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Sammendrag

Pollen og den assosierte mikrobiota bestar av en kompleks mikstur av potensielle toksiner og
allergener. Eksponering kan derfor medfare en rekke potensielle helseeffekter. Hensikten med
denne litteraturstudien har veert & se naermere pa forekomsten av bakterier og mugg som
vokser pa pollen, og & belyse de helseeffektene som eventuelt kan knyttes til disse
mikroorganismene. Studien ble utfart etter forespgrsel fra Borregaard, som gnsket et bedre
kunnskapsgrunnlag for & vurdere om pollen kan veere en medvirkende arsak til mer mugg og
bakterier i inneluften ved Opsund tgmmerrenseri.

Generelt viser litteraturen at det er relativt stor variasjon nar det gjelder mengden og diversiteten
av mugg og bakterier som vokser pa pollen. Dermed var det ikke mulig 8 estimere et forventet
antall bakterier eller mugg. | stedet forsgkte vi heller & belyse ytterpunktene av den mikrobielle
forekomsten. Litteraturen indikerer at mengden mugg normalt ikke vil overstige 5000 CFU/g
pollen og at mengden bakterier vanligvis er noe hgyere, med verdier opp til 10° CFU/g pollen.
Arsaken til den store variasjonen henger sammen med klimatiske og geografiske faktorer, i
tillegg til pollenets art og pollineringstype. Det er pavist mykotoksiner og endotoksiner pa pollen.
Slike toksiner blir produsert av henholdsvis mugg og bakterier. Toksinene trenger ikke veere til
stede selv om bakterier og mugg er tilstede, og motsatt. Toksinene blir ikke alltid pavist i praver
med pollen, og dessuten varierer mengdene som har blitt pavist. For & kunne evaluere
eventuelle helseeffekter er det derfor anbefalt & male faktisk mengde mykotoksiner og
endotoksiner direkte. Studien belyser mulige helseeffekter som kan assosieres med disse
toksinene. Flere mykotoksiner er kreftfremkallende, spesielt aflatoksiner, som er et av de mest
kreftfremkallende stoffene man kjenner til. | tillegg pavirker mange av toksinene immunforsvaret
og kan gi inflammasjoner.

Forekomsten av bakterier og mugg i luften ved Opsund temmerrenseri vil med stor
sannsynlighet veere forarsaket av flere kilder enn pollen. En annen viktig kilde kan vaere
mikrobiotaen som finnes pa temmeret. Videre studier som tar sikte p& & kartlegge mulige kilder
til mugg og bakterier, bgr derfor ogsa vurdere analyser av temmeret.
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Summary

The purpose of this literature study has been to investigate the presence of bacteria and mold
microbiota on pollen and the potential health effects that may be associated with these
microorganisms. In general, the literature indicates a high diversity regarding the number and
species of mold and bacteria growing on pollen. Due to the variation, it is not possible to
estimate an average number of bacteria and mold on pollen. In general, the number of mold will
normally not exceed 5000 CFU/g pollen, but the number of bacteria can be higher, up to 10°
CFU/g pollen. This is due to climatic and geographical factors, in addition to the nature of the
pollen and the type of pollination. Mycotoxins and endotoxins (produced by mold and bacteria,
respectively) have been associated with pollen. However, the toxins need not necessarily be
present even though the producing bacteria and mold species are present, and vice versa. In
order to evaluate potential health effects it is therefore recommended that the presence of
mycotoxins and endotoxins are measured directly in pollen samples. It is well known that
several mycotoxins are carcinogenic, especially aflatoxins, which are one of the most potent
carcinogenic species known. In addition, many of these toxins affect the immune system and
can cause inflammation.
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Forord

Denne litteraturstudien ble gjennomfart som en del av FFIs forskningsoppdrag «Videre
kartlegging og oppfalging av biologisk forurensing i inneluften ved Opsund temmerrenseri» for
Borregaard AS.

Litteraturstudien hadde som hensikt om & belyse koblingen mellom pollen og mikroorganismer
og ble utfart etter forespgrsel fra Borregaard. Formalet med litteraturstudien var a framskaffe et
bedre kunnskapsgrunnlag for & vurdere om pollen kan veere en medvirkende arsak og kilde til
gkt forekomst av mugg og bakterier i inneluften ved Opsund tesmmerrenseri.

Kjeller, 21. oktober 2019
Frida Hgsgien Haugen

Gunnar Skogan
Else Marie Fykse
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1 Innledning

Det er utfart et arbeid med & sammenstille litteratur for & undersgke sammenhengen mellom
forekomst av pollen og mikroorganismer. Hensikten er a bista med kunnskap fra eksisterende
litteratur knyttet til forekomsten av bakterier, mugg og toksiner som observeres pa pollen, og &
belyse eventuelle variasjoner. | tillegg har studien til hensikt & belyse forskning pa eventuelle
helseeffekter av pollen knyttet til muggsopp og bakterier som observeres sammen med pollenet.
Det er spesielt lagt vekt pa helseeffekter knyttet til mykotoksiner og endotoksiner.

Forekomsten av bakterier og mugg i pollen ble farst rapportert i 1968 [1]. Siden har en rekke
studier avdekket forekomsten av mugg- og bakteriearter i pollen, men strukturen og funksjonen
til pollens mikrobiom er fortsatt uklart [2]. Et mikrobiom er samlingen av alle mikroorganismer
som lever pa overflater (indre og ytre) hos blant annet mennesker, dyr, planter og, i denne
sammenhengen, pollen. I denne litteratursammenstillingen vil studier som har undersgkt
forekomsten av mikroorganismer pa pollen belyses. Det er imidlertid ikke funnet studier som
spesifikt tar for seg denne problemstillingen om korrelasjonen mellom forekomst av
mugg/bakterier og pollen i luft.

