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1. Introduccio

1.1 ELS FONGS ENTRE ELS SERS VIUS

1.1.1 INTRODUCCIO

L’estudi dels fongs constitueix un moén apassionant tant per la seva procés biologic
com per les malalties que se’ls i1 pot atribuir en I’home, animals i plantes. En la classificacio
dels fongs existeix encara avui en dia multiples controversies. La primera de les dificultats
que apareix ¢és delimitar que es un fong donat que es facil delimitar les formes superiors
perd quan s’analitzen les més petites 1 simples resulta molt dificultos aclarir els nivells
d’organitzacio i incloure les espécies dintre d’elles. Una altra important dificultat radica en
la peculiaritat que posseeixen diferents especies de fongs de presentant-se amb aspectes i
estructures diferents en determinades condicions ambientals aixi com la seva facilitat per
mutar. Per tant, veiem que la seva identificaci6 es dificultosa en no poques ocasions.

Des de el punt de vista medic les particules reproductives dels fongs son les
responsables de nombroses patologies; aquestes particules reproductives experimenten
regularment un transport atmosféric'. La carrega aéria d’espores varia segons |’area
geografica donat que el substrat sobre el que creixen els fongs, els cicles del
desenvolupament de les plantes i les  caracteristiques geoclimatiques incideixen
directament sobre la seva reproduccio®®. Malgrat aquest fet hi ha espécies de fongs
distribuides de manera universal, i freqiientment constitueixen el gruix del material
biogénic en suspensié en Iaire’.

Entre els aeroal-lergens atmosferics, solament els fongs es deriven freqiientment de

fonts microscopiques, fet que dificulta en gran mesura el valor de les observacions de
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camp. En conseqiiéncia, el risc de la seva exposicid es manifesta casi exclusivament
mitjancant la mostra directa dels materials en suspensio.

La seva implicacié en patologies com son la rinitis i ’asma al-lergic ha quedat
demostrada en les darreres décades a partir dels estudis sobre I’aerobiologia i el seu paper

com al.lerge®”'°.

1.1 .2 CONCEPTE DE FONG I ESTRUCTURA BASICA

Un fong és un organisme eucariota, heterotrofic que es desenvolupa en estructures
filamentoses 1 menys freqiientment en estructures unicel-lulars, que es reprodueixen per
espores. Els fongs poden ser saprofits, mutualistes o parasits. Obtenen els nutrients per
absorcid obtenint 1’energia i el carboni de compostos organics sintetitzats per altres
organismes. La seva paret cel-lular esta formada per polisacarids i proteines; els
polisacarids més importants son la quitina (polimer de N-acetil-glucosamina) i B-glicans en
diferents proporcions. Els fongs constitueixen un grup molt nombros d’organismes essent
un clar exemple de la biodiversitat (s’han descrit aproximadament 500.000 pero s’estima
que poden existir entre 1 i 1.5 milions d’espécies diferents)''™"".

Els fongs presenten basicament dos tipus de morfologia: una multicel-lular
denominada filamentosa i1 una altra unicel-lular denominada levaduriforme. Els fongs
filamentosos, representen el creixement més tipic dels fongs microscopics. Al microscopi
optic, els fongs filamentosos presenten unes estructures tubulars, formades per multiples
cél-lules, que es denominen hifes'' .

En la majoria dels fongs filamentosos, les hifes son tapiades i presenten septes que

delimiten les diferents cel-lules. Una excepcio a aquesta descripcio la constitueixen els
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fongs del Phylum Zygomicota al presentar hifes que no tenen septes i es denominen
sifonades. El diametre d’una hifa varia segons el grup al que pertany el fong oscil-lant entre
8-15um i 2-4pum. Les hifes normalment es desenvolupen a partir d’espores, malgrat que
també poden originar-se a partir de fragments d’altres hifes, 1 creixen gracies al diposit de
nous materials en el seu extrem, ramificant-se amb molta freqiiéncia fins a formar un

entramat de filaments que es denomina miceli:

En un fong filamentods es produeix una diferenciacié en les funcions del miceli, de
manera que el miceli vegetatiu penetra en el substrat per obtenir els nutrients, mentre que el
miceli aeri es projecta cap I’exterior de la colonia i produeix les estructures reproductores''”
20

Els fongs que presenten un creixement en forma de llevat generalment donen lloc a
colonies llises que recorden als bacteris en mitjans de cultius solids. Les esmentades

colonies estan constituides per agregats de ce¢l-lules individuals denominats llevats. Els
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llevats es divideixen per gemacid o per fissio binaria. Un petit grup de fongs, pero de gran

importancia en micologia clinica, presenten tant un creixement levaduriforme com micelar

11-20

1.1.3 REPRODUCCIO DELS FONGS

Existeixen dos tipus de reproduccid en els fongs:

1. Reproduccid asexuada, vegetativa o somatica

2. Reproducci6 sexual

1. Reproducci6 asexuada:

Les formes de reproduccid asexuada es resumeixen en quatre:.

1.1 Segmentacid de hifes: diferenciacié de cada cel-lula que composa la hifa,
comportant-se com espores; en aquest cas es denominen artrospores u oidis

1.2 Fissio o biparticio: es la formacié de dos cel-lules filles a partir d’una cel-lula
mare que es parteix.

1.3 Gemacié: Es dona una polaritzaci6 en la cel'lula mare, apareixent una
evaginacio, al mateix temps que es divideix el nucli. Aquest procés es tipic dels
llevats.

1.4 Formaci6 d’espores : les espores son cel-lules germinals que per si soles poden
originar un nou adult. Poden ser unicel-lulars o pluricel-lulars. Podem diferenciar
dos tipus d’espores d’origen asexual

1.4.1 Esporangiospores: son endospores d’origen intern.
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1.4.2 Conidis: son produits en I’apex o en els costats de les hifes. Son
exospores. La mida dels conidis pot oscil-lar entre 1-3um en cas de

ser unicel-lulars 1 5-20um  si son pluricel-lulars.

2. Reproduccid sexual

Implica la uni6é de dos nuclis compatibles i1 I’intercanvi genetic; el producte sera un
nucli diploide o zigot. Pot ocorrer una meiosi i en aquest cas resulta un nucli haploide. La
reproduccio sexual €s menys freqiients i reflexa les relacions filogenétiques entre els fongs.
Els organs sexuals dels fongs s’anomenen gametangis i en el seu interior hi ha els gamets.
El gametangi femella es denomina oogoni i el del mascle anteridi.

Els fongs homotalics son els que en la mateixa colonia existeixen gametangis
compatibles 1 son autofértils, mentre que els heterotalics sén els que requereixen de
creuament entre diferents colonies.

