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Forord

Ved indfgrelse af ny teknologi er det sjeeldent at man sidelgbende falger de
eventuelle helbredsmaessige konsekvenser i humane undersggelser.
Muligheden foreligger her. Anvendelsen af biologiske bekeempelsesmidler var
ved projektets start stadig i sin vorden (udgjorde ca. 1% af det globale
pesticidmarked i 1992), men ma antages at vinde hastigt frem i den
kommende tid. Man har saledes et godt udgangspunkt for at fglge udviklingen
pa helbredsomradet. Med dette formal blev der i 1996 planlagt en prospektiv
kohorteundersggelse i fynske gartnerier.

Naesten halvdelen af de danske veeksthusgartnerier er placeret pa Fyn, og der
har der veret et mangearigt samarbejde mellem gartnerierne, de ansatte og
deres respektive organisationer pa den ene side og Arbejds- og
Miljgmedicinsk Klinik, Odense Universitetshospital pa den anden side om at
belyse arbejdsmiljget og relaterede sygdomme. Det har drejet sig om kroniske
sundhedsskader af pesticider, aktuelt med veegt pa de reproduktionstoksiske
virkninger. | forbindelse med disse projekter blev man opmarksom pa de nye
mikrobiologiske midler og deres eventuelle helbredsmaessige virkning, og det
aktuelle projekt blev igangsat.

Undersggelsen er gennemfart i perioden 1997-2000 pa basis af en bevilling
fra pesticidforskiningsmidlerne under miljgstyrelsen pa kr. 1,5 mio., mens en
igangvearende fortsattelsen af undersggelsen til 3 ars follow up er financieret
af Det Strategiske Miljgforskningsprogram og indgar i “Center for Miljg og
Luftveje”, som forlgber frem til udgangen af 2001.

Til projektet har der varet tilknyttet en styregruppe med faglgende
medlemmer:

Holger Pedersen, Miljgstyrelsen, formand

Preben Larsen, projektkoordinator, Arbejds- og Miljgmedicinsk Klinik
Odense Universitetshospital,

Bent Lgschenkohl, Danmarks Jordbrugs-forskning,

Jesper Balum, Arbejds- og Miljgmedicinsk Klinik, Odense
Universitetshospital,

Flemming Lander, Arbejdstilsynet,

Helle Raun Andersen, Miljgmedicin, ISH, Odense Universitet

Desuden har der veeret en fglgegruppe med deltagerne

Anne Marie Hagelskjeer, Gartneribrugets Arbejdsgiverforening,
Pernille Folker Hansen fra Dansk Erhvervsgartnerforening og

Arne Grewsen og Bettina Andersen fra SID-Gartnernes Fagforening.

Vi takker de involverede gartnerier og deres ansatte for statte til
gennemfgrelse af undersggelsen.

Odense, april 2002
Preben Larsen og Jesper Baelum
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Sammenfatning og konklusioner

| flere gartnerier er man i lgbet af de senere ar begyndt at anvende forskellige
mikrobiologiske bekeempelsesmidler (skimmelsvampe, vira, protozoer og
bakterier). De vaesentligste produkter indeholder mikroorganismerne Bacillus
thuringiensis og Verticillium lecanii, som anvendes til insektbekeempelse, mens
Trichoderma harzianum virker som svampemiddel ved at udkonkurrere
plantepatogene svampe.

Formalet med denne undersggelse er en vurdering af risiko for udvikling af
Type 1 allergi (allergi med udvikling af IgE antistoffer) og udvikling af
sygdom ved erhvervsmaessig eksponering for mikrobiologiske
bekeempelsesmidler. De mistenkte sygdomme er astma eller andre
inflammatoriske lungesygdomme. En serlig risikogruppe forventes at veere
personer med atopi (beredskab for Type 1 allergi).

I 1996 blev der gennemfart en spgrgeskemaundersggelse vedrgrende brug og
erfaring med mikrobiologisk bekeempelse i de fynske gartnerier. Der gnskedes
vurderet hvor mange ansatte der arbejdede direkte med midlerne og antal
udsatte i gvrigt. Ud af 205 mulige gartnerier blev der gennemfart interviews
med 193, beskeftigende 2.206 helarsansatte og 2.756 ansatte i hgjsesonen.

59 % af gartnerierne (som repraesenterede 69% af drivhusarealet og 78% af de
helarsbeskeftigede) oplyste at de brugte biologisk bekeempelsesmidler. 27% af
gartnerierne brugte bade nyttedyr og mikrobiologiske midler, mens 13%
udelukkende brugte mikrobiologiske midler og 19% udelukkende nyttedyr.

Der var saledes et betydeligt og stigende forbrug af mikrobiologisk
bekeempelsesmidler, dog i mange gartnerier som forsgg. Fordelingen af
brugen af de enkelte hovedtyper er antageligt mere usikker idet perioden var
praeget af mange forsgg og ny introduktion. Fordelingen af brugen a&ndres
antageligt fremover, dog fortsat med Bacillus thuringiensis, Verticillium lecanii
og Trichoderma harzianum som hovedtyper.

Der gennemfagrtes i perioden 1997 til 1999 en 1 ars follow-up undersggelse af
ansatte pa 31 prydplantegartnerier pa Fyn med i alt 773 ansatte. Personerne
var eksponeret for tre typer mikrobiologisk bekeempelsesmidler: Bacillus
thuringiensis, Trichoderma harzianum og Verticillium lecanii mens en gruppe var
uden eksponering. | lgbet af undersggelsesperioden blev et produkt
indeholdende svampen Paecilomyces fumosoroseus inddraget i undersggelsen.

I primarundersggelsen deltog 456 personer og i 1. follow-up 439. Herved
dannedes et tvaersnitsmateriale af de i alt 579 personer som blev undersggt og
316 personer, som fulgtes gennem 1 ar. Undersggelsesgruppen bliver fulgt i
yderligere to ar frem til 2001.

Ved de arlige undersggelser blev der gennemfert interview om arbejdsforhold
og helbredsforhold samt malt lungefunktion, bronkial provokationstest og
standard hudpriktest. Blodprgver blev analyseret for IgE antistoffer
(allergiantistoffer) mod de forskellige produkter.



Hyppigheden blandt de 579 personer i tvaersnitsmaterialet af symptomer fra
gjne og luftveje varierede mellem 9 % (altid forkglet) og 31 % (klge i gjne).
6,6 % havde astma, mens 20 % havde hgfebersymptomer.

I gartnerier hvor der anvendtes Bacillus thuringiensis produkter var der en
overhyppighed af klge og svie i gjnene pa arbejde og gjengener mere end en
gang ugentlig, mens trykken for brystet mere end en gang ugentlig var
hyppigst hos dem, der selv udspredte produkterne. Der var flere nye
symptomer med klge og svie i gjnene pa arbejde i gartnerier som anvendte
Bacillus thuringiensis. Hoste uden forkglelse, anfald af vejrtraekningsbesveer,
klge og svie i naese samt anfald af kulderystelser pa arbejde var hyppigere
blandt personer i gartneri hvor Trichoderma harzianum anvendtes. Der var
ingen symptomer relateret til brug af Verticillium lecanii og brugen af
Paecilomyces fumosoroseus var sa lidt udbredt at virkningen ikke kunne
vurderes.

Der var ingen forskel i lungefunktion eller falsomhed for histamin mellem de
personer som var udsat for mikrobiologisk bekempelsesmidler i gartnerierne
og de personer som ikke arbejdede i gartnerier.

Der var malelige IgE antistoffer mod de fire typer mikrobiologisk
bekeempelsesmidler. Hyppigheden fulgte forekomsten af de enkelte produkter,
men der var ikke nogen klar sammenhang med den individuelle eksponering.
Specielt var der ikke nogen gget sensibilisering hos de personer som selv
havde handteret produkterne og derfor var mest eksponerede.
Antistofniveauerne hos den enkelte person var stabile, men der var ingen
sammenhang mellem forekomsten af antistoffer pa den ene side og
symptomer eller resultater af lungefunktionen pa den anden side. Der kunne
ikke detekteres en gget sensibilisering blandt de eksponerede i et ars perioden.

| tveersnitsundersggelsen havde personer med en positiv priktest (atopikere) i
vasentligt flere bade hefebersymptomer og symptomer pa astma end de
gvrige. Yderligere var der en betydelig overhyppighed af nye
hgfebersymptomer i lgbet af det falgende ar hos de atopikere som ikke havde
symptomer i farste runde. Der var ikke tegn til at atopikere var specielt
falsomme over for de mikrobiologiske midler sa arsagerne kan veere mange
forskellige forhold i arbejdsmiljget.

Med en sa stor forskel mellem atopikere og andre vil man forvente en healthy
worker effect” blandt de gartneriansatte hvor serligt falsomme personer
forsvinder fra af erhvervet. En analyse af de personer, som faldt fra mellem
farste og anden runde kunne tyde pa at den er til stede. Derfor vil
tveersnitsdata undervurdere den sundhedsmaessige virkning vaesentligt.
Vegten ved bedgmmelse af den sundhedsmaessige virkning af eksponeringen
bar derfor ligge pa follow-up studiet som dog ferst efter tre ars observationstid
forventes at have tilstraekkelig styrke.

Sammenfattende viser studiet at der er en ret stor hyppighed af
luftvejssymptomer blandt de gartneriansatte og der kan veere en relation til
arbejde med Bacillus thuringiensis og til dels Trichoderma. Pa grund af
jobselektionen skal resultaterne af tveersnitsundersggelsen tages med
forbehold. Follow-up undersggelsen viste kun fa tegn pa effekt af de
mikrobiologiske midler, men da opfglgningstiden var kort ma en konklusion
dog afvente resultaterne af det trearige follow-up studie.



Pa trods af de begrensede effekter af de mikrobiologiske bekempelsesmidler
anbefales det at eksponeringen ved handtering af produktet - specielt
afvejning og udsprgjtning — begraenses. Det kan dels ske ved &ndrede
procedurer sa materialet handteres i oplgsning og dels ved personlige
beskyttelsesmidler som andedratsveern, handsker og forkleede. Mere definitive
retningslinjer ma dog afvente de endelige resultater af follow-up
undersggelsen.
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Summary and conclusions

Microbiological pest control has been introduced in greenhouses as a
supplement or substitution for chemical insecticides and fungicides. In
Denmark the types most often used are the insecticides Bacillus thuringiensis
and Verticillium lecanii. Trichoderma harzianum is used as a fungicide acting as
a competitor to the plant pathogenic fungi. Development of this new
technology enables evaluation of the health risk.

The aim of this study has been an evaluation of the risk of developing type |
allergy and inflammatory lung diseases due to exposure to microbiological
pesticides during work in greenhouses.

In 1996 a survey was made on the use of microbiological pesticides in
greenhouses in Funen County, Denmark. 193 interviews were carried out
with greenhouse owners employing 2,206 full-time workers, rising to 2,756
workers in the peak season. 59% of the greenhouses comprising 69% of the
area under glass and employing 78% of the full-time workers used biological
pest management. In 27% of the greenhouses both microbiological pesticides
and macrobiological pest management (predator mites, nematodes etc.) were
used, while 13% exclusively used microbiological pesticides in the form of
bacteria and fungi. Most prevalent was the use of the species: Bacillus
thuringiensis, Trichoderma harzianum, and Verticillium lecanii.

In the follow up study 31 greenhouse companies were included to cover the
use of the different products. At the start they had 773 full-time workers and
produced almost exclusively ornamental plants, more than 100 different
species with marguerites, chrysanthemum, and roses as the most frequent.
The persons were exposed to Bacillus thuringiensis, Trichoderma harzianum, or
Verticillium lecanii. In addition, a group without exposure to microbiological
pesticides was included. The fungus Paecilomyces fumosoroseus was introduced
at the time of the study and therefore included.

In the first round of the study in 1997-1998, 456 persons were included. Of
these, 316 were re-examined in the follow up 1 year later, at which time 123
persons were included. This gives a cross section of 579 persons (32% males
and 68% females) aged between 16 and 67 years with average seniority of 9.7
years in the trade. The group of persons was followed for three years until
2001.

At the annual examinations, the persons were interviewed about working
conditions, focusing on exposure to microbiological pesticides, and health
conditions, focusing on symptoms related to allergy and inflammatory upper
and lower respiratory tract diseases. A spirometry and bronchial challenge test
was carried out using histamine chloride, as well as a skin-prick test with
standard inhalatory allergens. Blood samples were taken for analysis for IgE
antibodies against the total of 8 products of the four types of pesticides.
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In the cross-sectional material of 579 persons, the prevalence of a total of 24
symptoms, covering irritation in eyes and airways, varied between 9% and
31% (itching in the eyes). 6.6% of the subjects reported they had asthma while
about 20% reported one or more symptoms of rhinitis.

In greenhouses using Bacillus thuringiensis products the prevalence of itching
in the eyes at work increased, and a frequency of more than once a week was
observed. The persons who handled Bacillus thuringiensis product had more
chest tightness than the rest, while in the follow up an increased incidence of
itching in the eyes was seen in greenhouses using Bacillus thuringiensis.
Trichoderma harzianum in greenhouses was related to coughing, difficulty of
breathing, itching in the nose, and more unspecific annoyance. The use of
Verticillium lecanii was not related to any symptoms and the effects of
Paecilomyces fumosoroseus could not be evaluated due to a low number of
persons exposed.

There was no difference in the lung function and in histamine sensitivity
between subjects exposed to the products and those not exposed to the
products.

There were measurable IgE antibodies against the different products. The
prevalence of antibodies above the detection limits was highest for the
Verticillium lecanii and the Bacillus thuringiensis products, while antibodies
against Trichoderma harzianum and Paecilomyces fumosoroseus were less
frequent. There was no clear relationship with the measures of individual
exposure. In particular, no sensitisation was observed in the highly exposed
persons who had handled and sprayed the products. During the one-year
follow up, the levels of antibodies for the individual were stable and there was
no sign of increased sensitisation.

The incidence of new symptoms was about 10% and only in a few symptoms
were related to the measurements of exposure or sensitisation. Due to the
relatively few new symptoms in the short follow up, the significance of this
part of the study for detecting exposure-response relationship is low.

In the cross sectional material, persons with one or more positive prick tests as
an indicator of atopy showed higher prevalence of eye and nose symptoms
and diagnosed asthma than the non- atopics. Furthermore, the incidence of
new symptoms during follow-up in the group of atopic persons was
considerably higher than among the non-atopic persons, and persons with
house dust mite allergy were over represented in the group that left the study
between the first and second examination. This could indicate a "healthy
worker effect" due to the different exposures in the greenhouses. The
evaluation of health effects should therefore primarily be based on measures
of incidence and the study has therefore been extended for three years to
achieve a higher significance.

In conclusion, the study showed a relatively high prevalence of symptoms
among greenhouse workers, and there was a limited relationship to estimates
of exposure to Bacillus thuringiensis and Trichoderma harzianum, but not to
Verticillium lecanii or Paecilomyces fumosoroseus products. A few effects in the
follow up were seen too, while there was no effect on physiological
measurement. The significance of the one-year study, however, was low and



the "healthy worker effect” detected supports the notion that emphasis should
be on measuring incidence in a longer follow up.

A limited number of significant effects of the microbiological pesticides were
seen in this study. Nevertheless, altering procedures and using personal
protective equipment during handling and spraying may limit exposure. The
possible effects on persons exposed during re-entry activities need more
investigation of both the real exposure and the dose-response relationship.
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1 Indledning

Formalet med projektet er at undersgge om der er risiko for udvikling af Type
| allergi og inflammatoriske lungelidelser i forbindelse med erhvervsmaessig
eksponering for mikrobiologiske bekeempelsesmidler (MB), malt ved udvikling
af symptomer, @ndringer i lungefunktion samt biokemiske markgarer for
allergiudvikling.

Samtidig gnskes andre risikofaktorer i arbejdet og hos personen for
sensibilisering og udvikling af sygdom karakteriseret.

1.1 Formal

Undersggelsen vil belyse, om der er gget risiko for udvikling af allergi eller
astma blandt ansatte i gartnerier, der benytter mikrobiologiske
bekeempelsesmidler. Der sgges endvidere belyst, om der er ssmmenhzng
mellem eksponeringens starrelse samt visse arbejdsprocesser og udvikling af
allergi eller astma. Det bliver muligt pa baggrund heraf at gennemfare
risikovurdering og udarbejde anbefalinger vedrarende arbejdsprocedurer og
beskyttelsesforanstaltninger med henblik pa forebyggelse.

Det er hensigten at anvende undersggelsens resultater som baggrund for
udarbejdelse af anbefalinger vedrgrende arbejdsprocedurer og
beskyttelsesforanstaltninger i en malrettet forebyggelse af arbejdsbetinget
luftvejssygdom som falge af udsattelse for mikrobiologiske
bekeempelsesmidler.

1.2 Baggrund

Flere gartnerier er i lgbet af de senere ar begyndt at bruge forskellige
biologiske bekeempelsesmidler. Det er dels forskellige dyr (teeger, mider,
nematoder osv.) ogsa kaldet makrobiologiske midler og dels forskellige
mikroorganismer (bakterier, vira, svampe og protozoer) som kaldes
mikrobiologiske bekeempelsesmidler.

Mikrobiologiske bekeempelsesmidler er bakterier, svampe eller virus som
anvendes i stedet for kemiske stoffer (1). De farste mikrobiologiske
bekeempelsesmidler kom pa markedet omkring 1960, og fra midten af
1980erne blev de farste produkter anvendt i Danmark. | dag bruges de fleste
til sygdoms- eller skadedyrsbekaempelse i vaeksthuse. Brugen af
mikrobiologiske bekeempelsesmidler udger dog stadig kun en mindre
procentdel af det samlede forbrug af bekeempelsesmidler (2).

Lovgivningen om bekempelsesmidler er ganske kompliceret. Hovedreglerne
om godkendelse af midlerne fremgar af kapitel 7 i kemikalieloven, men ogsa
andre af lovens regler geelder for bekeempelsesmidlerne. I tilknytning til loven
er udstedt bekendtgarelse om bekempelsesmidler, der indeholder en lang
reekke konkrete anvisninger og krav til producenter, importgrer, forhandlere
og brugere af bekeempelsesmidler. Den nuveerende lovgivning er kort skitseret
i Bilag A.
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1 Indledning

Formalet med projektet er at undersgge om der er risiko for udvikling af Type
I allergi og inflammatoriske lungelidelser i forbindelse med erhvervsmaessig
eksponering for mikrobiologiske bekeempelsesmidler (MB), malt ved udvikling
af symptomer, &ndringer i lungefunktion samt biokemiske markarer for
allergiudvikling.

Samtidig gnskes andre risikofaktorer i arbejdet og hos personen for
sensibilisering og udvikling af sygdom karakteriseret.

1.1 Formal

Undersggelsen vil belyse, om der er gget risiko for udvikling af allergi eller
astma blandt ansatte i gartnerier, der benytter mikrobiologiske
bekempelsesmidler. Der sgges endvidere belyst, om der er sammenhang
mellem eksponeringens stgrrelse samt visse arbejdsprocesser og udvikling af
allergi eller astma. Det bliver muligt pa baggrund heraf at gennemfare
risikovurdering og udarbejde anbefalinger vedrgrende arbejdsprocedurer og
beskyttelsesforanstaltninger med henblik pa forebyggelse.

Det er hensigten at anvende undersggelsens resultater som baggrund for
udarbejdelse af anbefalinger vedrgrende arbejdsprocedurer og
beskyttelsesforanstaltninger i en malrettet forebyggelse af arbejdsbetinget
luftvejssygdom som falge af udseettelse for mikrobiologiske
bekeempelsesmidler.

1.2 Baggrund

Flere gartnerier er i lgbet af de senere ar begyndt at bruge forskellige
biologiske bekeempelsesmidler. Det er dels forskellige dyr (teeger, mider,
nematoder osv.) ogsa kaldet makrobiologiske midler og dels forskellige
mikroorganismer (bakterier, vira, svampe og protozoer) som kaldes
mikrobiologiske bekeempelsesmidler.

