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ABREVIATURAS

AA: Alternaria Alternata.

Ac: Anticuerpo.

AF: Aspergillus Fumigatus.

Ag: Antigeno..

Artem.: Artemisa.

Cefiig.: Cefiiglo.

Cerea.: Cereales.

CIE/CRIE: Radioinmunoelectroforesis cruzada.
CL: Cladosporium Herbarum.

Conc.: Concentracién.

Df: Dermatophagoides farinae.

Dp: Dermatophagoides pteronyssinus.
ECF-A: Factor quimiotactico de eosinéfilos de la anafilaxia.
Ep.Ov.: Epitelio de oveja.

Ep.V.: Epitelio de vaca.

Gram: Gramineas.

Igb: Inmunoglobulina.

MIF: Factor inhibidor de macréfagos.
Pariet.: Parietaria.

pl: Punto isoeléctrico.

Pm: Peso molecular.

RAST: Radioinmunoensayo.

SI: Sistema inmune.

SRS-A: Sustancias de reaccién lenta de anafilaxia.
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I.— INTRODUCCION.




1.- INTRODUCCION HISTORICA.

Queremos comenzar esta breve resefia histérica por John
Bostock (67), va que es evidente que todo 1l1lo sucedido
anteriormente, aunque documentado en multiples ocasiones
carecia como es lbgico, de las consideraciones étiolégicas
que nos ocupan. (46,55,66;68,103,109,118,126,138)

Asi pues, John Bostock (67), hablando a 1la Royal
Medical Society de Londres en 1819, describidé su propia
"afeccibdbn peridbdica de los ojos y el pecho" a la gque llaméd
Catarrhus aestivus, o <catarro de verano. Esta condiciédn
también se conocid con el nombre popular de "fiebre del
heno", ya que prevalecia la idea de que era producida por el
efluvio del heno fresco. Mas tarde, Bostock presentd un
muestreo del mal pero sbélo pudo hallar 28 casos en toda
Inglaterra,

Medio siglo mé&s tarde, Charles Blackley (94,125)
establecié sin lugar a dudas que el polen Jjuega un papel
importante en 1la causa de la fiebre del heno, y ello fue
referido en su libro " Experimental Researches on the Causes
and Nature of Catarrhus aestivus ".

Este autor estudidé en si mismo el efecto de los pdblenes
haciendo friccién con diverso material en su brazo y produjo

una reaccién cuténea que media 1,5 por 2,5 pulgadas. También

provocd en diversos pacientes episodios de conjuntivitis,




rinitis y asma.

Posteriormente y por métodos rudimentarios llevé a cabo
un recuento de pdlenes en el aire y observdé una correlacién
entre el muestreo y los sintomas propios y 1los de sus
pacientes. Finalmente hizo un recuento de muestras a 500 m.
sobre el nivel del suelo utilizando placas de vidrio
alargado a las cuerdas de cometas. (94,125)

Tras la publicacién de su 1libro, Blackley recibié
muchas cartas de personas que mostraban interés por sus
observaciones. Entre esas cartas, una de Charles Darwin (16)
que decia : " He 1leido dos tercios del 1libro con mucho
interés...", y sugiribd a Blackley 1la posibilidad de
investigar las diferencias que podrian ser inherentes a 1los
pblenes transportados por el viento y aquellos que eran
transferidos por los insectos.

Por otra parte, en el siglo XIX (99,100), no sbélo fue
descrita la fiebre del heno como una entidad c¢linica, sino
también 1la rinitis vasomotora (o rinitis perenne no
infecciosa); fue explicada por Herzog (94) en 1881, y
Quincke (94) describe un afio més el edema que llevaria su
nombre.

Aunque fue demostrado que estas entidades clinicas, y
también el asma bronquial, podian en ciertos casos ser
provocados por exposiciédn a sustancias extrafias, no dafiinas

per se, los mecanismos tras 1los sintomas no fueron

dilucidados hasta mucho mas adelante.




En 1901, 1los cientificos franceses Charles Richet vy
Paul Portier (99) efectuaron un viaje por el Mediterréneo
con el fin de estudiar las medusas venenosas, cuya picadura
es extremadamente dolorosa. Tras su regreso a Paris, Richet
intentdé hacer inmunes a los perros por el conocido método
del Rey Mitridates de Pontos (132-63 a.c.) que tomaba
repetidas dosis pequefias de veneno para volverse resistente.
(110)

A uno de los perros le administrbé a los 22 dias de la
primera inyveccidbédn una segunda, esta vez 1/10 de la dosis
fatal Y., tras pocos segundos, el animal se agravd
rapidamente y muribé a los pocos minutos.

Richet quedé atédé4nito por el resultado que era opuesto a
lo esperado. Creyd que 1la defensa natural contra 1la
sustancia téxica habia desaparecido. Como el fenbmeno fue
considerado opuesto a la profilaxis se 1le llamé anafilaxis.
(99,110) Este término es usado actualmente para la alergia
inducida en animales vy para severas reacciones alérgicas
sistémicas en el hombre.

Richet recibié el premio Nobel de Medicina en 1919.
Aungue su interpretacién del experimento era errbnea, el
concepto de anafilaxis se mostrdé muy util en el posterior
estudio de la alergia. Pocos afios mas tarde fue sugerido por
Wolff-Eisner (16) en 1906 y por Meltzerque (16) en 1910 que

la fiebre del heno y el asma, podrian se consideradas como

anafilaxia humanas.




El afio siguiente al experimento de Richet, M. Arthus
(113) mostrd que las reacciones anafilécticas pueden ser
desencadenadas por sustancias que no son téxicas en si. Este
autor, inyectd suero de caballo en conejos sin Qque causase
ninguna reaccién en un primer momento, pero cuando repitid
la inyeccibn, tras varias semanas, observé una fuerte
reaccién. El tejido se inflamaba y se volvia necrético en
algunos casos. Esta reaccidén anafilédctica 1local, tomo el
nombre de "fenbmeno de Arthus".

Dos pediatras, el austriaco C.Von Pirquet (16) vy el
hiingaro Bela Shick (16) informaron en 1905 que nifios a los
que se habia suministrado repetidas inyvecciones de
antitoxina streptocbdecica de caballo desarrollaron fiebres en
algunos casos, hinchazén de glandulas y urticarias. Es la
llamada "enfermedad del suero". Von Pirquet (67) en un
articulo publicado en el Minchener Mediziniche
Wochenschrift, en 1906, propuso el término "alergia" para
referirse a la reactividad combinada. La raiz semantica de
alergia proviene del término griego "allos"= diferente, y de
"ergos" = trabajo o acciédn.

Los investigadores americanos R.A. Cooke (57)y A.F.
Coca (57), en 1923, propusieron el término atopia para
aquellas formas clinicas de alergia, manifestada por fiebres
y asma, al constatar que"los individuos, como grupo, poseen
una capacidad peculiar para volverse sensibles a ciertas

proteinas a las que su ambiente y hédbitos de vida les expone



frecuentemente". Asi una predisposicién heredada a volverse
sensible es un hecho caracteristico de la atopia. M4&s tarde
se afiadidé otra caracteristica, 1la presencia de la "reagina"
o alergeno.

En 1919 el Dr. Maximilian Ramirez (113) de Nueva York
informé de un caso inusual de asma en la revista Journal of
the American Medical Association. Habia sido consultado por
un hombre que habia desarrollado un atagque de asma por
primera vez, en un carro tirado por caballos en Central
Park. Este paciente habia tenido anteriormente una
transfusidén sanguinea por anemia, vy el Dr. Ramirez encontrd
que el donante era asmatico. Fue examinado y mostrd una
reaccibédn cutédnea positiva al testigo de caballo. Esta era la
primera observaciébédn, indicando que el asma puede ser mediada
por un factor del suero.

Esta alergia transferida por suero fue confirmada en
1921 por el Dr. Prausnitz (67) en su experimento clédsico con
su paciente Kistner (67). Este experimento, ya conocido,
consistidé en inyectar suero de Kiistner, que era alérgico al
pescado, en el brazo de Prausnitz. Al dia siguiente
Prausnitz se invectd en el mismo sitio y por primera vez en
su vida, extracto de pescado mostrando una reaccibn
positiva. Era manifiesto que el suero de Kiistner contenia un
factor que podia mediar un test cutaneo positivo. El factor

responsable de esta reaccién fue llamado "“reagina" por Coca

y Cooke. (57)




carne, bajo 1la piel del paciente rinitico o asmatico, no
inspiraban mucho respeto a los colegas de los alergdlogos.
b G e 0 1

Esta situacidén cambidé drésticamente en 1967. Debido a
las nuevas orientaciones vy observaciones, la alergia
adquiere categoria de disciplina médica. En nuestra opiniébn,
ello es debido en gran parte, al hallazgo de la IgE.

El equipo formado por Kimishige y T. 1Ishizaka (113),
trabajando en Denver, Colorado, aislaron una fracciébén de
suero rica en reagina de una persona con alergia muy intensa
al polen. Mediante el test de P-K desmostraron el contenido
reaginico del suero que fue usado como antisuero en conejos.
Afiadieron al antisuero las Igbs humanas G, M, D para hacer
precipitar anti-IgG, M, A y anticuerpos D.

Aunque el antisuero debia estar 1limpio, segun los
conocimientos de 1las distintas clases de Igbs seguia
produciendo una reaccién P-K positiva. La adiccidn del suero
rico en reagina original produjo un pequefio precipitado y lo
sorprendente de lo obtenido fue encontrar que estaba exento
de actividad sensitivo cuténea. El mismo precipitado
1imité determinados alergenos, indicando que tenia actividad
de anticuerpo. Ishizaca y colaboradores, 1llegaron a la
conclusién de que los Ac-reaginicos pertenecen a una clase

de Igb aun sin descubrir que llamaron gamma E globulina”.

(113)

Trabajando simulténeamente Ishizacas y colaboradores,




pero independientemente de ellos, Johansson v H. Bennich en
Uppsala, Suecia, obtuvieron una proteina atipica de un
paciente .con mieloma y establecieron que se trataba de una
Igbh que diferia de 1las hasta entonces conocidas. Como las
iniciales del paciente eran N.D. 1la nueva Igb fue llamada
IgND. Usando un método extremadamente sensible de
radioinmunoensavo en colaboracidén con L. Wide, demostraron
la presencia de muy pequerfias cantidades de IgND en el suero
normal.

Johansson y Bennich (16) mostraron mas tarde que en el
suero de pacientes alérgicos habia un alto nivel de IgND, y
demostraron que pequefias cantidades de esta Igb bloqueaban
la reaccién P-K. Estas observaciones junto con los
descubrimientos de las propiedad fisico-quimicas de la IgND
les llevaron a la conclusibén de que la reagina pertenecia a
esta clase de Igb.

Cuando los dos equipos se encontraron en 1968 quedd
claro que habian estudiado el mismo tipo de Igb al que de
comiin acuerdo llamaron IgE, estableciendo, sin 1lugar a

dudas, que esta nueva Igb es la portadora de las propiedades

biolbébgicas del Ac-reagina.
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II.— DESCRIPCION DEL SISTEMA INMUNE.




1%

2.—- DESCRIPCION DEL SISTEMA INMUNE (SI).

En lineas generales, 1la funcién del SI, es distinguir
lo propio de lo extrafo y eliminar esto Ultimo.
El .ser humano, igual que otros seres vivos, necesita

para su supervivencia un sistema de defensa, cuya

deficiencia, ocasiona cuadros clinicos de expresién vy
gravedad variables, desde una rinitis alérgica, hasta
neoplasias.

El SI estd formado por tejidos y érganos que desempefian
sus funciones en 1la defensa del huesped. Estos elementos
son:

2.1.- ORGANOS LINFOIDES PRIMARIOS.

El timo vy la bolsa de Fabricio en aves, y la médula
bsea vy el timo en humanos y mamiferos.

1. Médula bsea: Produce células germinales pluripo-

tenciales que se diferencian en las respectivas poblaciones:
.. Linfocitarias.
.. Granulociticas.
+« Eritrociticas.

.. Megacariociticas.

2. Timo: En é1 se produce:
.. Formacién de células timoderivadas inmunocom-
petentes => Linfocitos T.
.. Fagocitosis de células o clones linfocitarios que

reaccionan contra los antigenos propios.

.. Regulaciétn de 1la funcibén inmunitaria por se-
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creciédn de hormonas solubles.

2.2.- ORGANOS LINFOIDES SECUNDARIOS.

Son los ganglios 1linfé4ticos, bazo y tejido linfoide
intersticial, que estdn comunicados entre si por vasos
sanguineos y linfaticos.

1.- Ganglios linfaticos: Son los érganos periféricos

del SI; tratan de 1localizar 1la infeccibén e impedir su
diseminacidn.

Estédn formados por corteza y médula. _Los linfocitos B
se localizan en corteza y médula, y 1los 1linfocitos T se
encuentran en zona paracortical y area medular.

2.-— El bazo: Su funcién es la de filtrar y procesar
antigenos de 1la sangre. Se puede considerar que estéa
estructuralmente dividido como 1los ganglios en zonas de
células T y células B.

3.- Tejido linfoide: Se halla asociado a las amig-

dalas, placas de Peyer de intestino delgado y apéndice.
También se puede objetivar células T y B. (Quiza la funciébn
del tejido 1linfoide asociado al intestino desarrolla una
funcién de diferenciacién de 1las células germinales en
linfocitos B).

2.3.- CELULAS DEL SISTEMA INMUNE.