La porci6 reproductiva dels fongs és aéria i esta relacionada amb les estructures on
es formen les espores que tenen diferents denominacions segons al grup taxonomic que
pertanyen i al seu origen sexual o asexual. La multiplicacio6 en els fongs es realitza a través
de cellules germinals que reben el nom d’espores. Un mateix fong pot desenvolupar
espores diferents; com a conseqiiencia d’aquest fet en ocasions es dificil la distincid
d’espécies mitjangant les caracteristiques de les espores. Quan les espores es desprenen del
miceli reproductor son transportades a grans distancies degut a la seva mida microscopica.

La majoria dels fongs presenten una reproduccié sexual i asexual. L’estat sexual es

denomina telomorf o meiosporic i1 1’asexual anamorf o mitosporic. En un grup important de
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fongs solament es coneix la reproducci6 asexuada, bé perque no es coneixen les condicions
adequades per que es doni una reproduccio sexual o bé perque aquesta s’hagi perdut al llar
de I’evoluci6. Normalment els fongs es reprodueixen tant sexualment com asexuadament a
partir d’espores. Els fongs produeixen milions d’espores, cadascuna amb la capacitat de

formar una nova colonia.

1.1.4 CREIXEMENT DELS FONGS

L’esporul.lacié (formacié d’espores) i el creixement vegetatiu de les hifes estan
sotmeses a condicions ambientals, geografiques i nutricionals determinades. Algunes
condicions externes influeixen favorablement o desfavorablement en el creixement dels
fongs; afecten sobretot factors com temperatura, llum, pH, humitat, oxigen i1 nutrients entre

17,21-24
altres >!" .

1. Temperatura
D’acord amb la capacitat de suportar diferents temperatures els fongs poden dividir-se
en dos grans grups:
1.Euritérmics: suporten temperatures compreses entre amplis marges.

2. Estenotérmics: suporten temperatures compreses entre marges molt estrets.

Normalment la capacitat de créixer permet uns marges de temperatura més amplis
que la capacitat de fructificar. Tant per el creixement com per la fructificacio existeixen tres
marges de temperatura: minim, Optim i maxim.

D’acord amb les necessitats termiques els fongs poden dividir-se en:
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1. Mesofils: creixen en temperatures moderades compreses entre 10 1 40°C amb un
optim de 25 a 35°C.

2. Termofils: Creixen a temperatures altes (entre 20 1 50°C). La temperatura
optima esta al voltant dels 40°C. Els fongs termofils es troben en la formacio
d’adobs, materia organica en descomposicio, nius o en determinats sols.

3. Termotolerants: creixen a temperatures altes perd també poden fer-ho per baix
els 20°C. El seu punt optim esta al voltant de 40-42°C.

4. Psicrofils: creixen en temperatures baixes compreses entre 0 1 20°C.

Degut a la gran adaptacié dels fongs al medi, malgrat tenir unes necessitats térmiques
per el seu creixement i reproduccio, poden persistir a temperatures menors de 0°C en una
forma normalment latent. Hi ha perd algunes espécies de fongs que poden créixer i
reproduir-se en aquestes condicions.

2. Llum

La Ilum és un factor important en I’ecologia dels fongs. Molts fongs no necessiten la
llum solar expressant un fototropisme negatiu (hifes creixen en direccié contraria a la
llum); en algunes espécies les hifes i els esporangis creixen cap a la llum expressant un
fototropisme positiu. Molts fongs esporul-len en preseéncia de la llum mentre que altres
esporul-len millor amb 1’obscuritat. S’ha comprovat que després d’il-luminar a una gran
varietat de fongs, aquests produeixen una scrie de components denominats P310 amb
caracteristiques esporogeéniques.
3. pH
Els fongs creixen generalment en un interval de pH de 4.5 a 8. Freqlientment els fongs

alteren el pH del medi en el que creixen per qualsevol dels 3 mecanismes seglients:
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1. Producci6 d’acids organics

2. Absorcio selectiva e intercanvi de ions

3. Produccié de CO, y NH;.
4. Oxigenacio

La majoria dels fongs son aerobis estrictes. Si el medi es ric en nutrients els fongs
poden créixer existint baixa concentracié d’O, pero la seva produccio cel-lular és menor del
10% de la que s’aconseguiria en condicions aerobiques Optimes.
5. Humitat
Per obtenir nutrients els fongs tenen que excretar enzims que degraden els polimers en

monomers i per que pugui haver-hi la difusio d’enzims, es requereix d’una pel-licula
d’aigua, per el que el creixement dels fongs precisa normalment de medis relativament
humits per que hi hagi una fase liquida. Per alguns micolegs el limit inferior de la humitat
relativa per al creixement de la majoria dels fongs es del 70%, malgrat que poden créixer
amb una major lentitud amb una humitat relativa inferior al 65%. Alguns tipus terrestres de
fongs poden sobreviure a temps de sequera prolongats, malgrat que quan la humitat relativa
ambiental es molt baixa els fongs poden trobar aigua lliure en algunes superficies en la que
la condensaci6 de I’aigua esta afavorida. La humitat atmosférica no sols afecta al
creixement vegetal i I’esporul-lacio sind també a la dispersid. No es sorprenent que amb la
pluja, la boira i les condicions relativament humides que predominen durant les hores
d’obscuritat apareixen elevades concentracions atmosferiques d’espores balistospores degut
a les seves caracteristiques fisiques donat que es presenten al medi ambient en forma de
masses mucinoses; per un altre costat hi ha una altra série de fongs en els que la dispersio

de les espores es veuen afavorides amb un nivell d’humitat relativa ambiental baix i amb
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I’acci6 de la forca de la velocitat del vent, essent maxima durant en els periodes vespertins.
En aquest moment espores d’especies dels tipus Cladosporium, Alternaria, Epicoccum
entre altres arriben a concentracions maximes.
6. Nutrients

Molts fongs aprofiten qualsevol resta organic per obtenir els nutrients. Casi es podria
assegurar que no hi ha cap compost organic natural que no pugui ser utilitzat per un fong o
un altre. Els carbohidrats d’origen vegetal constitueixen la font d’energia més abundant per
els fongs en la natura. El polimer més important disponible per als fongs en una amplia
gamma d’ambients és la cel-lulosa. Com a font de nitrogen poden utilitzar els nitrats, el que
significa posseir un grau més elevat d’independéncia nutritiva, o ’amoni de les amines.
Moltes varietats de fongs, entre ells els deuteromicets prosperen precisant inicament fonts
inorganiques de nitrogen. Com a font de sofre poden utilitzar els aminoacids que el
contenen en forma de SH o ’absorbeixen en forma de sulfat.