Mikrobiologiske bekempelsesmidler er bakterier, svampe eller virus som
anvendes i stedet for kemiske stoffer (1). De fagrste mikrobiologiske
bekeempelsesmidler kom pa markedet omkring 1960, og fra midten af
1980erne blev de farste produkter anvendt i Danmark. | dag bruges de fleste
til sygdoms- eller skadedyrsbekaempelse i vaeeksthuse. Brugen af
mikrobiologiske bekeempelsesmidler udggr dog stadig kun en mindre
procentdel af det samlede forbrug af bekeempelsesmidler (2).

Lovgivningen om bekaempelsesmidler er ganske kompliceret. Hovedreglerne
om godkendelse af midlerne fremgar af kapitel 7 i kemikalieloven, men ogsa
andre af lovens regler gelder for bekeempelsesmidlerne. | tilknytning til loven
er udstedt bekendtggrelse om bekeempelsesmidler, der indeholder en lang
reekke konkrete anvisninger og krav til producenter, importarer, forhandlere
og brugere af bekeempelsesmidler. Den nuvarende lovgivning er kort skitseret
i Bilag A.
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Flere af de mikrobiologiske midler virker ved at mikroorganismen parasiterer
skadevolderne og producerer toksiner (3).(4)

Af mikrobiologiske bekeempelsesmidler har bakterien Bacillus thuringiensis
(israelensis og kurstaki) siden 1960'erne veret brugt inden for skovbrug og
landbrug mod insektangreb, svampen Trichoderma harzianum er brugt i
vaeksthuse mod svampeangreb, og svampene Paecilomyces fumosoroseus og
Verticillium lecanii mod insektangreb.

Mikrobiologiske bekempelsesmidler anvendes til sprgjtning pa planterne,
tilblandet i veekstmedie, eller til at stiklinger dyppes i en opslemning af midlet.
Erhvervsmaessig udsettelse for mikrobiologiske bekeempelsesmidler kan ske
dels ved blanding og udsprgjtning, dels ved handtering af behandlede
planter/jord (re-entry).

Bade makro- og mikrobiologiske midler er i gjeblikket accepteret til anvendelse
inden for gkologisk dyrkning, hvilket maske vil gge forbruget i de naeste ar pa
grund af den stigende efterspgrgsel af gkologiske produkter.

1.2.1 Metode for litteraturstudie

| forbindelse med projektet blev der gennemfart en litteratursggning med
udgangspunkt i de relevante omrader, lungesygdomme, allergi og
mikrobiologiske bekeempelsesmidler. Der er sggt i databaserne Medline,
Toxline, Embase og Nioshtic & HSELINE (OSH-ROM) med sggeprofiler
der fremgar af Bilag B. Derudover er der opnaet referencer via
litteraturhenvisninger i leeste artikler.

1.3 Luftvejssygdomme og allergi
1.3.1 Astma

Astma (bronchiale) er kendetegnet med symptomer som hoste og anfald af
andengd med pibende vejrtreekning, typisk sent om aftenen eller tidligt om
morgenen. Typisk provokeres andengden uspecifikt af kold luft, fysisk
anstrengelse, psykisk stress, luftvejsinfektioner og evt. specifikt af
inhalationsallergener.

Karakteristisk for astma er bronkial hyperreaktivitet, som skyldes en
inflammatorisk tilstand i bronkierne med gget tilbgjelighed til reversibel
bronkieobstruktion pa grund af kontraktion af glat muskulatur,
slimhindegdem og gget bronkial sekretion. Bronkial hyperreaktivitet er
karakteristisk for astma (5).

Astma angives at veere den hyppigste kroniske sygdom i de industrialiserede
lande og preevalensen menes at veere stigende i verden (6). @get fokusering,
bedre diagnostik eller &ndret klassificering kan ikke alene forklare stigningen i
luftvejsallergi, ej heller ndringer i vores genetiske dispositioner. Arsagerne til
stigningerne ma derfor findes i vores miljg og livsstil (7).

1.3.1.1 Definition for astma

Astma er en kronisk inflammatorisk luftvejssygdom, hvor en rakke celler,
herunder mastceller, eosinofile celler og granulocytter spiller en rolle.
Inflammationen er associeret med udtalt luftvejshyperreaktivitet overfor en
reekke stimuli. Der er en generaliseret, men variabel luftvejsobstruktion, som
tidvist bedres eller svinder spontant eller efter adaekvat behandling.



Dggnvariationen i peakflow skal veere stgrre end eller lig med 20 % af
patientens maksimale opnaede vaerdi, dog minimum 100 liter pr. minut.
Bedgmmes lungefunktionen ved FEV, (forceret ekspiratorisk volumen i 1.
sekund) skal e&ndringen vere starre end 20 % af patientens maksimum, hvis
FEV, er mindre end eller lig med 1,5 liter og sterre end eller lig med 15 %,
hvis FEV, er starre end 1,5 liter. Dog skal endringen veere mindst 200 ml.

1.3.2 Allergi

Sygdomsgruppen allergi omfatter rhinitis og rhinoconjunctivitis, asthma
bronchiale, levnedsmiddeloverfglsomhed, urticaria (naldefeber) og
angiogdem, systemisk anafylaksi, insektallergi og l&egemiddelallergi. Den
tilgrundliggende hyperreaktivitet kan veere ikke-immunologisk eller
immunologisk, udlgst af specifik IgE.

Allergisymptomer kan udvikles med essentielt samme
inflammationspatagonese i et enkelt eller i flere organsystemer samtidigt:
Neseflad, tareflad, obstruktiv dyspng, feber med dyspng og nedsat
diffusionskapacitet, diaré og kolik, urticaria, angiogdem, anafylaktisk
almenreaktion og anafylaktisk shock, hududslzt, feber og desuden vidtgaende
varieret organinvolvering efter indgift af leegemidler (5).

1.3.2.1 Definition af type-1-allergi

Allergiformen er karakteriseret ved, at patienten danner IgE-antistoffer mod
fremmede stoffer. Reaktionen viser sig i lgbet af fa minutter efter, at kroppen
har mgdt det pageeldende allergen, nar patienten er sensibiliseret.

1.3.2.2 Definition af atopi

Atopi refererer til en arvelig praedisponeret evne til at producere IgE-antistof.
Om en person har atopi defineres ud fra om vedkommende har dannet IgE
antistoffer overfor almindelige forekommende inhalationsallergener, bedgmt
ved at personen har en positiv priktest for mindst én af de almindelige
inhalationsallergener.

1.3.3 Allergisk alveolitis

Sygdommen kendes under mange navne, som terskerlunge, farmers lung,
pigeon breeders lung samt andre erhvervsassocierede navne.

Allergisk alveolitis er karakteriseret ved at veere en inflammatorisk
lungesygdom forarsaget af inhalation af antigenholdigt stav, som regel
relateret til arbejde, f.eks. flytning af hg, halm, terskning, avl af champignon,
korn, kaffe, arbejde med ost, malt, mel, fijerkree, laboratoriedyr,
luftbefugtningsanlag, fugleekskrementer.

Symptomer i den akutte form opstar ved eksponering hos forudgaende
specifikt sensibiliserede personer 4-8 timer efter eksponering som feber,
kulderystelser, led- og muskelsmerter, tar hoste, dyspng, ofte sveer.
Symptomerne svinder i lgbet af 1-2 dagn, og optraeder efter hver eksponering

(5).

1.3.3.1 Definition af Allergisk alveolitis

Sygdommen er en non-IgE medieret allergisk lungesygdom, som er forarsaget
af inhalation af organisk stav.

1.4 Mikrobiologiske midler og sundhedsforhold

Der findes ikke epidemiologiske undersggelser af helbredseffekter ved brugen
af mikrobiologiske bekeempelsesmidler i vaeksthuse. Derfor vil overvejelser om
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de sundhedsmaessige effekter pa den ene side bygge pa analogi til besleegtede
mikroorganismer og forholdene i andre brancher, og pa den anden side
beskrivelse af mulige virkningsmekanismer. Men man har begranset viden
om, hvorvidt erhvervsarbejde med biologiske bekeempelsesmidler eller arbejde
i lokaliteter, hvor sddanne har veeret benyttet, indeberer en sundhedsmaessig
risiko. De mulige sundhedsmaessige effekter af eksponering for
mikrobiologiske bekeempelsesmidler kan vere inflammatoriske
lungesygdomme. Mest veegt legges pa de to sygdomsgrupper astma og
alveolitis. Begge kan forekomme som falge af en allergisk reaktion, men ogsa
ved en direkte toksisk (irritativ) pavirkning. Desuden kan forventes gvre
luftvejssymptomer i form af rhinitis, gjensymptomer (conjunctivitis) eller
hudsymptomer i form af udslat eller kige.

Selvom de mikroorganismer, der anvendes i biologiske midler, er naturligt
forekommende, vil den humane eksponering ved erhvervsmassig handtering
vaere langt starre end ved "naturlig" eksponering. Alle mikrobiologiske
bekempelsesmidler indeholder potentielt allergene proteiner, dels i selve
mikroorganismen (f.eks. intracelluleere enzymer eller strukturelle bestanddele
af cellemembranen), dels i veekstmediet i form af naringsstoffer og eventuelt
proteiner udskilt af mikroorganismen (8).

De vigtigste risici i forbindelse med anvendelse af mikrobiologiske
bekaempelsesmidler ma forventes at vaere induktion af allergiske eller irritative
reaktioner, infektion eventuelt pa grund af forurening af produktet med
humanpatogene mikroorganismer samt toksiske effekter som fglge af
toksinproduktion.

Udsattelse for store maengder mikroorganismer i luften er kendt fra
industrier, arbejde pa komposteringsanlaeg og fra landbrug, hvor der har veeret
udseettelse for mikroorganismer enten som fermenter eller som forurening.
Her er kendskab til en reekke luftvejssygdomme som fglge af udseettelse for
mikroorganismer og deres omsaetningsprodukter(9-15). Sygdommene straek-
ker sig fra astma, allergisk alveolitis, toksisk alveolitis og hoste til hgfeber og
andre slimhindegener.

1.4.1 Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis er den mest anvendte mikroorganisme (16). Produkterne
(Bactimos, Dipel og Vectobac) indeholder forskellige stammer af Bacillus
thuringiensis, som hver iser er relativt specifikke over for bestemte skade-
voldende insekter (f.eks. Bacillus thuringiensis var. kurstaki over for
sommerfuglelarver i skov- og landbrugskulturer, Bacillus thuringiensis var
tenebrionis overfor billelarver herunder Colorado-billen samt Bacillus
thuringiensis var israelensis over for diptera (myg- og fluelarver).

Bacillus thuringiensis er en gram positiv bakterie, som danner endosporer samt
et sdkaldt inklusionslegeme bestaende af et krystallinsk protein, kaldet delta-
endotoksin. Nar insektlarver spiser bakterien aktiveres toksinet i parasporen i
larvens tarmsystem, hvor der er basisk miljg. Toksinet hemmer Na-K-
ATPaser og forarsager paralyse og nekroser i tarmen. Herefter optages
endosporerne med efterfglgende infektion (17).

Der findes nogle enkelte beskrivelser, hvor Bacillus thuringiensis optreeder hos
patienter med infektigs sygdom, men ingen af disse studier demonstrerer en
aktuel risiko for menneskers helbred pa baggrund af brugen af Bacillus



thuringiensis (16;18). Der er lavet talrige laboratorieeksponeringsforsagg pa
pattedyr med Bacillus thuringiensis som viser hgj sikkerheds profil (18;19).

Tilbage i 1959 blev der foretaget eksperimentelle humane eksponerings forsgg
uden malbar helbredseffekt. 18 forsggspersoner deltog. De indtog blandt
andet 1 gram Thuricide (Bacillus thuringiensis) i kapsler dagligt i 5 dage.
Desuden inhalerede 5 af personerne desuden 100 mg dagligt i 5 dage.
Personerne blev undersggt ved Kklinisk undersggelse, og der blev foretaget en
reekke laboratoriemaessige undersggelser fra blod-, urinprgver (samt
rgntgenundersggelse for dem, der havde inhaleret Bacillus thuringiensis),
undersggelsesprogrammet blev gentaget ved afslutningen af de 5 dage og igen
4 eller 5 uger senere (20).

Bacillus thuringiensis var. kurstaki har veeret anvendt til insektbekeempelse i
afgreder samt i beboede skovomrader i mere end 30 ar. Der foreligger kun fa
undersggelser vedrgrende sundhedsmaessige effekter pa befolkningen bosat i
omrader hvor der har veret sprgjtet med Bacillus thuringiensis var. kurstaki. |
en amerikansk undersgagelse (Lane Country, Oregon) fra 1985/86 af
sundhedseffekter forarsaget af applikation over skovomrader (med et
befolknings antal pa 80.000 i bergrte omrade i 1985, og 40.000 i bergrte
omrade i 1986), fokuseres udelukkende pa risikoen for infektioner forarsaget
af Bacillus thuringiensis var. kurstaki . Omradets 4 starste kliniske laboratorier
skulle i sprgjteperioden supplere almindelige undersggelser af dyrkninger fra
patienter med en Bacillus dyrkning. Alle dyrkninger der rutinemaessigt var
udfert i perioden og 1 maned senere og som var positive for Bacillus
thuringiensis typer blev specialdyrket og sendt til undersggelse for om det var
Bacillus thuringiensis. Der blev fundet 55 Bacillus thuringiensis var. kurstaki
positive dyrkninger ved rutinedyrkninger fra patienter i de to perioder, 52 af
de positive af dyrkningerne blev bedgmt til at vaere uden arsag til sygdom, hos
3 kunne man ikke sige om Bacillus thuringiensis var. kurstaki var eller ikke var
patogen, men alle tre patienter havde anden tilgrundliggende sygdom. Der
blev overordnet fundet en minimal gget risiko for infektion med Bacillus
thuringiensis var. kurstaki , men kun hos immunsupprimerede personer (21).

I Nordamerika blev lgvskovsnonne et tiltagende problem i starten af
1990’erne. Bacillus thuringiensis var. kurstaki . var et meget anvendt og som
alene i foraret 1992 blev udspredt fra luft over 161 km? i Vancouver (British
Columbia), 469 km’ i Tacoma (Washington) og 30 km?* i Portland
(Oregon).Ved et studie (i 1992) blandt personer der blev eksponeret ved selve
udsprgjtningen (120) og personer (1.400.000) der boede i omradet for “a
major spray programme for gypsy moth control”” med Bacillus thuringiensis
blev der ikke fundet alvorlige helbredsproblemer (kun sprukne laber, tgr hud,
gjenirritation og naese- lgbe/stoppet) (22).

| fordret 1999 blev et omréade pé cirka 135 km?” i Southern Vancouver, fra fly,
oversprgjtet x 3 med Bacillus thuringiensis var. kurstaki (cirka 80.000
indbyggere i omradet). Der blev i perioden set nermere pa evt.
helbredspavirkning af indbyggere (blandt andet med fokus pa astma hos
barn). Der blev ikke fundet sammenhang mellem udsettelsen for Bacillus
thuringiensis var. kurstaki og korttids helbredspavirkning (23).

I nogle lande i Asien er der tilsat Bacillus thuringiensis var. israliensis til

drikkevand som myggebekempelse. Fra disse omrader er der ikke rapporteret
bivirkninger pa mennesker. | Afrika har visse floder veeret tilsat Bacillus
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thuringiensis var. israliensis. hvor der ligeledes for mennesker, der har drukket
vand fra floderne, ikke har veeret rapporteret bivirkninger (16).

Der foreligger nogle fa kasuistikker om infektioner forarsaget af Bacillus
thuringiensis. En landbrugsmedarbejder fik hornhindesar i det ene gje efter ved
uheld at have sprgjtet Bacillus thuringiensis i gjet (24). En studerende der
havde arbejdet med et medie med Bacillus thuringiensis og en kontaminant
(Acinetobacter), udviklede en infektion efter et nalestiksuheld (25). Ved et
enkelt tilfelde af udbrud af gastroenteritis pa et plejehjem er der fundet
Bacillus thuringiensis (26). P.H. Damgaard, der har set pa Bacillus thuringiensis
og Bacillus cereus’s evner til at producere diaréfremkaldende enterotoksin,
fremfgarer at visse tilfelde af gastroenteritis kan veere Bacillus thuringiensis
udlgst, men at tilfeeldene kan vare “skjult” bag diagnostiserede Bacillus cereus
gastroenteritis tilfeelde (27).

Andre Bacillus species, isaer Bacillus cereus, som kendes fra kontaminering af
fadevarer, kan give alvorlige infektioner hos mennesker (28). Bacillus cereus.
og Bacillus thuringiensis er nart besleegtede (29;30) og nogle undersggelser
tyder pa, at Bacillus cereus kan omdannes til Bacillus thuringiensis og vice-versa
ved plasmidoverfarsel, nar begge stammer er til stede (31).

Allergi som fglge af inhalation af Bacillus thuringiensis i forbindelse med
sprejtning og handtering af Bacillus thuringiensis er en potentiel risiko. 1 et
enkelt studie er der fokuseret pa dette. Landbrugs medarbejdere (n=48)
eksponeret for Bacillus thuringiensis blev undersggt far og 1 maned efter
eksponering (n=32) samt 4 maneder efter eksponering (n=20). To grupper,
der ikke direkte blev eksponeret, blev delt op i lavt eksponeret (n=44) og
mellem eksponeret (n=34) blev ligeledes undersggt.

Sammenfattende kunne anfgres at udseettelse for Bacillus thuringiensis kan
medfare allergisk hudsensibilisering og/eller induktion af 1gG og IgE antistof.
Pa trods af at der blandt medarbejdere var tilfeelde med symptomer fra
luftveje, gjne og hud, kunne ingen af symptomerne henfares til
arbejdsrelaterede kliniske sygdomme (32).

1.4.2 Verticillium lecanii (V.1)

Svampen (produkter Mycotal og Vertalec) benyttes til bekeempelse af bl.a.
bladlus, mellus, trips, spindemider og andre skadedyr. Den anvendes i
kulturer med hgj luftfugtighed. Svampen virker ved at inficere insektet via
sporer som pahefter sig insektets overflade, treenger ind og opformerer sig i
insektet, der til sidst draebes og bliver overgroet af mycelium.

Af helbredsrelaterede undersggelser er der kun en enkelt. K. K. Eaton udfgrte
i 1986 en undersggelse af ansatte ved to forskningscentre. Pa centrene blev
Verticillium lecanii udviklet til brug som pesticid. Formalet med studiet var at
afklare om udsattelse for Verticillium lecanii. kunne udlgse allergi eller toksiske
problemer for medarbejdere (n=147), for derved at opna information om
sikkerhed til brug ved markedsfgring. Der blev fundet 8 sensibiliserede
personer, 3 var anfgrt som eksponerede og 5 som ueksponerede. Fzlles var at
der var et lille udslag ved hudpriktest og alle udslag var mindre end den
positive histamin- kontrol. Der var ingen sammenheang med kliniske
symptomer eller grad af eksponering. Der blev ikke foretaget
eksponeringsmalinger i forbindelse med undersggelsen (33).



1.4.3 Trichoderma harzianum & polysporum (T.1.)

Trichoderma arter er svampe (produkterne Supresivit og Binab T.) som kan
kolonisere og gro pa rodoverflader for at modvirke veekst af plantepatogene
svampe. De anvendes til svampebekaempelse i bade grentsager og
prydplanter. Midlerne anvendes til frg, stiklinger eller jordbehandling,
desuden udsprgijtes de over kulturerne til behandling mod plantepatogenet
graskimmel (Botrytis cinerea).

Ogsa Trichoderma harzianum producerer og udskiller toksiske metabolitter
(antibiotika og toksiner) og den antagonistiske virkning er sandsynligvis
afhangig af disse metabolitter sammen med parasitisme og udkonkurrering.

Ved sggning i litteraturen fandtes ikke relevante referencer om
helbredseffekter som fglge af eksponering for Trichoderma harzianum
produkter.

1.4.4 Paecilomyces fumosoroseus

Svampen (produkt Preferal) benyttes primart mod mellus, men har ogsa
effekt mod bladlus, thrips, spindemider og andre skadedyr. Midlet anvendes i
kulturer med hgj luftfugtighed, f.eks. i formeringsafdelinger hvor nyt
plantemateriale gnskes rent for skadedyr. Svampen virker ved at inficere
insektet som anfgrt under Verticillium lecanii

Midlet er ikke generelt markedsfagrt, men anvendt som forsggsprodukt.
Ved sggning i litteraturen fandtes ikke relevante referencer om

helbredseffekter som faglge af eksponering for Paecilomyces fumosoroseus
produktet Preferal.
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2 Enquete vedrgrende
mikrobiologiske bekaempelsesmidler

| starten af projektet i 1996 var der stor usikkerhed om udbredelsen af
mikrobiologisk bekeempelse. Der var oplysninger fra konsulenter og gartnerier
om brugen, men ikke nogen samlet oversigt over hvor mange i gartnerierne
der var udsat for produkterne. Derfor blev der gennemfart en enquete
vedrgrende brug og erfaring med mikrobiologisk bekeempelse.