1.- Linfocitos: 8Son 1los responsables del recono-
cimiento de lo especifico, del antigeno.
Se dividen en T v B. La funcién de 1los B es la

produccién del anticuerpo, y la de los T es la citotoxicidad

mediada por células.




13

Las células B estdn cubiertas por inmunoglobulinas y
disponen de receptores para el complemento y para la
fraccién Fc de 1la inmunoglobulina. Las células T tienen
capacidad para adherir 1los hematies de carnero a su
superficie formando rosetas. Dentro de su funcidén estd la
"respuesta -de inmunidad mediada por células", como el
rechazo de injertos y la hipersensibilidad tardia.

También existen 1las subpoblaciones de 1linfocitos T,

como son:
..Células T Helper o cooperadoras.
..Células T supresoras. |
..Células T Killer.

Las células B son 1las precursoras directas de las
células maduras secretoras de anticuerpos (células
plasmaticas).

Estd claramente documentado que, existen numerosas

interacciones entre las células T y B. (70,44)

2.- Células fagociticas:

- Macréfagos: Son las células de primer orden en la
respuesta inmune. Derivan de los monocitos sanguineos y tras
su pérdida de madurez en la médula ésea, se sithan en los
espacios histicos por diapedesis, convirtiéndose en
macréfagos histicos activos. Sus funciones mas importantes
son:

.. Quimiotaxis.
.. Fagocitosis.

.. Presentacién del antigeno en forma inmunbdgena a

los linfocitos.
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.. Carecen de especificidad.

- Leucocitos polimorfonucleares: Se localizan en mé-
dula ésea y su funcién principal es la fagocitosis.

- Eosinéfilos: Se localizan en zonas inflamatorias,
zonas de: reactividad inmunitaria, v no se sabe a ciencia
cierta todas las funciones que desempefian, aunque tienen
acciones similares a los neutréfilos.

- Basdfilos y Mastocitos:Los primeros se localizan en
la circulacién y los segundos en tejidos. Ambos liberan los
mediadores de hipersensibilidad inmediata. Estos mediadores
son, principalmente:

.« Histamina.

.. SRS-A ( sustancias de reaccién 1lenta de la
anafilaxia).

.. ECF-A (Factor quimiotélctico eosinofilico de 1la

anafilaxia).

2.4.- COMPONENTES DEL SISTEMA INMUNITARIO.

El SI consta de un sistema especifico humoral que da
lugar a los Ac. de especificidad y memoria y de un sistema

inespecifico celular con células fagociticas y proteinas del

complemento.
Los dos sistemas, cuya funcibén es distinta, se
superponen.
1.- Inmunidad por anticuerpos:

Inmunoglobulina. Esta formada por cuatro cadenas

polipeptidicas, dos 1ligeras Yy dos pesadas, unidas por

puentes disulfuro. Las Igb. se estudian por medio de 1la
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enzima papaina, que las fracciona dando 1lugar a dos
fragmentos: Fab y Fc. El primero es el extremo aminoterminal
al que se le une el Ag., Yy el segundo es el extremo
carboxiterminal, el cual 1le da a 1la 1Igb. 1la actividad
biolbégica, como por ejemplo, la fijacidén al complemento, 1la
transferencia placentaria, la unién a células y a piel.

Existen cinco clases de Igb.: A.G.M.D. vy la IgE, en
funcidén de la estructura de la cadena pesada.

% e IgG: es 1la principal que interviene en 1la
respuesta secundaria o de recuerdo. Se divide en IgG
1=2=3=4. Y sus acciones son:

— Activacién de la via alternativa del complemento.

- Adherencias a macréfagos.

- Atraviesa la placenta.

- Y tiene capacidad para difundirse por los tejidos,
lo que facilita su unidén a los Ags y eliminacibébn de estos.

.. IgM: Es el elemento fundamental de la respuesta
humoral precoz frente a bacterias no protéicas. No atraviesa
la barrera placentaria, pero su estructura polimérica la
hace muy adecuada para la aglutinacién o lisis de los Ags.

.. IgA: Es la principal Igb de todas las superficies
mucosas Vv secrecciones exocrinas. Existe en forma de
monémero dimero y trimero. La IgA secretora estd unida a un
polipéptido que favorece su secrecién a través de las
mucosas, siendo la proteccibén inicial contra patdbgenos a
nivel mucoso. Su deficiencia es de las inmunodeficiencias

mas frecuentes en el ser humano.

.. IgD: Se encuentra en cantidades muy pequefias en el




16

suero. Su funcién no estd bien definida, pero parece ser que
actia como reconocedor en la célula B no comprometida.

.. IgE: o anticuerpo reaginico. Esta en la sangre en
concentraciones bajas, pero en atdépicos alcanza niveles
altos. Los mastocitos y baséfilos tienen receptores para la
regién Fc ‘de 1la IgE y; 1la formacibédn de puentes de dos
moléculas de IgE por antigenos, da lugar a la liberacién de
mediadores de la inflamacién.

2.- Inmunidad mediada por células: La cualidad

fundamental de 1la inmunidad celular es que el efector
especifico del antigeno en esta reaccién inmune, es un
linfocito sensibilizado en 1lugar de una molécula 1libre de
Ac.

El desarrollo de 1los linfocitos T-Ag especificos
depende de la interaccién del macréfago y de la célula T. E1
antigeno intacto precisa unas interacciones celulares para
presentar los determinantes Ags especificos a las células T
implicadas en 1la respuesta inmuno competente. Para que
este proceso ocurra es imprescindible la transformaciébén de
la célula T en linfocito efector especifico de antigeno.
Esta es 1la transformaciédn 1linfocitaria, con 1la que se
produce el reconocimiento del Ag.,la proliferacibén de
linfoblastos Y la transformaciébén de linfocito en
linfoblasto.

Subpoblaciones de linfocitos T:

- células T efectoras. No son especificas de Ag.

Elaboran linfoquinas que se producen por las células T de

memoria especifica de Ag tras el contacto con este. La més
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conocida es el factor inhibidor de macréfagos (MIF)
produciendo disminucién del movimiento del macréfago,
alterando su membrana y su capacidad fagocitica. También se
producen alteraciones enzimaticas intracelulares, como son:

-Aumento de enzimas 1lisosomales.

-Aumento de la actividad del adenil-ciclasa.

—-Aumento de la actividad del shunt hexosa-monofosfato.

—-Aumento de 1la actividad bacteriostatica y antimicro-
biana.

Con MIF pueden colaborar en este proceso el factor
agregador de macréfagos v el factor activador de macréfagos.

Una vez que el macréfago se encuentra con el Ag se
libera la interleuquina-1. Esta mas el Ag activa las células
T cooperadoras y se libera la interleuquina -2 produciéndose
la células T citotbdéxicas. Las células T cooperadoras por
medio de factores especificos e inespecificos se transforman
en células T supresoras, las cuales pueden ser Ag-
especificas o Igb- especificas.

Las linfoquinas, a su vez, actuando sobre el macréfago,

lo transforman en macréfago activado.
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IIT.—- REACCIONES ALERGICAS.
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3.- TIPO DE REACCIONES ALERGICAS.

Clinicamente se distinguen, desde el punto de vista
pedagdgico, cuatro tipos de reacciones que fueron descritas

por Gell 'y Coombs. (44,70)

3.1.- HIPERSENSTBILIDAD TIPO T.

También llamada de tipo inmediato o reaginica.

El organismo estd continuamente en contacto con
antigenos, en este tipo de reaccidén, a los antigenos se les
denomina alergenos y las inmunoglobulinas producidas son la
IgE v la IgG4. Estas inmunoglobulinas son muy citofilicas y
se fijan a 1la superficie del mastocito provocando 1la
liberacidén de mediadores.

Estos son:

-histamina

—-SRS-A

—-serotonina

—-factor quimiotéctico de eosinéfilos de la anafilaxia
(ECF-2)

—-factor activador de plaquetas

-y prostaglandinas.

Ademéis del mastocito v baséfilo hay otras células que
poseen receptores para la IgE, como son:

-células T, células B, monocitos, macrbéfagos alveola-

res, eosiné6filos y plaquetas.

La IgE, tiene un peso molecular de 188000; tiene cinco
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dominios en su cadena pesada, igual que la IgM, Vv a
diferencia del resto de las inmunoglobulinas, es muy rica en
hidratos de carbono un 12%. Su vida media es de dos dias v
medio, no atraviesa la barrera hematoencefélica y se
destruye .a 56 grados centigrados.

La IgGé, tiene un peso molecular de 146000, posee
cuatro dominios en su cadena pesada y es menos rica en
hidratos de carbono, y Ademas, su vida media es de 21 dias.
Tiene una funcidén similar a la IgE, actividad bloqueante, es
decir, hay posibilidad de que una misma célula tenga un
receptor para la IgE junto a uno para la IgG4, en éste caso
al unirse el antigeno no se puentean dos moléculas de IgE,

por lo cual se bloquea la reaccién.

3.2.- HIPERSENSIBILIDAD TIPO II.

Se la conoce como hipersensibilidad citotbéxica mediada
por anticuerpos.

Partimos de 1los antigenos presentes en 1la superficie
celular, a los que se unen los anticuerpos, IgG o IgM
especificos que el organismo produce. Como consecuencia de

esta unién Ag-Ac se produce:

--Fagocitosis de la célula mediante adherencia
opsbnica, (unién de los fagocitos a la fraccidén Fc de las
inmunoglobulinas), o adherencia inmune, (por unién a la

fracecién C3b del complemento, que también es opsonizante).

—--Activacién de todo el sistema de complemento, que
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produce un dafio directo en 1la membrana. Esta activacién
tiene lugar por la via clasica del complemento.

--También se produce un ataque citotdxico extracelular
de las células T "killer".

La activacién del complemento posibilita ademés, que a
través de sus fracciones C3a y C5a sean atraidos los
neutréfilos, macrbéfagos vy eosindéfilos. Estas células
colaboran en la destruccidén de 1las células diana, ya que,
gracias a los receptores que poseen, a las Fc y al C3b, se
unen a aquella v la destruyen, fagocitandola.

Las células diana en 1la respuesta tipo II son
diferentes en cada caso, pudiendo ser hematies, leucocitos,

células de trasplante, etc. Asi tenemos varios ejemplos,

anemia hemolitica del recién nacido, reacciones de
transfusiones, reacciones contra membrana basal del
glomérulo.

3.3.— HIPERSENSIBILIDAD TIPO TIITI.

También conocida como hipersensibilidad mediada por
inmunocomplejos, basa su patogenia en 1la formacibén de
complejos entre el antigeno y el anticuerpo humoral; estos
inmunocomplejos conducen a la activacién del complemento y a
la agregacién de plaquetas. De este modo:

--Se produce C3a y Cba, que poseen propiedades tanto
anafilotéxicas (liberacién de sustancias vasoactivas), como

quimioté4cticas (atraen a los polimorfos). En ésta reaccién,

los polimorfos intentan fagocitar 1los inmunocomplejos, pero
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al no conseguirlo, lo que hacen es liberar enzimas
lisosomales al exterior, causando dafio tisular.

--Los inmunocomplejos interaccionan con 1las plaquetas
produciendo su agregaciédn y la formacién de microtrombos.

Son . basicamente dos: 1la Enfermedad del suero vy el
Fenémeno de 'Arthus.

Existen cinco factores que determinan el depébdsito de
inmunocomplejos en el tejido:

—-Aumento de la permeabilidad vascular.

-Procesos hemodindmicos.

-Unidén del inmunocomplejo.

—~Tamafio del inmunocomplejo.

-Tipo de inmunocomplejo.

3.4.- HIPERSENSIBILIDAD TIPO IV.

Se le llama también reaccibdn tipo retardado.
Esta reacciébn es mas frecuente en alergia que las tipo
ITI v III, es una reaccién no mediada por anticuerpos, ya que
los efectores principales son los linfocitos T.
Los linfocitos T son estimulados por el contacto del
antigeno y dan lugar a la produccién de :
-Células de memoria.
-linfocitos T efectores:
-Células citotdxicas:
* natural killer, no necesitan inmunoglobu-
linas.

x células citotbdxicas dependientes de inmuno-
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globulinas:
-Supresores.

-De hipersensibilidad retardada.

Se .distinguen tres mecanismos implicados en esta
reaccidn:

1.-Los linfocitos T "killer" se unen a 1los receptores
antigénicos de la célula diana, destruyéndola.

2.-A la célula diana se le unen IgG especificas de los
antigenos presentados. A éste complejo célula-IgG se unen
linfocitos ki lller" dependientes de anticuerpos, son
receptores para la fraccibén Fc de la inmunoglobulina.

3.-Hipersensibilidad retardada, los linfocitos T
sensibilizados por 1la presencia del antigeno, producen
linfogquinas, estas atraen a otras células, 1las activan, e
inhiben su migracién.

Las linfoquinas principales son:

-Factor activador de macréfagos.

-Factor quimiotéctico mononuclear y factor inhibidor de
la migracidén, atraccién de macrédbfagos.

—-interleuquina II.

-Interferdn.

-Factor inhibidor de linfocitos, funcibén T supresora.

-Linfotoxina.

—-Factor reactivo con la piel.

Algunos ejemplos de éste tipo de reaccibén son:

dermatitis de contacto, reaccidédn de la tuberculina, reaccidn

granulomatosa, etc.
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IV.— HONGOS: CLASTFICACION.