Studier med undersgkelser av pollens mikrobiota har generelt blitt rapportert & ha en hgy grad
av diversitet bade mellom og innenfor arter av pollen [3-5]. P& grunn av den hgye variasjonen
av arter som inngar i pollens mikrobiota vil arter som ofte detekteres (kjerne mikrobiom) og
spesielt arter som er assosiert med uheldige helseeffekter hos mennesker bli fremhevet.
Populasjonsstarrelsen (antall CFU') av mikrobiota pa pollen har ogsa vist stor variasjon mellom
pollenarter og det vil derfor bli forsgkt belyst hvor ytterpunktene kan forventes a ligge.

Ved kartlegging av eventuelle helseeffekter som kan knyttes til mikrobene som er observert pa
pollen, utelukkes helseeffekter knyttet til pollen eksponering, og det fokuseres pa disse
mikrobene og assosierte toksiner spesifikt. Det vil bli listet grenseverdier, der disse eksisterer,
slik at nivaer kan sammenlignes med de som er funnet i pollen og i luften generelt.

2 Mikrobiell vekst pa pollen

Planter emitterer store mengder pollen i lgpet av varen og frem mot hgsten. Pa bakgrunn av
pollen-kornets struktur og naeringssammensetning vil pollen veere et unikt mikrohabitat for
vekst av bakterier og mugg [4, 6]. Graden og diversiteten (mangfoldet) av vekst pa pollen
pavirkes av en rekke ulike miljgparametere. Dette inkluderer biotiske faktorer som blant annet
plantens art, genotype og pollineringstype [5]. I tillegg pavirkes veksten av abiotiske faktorer

1 CFU: colony forming units
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som temperatur, fuktighet, vind og andre forhold som er avhengig av den geografiske
lokalisasjonen [5]. Vind-pollinerte pollenarter har generelt hgyere fylogenetisk diversitet (mer
ulik mikrobiota) sammenlignet med insekts-pollinerte arter, bade for bakterier og mugg [4].
Innenfor pollenarter har mugg hayere fylogenetisk diversitet enn bakterier [7].

2.1 Mugg

Vekst av mugg finnes bade i innendgrs og utendars klima og det vokser pa de fleste overflater,
inkludert glass og plastikk. Den optimale temperaturen for vekst varierer mellom arter og er fra
18 til 32 grader (°C) [8]. I tillegg kreves tilgang pa nzering, oksygen og vann for optimal vekst
[8]. Sporekonsentrasjon i uteluften varierer i stor grad avhengig av ulike klimatiske faktorer.
Mengden sporer i uteluften har blitt rapportert & variere fra ca. 100 og opp til 10° sporer/m® [9].
Normalt vil innendgrs sporekonsentrasjon vare mindre enn halvparten av utendgrs mengde,
med mindre det er forekomst av muggvekst. Variasjonen for innendgrs klima har blitt rapportert
& vaere mellom 100 til 1000 sporer/m® [8, 10]. Lee, Grinshpun [11] malte mengden sporer i
uteluften ved ulike lokalisasjoner i Ohio og fant en stor grad av variasjon i antall sporer.
Malinger ble utfart pa varen og hasten hvor antallet sporer varierte fra henholdsvis 106-7704
sporer/m® og 39-3187 sporer/m®. Samme studie malte ogsd mengden luftbéren pollen i de
samme periodene og stedene. Mengden pollen i hgysesong (var) varierte mellom 1-1234
pollenkorn/m® og i lavsesong (hgst) fra 5-22 pollenkorn/m® [11]. | denne studien kommer det
frem at variasjonen av sporer og pollen i luften pa de enkelte lokalisasjonene ikke ser ut til &
korrelere. Relativt like antall malte sporer kunne ha store variasjoner i mengde pollen for de
ulike lokalisasjonene.

En rekke studier har undersgkt tilstedeverelsen og utbredelsen av mugg pa pollen. Arter fra
slektene Aspergillus, Penicillum, Fusarium og Alternaria samt gjer har blitt rapportert a vere
ofte isolert fra pollenpraver [12-15]. Alle ovenfornevnte slekter har blitt rapportert som vanlige
dyrkbare arter i studier som har analysert mugg fra luften ved treforedlingsanlegg, innendgrs og
utenders i 1700 bygninger og i uteluften i Kroatia [16-18]. Dette er 3 ulike studier utfert pa
forskjellige steder innendgrs og utendgrs som alle rapporterte disse slektene som vanlige
isolater. Dette indikerer at forekomsten av denne typen mugg ikke er uvanlig a finne i ute- og
inneluften generelt.

For a kunne si noe om korrelasjonen mellom sporer og pollen i luften vil det veare behov for a
kunne sammenligne hvor mye sopp som kan forventes a vare pa pollen. En studie utfert i
Slovakia malte mengden mugg per gram biepollen og fant at mengden varierte fra 107 til 4688
CFU/g (n=8) [3]. En annen studie fikk lignende resultater med et gjennomsnitt pa 4460 CFU/g
biepollen hvor gjer besto av nesten halvparten av kontamineringen (2000 CFU/g) [13]. Disse
studiene viser at mengden mugg pa biepollen varierer i stor grad, men kan forventes a vaere
under 5000 CFU/qg.