Els fongs saprofits degraden el material vegetal. Sense ells el planeta estaria ple
d’arbres morts i ens afogariem en les nostres propies deixalles.
7. Geografia

Segons I’indret geografic i d’acord amb les caracteristiques climatiques el tipus de

vegetacid6 predominant tindra unes caracteristiques determinades que influiran en
I’existéncia d’una major o menor concentracid d’espores de fongs. En general els prats de
regions temprades i els camps de cultius (sobre tot de cereals) sén fonts especialment
importants d’Alternaria, Cladosporium, Epicoccum entre altres mentre que les zones

boscoses aquestes espécies fungiques no son tant freqiients.
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1.2 CLASSIFICACIO TAXONOMICA DELS FONGS

Inicialment els fongs es varen classificar dintre del regne plantae al considerar-se

sers vius immobils que presenten estructures que s’assenten fermament en els substrats

sobre el que creixen. Posteriorment al aplicar els coneixements de biologia molecular es va

observar que taxonomicament estaven més a prop del regne animal que al de les plantes.

Finalment s’han classificat des de els dictamens de Margulis en un regne propi: el regne

del fongs®?’. (veure taula segiient).
REGNE CARACTERISTIQUES MEMBRES
PRINCIPALS REPRESENTATIUS
MONERA Cellules procariotes Bacteris, Algues verdes, ...
Nutrici6 absortiva 14 divisions
Reproduccié assexual per
fissio binaria
PROTISTA Cél-lules eucariotes Protozous, Oomicets, ...
Nutricié absortiva, ingestiva |30 divisions
o fotoautotrofica
Reproducci6 mitotica
Uni o pluricel-lulars
FONGS Cél-lules eucariotes Zigomicets, Ascomicets,

Nutricio absortiva

Basidiomicets,

11
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Meiosis zigotica Crhytidiomicets,
Unicel-lulars o filamentosos | Deuteromicets

Paret cel-lular amb quitina 5 divisions

PLANTES Eucariotes Molsa, Plantes vasculars, ...
Fotoautotrofiques 9 divisions

ANIMALS Céllules eucariotes 32 divisions
Heterotrofics

Meiosis gametica

Exposar una visidé general clara i concisa d’un mon complex com ¢és el de la
classificaci6 taxonomica dels fongs no es una tasca facil. Al llarg dels anys s’han realitzat
diferents classificacions, arribant-se a un punt comu: realitzar una classificacid en funcié de
la forma de reproduir-se sexualment. Com moltes especies solament es reprodueixen
asexuadament s’ha creat la categoria dels fongs imperfectes o Deuteromycotina, entre els
quals es troba la gran majoria dels fongs patogens per ’home i els animals. En cas de que
una especie de fongs tingui dos formes de reproduir-se tal i com em descrit anteriorment ,
en micologia médica es sol utilitzar el nom que identifica a la forma de reproduccid
asexuada.

Les espores asexuades generalment es produeixen en hifes especialitzades 1 es
denominen de diferent forma segons la seva morfologia. Aixi els fongs. Els fongs del
phylum Basidiomycota produeixen basidiospores en I’exterior d’una estructura denominada

basidi. Els fongs del phylum Asmomycota produeixen ascospores en I’interior d’una

12
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estructura en forma de sac denominada asco mentre que els fongs del phylum Zygmomycota
produeixen zigospores.

A continuaci6 es detalla la classificacio dels fongs segons Parker'*

Divisi6 Myxomycota
Classe Acrasiomycetes
Classe Myxomycetes
Subclasse Ceratiomyxomycetidae
Ordre Ceratiomyxales
Familia Clastodermataceae
Subclasse Myxogastromycetidae
Ordre Echinosteliales
Familia Clastodermataceae
Familia Echinosleliaceae
Ordre Liceales
Familia Cribariaceae
Familia Liceaceae
Familia Reticulariaceae
Ordre Physarales
Familia Didymiaceae
Familia Physaraceae
Ordre Trichiales

Familia Dianemaceae
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Familia Trichiaceae
Subclasse Stemonitomycetidae

Ordre Stemonitales

Familia Stemonitaceae
Classe Plasmodiophoromycetes

Ordre Plasmodiophorales

Familia Plasmodiophoraceae
Divisio Eumycota
Subdivisio Ascomycotina
Classe Discomycetes

Ordre Cyttariales
Familia Cyttariaceae

Ordre Heliotales
Familia Asocorticiaceae
Familia Dermateaceae
Familia Geoglossaceae
Familia Hemiphaciadiaceae
Familia Hyaloscyphaceae
Familia Leociateae
Familia Orbiliaceae
Familia Sclerotiniaceae

Ordre Medeolariales

Familia Medeolariaceae
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Ordre Ostropales
Familia Stictidaceae
Ordre Peziales
Familia Aleuriaceae
Familia Ascobolaceae
Familia Helvellaceae
Familia Morchellaceae
Familia Otidiaceae
Familia Pezizaceae
Famiilia Pyronemataceae
Familia Sarcoscyphaceae
Familia Thelebolaceae
Ordre Phacidiales
Familia Cryptomycetaceae
Familia Phacidiaceae
Familia Rhytismataceae
Ordre Tuberales
Familia Geneaceae
Familia Terfeziaceae
Familia Tuberaceae
Classe Hemiascomycetes
Ordre endomycetales

Familia Ascoideaceae
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Familia Endomycetaceae
Familia Saccharomycetaceae
Familia Spermophthoaceae
Ordre Protomycetales
Familia Protomycetaceae
Ordre Taphrinales
Familia Taphrinaceae
Classe Loculoascomycetes
Subclasse Loculoanoteromycetidae
Ordre Chaetothyriales
Familia Chaetothyriaceae
Familia Herpotrichiellaceae
Familia Metacapnodiaceae
Familia Naetrocymbaceae
Familia Trichothyriaceae
Ordre Verrucariales
Familia Verrucariaceae
Subclasse Loculoedaphomycetidae
Ordre Hysteriales
Familia Hysteriaceae
Familia Opegraphaceae
Familia Parmulariaceae

Familia Patellariaceae
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Familia Phillipsiellaceae
Familia Roccellaceae
Ordre Melanommatales
Familia Didyomosphaeriaceae
Familia Fenestellaceae
Familia Lophiaceae
Familia Lophiostomataceae
Familia Massariaceae
Familia Melanommataceae
Familia Microthyriaceae
Familia Mycroglaenaceae
Familia Sporomiaceae
Familia Strigulaceae
Familia Trypetheliaceae
Ordre Pleosporales
Familia Arthopyreniaceae
Familia Cucurbitariaceae
Familia Dimeriaceae
Familia Massarinaceae
Familia Mesnieraceae
Familia Micropeltidaceae
Familia Munkiellaceae

Familia Phaeosphaeriaceae
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Familia Phaeotricaceae
Familia Pleomassariaceae
Familia Pleosporaceae
Familia Pyrenophoraceae
Familia Tubeufiaceae
Familia Venturiaceae

Subclasse Loculoparenchemycetidae

Ordre Asterinales
Familia Asterinaceae
Familia Brefeldiellaceae
Familia Capnodiaceae
Familia Englerulaceae
Familia Parodiopsdidaceae
Familia Saccardiaceae
Familia Schizothyriaceae
Familia Stephanothecaceae
Familia Vizellaceae
Ordre Dothiedeales