La clasificacidén de los hongos es la siguiente:

(8+:9,11,40,43)

REINO HONGOS

DIVISION:
-MYXOMICETOS
-EUMICETOS
SUBDIVISION:
-DEUTERMICOTINA (hongos imperfectos)
-MASTIGOMYCOTINA
-ZYGOMICOTINA
-ASCOMICTINA

-BASIDIOMICOTINA

A.- ZYGOMICOTINA:

CLASE: ZYGOMICETOS
ORDEN: MUCORALES
FAMILIA: MUCORACEAE
GENERO: MUCOR, RHIZOPUS

B.- DEUTEROMICOTINA:

CLASE: HYPHOMYCETES
ORDEN: HYPHOMYCETALES

GENERO: ASPERGILLUS



CLASE:

ORDEN:

GENERO:

CLASE:

ORDEN:

GENERO:
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PENICILLIUM

ALTERNARIA

CLADOSPORIUM

CURVALARIA

HELMINTHOSPORIUM

AEROBASIDUM

STEMPHYLIUM

EPICOCUM

FUSARIUM

TRICHODERMA

BLASTOMYCETES
CRYPTOCOCALES

CANDIDA

CAELOMYCETES

SPHAEROPSIDALES

PHOMA
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V.- DESCRIPCION DE LOS HONGOS.
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D=l BuShnCeRe T PG T O N D E L OS HONGO S

Los hongos, objeto de nuestro trabajo. Son 1los que

revisamos a continuacidn:

5.1.- MICROMICETOS: POSICION Y ESTRUCTURA.

5.1.1.- ALTERNARIA ALTERNATA.

Descripcidn: (Foto 13) Sus colonias son grises, verdes

oscuras, marrones O negras. La conidia es marrébén oscura,
lleva ramas encadenadas del tipo de conidiospora simple v
estd dividida por varias cédulas transversas vy verticales.
Su tamafio es de 20-63um. de largo y 9-13um. de ancho. (135)

Presencia: es muy comin Yy se encuentra en algunas
plantas y en sustratos incluyendo el suelo, alimentos y
tejidos (131). Conocemos habitat comunes, que como decimos
son, el suelo, silos de grano (33), lefia podrida, nidos de
padjaros y plantas del Dbosque. Las manchas negras de los
tomates también pueden ser producidas por 1la Alternaria
(132). Se considera un hongo de exterior y aparece cuando
hace calor. Su crecimiento éptimo es de 25-262C y maximo
31-322C y minimo de 6-6,52C. También hay formas que se
adaptan al frio 02C. (40,39)

Por otra parte es considerado uno de 1los hongos més

importantes alergénicos en USA (71) . Las esporas de
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Alternaria estan relacionadas con el asma del panadero y
también con el pulmén de los trabajadores del papel (18,65,
112,205

Yuringer et all (137) descubrieron el alergeno mavor de
la Alternaria, que es el Alt-1 (133), es un carbohidrado
rico en proteinas con un Pm de 30.000 daltons. (54,4)

Alergenos idénticos o parcialmente idénticos a Alt-1
han sido descritos por Nylon et all (98) es el Ag-1 vy por
Aukrus et all (12) es el Ag-8.

Budd y colaboradores describen el aislamiento de un
péptido alergénico basico con un Pm. por debajo de 14.000
daltons. (21, 22)

Toxicidad: Cereales afectados severamente por esta

clase de hongo son téxicos para mamiferos. (39)

5.1.2.- CLADOSPORIUM HERBARUM.

Descripcidbdn: (Foto 14) Las colonias alcanzan 3-3,7 cms

de diémetro después de 10 dias en agar de malta a 202C. La
conidia es elipsoidal o] redondeada, frecuentemente
ramificada v con un tamafio de 8-15 x 4-16um. (40)

Presencia: Es uno de 1los hongos mas frecuentemente
encontrados en la atmésfera (47). La conidia seca es
f4dcilmente transportada a través del aire (17) pudiendo
atravesar facilmente los océanos (39). Se halla presente en
gran numero en el aire (mas de 35.000 conidias por metro

cuadrado son detectadas en Leiden, Alemania Oeste). La

concentraciédn interior (92) depende de 1la exterior en




funcién de las condiciones climéticas. (46)

Puede empezar a aparecer en la atmésfera en Mayo,
teniendo un pico en Julio , Agosto, Septiembre y Octubre.
(69,82,91,90,96)

El Cladiosporium es uno de los hongos mas colonizadores
de sustratos, como en plantas muertas y perecederas en
particular, hojas y tallos de varias especies de plantas,
incluvendo helechos, musgos, plantas acudticas y desérticas;
también en varios tipos de suelos, en productos alimenticios
ricos en cereales, pepinos, tomates y melocotones (8,9). Es
frecuentemente encontrado en refrigeradores, en marcos de
ventanas, en casas con techos de paja, y casas con poca

ventilacibébn, casas bajas con humedad alrededor. También ha

sido aislado en tanques de fuel, en cremas pinturas y
tejidos. Su temperatura de crecimiento O6ptima varia de
18-282C.

Por otra parte, el Cladiosporium es uno de los hongos
que mas responsabilidad tiene en cuanto a 1la positividad de
los test cuténeos en individuos alérgicos (3,80,86,93,101).
En un estudio de 1.300 nifios asmaticos en Finlandia, 7,1%
tenian positividad al Cladiosporium, siendo el hongo mas
comiin a la hora de producir sintomas alérgicos. (9,42)

Su composicién alergénica ha sido estudiada mediante el
CIE/CRIE (10) vy otra técnicas, demostrando alrededor de 60
Ag. precipitables. Usando un panel de sueros de pacientes
alérgicos encontramos: 1 mayor, 10 intermedios vy 25
alergenos menores que fueron identificados por Aukrus et all

(11,14,15,128). E1 alergeno mayor Ag-32 fue aislado y su Pm.
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concentracién de esporas en el aire es baja. La temperatura
alta, requerida por este hongo, hace que aparezca una alta
incidencia en los meses calurosos. Su crecimiento es éptimo
a 40°C, necesitando el sustrato gran cantidad de agua. (82)

Los .restos de plantas, montones de estiercol, de heno o
de paja, coen alto contenido en humedad, cuando se calientan
producen gran cantidad de esporas, 1las cuales, pueden ser
liberadas al aire, causando una alta incidencia 1local. El
Aspergillus es considerado siempre un importante hongo de
interior, y se caracteriza por su habilidad para crecer en
un amplio rango de temperatura, 122C.- 572C, con una
temperatura 6ptima entre 37-43°C. (87,47).

Por otra parte la inhalacién de conidias o micelios de
Aspergillus puede desarrollar graves enfermedades, cuya
severidad depende de 1la respuesta inmune del huesped. Es
responsable del: Asma alérgico, aspergiloma, neumonitis por
hipersensibilidad, aspergilosis invasiva y aspergilosas
extrinseca broncopulmonar. (47,48,49)

Es considerado asi mismo, como causante de  1la
enfermedad del "pulmén de granéero", del "asma del panadero"
y de la enfermedad de los trabajadores de la malta.(47)

Los alergenos mas importantes, Ag-10 y Ag-40 fueron
identificados por I. Wallenbeck et all. (134,63)

H.F. Kauffman et all (42,59,60) han estudiado 1la
composicién antigénica del Aspergillus en relacidédn con las
condiciones de crecimiento. (64)

Toxicidad:

El Aspergillus se reconoce como causa de enfermedad en




33

hombres vy animales, sobre todo en péajaros (47). La
patogenicidad depende de 1la via de crecimiento del hongo,
invadiendo diferentes ¢rganos y produciendo diferentes y
potentes toxinas. Micotoxinas a alcaloides fumigaclavine A vy
Fumigaclavine C han sido encontradas en Aspergillus aislados

de hongos dé granos en silos(35).

Una toxina termogénica , 1la Fumitremorgin-B ha sido

también aislada de Aspergillus. (136).




VI.—- INCIDENCIA.
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6.- INCIDENCIA DE LAS ENFERMEDADES ALERGICAS.

Las muestras aerobioldgicas estudiadas, tienen una
distribucién mundial vy son una causa de enfermedades
alérgicas, por sensibilidad mediada por IgE. (1,3)

En 1980, habia 281 hongos disponibles comercialmente en
USA (24). Estos extractos fungicos son variables y complejos
en sus constituyentes.

De cara a 1la clinica, 1la tarea de diagnéstico y
tratamiento de pacientes con alergia a hongos constituye un
gran problema debido a la falta de extractos estandarizados
de forma adecuada (2).

Afortunadamente las perspectivas de avances en este

area aparecen brillantes. En afios pasados, las técnicas han
sido desarrolladas, permitiendo adecuar 1los estudios de
composicién vy contenido de tales extractos: «(11). El

aislamiento vy purificacién de alergenos de extractos
faingicos, tiene ademéds el desarrollo y estandarizaciédn de
extractos alergénicos. (6,59,72)

Estas referencias internacionales incluyen alergenos
fingicos tales como ALTERNARIA, CLADOSPORIUM y ASPERGILLUS.
(Lt 2 160)

Trabajos de eficacia terapéutica de 1los extractos
fingicos estandarizados han comenzado a aparecer Yy los

estudios adicionales estdn en progreso. (62,71,11,12,24,38)




6.1.- EPIDEMIOLOGIA.

En el ambiente natural el hombre se expone a mas de
cien especies de hongos aéreos.

Las esboras de hongos pueden exceder a la cantidad de
pblenes en la atmbésfera en el doble. Los mas dominates en
las muestras aéreas obtenidas son: CLADOSPORIUM vy ALTER-
NARIA, asi como algunas levaduras. (81,93,50,90,91,45)

La concentracién de hongos de interior, generalmente
coincide con los de exterior (92), salvo en el caso de los
hongos Aspergillus y Penicilium, que son hongos de interior

y su concentracidédn no depende de la exterior.

En los EE.UU. la Alternaria es el alergeno mas
frecuente en 1la costa Este, en el bajo medio Oeste y en
California. 8Sin embargo, es el alergeno més frecuente en

zonas mas templadas y calurosas. (8,9,32,26)

Inicialmente la sensibilidad a hongos fue igual a los
test de sensibilidad cutédneas pero se encontraron algunos
pacientes con reactividad cutanea que no experimentaban los
sintomas tipicos en el periodo en el que habia alto nivel de
esporas fungicas en la atmésfera (92). Esto podria deberse,
en parte, a irritantes propios del extracto usado como
testigo.

El papel de las sensibilidades a hongos en una variedad
de enfermedades alérgicas fue establecido por estudios de
provocacién. Harry et all provocan (53) asma y rinitis en

diez o doce pacientes con sintomas y test positivos a
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Alternaria que tienen una historia sugestiva de alergia a
hongos.

De cada diez pacientes con test positivos solamente
uno muestra una historia de sensibilidad vy desarrollo de
sintomas . bajo provocaciédn. Pennington (101) aplicd un
algodédn que~previamente habia pasado por un cultivo de
hongos aplicédndolo a la mucosa nasal de 61 individuos con
test positivos, de los cuales 22 reaccionaron a la variedad
de hongos a los que dieron positivo en los test cuténeos.

Consecuentemente se descubre que no son suficientes los
test cutaneos, sino que son necesarios estudios méas
sofisticados que demuestren 1la actividad en pacientes con
test positivos, cuva hipersensibilidad inmediata vy las fases
de reacciones alérgicas han sido inducidas por estudios de
provocacién (84). A pesar de los numerosos estudios
implicando 1la sensibilidad a hongos en la patogénesis de
enfermedades alérgicas, la prevalencia de estos no ha sido
establecida.

En pacientes con asma o rinitis, con frecuentes test
cutédneos positivos a alergenos fuingicos varia de un 4% en
Escandinavia a mds de un 80% en USA (74). Ademas la
reactividad cuténea positiva indica 1la presencia de
anticuerpos v de IgE a alergenos flngicos; 1la correlacién
entre los sintomas v los test cuténeos positivos es de un
50%.

La potencia y materiales usados para los test cutaneos

influyen significativamente en los resultados de prevalencia

de sensibilidad a hongos. Por ejemplo: 1los test cuténeos




positivos en pacientes con historial sugestivo a

sensibilidad Cladiosporium Herbarum varia de un 12,5% a un
86% en la misma poblacién dependiendo del extracto usado
como testigo. (1)

La sensibilidad a hongos estd reconocida, y no es
siempre posible establecer una correlacidédn entre esporas
fingicas contadas en la atmésfera y la presencia de sintomas
alérgicos. Bruce et all (20) pudo correlacionar los sintomas
de asmas otofiales con esporas de Alternaria en solo 15 de 29
sujetos que han demostrado IgE a estos hongos. (25)

En un estudio de la universidad de Wisconsin sbélo 1 de
20 sujetos sensibles a Alternaria, demuestran una
correlacidén positiva entre sintomas alérgicos vy esporas de
Alternaria. (25)

La introduccién de muestras aereas y técnicas que
pueden cuantificar la cantidad de alergenos en la atmbésfera,
puede aclarar estos problemas.

Agarwal et all (5) descubrié el alergeno mayor de
Alternaria en la atmésfera.

Desde que la actividad alérgica puede ser 1l1llevada en
otras particulas ademés de las esporas tales estudios pueden
intensificar las medidas entre la exposiciédn a alergenos y
los sintomas clinicos. Las medidas medioambientales han
supuesto nuevos avances y aprovechamientos en el estudio de
la alergia a hongos. (51)

Salvaggio et all (112) describe una alta proporcién de
admisién de asmaticos en el Hospital de Nueva Orleans que

parece estar asociado con una alta cantidad de esporas,
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particularmente de esporas pequenas, tales como 1los
basidiomicetos.
Los Dbasidiomicetos, estan extensamente distribuidos y

sus esporas son las méas comunes en la atmbésfera (28,29,30,
o L Inyestigaciones recientes muestran que ellos producen
enfermedades alérgicas.