Av mykotoksin-produserende mugg som ofte forekommer i pollen, vil kontamineringsnivaet

(antall CFU) variere [13]. Det vil si at, selv om artene ofte detekteres, kan mengden veare
relativt lav. Gonzalez, Hinojo [13] fant arter av Aspergillus i 80% av prgvene (n=90), men
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kontamineringsnivaet var bare mellom 20-60 CFU/g pollen. Samme studie fant P. verrucosum i
6,6% av prevene med kontamineringsniva pa 140 CFU/g, og Alternaria spp. i 86,6% av
prevene med kontamineringsniva pa 400 CFU/g [13]. Som nevnt tidligere, er
kontamineringsnivaet av mugg pa pollen estimert a veere i underkant av 5000 CFU/g og nivaene
av kontaminering for mykotoksin-produserende arter er dermed relativt lave i forhold.

Ved & sammenligne kontamineringsnivaet til mengden mugg pa pollen ser man at det er en
relativt liten mengde av mykobiota som kan forventes & besta av mykotoksin-produserende
arter. | den spanske studien av Gonzalez, Hinojo [13] var nivaet potensielle mykotoksin-
produserende arter i snitt 690 av 4460 CFU/g pollen for de ulike stedene som ble undersgkt. Det
er ogsa viktig & papeke at en forekomst av mykotoksin-produserende arter, ikke er ensbetydende
med at det er forekomst av mykotoksiner.

211 Forekomst av mykotoksiner

Mykotoksiner er sekundzre metabolitter som produseres av forskjellige typer mugg. Det er sma
forbindelser med lav molekyler vekt og som er relativt stabile ved oppvarming og andre
behandlingsprosesser [19]. Planter kan bli infisert av mykotoksin-produserende muggarter bade
under vekst, innhgsting og lagring [20]. Disse stoffene er toksiske selv ved lave konsentrasjoner
og kan forarsake sykdom og dad hos mennesker og andre dyr [19]. Toksinene produseres oftere
pa varme steder med fuktig ver [20]. Den optimale temperaturen for biosyntese av de fleste
mykotoksiner er mellom 20 og 30 °C [19].

En rekke studier har identifisert muggsopp pa pollen som kan produsere mykotoksiner under
optimale vekstforhold. Potensielle mykotoksin-produserende arter som ofte isoleres fra pollen er
A. ochraceus, A. niger, A. carbonarius, A. flavus, A. parasiticus, P. verrucosum, Fusarium spp.
og Alternaria spp., hvor A. niger har blitt funnet i 66,6 % av prgver som har blitt analysert [13,
14]. Det er ikke alle stammer av de ulike artene som kan produsere mykotoksiner og andelen
stammer varierer mellom arter. 1 tillegg vil ikke stammer som kan syntetisere mykotoksiner,
produsere dette til enhver tid og er avhengig av forholdene de befinner seg under [19]. Derfor er
det ngdvendig med analyser som maler mengden mykotoksiner direkte for & kunne si noe om
eventuelle effekter dette kan medfare. Dominerende typer av mykotoksiner som har blitt
identifisert i pollen er aflatoksiner, okratoksiner, fumonisiner, zearalenon, deoxynivalenol og T-
2 toksin [21].

Aflatoksiner produseres av slekten Aspergillus hvor artene flavus og parasiticus er
hovedprodusenter [22]. Aflatoksiner har fire hovedtoksiner kalt B1 og B2 som er mest alvorlige,
i tillegg til G1 og G2 [19]. Aflatoksin B1 er det mest potente naturlige carcinogenet som er kjent
[23], og B1 er det aflatoksinet som hovedsakelig blir produsert av de toksigene stammene [19]. |
stammer av A. flavus og A. parasiticus isolert fra pollen var 28,6 % av isolatene i stand til &
produsere aflatoksin B1, mens bare 10 % produserte B2 [13]. Andre har rapportert at omtrent
halvparten av A. flavus-stammer produserer aflatoksin [24]. Av de stammene som produserer
aflatoksin, kan produksjonen bli hgyere enn 1000 pg/ml [19]. | en spansk studie fant de den
starste produksjonen av aflatoksin blant isolater av A. flavus og A. parasiticus fra pollen og var
pa 9.3 pug/ml [13], noe som er mye lavere enn den forventede maksimale produksjonen.
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Av de nevnte artene som ofte isoleres i pollen er Aspergillus carbonarius, A. ochraceus og A.
niger, P. verrucosum okratoksin-produserende [19]. Okratoksin (OT) forekommer i ulike typer;
A, B og C, hvor OTA er typen som oftest assosieres med pollen [21]. En spansk studie
undersgkte antallet isolater fra pollen som produserer OTA. Gonzalez, Hinojo [13] fant i de
fleste tilfeller at under halvparten av stammene som tilhgrer arter som kan ha evne til a
produsere OTA, faktisk produserte mykotoksinet. Andelen OTA produsenter varierte fra 25-
53,3 %. Unntaket var A. carbonarius hvor alle stammer produserte OTA. | tillegg malte de
mengden OTA som hver stamme produserte og fant en variasjon pa 1.4 ng — 4.5 ug per ml
kulturmedium [13]. Mattilsynet melder at OTA i hovedsak dannes av P. verrucosum i norsk
korn og at A. ochraceus er en starre produsent i tropiske strgk sammenlignet med norsk klima
[25].