Formalet med denne del af undersggelsen var at belyse i hvilken udstraekning
man anvendte de biologiske, specielt mikrobiologiske bekeempelsesmidler
(MB) i de fynske gartnerier, herunder vurdere, hvor mange ansatte, der
arbejdede direkte med midlerne og i gvrigt var udsatte.

Tabel.2.1 Mikrobiologiske midler som er indgéet i undersggelsen.

Produkt Aktiv mikroorganisme

Vertalec Verticillium lecanii

Mycotal Verticillium lecanii

Bactimos Bacillus thuringiensis

Vectobac Bacillus thuringiensis

Novo Biobit Bacillus thuringiensis kurstaki
Foray Bacillus thuringiensis kurstaki
Dipel Bacillus thuringiensis kurstaki
Mycostop Streptomyces

Rotstop Phlebiopsis giganta

Novodor Bacillus thuringiensis tenebrionis
Boverol Beauveria bassiana

Supresevit Thrichoderma harzianum

Binab Thrichoderma harzianum og polysporum
Agrovir Agrotis segetum granulosis virus
Preferal Paecilomyces fumosoroseus

2.1 Materiale og metode

Undersggelsesgruppen bestod af 217 fynske vaeksthusgartnerier. Disse var
uddraget fra en liste fra Gartneribrugets Arbejdsgiverforening dateret den 9.
7.1996. Der var registreret 335 gartnerier, men pa grund af eksklusion af
frilandsgartnerier og dobbeltregistreringer afgraenses materialet til 205
veeksthusgartnerier.

23



Dataopsamlingen foregik ved telefoninterview. Samtlige gartnerier fra listen
fik ca. 2 uger forud for telefonkontakt tilsendt spgrgeskema og skriftlig orien-
tering om undersggelsen. Samtidigt var gartnerier og ansatte orienteret via
fagtidsskrifter og lokal presse.

Fremsendelsen af spgrgeskemaet forud for interviewet gav mulighed for, at
gartneriet kunne udveelge en person, som havde starst viden pa omradet,
typisk ejer eller formand. Desuden havde man mulighed for at se oplysninger i
sprgjtejournaler m.v.

Interviewet varede fra fa minutter til 1 time, i gennemsnit 20 minutter og
foregik efter det fremsendte skema. Interviewskemaet indeholdt spgrgsmal om
brug af biologiske bekeempelsesmidler generelt.

For hvert af stofferne opfert pa Miljgstyrelsens liste over aktivstoffer og midler
spurgtes om i hvilke kultur midlet anvendes, mod hvilke skadevoldere, hvilken
maned, hvilken arstid, hyppighed pr. maned, det behandlede areal og metode
for udbringning. Desuden spurgtes om, hvor mange som arbejdede med
udbringning af stoffet og hvor mange som dagligt arbejdede i omradet.
Tilsvarende oplysninger blev indhentet om brugen af nyttedyr.

Arstal for farste brug af biologisk bekeempelsesmidler blev opgivet. Der
spurgtes om planer for fremtidig brug af biologiske bekeempelsesmidler og
vurdering af problemer. Endelig spurgtes om generelle forhold vedrgrende
gartnerierne, hovedkulturer, prydplanter, grgntsager fordelt pa arstider.
Endelig spurgtes om samlet drivhusareal og antal ansatte, dels pa helarsbasis
0g, dels i hgjsesonen.

Efter forkodning blev data indtastet og analyseret ved hjelp af SPSS, v. 10.0.

2.2 Resultater

Man sggte at kontakte gartneriet 5 gange i lgbet af undersggelsesperioden 2.
september til 25. november 1996. Det var muligt at fa kontakt til 205 ud af de
217 gartnerier (94 %). De ikke deltagende var karakteriserede ved at veere
mindre gartnerier med ingen eller fa ansatte. Der foreligger fuldt gennemfarte
interviews pa 193 gartnerier fordelt pa 168 prydplantegartnerier og 26
grgntsagsgartnerier med henholdsvis 1.978 og 224 helarsansatte og 2.418 og
338 ansatte i hgjsaeson.

Tabel 2.2. Fordeling af gartnerier som opgiver brugen af henholdsvis makro- og
mikrobiologiske bekempelsesmidler

Antal
Antal gart- | Samletareal | helérs- Antal
nerier m? beskaefti- beskzftig-
gede ede i hgjszeson
Bruger mikrobiologiske be- 78 1.022.650 1.241 1.603
keempelsesmidler (40%) (50%) (55%) (57%)
Bruger nyttedyr 89 1.209.900 1.290 1.736
(46%) (59%) (57%) (62%)
Bruger ikke biologiske be- 79 629.900 675 737
keempelsesmidler (40%) (31%) (22%) (26%)
TOTAL 193 2.045.950 2.229 2.790

Af de 193 besvarelser opgav 114 (59 %) at de brugte biologisk bekeempelse.
Disse gartnerier havde 69 % af drivhusarealet og 78 % af de helarsbeskaftige-



de. 27 % af gartnerierne brugte bade nyttedyr og mikrobiologiske midler,
mens 13 % udelukkende brugte mikrobiologiske midler og 19 % udelukkende
nyttedyr (se Tabel 2.2).

Fordelingen af brugen af mikrobiologiske midler er vist i tabel 2.3. Det ses, at
Bacillus thuringiensis var. Israelensis fandtes pa 26 % af gartnerierne med 38 %
af medarbejderne. Forbruget udgjorde mest af produkter indeholdende
Bacillus thuringiensis var. Israelensis, mens produkter indeholdende Bacillus
thuringiensis var. kurstaki var mindre udbredt.

Tabel 2.3. Fordeling af opgivet brug af mikrobiologiske bekempelsesmidler pa 196
gartnerier samt det potentielt behandlede areal og antal medarbejdere med potentiel
udsattelse for mikrobiologiske bekaempelsesmidler pa gartnerier.

Mikroorganisme/produkt | Antal gart- Samlet areal | Antal helrs- | Antal
nerier m?2 Beskaefti- beskeeftig-
gede edei
hgjseson

Bacillus

Thuringiensis 51 703.350 858 1.186
Bactimos 27 383.000 416 517
Vectobac 18 234.000 392 567
Dipel 3 132.000 116 155
Foray
Novo Biobit 7 61.350 69 107
Novodor

Trichoderma harzianum | 13 163.000 244 305
Supresivit 8 118.500 181 214
Binab 8 77.500 100 139

Verticillum 33 593.000 782 1.011
Vertalec 27 466.100 545 637
Mycotal 23 445.000 610 804

Paecilomyces

fumosoroseus
Preferal 3 121.000 250 385

Agrovir

Rotstop

Mycostop 2 21.200 28 33

Boverol

TOTAL 196 2.045.950 2.229 2.790

Verticillium lecanii-produkterne fandtes pa 17 % af gartnerierne udgerende
35% af de ansatte og fordelte sig pa to hovedprodukter (Mycotal og Vertalec).
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Pa undersggelsestidspunktet var Trichoderma harzianum-arterne mindre
udbredt, begraenset til seks relativt store gartnerier. Der var begraenset brug af
andre midler, alt overvejende indeholdende Paecilomyces fumosoroseus
(Preferal).

Af de 26 grgntsagsgartnerier anvendte de 20 nyttedyr, mens 9 anvendte
mikrobiologiske bekeempelsesmidler, en fordeling som ikke afveg fra det
samlede materiale.

Biologiske bekeempelsesmidler har ifglge opgivelserne veret brugt siden 1970,
men 75% af gartnerierne var startet efter 1991 og 25% af gartnerierne var
startet i 1995 eller 1996.

39 % forventede uzendret fremtidig forbrug af biologiske bekeempelsesmidler,
48% gget forbrug, men kun et gartneri forventede mindre forbrug. Blandt de
gartnerier, som ikke anvendte biologisk bekeempelse angav 51 % praktiske
problemer, 43% ggede omkostninger og 8% forskellige andre arsager. En
reekke gartnerier bemarkede, at de patenkte yderligere forseg med biologisk
bekaempelse. I disse svar blev der ikke skelnet mellem makro- og
mikrobiologiske midler.

2.3 Diskussion.

Der blev opnaet svar fra en meget stor del af den gnskede gruppe.
Opgivelserne kan vere inkomplette da de stammer fra interview fra en enkelt
person pa gartneriet, men metoden med at sende spgrgeskema forud for
interviewet har sandsynligvis givet bedre oplysninger, idet den interviewede
har haft mulighed for at tjekke oplysningerne forud for interviewet.

Resultaterne viser at der i undersggelsesperioden var et betydeligt og stigende
forbrug af mikrobiologiske bekeempelsesmidler, dog i mange veaeksthuse som
forsgg. Det ma saledes forventes at resultaterne fra helbreds- og
eksponeringsundersggelsen er deekkende for branchen pa Fyn. Fordelingen af
brugen af de enkelte hovedtyper er antageligt mere usikker idet perioden var
preeget af mange forsgg og ny introduktion. Fordelingen af brugen sndres
antageligt, dog fortsat med Bacillus thuringiensis, Verticillium lecanii og
Trichoderma harzianum som hovedtyper.



3 Materiale & Metode

3.1 Undersggelsesdesign.

Undersggelsen er bygget op som et flerarigt follow-up af en gruppe ansatte i
gartnerier, som i varierende grad har brugt de 3 hovedgrupper af
mikrobiologiske bekeempelsesmidler (MB) som er Bacillus thuringiensis,
Verticillium lecanii og Trichoderma harzianum. | Igbet af undersggelsesperioden
dukkede brugen af Paecilomyces fumosoroseus op.

Personerne blev udvalgt ud fra anseettelse pa gartnerierne og de undersggtes
ved en basis undersggelse (run 0), hvorefter de blev fulgt frem til 2001.

Effekten af mikrobiologiske bekaeempelsesmidler blev vurderet ved
opfelgelsesundersggelse efter 1,2 og 3 ar. Desuden blev der til alle udsendt
spgrgeskemaer hver 3. maned med henblik pa at fa oplyst nyopstaede gener.

Eksponeringen blev dels estimeret ud fra gartneriernes omgivelser, fra
oplysninger i spgrgeskema og supplerende er der i et parallelt studie ved hjelp
af malinger vurderet eksponeringen for Verticillium lecanii ved forskellige
arbejdsfunktioner (Bent Lgschenkohl, Dansk Jordbrugsforskning, Flakkebjerg
(rapport under udarbejdelse)).

3.2 Materiale
3.2.1 Gartnerier

Udgangspunktet for materialet var de 193 gartnerier som indgik i
forbrugsundersggelsen (jvf. Kap.2). Herfra er oplysninger om forbruget af
mikrobiologiske bekeempelsesmidler, antal ansatte og interesse for eventuel
deltagelse i undersggelse blev anvendt for at inkludere deltagere. Gartnerier
der havde opgivet at de ikke gnskede at deltage og gartnerier med mindre end
7 ansatte blev valgt fra.

Gartnerierne blev udvalgt ud fra deres anfagrte brug af mikrobiologiske
bekeempelsesmidler. Der blev forsggt en ligelig fordeling mellem gartnerier,
der brugte mikrobiologiske bekampelsesmidler (Bacillus thuringiensis,
Trichoderma harzianum, Verticillium lecanii), saledes at nogle kun brugte et
enkelt type mens andre brugte en kombination af 2 eller alle 3 typer.
Derudover udvalgtes en gruppe gartnerier, der ikke brugte mikrobiologiske
bekeempelsesmidler overhovedet.

Gartneriejeren blev kontaktet per telefon og efter en kort information om
projektet blev vedkommende dels udspurgt om aktuelle brug af
mikrobiologiske bekempelsesmidler pa gartneriet samt hvor mange
medarbejdere der var ansatte, dels om vi kunne fa lov til at komme og
informere medarbejderne om det forestaende projekt. Langt de fleste af de
adspurgte gartneriejere var interesserede, en mindre del (repraesenterende
sdvel store som mindre gartnerier) gnskede dog ikke at deltage enten ud fra
hensyn til firmaet (travihed, usikkerhed om fremtidig drift), til medarbejdere
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(veeret med i tidligere projekter, “sygeliggarelse™) eller til gartnerifaget
(tilfeelde med negativ omtale i pressen).

Der blev pa den made fundet frem til 31 gartnerier med i alt 773 ansatte (793
ved enquete i 1996). Efter aftale med falgegruppen blev der tilbudt
kompensation til arbejdspladsen for deltagelse med 75,- kr. pr. ansat som
deltog.

3.2.2 Inklusionsprocedure

Ved besgg pa gartnerierne blev medarbejderne informeret mundtligt i en
spisepause. Endvidere blev der udleveret skriftlig information som de kunne
leese igennem far vi igen kontaktede gartneriet. Der blev pa hver gartneri
udpeget en fast kontaktperson i forbindelse med projektet.

Alle de ansatte pa gartneriet blev tilbudt deltagelse i undersegelsen saledes
ogsa kontorpersonale nar blot deres arbejdsplads var inde i selve gartneriet og
derved i samme “luftrum”.

Efter nogle dage kontaktede vi gartneriet (kontaktpersonen) for at hgre om
hvor mange der var interesseret i at deltage. Var antallet 5 eller derover, og der
kunne findes en undersggelsesdato inden for den berammede periode deltog
det pageldende gartneri.

Et enkelt gartneri med 34 ansatte blev undersggt som led i pilotstudie i maj
1997, mens resten blev undersggt i perioden august 1997 - januar 1998.

Informations runde til gartnerier

Primeer undersggelse

svar skema
svar skema + peak-flow malinger, ved astma symp.

svar skema

1. follow-up undesggelse
12 Brev til udgéede deltagere

Figur 3.1 Figuren angiver tidsforlgbet i madneder fra farste kontakt med deltager til
undersggelsen ved 1. Follow-up.

3.2.3 Deltagere i den primaere undersggelse (run 0)

Der deltog 456 gartneriansatte fordelt pa 31 gartnerier svarende til 59 % af
potentielle deltagere (773) fra disse gartnerier. Der er ikke foretaget
systematisk udspgrgning af de ansatte, der ikke gnskede at deltage (de 41 %),
men et par mulige arsager fremgik af debatten ved de mundtlige
informationsmgader pa gartnerierne. Nogle havde f.eks. en ulyst til at fa udfert
de beskrevne undersggelses procedurer.



3.2.4 Skemaer udsendt til deltagere efter 3, 6 og 9 méaneder

Hver 3. maned udsendtes et lille spargeskema pa 1 side til deltagerne. Ved 3
mdr. skema” svarede 419 (92 %), ved 6 maneders skema” svarede 417

(91 %) og ved 9 maneders skema” svarede 390 (86%). Der blev udsendt et
rykkerbrev et par uger efter udsendelsen af spgrgeskemaet.

3.2.5 Follow-up efter et ar (run 1)

Ved follow-up undersggelsen (run 1) der forlgb i manederne november 1998
til februar 1999, blev 316 deltagere undersggt igen, og da undersggelsen skulle
efterfalges af en udvidet undersggelse over 3 ar blev kohorten suppleret med
123 personer enten var nyansatte, eller som af en eller anden grund ikke
deltog i startundersagelsen.

Der blev saledes i run 1 i alt undersggt 439 personer svarende til 59 % af de
potentielle deltagere (750) fra disse gartnerier.

3.2.6 Bortfald

De 140 der ikke deltog i follow-up undersggelsen, fik alle tilsendt et brev hvor
de blev spurgt om arsag til ”frafald” samt om de ville fortsette i den
efterfglgende undersggelse. Af de 140 adspurgte svarede 109 (78 %). Heraf
havde de 22 veret pa ferie, syge eller vaek fra gartneriet af anden arsag pa
undersggelsesdagene, men de ville gerne fortsatte i efterfalgende 2.-3. ars
follow-up. Af de gvrige 87 var 82 % (71 personer) ikke lngere ansat pa
gartneriet. Enkelte svarede, at de ikke brad sig om at blive undersggt eller
svare pa spergeskemaer. Blandt dem, der ikke svarede, kan en arsag have
veeret, at undersggelsen som helhed blev forlenget med 2 ar.

3.2.7 Kohorten

1. undersggelses runde:
(1997/1998)

%158!;7\{\688) 316 genundersggt

Figur 3.2 Oversigt over samtlige undersggte gennem 1. ar

I run 0 deltog 456 personer, af disse blev 316 undersggt igen ved 1. follow-up.
Da der ved 1. follow-up ogsa blev indrulleret nye deltagere (af hensyn til at
undersggelse blev udvidet med yderligere 2 ar) blev 123 personer undersggt
med samme undersggelsesprogram som de 456 deltagere i run 0. Herved har
vi en tveersnitsgruppe pa 579 personer.
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3.2.8 Anvendte mikrobiologiske bekaeempelsesmidler fordelt p& gartnerier og
antal medarbejdere

Tabel 3.1 viser antallet af gartnerier og medarbejdere, der anvendte en given
type mikrobiologiske bekempelsesmidler eller kombination af mikrobiologiske
bekaempelsesmidler. Oplysningerne daekker hvad der blev anvendt i aret far
primeer undersggelse og aret far 1. follow-up. Figurerne 3.3 og 3.4 viser
fordelingen af hovedtyperne.

Tabel 3.1 Kombination af anvendt mikrobiologiske bekempelsesmidler pa gartneri- og
deltagerniveau. B.t.= Bacillus thuringiensis, T.h. = Trichoderma harzianum, V.I.
=Verticillium lecanii P.f.=Paecilomyces fumosoroseus.

Run O Run O Run 1 Run 1
Antal gartnerier | Antal personer Antal gartnerier | Antal personer
Mikrobiologiske
bekaempelsesmidl
er
Ingen 3 31 2 18
Bt 3 41 4 32
T.h. 0 0 1 9
V. 12 130 8 87
B.t +Th. 2 15 2 17
Bt + VI 3 59 6 106
Th + V.l 1 25 1 12
Bt +Th +VlI |5 91 5 90
Bt +Pf + VI 1 19 1 14
Bt +Pf +Th + |1 45 1 54
V./
Antal gartnerier
28 -
24 -
B Primeert
20 -
16 -

Il 1. follow-up

12
8
4
0
Ingen B.t. T.h. V.1. P.f.
MB

Figur 3.3 Antal gartnerier der brugte en given type MB. Oplysningerne dekker hvad
der blev anvendt i aret far primaer undersggelse og aret far 1. follow-up. (for
forklaring se Tabel 3.1).



Antal medarbejdere

500
e Bl Primaert
300 -

Il 1. follow-up
200 -
100 -

Ingen B.t. T.h. V.1 P.f.
MB

Figur 3.4. Antal deltagende medarbejdere pa gartnerier der brugte en given type MBi
aret for primar undersggelse og aret for 1. follow-up. (for forklaring se Tabel 3.1)

3.3 Undersggelsesmetoder ved den arlige kliniske undersggelse

Undersggelsen foregik pa gartneriet i den almindelige arbejdstid. De
deltagende blev interviewet og der blev lavet en undersggelse bestaende af
lungefunktionsundersggelse og bronkial provokationstest, hudpriktest samt
blodprgvetagning. Den samlede undersggelsestid for den enkelte deltager var
cirka 35 minutter.

3.3.1 Arbejdsforholdsskema

Skemaet var udfyldt af deltager far undersggelsesdagen (men blev
gennemgaet i forbindelse med udfyldelse af helbredsskemaet).

Spgrgsmalene omfattede:

1. Deltagernes relation til gartneriet (anciennitet, ansattelsesform, arbejdstid,
sprajtecertifikat).

2. En beskrivelse af arbejdsfunktion ud fra type (potning, stikning, knibning,
seette pa afstand, pakning, anden plantehandtering, kontorarbejde og andet).
3. For hver enkelt arbejdsfunktion: Anfart tidsforbrug (naesten hele tiden, tre
fjerdedele, halvdelen, en fjerdedel, sjeldent eller aldrig). En opgarelse af hvilke
plantekulturer, der havde veret arbejdet med og for de enkelte kulturer
endvidere forbruget af arbejdstid.