Santilli et all (115) demostraron que en 32 sujetos
alérgicos a gramineas el 65%-75% tenian test cuténeos
positivos a tres extractos de basidiomicetos estos fueron
ademds confirmados por la demostracidén positiva al RAST vy
CRIE,

Finalmente los médicos necesitan entender las
posibilidades de sensibilizacidén a materiales fuangicos, no
solo de exposicidén natural de exterior, sino también de
interior.

Un modesto numero de plantas secas en 1las casas
contribuye minimamente a la presencia de alergenos en los
hogares (23). Lo mismo sucede con las plantas de interior
que favorecen el crecimiento de hongos fécilmente
distribuidos por el aire.

Los vaporizadores de aire pueden generar también altas
concentraciones de esporas fungicas (121) v los fumadores de
marihuana pueden desarrollar reacciones de hipersensibilidad
a hongos. (58)

También se debe considerar la exposicibén ocupacional a
hongos como una fuente importante de sensibilidad. Por

ejemplo: en panaderos (65) se diagnostican test cuténeos

positivos v cambios bronquiales a Alternaria y Aspergillus.
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7 .- HIPOTESIS DE TRABAJO.

La gran morbilidad de enfermedades alérgicas,
aproximadamente el 12% de la poblacién mundial es un hecho
incuestionable, vy dentro de ellas cada vez se constata mas
la implicacidén causal de 1los hongos en este tipo de
patologia.

Por otra parte no existe una base cientifica
completamente contrastada, en cuanto, a los métodos
diagnbésticos etioldébgicos de los procesos alérgicos causados
por hongos. En nuestra regidén, los hongos constituyen uno de
los alergenos involucrados en el inicio de la enfermedad de
muchos pacientes que atendemos diariamente.

Por ello, nos planteamos los objetivos de esta tesis
que son tratar de conocer la incidencia de 1la patologia
alérgica inducida por hongos en nuestro medio.

Asi mismo, trataremos de establecer si en el momento
actual es suficiente la correlacidn existente entre historia
clinica y diagnéstico etiolbgico de alergia a hongos, o si
por el contrario seria necesario incidir més atn no sblo en
la historia clinica, sino también, en la exploracién fisica
y sobre todo dentro de los elementos complementarios de

diagnbéstico en alergenos con estandarizacién mucho més

adecuada.
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VIII.- MATERIAL Y METODOS.




8.- MATERIAL Y METODOS.

El trabajo se ha realizado sobre
pacientes afectos de procesos alérgicos,

al siguiente-estudio:

8.1.- ANAMNESIS:

Nombre
Edad Sexo Fecha
Antecedentes familiares
Antecedentes personales
Frecuencia
Tipo de sintomas:
Estornudos
Rinorrea
Picor de nariz
Lagrimeo
Enrojecimiento ocular
Picor de ojos
Picor de oidos
Picor del paladar
Carraspera de garganta
Tos:
Productiva
Seca

Espasmédica

un total de 700

y fueron sometidos



Sibilancias:

Inspiratorias
Espiratorias
Disnea
Duracién de la crisis
Momento del afio
Estacién:
Invierno
Primavera
Verano
Otorno
Dia:
Soleado
Nublado
Lluvioso
Seco
Ventoso
Hora:
Nocturno
Diurno
Tarde
Levantarse
Lugar:
En la casa
En la calle
En el trabajo
Tipo de vivienda:

Casa baja




Casa
Casa
Casa

Piso

Condiciones de vivienda:
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de huerta
de campo

de playva

Ventilada

Soleada

Seca

Humeda

Cerrada

Calefacciébdn

Aire

acondicionado

Alfombras

Tapiceria

Tipo

Tipo

Tipo

Tipo

g

de suelo

de paredes:
Pintadas
Empapeladas
Enlucidas
Encementadas
Madera

de colchén:
Espuma
Muelles
Agua

Lana

Plumas

de almohada:
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Espuma
Muelles
Agua
Lana
Plumas

"Tipo de mantas:
Lana
Algodédn
Sintéticas
Edredones
¢En alguna habitacién en particular aumentan o

desencadenan los sintomas?: SI NO

SI (descripcidén de la habitacién y objetos)

Descripcibén del baifio:
Hamedo
Seco
Tipo de cortinas de bafio
Mamparas
Pérdidas frecuentes de agua
Descripcién y tipos de plantas de interior:
Secas

Verdes

Flores

se le
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Acimulo de alimentos ¢cuales?
Actimulo de grano (silos)
Harinas
Estiercol (casa de campo o huerta)
Plantas de exterior
Acuimulos de hojarasca
Frutas en putrefaccién
Basuras
Cultivos:

Frutales

Verduras

Hortalizas

Cereales
Animales
Exposicibén a productos quimicos
Intolerancias a:

Polvo

Insectos

Alimentos

Animales

Olores

Humos

Medicamentos

Ejercicio

Emociones

Cambios de temperatura

Cambios de estacidbn

Fumador
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Bebedor

Medicacidén que toma

Tratamientos anteriores: S DRD B
e 2 \
Medicamentos " \
Vacuna e
\Ys, :
Sl

8.2.= EXPLORACION FISICA:

Hacemos especial hincapié en algunos aspectos como son:

8.2.1.- Exploracibén cardio-respiratoria.

8.2.2.- Exploracidn Otorrinolaringoldgica.

—-—— Rinoscopia:estudio de 1la fosa nasal anterior,
estado de 1la mucosa, secreciones color, consistencia,
poliposis, ulceraciones, lesiones.

--- Faringe: amigdalas, y todo el anillo de WALDEYER,
en el que distinguimos coloracibén, secreciones, lesiones
gtc. .

—-—— Otoscopia:en busca de lesiones CAEX. y del
timpano.
—-—— Peso del paciente y talla.

——— Tensidén arterial.

8.3.—- EXPLORACIONES COMPLEMENTARIAS:

--- Rx de torax, P-A y L.
-—-— Rx de senos paranasales

--- Espirometria

——— Electrocardiograma.




8.4.—- ANALITICA:

—--— Analisis de sangre:férmula, recuento,
hgbl,hto,VSG, pruebas reuméaticas,

—~—— Andlisis de orina: sedimentos y anormales

——= Anélisis de heces: paréasitos.

-—-- Determinaciones de eosinéfilos en moco nasal
y esputo.

-—— Determinaciones de IgE total.

8.5.- DPRUEBAS ALERGICAS:

—-—— Prick-test, en funcidén de la historia clinica.

Ademds de ello, al paciente que en su diagndstico
etioldgico evidencian positividades a hongos con alergenos
estandarizados comercialmente, les aplicamos el protocolo de

inclusién de estudio que consiste en:

8.6.— PROTOCOLO DE ADMISION DE PACIENTES:

1.-Edad superior a 16 arfos.

2 .-Preferiblemente de raza blanca y no hipertricéticos.
3.-Anamnesis: rinoconjuntivitis o asma.

4 .-Dermografismo negativo.

5.-No padecer dermatitis atépica.

6.-No estar embarazada.

7.-No haber recibido inmunoterapia en 1los Gltimos 5

anos.




8.-No estar en tratamiento con:

-beta-bloqueantes.
-H-2 antagonistas.
—antidepresivos triciclicos.
-esteroides.
9.-En las 48h, previas a las pruebas:
-No estar en tratamiento con antihistaminicos.

-No estar en tratamiento con descongestionantes.

A los pacientes incluidos en el protocolo de admisiébdn
les fue realizado:
-Prick-test, con hongos estandarizados por nosotros.

-Pruebas de provocacidén nasal.

8.7.-— METODOLOGIA DE LA TECNICA DEL PRICK.

1.-Eleccién de la zona a utilizar:
-Se empleara la cara volar del antebrazo vy
preferentemente alejada de la inmediaciones de los pliegues

de codo y mufieca.

2.-Limpieza de la zona a utilizar:
-se limpiaréd la zona con una gasa—algodbén impregnado en
una solucién salina fisiolégica, sin presionar, para evitar

problemas inherentes al dermografismo.




3.-Realizacién de la prueba del prick:

-Emplear una lanceta por cada prueba de
extracto-dilucién.

-Codificar de acuerdo con 1lo indicado en el vial,
mediante uﬁ' rotulador las claves de 1los lugares elegidos
para realizacién de las pruebas. |

-Separar las pruebas entre si 3 cm.

-Colocar una gota del extracto sobre la piel.

-Presionar con la lanceta a través de la gota, evitando
la formacidén de sangre.

-Repetir 1las pruebas en las que se hubiese producido
sangre.

-Inmediatamento de realizar el prick, secar con un
papel absorvente de celulosa las gotas. No apretar o frotar,
para evitar mezclas.

-Tapar el brazo.

-Mantener en reposo al paciente.

-Leer los resultados tras 15 minutos y transferir los
datos a las hojas control:

-Bordear el contorno de 1la péapula con un
rotulador de punta fina.

-Adherir wuna tira adecuada de una cinta
adhesiva transparente, con objeto de calcar la papula.

-Transferir la cinta adhesiva calcada a la
hoja control adecuada.

-Identificar sobre la hoja de control con la

cinta adhesiva calcada 1la correpondencia que tienen las




padpulas con los viales, con 1los que se ha realizado las

pruebas.

-Calcular los didmetros mayores y menores de
la papula vy expresar también el valor didmetro mayor por

di&metro .menor. (D por d).

8.8.—- PRUEBAS DE PROVOCACION NASAL.

Se sabe en rinologia que la mucosa nasal, pituitaria,
es un organo reflexdgeno mnuy sensible. De ahi 1la
conveniencia de evitar en lo posible estimulo inespecificos
como los provocados inevitablemente en grado variable por el
"método de las torundas montadas”.

También el método de la instilaciébn de gotas no parecid
muy adecuado a la vista de su gran inseguridad, respecto a
la cantidad de antigeno y duracién de su presencia en el
lugar de la reacciédn. Por una parte, el rapida
desplazamiento hacia adelante de 1la solucién vehiculadora
del antigeno, debido a su excesiva movilidad, o hacia atras,
a lo largo del suelo nasal relativamente insensible, suscita
una estimulacién insuficiente que con facilidad ocasiona
resultados altamente negativos. Por otra parte, el bloqgueo
de 1la respiracién nasal y 1la eventual acumulacidén de
secreciones puede dar lugar a una ausencia de estimulacidn
inicial y de capacidad reactiva de los bulbos carnosos de la
pituitaria.

Por lo demas en la reaccién de la mucosa nasal también

desempefia cierto papel 1las irritaciones fisicoquimicas




inespecificas. Asi como, estimulos de cambios térmicos. Para

realizar una prueba de provocacidédn nasal deben de utilizarse
estimulos con antigenos de méaximo pureza aplicados
exclusivamente en el d&rea de reactividad principal, es
decir, en el cornete inferior, especialmente en la cabeza.
Con objeto de cumplir exactamente estos requisitos, también
se recomendd la aplicacién del antigeno en forma de spray,
mediante un nebulizador (94,95). Como cantidad o6ptima de
antigeno se considerd suficiente wutilizar 0'05 ml. de 1la
solucién intradérmica, que en determinados casos puede
repetirse.

Se trata de un sprav de bombeo sobre el que se acopla
el frasquito que contiene 1la solucién. Esta sustancia
utilizada para la prueba de utilizacién nasal solo contiene
fenol como agente de conservacién y no en cambio glicerina.
De ahi la ventaja que posee de no producir irritaciones
eventuales debido a 1la glicerina (95). Por wuna sola
compresidn de una adaptador nasal intercambiable, se
nebulizan intranasalmente 0'04-0'05 ml. de la solucién de
prueba. Por regla general, esta solucién es suficiente para
inducir una provocacién alergénica positiva en las
rinopatias alérgicas. El adaptador nasal debe mantenerse lo
m4ds horizontal posible, es decir, no en la 1linea de
prolongacién del dorso de la nariz, al objeto de humedecer
el 4rea reactiva principal con la maxima cantidad posible de
antigeno. Con el fin de prevenir la inhalacién de antigeno,
el paciente no debe efectuar una aspiracién de aire por la

boca.
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8.9.- PRODUCCION Y PROCESAMIENTO.

Partimos de las siguientes cepas:
-Cladosporium Herbarum, cepa... CBS142.81
—Alternaria Alternata:
Cepa 2662...CECT(coleccidn espafiola de cultivos tipo)
Cepa 89344...CMI(Commonwealt Mycological Institute)
Cepa 7725...Q0M(quetermaster culture collection)
Cepa LSHB(SMO 430)...(London school of hygiene &
tropical Medicine. London). Aislada de tomate. Londres
1948. Produce alternariol y derivados. Medio de
patata-glucosa; patata diluida y Czapeck a 26°C.
-Aspergillus fumigatus:
Cepa CBS 54565=ATCC 16913=WB 4537
CBS: Central Bureau Schimmel Cultures Baarn
ATCC: American Type Culture Collection
WB: University of Wisconsin Departament of

Bacteriology.

Una vez obtenida la cepa la trasvasamos a un medio que
permita un crecimiento adecuado de la cepa de colecciébn.
Nosotros partimos de una cepa liofilizada, 1la «cual,
recomponemos en una solucién de NaCl al 0,9% + 5% de Tween
(Foto 1). Agitamos suavemente para favorecer y homogeneizar
la suspensién.

