Kan mikrobiologiske plantebeskyttelsesmidler give mave-problemer?

Det er et abent spgrgsmal, om nogle af de mikrobiologiske bekaeempelsesmidler kan give
sygdomme. Det er derfor ngdvendigt at have eksperimentelle analyse-metoder (modeller), som pa
en tilfredsstillende made kan bruges til at undersgge dette spgrgsmal. | dette projekt har vi
undersggt om en raekke nye “sygdoms- modeller” kan bruges til formalet. Resultaterne viser, at de
afpravede modeller er gode alternativer til de eksisterende. De skal bruges sa man sammenligner
med savel kendte ufarlige som sygdomsfremkaldende mikroorganismer.

Baggrund og formal

Mikrobiologiske bekaempelsesmidler er alternativer til de kemiske midler. De betragtes ofte —

relativt ukritisk - som mere miljgvenlige og som ufarlige for mennesker.

| dette projekt har vi undersggt om det ved hjelp af tre forskellige typer af ”sygdoms-modeller” kan
forudsiges om et mikrobiologisk plantebeskyttelsesmiddel kan give mave-problemer. De tre
undersggte eksperimentelle analyse-metoder (sygdoms-modeller) er en rundorm med navnet
Caenorhabditis elegans, larver af sommerfuglen ”Det store Voksmgl”, og forskellige celler fra
pattedyr. De tre modeller har tidligere veeret anvendt til den samme slags undersggelser med andre

mikroorganismer.

De aktuelle undersggelser er blevet gennemfgrt med bakterier fra fire forskellige
plantebeskyttelsesmidler. Bakterierne tilhgrer arten Bacillus thuringiensis, og de kan bruges til at
bekaempe forskellige insektlarver. I Danmark bruges de mest til bekeempelse af kalorme pa friland

og af sgrgemyg i drivhuse.

Vi valgte disse bakterier fordi man ved de har et potentiale for at forarsage sygdom, hvis de bliver
spist. Dette skyldes, at de har nogle egenskaber, som er kendt for at kunne give sygdom hos den
neert beslegtede bakterie Bacillus cereus. Det har derfor veeret vigtigt i projektet at sammenligne
bakterierne fra bekeempelsesmidlerne med pa den ene side bakterier, som er kendt for at kunne give

sygdom, og pa den anden side med bakterier, som ikke giver sygdom. Resultaterne fra



undersggelserne kan bruges til at vurdere de mikrobiologiske bekaempelsesmidlers mulige effekter
pa mennesker. Desuden har projektet tilvejebragt viden om anvendelse af sygdoms-modeller, der
ikke er pattedyr, som jo ellers anvendes i mange sammenhange, og som derfor maske kan spare pa

anvendelsen af pattedyr som forsggsdyr.
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Universitet og fra INRA instituttet i Frankrig. Projektet er blevet udgivet som en engelsksproget
rapport med titlen "New experimental approaches for human risk assesment of microbial pest
control agents — exemplified by the bacterium Bacillus thuringiensis”. Projektet er blevet
gennemfart som en del af Miljastyrelsens program for bekeempelsesmiddel forskning.

Hovedkonklusioner

Hovedkonklusionerne fra projekter er:

e At de undersggte nye sygdoms-modeller er gode til at skelne mellem de forskellige
bakterier, hvilket ikke er tilfeeldet med dem der benyttes til at undersgge mikrobiologiske
bekeempelsesmidler i dag. Det betyder, at de er et godt alternativ til disse modeller.

e At studier vedrgrende mikroorganismer fra mikrobiologiske plantebeskyttelsesmidlers
patogene egenskaber bar gennemfgres pa en made, sa der sker en sammenligning med
mikroorganismer, som er kendt for at kunne vere patogene og med mikroorganismer som
ikke er patogene.

e At vurdering af mikroorganismer fra mikrobiologiske plantebeskyttelsesmidler ikke kan
baseres pa en enkelt forsggsmodel. Dette skyldes, at mikroorganismernes eventuelle
potentiale til at forarsage sygdom er komplekst og pavirkes af mange forskellige faktorer.

e At funktionelle cellemodeller er meget falsomme. Deres anvendelse er afhangig af deres
tilgaengelighed og forskningsmaessig ekspertise i relation til deres anvendelse og fortolkning
af resultaterne. De tre modeller som er blevet afprgvet i dette projekt er alle anvendelige og
relevante i forhold til risikovurdering, men set ud fra en praktisk synsvinkel synes den
model, som er kendt som cytotoksicitets-testen, at vaere den mest anvendelige.



e Modellerne baseret pa Voksmgl og rundorme er simple og effektive til at undersgge
sygdoms-potentiale. De er nemme at anvende og resultaterne er relativt enkle at analysere,
men erfaring er ogsa her pakravet for at kunne anvende og fortolke resulaterne.

e De fire undersggte bakterier isoleret fra plantebeskyttelsesmidlerne Agree, Vectobac, Dipel
og Novodor falder med hensyn til sygdoms-fremkaldende potentiale i to grupper.
Bakterierne fra Agree og Vectobac er mest sammenlignelige med to uproblematiske
bakterier, mens bakterierne fra Dipel og Novodor er sammenlignelige med de fire bakterier
fra sygdomstilfeelde. Det er dog ikke muligt at konkludere, at nogle af bakterierne med

sikkerhed vil kunne forarsage sygdom hvis de spises.