4. Derefter mere indgaende spurgt til brugen af de biologiske
bekaempelsesmidler i gartneriet fordelt savel pa nyttedyr som pa MB. Dels
hvilken slags der blev brugt og hvilken made de blev brugt pa, hvor hyppigt de
blev brugt, og hvornar deltagerne sidst havde anvendt det. Der blev spurgt om
brug af personlige veernemidler (maske, handske, heldragt, gummistavler eller
andet).
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5. Der blev ogsa spurgt til, hvor leenge deltagerne havde arbejdet med
biologiske bekeempelsesmidler, og om deltageren selv havde afvejet eller
blandet dem i forbindelse med brugen pa gartneriet.

Pa tilsvarende vis blev der stillet spgrgsmal om forhold omkring de kemiske
sprajtemidler og der indgik spergsmal vedrgrende deltagerens eventuelle
tidligere gartneransettelse inden for de sidste 5 ar.

3.3.2 Helbredsskema
Skemaet blev udfyldt ved et struktureret interview foretaget af bioanalytiker.

Skemaet omfattede detaljerede spgrgsmal omkring symptomerne hoste,
trykken for brystet, vejrtreekning (pibende/hvaesende), hgfeber, gener fra
gjnene, udslet pa huden. Til hvert enkelt symptom blev der spurgt til evt.
degnvariation, arstidsvariation, om det var relateret til arbejde, og hvis det var,
hvilken arbejdsfunktion det har veeret relateret til. Hvis der var symptomer til
stede udenfor arbejdstid, spurgtes om det var i relation til bolig,
temperaturskift, anstrengelse, udsattelse for pollen, kontakt med dyr eller
andet.

Endvidere blev der spurgt, om der i forbindelse med arbejdet havde veret
anfald med feber, kulderystelser eller influenzafornemmelse med uddybende
spargsmal, dels vedr. symptomer i forbindelse med anfald, og dels om
arbejdsfunktion ved anfaldet.

Derudover blev der spurgt om der var konstateret astma og om eventuel
medicinbehandling. Deltagerne blev ogsa spurgt om de havde haft
astmaeksem som barn, og om forzldre eller sgskende har haft atopi, endelig
om de havde udsettelse for dyr (hund, kat, undulat, hest eller andet).

Der blev ogsa spurgt om der har veeret hjerteproblemer eller andre
sygdomme, og om deres medicinforbrug. Rygevaner blev detaljeret belyst.

Helbredsspgrgsmal er i stor grad overensstemmende med tilsvarende
spargsmal benyttet i “Respiratory Health and Allergy Among Young Farmers
and Non-Farming Rural Males in Denmark” (SUS - Study) (34).

3.3.3 Hudpriktest

Hudpriktest blev udfart til vurdering af umiddelbar allergisk reaktion med et
panel af 10 almindeligt forekommende allergener (dansk standardpanel).
Panelet bestod af allergener fra pollen (birk, graes og grabynke), dyr
(hesteskel, hunde- og kattehar, 2 husstavmider (dermatophagoides farinae og
dermatophagoides pteronyssinus), 2 skimmelsvampe (cladosporium
herbarum og alternaria). Allergenerne (Soluprick) blev leveret af ALK-
Abello, Danmark.

Endvidere blev to mikrobiologiske bekeempelsesmiddel-ekstrakter udviklet til
denne undersggelse af ALK - Soluprick Trichoderma harzianum og Soluprick
Verticillium lecanii. Man forsggte at udvikle en priktest for Bacillus
thuringiensis, men denne kunne ikke godkendes af Laegemiddelstyrelsen, idet
den var baseret pa brugen af mealkeprodukter.



Pa inderside af underarmen blev en drabe af det enkelte allergen applicereret.
Tilsvarende blev der sat en positiv kontrol (histamin) og en negative kontrol
(oplgsningsmidlet:50 % glucol og 50 % saltvand). Herefter blev der med
éngangslancet prikket i hver enkelt drabe.

Efter 10 minutter blev positiv og negativ kontrol afleest, og efter 15 minutter
blev allergenerne afleest. Ved afleesning af testen blev der optegnet omrids af
den eventuelle fremkomne haevelse (papel), som med den kleebende side af et
stykke tape blev overfart til testblanketten.

Resultatet af testen betragtes som positiv ved papel starre end eller lig med 3
mm i diameter (35;36).

3.3.4 Lungefunktionsundersggelse med spirometri

Der blev foretaget lungefunktionsmaling pa alle personer, og malt veerdier for
henholdsvis Forceret vitalkapacitet og Forceret ekspiratorisk volumen i 1
sekund. Der blev anvendt et volumeregistrende spirometer (Vitalograph,
model R, Buckingham, UK).

Forceret vitalkapacitet (FVC) er det maksimale volumen, som kan ekspireres
under en forceret eksspiration pabegyndt efter en maksimal inspiration.

Forceret ekspiratorisk volumen i 1. sekund (FEV,), er det volumen, som
ekspireres i farste sekund ved en forceret eksspiration, som er pabegyndt efter
en maksimal inspiration.

Spirometriundersggelserne blev udfgrt i henhold til American Thoracic
Society’s rekommandation (37).

Som forventede verdier for FEV, og FVC blev der for personer over 30 ar
anvendt standarder i henhold til Dansk Lungemedicinsk Selskabs -
rekommandation (38) og for personer under 30 ar standarder i henhold til
“Lung Status in Young Danish Rurals” (39).

3.3.5 Bronkial provokationstest

Der blev foretaget bronkial provokation med histaminklorid til bestemmelse af
PD,, (den samlede dosis af histamin, der forarsager et 20 % fald i FEV,.). Der
blev malt efter Yan’s metode (40), med kalibrerede De Vilbiss no. 40
nebulizer (Somerset, PA, USA). Den maksimale kumulerede dosis var ved
forste undersggelse, 1,23 mg og ved anden undersggelse 0,97 mg.

Hos de deltagere der havde et fald > 20 %, blev PD,, beregnet bade ved linieer
og logaritmisk interpolation mellem de to sidste malte FEV, verdier.

3.3.6 Blodpraver (total og specifik IgE)

Der blev taget blodprgver ved venepunktur pa deltagerne ude pa gartnerierne.
Praverne blev efterfglgende separeret ved centrifugering og nedfrosset til -
80°C til senere analyse.

Ved begge undersggelsesrunder blev der malt Total IgE og specifik IgE

overfor de enkelte produkter der blev anvendt pa de deltagende gartnerier :

1.) produkter Bactimos, Dipel og Vectobac (indeholdende Bacillus
thuringiensis)
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2.) produkter Supresivit og Binab (indeholdende Trichoderma harzianum)
3.) produkter Mycotal og Vertalec (indeholdende Verticillium lecanii)
4.) produkt Preferal (indeholdende Paecilomyces fumosoroseus)

Metoden, der blev anvendt, er en bestemmelse af total serum immunoglobulin
E (IgE) og specifik IgE reaktionen med forskellige allergener i serum. (41)

Analyseproceduren er beskrevet i bilag C, men i korthed er det en inkubation
med antigenet, udvaskning, hvorefter der tilsattes monoklonalt museantistof
mod human IgE, inkuberet med et biotinyleret monoklonalt antistof mod
muse-1gG. Endeligt blev det inkuberet med ortho-fenylendiaminphenylene-
diamin dihydroklorid (OPD). Efter 30 minutter blev den optiske teethed malt
(optical density) - enheder (OD)).

Da de fleste signaler var meget lave gennemfgrtes en reanalyse pa alle hvor
enten farste eller anden maling var > 0,05 OD for at fa en ngjagtig
bestemmelse af mulige @ndringer fra runde O til runde 1. Sidstnavnte analyse
blev anvendt ved beskrivelsen af endringer fra run O til run 1.

Analyser blev udfgrt hos: dr. Gert Doekes, The laboratory of the
Environmental and Occupational Health Group, Department of
Environmental Sciences, Wageningen Agricultural University, The
Netherlands (nu Institute for Risk Assessment Sciences, Division of
Environmental and Occupational Health, University of Utrecht).

3.3.7 Histaminfriggrelsetest

Ved follow-up undersggelsen blev der endvidere malt histaminfrigarelse (HR-
test). Der blev taget et ekstra blodprgveglas som samme dag blev sendt
ekspres til analyse.

Histaminfriggrelsestest er en bestemmelse af basofile granulocytters
falsomhed overfor specifikke allergener ved misteenkt Type 1 allergi (42).
Der blev malt pa falgende produkter: Dipel, Bactimos og Vectobac som pool,
Binab, Mycotal, Preferal, Supresivit, Vertalec. Endvidere blev der malt pa to
kendte allergener (Birk- og graespollen som pool) undet et, samt de to special
fremstillede priktest allergener (Soluprick Trichoderma og Soluprick
Verticillium) der blev brugt til priktest. Med HR-test kunne vi fa malt 10
prgver pr. deltager.

Analyser blev udfart pa Referencelaboratoriet, Rigshospitalet, Kgbenhavn.
3.3.8 Selvadministrerede skemaer efter 3, 6 og 9 maneder

I perioden mellem de kliniske undersggelser blev deltagerne tilsendt et
spageskema henholdsvis 3, 6 og 9 maneder efter farste undersggelse.
Formalet med dette var at fa belyst forekomsten af nytilkomne symptomer
samt @ndrede arbejdsforhold.

Der blev spurgt om deltagerne havde arbejdet i samme gartneri som ved sidste
spgrgeskema. Deltageren skulle give en kort beskrivelse af arbejdsfunktioner
og om hvor i gartneriet vedkommende havde arbejdet mest og med hvilken
plantekultur.

Deltagerne skulle ved afkrydsning oplyse forekomst af falgende
helbredssymptomer: tgr hoste, hoste med opspyt, trykken for brystet,



besveret vejrtreekning, pibende / hvaeesende vejrtreekning, astma, hgfeber,
maveproblemer eller om der har veeret andre symptomer. For symptomerne
blev spurgt om de kun havde veeret til stede i forbindelse med forkglelse eller
influenza.

Endvidere blev det spurgt om der i forbindelse med arbejdet havde varet
anfald af feber, kulderystelser eller influenza. Slutteligt blev der spurgt om
rygevanerne havde e&ndret sig siden sidste spgrgerunde.

3.3.9 Peakflow-monitorering

Med henblik pa at vurdere om nyopstaede symptomer kunne veere
arbejdsbetinget astma gennemfgrtes en 17 dages monitorering hos udvalgte
personer. Personer blev udvalgt ud fra kriterierne: de deltagere der ved 6
mdrs. spgrgeskema havde nytilkomne symptomer fra luftveje tydende pa
astma, samt de personer der ved primarundersggelsen havde astmasymtomer
og som ved 6manedersspgrgeskemaet fortsat anfarte luftvejssymptomer, blev
anmodet om at foretage peakflow-monitorering. Det blev aktuelt for 26
deltagere.

Ved peakflow-monitoreringen blev der udfert malinger bade under arbejde og
i fritid, og der blev malt 6 gange dagligt 17 dage i traek og med i alt 3
weekender. Samtidig anfgrte deltageren oplysninger om arbejdsforhold,
symptomer og eventuelt medicinforbrug pa det samme skema. Til maling blev
brugt Mini-Wright peakflow-metre.

3.3.10 Eksponeringsvurderinger

Ud fra arbejdsforholdsskema oplysningerne kan det ses at de 4 hyppigste
arbejdsprocesser, hvor der kan forventes eksponering for MB, var stikning (49
%), pakning (47 %), sette pa afstand (26 %), potning (13 %) mens kun

8 % selv foretog udsprgjtning (tal fra run 0).

3.4 Etiske aspekter

Projektet fulgte Helsinki Il1-deklarationen og blev godkendt af Den regionale
Videnskabsetiske Komité for Fyn og Vejle amter. Data opbevares ved AMK
OUH og forholdende blev i gvrigt godkendt ved Datatilsynets inspektion d. 6.
December 2000.

3.5 Databehandling

Alle data blev indtastet i databaseprogrammet Paradox, dobbeltindtastet, og
overfart til SPSS, version 10 (Statistical Package for Social Sciences Inc.,
Chicago, USA.

Til beskrivelse af de afhaengige parametre anvendtes dels en
tvaersnitsundersggelse af de 579 personer, som blev fgrstegangsundersggt i
henholdsvis runde 0 og runde 1.

Som eksponeringsvariable anvendtes fglgende:

Gartneriets oplysninger om brugen af 1 af de 4 mikrobiologiske
bekeempelsesmidler inden for det seneste ar. Dette er opgjort bade pa produkt
og pa type (se tabel 4.1). Den individuel eksponering blev beskrevet ud fra om
personerne opgav at de inden for det sidste ar havde handteret produkterne
selv. Desuden var der angivet en frekvens af handteringen.
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I de endelige modeller anvendtes opgivelse, af at man har handteret det givne
produkt eller type mere end én gang om maneden inden for det sidste ar. Som
personlige variable anvendtes kagn, alder, hgjde, rygestatus - primeert
tobaksrygning - inden for de sidste 2 ar. Desuden anvendtes atopi som én eller
flere positive priktest i standardpanelet ved fagrste undersggelse.

I analyserne anvendtes til beskrivelse af symptomerne primeert
indgangsspargsmalet om tilstedevarelse af symptomet inden for det sidste ar.
Desuden analyseredes symptomer pa arbejde og symptomer hyppigere end en
gang om ugen. Kun hvis der var mistanke om relation til baggrundsvariable i
disse spargsmal analyseredes underspgrgsmal.

En logistisk regression med inklusion af alle relevante faktorer anvendtes for
alle hovedsymptomer. Der blev inddraget en interaktionsfaktor mellem
eksponering og positiv priktest for at analysere om atopikere var mere
falsomme for eksponeringen end andre. Supplerende blev der | forbindelse
hermed fremkom ogsé bivariate analyser ved simpel y* test.

Kontinuerte data som lungefunktionsmdling (FVC, FEV, og FEV /FVC (%))
analyseredes ved hjeelp af en lineger regression med inddragelse af ovennavnte
dikotome uafhangige variable.

I analysen af lungefunktionsmalingerne anvendtes de ikke-standardiserede
data med inddragelse af hgjde og alder samt kan i analysen, idet der ved de
indledende analyser viste sig at de alders-, hgjde- og kens- tandardiserede
vaerdier fortsat var signifikant relaterede til hgjde og alder, hvilket kunne tyde
pa at den anvendte standardiseringsmetode ikke passede med det givne
materiale.

Ved undersggelsen af follow-up data pa de 316 personer som deltog bade i
run 0 og run 1 analyseredes pa antallet af personer som fik nyopdukkede
symptomer mellem de 2 runder over for den gvrige gruppe. Som
baggrundsvariable anvendtes de samme som i tveaersnitsundersggelsen og
analysen var ogsa her logistisk regression.

Ved analysen af lungefunktionsdata analyseredes differencen mellem run 1 og
run 0 ved en linigr regression med ovennavnte baggrundsvariable som
uafhangige variable. Forud herfor undersggtes fordelinger visuelt for
normalitet og der fandtes ikke anledning til transformering af data.

Resultaterne af den linezre regressionsanalyse af de repetitive data blev
kontrolleret ved hjelp af en generel linezer model for gentagne malinger
(GLM for Repeated Measurements). Resultaterne af de to analyser var helt
overensstemmende.

Ved analyserne anvendtes et signifikansniveau pa 5 % og der udarbejdedes
95 % konfidensintervaller for de enkelte variable.



4 Resultater

4.1 Materialet
411 Gartnerierne

De 31 gartnerier producerede prydplanter og havde 773 ansatte ved run O i
1997-1998. De var som anfgrt udvalgt pa basis af deres brug af
mikrobiologiske bekeempelsesmidler. Tabel 4.1 viser fordelingen af brugen
som det var opgivet i forbindelse med enqueten (se kapitel 2)

Tabel 4.1 Fordeling af brugen af mikrobiologiske bekempelsesmidler pa de 31
gartnerier, det samlede areal og de potentielt eksponerede personer

Mikroorganisme/produkt Antal gart- | Samlet areal Antal Antal
nerier m? helars- beskeeftig-

beskaefti- ede i hgjsseson

gede
Bacillus thuringiensis 14 318.900 485 687
Bactimos 8 205.900 242 302
Vectobac 6 114.000 253 393
Dipel 1 50.000 50 60
Novo Biobit 1 6.000 6 8
Trichoderma harzianum 6 91.500 150 174
Supresivit 5 85.500 144 166
Binab 1 6.000 6 8
Verticillum 20 419.000 624 821
Vertalec 17 342.400 435 499
Mycotal 15 338.500 516 701
Andre 3 121.000 250 385
ij?‘;‘;r;‘a'r(g iifs”)omy ces 3 121.000 250 385
TOTAL 31 559.700 797 1017

I de 31 gartnerier var der sammenlagt langt over hundrede forskellige kulturer.
Den hyppigste pa deltager niveau (tveersnit n=579) var julestjerner (278),
derefter i reekkefglge margueritter (244), chrysanthenum (172), roser (165),
ellwoodi (159), poinsettia (144), hibiscus (136), hedera (104), efeu (102) og
murraya (94).
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4.1.2 Personerne

Tabel 4.2 viser fordelingen af en raekke baggrunds variabler for de personer,
som indgik i undersggelsen fordelt pa den gruppe pa 316, som gennemfarte
begge undersggelsesrunder, de 140 (31 %), som kun gennemfgrte run O og de
123, som blev inkluderet i run 1.

Materialet fordeler sig med ca. 32 % mend og 68 % kvinder med gennemsnit
alder pa 35 ar og anciennitet i gartneriet pa knap 6 ar og 9,7 ar i faget. De
fleste var fuldtidsansatte og 95 % fastansatte pa gartnerierne. 36 % havde
sprojtecertifikat som tegn pa faglig gartneruddannelse.

Af personlige vaner havde 63 % ikke rgget inden for det sidste 2 ar, mens 35
% var storrygere.

Tabel 4.2 Fordeling af baggrundsvariable for deltagere i undersggelsen fordelt pa
personer, som deltog i begge runder (run 0 og run 1), kun i fgrste runde (run0) og i

anden runde (run 1).

Deltager i run O eller 1 Total
Oogl kun O kun 1
IAntal 316 140 123 579
Maend 35,4% 25,7% 29,3% 31,8%
Kvinder 64,6% 74,3% 70,7% 68,2%
Alder ved farste ngpemsnit 36,8 32,2 32 34,7
undersggelse Mlnlmum 17 16 19 16
Maksimum 60 59 67 67
Arbejdstimer pr. ngpemsnit 37,1 36,5 36,7 36,9
Lge Mlnlmum 15 15 5 5
Maksimum 60 45 45 60
Fastansat 96,1% 90,4% 95,1% 94,5%
Sprejtecertifikat 35,7% 34,1% 32,5% 34,6%
Ikke ryger 62,1% 63,0% 64,5% 62,8%
Rygevaner inden [Moderat ryger (<= 19
for de sidste 2 &r |g/dag) 1,3% 3,0% 2,5% 1,9%
Storryger (>19 g/dag) 36,6% 34,1% 33,1% 35,2%
0 82,0% 81,4% 74,8% 80,3%
1 8,5% 8,6% 11,4% 9,2%
Standardpriktest, 2 2,8% 3,6% 7,3% 4,0%
antal positive 3 2,5% 2,1% 3,3% 2,6%
4 2,5% 2,9% 2,1%
5 eller flere 1,6% 1,4% 3,3% 1,9%
Anciennitet ngpemsnit 12,1 7 6,7 9,7
gartnerfaget (ar) Mmln_wum 0.1 0.1 o o
Maksimum 45 30 53 53
IAnciennitet pa Gennemsnit 7,7 4,1 2,9 5,8
aktuelle gartneri  |Minimum 0,1 (o] (6] (6]
(&) Maksimum 39 34 29 39

Ved sammenligning ses, at de personer, som kun deltog enten i run O eller run

1 var 5 ar yngre end de gvrige, der var flere mand (34 % mod 24 %) og de
havde lavere anciennitet end de gvrige. Der var ikke forskel i rygevaner,
antallet af positive priktests eller disposition til hafeber eller astma mellem

grupperne.
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Figur 4.1 Fordeling af positive priktest over for standardallergener fordelt pa
deltagere i bdde run 0 og run 1, udelukkende i run 0 ogirun 1.