Familia Dothiedeaceae
Familia Dothioraceae
Familia Eremomycetaceae
Familia Euantennariaceae

Familia Pseudosphaeriaceae
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Subclasse Loculoplectascomycetidae
Ordre Myrangiales

Familia Arthoniaceae
Familia Cookellaceae
Familia Elsinoéaceae
Familia Myriangiaceae
Familia Piedraiaceae
Familia Saccardiunulaceae

Familia Seuratiaceae

Classe Pleomycetes
Ordre Ascophaerales
Familia Ascophareaceae
Familia Monascaceae
Ordre Elaphomycetales
Familia Elaphomycetaceae
Ordre Eurotiales
Familia Amorphothecaceae
Familia Cephalothecaceae
Familia Ophiostomataceae
Familia Trichocomaceae
Ordre Gymnascales

Familia Gymnoascaceae
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Familia Onygenaceae
Ordre Microascales

Familia Microascaceae

Classe Pyrenomycetes

Ordre Chaetomiales

Familia Chaetomiaceae
Ordre Clavicipitales

Familia Clavicipitaceae
Ordre Coronophorales

Familia Coronophoraceae
Ordre Coryneliales

Familia Coryneliaceae
Ordre Diaporthales

Familia Diaporthaceae

Familia Halosphaeriaceae
Ordre Erysiphales

Familia Erysiphaceae
Ordre Hypocreales

Familia Hypocreaceae
Ordre Laboulbeniales

Subordre Herpomycetineae
Familia Herpomycetaceae

Subordre Laboulbeniineae
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Familia Ceratomycetaceae
Familia Euceratomycetaceae
Familia Laboulbeniaceae
Ordre Melanosporales
Familia Melanosporaceae
Ordre Meliolales
Familia Meliolaceae
Ordre Sordariales
Familia Sordariaceae
Ordre Xylariales
Familia Coniochaetaceae
Familia Diatrypaceae
Familia Phyllachoraceae
Familia Xylariaceae
Subdivisio Basidiomycotina
Classe Gasteromycetes
Ordre Agaricogastrales
Familia Asterogastraceae
Familia Boletogastraceae
Familia Cribbiaceae
Familia Secotiaceae
Ordre Gauteriales

Familia Gauteriaceae
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Ordre Hymenogastrales
Familia Gasterellaceae
Familia Hymenogastraceae
Ordre Lycoperdales
Familia Arachniaceae
Familia Geastraceae
Familia Lycoperdaceae
Familia Mesophelliaceae
Ordre Melanogastrales
Familia Melanogastraceae
Familia Torrendiaceae
Ordre Nidulariales
Familia Nidulariaceae
Familia Sphaerobolaceae
Ordre Phallales
Familia Clathraceae
Familia Hysterangiaceae
Familia Phallaceae
Familias “incertae sedis”
Claustulaceae
Gelopellidiaceae
Prottogastraceae

Ordre Podaxales
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Familia Podaxaceae
Ordre Protogastrales
Familia Gastroporiaceae
Familia Hemigastraceae
Familia Protogastraceae
Ordre Sclerodermatales
Familia Astracaceae
Familia Broomeiaceae
Familia Glischodermataceae
Familia Sclerodermatataceae
Ordre Tulostomatales
Familia Calostomataceae
Familia Tulostomataceae
Classe Hymenomycetes
Ordre Agaricales
Familia Agaricaceae
Familia Amanitaceae
Familia Auriscalpiaceae
Familia Bolbitiaceae
Familia Boletaceae
Familia Bondarzewiaceae
Familia Cantharellaceae

Familia Clavariaceae
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Familia Coniophoraceae
Familia Coprinaceae
Familia Corticiaceae
Familia Cortinariaceae
Familia Cypellaceae
Familia Echinodontiaceae
Familia Fistulinaceae
Familia Ganodermataceae
Familia Gomphidiaceae
Familia Gomphaceae
Familia Heriaciaceae
Familia Hydnaceae
Familia Hygrophoraceae
Familia Hymenochaetaceae
Familia Lachnocladiaceae
Familia Lepiotaceae
Familia Paxillaceae
Familia Polyporaceae
Familia Rhodophyllaceae
Familia Russulaceae
Familia Schizophillaceae
Familia Thelephoraceae

Familia Tricholomataceae
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Familia Volvariaceae
Ordre Exobasidiales
Familia Exobasididiaceae
Classe Phragmobasidiomycetes
Subclasse Heterobasidiomycetidae
Ordre Eutremellales
Familia Auriculariaceae
Familia Hyaloriaceae
Familia Phleogenaceae
Familia Sirobasidiaceae
Familia Tremellaceae
Ordre Septobasidiales
Familia Septobasidiaceae
Subclasse Metabasidiomycetidae
Ordre Metatremellales
Familia Ceratobasidiaceae
Familia Dacrymycetaceae
Familia Tulasnellaceae
Classe Teliomycetes
Ordre Uredenales
Familia Melamporaceae
Familia Phragmidiaceae

Familia Pucciniaceae
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Familia Pucciniaceae
Familia Pucciniastraceae
Familia Raveveliaceae
Ordre Ustilaginales
Familia Tilletiaceae
Familia Ustilaginaceae
Subdivisid Deuteromycotina
Classe Coelomycetes
Ordre Melanconiales
Familia Melanconiaceae
Ordre Sphaeropsidiales
Familia Discellaceae
Familia Leptostromataceae
Familia Nectroidaceae
Familia Sphaeropsidaceae
Classe Hyphomycetes
Ordre Agonomycetales
Familia Agonomycetaceae
Ordre Hyphomycetales
Familia Demattiaceae
Familia Moniliaceae
Ordre Stilbellales

Familia Stillbellaceae
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Ordre Tuberculariales

Familia Tuberculariaceae
Subdivisido Mastigomycotina
Classe Chytridiomycetes

Ordre Blastocladiales
Familia Blastocladiaceae
Familia Catenariaceae
Familia Coelomycetaceae

Ordre Chytridiales

Serie Inoperculatae
Familia Achlyogetonaceae
Familia Cladochytriaceae
Familia Olpidiaceae
Familia Phlyctidiaceae
Familia Physodermataceae
Familia Rhizidiaceae
Familia Synchytrtiaceae
Serie Operculatae
Familia Gonapodyaceae
Familia Monoblepharidaceae
Classe Hyphochytridiomycetes
Ordre Hypochytriales

Familia Anisolpidiaceae
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Familia Hyphochytriaceae
Familia Rhizidiomycetaceae
Classe Oomycetes

Ordre Lagenidales
Familia Lagenidiaceae
Familia Olpidiopsidaceae
Familia Sirolpodiaceae

Ordre Leptomiales
Familia Leptomitaceae
Familia Rhipidiaceae

Ordre Peronosporales
Familia Albuginaceae
Familia Peronosporaceae
Familia Phythiaceae