Con una jeringa y aguja estéril, extraemos 0,5 ml de

suspensién de la parte superior de la ampolla, con objeto de

asegurarse una buena cantidad de esporas.
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Este preinéculo 1lo sembramos en cultivos en medio
liquido, que son exclusivos para hongos.
Este medio liquido es el medio de Czapek-Dox modificado

que presenta la concentracidédn siguiente:

Sacarosq ................. J0GTE -
NI ato "SOd1C0. s sws o 5w o'a s 3gr-.
Fosfato Dipotidsicos: ..« lgr.
Sulfato de Magnesio...... 0,597 .
Cloriro ' Potaslicos'seaaeas 0,5gr.
SulPFato ' Ferroso.icssseass 0,01ar.

Una vez el preindéculo resembrado en el medio obtenemos
el "“inéculo (Foto 1), el cual mantenemos en fase de
crecimiento durante 40 dias. En un recipiente de Roux (4
litros)~a'@52¢ '(Foto 1).

Como prevencién de contaminacién, dejamos siempre
placas de Petri o tubos de agar sin sembrar.

Una vez pasados los cuarenta dias obtenemos una masa de
hongos adecuada y procedemos a la detencién del crecimiento,
para ello afiadimos una solucién de fenol en agua al 1%, que
se 1introducirad con 1la ayuda de una gran aguja en los
recipientes de cultivo y lo mantenemos durante 24h.

Una vez pasado este tiempo procedemos a la separacidn
del micelio del medio de cultivo por filtracién en papel o
cualquier otro sistema mecanico (Foto 2).

Obtenido el cultivo filtrado, debemos ajustar el pH,
para ello afiadimos C1lH hasta obtener un pH entre 3 y 3,5

(Foto 3). Después lavamos con acetona empleando un volumen

de acetona cuatro veces superior al filtrado y lo mantenemos




entre 2-82C durante 12h (Foto 4), para producir 1la preci-

pitacién y separar las proteinas y carbohidratos del resto
de los oligoelementos.

Pasado ese tiempo procedemos a la eliminacién de la
acetona por medio de una tropa de agua de vacio, con lo cual
eliminamos 1% mocotoxina, que son componentes del medio de
cultivo que no precipitan (Foto 5).

El paso siguiente es resuspender la precipitacién en
1iquido de Coca que es una solucién tampédn. Afiadimos 250ml
de liquido de Coca, por litro de medio y 1lo mantenemos en
agitacién magnética durante 30 minutos o wuna hora a 900
revoluciones por minuto (Foto 6).

* Concentracién del liquido de Coca:

Clortiro S0d1C0. savsssensss 5gr.
Bicarbonato S6dicO...ccae 0,4gr.
Agua destilada............ 100ml.

Después de la agitacién, procedemos al calentamiento a
70eCc durante 20 minutos para eliminar 1las celulasas (Foto
7). Una vez enfriado realizamos la di4lisis durante 12h en
cuarto frio, provocando un corte de 10.000 Daltons (Foto
8).

En este momento, procedemos a la filtracién con el
filtro de Whatmman, o el de Millpore, para eliminar
estructuras sélidas y separar moléculas en disolucién. Todo
este proceso lo realizamos en la camara fria para evitar la
contaminacién de bacterias y hongos, e inhibir la actividad

de las proteasas del extracto. A continuacién realizamos la

filtracién esterilizante obteniendo moléculas menores a 0,22




micras (Foto 9).

* ¢Porqué realizamos esta segunda filtracién?. La
realizamos porque los filtros en profundidad, tipo
Millipore, estan constituidos por wuna masa de fibras
entrelazadas que forman un conjunto de canales tortuosos.
Los contaminantes se eliminan al quedar atrapados en el
interior de la masa filtrante o absorbidos sobre las fibras.
Debido a que 1la estructura porosa de 1los filtros en
profundidad nunca es regular ni estd perfectamente definida,
no es posible atribuirles unas caracteristicas precisas de
retencién. Por ello, es imposible definir para este tipo de
filtros un tamafio de poro preciso y significativo.

Con el extracto obtenido, 1o separamos en alicuotas
(Foto 10), congelamos y procedemos a la 1liofilizacidbén Foto
11},

Una vez obtenida 1la 1liofilizacidén (Foto 12), debemos
proceder a su valoracién inmunoquimica; para ello rea-
lizamos:

1.- SDS-PAGE: Electroforesis en Gel de Poliacrilamida
con Duodecil Sulfato Sédico para obtener el peso molecular
del extracto.

2.— 1IEF: Isoelectroenfoque, para obtener el punto

isceléctrico del extracto.

8.9.1. Electroforesis en gel de poliacrilamida con

duodecil sulfato sédico:

Se realiza en un gel de poliacrilamida (10% acrilamida;

0,3% bisacrilamida) conteniendo SDS al 0,1%. Se empled un
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método de tampdn discontinuo con un gel apilador de 3% de

acrilamida y 0,09% de bisacrilamida.

La electroforesis se efectudé a 30mA durante 3 horas,
empledndose como tampédn de electrodos trisglicina 0,43M, pH
8,3 con SDS al 0,1%.

Las muestras se disuelven en tampén tris-HC1l 0,125M, pH
6,8 con glicerol al 20%, SDS al 0,1%, azul de bromofenol al
0,01% y mercaptoetanol al 5%, incubandose 5 minutos a 100¢C.

La tincién se realiza por difusibén durante 12 horas en
azul brillante de coomassie al 0,5% en acido
acético-metanol-agua (7-43-40) vy la destincién también por
difusién en la misma mezcla, sin colorante.

Se obtiene un resultado é6ptimo afadiendo 50 microgramos
de proteina por calle.

La composicién exacta de gel y del patrdén para el

c4dlculo de peso molecular se detalla a continuacién:

SDS-PAGE (método de Laemmli et all.)

1.- GEL SEPARADOR (10% Acrilamida):

Solucién ACA/BIS (30/0,9%) ...cccccecccens 10ml

Tris—-HC1l 1,5 M, PH 8,8.cccccccccccccccce 7,5ml
SN arale 10Kt 36+ o665 o n e s sodveesbens sfeles 0,3ml
EDTA '‘100mMM. csccsceoccsssnccssssssssssssass 0,3ml
Agua destilada....ccccccecccccccncoacnce 10,9ml
Persulfato aménico (30mg/ml)............ lml

PEMED kraivere e atisrslolols ofols SRPRaIrLiLoiele.c /v ¢ ¢ o s 06 8% s 0,02ml

Tiempo de polimerizacién a 182C = 30 minutos




2.—- OVERLAY:

SDS al 0,1%

3.- GEL APILADOR (3% Acrilamida):

Solueién ACA/BIS(30/0;:9%) cssssissvseoass 1,5ml
Tris—HCl 0,5 M, DH 8,8 cvsvsvassssnswsv 3,75ml
GLLCBEOL cssssasassnnswmeas sRAE R BESBRE 3ml

SDS @l LO%swssesnme e EEEEEEEE R 0,15ml
BERA OO ol 1500 05 0000 580700 w5t 0 0 @ 08 (80 0 (o1 @ 0,15ml
Agua destilada:csssssnsscmeesisassses s 5,95ml
Persulfato aménico (30mg/ml)............ 0,5ml
515 AR M . R 0,02ml

Tiempo de polimerizacidén a 182C = 20 minutos

4.- PATRON:

Proteinas Subunidades MW
Lysozyme 14,400
Soybean Tripsin Inhibitor 21,500
Carbonic Anhydrase 31,000
Ovalbumin 45,000
Bovine Serum Albumin 66,200
Fosforilasa B 97,400

8.9.2.- Isocelectroenfoque en Geles de Agarosa.

1.- Preparacién de muestras.

Los extractos liofilizados se disuelven en agua de

inyeccién a la concentracién que nos permita tener 4

mg de




proteina (BIO-RAD protein assay) por ml, de modo que una

muestra de 5 microlitros contenga 20 microgramos de
proteina, cantidad que da un Oéptimo resultado en nuestro
sistema. Una vez disuelto el liofilizado, se centrifuga a
4.000 rpm, 10 minutos para eliminar restos de liofilizado no
resolubilizasles.

2.- Placas de isoelectroenfoque.

Se utilizan placas de agarosa "Isogel" (FMC) con un
gradiente de pH 3-10. de 102 x 125 mm. Se sacan de la
carcasa de plastico y se colocan sobre la placa enfriadora
soporte de 1la electroforesis, donde se ha arfiadido
previamente 0.3 ml de agua para mejorar el contacto.

A continuacién, se seca la superficie del gel
sobreponiendo brevemente un papel absorbente.(Blotting
paper) .

3.- Aplicacién de electrodos y muestras.

Las muestras correrédn en la dimensién més corta del
gel (102 mm), por tanto, utilizaremos los contactores de
electrodos (Electrode Wicks) largos (6 x 125 mm).

El primero de ellos, se impregna con la solucién
del catodo: NaOH 1M que se ha afiadido en una placa de Petri,
y tras haberlo escurrido en papel absorvente, lo colocamos
en el margen izquierdo de la placa; correspondiente al
electrodo negativo.

Se coloca paralelo al borde del gel y tocando la
placa uniformemente. A continuacién, se impregna el segundo
con la solucién del anodo; Acido acético 0.5M que se coloca

en el margen derecho, tras haber escurrido el exceso de

IR
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acético.

Colocamos seguidamente wuna placa de vidrio para
apretar los contactos de electrodo sobre 1la placa. La
dejamos 1 minuto.

La muestra se coloca por medio de aplicadores que deben
estar limpios e impregnados con tritdén X-100 al 0,1%. Dicho
aplicador permite un volumen de muestra o de patrén de 5
microlitros. El aplicador se coloca a 1-2cm del catodo.

Tras la deposicién de 1la muestra, se baja la tapa
soporte de los electrodos de forma que éstos'se superpongan
perfectamente sobre los contactores.

La cubeta donde se realizan los experimentos es la
Multifor II, 2117 (LKB) termostatizada con el Multitemp II
2219 (LKB) a 59C para esta técnica. No hay que circular el
fluido enfriado hasta poco antes de comenzar 1la
electroforesis para evitar condensaciones sobre el gel y la
placa.

4 .- Electroenfoque.

Se comienza a 4 watios de forma constante durante
10 minutos, transcurrido ese tiempo, se retira el aplicador
de muestra y se completa el electroenfoque a 25 watios
durante 40 minutos, poniendo un voltaje de 1000 V como
limite méximo.

La fuente de alimentacién utilizada es la LKB 2197.

5.- Fijado, tincién y destincién.

Una vez finalizada 1la electroforesis, la placa se

sumerge en la solucién fijadora durante 10 minutos.
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¥ Solucién fijadora:

MEIEEADO ;v = s 5 woie 5 o8 5,06 % a0 @ 180ml.
Acido tricloroacético...... 30gr.
Acido sulfosalicilico...... 18%&T .

Agua destilada hasta 500ml.

Tras los 10 minutos de fijado, se realiza el prensado
(escurrir el exceso de fijador) se pone sobre la placa una
lamina de papel absorvente humedecida con agua destilada y
sobre ésta cuatro toallitas de papel. Sobre éstas, se coloca
una lamina de vidrio y la prensa (de aproximadamente 2Kg.).
Se mantiene el prensado 10 minutos.

A continuacidén, se separa la lamina de papel absorvente
de la placa despﬁés de humedecerlo otra vez, y se sumerge en
agua destilada durante 5 minutos para eliminar los residuos
de anfolitos y fijador.

Se seca el gel con aire caliente (con secador a unos
40cm de separacién) vy seguidamente, se realiza la tincidn:
La placa se pone a flotar con la cara del gel hacia abajo en
la solucién de tincidén siguiente:

Azul brillante de Coomassie R-250.......1gr.

Etanol..ccecaces a6 e e e el IR L2 4§

Acido acético glacial.....cccceeeee s owes0ml

Agua destilada hasta 1 litro.

Durante 30 minutos.

Tras la tincién, la placa se enjuaga con agua destilada
y se destifie durante tres minutos en la solucidbébn de
destincién, que es la misma que la de tincibébn pero sin azul

de Coomassie. Finalmente, la placa se seca y archiva.
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El patrdén de punto isoeléctrico a utilizar es el

"Isogel pI Markers" (FMC) cuya composicién se detalla a
continuacién:
o -1 '
C=PhYyCOCYaANA N rsits et s islare o s o s, 71504 .85

(A. nidulans)
Azurin(p. aeruginosa)....... , 5,65
Trifluoroacetylated....... s1ew D9
Myoglobin Met
(Porcine)
Myoglobin Met (Porcine)...... 6.45
Myoglobin Met (Equine).......7.3
MydgioblniMekl . .aaluastacsde«848
(Sperm Whale)
Cytochome C....cc00veeee crnese 10.6
(Horse Heart)
El punto isoléctrico para los extractos de Alternaria
Alternata y Cladosporium Herbarum aparecen en las Fotos 15 vy

16 respectivamente.

A continuacién realizamos la valoracién analitica, por
medio de los siguientes procesos:

1.- Determinacién de proteinas

2.- Determinacién de carbohidratos.

3.- Determinacién de cloruros.
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8.9.3.- Determinacidén de proteinas.

a) Procedimiento standard
b) Procedimiento microassay

Se realiza por el Método de BIO-RAD, que determina la

concentracién de proteinas o nitrogeno.

8.9.3.1.- Determinacidén de proteina por método BIO-RAD,

procedimiento standard:

Se utiliza para anélisis de tratamientos: &caros, polvo
v pbdblenes acuosos, venenos de himenébpteros.
le,.- Partimos de alicuotas de BSA (BIO-RAD)
congeladas, con una concentraciébén de 1520 microgr/ml
(dilucidn A).
29 .- Preparamos la dilucién D, diluyendo la A cinco
veces (80 microl solucién A con 360 microl de agua
destilada). Dicha solucién D tendra entonces 30,4

microgr/0,1ml.