Figur 4.1 viser fordelingen af positive priktests hos personerne. 19,7 % havde
en eller flere positive priktests (op til 8) Hyppigst var reaktion pa graes
(engrottehale) pa 8,5 %, birk med 8 % og de to husstevmider med henholdsvis
7,3 0g 5,0 %. De personer som gennemfgrte begge runder havde lavere
hyppighed af positiv priktest over for de to husstgvmider end de gvrige.

Vedrgrende hovedsymptomer fandt man at der ikke var forskel pa de 3
grupper bortset fra at personerne i 2. runde havde lavere frekvens af klge og
svie samt vandigt flad fra neesen end de gvrige (se Bilag D).

4.2 Antistoffer mod mikrobiologiske bekaempelsesmidler

Antistofferne mod mikrobiologiske bekeempelsesmidler har fordelt sig med en
reekke meget lave vaerdier og fa relativt hgje (se i gvrigt Bilag C).

Pa denne baggrund gennemfartes en kategorisering, saledes at de er opdelt i
klasser fra 0 — 0,05 OD (optical densities) og multipla heraf. For Bacillus
thuringiensis og Verticillium lecanii op til 5 og Trichoderma harzianum op til 2.
Yderligere analyseredes pa dikotomerede data under eller over 0,05 OD.
4.2.1 Bacillus thuringiensis

Figur 4-2 viser fordelingen af antistoffer over for Bacillus thuringiensis (sum af
antistoffer over for de tre produkter Bactimos, Dipel og Vectobac). Af hensyn
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til overskueligheden er kun vist veerdier over 0,10 OD. Klassen 0,05-0,10 OD
vaesentligt starre, idet 38 % havde veerdier over 0,05 OD, men uden relation til
eksponeringen.

Det ses, at der ikke var relation til eksponeringsvariable eller risikofaktoren
positiv priktest. Den logistiske regression viste der var flere personer med
veerdier over 0,05 OD i gartnerier, hvor Bacillus thuringiensis blev brugt (OR
2,0, CI195 1,3-2,9). Forskellen gjaldt kun for kun for veerdier mellem 0,05 og
0,10 OD. Der var ikke relation til eksponering for de andre mikrobiologiske
bekeempelsesmidler (krydsreaktion) idet personer som sprgjtede Trichoderma
harzianum havde tendens til lavere hyppighed af positiv IgE mod Bacillus
thuringiensis. Der var ingen interaktion mellem atopi med psoitiv priktest og
eksponeringsavariablene.

Positive standardprik

d B

Sprejter >= 1 g/md. WO0,25 + U/l
£10,20-0,25 U/l

™ [0,15-0,20 U/l

0 r"‘i’ [010-0,15 U/

Bacillus i gartneri :_:-!,1

0% 5% 10%

Figur 4.2 Fordeling af antistofklasser af IQE mod Bacillus thuringiensisi tversnittet
(n=579). Bjeelkeparrene viser for hver variabel fordelingen af antistofklasser hvor
dels variablen er til stede og ikke er tilstede (0).

Tabel 4.3 viser @&ndringer i antistoffer mod de enkelte produkter og summen
af antistoffer mod Bacillus thuringiensis fra run O til run 1 i de forskellige
grupper. Der var meget fa a&ndringer, bade stigninger og fald uden relation til
nogle af baggrundsfaktorerne.

Tabel 4.3 Hyppigheden af stigning i IgE mod Bacillus thuringiensis fra <0,05 OD til >
0,05 OD med og uden eksponering i form af tilstedeverelse af enkeltprodukter i
gartneriet og angivelse af af personen selv havde handteret Bacillus thuringiensis
produkter.

IgE mod Bacillus IgE mod Bacillus
thuringiensis stiger thuringiensis falder
Dipel i gartneri Nej 2 1% 3 1,0%
Ja
Vectobac i gartneri Nej 1 ) 2 1,3%
Ja 1 ,5% 1 ,5%
Bactimos i gartneri Nej 2 9% 2 , 9%
Ja 1 9%
Bacillus thuringfensis i Nej 1 1,0% 1 1,0%
gartneri Ja 1 4% 2 ,8%
Sprejter selv Bacillus Nej 2 ,6%0 2 ,6%
thuringiensisi run 0 Ja 1 3%
Sprejter selv Bacillus Nej 2 A% 2 1%
thuringiensisirun 1 Ja 1 5,9%




4.2.2 Trichoderma harzianum

IgE mod Trichoderma harzianum var vasentligt sjeeldnere end IgE mod
Bacillus thuringiensis, cirka 3% eller 22 personer. Figur 4-3 viser fordelingen af
antistoffer over for Trichoderma harzianum (sum af antistoffer over for de to
produkter Binab og Supresivit).

Det ses, at der ikke var relation til eksponeringsvariable eller risikofaktoren
positiv priktest. Den logistiske regression viste ingen relation til eksponering
for Trichoderma harzianum, mens der var tendens til gget hyppighed af
antistof i gartnerier hvor der anvendtes Bacillus thuringiensis og hos personer,
der selv sprgjtede Verticillium lecanii. Der var ingen relation til
baggrundsvariable.

Positive standardprik
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Figur 4.3 Fordeling af antistofklasser af IQE mod 7richoderma harzianum:i
tvaersnittet (n=579). Bjelkeparrene viser for hver variabel fordelingen af
antistofklasser hvor dels variablen er til stede og ikke er tilstede (0).

Tabel 4.4 viser endringer i antistoffer mod Trichoderma harzianum fra run O
til run 1 fordelt pa udsattelse for de enkelte produkter. Der var stort set ingen
&ndringer.

Tabel 4.4 Hyppigheden af stigning i IgE mod 7richoderma harzianum fra <0,05 OD til >
0,05 OD med og uden eksponering i form af tilstedeveerelse af enkeltprodukter i
gartneriet og angivelse af af personen selv havde handteret 7richoderma harzianum
produkter.

IgE mod Trichoderma IgE mod Trichoderma
harzianum stiger harzianum falder
Binab i gartneri Nej
Ja 1 1,4%
Supresivit i gartneri Nej 1 ,4%
Ja
Trichoderma harzianumi | Nej
gartneri Ja 1 7%
Sprejter selv Trichoderma | Nej 1 ,3%
harzianumi run O Ja
Sprajter selv Trichoderma | Nej 1 ,3%
harzianumi run 1 Ja
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4.2.3 Verticillium lecanii

Figur 4.4 viser fordelingen af antistoffer over for Verticillium lecanii (sum af
antistoffer over for de to produkter Mycotal og Vertalec). Af hensyn til
overskueligheden er kun vist veerdier over 0,10 OD. | alt 27 % havde verdier
over 0,05 OD og 4 % havde niveau over 0,15 OD enheder.

Det ses, at der ikke var relation til eksponeringsvariable eller risikofaktoren
positiv priktest. Den logistiske regression viste ingen gget hyppighed af
antistoffer i gartnerier, hvor Verticillium lecanii blev anvendt (OR 0,77 CI95:
0,44-1,32), eller hos personer som selv udspredte produkterne (OR 1,1 C195:
0,6-2,2). Hyppigheden af antistoffer over 0,05 OD var hgjest hos kvinder,
lavest hos rygere og steg med alderen.

Positive standardprik
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Figur 4.4 Fordeling af antistofklasser af IgE mod Verticillium lecaniii tversnittet
(n=579). Bjeelkeparrene viser for hver variabel fordelingen af antistofklasser hvor
dels variablen er til stede og ikke tilstede (0).

Tabel 4.5 viser endringer i antistoffer mod Verticillium lecanii fra run O til run
1 fordelt pa udsattelse for de enkelte produkter. Der var meget fa eendringer,
feerre stigninger end fald uden relation til nogle af baggrundsfaktorerne.

Tabel 4.5 Hyppigheden af stigning i IgE mod Verticillium lecanii fra <0,05 OD til > 0,05
OD med og uden eksponering i form af tilstedevarelse af enkeltprodukter i gartneriet
og angivelse af af personen selv havde handteret Verticillium lecanii produkter.

IgE mod Verticillium IgE mod Verticillium
lecanii stiger lecaniifalder
Vertalec i gartneri Nej 1 1,1% 2 2,2%
Ja 2 ,8% 5 2,0%
Mycotal i gartneri Nej 1 1,1%
Ja 3 1,2% 6 2,5%
Verticillium lecanifi Nej 1 1,5%
gartneri Ja 3 1,1% 6 2,2%
Sprejter selv Verticillium Nej 2 1% 5 1,7%
lecaniiirun O Ja 1 3,1% 2 6,3%
Sprajter selv Verticillium Nej 2 1% 5 1,8%
lecanifirun 1 Ja 1 3,2% 2 6,5%




4.2.4 Peacilomyces

Hyppigheden af antistoffer mod Paecilomyces var lav, antageligt pa grund af
det begraensede antal eksponerede. Forekomsten er vist i figur 4.5 og tabel
4.6. Som det ses er der ikke nogen sammenhang med eksponering. Pa grund
af det lave antal positive er der ikke foretaget logistisk regression.

Positive standardprik

0
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Figur 4.5 Fordeling af antistofklasser af IgE mod Paecilomyces i tversnittet (n=579).
Bjelkeparrene viser for hver variabel fordelingen af antistofklasser hvor dels
variablen er til stede og ikke tilstede (0).

Der var ingen @ndringer i antistoffer mod Paecilomyces fra run O til run 1.
4.3 Symptomer
4.3.1 Symptomer i tveersnitsmaterialet

Figur 4.6 viser hyppigheden af symptomer hos maend og kvinder i
tveersnitsmaterialet. For de syv symptomgrupper er der spurgt om
symptomerne generelt inden for de sidste 12 maneder (10 symptomer),
symptomer pa arbejde (7 symptomer) samt som udtryk for de svarere gener
symptomer hyppigere end en gang ugentlig eller specifik kroniske eller
svaerere symptomer (7 symptomer). | bilag E er der vist resultaterne af den
logistiske regression af tveersnitdata for de generelle symptomer.

43



44

HOSTE uden forkglelse
ved arbejde
Kronisk bronchitis

TRYKKEN FOR BRYSTET uden forkglelse
ved arbejde
1 - flere gange / uge

ANFALD PIBENDE VEJRTRAKNING
ved arbejde

1 - flere gange / uge

ASTMA sidste 3 mdr.

Faler du dig ALTID FORKGLET

KLQE eller SVIE i NAESEN eller SVAELGET
Vandigt FLAD fra NAESEN

ved arbejde

1 - flere gange / uge

KL@E og SVIEN i 9JNENE
ved arbejde
1 - flere gange / uge

Lider af HUDUDSLET
HUDUDSLET af mere end 3 dages varighed
ved arbejde

ANFALD, kulderystelser m.m.
ved arbejde

sveere, sa uarbejdsdygtig
sveere, sa segt leege

0 5 10 15 20 25 30
%

|OMeend MKvinder |

Figur 4.6 Hyppighed af symptomer hos maend (n-184) og kvinder (n-395) i
tversnitsmaterialet. | hver gruppe vises det generelle symptom inden for de sidste 12
mdr., symptomer pa arbejde og veesentlige hyppige eller svere symptomer.

Af figur 4.6 ses, at kvinder generelt havde flere symptomer end meand, og at
neese, gjensymptomer var de hyppigste med en preavalens pa 15 til 25 %
generelt og 10 til 20% pa arbejde og samme frekvens med gener mere end en
gang ugentlig.

Lungesymptomet anfald af pibende vejrtreekning |a pa ca. 14 % men meget fa
pa arbejde, men 3 til 5 % med hyppige gener og angivelse af astma inden for
kort til pa 6 % uden kensforskel. Hoste var et vaesentligt mere uspecifikt
symptom klart relateret til tobaksrygning.

Anfald af kulderystelser m.v. viste det drejede sig om en rakke uspecifikke
symptomer. Ingen opfyldte de samlede kriterier for allergisk alveolitis (feber,
kulderystelser), mens det hyppigst drejede sig hovedpine og almensymptomer,
typisk 1-4 timer efter start af arbejdet. Sjeldnere var anfaldene sa sveere at
personen var uarbejdsdygtig eller matte sgge laege.

Personer med en eller flere positive priktests havde signifikant hgjere frekvens
af pibernde vejrtreekning, astma inden for de sidste tre maneder, samtlige
naese-, sveelg- og gjensymptomer og hududslet.

Af personlige risikofaktorer i den logistiske regression var vaesentligt én eller
flere positive priktest for anfald af vejrtreekningsbesveer, astma de sidste 3
maneder samt gjen- og nasesymptomer hvor personer med positive priktests
havde hgjere praevalens af symptomer end de gvrige. Rygere havde hyppigere
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hoste og trykken for brystet end ikke-rygere. Ingen af de gvrige faktorer, alder
eller anciennitet havde systematisk indflydelse pa symptompravalensen.

4.3.2 Symptomer i follow up

Preevalensen af gener i run 0 og run 1 for de 316 personer, som blev
undersggt i begge runder er vist i figur 4.7. Bilag F viser resultater af den
logistiske regressionsanalyse af nytilkomne symptomer mellem run 0 og runl.

HOSTE uden forkglelse —
ved arbejde
Kronisk bronchitis
I |

TRYKKEN FOR BRYSTET uden forkglelse
ved arbejde
1 - flere gange / uge

ANFALD PIBENDE VEJRTRAKNING 1
ved arbejde
1 - flere gange / uge
ASTMA sidste 3 mdr.
Feler du dig ALTID FORKGLET
———

KLQE eller SVIE i NAESEN eller SVAELGET
Vandigt FLAD fra NAESEN

ved arbejde

1 - flere gange / uge

KLQDE og SVIEN i @JNENE
ved arbejde
1 - flere gange / uge

—
Lider af HUDUDSLET |u——
HUDUDSLET af mere end 3 dages varighed

ved arbejde

ANFALD, kulderystelser m.m.
ved arbejde

sveere, sa uarbejdsdygtig
sveere, sa segt leege

0% 5% 10% 15% 20% 25%  30%
%

[ORUNO MRUN 1 |

Figur 4.7 Hyppighed af symptomer i run0 og run 1 for personer (n=316), som deltog i
begge runder.

Det ses at for trykken for brystet og anfald af pibende vejrtreekning faldt
praevalensen markant mens der i nesesymptomerne var et mindre fald. Til
gengeld steg klge og svie i gjerne pa arbejde og klge og svie i bade nase og
gjne mere end en gang om ugen.

Hyppigheden af nytilkomne symptomer i run 1blandt de personer som ikke
havde symptomer i run O (incidensen) er vist i figur 4.8 fordelt pa personer
med negativ priktest i run 0 og med en eller flere positive priktests. Det ses, at
for de fleste symptomer var der vaesentligt hgjere incidens hos prikpositive. |
den logistiske regression var faktoren signifikant i de tre farste
nasesymptomer og i gjensymptomet klge og svie generelt. | gvrigt havde
rygere hyppigere nye anfald af pibende vejrtreekning end ikke rygere.

45



46

HOSTE uden forkglelse
ved arbejde
Kronisk bronchitis

TRYKKEN FOR BRYSTET uden forkglelse
ved arbejde
1 - flere gange / uge

ANFALD PIBENDE VEJRTRAKNING
ved arbejde

1 - flere gange / uge

ASTMA sidste 3 mdr.

Faler du dig ALTID FORKGLET

KLQE eller SVIE i NESEN eller SVALGET
Vandigt FLAD fra NAESEN

ved arbejde

1 - flere gange / uge

KLDE og SVIEN i @JNENE
ved arbejde
1 - flere gange / uge

Lider af HUDUDSLET
HUDUDSLET af mere end 3 dages varighed |
ved arbejde F——

ANFALD, kulderystelser m.m. 4
ved arbejde

sveere, s uarbejdsdygtig P
sveere, sa sggt laege ﬂ

0% 20% 40% 60% 80% 100%
%

| O Priktest 0 M Priktest 1+ |

Figur 4.8 Incidens af nye symptomer i run hos personer med negativ priktest (priktest
0)(n=259) og en eller flere positive (priktest 1+) (n=57).

4.3.3 Symptomer og eksponering for Bacillus thuringiensis

Praevalensen af de otte hovedsymptomer i relation til Bacillus thuringiensis er
vist i figur 4.9. Pa de ukorrigerede data var der en lavere hyppighed af
pibende vejrtrekning i gartnerier med Bacillus thuringiensis, men ved
korrektion for baggrundsvariable forsvandt denne forskel. | den logistiske
regression var hududslet uden specifikation, klge og svie i gjnene pa arbejde
0g gjengener mere end en gang ugentlig hyppigere i gartnerier som brugte
Bacillus thuringiensis end i de gvrige, mens trykken for brystet mere end en
gang ugentlig var hyppigst blandt dem, der selv udspredte produkterne.

Incidensen af klge og svie i gjnene pa arbejde var hgjest i gartnerier som
brugte Bacillus thuringiensis og der var tendens til gget incidens af anfald af
kulderystelser etc. mens der ikke var relation mellem selv at have udspredt
produkterne og symptomer.



Anfald, kulderystelser m.m.

Lider af hududslet

Klge og svien i gjnene

Vandigt flad fra naesen #
Klge og svien i neesen og sveelget m——l
— |

Faler du dig altid forkelet
Astma sidste 3 mdr.

Anfald pibende vejrtraekning

Trykken for brystet

Hoste

0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35% 40%

Figur 4.9 Hyppighed af symptomer i tveersnit. Nederste hvide bjelke er personer i
gartnerier uden Bacillus thuringiensis. Mellemste skraverede viser personer i

gartnerier, som bruger Bacillus thuringiensis. @verste sorte bjelke viser de personer,

som selv udspreder Bacillus thuringiensis. mere end en gang pr. maned.

4.3.4 Symptomer og eksponering for 7richoderma harzianum

Der var en signifikant gget hyppighed af anfald af kulderystelser blandt
personer i gartnerier med Trichoderma harzianum, mens hyppigheden af
trykken for brystet uden forkglelse var lavere. Efter korrektion bevaredes
forskellene her var desuden hoste uden forkglelse, anfald af
vejrtreekningsbesveer, klge og svie i naese samt anfald af kulderystelser pa
arbejde hyppigere. Der var ingen forskelle for de fa personer, som selv
handterede produkterne. Forekomsten af positiv priktest havde ingen
indflydelse pa effekten af eksponeringen.
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Anfald, kulderystelser m.m.

Lider af hududslet

Klge og svien i gjnene

Vandigt flad fra naesen

Klge og svien i neesen og sveelget

Faler du dig altid forkelet
Astma sidste 3 mdr.

Anfald pibende vejrtraekning

Trykken for brystet

Hoste

=
—
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Figur 4.10 hyppighed af symptomer i tversnit. Nederste bjelke er personer i gartnerier
uden Trichoderma harzianum, mellemste personer i gartnerier, som bruger
Trichoderma harzianum, @verste bjelke viser de personer, som selv udspreder
Trichoderma harzianum. Mere end en gang pr. Maned.

Incidensen af kronisk bronkitis var relateret til bdde Trichoderma harzianum i
gartneriet og hos dem, som selv handterede produkterne.

4.3.5 Symptomer og eksponering for Verticillium lecanii

De eneste effekter i tvaersnitsundersggelsen var lavere hyppigheder af klge og
svie i gjne og naese samt hudgener i gartnerier som brugte Verticillium lecanii,
men hgijere frekvens af anfald af kulderystelser m.m. pa arbejde hos de
personer, som selv udspredte.

Incidensen af nye symptomer viste ikke relation til eksponeringen for
Verticillium lecanii.



Anfald, kulderystelser m.m.

Lider af hududslet

Klge og svien i gjnene

Vandigt flad fra naesen

Klge og svien i neesen og sveelget
Faler du dig altid forkelet
Astma sidste 3 mdr.

Anfald pibende vejrtraekning

Trykken for brystet

Hoste
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Figur 4.11 Hyppighed af symptomer i tvaersnit. Nederste bjelke er personer i gartnerier
uden Verticillium lecanii. Mellemste personer i gartnerier, som bruger Verticillium
lecanii. @verste bjelke viser de personer, som selv udspreder Verticillium lecanii mere
end en gang pr. maned.