Mykotoksinet fumonisin produseres av flere arter innenfor slektene Fusarium og Alternaria
som er vanlige a finne i en rekke ulike planter [19] (Tabell 2.1). De fleste stammer kan ikke
produsere fumonisin og dermed trenger ikke fumonisin veere tilstede i pollen selv om disse
typene mugg detekteres [19]. Fusarium produserer i tillegg zearalenon, deoxynivalenol og T-2
toksin [26, 27]. Zearalenon er ikke et dgdelig toksin, men bindes til gstrogenreseptorer og kan
ha innvirkning pa fertilitet [19]. Deoxynivalenol er blant annet vanlig a finne i korn og er ikke
serlig toksisk [19]. Haye doser har blant annet fart til oppkast og diaré hos husdyr [28]. T-2
regnes som svaert toksisk med en LDsq-verdi ved inhalering pa 0,4 mg/kg hos marsvin [29, 30].
Nivaer av T-2 toksin i biepollen har blitt malt til & vaere 0,265 mg/kg i raps og 0,365 mg/Kkg i
solsikke i en studie utfert i Slovakia [31].

Tabell 2.1  Potensielle mykotoksin-produserende arter identifisert i pollen.

Mykotoksin Arter

Aflatoksin (primert B1 og A. ochraceus, A. niger, A. carbonarius, A. flavus og A.
Okratoksin A Penicillum verrucosum, A. carbonarius, A. ochraceus og A.
Fumonisin Fusarium spp. og Alternaria spp.

Zearalenon Fusarium spp.

Deoxynivalenol Fusarium spp.

T-2 toksin Fusarium spp.

2.2 Bakterier

En betydelig andel av atmosfarens luftbarne organiske komponenter bestar av bakterier [32].
Studier som har undersgkt mengden bakterier i luft ved ulike arstider har generelt funnet at
bakterier er mest utbredt om sommeren og spesielt i manedene juli og august [33]. Mengden
bakteriesporer i luften blir pavirket av en rekke ulike faktorer og vil derfor variere i stor grad,
men er normalt ikke hgyere enn 10° celler/m® luft [32]. Mlinger av luftbarne bakterier ved
landbruksomrader i Oregon viste at mengden bakterier fra mai til august varierte fra ca. 7000 til
30 000 celler/m® [33]. En svensk studie malte mengden luftbaren dyrkbare bakterier over en tre-

2 spp: Flere arter er identifisert, ikke spesifisert.
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ars periode ved ulike bygater og fant at mengden varierte fra 100 til 4000 med et snitt pa 850
celler/m® [34]. Studien rapporterte 0gsa at hgye temperaturer og vindhastigheter gkte mengden
bakterier i luft.

Den ytre veggen i pollenkornet er rapportert & veare den prefererte nisjen for bakterievekst og
kolonisering [4]. Forekomsten av bakterier pa pollen vil variere i stor grad og blir pavirket av en
rekke ulike faktorer som bade er relatert til selve pollenkornet, miljget det fraktes i og klima.
Sammenligning av antall dyrkbare bakterier har vist at populasjonsstarrelsen (antall CFU)
varierer mellom ulike pollenarter [4]. I en tysk studie der fire ulike arter av pollen ble
sammenlignet, ble laveste totalt antall CFU per gram pollen funnet for bjgrkepollen med et snitt
pa 4.1x10° CFU/g og hgyeste antall ble funnet fra planten Tidlgs med et gjennomsnitt pa
7.5x10° CFU/qg [4]. Dette er generelt lavere verdier enn det som er funnet i stav [35].

Det har blitt vist at ulike planter normalt har en hgy artsspesifisitet for bakterievekst [36, 37].
Det vil si at en planteart innehar spesifikke bakteriepopulasjoner pa artsniva, da ulike bakterier
har forskjellige preferanser for blant annet naring og milja. Dette betyr imidlertid ikke, at det
ikke kan fremkomme variasjoner innenfor en planteart, men at noen bakteriearter vil veere mye
mer sannsynlig & identifisere pa en planteart sammenlignet med en annen. Det vil si at selve
planten ogsa er viktig for hvilke typer bakterier som vil vokse, og dermed vil det vere variasjon
i bakteriepopulasjoner selv om lokalisasjonen og klimaet plantene vokser i er det samme. Denne
spesifisiteten gjelder ogsa for pollen som har vist klare populasjonskomposisjoner i
sammenligninger mellom ulike arter av pollen [7]. I tillegg har det blitt vist hgy diversitet i
bakterie populasjon [7]. Det vil si at antallet forskjellige bakteriearter har veert sveert hgyt. Bare
noen fa like bakteriearter har blitt identifisert ved sammenligning mellom ulike arter av pollen
[4]. Dette medfarer at en estimering av bakterier som assosieres med pollen generelt, blir
vanskelig a definere pa artsniva.

En polsk studie fant at mengden Gram-negative og Gram-positive bakterier varierte fra
henholdsvis 0-30000 og 0-21000 CFU/g pollen i vindpollinerte arter [38]. Dette viser at pollen
potensielt kan inneholde et stort antall av bade Gram-negative og Gram-positive bakterier og at
variasjonen er stor. Dette har senere blitt bekreftet av andre studier [4, 39]. De fleste oppdyrkede
bakterier funnet i pollen er rapportert a tilhgre fyla Proteobakterier, Actinobakterier og
Firmicutes (Gram-positive sporedannende) [4, 7, 40] (Tabell 2.2). Disse fyla er ogsa rapportert a
veere vanlig i uteluften generelt [32]. De mest forekommende slektene var Pseudomonas,
Rosenbergiella og Bradyrhizobium [7] som er Gram-negative bakterier. Av Gram-positive
bakterier har spesielt slekten Bacillus blitt rapportert a ha en hgy forekomst i pollen [39].
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Tabell 2.2 Forekomst av bakterier i pollen definert som CFU/g. Dominerende fyla og slekter
identifisert i pollen. [4, 7, 40].