Diluyendo las soluciones A y D con SSFF o agua destilada,

obtenemos el siguiente patrén:

microl-Sol. D microl-Agua d. microgr. prot/0,1lml A-595
0 100 0 0,0
33 66 10,1 0,105
66 33 20,3 0,209

microl-Sol. A

20 80 30,4 0,312
40 60 60,8 0,570
60 40 91,2 0,756
80 20 121,6 0,955
100 0 152,90 1,084
Procedimiento:

1e.- Diluir 1la cantidad de reactivo concentrado 1:4



con agua destilada y filtrar.

22.- Anadir 5ml del reactivo diluido a cada 0,1 ml de

muestra o patrdén y mezclar por inversién.

32.- Tras esperar 10-20 minutos, leer la absorbancia
a 595nm. .
Representando nicrogr.prot./0.1ml frente a la

absorbacia a 595 obtenemos una recta de correlacién que en

este caso corresponde, r=0,993.

8.9.3.2.- Determinacibédn de proteina por método BIO-RAD,

procedimiento microassay.

Se utiliza para andlisis de tratamientos: sobrenadantes
depot, hongos acuosos, epidérmicos acuosos y bacterias.
Preparacién del patrédn:

18 .~ Partimos de alicuotas de BSA (BIO-RAD)
congeladas, con una concentracién de 1520 microgr./ml
(dilucién A)

22 .- Preparamos la dilucién B, diluyendo la A 10
veces (200microl A en 1800 microl agua destilada o SSFF).
Asi la dilucién B tendra una concentracién de 152
microgr./ml.

39 .- Preparamos la dilucién C diluyendo la B 10 veces
(200microl B en 1800 microl de agua destilada o SSFF), de

modo que la concentracién sera 15,2 microgr/ml.
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recompuestos en agua, obtenemos el siguiente patrén:

microgr prot. microgr microl. Sol B microl agua d A-595
en 0,8ml prot/ml
0 0 0 1000 0,0
20 25 164 836 1,049
16 20 131 869 0,864
11,2 14 92 908 0,525
8 10 66 934 0,365
4,8 6 39 961 0.215

microl. Sol C

3.3 4 263 737 0,098
0,8 1l 66 934 0,066
Procedimiento:

De las diluciones de patrén formadas (1ml) tomamos 0,8

ml, al igual gque de 1las muestras problema y afiadimos 0,2 ml




de reactivo BIO-RAD concentrado. Agitamos y 1leemos tras

50-60 minutos a 595nm.

Las absorbancias obtenidas con un patrén tipo
representando los microgr. de proteina versus A-595
obtenemos una correlacién de r=0,9947.

8.9.4.- Determinacidédn de carbohidratos:

a) Método Orcinol: Para la determinacién de
pentosas.
b) Método Antrona: Para la determinacién de

hexosas.

8.9.4.1.- Método Orcinol, determinaciédn de Pentosas:

Materiales y reactivos:
- Orcinol

Sulfato aménico férrico

— ClH concentrado. 37,5%

Xylosa

Tubos de ensayo Pyrex
- Bafio de agua

Placa calentadora.

Procedimiento:

35> Preparacién del reactivo stock, disolviendo

13,5gr de sulfato aménico férrico y 20gr de orcinol en 500ml

de agua destilada. E1l reactivo stock 1lo conservamos en

camara fria.

2.- Antes de su uso, mezclar 25ml1 de reactivo stock

con 415ml1 de C1lH concentrado Y diluir hasta 500ml con agua

destilada.
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3.- Adicién de 3ml de muestra (4-40microgr de
pentosa) a 9ml de reactivo diluido.

4.- Calentar en bafio de agua a 100°C durante 20
minutos.

5.- Enfriado de la solucién y lectura de 660nm.

6.- Usamos Xylosa para 1la solucién estandar, a
concentra- ciones de 0,10,20,30 y 40 microgr/ml de agua
destilada.

La solucidén estandar sigue el mismo tratamiento que las
muestras.

8.9.4.2..- Método de 1la Antrona, determinacién de

Hexosas:
Materiales y reactivos:
— Antrona
- Acido sulfurico
— Glucosa anhidra
— Tubos de ensayp Pyrex
— Bafnio de agua
- Placa calentadora
Procedimiento:
1.- Preparacién del reactivo antrona afiadiendo 0,2gr
de antrona a 100ml de A4cido sulfurico. Agua fria (mezcla

volumétrica 3:1). Dejar 30-60 minutos a temperatura ambiente

hasta disolucién total.
2.- Afiadir lentamente 5ml de reactivo antrona a 1lml

de muestra, en un tubo de ensayo inmerso en un bafio frio.

Agitar el tubo en el bafilo para asegurar una mezcla

homogénea, evitando el aumento de temperatura.
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J.= Calentamiento del tubo a 100°C durante 10
minutos.

4.- Enfriamiento de 1los tubos y lectura en
espectrofotdémetro a 540nm.

5.— Usamos glucosa para la solucidén estandar, a con-
centraciones de 0, 100, 200, 300, 400 y 500 microgr/ml de
agua deétiIada. La solucidén estandar sigue el mismo

tratamiento que las muestras.

8.9.5.- Determinacidédn de cloruros:

Materiales:
- Nitrato de plata
- pH-metro con medida de mV vy electrodos de plata
(indicador) v plata/cloruro de plata (referen-
gia) .
- Cloruro sdédico
Procedimiento:
1.- Se prepara una solucidn valorada de cloruro de
sodio, 0,0144N, disolviendo 0,8241gr previamente secados a
250-3502C de una a dos horas V diluyendo a 11. Esta soluciébn

contiene 0,500mg de cloro/ml.

2.- Se prepara una solucién valorada de nitrato de
plata 0,0144N, disolviendo 2,40gr de nitrato de plata en

agua destilada diluyendo a 11

3.- La titulacién se realiza con un voltimetro

electrébnico para indicar el cambio de potencial entre los

dos electrodos. El1 punto de vire de la titulacién es aquella




lectura de instrumento en 1la cual se presenta el mayor

cambio en el voltaje, para incrementos constantes y pequefios
del nitrato de plata.

Se registran los puntos de viraje (ml de nitrato de
plata aﬁadi@os) para diversas diluciones de cloro (NaCl) vy
se hace una recta representando (log Cl) frente a los ml de
nitrato de plata de viraje de cada solucidén. Con ello se
conoce la concentracién de cloro de la muestra.

4.- La medida la haremos pipeteando 1ml de muestra en
un vaso de precipitados y se afiade agua destilada hasta
30ml. A continuacién se hace la valoracién potenciométrica.

5.- La sensibilidad de la técnica es del 2,5%

6.- El1 limite maximo permitido de iones cloruro, es

de 0,008-0,009mg/ml.

Una vez terminado este proceso de produccibébn vy
procesamiento estudiamos la concordancia por planimetria de
la actividad biolégica y los patrones inmunoquimicos.

8.10.- Método Estadistico.

El método estadistico ha consistido en un andlisis de
regresién lineal entre las areas de las papulas y el logaritmo

en base 3 de las concentraciones de alergeno, usando esta

tltima como variable dependiente. Se ha obtenido 1la recta de

regresién y el coeficiente de correlacién.

Esta recta de regresién se ha usado para predecir

valores de concentracién correspondientes a las 4dreas de las

pépulas De esta forma, se ha determinado la concentracién de




13

alergeno para el darea media de los controles, para el error
estdndar de 1la media y el percentil 68 de las &reas de las

papulas normales.
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IX.- RESULTADOS.




9.— RESULTADOS

Hemos revisado un total de 700 pacientes, afectos de
procesos alérgicos y vistos desde Enero de 1987 a Julio de
1989.

De ellos, presentaban clinica de <clara etiologia
alérgica a hongos 144 lo que supone un 20,57%.

De estos 144, 28 reunian los criterios sefialados en
nuestros objetivos de trabajo.

Las edades de estos 28 pacientes estdn comprendidas
entre 16 y 41 afios, de los cuales, 10 son mujeres (35,7%) Yy
18 varones (64,3%).

Como antecedentes familiares 1.1 presentaban
antecedentes de asma broquial en padres (39,3%);: 5
antecedentes de rinitis en padres (17,9%); 2 antecedentes de
alergia medicamentosa en padres (7,15%); 2 antecedentes de
rinitis en hermanos (7,15%) Yy 8 sin antecedentes alérgicos
(28,5%).

8 pacientes consultaban por crisis de disnea y tos
(28,5%): cinco por rinitis y crisis asmaticas (17,9%); 1
sblo por rinitis y dermatitis atébpica (3,6%) y 14
exclusivamente por rinitis (50%).

Las caracteristicas de estos 28 pacientes en cuanto a

edad, sexo y manifestaciones clinicas se hallan recopiladas

en la TABLA I.

En lo referente a la exploracién f{sica, constatamos

que el 17,85% de 1los pacientes presentaban sibilancias

: i 1 estudio
espiratorias diseminadas, mientras que e€en e




rinoscépico se objetivaron alteraciones en la mucosa nasal

en un 71,42%. Sin embargo, tanto la exploracién otoscébdpica
como la ocular se mantuvieron dentro de los limites de la
normalidad.

La ;ensién arterial en todos los pacientes fue normal.

Sélaméﬁte uno de 1los pacientes presentaba signos
escasos de dermatitis atdpica.

Todo ello est& reflejado en la TABLA II.

En la TABLA III se expresan los hallazgos analiticos,
donde se objetiva que el 82,14% presentaban tasas elevadas
de eosinofilia en férmula. En cuanto a la eosinofilia en
moco nasal, las tasas elevadas de eosindéfilos las expresamos
de la siguiente manera (116):

sin eosinofilia (< 5%): 28,57%.

eosinofilia leve (< 10%): 0%.

eosinofilia moderada (< 50%): 57,14%.

eosinofilia acusada (> 50%): 14,3%.

La eosinofilia en esputo es importante en el 46 ,4% de
los pacientes. Finalmente, los niveles de IgE total estaban

todos elevados, aunque con amplias oscilaciones de unos

pacientes a otros.
En la TABLA IV resefiamos los datos mas significativos

de las exploraciones complementarias y hacemos constar que

el 50% de los pacientes presentaban alteraciones en la

radiologia de senos.

Sin embargo y dado que las pruebas de radiologia

pulmonar las realizamos posteriormente a la primera visita,

resefiamos que fueron rigurosamente normales. Esta milisma



circunstancia se di6 en las pruebas espirométricas excepto

en dos pacientes por falta de colaboraciédn de los mismos.

En las TABLAS V, VI vy VII, dejamos constancia de 1la
composicién de 1los distintos extractos estandarizados por
nosotros .en laboratorio especializado, tal como se explica
en el capitulo de material y métodos.

Debemos tener en cuenta que la TABLA V es la que se
refiere a Alternaria Alternata, la TABLA VI es 1la de
Cladosporium Herbarum, y la TABLA VII es la de Aspergillus
Fumigatus, pudiéndose observar las distintas composiciones
de cada extracto.

Las TABLAS VIII, IX vy X recogen las respuestas dérmicas
a las diferentes concentraciones de cada extracto
alergénico, y asi, en la TABLA VIII referida a Alternaria
Alternata podemos observar el tamafio de las papulas, que es
estadisticamente significativo con respecto a los controles
con una p< 0,001.

La TABLA IX hace referencia a 1las respuestas dérmicas
al extracto alergénico de Cladosporium Herbarum, mientras

que en la TABLA X se expresan los resultados de Aspergillus

Fumigatus; en ellas y aunque en la léctura dérmica no se

especifique un diametro papular tan manifiesto como en la

TABLA VIII 1los resultados son también significativos con

respecto a los controles (p< 0,001).

Las pruebas de provocacién nasal reflejadas en la TABLA

%1 demuestran la positividad de um 60,71% a Alternaria

Alternata; un 35,71% a cladospodium Herbarum, Yy un 14,28% a

Aspergillus Fumigatus. Debemos de insistir que un 28,57% de
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los pacientes son positivos a mds de wun hongo

de los
estudiados.

En la TABLA XII aparecen las otras sensibilizaciones a
las cuales los pacientes eran alérgicos.

En .cuanto a los célculos estadisticos debemos de
resefiar, que para la obtencidén de una papula semejante a la
control de 36,13 mm2, para la Alternaria Alternata
necesitamos 11,534 mgr/ml. con una oscilacién del 68% de los
valores de la poblacién que varia entre 20,83 mgr/ml. v 6,38
mgr/ml. (11.2). Para Cladosporium Herbarum necesitamos 416,
86 mgr/ml. con una oscilacién del 68% de los valores de 1la
poblacién entre 1949,84 mgr/ml. vy 87,09 mgr/ml. (12.3) ¢ ¥
' para Aspergillus Fumigatus la cantidad para obtener un area
semejante al control es de 645,65 mgr/ml. y la oscilacién

del 68% de valores de la poblacién varfia entre 3246,80

mgr/ml. y 130,60 mgr/ml. (11.4).
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X.— TABLAS.




10glg~sEAB L A
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I. PACIENTES ESTUDIADOS

PACIENTE EDAD SEXO CLINICA

1 23 \'s R

2 20 Vv A.B.

3 26 \ A:B.