4.3.6 Symptomer og eksponering for Paecilomyces fumosoroseus

Der var tendens til hyppigere falelse af altid forkelelse, men mindre hoste og
tendens til mindre astma i gartnerier med Paecilomyces fumosoroseus (Preferal),
mens de fa som anvendte produkterne selv ikke afveg fra resten.

Anfald, kulderystelser m.m.

Lider af hududslet

Klge og svien i gjnene

Vandigt flad fra naesen

Klge og svien i neesen og sveelget

Faler du dig altid forkelet

Astma sidste 3 mdr.

Anfald pibende vejrtraekning

Trykken for brystet

Hoste

0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35% 40%

Figur 4.12 Hyppighed af symptomer i tvaersnit. Nederste bjelke er personer i gartnerier
uden Peacilomyces, Mellemste personer i gartnerier, som bruger Paecilomyces
fumosoroseus. @verste bjelke viser de personer, som selv udspreder Paecilomyces
fumosoroseus mere end en gang pr. maned.
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Der var ikke nogen sikker ssammenhaeng mellem eksponering for Paecilomyces
fumosoroseus og incidensen af nye symptomer.

4.4 Lungefunktionsmalinger

Resultaterne af lungefunktionsmalingerne er vist i bilag F. | bilaget vises bade
tveersnitsdata og endringer fra run O til run 1.

4.4.1 Tveersnit lungeparametre

For FVC var der hgjere veerdier for personer, som selv udspredte Bacillus
thuringiensis og for FEV,/FVC lavere, mens FEV, ikke var pavirket. De gvrige
eksponeringsvariable havde ingen signifikant indflydelse.

4.4.2 Follow-up lungeparametre

Resultaterne for @ndringer i forceret vitalkapacitet(FVC) og ekspiratorisk
volumen i fgrste sekund (FEV,) samt FEV.,/FVC frarun O til run 1 er vist i
Bilag G.

For FEV, var der et ganske lille, ikke signifikant fald pa 5 ml, for FVC 21 ml.
Faldet var starst hos rygere, men der var i gvrigt ikke relation til nogle af
baggrundsvariablerne.

Efter korrektion for baggrundsfaktorer var der stigning i FVC. Der er en
tendens til at den var mindst hos rygere og der var en signifikant stigning hos
de 37 personer som pa et tidspunkt selv havde sprgjtet Bacillus thuringiensis
ud (83 ml, P=0,037).

Forholdet mellem FVC og FEV, faldt signifikant med 0,5 % (CI 95 %, -0,96
til -0,43). Faldet var tydeligst stgrst hos de 37 personer som havde sprgjtet
med Bacillus thuringiensis-praeparater (-2,36 %). Dette fald varr dog en
tilneermelse i forhold til de gvrige (se figur 4.13) og skyldtes forskellig stigning
i FVC og ikke som forventet forskelligt fald i fald i FEV,.

90
88 =
86
84
82
80 =
78
76

%

run 0 run 1

O Udsprajter ikke B Udsprgjter

Figur 4.13 Forholdet mellem FEV1 og FVC i run 0 og run 1 fordelt efter om personen
havde opgivet, at de selv havde udsprgjtet Bacillus thuringiensis produkter



Desuden er der et starre fald hos de personer som ikke havde veeret i
gartnerier som anvendte Verticillium lecanii i forhold til dem der havde brugt
det.

4.4.3 Bronkial provokationstest

| tvaersnitsmaterialet var der 19 personer med positive bronkial
provokationstest med PD, mellem 0,0185 mg og 1,22 mg. Forekomsten af
positiv bronkial test var korreleret til total IgE og antallet af positive priktest.
Ved inddragelse af begge variable var dog kun antal positive priktests
signifikant.

I gruppen, som gennemfgrte begge undersggelser havde 11 positive priktests
(mellem 0,0185 og 1,22 mg) i run 0, men kun 3 af disse havde fortsat positive
priktests i run 1, hvor der i alt var 6 positive verdier (PD,, mellem 0,0069 og
1,01 mg) heraf var PD, steget hos 2 og faldet hos 1. Der var ingen relation til
eksponeringen.

4.5 Enkelttilfelde af allergi eller inflammatoriske lungesygdomme

Ud over de ovennavnte epidemiologiske analyser af preevalenser og incidenser
af symptomer og funktionsmal vil en sundhedsmaessig pavirkning kunne
sandsynliggeres ved veldokumenterede enkelttilfelde af udvikling af symtomer
i form af astma (positiv histaminprovokation eller i behandling) eller
rhinoconjunktivitis (hagfebersymptomer) i forbindelse med eksponering for et
af de mikrobiologiske midler eller en tydelig allergiudvikling med hgijt IgE.
Risikopersoner vil typisk veere personer med atopi, det vil sige med reaktion
mod et eller flere af de hyppigste allergener i priktesten og eventuelt allergi i
den ngermeste familie.

Vi fandt ikke blandt de 579 personer som deltog nogen sadan patient, hvor en

allergi eller sygdom som fglge af et af de mikrobiologiske midler kunne
sandsynligggres.
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5 Diskussion

Formalet med hele undersggelsen var en vurdering af om der var en biologisk
effekt pa mennesker som arbejder med mikrobiologiske bekeempelsesmidler.

Sammenfattende fandtes der tegn til en sammenhang mellem udseettelse for
Bacillus thuringiensis og symptomer fra gjnene bade i tveersnit og follow-up.
For Trichoderma harzianum var der en relation mellem tilstedeveerelse i
gartneriet og flere bade evre og nedre luftvejssymptomer, men i follow-up kun
relation til det mere kroniske bronkitis symptom. Da antallet af eksponerede
for Trichoderma harzianum var begranset og alle disse personer ogsa var
eksponeret for enten Bacillus thuringiensis eller Verticillium lecanii kan der veere
usikkerhed ved disse resultater. Derimod kan det siges at vi ikke fandt nogen
sammenhang mellem udsettelse for Verticillium lecanii og symptomer. Vi
fandt desuden ikke enkeltpersoner med overbevisende tegn pa allergi over for
nogle af de fire typer af mikrobiologisk bekeempelsesmidler.

Projektet er et klassisk epidemiologisk follow-up studie og resultaterne
afhaenger af repraesentationen af de undersggte personer over for den udsatte
befolkning.

Vi udvalgte en reekke reprasentative gartnerier ud fra brugen mikrobiologiske
midler 1 ar forud. Der kan have varet sket endringer i brugen af
mikrobiologiske midler pa de ikke deltagende gartnerier, men intet tyder pa at
de undersgagte gartnerier ikke har veeret reprasentative for branchen.

Deltagerprocenten var cirka 60 % hvilket svarer til tilsvarende kliniske
epidemiologiske undersagelser pa arbejdspladsen. Frafaldet efter runde O kan
have betydning safremt det drejer sig om personer med en bestemt
sygdomsprofil. Imidlertid var den hyppigst arsag til frafald jobskifte. Da
arbejdsmiljafaktorer pa en given arbejdsplads har stor betydning for om
personer bliver pa arbejdet eller finder andet arbejde, hvor specielt personer
med arbejdsrelaterede gener vil have tendens til at forlade arbejdspladsen og
derfor ga ud af materialet. Dette giver anledning til en sakaldt healthy worker
selection”, saledes at de sunde bliver tilbage.

I denne undersggelse var tegn herpa idet personer med allergi over for
husstgvmider hyppigere udgik efter farste runde. Arsagen kendes ikke, men
der var tydeligvis hyppigere symptomer bade pa og uden for arbejde hos
personer med positiv priktest som udtryk for et allergisk beredskab (atopi)
Det gjaldt alle de klassiske hgfebersymptomer og symptomer som kan ses ved
astma. Yderligere var en positiv priktest steerkt associeret til starre forekomst
(incidens) af nye hafebersymptomer i det falgende ar. Denne tydelige effekt
betyder at vaegten ved bedgmmelse af den sundhedsmassige pavirkning af
eksponeringen ma ligge pa follow-up studiet idet tveaersnitsdata sandsynligvis
vil underestimere den sundhedsmassige pavirkning.

Undersggelsens starste svaghed er vurderingen af eksponeringen da de
anvendte mal var temmelig grove. Dette vil tendere til at underestimere en
mulig effekt af eksponeringen. Der har parallelt veaeret en
eksponeringsvurdering af Verticillium lecanii pa udvalgte gartnerier foretaget af
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Danmarks Jordbrugs-forskning, Flakkebjerg, men endelige resultater
foreligger endnu ikke. De przlimingre resultater af projektet viste imidlertid at
der var en ganske betragtelig eksponering for Verticillium lecanii under
afvejning og opblanding samt udsprgjtning, mens den gvrige eksponering var
meget lav til umalelig. Tilsvarende malinger er nu i gang pa basis af et
forprojekt vedrgrende Bacillus thuringiensis (43) Resultater ved forskellige
arbejdsprocesser vil foreligge i labet af 2002.

Forekomsten af antistoffer mod Bacillus thuringiensis og Verticillium lecanii var
vaesentligt hyppigere end mod Trichoderma harzianum og Paecilomyces
fumosoroseus, hvilket stemmer med udbredelsen af produkterne. Derimod var
der kun svag relation til de opstillede eksponeringsmal.

IgE-antistoffer er dels udtryk for en eksponering og dels for en sensibilisering.
Derfor blev niveauet af antistoffer inddraget som en eksponeringsparameter i

vurderingen af symptomer og lungefunktionsmalinger. | denne sammenhang

kunne det vere en fordel at bruge et bedre biologisk eksponeringsmal end 1gG
mod de givne produkter. Dette la desverre ikke inde for projektets ramme.

Antistofniveauerne var lave. Det er ikke direkte muligt at oversatte niveauerne
til de klassisk anvendte antistofniveauer for standardallergener. Der var
enkelte hgje niveauer, men betydning af disse kendes ikke, idet de ikke hang
sammen med et gget symptombillede eller bronkial reaktivitet.

Sammenlignet med tidligere undersggelser fandt vi ikke en signifikant
sammenhang mellem eksponering og forekomst af Verticillium lecanii. Dette
kan skyldes at svampen i vores undersggelse var sa udbredt, at alle reelt var
eksponeret. Niveauerne i Eatons artikel var i gvrigt meget lave, hvorfor
forskelle i eksponering, etc. kan forklare forskellen (33). | Eatons artikel blev
der kun givet nogle beregnede gennemsnitlige eksponeringsniveauer for
Verticillium lecanii. Vi forsggte at udvikle en priktest mod Verticillium lecanii,
men der var kun én positiv veerdi ud af de 500. Dette kan skyldes at
koncentrationen af antigen i materialet var for lavt. Det kunne ikke vurderes
ved fremstillingen idet man ikke pa forhand havde kendskab til sensibiliserede
personer.

Vedrgrende symptomer fandtes ved tvearsnitsundersggelsen en raekke
forskelle. Specielt var der ingen tegn pa dosis-respons. Man ma forvente, at
personer, som har udsprajtet, selv har veeret vaesentligt mere eksponeret end
de gvrige, og man vil forvente flere akutte symptomer. Baggrunden for, at det
ikke er tilfeeldet, kan vaere en selektion, saledes at personer med akutte
symptomer vil hgre op med at sprgjte selv.

| follow-up data var der nogle sammenhange, specielt for Bacillus
thuringiensis, mellem nyopdukkede symptomer og eksponeringsvariable.
Generelt for de 316 faldt symptomhyppigheden for de hyppigste gvre
luftvejssymptomer, hvilket kan veere arstidsrelateret, men a@ndringen var ikke
relateret til eksponeringsvariable, hvorimod de forventede sammenhange med
rygning og den beskrevne atopi kunne findes.

Med et antal personer med nyopdukkede symptomer mellem 15 og 40 i lgbet
af et ar er styrken i studiet for at finde en relevant pavirkning som forskel
mellem eksponerede grupper ikke hgj nok. Studiet fortseettes derfor i
yderligere 2 ar med arlige undersggelser, hvorved styrken vil bedres. En mere



differentieret individuel eksponeringsvurdering kunne maske give mere sikre
resultater.

Endvidere er der i den 3-ars periode nyintroduktion pa nogle gartnerier af
f.eks. Bacillus thuringiensis og antallet af nyansatte i perioden vil vare
tilstreekkeligt til at finde en eventuel ny sensibilisering. Desuden vil en
tidsmeessig relation til en eventuel sensibilisering og symptomudvikling kunne
detekteres.

Ingen af lungefunktionsparametrene havde en sikker relation til
eksponeringen. Der var en signifikant sammenhang mellem udsprgjtning af
Bacillus thuringiensis og et fald i forholdet mellem FEV,0g FVC mellem runde
0 og runde 1. Imidlertid ma dette tages med et stort forbehold, idet det er sket
med en gruppe med et hgjt niveau i fgrste runde som falder til niveauet i
anden runde og @ndringen fremkommer i lige sa hgj grad i form af en stigning
i FVC som et fald i FEV, hvor sidstnaevnte ville vaere den primeere fglsomme
variable. Effekten skal derfor antageligvis tolkes som en tilfeeldig fremkomst pa
grund af de mange statistiske test som er udfart.

Sammenfattende viser studiet at det drejer sig om en rask befolkning, dog

med en ret hgj symptomhyppighed. Hyppigheden af luftvejssymptomer havde
en mulig relation til eksponering for specielt Bacillus thuringiensis. Imidlertid
var alle sammenhange relativt spredt idet der ikke var systematisk
sammenhang mellem de generelle spargsmal og de mere detaljerede
symptomer pa arbejde eller symptomer af en vis hyppighed eller
svaerhedsgrad. Studiet viste derimod de klassiske risikofaktorer for udvikling af
hgfebersymptomer som atopi. | denne sammenhang er atopi en
sarbarhedsfaktor. Der var der ikke tegn til at atopikere var en sarligt sarbar
gruppe for at udvikle symptomer pa grund af mikrobiologiske midler. Den
udlgsende faktor for atopikernes starre incidens af symptomer kan derfor veere
andre forhold i gartneriernes arbejdsmiljg, enten planter, nyttedyr eller andre
faktorer. Fortsattelsen af projektet hvor dataindsamlingen er afsluttet i 2001
vil kunne give mere sikre oplysninger om eventuel sensibilisering og
symptomudvikling.

Ud fra resultatet af undersggelsen kunne noget tyde pa en mulig udlgsning af
gener, men ikke nogen betydelig varig sundhedsskadelig effekt. Imidlertid kan
der ud fra kendskab til eksponeringen anbefales at eksponeringen ved
handtering af produktet, specielt afvejning og udsprgjtning, begranses dels
ved @ndrede procedurer, sa materialet handteres vadt i stedet fer tgrt og dels
ved personlige beskyttelsesmidler som andedraetsveern. Mere definitive
resultater ma dog afvente det trearige follow-up studie.
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6 Forkortelser og forklaringer

FVC (Forceret vitalkapacitet) er det maksimale volumen, som kan ekspireres
under en forceret eksspiration pabegyndt efter en maksimal inspiration.

FEV, (Forceret ekspiratorisk volumen i 1. sekund) er det volumen, som
ekspireres i farste sekund ved en forceret eksspiration, som er pabegyndt efter
en maksimal inspiration

PD,, Mal for fglsomhed over histamin i bronkial reaktionstest (den samlede
dosis af histamin, der forarsager et 20% fald i FEV.).

B.t. Bacillus thuringiensis

B.t.i. Bacillus thuringiensis var. israelensis

B.t.k. Bacillus thuringiensis var. kurstaki

T.h. Trichoderma harzianum

P.f. Paecilomyces fumosoroseus

V.1. Verticillium lecanii

MB mikrobiologiske bekempelsesmidler

ClI: 95 95 % konfidensinterval. Den nedre og gvre graense for det interval
hvor en given statistisk parameter (middelveerdi, odds-ratio eller lign.) med
95% sandsynlighed ligger.

Praevalens Hyppighed af en tilstand i en befolkning pa et givet tidspunkt.
Incidens Hyppigheden af nye tilfeelde pr. tidsperiode i udsnittet af en
befolkning, som ikke havde sygdommen eller tilstanden ved
begyndelsestidspunktet.

OR Odds ratio. Et ma for sammenhang mellem en tilstand (syg/rask)og en
anden faktor i befolkningen (eksponeret/ ikke eksponeret) beregnet som

OR = (syg eksponeret)*(rask ikke-eksponeret)
(syg ikke-eksponeret)/ (rask eksponeret)

For OR i logistisk regression kan der beregnes et konfidensinterval
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Bilag A

1 Lovgivning for mikrobiologiske
bekeempelsesmidler

Den 15. juli 1991 vedtog EF et direktiv om markedsfgring af plantebeskyt-
telsesmidler (91/414/EQF). Dette direktiv blev i december 1992 implemen-
teret i dansk lovgivning.

Mikrobiologiske bekaempelsesmidler er omfattet af lov om kemiske stoffer og
produkter (Lovbekendtgarelse nr. 21 af 16. januar 1996 (1). Bekendtgarelse
af lov om kemiske stoffer og produkter). De naermere regler er fastsat i
Miljgministeriets bekendtgarelse nr. 241 af 27. april 1998 om
bekeempelsesmidler (2). Bekendtggrelsen indeholder bestemmelser, der
gennemfgrer EU-direktivet om markedsfering af bekeempelsesmidler
(Direktiv 91/414/EQF).

Godkendelse af bekeempelsesmidler

Et bekeempelsesmiddel ma hverken importeres, szlges eller bruges i
Danmark, med mindre midlet er godkendt af miljgministeren.

| forbindelse med vurderinger og eventuelle godkendelser af midler til det
danske marked anvendes Vejledning nr. 8, 1993 fra Miljgstyrelsen
"Mikrobiologiske plantebeskyttelsesmidler"(3), som beskriver de regler, der
geelder for Mikrobiologiske bekeempelsesmidler.

Godkendelsen, der ogsa kaldes en registrering, omfatter farst og fremmest en
detaljeret vurdering af aktivstoffets og midlets sundhedseffekter og
miljgeffekter ved det konkret ansggte anvendelsesomrade, de gnskede
afgrader, arstid for anvendelsen, midlets dosering, udbringningsmetoden med
mere.

Et Mikrobiologisk bekeempelsesmiddel kan kun blive godkendt, hvis det opfylder
folgende betingelser:

« ikke har uacceptable virkninger pa planter eller miljget
 ikke har skadelig virkning pa dyr

 ikke pavirker menneskers sundhed

 ikke pavirker grundvandet

o er tilstrekkeligt effektivt

Med hensyn til risikoen for udvikling af allergiske sygdomme i luftvejene star
der i vejledningen: " Da det er teknisk vanskeligt at udfagre eksperimentelle
undersggelser til kvantificering af disse effekter, kraeves ikke udfert
undersggelser af dette".

Godkendelse af et nyt middel bestar dels af en EU-godkendelse af selve den

aktive organisme, dels en dansk godkendelse af midlet, der indeholder den
aktive organisme.
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En EU-godkendelse indebarer, at den aktive organisme optages pa en felles
EU-liste over godkendte, aktive organismer (direktivets bilag I).

Den farste aktive mikroorganisme (svampen Paecilomyces fumosoroseus)
forventes snart optaget pa direktivets bilag I Organismen indgar i produktet
"Preferal”, som nu sgges godkendt i Danmark til bekeempelse af
vaeksthusmellus.

De Mikrobiologiske bekeempelsesmidler, som findes pa det danske markedet i
dag, er omfattet af en overgangsordning. Denne overgangsordning tillader
brug af midler, der var pa markedet den 25. juli 1993. Ansggninger om
godkendelse af midler, der ikke var pa det markedet pa dette tidspunkt, skal
fremsendes til EU-Kommissionen. Skov- og Naturstyrelsen er i feerd med at
foretage en risikovurdering af de midler, der er omfattet af
overgangsordningen.

I EU-Kommissionen er man nu i feerd med at udarbejde et direktiv der skal
indeholde ensartede principper for vurdering og godkendelse af
plantebeskyttelsesmidler baseret pa mikroorganismer (bilag V1 til direktiv
91/414). Nar disse principper er vedtaget vil de erstatte den nugeldende
danske vejledning og danne grundlag for en dansk vurdering.