Ordre Saprolegniales
Familia Ectrogellaceae
Familia Haliphthoraceae
Familia Leptolegniellaceae
Familia Saprolegniaceae
Familia Traustochytriaceae

Subdivisio Zygomycotina
Classe Trichomycetes

Ordre Amoebidiales
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Familia Amoebidiaceae
Ordre Asellariales

Familia Asellaraiceae
Ordre Eccrinales

Familia Eccrinaceae

Familia Palavasciaceae

Familia Parataeniellaceae
Ordre Harpellales

Familia Harpallaceae

Familia Legeriomycetaceae

Classe Zygomycetes

Ordre Dimargaritales

Familia Dimargaritaceae
Ordre Endogonales

Familia Endogonaceae
Ordre Entomophthroales

Familia Basidiobolaceae

Familia Entomophthroaceae
Ordre Kickxellales

Familia Kickxellaceae
Ordre Mucorales

Familia Choanephoraceae

Familia Cunninghamellaceae
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Familia Mortierellaceae
Familia Mucoraceae
Familia Pilobolaceae
Familia Radiomycetaceae
Familia Saksenaeaceae
Familia Syncephalastraceae
Familia Thamnidiaceae
Ordre Zoopagales
Familia Cochlonemataceae
Familia Helicocephalidaceae
Familia Piptocephalidaceae

Familia Zoopagaceae

1.3 ALTERNARIA ALTERNATA 1 AL-LERGIA

1.3.1 MALALTIES EN L’HOME PRODUIDES PER FONGS

No existeixen parametres perfectament definits que ens permeti catalogar als fongs
com a utils o perjudicials. En general tots els fongs son tutils ja que tenen unes funcions
dintre del cicle biologic per el que podriem dir que no sén solament utils sind també
necessaris. Aquest fet no treu que no hi hagi fongs que també puguin ser patogens per
plantes, animals i els homes essent algun d’ells inclos causa de mort.

De les moltes espécies de fongs existents només un baix percentatge tenen la

capacitat de produir alguna determinada malaltia en I’home. Aquest fet demostra que
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malgrat que totes les persones estem exposades a un gran nombre de fongs aquests son
habitualment eliminats pels mecanismes defensius.

Els fongs poden ser causa de infeccions al envair o parasitar teixits produint el que
denominem micosis que tant poden ser superficials com dermo-hipodérmiques i profundes
o diseminades™>’.

També poden causar intoxicacions alimentaries al ser ingerits produint les
micotoxicosis a partir de les micotoxines com son les aflatoxines, rubitoxines, fumitoxines,
acid apicladosporix 7 .

A partir de la seva ingesta també pot produir-se reaccions d’al-lérgia alimentaria en
pacients préviament sensibilitzats ***'.

Per ultim, alguns fongs poden actuar com aeroal-lergens a nivell de la mucosa
ocular, nasal i/0 bronquial podent-se desenvolupar malalties tant diverses com la
rinoconjuntivitis i/o0 asma al-lérgics, sinusitis fungica al-lérgica, aspergilosis

broncopulmonar al-lérgica (ABPA) i les alveolitis al-lérgiques extrinseques™ ™.

1.3.2 AL.LERGIA PER FONGS. CONSIDERACIONS GENERALS

L’al-lérgia per fongs es coneguda des de fa més de dos segles, més concretament
des de I’any 1726, quan Floyer va observar simptomes asmatics en pacients que havien
visitat unes bodegues®. Posteriorment I’any 1873 al descriure Blackley un quadre
congestiu per inhalacid d’espores d’un cultiu de fongs, concretament de Penicillium 1
Chaetomium’". L’any 1924 Van Leeuwen, a Holanda va relacionar ’aparici6 de simptomes
asmatics amb la preséncia d’espores fingiques en 1’ambient™. Es curiés el fet que Van

Leeuwen estudiava I’associacio entre fongs 1 asma bronquial en I’hospital St. Mary de
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Londres en el laboratori que estava molt a prop de el Dr. Fleming, el célebre descobridor de
la penicil-lina. Es possible doncs, que ’interes dels al-lergolegs per les espores fungiques
ajudés a propiciar el comengament de I’era de la antibioterapia.

En els anys segiients es va demostrar que la prevalenca de conidis fungics en
I’ambient es relacionava amb una major preseéncia de reaccid cutania positiva als antigens
fungics. Prince i col-laboradors™ i Feinberg > varen descobrir que I’aire d’espais oberts era
un reservori important i demostraren que molts dels seus pacients presentaven reaccions
cutanies front als extractes de fongs. Posteriorment el paper de la hipersensibilitat a fongs
en una amplia varietat de malalties al-lérgiques es va anant establint mitjancant proves de
provocacid. Harris, en el 1941 va exposar a pacients a 1 gr de pols d’Alternaria en un local
tancat, provocant asma i rinitis en 10 dels 12 que presentaven unes proves cutanies
positives i una historia clinica compatible amb al-lérgia respiratoria per espores fungiques’’.

L’exposicio als al-lergens fingics es produeix tant en espais oberts com tancats.
Algunes espécies de fongs es troben en major concentracid en l’atmosfera respecte
ambients d’interior com es el cas de Cladosporium i Alternaria mentre que altres espécies
predominen en els ambients d’interior com pot ser el cas de Penicillium i Aspergillus™®®.
El nimero d’espores de fongs en 1’aire pot variar de menys de 200 a més d’un milié per
metre cubic. El nimero d’espores, varia amb el moment del dia, 1’estacio de I’any, la
localitzacio geografica, la presencia de fonts d’esporul-lacié 1 un llarg etc. No és infreqiient
que el recompte d’espores fungiques superi els 4000 per metre cubic, essent generalment

<. , . . . . . . 6.7
les especies més predominants en ambients d’exterior les de Cladosporium i Alternaria™ "

61-67
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La possibilitat de que una persona inhali espores fingiques tant en ambients tancats
com en I’exterior és doncs segons tot lo anteriorment descrit elevada. La resposta al-lergica
als fongs es relaciona d’una manera més directa amb les espores que amb la preséncia de
restes micelars o altres cél-lules fungiques™*®®.

Malgrat que la concentraci6 d’espores de Cladosporium és superior a la
d’Alternaria hi ha més pacients al-lérgics a Alternaria® . De fet, la sensibilitzacio a fongs
1 exposicid a al-lergens fungics aerovagants s’han associat amb episodis greus d’asma i
sembla existir una major mortalitat en els pacients asmatics sensibilitzats a Alternaria "',

No sempre ¢€s possible establir una relacio entre directe entre els recomptes
fungiques en I’atmosfera i la preséncia de simptomatologia al-lergica. La patologia
al-lérgica més freqiientment relacionada per I’exposicié a fongs €s la rinitis i 1’asma
bronquial.