Gruppe Antall (CFU/g) Fylum Slekt

Gram-positiv <21 000 Firmicutes Bacillus
Acidobacteria

Gram-negativ <30 000 Proteobakterier Pseudomonas,
Actinobakterier Rosenbergiella,
Bacteroidetes Bradyrhizobium

Deinococcus-Thermus

221 Forekomst av endotoksiner

Endotoksiner eller lipopolysakkarider (LPS) er store termostabile molekyler som finnes i den
ytre membranen hos alle Gram-negative bakterier [41]. LPS er essensiell for bakteriens
levedyktighet, da det er en viktig komponent i cellens ytre membran. Toksinet blir primaert
frigjort til miljget nar bakterien der [42], men kan ogsa bli frigjort i vesikler fra den ytre
membranen under bakteriell vekst [43]. Toksinet er ofte til stede i mange yrkesmiljger, men
ogsa generelt i miljget, spesielt i stav [44]. Endotoksin eksponering kan pavirke helse hos
mennesker og andre dyr selv ved lave konsentrasjoner. Effekter kan vaere sterkt immunologisk
og inflammatorisk, og eksponering kan bidra til respiratoriske problemer ved inhalering [41].

Endotoksiner har blitt observert i praver av ulike typer pollen, men mengden har generelt variert
i stor grad [41, 45]. De aller fleste arter av pollen inneholder mindre enn 2 ng endotoksin per
milligram pollen [41]. Undersgkelser av seks ulike treforedlingsanlegg viste at arbeiderne ble
eksponert for mellom 0,4 og 6,93 ng endotoksin per m® luft og at bakteriekonsentrasjonen i
luften var mellom 130-2000 CFU/m? [17]. Disse nivaene ble i studien vurdert som relativt lave
konsentrasjoner, men at det potensielt kan utave uheldige helseeffekter for eksponerte arbeidere.
Helseeffekter hos arbeiderne ble imidlertid ikke dokumentert. Konsentrasjonene av endotoksin
malt i luften ved treforedlingsanleggene overgdr ikke 0,2 pg/m?® luft, som har blitt vist &
forarsake redusert lungefunksjon under et arbeidsskift [46].

Oteros, Bartusel [41] malte LPS-nivaet i uteluften i Tyskland og Sveits daglig i fire ar. De fant
at hgye nivaer av luftbaren endotoksin korrelerte med mengden Artemisia (malurt) pollen i
luften. Pollen ble samlet inn direkte fra planter i Europa (n=100) og analyser viste at pollen fra
A. vulgaris hadde hgyest nivaer av endotoksin av de 40 ulike artene av pollen som ble analysert.
Endotoksin mengden var i snitt pa 88,31 EU/mg og nivaer kunne bli opp til 778 EU/mg, der en
endotoksin enhet (EU) er lik 10 nanogram. Det ble ogsa observert malurt pollen som ikke
inneholdt endotoksin. Det var en positiv korrelasjon mellom mengden endotoksin og DNA som
stammet fra Proteobakterier, og arter fra slektene Pantoea og Pseudomonas ble vurdert til &
veere arsaken til mesteparten av endotoksinet identifisert i utendars luft. Disse typene bakterier
ble ogsa oftere isolert fra malurt pollen sammenlignet med andre arter. Endotoksin kan stamme
fra mange typer Gram-negative bakterier, men arter av slektene Pantoea og Pseudomonas ble
vurdert til & veere hovedprodusentene av endotoksin som finnes i luften [41]. En eldre polsk
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studie bekrefter ogsa at malurt pollen inneholder starst mengde endotoksin av de artene som ble
analysert [45]. Det har blitt vist at konsentrasjonen av Gram-negative bakterier ikke korrelerer
med mengden endotoksin som identifiseres i pollen [41, 45]. Dette betyr at en maling av
bakteriekonsentrasjon (CFU/q) i luften ikke kan gi en bekreftelse pa tilstedeverelsen av
endotoksin, eller et estimat av mengden endotoksiner som befinner seg i luften. Analyser som
maler mengden endotoksiner direkte er ngdvendig for & videre kunne si noe om eventuelle
uheldige helseeffekter som kan fremkomme av stoffets tilstedeveerelse. Det er likevel rapportert
at mengden endotoksin som forekommer i pollen er sammenlignbart med organisk stev som er
regnet som potensielt skadelig pa arbeidssteder [45].