(1) Miljgministeriet. Bekendtgarelse af lov om kemiske stoffer og
produkter. Lov nr. 21 af 16/01/1996 1996.

(2) Miljgministeriet. Bekendtggrelse om bekaempelsesmidler.
Miljgministeriets bekendtgarelse nr. 241 af 27/4/1998 1998.

(3) Miljgministeriet, Miljgstyrelsen. Mikrobiologiske

plantebeskyttelsesmidler. Vejledning fra Miljgstyrelsen nr. 8, 1993
1993;(8).
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Bilag B

1 Profiler for Litteratursggning

1.1 Sagning pd OSH-ROM er foretaget udfra:

exact{HAY?FEVER*}

exact{RHINITIS*}
exact{ALVEOLITIS-EXTRINSIC-ALLERGIC*}
exact{ASTHMA*}

exact{BRONCHITIS*}
exact{BRONCHIOLITIS*}
exact{LUNG-DISEASES-PARASITIC*}
exact{PULMONARY-FIBROSIS*}
exact{PULMONARY-EOSINOPHILIA*}

exact{ CONJUNCTIVITIS-ALLERGIC*}
exact{FOOD-HYPERSENSITIVITY*}
exact{ALLERGY*}
exact{HYPERSENSITIVITY-IMMEDIATE*}
exact{ANAPHYLAXIS*}
exact{ENVIRONMENTAL-ILLNESS*}
exact{PEST-CONTROL-BIOLOGICAL*}
exact{INSECT-CONTROL*}

exact{ TICK-CONTROL*}
exact{ENVIRONMENTAL-MICROBIOLOGY*}
exact{AIR-MICROBIOLOGY*}
exact{FOOD-MICROBIOLOGY*}
exact{SOIL-MICROBIOLOGY*}
exact{WATER-MICROBIOLOGY*}
exact{BACILLUS-THURINGIENSIS*}
exact{VERTICILLIUM*}

exact{ TRICHODERMA*}
exact{PAECILOMYCES*}

((exact{ GREEN-HOUSE}) or (exact{ GREEN-HOUSES}) or
(exact{ GREENHOUSES}) or (exact{ GARDENERS}) or
(exact{ GREENHOUSE}) or (exact{ GARDENER})) not
("Greenhouse-Effect")

1.2 Sggning pa Medline er foretaget udfra:

explode "Hypersensitivity"/ all subheadings

explode "Pest-Control"/ all subheadings

explode "Lung-Diseases"/ all subheadings

((exact{ GREEN-HOUSE} ) or (exact{ GREEN-HOUSES} ) or
(exact{ GREENHOUSES} ) or (exact{ GARDENERS} ) or
(exact{ GREENHOUSE}) or (exact{ GARDENER})) not
("GREENHOUSE-EFFECT")

explode "Occupational-Health"/ all subheadings
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explode "Environmental-Microbiology"/ all subheadings
explode "Bacillus-thuringiensis"/ all subheadings
explode "Verticillium"/ all subheadings

explode "Trichoderma"/ all subheadings

explode "Paecilomyces"/ all subheadings
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Bilag C

1 Analysebeskrivelse for total og
specifik IgE

dr. Gert Doekes ;M.Sc, Ph.D., Litzen Portengen. M.Sc.

Institute for Risk Assessment Sciences, Division of Environmental and
Occupational Health, University of Utrecht. The Netherlands.

1.1 Material & Methods
1.1.1 Extraction of allergens

Except for Vectobac all biopesticides were suspended (1,5¢9/30ml; 5%) in
phosphate buffered saline with 0,05% azide (PBS/Az). Vectobac was
formulated as a suspension and was first centrifuged for 30min. at 2750G.
After that the pellet was resuspended in PBS/Az (7,79/30ml). All suspensions
were vortexed, sonificated for 1 minute, vortexed again and left shaking for 2
hrs. After that they were centrifuged for 15min. at 2.100G. Both the pellet
and supernatant of Vectobac were centrifuged for 30min. at 20.000G and
filtered through a 0,45um filter. The supernatant was dialysed for 20hrs.
against 4 washings of 3 I. PBS/Az each. To get enough material for all IgE-
assays, material extracted on different dates was pooled for the allergens
Supresivit, Binab and Dipel. The material obtained by extracting the pellet
and supernatant of the Vectobac-formulation was mixed in equal amounts.
Finally, protein and carbohydrate content of all preparations was determined
(table 1).

Table 1 Protein and carbohydrate contents of allergen-extracts

Protein’ Carbohydrate?
Allergen (Hg/ml) (Hg/ml)
Supresivit 55 46
Preferal 535 490
Binab 115 444
Bactimos 3090 357
Dipel 341 115
Vertalec 3609 364
Mycotal 810 124
Vectobac (mix) 415 283°

"both BCA (Preferal, Bactimos, Vertalec and Mycotal) and microBCA (Supresivit, Binab,
Dipel and Vectobac) method.

2 Dubois.

3 Carbohydrate contents were determined for pellet and supernatant separate. This value
is an average, but both were comparable.
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1.1.2 Testing of coating-characteristics and cross-reactivity

Coating characteristics were tested by determining IgG concentrations
against the different allergen-extracts. In most cases strong reactions were
found against most or all of the 8 allergen-preparations. The presence of
cross-reactivity was determined by IgG-inhibition experiments with the
different allergens. Cross-reactivity was noted between Supresivit and
Bactimos, Binab and Supresivit, Mycotal and Preferal, and Vertalec,
Vectobac and Mycotal.

1.1.3 Specific IgE testing

Plates were coated overnight at 4°c with 100l of a 10ug/ml solution of
allergen in PBS (pH=7,0). Samples were diluted 10x in PBS with Tween20
(0,05%) and gelatine (2g/l) (PBTG) and 100ul was pipetted into 2 wells. On
each plate blanks for all 8 allergens (100 pl PBTG) and a positive control for
Vertalec (100 pl of a 10x diluted pooled serum) were included. After
incubation on a shaking platform at 37°C for 2 hrs. plates were washed with
PBS with Tween20 (0,05%; PBT) and 100ul of a monoclonal mouse-
antibody against human Ige (MoaHulgE, CLB art.M1294; 1:16.000) was
pipetted in each well. Plates were left shaking for another hour, washed and
incubated again with a biotinylated monoclonal rabbit-antibody against
murine 1IgG (Ram/B1O, DAKO art. E0354; 1:5.000). After 1 hr. plates were
washed again and incubated with peroxidized avidine (AV/PO, DAKO art.
P0364; 1:2000) for an hour. After the last washing plates were incubated with
ortho-phenylenediamine dihydro-chloride (OPD) with 0,05% H,O,. After
30min. the reaction was stopped with 50ul HCI and the optical density (OD)
was read at 492nm. Results were calculated as follows. First, a daily average
blank was calculated for each allergen (n=9 for Vertalec, n=16 for all other
allergens) and subtracted from the corresponding sample-OD’s resulting in
an an adjusted OD (OD%*). Second, if the OD* of both wells was > 0,05 the
sample was decided to be positive (+). Alternatively, if the OD* of both wells
was <= 0,05 the sample was negative. If only one of the OD*’s was > 0,05
the sample was retested and the new result was used. All positive samples as
well as a subset of negative samples were retested to assess the reproducibility
of the test.

1.1.4 Retesting of baseline and follow-up samples on the same plate

Samples of individuals for which both baseline and follow-up sample were
available and for which at least one of these had been found positive
previously were retested with both samples on the same plate.

1.15 Total Ige

Plates were coated overnight at 4°C with 100ul of a 1:4000 solution of a
monoclonal mouse-antibody against human Ige (MoaHulgE, CLB
art.M1294) in PBS (pH=7,0). Samples were diluted 25x in PBTG and
pipetted in 4 wells in a serial 2-fold dilution (25x%, 50x, 100x, 200x). On each
plate blanks and a standard were included in 10 2-fold dilutions
(0,012....6,25kU/l). After incubation on a shaking platform for 2 hrs plates
were washed with PBT and in each well 100pl of a monoclonal rabbit-
antibody against human IgE (RaaHulgE, DAKO art.A094; 1:10.000) was
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pipetted. Plates were left shaking for another hour at 37°C, washed and
incubated again with a peroxidized monoclonal horse-antibody against
rabbit-1gG (HoaRalgG/PO, CLB art. M1234; 1:10.000) for an hour. After
the last washing they were incubated with ortho-phenylenediamine dihydro-
chloride (OPD) with 0,05% H,O,. After 30min. the reaction was stopped
with 50ul HCI and the optical density (OD) was read at 492nm. Results were
calculated as follows. Concentrations were interpolated from the standard-
curve insofar as OD*’s were within a range of 0,1 to 3,4. The resulting
concentration was further dichotomized into a positive (IgE > 100 kU/I) and
negative result (IgE <= 100 kU/).

1.2 Results
1.2.1 Specific and total IgE

Prevalence rates of specific sensitisation (OD* > 0.05) against biological
pesticides were highest for Vertalec, Vectobac and Mycotal (table 2).
Retesting did not always confirm initial results, possibly because most of the
samples were only marginally positive (see appendix; tables 7A-1 and graphs
2A-1). Moreover a slight but significant decrease in the OD492* for a
positive pooled control on Vertalec was noticed (nov/dec 1998 OD* = 0.089;
feb/april 1999 OD* = 0.079), making interpretation of differences between
marginally positive baseline and follow-up samples analyzed in different
periods even more difficult (appendix; table 8A-1, graphs 3A-I). This could
not be resolved by adjusting for the result of the pooled serum and therefore
samples of all individuals for which both baseline and follow-up samples were
available and which had tested positive either at baseline or at follow-up were
retested on the same plate. If necessary this was done on the complete panel
of allergens (9 individuals, 18 samples) but in most cases only Vertalec,
Mycotal and Vectobac had to be used (70 individuals, 140 samples). Results
are given in table 3A-I and for the allergens Vertalec, Mycotal and Vectobac
in graphs 1A-C. An overview of the layout off all relevant datafiles
(dBase/SAS) is included in the appendix.

Table 2 Number of positive results on specific allergens and total IgE

t=0 (%) t=1 (%)

No.persons tested 457 100.0% 436 100.0%
Supresivit 1 0.2% 0 0.0%
Preferal 5 1.1% 6 1.4%
Binab 1 0.2% 1 0.2%
Bactimos 4 0.9% 3 0.7%
Dipel 0 0.0% 0 0.0%
Vertalec 79 17.3% 46 10.6%
Mycotal 21 4.6% 15 3.4%
Vectobac 39 8.5% 34 7.8%
Total IgE 90 19.7% 75 17.2%

The geometric mean (GM) of total IgE-levels at baseline was 25.4 (95%ClI
22.1-29.1; n=457) and at follow-up 23.9 (95%CI 20.9-27.4; n=436) (see
also appendix; graph 3D). The coefficient of variation (CV) for the
measurements was 14.8% (n=292). Also when expressed as levels > or <=
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than 100 kU/I no differences between baseline and follow-up samples were
noted.

Table 3A-H Changes in sensitization to biological pesticides. In this table
baseline samples (rows) are compared with follow-up samples (columns)
analyzed on the same day and on the same plate. + = OD492* of both wells >
0.05, - = OD492* of both wells <= 0.05, ? = one well OD492* <= 0.05, the other >
0.05.

Supresivit |+ - 7 Preferal + - 7 Binab + - 7
Baseline+ 0 1 O Baseline+ |3 1 O Baseline+ [0 O 1
Baseline- [0 7 1 Baseline- O 5 O Baseline- [0 8 O
Baseline? 0 0O O Baseline? O O O Baseline? 0 0 O
Bactimos |+ - 2 Dipel + - 7 Vertalec + -7
Baseline+ 3 0 O Baseline+ O 1 O Baseline+ (19 5 O
Baseline- 1 5 O Baseline- 0 7 1 Baseline- |3 45 1
Baseline? 0O O O Baseline? O O O Baseline? 0 4 2
Mycotal + - 7 Vectobac |+ - 27
Baseline+ 6 2 1 Baseline+ (18 3 3
Baseline- |1 67 1 Baseline- |2 46 5
Baseline? O 1 O Baseline? O 2 O

Table 4 Baseline samples are compared with follow-up samples analyzed on
different days. + = total IgE > 100 kU/I, - = total IgE <= 100 kU/I.

IgE totaal Follow  Follow
up+ upc -
Baseline + 49 10 59
Baseline - 4 251 255
53 261 314

1.2.2 Associations between different allergens and total IgE

Positive results on Vertalec and Mycotal were strongly correlated, while
positive results on Bactimos and Vectobac correlated moderately (table 5A-
C). Positive results on Vertalec and Mycotal were only moderately correlated
with positive results on Vectobac at baseline. Only at follow-up slight positive
associations were found between sensitisation to specific allergens and total
IgE-levels (see also table 6).
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Table 5a Baseline (t=0) The number in a certain row+col indicates how

many samples were positive on both allergens e.g. from 79 samples positive

on Vertalec 18 were also positive on Mycotal.

Supresivi Prefera Binab Bactimo Dipel Vertalec Mycotal Vectoba Totaal

t | S c IgE
Supresivi (1 0 0 0 0 0 0 0 0
t
Preferal 5 1 1 0 1 2 3 1
Binab 1 0 1 1 1 0
Bactimos 0 2 1 3 1
Dipel 0 0 0 0 0
Vertalec 79 18 14 18
Mycotal 21 6 8
Vectobac 39 9
Totaal 90
IgE
Table 5b Follow-up (t=1)

Supresivi Prefera Binab Bactimo Dipel Vertalec Mycotal Vectoba Totaal

t | S Cc IgE
Supresivi [0 0 0 0 0 0 0 0 0
t
Preferal 6 1 1 0 3 2 2 3
Binab 1 0 1 1 1 1
Bactimos 0 1 1 3 1
Dipel 0 0 0 0 0
Vertalec 46 1 4 10
Mycotal 15 3 5
Vectobac 34 10
Totaal 75
IgE
Table 5¢c Both baseline and follow-up

Supresivi Prefera Binab Bactimo Dipel Vertalec Mycotal Vectoba Totaal

t | S c IgE
Supresivi (1 0 0 0 0 0 0 0 0
t
Preferal 11 2 2 0 4 4 5 4
Binab 2 2 0 2 2 2 1
Bactimos 7 0 3 2 6 2
Dipel 0 0 0 0 0
Vertalec 125 29 18 28
Mycotal 36 9 13
Vectobac 73 19
Totaal 165
IgE
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Table 6 Combinations of positive results on specific allergens and total IgE

t=0 t=1

No. samples Total IgE+ % No. samples Total IgE+ %
0 allergens (348 63 18.1% 356 53 14.9%
lallergen |77 18 23.4% 60 18 30.0%
2 allergens (26 8 30.8% 18 3 16.7%
3allergens |5 1 20.0% 1 0 0.0%
4 allergens |0 0 - 0 0 -
5 allergens |0 0 - 0 0 -
6 allergens |1 0 0.0% 1 1 100.0%
7 allegens |0 0 - 0 0 -
8 allergens |0 0 - 0 0 -
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APPENDIX

Table 7A-1 Retesting of samples (allergens and total IgE). In this table results
of the 1st test (rows) are compared with that of the 2" (columns). + =
0D492* of both wells > 0.05, - = OD492* of both wells <= 0.05, ? = one well
0OD492* <= 0.05, the other > 0.05.

Supresivit |+ - ? Preferal + ?
+ 0 1 0 1 + 7 1 0 8
- 2 256 4 262 0 243 6 249
? 0 4 0 4 ? 2 6 2 10
2 261 4 267 9 250 8 267
Binab + - ? Bactimos |+ ?
+ 2 0 0 2 + 3 2 2 7
- 1 253 3 257 2 251 4 257
? 0 7 1 8 ? 0 2 1 3
3 260 4 267 5 255 7 267
Dipel + - ? Vertalec + - ?
+ 0 0 0 0 + 83 14 13 110
- 2 259 3 264 - 6 130 8 144
? 0 2 1 3 ? 14 23 3 40
2 261 4 267 103 167 24 294
Mycotal + - ? Vectobac |+ - ?
+ 24 7 1 32 + 47 7 5 59
- 1 252 3 256 - 1 167 13 191
? 3 2 1 6 ? 1 27 6 44
28 261 5 294 69 201 24 |294
Totaal IgE |+ -
+ 62 6 68
- 1 287 |288
63 293 |356
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Table 8A-H Comparison of baseline and follow-up samples analyzed on

different days. In this table results of baseline samples (rows) are compared
with that of follow-up samples (columns). + = OD492* of both wells > 0.05, -
= 0D492* of both wells <= 0.05, ? = one well OD492* <= 0.05, the other > 0.05.

Supresivit |+ - Preferal + -

+ 0 1 1 + 2 2 4
0 313 313 - 1 309 310
0 314 314 3 311 314

Sensitivity 100% Sensitivity 100%

Specificity 0% Specificity 50%

Kappa 0.00 Kappa 0.57

Binab + Bactimos |+

+ 0 1 1 + 1 2 3
0 313 313 1 310 31
0 314 314 2 312 314

Sensitivity 100% Sensitivity 100%

Specificity 0% Specificity 33%

Kappa 0.00 Kappa 0.40

Dipel + Vertalec +

+ 0 0 0 + 27 20 47
0 314 314 - 1 264 265
0 314 314 28 284 312

Sensitivity 100% Sensitivity 100%

Specificity - Specificity 57%

Kappa - Kappa 0.68

Mycotal + - Vectobac |+

+ 8 5 13 + 18 10 28
1 300 301 - 7 279 286
9 305 314 25 289 314

Sensitivity 100% Sensitivity 98%

Specificity 62% Specificity 64%

Kappa 0.72 Kappa 0.65

IgE totaal |+

+ 49 10 59
4 251 255
53 261 314

Sensitivity 98%
Specificity 83%
Kappa 0.85
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Bilag D

1 Tabel over baggrundsvariable for
delt pa eksponering

| gartneri |l gartneri |l gartneri |l gartneri
produkt produkt produkt produkt
med med med paecilomyc Total
bacillus trichoder- |verticillium |es
ma
Ja. Nej |Ja  Nej |Ja Ne |la Nej
Mand Antal 80 |104 |119 (65 |35 |149 |165 |19 |184
% 37,0 |128,7 |34,4 |27,9 |350 |31,1 |33,3 |22,6 |31,8
Kvinde Antal 136|259 |[227 |168 |65 330 |[330 |65 |395
% 63,0 |71,3 |65,6 |[72,1 |650 |68,9 |66,7 |77,4 |68,2
Alder ved us. Mga_n 33,2 35,6 |33,9 (359 |37,0 |34,2 |34,3 |36,8 |34,7
(ar) Mlnlimum 18,0 16,0 16,0 |16,0 |16,0 |16,0 |16,0 (19,0 (16,0
Maximum 60,0 |67,0 |67,0 |59,0 |59,0 |67,0 |67,0 |57,0 |67,0
A Antal |74 (124 |124 |74 |31 |167 |173 |25 |198
Sprgjtecertifi % 34,6 34,6 36,0 {325 |31,3 |353 |354 |30,1 [34,6
kat NEJ Antal |140 (234 |220 |154 |68 |306 |316 |58 |374
% 65,4 |654 |64,0 |67,5 |68,7 |64,7 |64,6 |69,9 |654
Ancienniteti |Mean 95 99 |96 (10,0 |12,2 |9,2 |98 |9,6 |9,7
gartnerfaget i | Minimum ,0 1 ,0 1 3 ,0 ,0 1 ,0
ar Maximum 45,0 53,0 |53,0 (43,4 |45,0 |53,0 |53,0 [42,4 |53,0
Anciennitet |Mean 63 |56 |54 |65 |83 |53 1|58 |58 |58
pa aktuelle  |Minimum 1 0 0 0 0 0 0 0 0

gartnerii ar [Maximum 37,8 39,0 {37,8 [39,0 39,0 |37,8 |39,0 [29,0 |39,0

Ikke |Antal |139 [216 [214 |141 |61 |294 (304 |51 355
ryger (% 66,8 |60,5 |63,1 |62,4 |62,9 |62,8 |62,9 [62,2 |62,8
Rygerstatus |<=19 |Antal |5 6 8 3 1 10 |11 11

inden for 2 &r |g/dag [% 24 |17 (24 (1,3 1,0 (21 |23 1,9
>19 |Antal |64 |135 |117 |82 |35 |164 |168 |31 199
g/da |% 30,8 |37,8 34,5 [36,3 |36,1 [350 [34,8 |37,8 |352