Sense cap dubte es pot assegurar que els fongs son causants d’al-lérgia en persones
sensibilitzades, i els darrers estudis epidemiologics comproven que la seva prevalenga és

. . .y s . , 71.73
superior al que anteriorment es pensava, essent la poblacio pediatrica la més afectada "'~

75, 82-90

1.3.3 FONGS IMPLICATS COM ORIGEN D’AEROAL.LERGENS

Les espores dels fongs 1 altres particules reproductives de molts fongs
experimenten regularment un transport atmosféric'. Segons I’area geografica o habitat
estudiat poden existir variacions importants tant en la carrega total d’espores atmosferiques
com I’existéncia de diferents espécies, influenciades per les caracteristiques del substrat

. . . . o T 17.21-
sobre el que creixen i es reprodueixen els fongs i les caracteristiques geoclimatiques "
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** Els multiples estudis aerobiologics mostren la biodiversitat de les espécies fungiques i
les variacions en la seva concentracido atmosferica malgrat que hi ha especies de fongs
universals 1 que freqiientment constitueixen el gruix del material biogénic en suspensio en
I aire’59:6368
La implicaci6 de les espores fingiques en patologies al-lergiques com son la
rinitis/conjuntivitis i 1’asma al-leérgic ha quedat demostrada en les darreres décades a partir
dels estudis sobre I’aerobiologia i el seu paper com al.lerge®! 04660728085
D’acord amb la classificaci6 taxonomica dels fongs anteriorment descrita i basada
en la realitzada per Parker'* en la taula segiient s’especifiquen els fongs que s’han descrit

s . . 1.8-10,17,40,41,47,63,80,81,91-110
com al-lergenics coneguts i potencials™ PR .

Divisio Eumycota
Subdivisio 4scomycotina
Classe Discomycetes
Ordre Heliotales
Familia Sclerotiniaceae
Botryotinia
Monilina
Classe Loculoascomycetes
Subclasse Loculoanoteromycetidae
Ordre Pleosporales
Familia Phaeosphaeriaceae

Didymella
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Familia Pleosporaceae
Pleospora (=Stemphylium)
Familia Tubeufiaceae
Helminthosporium
Classe Plectomycetes
Ordre Eurotiales
Familia Amorphotheaceae
Cladosporium
Pullularia (=Aeurobasidium)
Familia Trichocomaceae
Acremonium
Aspergillus
Eurotium
Paecilomyces
Penicillium
Ordre Gimnascales
Familia Gymnascaceae
Trychophyton
Classe Pyrenomycetes
Ordre Chaetomiales
Familia Chaetomiaceae
Chaetomium

Ordre Clavicipitales
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Familia Clavicipitiaceae

Claviceps
Ordre Erysiphales
Familia Erysiphaceae
Erisiphe

Ordre Hypocreales
Familia Hypocraceae
Fusarium
Trichoderma
Ordre Sordariales
Familia Sordariaceae
Neurospora (=Monilia)

Ordre Xylariales

Familia Xylariaceae
Daldinia
Xylaria
Subdivisio Basidiomycotina
Classe Gasteromycetes
Ordre Lycoperdales

Familia Lycoperdaceae
Calvatia
Ordre Sclerodermatales

Familia Sclerodermataceae
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Pisolithus
Scleroderma
Classe Hymenomycetes
Ordre Agaricales
Familia Agaricaceae
Agaricus

Familia Amanitaceae
Amanita

Familia Bolbitiaceae
Agrocybe

Familia Boletaceae
Boletus

Familia Cantharellaceae
Cantharellus

Familia Coniophoraceae
Serpula (=Merulius)

Familia Coprinaceae
Coprinus

Familia Corticiaceae
Stereum

Familia Cortinariaceae
Psilocybe

Familia Ganodermataceae
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Ganoderma
Familia Hymenochaetaceae
Inonotus
Familia Lepiotaceae
Chlorophyllum
Familia Polyporaceae
Polyporus
Familia Tricholomataceae
Armillaria
Armarillariela
Pleurotus
Classe Phragmobasidiomycetes
Subclasse Metabasidiomycetidae
Ordre Metatremellales
Familia Cacrymycetaceae
Dacrymyces
Classe Teliomycetes
Ordre Uredinales
Familia Pucciniaceae
Puccinia
Ordre Ustilaginales
Familia filletiaceae

Tilletia
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Tilletiopsis

Familia Ustilaginaceae

Ustilago
Urocystis
Subdivisid Deuteromycotina
Classe Coelomycetes
Ordre Shaeropsidales

Familia Shaeropsidaceae

Phoma

Classe Hyphomycetes
Ordre Hyphomycetales

Familia Dematiaceae
Alternaria
Curvularia
Drechslera
Torula

Familia Moniliaceae
Candida
Rhodotorula

Sporotrichum

Subdivisio Zygomicotina
Classe Zygomycetes

Ordre Mucorales
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Familia Mucoraceae
Absidia
Mucor

Rhizopus

1.3.4 ALTERNARIA ALTERNATA
1.3.4.1 DESCRIPCIO MICOLOGICA:

Fong filament6s amb conidiofors simples pluricel-lulars amb septums, formant-se
en els seus extrems conidis muriformes, de color marrons fosc, amb septes transversals i

verticals de disposicio irregular . Per gemaci6 de la cél-lula apical es genera un nou conidi,

17,111-114

formant-se llargues cadenes de 10 o més conidis
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La seva posicio taxonomica dintre dels regne dels fongs €s la seglient:
Phylum: Eumycota
Subphylum: Deuteromycota
Classe: Hyphomycetes
Ordre: Hyphomycetales
Familia: Dematiaceae
Genere: Alternaria

Especies: Alternaria alternata
Alternaria consortiale
Alternaria tenuissima
Alternaria chartarum
Alternaria oleraceae

Alternaria saponariae

Alternaria alternata té els segiients sinonims dintre de la terminologia micologica medica
14,

- Alternaria geophila

- Alternaria Stemphiloides

- Alternaria tenuis

- Torula alternata

41



1. Introduccio

1.3.4.2.ECOLOGIA:

Creix com saprofit o parasit sobre plantes 1 material vegetal, podent-se trobar en
aliments 1 teixits.

En els invernacles s’ailla en les plantes malaltes o mortes per la seva tendéncia a

habitar substrats organics en descomposicid. Se’l coneix com “florit negre”.