3 Helseeffekter

Pollen og den assosierte mikrobiota bestar av en kompleks mikstur av potensielle toksiner og
allergener. En rekke ulike potensielle helseeffekter ma derfor betraktes som falge av
eksponering. Dette er ogsa tilfellet i de fleste andre situasjoner med eksponering av luftbarne
biologiske substanser [44]. Eksponering for bioaerosoler (organisk stav) i yrkesmiljger blir
assosiert med en rekke helseeffekter som inkluderer infeksigse sykdommer, akutte toksiske
effekter, allergier og kreft [44]. Luftveissymptomer og nedsatt lungefunksjon er blant de
viktigste helseeffektene som assosieres med eksponering til luftbaren biologisk materiale [44].
Slike biologiske materialer inkluderer blant annet trestgv, subtilisiner (bakterielle enzymer),
melstav, bakterier, mugg, pollen, endotoksin etc. Eksempler pa utsatte yrkesmiljger er avfalls-
gjenvinning, kompost industri, bioteknologi industri som produserer enzymer og vaskemidler,
matindustri som benytter slike enzymer og bender [44]. Flere studier har indikert en hgy
utbredelse av respiratoriske symptomer og luftveisinflammasjon i industrier hvor arbeidere
handterer avfall [47-51]. | en dansk studie av Sigsgaard, Malmros [47] ble avfallsarbeidere
(inkludert kompost og papirsortering) sammenlignet med arbeidere pa vannrensingsanlegg
(kontroll gruppe). Hos avfallsarbeidere ble en signifikant hayere utbredelse av tetthet i brystet,
influensalignende symptomer, klgende gyne, sér eller klgende hals, kvalme og oppkast, og diaré
rapportert. Forekomsten av disse effektene blant avfallsarbeidere var fra 14 til 27 % og fra 0 til
11 % hos kontrollgruppen [47].

3.1 Mugg

Luftbarne muggsoppartikler inneholder potensielle antigener eller allergener. Disse stoffene kan
forarsake forskjellige immunreaksjoner [52]. Eksponering for meget hgye nivaer kan gi
kortvarige influensa symptomer som ofte gar over uten vedvarende plager [52]. Langtids
eksponering kan gke risikoen for luftveissykdommer som redusert lungefunksjon, kronisk
bronkitt, astma og sinusitt [52]. Hay eksponering av soppsporer hos bgnder og
sagbruksarbeidere har blitt koblet til utvikling av allergisk alveolitt [52]. I studier utfert pa hayt
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eksponerte arbeidere startet redusert lungefunksjon, respiratoriske symptomer og inflammasjon i
luftveier & forekomme ved nivéer pa 10° sporer/m® [53]. Dette er det laveste observerte
effektnivaet (LOEL) for eksponering av forskjellige arter mugg [53].

311 Mykotoksiner

I tillegg til de immunologiske effektene som forarsakes av muggsoppartikler, produserer ogsa
noen typer mugg mykotoksiner. Klima og arlige variasjoner i veeret har en stor innvirkning pa
hvilke sopparter og mykotoksiner som dannes [54]. P& norskproduserte kornprodukter har
forekomst av fusariumtoksiner (blant annet fumonisiner og T-2) hatt hgyest fokus [54]. Bgnder
kan dermed potensielt bli eksponert for mykotoksiner under mekanisk handtering av avlinger
ved at toksiner kan overfares til luften. Ved arbeidsrelatert eksponering til mykotoksiner regnes
inhalasjon a vaere den primzre eksponeringsveien [55]. En viktig faktor for eksponering er
kontaminert luftbaren stgv [55]. Av de mykotoksinene som er funnet i pollen representerer
aflatoksin B1 og B2, okratoksin A (OTA), fumonisiner og T-2 den starste helserisikoen. Disse
toksinene er giftige selv ved lave konsentrasjoner. For a kartlegge om det er forekomst av
mykotoksiner pa arbeidsplassen ma slike malinger foretas spesifikt pa mykotoksinene og ikke
muggsopp. Dette er fordi mykotoksiner kan forekomme selv om ikke muggsoppen som
produserer den er detektert/tilstede, og motsatt. Det har imidlertid ikke blitt observert norske
eller internasjonale grenseverdier for eksponering av ulike mykotoksiner ved inhalering.
Vurderinger som er blitt gjort per i dag omhandler ofte matsikkerhet. Det er derfor blitt belyst
grenseverdier for oralt inntak av toksiner for a gi et inntrykk av hvilken skala som gjelder for
hvert toksin.

Aflatoksiner blir assosiert som bade toksiske og kreftfremkallende hos mennesker [19]. Leveren
har blitt vist & veere det mest utsatte organet for skade og kreftutvikling [19]. Det har ogsa blitt
vist en positiv korrelasjon mellom kreft i luftveier og andre typer kreft hos nederlandske
peangttarbeidere som har blitt eksponert for luftbaren aflatoksin B1 [56]. Aflatoksin B1 blir
regnet a veere en av de mest potente kreftfremkallende stoffene man kjenner til [57]. Det finnes
ingen minste dose som har effekt, selv sma mengder aflatoksin gker risikoen for kreft [57].
Aflatoksin er ogsa akutt toksisk for immunforsvaret, spesielt det cellulzere immunforsvaret [57].
Forekomsten av aflatoksin i Norge assosieres hovedsakelig med konsumering av importerte
matvarer, da muggsoppen som produserer toksinet trives best i varme omgivelser (tropiske
miljg) [57].