4 16 A R

B 18 \'s R+A.B
6 30 \'s R

7 28 ) R+A.B.
8 26 H R+A.B.
9 34 H A.B

10 23 H R+D.A.
g 26 H R+A.B.
12 30 H R

13 3l \Y% A.B.
14 28 H R

15 31 )\ R

16 24 Vv R

1 28 Vv R+A.B.
18 23 H R

19 22 Vv R

20 40 \Y A.B

21 19 Vv R

22 31 \'s A.B.
23 23 Vv A.B.
24 17 H R

25 38 H A:B.
26 18 v R

27 19 H R

28 41 \Y R

R: RINITIS

A.B.: ASMA BRONQUIAL

D.A.: DERMATITIS ATOPICA
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10.2.- T A B LA I I. DATOS DE EXPLORACION FISICA

E &8 NP 3 10 R A 1€ L 0 N
PACIEN. AUSCULT. RINOSC. OTOSC. 0JOS PESO T Al PIEL
1 N M.P.Ss N N 62 140/70 N
2 S.E3 N N N 66 120/70 N
3 N N N N 70 140/70 N
4 N M.P.S. N N 51 110/60 N
8 S.E. M.P .S N N 76 130/60 N
6 N M.E.S. N N 80 140/80 N
7 S.R. M.P., N N 88 140/80 N
8 N M.P.S.E. N N 60 110/60 N
2 N N N N 67 120/60 N
10 N M<P:Ea N N 60 1107556 D.A.
i1 N M.P N N 56 100/60 N
12 N M.P.S N N - 60 120/65 N
i B N N N N 17 140/75 N
14 N M. R N N 70 130/70 N
15 N M.P. N N 89 160/80 N
16 N M.R. N N i/ 110/60 N
1 N M.P.S. N N 80 140/80 N
18 N M.P. N N 60 110/50 N
19 N M. P, N N 11 120/55 N
20 N N N N 90 150/75 N
21 N M.R. N N 68 110/55 N
22 S.E. N N N 88 140/80 N
23 S.H. N N N 69 110/60 N
24 N M.P. N N 71 100/60 N
25 S.E. N N N 80 150/80 N
26 N M. P N N 64 110/60 N
27 N M.P.S.F. N N 29 100/50 N
28 N M.R.E N N 90 150/80 N

SIBILANCIAS EXPIRATORIAS

SIBILANCIAS Y RONCUS

MUCOSA PALIDA Y SECRETANTE

MUCOSA PALIDA

MUCOSA PALIDA SECRETANTE Y EDEMATOSA
MUCOSA ROJA

MUCOSA ROJA Y EDEMATOSA

DERMATITIS ATOPICA

.
.

)
.

. .
105]

URRRRZnn
v RO g RO g O
"
-

1
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1.3+ PTAB LA +T1TX

Y, D). (. R (T G | S (R o |
PACTE. EOSI. HEMOG. EOSI. M.N. EOSI. ESP. IgE. TOTAL
gl N 40% = 741 UI/ml
2 N - 40% 540 UI/ml
%) 9% = 38% 640 UI/ml
4 N 40% - 320 UI/ml
5 16% 38% 56% 227 UI/ml
6 N 60% - 1200 UI/ml
7 16% 53% 60% 840 UI/ml
8 11% 18% 38% 134 UI/ml
9 10% 3% - 457 UI/ml
10 18% 425% - 620 UI/ml
11 6% 52% - 270 UI/ml
12 18% 40% - 605 UI/ml
13 6% 3% 20% . 257 UL/ml
14 N 28% - 134 UI/ml
ik 8% 44% - 8% 320 UI/ml
16 16% 40% 18% 260 UI/ml
17 8% 18% 14% 630 UI/ml
18 8% 475% = 540 UI/ml
19 7% 2% - 621 UI/ml
20 4% 16% 68% 130 UI/ml
21 7% 40% - 260 UI/ml
22 10% 3% 42% 328 UI/ml
23 6% 3% 38% 254 UI/ml
24 4% 42% - 771 UI/ml
25 11% 2% 28% 441 UI/ml
26 6% 285% - 381 UI/ml
2.1 6% 455% = 1200 UI/ml
28 8% 50% < 330 UI/ml
PACTE. PACIENTE
EOSI. HEMOG.: EOSINOFILOS EN HEMOGRAMA

EOSINOFILOS EN MOCO NASAL
EOSINOFILOS EN ESPUTO

EOSI. M.N.
EOSI. ESP.

0e se o e
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10:4.- P A B L. A IV

EXPLORACIONES COMPLEMENTARTIAS

PACTE. Rx. SENOS Rx. TORAX ESPIROMETRIA

=

2
=zl =Z] (=212 (2] 1222

W[ |J|O |0 [ WD [

0

f=cl I fo o [ s of e of [ ol fu o) u

.
.

[
~
o<

b

alalzlzlzlzlzlzlzlzlalaklalzlzlalzlalzlalalalalal zla
oz lz |z |z |z |z |z |z |z |z |z |z = |z |z |z |z =2z |z |z |z |z |2 2|2

Z|1Z|Z 12122 |Z2|I2(=2|=2|=Z2|!

[\
<2
fasgjas

H.C.: HIPERTROFIA DE CORNETES
V.S.: VELADURA DE SENOS
N.C.: NO COLABORA




El patrdn analitico de los extractos estandarizados por

nosotros es el siguiente:

10.5.- TAB L A v

Alergeno: Alternaria Alternata

L. RESTOANG -SRCOT ce wus o 5 a5 6w w % 5 5 5 55 50w e @ o6 0;975gr/1
de medio

2. % Proteinas en liofilizados«ssssseas 0,32

3. % Carbohidratobs, hexogast.ccesssvans 36,45

4. % Carbohidratos, pentosas:.....c.c.. 3,10

5. pH (o digsolucidn 1 SPT)2ssavevesnns 7.5

6. Clorurgs, (en,disolucidn 1 9PT):..... menos de
0,008mg/ml

Metodologia:

1. Bradford (BIO-RAD)

2. Método de la Antrona.

3. Método del Orcinol.

4. Medida directa en pH-metro.

5. Medida potenciométrica.
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i0.6.~- TABL A VI

Alergeno: Cladosporium Herbarum

1 S RESI AU SOCOS s n s ml ol e s s « e 0,527 ar/l
de medio

2. % Proteinas en liofilizado:..... 0,52

3. % Carbohidratos, hexosas:....... 35,78

4. % Carbohidratos, pentosas:...... 2,39

5. pH (en disolucién 1 SPT):icececsss Te5

6. Cloruros (en disolucién 1 SPT): menos de

0,008 mg/ml

Metodologia:

1. Bradford (BIO-RAD)

2. Método de la Antrona.

3. Método del Orcinol.

4. Medida directa en pH-metro.

5. Medida potenciométrica.



107~ T A B L A \'s

i I

Alergeno: Aspergillus Fumigatus

1 Résiduo O I ST e .
2. % Proteinas én liofilizados. s
3% Carbohidratos,; HeXo09asscseees e

4. % Carbohidratos, pentosas:.......
5. -pH-len Aisclucion 1 SPT)iscs asnys

6. Cloruros (en disolucién 1 SPT):..

Metodologia:

1. Bradford (BIO-RAD)

2. Método de la Antrona.

3. Método del Orcinol.

4. Medida directa en pH-metro.

5. Medida potenciométrica.

3;026 gr/l

de medio

menos de

0,008 mg/ml




10.8.~ T AB I, ‘A

N LW X

AVE 'E 'R ‘G 'E ‘N ‘O

: Alternaria alternata

Concentracién (33.333 E/ml) (100.000 E/ml) (300.000 E/ml)
. 3,33 mg/ml 10 mg/ml 30 mg/ml
Yog3 ‘Conc. 1,09 2,09 3,09
VIAL ne® 1 2 3
PACIENTE N¢
1 (x) 4/3 3,5/3:5 4/4
(x*) 12 12,2 16
2 - 1/2.5 6,5/5
- 17.5 32,5
3 6/6 6;5/5 6/5
36 32,5 30
4 8/3,5 9/4 6,5/4,b
28 36 29.2
5 4/4 4/3 6/3
16 12 18
6 4/3,5 6/5 6/6
14 30 36
7 6/3 5/2;5 6/3
18 12:5 18
8 8/6 9/6,5 11/8
48 58,5 88
9 2/2 4/3 /5,5
4 12 33
10 7/6 7/6,5 21/8
42 45,5 168
14 6/6 6/6 T/
36 36 49
12 7/4 9/4 8/6
28 36 48
13 8/4 5/4 12/5
32 20 60
14 7.,56/6,5 8/5 10,5/6,5
48,7 40 68,2
15 4/2,5 9/4 -
10 16 -
16 5/4,5 7/3;:5 L7 +5
22,5 24,5 52:5H
X (mm2) 24,7 27,575 46,65
(*) : Di4metro mayor/Di&metro menor (mm)

(%) : Producto de los di&metros (mm2)




£8.9.0= TR B A

I

X

AlLEEMRGFEINCO 3

Cladosporium herbarum

Concentracién (33.333 E/ml) (100.000 E/ml) (300.000 E/ml)
3,33 mg/ml 10 mg/ml 30 mg/ml
log3 Conc. 1,89 2,09 3,09
VIAL n@ 1 2 3
PACIENTE N¢
1 (*) 3,5/3 4/2 3,5/3
(**)10,5 8 10,5
2 5/5 5/5 8/5,5
25 25 44
3 3,5/4 4/4 5 Byd
14 16 22
4 2/2 3/2 3,5/4
4 6 14
5 2/2 3/3 3,5/3
4 9 105
6 2/2 3/2,5 4/4
4 745 16
7 = - 7/5
- - 35
8 5/3 7/4,5 6/3
15 31,5 18
9 - 4/3,5 6/4
= 14 24
10 3/3 - B/3.5
9 - 17:5
b 1§ 3/2, 5 5/4 6/4
7.5 20 24
12 b Y i S 4/3.5 4/3
857 14 12
13 3/2.5 - 6/3
7.5 - 18
14 6/4 3/2 6/4
24 6 24
15 5/3,5 4/3 1/5
17,5 12 35
16 6/6 4/3,58 6/6
30 14 36
X (mm2) 11,29 11,43 22,53
(*) : Di&metro mayor/Diémetro menor (mm)

(x%x): Producto de los diédmetros (mm2)
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10.10.- TA B L A X

AL ERGEN O: Aspergillus fumigatus

Concentracién (33.333 E/ml) (100.000 E/ml) (300.000 E/ml)

3,33 mg/ml 10 mg/ml 30 mg/ml
log3 Conc. X, 09 2,09 3,09
VIAL n® i 2 3
PACIENTE N2
1 (x) 4/3 5/4 6/4
(xx) 12 20 24
2 2/2 5/5 7/6
4 25 42
3 3725 2,573 4,5/4,5
7,5 10,5 20,2
4 5/ 3 T/3 4,5/3
15 %l 13.5
5 2,572,585 3./2 8.5/3
62 6 16;5
6 372 - 4/3
6 = 12
i 4/4 3/2 6/5
16 6 30
8 35/ 2 3/2 3:.5/3
b 6 10:5
9 4/3.,5 4,5/4 4,5/4
14 18 18
X (mm2) 9,74 12:5 20,74

(*) : Di&metro mayor/Diémetro menor (mm)
(x*): Producto de los di&metros (mm2)



10.11.- TABLA X I

PRUEBAS

DE PROVOCACION

NASAL

PACTE.

AA. CL. H.

A.F.

| |O|Oo| !

1|+ |O|1of!

+

W0 N[O O] [ |Do |-

L+ |+ |+ F OO+

|

+

b= L

3 e e 1

U+ ]+ |+ ]+ ]

AU

0t & 2

F |4 [+ [+ ][]

A.A. : ALTERNARIA ALTERNATA
CL.H.: CLADOSPORIUM HERBARUM
A.F. : ASPERGILLUS FUMIGATUS
0 : NO SE REALIZA




10.12.-TABLA XII

PACIENTES A CL__AF Do Df Gram. Cefiiq. Artes. Olivo. Pariet.  FBp.V. Bp.Ov. Cerea.
1 xxx XXX XXX
2 . IR B WX
3 XXX XXX XXXX XXX
4 XXX b.0:0 R 00
5 XYXX  XXXX XXX
b XXXX XX XXX XXX
1 XX nx XXX XK XXX
8 XXX XXX XXX
9 2%y -

10 XXX XXX

11 b 2 | XXXX

12 XXX XXX XXXX XXX
13 XXX XXX XXX

14 X XXEX XXXX

15 0 XXX XXX XXX XXXX
16 XX xxx XXX

17 XXX XXX XXX

18 REE. . T XXXX
19  xxx I XH XXXX : . X¥XX
20 '

21 XXXX XXXX XXX

22  EEEx XXXX XXX :

23  ®;wy X XXX XXXX : XXX .
M . Iy XXX XXX ) XXX
35  ¥RX  #XX XWX X3

36 XXX XXX XXX XXX

21 XX XXX XXX XXXX
28 ¥x xR
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11.- CALCULOS

11.1.- ESTANDARIZACION.

— CONTROL PARA PRUEBA PRICK -

Se utilizé difosfato de histamina a una concentracién de

10mg/ml (54,3mmol/1l). La dilucién fué preparada en el mismo dia

de su utilizacién.

RESULTADOS CONTROL:
Didmetro mayor x diametro
n=

media= 36,1287 =>
desviacidn=

desviacién de la media=
error de la media=

areal= media + desviacién=

area2= media - desviacidén=

menor

100

11.2.- CALCULO ALTERNARIA ALTERNATA

- ECUACION : (X) Productos de

conc.

