveelheden al sensibiliserend kan zijn, en

waarvoor het risico van blootstelling dus –  in tegenstelling

tot tarwe-allergeen blootstelling die nauw samenhangt met

de totale hoeveelheden meelstof in de lucht –  zelden direct

zichtbaar is. De LF IA methode kan gebruikt worden om

onmiddelijk op een werkplek het risico van amylase-bloot-

stelling te demonstreren, zonder dat daarvoor tijdrovende en

arbeidsintensieve stofbemonstering, extractie en EIA nodig

zijn. De ontwikkelde α-amylase-LF IA maakt gebruik van

anti-amylase konijn IgG om het allergeen te immobiliseren,

en van koolstof-gelabelde muis monoklonale antilichamen

tegen amylase als detectie-reagens. Het gebruik van de ont-

wikkelde test werd geëvalueerd in een veldstudie in vijf bak-

kerijen. De detectielimiet was 5  ng/ml, en de test is daarmee

een orde van grootte minder gevoelig dan de amylase EIAs,

maar het grote voordeel bleek de eenvoud en snelheid van de

procedure: binnen 30 -6 0  min na monstername kan een

semi-kwantitatieve schatting gemaakt worden van de hoe-

veelheid amylase allergeen in bij voorbeeld stof dat van een

tafel, een meelkuip of ander oppervlak wordt geveegd, of in

een monster genomen uit een in de bakkerij gebruikte zak

meel of andere grondstof. Vergelijkbare LF IAs zouden ook

voor andere beroepsallergenen in andere werkomgevingen

gebruikt kunnen worden.

De resultaten van een klein pilotonderzoek naar de toepas-

baarheid van poreus polyurethaanschuim (foam) voor groot-

te-afhankelijke bemonstering van tarweallergeen in de lucht

worden beschreven in hoofdstuk 6 . Hoewel tarweallergenen

al sinds lange tijd worden gezien als é é n van de belangrijkste

oorzaken van beroepsallergie in bakkers, is slechts beperkte

kennis beschikbaar over de grootteverdeling van stofdeeltjes

waarop zich tarwe allergenen bevinden. Daarom werd
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onderzocht of het mogelijk is om grootteafhankelijke meting

van tarweallergenen uit te voeren met behulp van foams als

bemonsteringsmiddel. Hiertoe werd een zgn. “ respirabele”  of

“ thoracale”  foam geplaatst in een inhaleerbaar stof-monster-

name kop, boven de gebruikelijke teflonfilters, waarna zowel

persoonlijke als stationaire monsters werden verzameld in

een meelmaalderij. Tarwe allergenen konden worden aange-

toond in de extracten van zowel de filters als de foams, en

werden voornamelijk gevonden in de deeltjesfractie met een

aërodynamische diameter van 10µ m en hoger (extrathoracale

fractie) en de deeltjesfractie met diameter tussen 4 en 10µ m

(tracheobronchiale fractie). Minder dan 4% van tarwealler-

geen in de lucht werd aangetroffen in de deeltjesfractie klei-

ner dan 4µ m (respirabele fractie). Meten van tarweallergeen

in stoffracties verzameld met respirabele en thoracale polyu-

rethaan foams is dus technisch mogelijk, wat suggereert dat

een dergelijke benadering ook voor andere beroepsallergenen

toegepast zou kunnen worden.

Ten slotte wordt een meer algemeen overzicht gegeven van

de stand van zaken en toekomstperspectieven voor het

meten van allergeenblootstelling in arbeidssituaties, en wor-

den suggesties gedaan hoe de resultaten beschreven in dit

proefschrift geïmplementeerd kunnen worden. De twee EIA

methoden die gebruik maken van konijn anti-tarwe IgG

worden aanbevolen voor het meten van tarwe-allergenen in

de toekomst: de inhibitie EIA voor (conventionele) 8 uurs

inhaleerbaar stofmonsters, en de veel gevoeliger sandwich

EIA voor het meten van monsters waarin een lage allergeen-

concentratie wordt verwacht. Voor α-amylase allergenen zijn

zowel de IRAS polyclonale EIA en de KI/BGFA monoclona-

le EIA geschikte methodes voor analyse van inhaleerbaar

stofmonsters. Er moet echter wel rekening gehouden worden

met een omrekeningsfactor van ongeveer 6, als de resultaten

van de twee analyses, uitgevoerd volgens hun huidige stan-

daardprocedures, met elkaar worden vergeleken. IJking van

beide analyses met dezelfde allergeenstandaard - met een

eenduidig bepaalde allergeen- en eiwitconcentratie – zou

deze factor kunnen verminderen tot ongeveer 1.5-2.0. Naast

de analytische procedures worden tevens geoptimaliseerde

extractieprotocollen voor beide allergenen gepresenteerd.

Het beschrijven in de proefschrift van de optimale EIA en

elutie procedures voor tarwe en schimmel α-amylase zijn

belangrijke eerste stappen naar toekomstige normalisatie van

deze methodes. Normalisatie van de analysemethodieken

voor bio-allergenen in luchtstofmonsters is essentieel om

blootstellingsnormen op te kunnen stellen, gepaste blootstel-

ling-verminderende maatregelen te kunnen invoeren en hun

effectiviteit te evalueren, om zodoende werkgerelateerde

allergeenblootstelling beter te controleren en het vóórkomen

van beroepsallergie te verminderen.