Okratoksin A er et naturlig forekommende mykotoksin som hovedsakelig identifiseres i
matprodukter (primert planteprodukter) fra en rekke landbruksvarer [58]. Forurensning skjer
ofte som et resultat av darlig lagring og/eller langsom terking av planteproduktene [59] sitert i
[58]. OTA har blitt identifisert i luftbaren stev pa norske gardsbruk [60], og pa arbeidsplasser
som prosesserer plantebaserte matvarer [61]. Okratoksin A er spesielt skadelig for nyrene og
immunforsvaret [62], hvor sistnevnte farer til gkt mottagelighet til andre sykdommer [54]. |
tillegg har studier pa dyr vist skader pa lever, gkning i fostermisdannelser og at stoffet er
kreftfremkallende [19]. OTA er i dag klassifisert som «mulig humant karsinogent» (klasse 2B)
av International Agency for Research on Cancer [63]sitert i[54]. En rekke internasjonale

14 FFI-RAPPORT 19/02109



organisasjoner (Canada, EU og Norden) har kalkulert et tolerabelt daglig inntak av OTA som
varierer fra 3-5 ng/kg kroppsvekt (kv) [58].

Fumonisiner er en gruppe som bestar av 16 toksiner [64, 65]. Forekomsten av fumonisiner har
hovedsakelig blitt assosiert med korn og avlinger [66], spesielt i mais fra varmere strok [25].
Fumonisiner er i likhet til OTA klassifisert som «mulig humant karsinogent» av IARC [63]sitert
i[67]. I tillegg er fumonisiner cytotoksiske (celleskadelig) og pavirker lever og nyre [68].
Tolerabelt daglig inntak for summen av fumonisiner som benyttes i Norge for mennesker er 2
po/kg kv [68].

T-2 toksiner har oftest blitt assosiert med kornplanter [25], i likhet til fumonisiner. Eksponering
for T-2 kan pavirke immunsystemet og medfare en starre mottagelighet f infeksigse mikrober
[19]. I tillegg kan eksponering fare til nyreskader [68]. Grenseverdi for tolerabelt daglig inntak
for mennesker i Norge er 100 ng/kg kv [68].

Det er fremdeles noe usikkerhet nar det gjelder humane uheldige helseeffekter som forarsakes
av eksponering for ulike mykotoksiner. Det er fremdeles behov for forskning pa dette feltet,
spesielt nar det gjelder & forsikre og kartlegge det fulle aspektet av helseeffekter. Dette gjelder
ogsa kombinerte toksiske effekter ved eksponering for flere typer mykotoksiner. Studier har
foreslatt at estimering av grenseverdier for grupper av mykotoksiner kan vare relevant [69]. |
planteprodukter (inkludert pollen) forekommer ofte flere typer mykotoksiner som bade kan
stamme fra like eller forskjellige typer muggsopp [69]. I tillegg er det en mangel pa studier som
har foretatt helseeffekter som spesifikt ser pa eksponering ved inhalasjon.

3.2 Bakterier

Helseeffekter som falger av bakterie-eksponering er i stor grad avhengig av hvilke typer
bakterier som er involvert. Det er observert en rekke ulike bakterier som er isolert fra pollen-
kornets overflate og studier har vist en stor variasjon pa artsniva. Bakterier inkluderer en rekke
patogene og infeksigse organismer som kan forarsake spesifikke sykdommer ved inhalering.
Det er ikke observert noen studier som papeker en hgyere risiko for infeksjoner som fglge av
pollen. Infeksjoner vil dermed ikke anses som en sentral sarskilt risiko i eksponering av
bakterier som assosieres med pollen.

Det som i litteraturen betraktes som den viktigste faktoren for uheldige helseeffekter som
forarsakes av bakterier pa pollen er forekomsten av endotoksiner. Disse stoffene kan forarsake
sterke immunologiske og inflammatoriske effekter som pavirker respirasjonssystemet [41].
Akutte og langvarige eksponeringer av endotoksin har i yrkessammenheng blitt assosiert med
ikke-allergiske irritasjonsplager fra luftveiene, bronkitt, astmaplager og mulig utvikling av
kronisk obstruktive lungesykdommer (KOLS) [70]. | starre doser (>2000 EU/m®) kan
endotoksin inhalering gi kortvarige ikke-allergiske inflammasjonsreaksjoner fra luftveiene og
influensalignende symptomer (som feber og muskelsmerter) [70]. Hos norske avlgpsarbeidere
benyttes en grenseverdi p& 90 EU/m® p& bakgrunn av et kriteriedokument fra Nederland [70, 71]
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(Tabell 3.1). I analyser av pollen har nivaer av endotoksin vaert mindre enn 20 EU/mg, med
unntak av noen fa arter som for malurtpollen. | ett milligram pollen regnes omtrent 4000
pollenkorn [72], men antallet kan variere i stor grad basert pa hvilken art pollenkornet stammer
fra [73]. Disse tallene viser at det normalt vil kreve et hgyt antall pollenkorn per m® for at
mengden endotoksin i luften som forarsakes av pollen potensielt kan overga grenseverdien til
endotoksin.

Tabell 3.1  Grenseverdier for eksponering for toksiner. Innhentet data for tolerabelt
eksponeringsniva av ulike toksiner som produseres av bakterier og mugg. Oral
eksponering angir daglig inntak og inhalasjon angir grenseverdi i luften i et 8-
timers arbeidsskift.

Toksin Eksponeringsrute Grenseverdi

Endotoksin Inhalasjon 90 EU*/m?