Disposition Ingen Antal |182 |[301 |293 |190 (81 |402 |418 |65 |483
til ASTMA % 84,3 82,9 [84,7 [815 |81,0 |839 |844 |77,4 834
Mo- |Antal |13 |25 |22 |16 |7 31132 |6 38
der |% 6,0 |69 |64 |69 |70 |65 |65 |71 |66
Antal |11 |15 |14 |12 |4 22 |20 |6 26

Fader o7 51 |41 |40 |52 |40 |46 |40 |71 |45
Mo- |Antal |1 |2 12 |1 |1 |2 |3 3
der+ |,

oter |% 5 |6 |6 |4 |10 |4 |6 5

Sgsk- |Antal |5 15 10 10 6 14 15 5 20
ende |% 23 141 (29 |43 (6,0 |29 (30 |6,0 |35
Mo- |Antal |3 3 4 2 1 5 5 1 6

der +
sgsk- |% 14 |8 1,2 1,9 1,0 (1,0 |10 (1,2 |10
ende
Fader |Antal |1 2 1 2 3 2 1 3
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% 5 ,6 3 9 ,6 4 1,2 |5
Ingen Antal (186 |293 |293 (186 |84 395 (409 |70 |479
% 86,1 |80,7 |84,7 |79,8 |84,0 {825 [82,6 [83,3 (82,7
Mo- |Antal |16 39 27 28 8 47 45 10 55
der % 74 10,7 |78 |12,0 |80 {98 (9,1 |[11,9 |95
Fader Antal |7 10 11 6 3 14 16 1 17
Disposition % 32 128 |32 |26 (30 |29 |32 (12 |29
til Mo- |Antal |2 3 4 1 5 5 5
ALLERGISK (9 ¥ log |9 g 112 |4 10 |10 9
HOFEBER
Sgsk- |Antal |2 13 8 7 3 12 12 3 15
ende (% 9 36 123 |30 |30 |25 (24 (36 |26
Mo- |Antal |3 5 3 5 2 6 8 8
der +
sagsk- |% 1,4 (14 |9 21 (20 1,3 1,6 1,4
ende
Ingen Antal |205 |348 (332 (221 |96 |457 |473 |80 |[553
% 94,9 195,9 196,0 |94,8 {96,0 {954 95,6 [95,2 (95,5
Mo- |Antal |10 11 13 8 4 17 18 3 21
der % 46 1|30 (38 |34 (40 |35 (36 |36 |36
Disposition Antal |1 1 1 1 1
il ASTMA.  |Fader foz 5 3 2 |2 2
EKSEM Mo- |Antal 1 1 1 1 1
S:Jet % 3 4 2 |2 2
Sgsk- |Antal 3 3 3 2 1 3
ende |% 8 1,3 ,6 4 12 |5
00 Antal (178 |287 |288 (177 |86 |379 |397 |68 |465
’ % 82,4 |79,1 |83,2 |76,0 (86,0 |79,1 |80,2 |81,0 (80,3
100 Antal |15 38 26 27 6 47 47 6 53
' % 6,9 |105 |75 |116 |60 |98 |95 |71 |92
200 Antal |8 15 12 11 3 20 20 |3 23
' % 3,7 (41 |35 |47 |30 (42 (40 |36 |4,0
3.00 Antal |6 9 12 3 3 12 14 1 15
' % 28 |25 135 (1,3 |30 |25 (28 |12 |26
Antal positive 400 Antal |4 8 4 8 2 10 |8 4 12
standardprik | % 1,9 122 |12 |34 (20 (21 (16 |48 |21
500 Antal |3 1 2 2 4 4 4
' % 1,4 |3 6 9 8 8 7
Antal 2 2 2 1 1 2
6,00 % ,6 9 A4 2 1,2 |3
Antal |1 2 3 3 3 3
7,00 % 5 ,6 1,3 ,6 ,6 5
Antal |1 1 2 2 1 1 2
8,00 % 5 '3 ,6 4 2 1,2 |3
Run O [Antal [127 |[189 |192 |[124 |68 248 |268 |48 316
Deltger i run ogl |% 58,8 (52,1 |55,5 |53,2 |68,0 (51,8 (54,1 |57,1 |54,6
0 og/eller run |Run 0 Antal |59 81 88 52 19 121 (124 |16 140
1 % 27,3 (22,3 254 22,3 |19,0 (25,3 [25,1 |19,0 |24,2
Run 1 Antal (30 |93 |66 |57 |13 110 [103 |20 |123
% 13,9 (25,6 |19,1 |24,5 |13,0 |23,0 |20,8 |23,8 (21,2
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Hyppighed af symptomer |
tvaersnitsmaterialet fordelt pa
deltagelse i run O og run 1.

HOSTE uden forkglelse |
ved arbejde
Kronisk bronchitis
TRYKKEN FOR BRYSTET uden forkglelse [ —
ved arbejde
1 - flere gange / uge
ANFALD PIBENDE VEJRTRZAEKNING uden 1
forkelelse

ved arbejde
1 - flere gange / uge
ASTMA sidste 3 mdr.

[
Foler du dig ALTID FORKGLET %
KL@E eller SVIE i NAESEN eller SVALGET

Vandigt FLAD fra N/ESEN
ved arbejde

1 - flere gange / uge

KL@E og SVIEN i @JNENE |—
ved arbejde __|

1 - flere gange / uge

Lider af HUDUDSLET 7I—_|
HUDUDSLET af mere end 3 dages varighed | ———

ved arbejde |

ANFALD, kulderystelser m.m. |
ved arbejde
sveere, sa uarbejdsdygtig
sveere, sa sogt laege

0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35%
%

HMrun 1 0g2 Okun run 1 Okun run 2
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Bilag E

1 Frekvenser af symptomer og odds-
ratioer over for baggrundsvariable,
tveersnit

Figurerne viser for hvert symptom odds-ratioer (OR) for hver enkelt
baggrundsvariable i en logistisk regression hvor alle variabler er inde i
modellen (korrigerede OR).

Endvidere vises med de tynde bjalker 95% konfidensintervaller for OR
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Udspreder Verticillium >1/md.

IgEmodTrichoderma

Thichodermai gartneri

Udspreder Bacillus>1/md.

Total IgE

Ikke-ryger desidste 2 ar

Ken (Kvinde>mand)

Hoste uden forkolelse

1 2 3

Odds-ratio korrigeret




Udspreder Preferal >1/md.
Preferal i gartneri

IgE mod Verticillium
Udspreder Verticillium >1/md.
Verticillium i gartneri

IgE modTrichoderma
Udspreder Trichoderma >1/md.
Thichoderma i gartneri

IgE mod Bacillus

Udspreder Bacillus >1/md.

Bacillus i gartneri

Lost-/faststansat

Total IgE

1+ positive priktests
Ikke-ryger de sidste 2 ar
Alder

Ken (Kvinde>mand)

Trykken for brystet

o
N
N
w

Odds-ratio korrigeret
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Preferal i gartneri

Udspreder Verticillium >1/md.

IgE modTrichoderma

Thichoderma i gartneri

Udspreder Bacillus >1/md.

Total IgE

Ikke-ryger de sidste 2 ar

Kgn (Kvinde>mand)
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Preferaligartneri

Udspreder Verticillium>1/md.

IgEmodTrichoderma

Thichodermaigartneri

Udspreder Bacillus>1/md.

Total IgE

Ikke-ryger de sidste 2 ar

Ken (Kvinde>mand)

Astma de sidste 3 maneder

1 2 3 4

Odds-ratio korrigeret
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Preferaligartneri

Udspreder Verticillium>1/md.

IgEmodTrichoderma

Thichodermaigartneri

Udspreder Bacillus>1/md.

Total IgE

Ikke-ryger de sidste 2 ar

Ken (Kvinde>mand)

Altid forkolet

2 3
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Preferaligartneri

Udspreder Verticillium>1/md.

IgEmodTrichoderma

Thichodermaigartneri

Udspreder Bacillus>1/md.

Total IgE

Ikke-ryger desidste2ar

Ken (Kvinde>mand)

Klige og svie i neesen

3

Odds-ratio korrigeret
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Preferaligartneri

Udspreder Verticillium>1/md.

IgEmodTrichoderma

Thichodermaigartneri

Udspreder Bacillus>1/md.

Total IgE

Ikke-ryger desidste2ar

Ken (Kvinde>mand)
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3

Odds-ratio korrigeret




Preferaligartneri

Udspreder Verticillium>1/md.

IgEmodTrichoderma

Thichodermaigartneri

Udspreder Bacillus>1/md.

Total IgE

Ikke-ryger desidste2ar

Ken (Kvinde>mand)

Klge og svie i gjenene

2 3
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Preferaligartneri

Udspreder Verticillium>1/md.

IgEmodTrichoderma

Thichodermaigartneri

Udspreder Bacillus>1/md.

Total IgE

Ikke-ryger desidste 2ar

Ken (Kvinde>mand)

Hududslet

2 3
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Anfald af kulderystelser m.m.

Udspreder Preferal >1/md. E
- {

Preferal i gartneri
IgE mod Verticillium |
Udspreder Verticillium >1/md. |
Verticillium i gartneri ]
IgE modTrichoderma ]
Udspreder Trichoderma >1/md. ]
Thichoderma i gartneri ]
IgE mod Bacillus ]
Udspreder Bacillus >1/md. ]
Bacillus i gartneri ]

Lost-/faststansat |

Total IgE |

1+ positive priktests ]
Ikke-ryger de sidste 2 ar ]
Alder |

Ken (Kvinde>mand) ]

—

=

0 1

3

Odds-ratio korrigeret
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Bilag F

1 Odds-ratioer for symptomer over
for baggrundsvariable, follow-up

Figurerne viser for hvert symptom odds-ratio (OR) for hver

baggrundsvariabel.

bjeelker.

Preferaligartneri
IgEmod Verticilliumrun0

Verticilliumigartneri

IgEmodTrichodermarun0 B

Thichodermaigartneri

IgEmod Bacillusrun0

Bacillusigartneri

Ikke-ryger desidste 2ar

Ken (Kvinde>mand)

Desuden vises 95% konfidensintervallerne med de tynde

Hoste uden forkglelse

0 1 2 3 4 5 6

Odds-ratio korrigeret
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Bilag F

1 Odds-ratioer for symptomer over
for baggrundsvariable, follow-up

Figurerne viser for hvert symptom odds-ratio (OR) for hver

baggrundsvariabel.

bjeelker.
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Bilag G

Linegere regressionskoefficienter for
lungefunktionsmalinger for tvarsnit
og follow-up

Tabellerne viser de linezere koefficienter ved linear regressionsanalyse for de
tre lungefunktionsmal, dels i tveesnitsdata og dels i follow fra run O til run 1.

1.1 Tabeller over lungefunktionsmal tversnit

Standar
Ikke dise-
FvC standardiserede [rede P 0
koefficienter koefficie ft Signifika/95 /°. .
ns konfidensinterval
nter
Std.
B Error Beta
(Constant) 18,837 39,181 [0 0,481 0,631
Sprajt selv b.t. >1
gang/md. 8,303 3,963 (0,128 [2,095 0,037 [0,53552 (16,0704
Sprajt selv t.h. >1 N
gang/md. 5,714 16,038 |-0,057 0,946 (0,345 [17,54848(6,12048
SPR@IT SELV V.I. >1 N
GANG/MD. 4,891 33,619 0,081 1,352 (0,178  [11,98424[2,20224
/Antal positive
standardprik 0,552 [1,049 (0,03 [0,526 0,599 [-1,50404 [2,60804
HEIGHT 0,11 0,198 |-0,046 0,557 [0,578 0,498080,27808
Rygerstatus inden for 2ar |4 663 [2523 0,107 1,848 (0,066 F9,60808(0,28208
SEX 1,686 [3,607 [0,038 (0,467 (0,641 [5,38372 [8,75572
ALDER -0,02514/0,116 0,013 0,217 (0,828 |-0,2525 (0,20222
I gartneri Bacillus 528 3,002 |0,115 |[1,759 0,08  [11,16392/0,60392
I gartneri Trichod 473 2,753 [0,11 1,718 0,087 |-0,66588(10,12588
I gartneri verticillium 2361 [3,083 0,046 0,766 (0,444 |-8,40368[3,68168
| gartneri peacilomyces |y 19 l359g 002 (0311 0756 (6,099088,39708
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Standar
Ikke dise-
FEV1 standardiserede |[rede N
koefficienter koefficie t Signifika 95%. .
ns konfidensinterval
nter
B Etd' Beta
rror
(Constant) 30,183 [39,417 |0 0,766 0,444
SPR@IT SELV B.T. >1
GANG/MD. 2,402 3,986 0,037 0,603 (0,547 10,21 5,410
SPR@JT SELV T.H. >1
GANG/MD. 2,022 6,075 0,02 0,333 (0,739 13,929 (9,885
SPR@IT SELV V.L. >1
GANG/MD. 2907 B3,64 0,049 0,799 (0,425 10,041 14,227
)Antal positive
standardprik 1,249 [1,055 (0,069 1,184 [0,237 0,818 [3,316
HEIGHT -0,155 (0,199 0,065 0,778 (0,437 0,545 0,235
Rygerstatus inden for 2
ar -4,729 2,546 0,109 [1,858 [0,064 |-9,71916 |0,261
SEX 1,038 3,631 0,024 0,286 (0,775 |8,15476 6,078
ALDER -0,08037/0,117  }0,042 0,687 [0,493 |0,30969 |0,14895
I gartneri Bacillus 1526 3,028 0,033 0,504 (0,615 |-7,46088 |4,4088
I gartneri Trichod -0,334 [2,767 }0,008 0,121 0,904 }5,75732 [5,089
I gartneri verticillium 3694 3114 10,071 1,186 0,236 |-2,40944 9,797
I gartneri paecilomyces 11091 3,719 0,019 0,293 (0,77  |-8,38024 [6,19824
o
FEVI/FVC igf]lﬁglre(’r:feerrede oefficie | Signifika [95%
nter ns konfidensinterval
Std.
B Error Beta
(Constant) 6,678 [7,616 0,877 (0,381
SPR@IT SELV B.T. >1
GANG/MD. 2584 0,771 }0,203 3,354 0,001  |4,09516 |1,07284
SPR@IT SELV T.H. >1
GANG/MD. 0,8 1,174 0,04 0,682 [0,496 |[1,50104 [3,10104
SPR@IT SELV V.L. >1
GANG/MD. 0,112 0,703 0,009 0,159 |0,874  |[1,26588 [1,48988
/Antal positive
standardprik 0,25 0,204 (0,07 1,227 0,221  }0,149840,64984
HEIGHT -3,55E-02(0,039  }0,075 0,921 [0,358  |0,11189 |0,04099
Rygerstatus inden for 2
ar 6,13E-02 0,493 0,007 [0,124 |0,901 |-0,90495[1,02761
SEX 0,858 0,702 0,099 1,222 0,223  }2,23392 [0,51792
ALDER -2,33E-020,023 }0,061 1,028 0,305 |0,06834/0,02182
| gartneri Bacillus 1,092 (0586 [0,12 1,863 0,063 |-0,05656 [2,24056
I gartneri Trichod 1,091 0,535 }0,129 2,038 0,042 |2,1396 |0,0424
I gartneri verticillium 1 304 0,602 (0,127 [2,166 [0,031 [0,12408 [2,48392
| gartneri paecilomyces.0 667 (0,719 }0,058 |-0,929 (0,354  [-2,07624(0,74224
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1.2 Follow-up

Standar
Ikke dise-
FvC standardiserede [rede L
koefficienter  koefficie [t Signifika|95%
ns konfidensinterval
nter
Std.
B Error Beta
(Constant) 18,837 39,181 0,481 0,631
SPR@JT SELV B.T. >1
GANG/MD. 8,303 (3,963 0,128 [2,095 [0,037 |0,53552 [16,070
SPR@IT SELV T.H. >1
GANG/MD. 5,714 6,038 0,057 10,946 0,345 |17,54848/6,12048
SPR@IT SELV V.L. >1 .
GANG/MD. 4891 (3,619 0,081 F1,352 0,178  [11,98424 2,20224
/Antal positive
standardprik 0,552 (1,049 0,03 0,526 0,599 |[1,50404 [2,60804
HEIGHT 0,11 0,198 }0,046 0,557 0,578 |0,49808(0,27808
Rygerstatus inden for 2
ar L4663 2,523 10,107 1,848 [0,066 |-9,60808|0,28208
SEX 1,686 3,607 (0,038 [0,467 (0,641 |5,38372 [8,75572
ALDER -0,02514/0,116  }0,013 0,217 0,828 }0,2525 [0,20222
| gartneri Bacillus 528 13,002 0,115 F.,759 (0,08  |11,16392(0,60392
I gartneri Trichod 4,73 2753 0,11 1,718 10,087 |0,66588 [10,12588
I gartneri verticillium 12361 13083 0,046 0,766 (0,444 |-8,40368 [3,68168
| gartneri paecilomyces 1149 3698 (0,02 (0,311 [0,756 }6,09908[8,39708
Ikke Standardi
FEVL standardisere [se-rede
de koefficien " Signifika|95%
koefficienter [ter ns konfidensinterval
B Std. Beta
Error
(Constant) 30,183 (39,417 0,766 (0,444
SPR@IT SELV B.T. >1
GANG/MD. 2,402 3,986 0,037 |0,603 (0547 [-10,21 5,41056
SPR@JT SELV T.H. >1
GANG/MD. 2,022 6,075 }0,02 0,333 (0,739 }13,92 [9,885
SPR@IT SELV V.L. >1
GANG/MD. 2907 [3,64 0,049 0,799 (0,425 10,04 [4,2274
)Antal positive
standardprik 1,249 [1,055 0,069 [1,184 (0,237 0,818 [3,3168
HEIGHT 0,155 [0,199 }0,065 |-0,778 0,437 |-0,545 [0,23504
Rygerstatus inden for
2 &r 4729 546 0,109 |1,858 [0,064 9,71 (0,26116
SEX 1,038 [3,631 0,024 |0,286 0,775 |8,154 [6,07876
ALDER -0,080370,117 }0,042 0,687 (0,493 }0,309 |0,14895
I gartneri Bacillus 11526 3,028 10,033 0,504 (0,615 [-7,460 4,40888
I gartneri Trichod 10334 2,767 0,008 0,121 (0,904 5,757 [5,08932
I gartneri verticillium 3 694 3114 0,071  [1,186 (0,236 2,409 [9,79744
| gartneri run 1
paecilomyces 1,091 3,719 0,019 |0,293 (0,77 18,380 |6,19824
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Standard

Ikke ;
. ise-rede

FEVI/FVC srandardiserede koefficie t Signifika [95%

nter ns konfidensinterval

Std.
B Error Beta

(Constant) 6,678 7,616 0,877 0,381
SPR@IT SELV B.T. >1
GANG/MD. 2584 0,771 }0,203 |-3,354 |0,001  |4,09516 1,07284
SPR@IT SELV T.H. >1
GANG/MD. 0,8 1,174 0,04 0,682 (0,496 |1,50104 [3,10104
SPR@IT SELV V.L. >1
GANG/MD. 0,112 0,703 (0,009 (0,159 |0,874 |-1,26588 [1,48988
/Antal positive
standardprik 0,25 0,204 (0,07 1,227 [0,221  }0,14984(0,64984
HEIGHT -0,03545 0,039 0,075 0,921 (0,358  [0,11189 [0,04099
Rygerstatus inden for
2 &r 0,06133 0,493 (0,007 (0,124 0,901 |-0,90495[1,02761
SEX 0,858 0,702 0,099 |1,222 0,223  }2,23392 [0,51792
ALDER -0,02326/0,023 0,061 |1,028 10,305 |-0,06834(0,02182
| gartneri Bacillus 1,092 (0586 0,12 1,863 (0,063 0,05656 [2,24056
I gartneri Trichod 1,091 (0535 0,129 2,038 (0,042 |2,1396 |0,0424
I gartneri verticillium 1304 0,602 (0,127 [2,166 (0,031 [0,12408 [2,48392
| gartneri
paecilomyces -0,667 10,719 0,058 0,929 0,354  |2,07624(0,7422
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