Dintre dels domicilis pot aillar-se de I’aire, pols i llocs d’humitat com sén els marcs
de les finestres en les que es produeix condensaci6. La seva distribucio €s universal i es
considera que es un fong d’espais oberts. Els conidis s’aillen amb freqiiencia de 1’aire lliure
durant el temps calords. L’interval de temperatura de creixement varia entre 2 i 32 °C, amb
temperatures optimes entre els 25 i 28°C”'" "> Entre els metabolits produits per
Alternaria Alternata es troben diversos que poden ser considerats com micotoxines,
destacant el monometileter de alternariol, altertoxinas I i II (toxines mutagenes), altenueno,
altenuisina i acid tenuazénic''®. Aquestes toxines poden trobar-se en tomaquets, pomes,

olives, etc.
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1.4 AEROBILOGIA DELS FONGS

1.4.1 PROPIETATS DE MOSTREIG I DINAMICA DELS AEROAL.LERGENS

L’Aerobiologia s’ocupa de I’origen, alliberacid, transport, diposit i efecte de les
particules biologiques transportades per I’aire’. En conseqiiéncia, es pot afirmar que es
tracta d’una ciéncia multidisciplinar. Els meétodes per estudiar els al-lergens inhalables, com
son les espores fungiques, reflecteixen la contribucid realitzada per botanics, patolegs
vegetals, meteorolegs aixi com per els metges. Aquesta diversitat i I’oportunitat de satisfer
interessos relacionats amb 1’ investigacio de certes malalties o inclos poder entendre part de
la historia natural ha fet que aquest camp tingui un gran atractiu per a molts professionals.

El valor de tenir una idea sobre la prevalenca de les particules especifiques
transportades en 1’aire es va fer evident per als primers investigadors en el camp de
I’al-lergologia, de manera que s’han vingut fent estudis aerometrics durant més d’un segle.
Els pioners, entre els que destacaven Blackley i Mars varen mostrar un confianga
incondicional en els métodes gravitacionals de recolleccié de particules’'” fins fa
relativament pocs anys quan es va disposar de les teécniques volumeétriques (és a dir, es
relacionaven exactament les quantitats de particules recollides amb volums determinats de
mostres d’aire).

Les particules en suspensid experimenten continuament acceleracions verticals 1
horitzontals exercides per una atmosfera mobil, i un cop en moviment tendeixen a
desplagar-se seguint trajectories rectes. Les trajectories lineals es poden modificar tant per
la forga de la gravetat i la friccid de les molécules d’aire 1 pels canvis continus de velocitat

del medi gasds. Aquestes forces fan que la trajectoria de les particules es desviin de les

43



1. Introduccio

corrents d’aire que les transporta. La tendéncia d’una particula a desviar-se de la trajectoria
de la corrent de I’aire (és a dir travessar la linia de flux) esta quasi bé en funcio6 de la seva
mida. Quant més petites son les unitats microniques tant millor es la tendeéncia a seguir les
linies de flux al voltant dels obstacles; quan més gran és la particula, normalment €s més
gran la distancia de parada necessaria per realitzar aquest canvis de velocitat, i més grans
son les probabilitats de que impactin o es dipositin en una superficie que serveix
d’obstacle. L’efecte selectiu de la mesura de la particula sobre la deposicid s’observa més
facilment quan les particules cauen a través de 1’aire completament en repds. En aquestes
condicions especials, a 1’acceleracio de la gravetat només s’oposa la resisténcia exercida
per les molécules d’aire, i les particules arriben rapidament a un ritme estable de caiguda, i
es mantenen, quan aquestes forces s’equilibren. Per unitats d’aerosol esfériques de 1 a 100

um, aquest ritme, o velocitat de deposicio final es pot expressar com:

gr’p
Vs=
18 rn
g: acceleracid causada per la gravetat
r =radi de la particula
p= densitat de la particula menys densa de

Iaire (1,3 X 10 g/cm’ a 18°C)
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A continuaci6é es dona una relacié de les mesures mitjanes de les espores d’alguns

fongs reconeguts com al-lergenics.

Especies Micres
Alternaria alternata 10 X 40
Aspergillus flavus 3-5
Candida albicans 5X8
Cladosporium sp 4X8
Fusarium sp 3X5
Mucor sp 5x10
Monilia sitophila 4X10
Penicillium sp 3 X5
Pullularia pullulans 3X5
Rhizopus nigricans 9X13
Curvularia geniculata 25X 65
Microsporum gypseum 12 X 90
Trichophyton sp 2-4

Les estimacions publicades de la densitat per els pol-lens i algunes espores es troben
dintre de 50% % 1, el que implica que aquesta variable contribueix poc a les diferéncies en
la deposicid de superficies. Les particules no esfériques semblen actuar de forma similar, si

bé la orientacid imprevisible i els efectes de rotacié fan que 1’analisi sigui més dificultos,
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essent aquest cas el de les espores fungiques. D’acord amb aix0, freqlientment resulta util
considerar el radi aerodinamic equivalent d’una especie determinada d’aerosol, es a dir, el
radi d’una esfera de densitat igual a la unitat amb el comportament de deposicié de la

. g1 29,118
particula en qiiestio™ .

1.4.1.1 RECOL-LECCIO DE PARTICULES PER METODES GRAVITACIONALS

La confianca tradicional en la recol-leccio gravitacional es va reforgar en 1946 quan
es va adoptar un suport cobert per un porta objectes, proposat per Durham, com a dispositiu
de mostreig estandard per la Academy of Allergy'"” .

Les recol-leccions estandard amb el dispositiu de mostreig gravitacional de Durham
s’utilitzen porta objectes recoberts amb una fina capa de glicerina en la seva superficie
superior que s’exposa durant periodes de 24 hores (habitualment). Després de retirar-los
els porta objectes s’examinen al microscopi optic i es fa un recompte de les particules en el
camp de 4,84 cm®. Les dades es refereixen com a particules per centimetre quadrat de
superficie del porta objectes. En un dispositiu de mostreig de Durham (o en altres
superficies estables) també es poden exposar plaques de cultiu obertes i realitzar recompte
de les colonies de fongs després de 4 a 7 dies. El material recollit per al porta objectes i les
plaques obertes reflecteixi la col-lisié de particules impel-lides per el moviment turbulent de
I’aire 1 per la deposicid gravitacional. Per aprofitar completament ambdos processos, €s
desitjable que existeixi un flux d’aire actiu horitzontal.

Moltes de les limitacions quantitatives del dispositiu de mostreig gravitacional
amb porta objectes varen ser apreciades ja per Durham. Malgrat aixo el baix cost de

I’aparell, la seva gran duracio6 i la independéncia de font d’energia el varen convertir en un
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aparell acceptable per fer estudis qualitatius 1 de les tendéncies estacionals de prevalenga
dels pol-lens i espores de gran mesura més abundants. Per aplicacions més precises , el
dispositiu de mostreig de Durham presenta deficiéncies molt limitants, que s’ha comprovat
experimentalment.

Les particules enumerades en porta objectes gravitacionals o plaques de cultiu
obertes, reflecteixen les contribucions d’un volum d’aire desconegut. S’ha registrat
nombrosos intents per obtenir dades volumeétriques sense arribar a una solucio.