Projektresultater

Projektets hovedspargsmal ”Kan mikrobiologiske plantebeskyttelsesmidler give mave-problemer
hos mennesker?” er blevet belyst ved at sammenligne resultater opnaet med fire bakterier isoleret
fra plantebeskyttelsesmidler med resultater opnaet med omhyggeligt udvalgte neertbeslegtede
bakterier. Disse bakterier blev udvalgt sa de reprasenterede savel bakterier som har veret
involveret i sygdom og diarre, som bakterier der ikke forarsager sygdom. Udvalget bestod i alt af
fire bakterier af arten Bacillus thuringiensis fra plantebeskyttelsesmidler, fire nartbeslaegtede
bakterier der har varet involveret i sygdom og diarre og to bakterier som sandsynligvis ikke kan

forarsage sygdom.

Baggrunden for at en spore-dannende bakterie, som Bacillus thuringiensis kan forarsage sygdom i
mave-tarm systemet er skitseret i figur 1. Det er naturligvis en forudsztning, at bakterien spises i en
eller anden form for fgdevare, og at den derefter er i stand til at overleve ophold i maven, hvor der
er surt og hvor der er forskellige enzymer. | tyndtarmen, som er det sted sygdom oftest “opstar”,
skal bakterien kunne spire og dele sig, ligesom den skal kunne overleve de betingelser som er her,
f.eks. pavirkning af galdesalte og forskellige enzymer. Samtidigt skal bakterien, for at kunne
forarsage sygdom, kunne udtrykke de giftige faktorer som forarsager sygdom, fordi de er giftige
over for tarmcellerne. Bakterierne kan maske ogsa binde sig til og endog invadere tarmcellerne.

| dette projekt er en raeekke af de forhold som pavirker bakterierne i mave-tarm-systemet blevet

undersggt. Det drejer sig om hvorvidt bakterierne er i stand til at vokse ved legemstemperatur



(37°C) og overleve under betingelser der er ligner forholdene i maven og pavirkning af galdesalte.

Bakteriernes evner til at pavirke celler er blevet undersggt i en raekke forskellige modeller:

e Bakteriernes evne til at binde sig til, invadere celler og gdelsegge forbindelserne mellem
cellerne er blevet undersggt med forskellige celler fra mennesker
e Bakteriernes udtryk af forskellige gift-faktorer blevet undersggt i én celletype og i
voksmagllet.
e Den direkte giftige virkning af bakterierne er blevet undersggt med celler fra mennesker,, i
larver af voksmagllet og i rundormen.
Pa basis af resultaterne har vi lavet en sakaldt "cluster”-analyse, som gar det muligt pa en
overskuelig made at sammenligne resultaterne opnaet med de ti bakterier. Analysen kan bruges til
at ordne observationer, sa de bliver opdelt i grupper (clustre) som er ensartede. Resultatet af cluster-
analysen er vist i figur 2. Det kan ses af figuren, at hvis man sammenligner de fire stammer fra de
mikrobiologiske plantebeskyttelsesmidler (Bt50, Bt52, Bt53 og Bt55) med de fire stammer fra
sygdomstilfalde (Bc11, Bcl4, Be25 og Be38) og de to stammer som ikke kan forarsage sygdom
(Bt48 og Bc49), sa falder Bt50 og Bt52 sammen med de to uproblematiske stammer Bt48 og Bc49,
mens de gvrige stammer falder i to beslaegtede grupper som bestar af henholdsvis Bc38, Bc14 og
Bc25 og Bt53 samt Bc11 og Bt55.
Sammenlignes denne opdeling med resultaterne kan man sige, atBt50 og Bt52, som er isoleret fra
bekaempelsesmidlerne Agree og Vectobac pa mange mader opfarer sig ens i eksperimenterne. De
har begraenset vaekst ved 43°C og de overlever betingelserne i maven. De pavirker pa forskellig
made den ene celletype, i mindre grad en anden og har kun en begranset effekt pa den tredje type.
De har en begranset effekt pa savel voksmgllet som rundormen. Alt i alt er disse to stammer, som
det ses af clusteranalysen, mest sammenlignelige med de to uproblematiske stammer. Det ser altsa
ud til at disse to stammers potentiale for at fremkalde sygdomme er mindre end hos stammerne fra
sygdomstilfeeldene.
P& samme made kan man sige at stammerne Bt53 og Bt 55 isoleret fra Dipel og Novodor ogsa pa
mange mader opfarer sig ens i eksperimenterne. De vokser udmarket ved 43°C, de bliver skadet af
betingelserne i maven, de pavirker alle cellelinierne pa en negativ made, og de har ogsa en
sammenlignelig negativ effekt pa voksmagllet. Derimod pavirker de to stammer rundormen
forskelligt, idet Bt55 har en betydelig negativ effekt pa rundormen, mens Bt53 har en mindre udtalt

effekt. Overordnet betragtet er disse to stammer mest sammenlignelige med stammerne fra



sygdomstilfaldene. De ser altsa ud til at have et potentiale for at fremkalde sygdomme som ikke
adskiller sig fra stammerne fra sygdomstilfeeldene. Hovedforskellen mellem disse to stammer og de

sygdomsfremkaldende stammer er, at de skades af betingelserne i maven.

Er vi sa ved at neerme os et svar pa spgrgsmalet i overskriften? Nej ikke helt, men vi har faet
metoder, som gar det muligt mere praecist at udtale sig om hvorvidt specifikke mikrobiologiske

plantebeskyttelsesmidler har et potentiale for at give mave-problemer.

Figur 1. De basale forudsetninger for at en spore-dannende bakterie kan forarsage sygdom i mave-
tarm-kanalen.
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Figur 2. Dendrogram baseret pa en cluster-analyse, som viser hvordan de ti undersggte
bakteriestammer forholder sig til hinanden pa basis af alle resultaterne opnaet i projektet.