Intercept.

m.

il

e

los diametros (mm2) versus log3

-0,184
0,067

0,910

36,13mm2
8,18

0,818

(P<0,001)
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y= mx+b
log3d [yl= -0,184 + 0,067 (36,13)= 2,236
log3 [yl]= -0,184 + 0,067 (44,31)= 2,764
log3 [y2)= =0,182 #+ 0,067 (27,95)= 1,688
logl0 [y]= 2,236 x loglO [3l= 2,236 x 0,4771= 1,062
logl0 [yl]l= 2,764 x loglO [3]= 2,764 x 0,4771= 1,31
logl0 [v2]= 1,688 x loglO [3]= 1,688 x 0,4771= 0,805

Oscilacién del 68% de los valores de la poblacidn:

Antilog [y]= 11,534mgr/ml
Antilog [yl]l= 20,83mgr/ml
Antilog [y2]= 6,38mgr/ml

Oscilacién de la media:

media - error de la media= 34,51 => 10,3mgr/ml

media + error de la media= 37,75 => 13,1lmgr/ml




VIAL 1 ALTERNARTIA ALTERNATA

N= 16
MEDIA = 24,70
VARIANZA = 212,78
DESVIACION = 14,58
ERROR DE LA MEDIA 3,646
. MAXIMO = 48,70
MINIMO = 0
VIAL 2
N= 16
MEDIA = 27,575
VARIANZA = 182,89
DESVIACION = 13,52
ERROR DE LA MEDIA 3,380
MAXIMO = 58,5
MINIMO = 12
VIAL 3
N = 16
MEDIA = 46,65
VARIANZA = 1434,926
DESVIACION = 37,880
ERROR DE LA MEDIA 9,470
MAXIMO = 168

MINIMO = 0
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11.3.- CALCULOS CLADOSPORIUM HERBARUM

— ECUACION : (X) Productos de los diédmetros (mm2) versus log3
conc.
Intercept. = -0,748
m. = 0,173
r. = 0,926 (P<0,001)

= mx+b

log3 [yl= -0,748 + 0,173 (36,13)= 5,50
log3 [yl]l= -0,748 + 0,173 (44,31)= 6,91

log3 [y2]l= -0,748 + 0,173 (27,95)= 4,08

logl0 [y]= 5,50 x logl0 [3]= 5,50 x 0,4771= 2,62
logl0 [yl]l= 6,91 X loglo [3]= 6,91 x 0,4771= 3:29
logl0 [y2]= 4,08 X logl0 [3]= 4,08 X 0,4771= 1,94
Oscilacién del 68% de los valores de la poblacién:
Antilog [yl= 416,86mgr/ml

Antilog [yl]l= 1949,84mgr/ml

Antilog [y2]= 87,09mgr/ml

Oscilacién de la media:

media - error de la media= 34,51 => 309,02mgr/ml




media + error de la media= 37,75 => 572,31mgr/ml

VIAL 1

ke
MEDIA =
VARIANZA

DESVIACION =

ERROR DE
MAXIMO
MINIMO

VIAL 2

N=
MEDIA =
VARIANZA

LA MEDIA

DESVIACION =
ERROR DE LA MEDIA

MAXIMO =
MINIMO =

VIAL 3

N =
MEDIA =
VARIANZA

DESVIACION =

ERROR DE
MAXIMO
MINIMO

nn

LA MEDIA

CLADOSPORIUM HERBARUM

16
11,294
15,93
8; 713
2,178
30

16
11,438
74,089
8,608
2,151
< 3
0

16

22,531

96,389
9,818
2,454

10,5



11.4.- CALCULOS ASPERGILLUS FUMIGATUS

— ECUACION : (X) Productos de los diametros (mm2) versus

log3 cone’

Intercept. = -0,568
m. = 0,179
r. = 0,992 (P<0,;001)

y= mx+b

log3 [yl= -0,568 + 0,179 (36,13)= 5,89
log3 [yl]= -0,568 + 0,179 (44,31)= 7,36

log3 [y2]= -0,568 + 0,179 (27,95)= 4,43

logl0 [y]= 5,89 x logl0 [3]= 5,89 x 0,4771= 2,81
logl0 [v1ll= 7,36 x logl0 [3]= 7,36 X 0,4771= 3,51

logl0 [y2]= 4,43 x loglO0 [3]= 4,43 X 0,4771= 2,11
Oscilacién del 68% de los valores de la poblacién:
Antilog [yl= 645,65mgr/ml

Antilog [y1l]= 3246,80mgr/ml

Antilog [y2]= 130,60mgr/ml




Oscilacidbén de la media:

media - error de la media= 34,51 => 469 ,63mgr/ml

media + error de la media= 37,75 => 870, 96mgr/ml




ASPERGILLUS FUMIGATUS

VARIANZA
DESVIACION

ERROR DE LA MEDIA

]

VARIANZA
DESVIACION
ERROR DE LA MEDIA

VARIANZA
DESVIACION
ERROR DE LA MEDIA
MAXIMO =

9,744
18,011

4,244

1,414
16

12,5

66,889
8,17%
2,726

20,744
89,755
9,474
3,158
42
10,5




XII.— DISCUSION.




12.- DISCUSION.

La incidencia de enfermedades alérgicas no es muy elevada,
habiendo acuerdo practicamete wUnanime por todos 1los autores
(128,129Y.

Sin embargo, en cuanto a la responsabilidad etiolégica de
los hongos en procesos alérgicos, hay discordancias muy
importantes, pues mientras algunos autores sittian las cifras en un
2% (126), otros indican un 12,5% (74), e incluso un 86% (1). En
nuestro estudio hemos encontrado una incidencia de un 20,57%.

Estamos conformes con Malling et all. (75,76,77,78 y 79),
cuando sefiala que esa falta de acuerdo..viene dada porque la
seleccibén de antigehos filngicos se ha hecho de formas muy
diferentes por distintos investigadoreé, lo que ha supuesto que la
preparacibén y estandarizacién de 1los alergenos haya variado
considerablemente, vy, por tanto, no ha sido establecido de forma
cuidadosa. Por otra parte, solamente muy pocas especies de hongos
se han estudiado en detalle (38, 24, 15, 62, 63 y 64). Ademas la
clasificacidén e identificacién de 1los hongos ha sido realmente
dificil hasta la realizada recientemente por Wilken-Jensen (135).

También Turkeltaub (130) opina que es una equivocaciébn
preparar los extractos fungicos de forma similar a como se realiza
otros extractos, fundamentalmente polinicos, ya que las membranas
de los pblenes contienen contienen muchas mé4s proteinas

extraibles.




Otros autores, opinan que en la historia clinica de

pacientes afectos de alergia a hongos no existen datos
suficientemente fiables para poder establecer una
orientacién diagnéstica adecuada, por cuanto que las pruebas
de Prick no corroboraron en muchos casos esa posibilidad
diagnéstica (128,129,86).

Todas ~las afirmaciones anteriormente resefladas nos
permitieron elaborar nuestra Hipbétesis de trabajo, partiendo
de 1la base de que una detallada historia c¢linica, es sin
duda elemento <clave de cualquier diagnéstico. Con esta
premisa, pensamos gque la dificultad del diagnéstico podria
no estar en la anamnesis, sino que podria hallarse
relacionada con la estandarizacidén de alergenos, tal como
opina Malling (77,78).

Por ello, vy después de elaborar unos criterios de
inclusién en un grupo de estudio de nuestros pacientes,
objeto de este trabajo, seguimos en laboratorio
especializado una pauta de estandarizacidén de extractos
alergénicos fungicos (38), que serian acordes lbébgicamente
con los datos recogidos en la historia clinica.

Cuando procedimos a la realizacién de pruebas Prick,
con los referidos extractos alergénicos, pudimos comprobar
que la positividad a los mismos mostraba una relacidén
estadisticamente significativa con arreglo a los controles,
lo cual corroboraba aquellas afirmaciones de diversos
autores en el sentido de la necesidad de una estandarizacién
mucho m&s precisa para el diagndéstico de la alergia a hongos

(2,12,24,78)
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Respecto a los otros parédmetros estudiados hemos de
sefialar que aunque distintos autores no indican diferencia
de sexos en la alergia a hongos (45), nosotros hemos hallado
un mavor porcentaje de hombres sobre mujeres en una
proporcién de 1,8 a 1. Siendo los limites de edad entre 16 y
41 afos. .

En,.le éue se refiere a antecedentes familiares, estamos
de acuerdo con diferentes autores lo mismo que ocurre con
las manifestaciones clinicas de presentacidén teniendo en
cuenta la alta incidencia de rinitis, un 50% (94,95)

Asi mismo nos 1llama la atencidén el elevado porcentaje
de pacientes que presentaban algin tipo de alteracidén en la
mucosa nasal, un 71%.

En cuanto a los hallazgos analiticos, nuestros datos
concuerdan con los de otros autores, sobre todo, 1la
eusinofilia en el moco nasal en la <clasificacién que
realizamos segin la consideremos leve, moderada o acusada
(116)

Los niveles séricos de IgE se hallan de forma
constantemente elevados en nuestros pacientes. Los valores
de 1IgE sérica se hallan comprendidos entre limites muy
amplios, pero a pesar de ello, Yy dado por una parte la
elevacién generalizada, y por otra el hecho que algunos de
los enfermos padecen procesos alérgicos concomitantes con
los hongos (20,;25) ; nos permite afirmar la poca
discriminacién de 1la IgE en el diagndstico etiolédgico de

estos procesos.

El porcentaje de alteraciones radiolégicas observadas




en los senos es paralelo a la frecuencia de rinitis, tal

como se indica en los trabajos de Mygind (95).

Respecto a las pruebas de funcién pulmonar en nuestro
estudio no entramos en consideraciones més importantes vya
que se realizaron cuando 1los pacientes habian superado el
cuadro agudg, aungue ldégicamente corroboramos lo sefialado en
diversos trabajos (74,111,128).

Por Gltimo, creemos que las pruebas de provocacién, nos
permiten un gran apoyo a 1la hora de 1llegar al diagnéstico
correcto de alergia a hongos, tal como estd contemplado en
recientes observaciones (76,77,78,120).

A modo de resumen, Yy contemplando 1los hallazgos de
nuestro estudio a la luz de 1los trabajos de la literatura,
creemos que la alergia a hongos constituve un capitulo cada
vez més importante, y que requiere sin duda un correcto
diagnbéstico, para el cual, es absolutamente necesario no
s6lo una historia clinica completa, sino también y ademés de
la exploracidén fisica, un pertinente estudio alergoldgico
que requiere para ser valido nuevas y modernas técnicas de

estandarizacién que deben ser empleadas en el futuro.
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13.- CONCLUSTONES.

1.-La incidencia de alergia a hongos en nuestro medios
es del 20,57% vy de ellos los cuadros més frecuentes son la
Rintis con un 50% y el Asma que representa un 28,5%.

2.-Es necesario realizar estudios prospectivos mas
amplios, dada 1la diversidad porcentual, en cuanto a la
incidencia de alergia a hongos, de distintos autores.

3.-Un porcentaje alto de nuestros pacientes se hallan
afectos, ademéds de alergia a hongos a sensibilizacidén por
otros alergenos.

4.-La alteracidén sérica de IgE no resulta
discriminativa a-la hora de establecer un diagndéstico por
alergia a hongos.

5.-Una historia clinica completa es muy orientativa en
relacién a la responsabilidad etioldbgica de los hongos en el
cuadro alérgico.

6.-En los pacientes afectos de Rinitis existe una
buena correlacién entre la clinica, Prick Test y pruebas de
provocacidén nasal.

7.-Las técnica habituales de preparacién de extractos
alérgicos fungicos realizadas hasta ahora no son suficientes
para poder llevar a cabo un diagnéstico etioldgico correcto,
por lo que insistimos en 1la necesidad de una adecuada
estandarizacibén en el futuro.

8.-La alergia a hongos por tanto, requiere una

historia clinica detallada, seguida de una exploracién
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fisica y complementada por estudios de Prick Test realizados
tras adecuada estandarizacién de extractos alérgicos vy
seguida de pruebas de provocacidén efectuadas con los citados
alergenos. Aungue consideramos que es suficiente para llegar
a un diagnédéstico correcto, 1la complementacidédn de otras
técnicas. inmunoldgicas que pueden constituir wuna ayuda

incuestionable.
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FOTO 1

Cepa liofilizada => Tubo de Slant => Matfaz de Roux
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EG@GR O 2

Separacién de Micelio y medio de cultivo.
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FOTO 3

Ajuste de pH a 3,0 - 3,5.
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FPOT O 4

Precipitacién de antigenos metabdlicos con 4 volUmenes

acetona, a 4 - 8¢°C.



Decantado de 1la Acetona con los componentes no

precipitados.
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FOTO 6

Redisolucidén de los antigenos metabdlicos precipita-

dos, por agitacidén magnética en ligquido de Coca.
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E.O. T 0 1

Calentamiento del extracto durante 20 minutos a 70¢C

para desnaturalizacién de Celulasas.



Didlisis frente a agua de inyeccién.
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FOTO 9

Filtracién por 0,22 micras del dializado.



Alicuotado para congelacién.




Liofilizaciébén en Liofilizador VIRTIS, Modelo

Consul-12.
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Extracto antes y despues de liofilizar.
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EaToO 13

Control-identificacibén de cultivo: Observacibédn micros-

cbpica de Alternaria Alternata.
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FiouTio 14

Control-identificacién de Cultivo: Observacidn micros-

cbdpica de Cladosporium Herbarum.
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F OFR 0 15

Punto isoeléctico para el extracto de Alternaria

Alternata.




Punto isoeléctrico para el extracto de Cladosporium

Herbarum.
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SDS-PAGE para el extracto de Alternaria Alternata.
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FOTO 18

SDS-PAGE para el extracto de Cladosporium Herbarum
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