Aflatoksin - Ingen minste dose for effekt
Okratoksin A Oralt 3-5 ng/kg kv

Fumonisiner Oralt 2 ug/kg kv

T-2 Oralt 100 ng/kg kv*

4 Diskusjon og konklusjon

Denne litteraturstudien har belyst forekomsten av mugg og bakterier pa pollen, og spesielt
hvordan disse forekomstene varierer. En av arsakene til variasjon er klima og det kan derfor
forventes at forekomsten i norsk klima kan variere fra det som er observert i utenlandske
studier. Det er forsgkt & innhente studier som reflekterer norsk klima mest mulig. Det kan antas
at forekomsten eller graden av forekomst ikke er direkte overfagrbar fra studier som er utfart i
mer tropiske klima. Det har blitt lagt vekt pa & belyse forekomst i ulike studier og ulike
klimatiske lokalisasjoner, og dermed pa & belyse variasjonen i forekomst i starst mulig grad.

Det vil ogsa veere en variasjon i forekomst knyttet til hvilke pollenarter som er tilstede i et gitt
omrade. Dette kan medfare at det vil vere variasjon i forekomst selv om klimaet er likt. Ulike
arter har forskjellige perioder for pollinering og som vil kunne pavirke pollenmengde og
forekomsten av mikroorganismer, men ogsa hvilke typer mikroorganismer som er tilstede. En
eventuell helserisiko vil variere ut ifra bade mengden og hvilke mikroorganismer som er tilstede
i miljget man oppholder seg i.

%1 EU tilsvarer 10 ng.
4 Kv: kroppsvekt

16 FFI-RAPPORT 19/02109



For & kunne bestemme en eventuell korrelasjon mellom mengden pollen og bakterier/mugg i
luften er den generelle anbefalingen & male mengden mikrober (CFU) i pollenet som spesifikt er
samlet inn i det aktuelle miljget. Det er vist i litteraturstudien at det er stor variasjon i mengden
av bakterier og mugg pé pollen. Tallene som er belyst i denne studien er forsgkt benyttet for & gi
en indikasjon pa om det forekommer mer sporer, muggsopp eller bakterier i luften der tammeret
tas inn i produksjonen (Opsund temmerrenseri) enn det som kan forventes & stamme fra pollen.
Litteraturen indikerer at mengden mugg normalt ikke overstiger 5000 CFU/g pollen, og
beregninger utfart med 5000 CFU/g pollen og pollenkorn med diameter 60 um viste at mengden
muggsopp forventet & stamme fra pollenmaling ved Opsund utgjorde kun 0,024 % av malt
muggsoppkonsentrasjon (malt 40 — 9000 ganger mer muggsopp enn mengden som kan
forventes fra pollen). Denne andelen var ikke stgrre inne i produksjonshallen enn i utendars luft®
[74].

Bakterier og muggsopp har starst vekst ved varmere temperaturer. | tillegg er tilgangen pa
fuktighet en viktig faktor for vekst. Derfor vil det vaere naturlig at den hgyeste forekomsten av
bakterier og mugg vil foreligge i sommerhalvaret som tidligere vist ved direkte malinger pa
Opsund [75]. Ved lagring av tammer vil veksten av bakterier og mugg, i tillegg til en potensiell
produksjon av mykotoksiner og endotoksiner, kunne fortsette frem til vekstvilkarene ikke lenger
er optimale. Dette kan for eksempel vaere mangel pa fuktighet eller nedgang i temperatur, som
vil kunne motvirke ytterliggere vekst. Dette er blant annet grunnen til at avlinger i mat- eller
for-produksjon blir tarket raskt etter innhgsting.

Det vil veere ngdvendig a analysere forekomsten av endotoksiner og mykotoksiner direkte for a
videre kunne vurdere en eventuell helserisiko som eksponering for disse vil kunne medfgre. De
potensielle helseeffektene som disse stoffene kan gi er belyst i litteraturstudien. For eksponering
til mykotoksiner vil en eventuell helseeffekt veere avhengig av hvilket mykotoksin som er til
stede. Generelt, kan mykotoksiner gi helseeffekter selv ved lave konsentrasjoner og kan fare til
blant annet leverskade, kreft (spesielt aflatoksiner) og svekket immunforsvar. Endotoksiner
pavirker blant annet immunsystemet og kan fare til sterke inflammatoriske effekter. Det er
fortsatt behov for videre forskning pa helseeffekter av disse toksinene, spesielt for enkelte
mykotoksiner. Dette inkluderer helseeffekter som falge av inhalasjonseksponering, da
mesteparten av studiene som har blitt utfart fokuserer pa inntak i kosten.

Forekomsten av bakterier og mugg i luften ved Opsund temmerrenseri vil med stor
sannsynlighet vere forarsaket av flere kilder enn pollen. En annen viktig kilde vil vare
mikrobiotaen som finnes pa temmeret. Studier har vist at antallet mikroorganismer og
endotoksin i tammer er betydelig hayere i varmere perioder (var og sommer) sammenlignet med
kaldere perioder [76]. Mugg som vokser rikelig pa treflishauger blir betraktet som den viktigste
risikofaktoren for arbeidere som handterer treflis [77-79]. | forskjellige deler av verden har
sagbruk blitt malt til & ha konsentrasjoner av luftbdrne mikroorganismer pé et niva mellom 10°-
10* CFU/m® [17, 80-82]. Det rapporteres ogsa om betydelige variasjoner i forekomst ved disse
fasilitetene som fglge av ulike faktorer. Videre studier som tar sikte pa a kartlegge mulige kilder

% Disse resultatene er beskrevet i FFI-rapport 19/02112 og er tatt inn i diskusjon her for & sammenligne resultater fra
litteraturen med reelle mélerverdier.
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til mugg og bakterier i luften ved Opsund temmerrenseri bgr dermed ogsa vurdere analyser av
temmeret.
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