L’efecte independent de factors com la velocitat de 1’aire, la direccié del vent i la
turbuléncia sobre la deposicio de les particules es suficientment intens com per a restar
valor a les comparacions de les dades gravitacionals obtinguts en estacions, dies o
periodes dilirns que manquen de condicions climatiques comparables. A més a més, els
valors dels comptatges de pol-lens o espores per els sistemes de mostreig gravitacionals es
veuen afectats per I’efecte netejador de la pluja donat que al estar exposades 24 hores
aquesta pot emportar-se’n les particules dipositades sobre la superficie del gel, al igual que
una elevada humitat al produir-se un efecte de condensacio.

La quantitat de particules recollides per aquest sistemes ¢és relativament petita i
tendeix a disminuir a mesura que es consideren unitats més petites com es el cas de les
espores. Per tant., per a moltes particules especialment les més petites i les menys

abundants, la poca quantitat recollida dona un gran error en el mostreig'>.
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1.4.1.2 TECNIQUES VOLUMETRIQUES

Les deficiéncies dels métodes més simples han fet que ’atencié en les técniques
per valorar la prevalenga de les particules aerobiologiques es centri en les técniques
volumétriques™''®. A continuaci6 s’exposen els nous métodes, detallant els mecanismes en
els que es basen i els mérits comparatius dels dispositius facilment aplicables a 1’estudi

dels aeroal-lergens.

1.4.1.3 FILTRES DE MEMBRANA I RECOL-LECCIO ISOCINETICA

Els filtres moleculars de membrana d’una mesura de pors definits ofereixen un mitja
per relacionar el material obtingut amb volums especifics d’aire (aspirat). El mitja de filtrat
es pot aclarir amb oli d’immersi6, i les particules es poden enumerar mitjangant
microscopia optica” .

Al igual que tots els dispositius de succio, els filtres de membrana tenen que estar
continuament encarats a la corrent de 1’aire, donat que I’eficacia de la recol-leccio
disminueix en gran mesura quan l’orientacid del vent es incorrecta. Malgrat aixo, inclos
quan la presa del dispositiu de mostreig i la corrent de 1’aire ambiental estan alineades (és a
dir, isodireccional) les diferéncies entre la velocitat del vent i la velocitat de 1’aire que
penetra en 1’aparell poden afectar a la recol-leccio. Quan les velocitats del corrent de 1’aire
lliure i de ’orifici coincideixen 1 1’orientacié del vent es completa, es diu que el mostreig
es isocinetic En aquesta condicid ideal, dificilment aconseguida, les particules poden ser
recollides amb un 100% d’eficacia si la retenci6 per el collector es absoluta”''®. Com a

norma general, s’obtenen estimacions de prevalenga falsament baixes quan la velocitat de

I’aire en I’ orifici excedeix molt al del corrent lliure. En el cas contrari, amb velocitats
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excessives de vent, s’obtenen quantitats falsament elevades de particules. Els errors
resultants de les situacions anisocinetiques es troben implicites en el funcionament de tots
els dispositius de mostreig per succid; aquests errors son limitats en les condicions
prevalents de vent, i afecten en menor mesura a la recol-leccié de particules de mesura

mitjana (al voltant de 20 pm)'*".

El captador Cour'*

€s un sistema per filtracid que consisteix en un eix
perpendicular al terra, que sosté, en el seu extrem superior, un eix perpendicular amb la
capacitat de girar 360°C. En un extrem d’aquest eix hi ha una penell (que I’orienta sempre
segons el vent dominant). En el captador s’exposen dos filtres, un dels quals es retira del
captador un cop per setmana i es sotmet a un tractament que combina processos quimics
amb fisics per obtenir un sediment format majoritariament per pol-lens i espores. Hi ha que
assenyalar que algunes espores de fongs es trenquen i no poden ser estudiades amb precisio

amb aquesta metodologia. Els resultats que s’obtenen a partir d’un captador Cour son

concentracions mitges setmanals de pol-lens i espores.

1.4.1.4 DISPOSITIUS PER SUCCIO

Els dispositius de succié han aconseguit una amplia popularitat per la monitoritzacid
d’espores ambientals. Aquests aparells aspiren aire que transporta particules a velocitats
especifiques i el forcen a efectuar rapids canvis direccionals en canals de flux especialment
dissenyats. Les particules amb un moment suficient no poden respondre bé a aquestes

acceleracions angulars, 1 en conseqiiéncia tendeixen a creuar les linies de flux. Quan
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aquesta desviacio de la trajectoria de 1’aire és extrema, es pot produir la col-lisio de
superficie en arees precises en les que es troben les superficies de mostreig”''®.

Mitjangant el pas de ’aire a través de tubs d’injeccio de calibre progressivament
més petits, particules progressivament menors poden ser impel-lides fins a nivells critics de
moment i recollides en fraccions de mesura especifica. Aquest principi s’aplica eficagment
en els impactadors seqiiencials i en els dispositius col-leccionadors cribadors d’ Andersen
atils per a periodes de recol-leccié curts'®.

En el métode de Hirst'®, les recolleccions es fan en superficies recobertes de
material adhesiu que es desplaca a una velocitat de 2mm/h més enlla de 1’orifici de presa de
2 x 14 mm. L’aire es conduit cap a I’interior de 1’aparell a 10 I/min i es produeix una linia
continua de particules amb diferéncies de temps en un tambor cobert per una cinta
adhesiva, proporcionant un registre de 7 dies. Aquest es el sistema amb el que funcionen els
captadors Hirst marca tipus Burkard o Lanzoni '*>'%°.

Els resultats que s’obtenen d’un captador Hirst son concentracions mitges diaries
de pollens i espores (pol-lens/m® i espores/m’). Per obtenir aquests valors hi ha que
realitzar un calcul matematic en el que intervenen com a factors:

- El n° de particules comptades

- La superficie de mostra analitzada. Per a calcular-la es necessita con¢ixer el

numero (n) de linies comptades i la seva longitud (K) i amplada (k3). Amb
aquests parametres es calcula la proporcidé analitzada respecte de tota la
superficie util de la preparacié microscopica (Ks).

- El volum d’aire que aspira el captador, normalment 10 I/min, i que a les 24

hores equivalen a 14.4 m® d’aire (Ks).
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La formula a aplicar és: concentracio mitja setmanal = K x N
- K és una constant que incorpora tots aquells valors fixes quan la metodologia
s’aplica seguint sempre la mateixa rutina (K; a Ks).
Els registres longitudinals de diposit de 24 hores faciliten I’estimaci6 dels nivells
mitjans de prevalenga durant aquests periodes. En un simple travesser de 48 mm, el volum

de I’aire que aporta les particules es poden calcular com segueix:

Diametre del camp microscopic (um)

X m?® d’aire en 24 hores

Amplada total del diposit (um)

El métode Burkard recull particules de més de 5 um amb una eficacia que supera el
50% en la majoria de les condicions atmosferiques. Una coberta horitzontal proporciona
una proteccid raonable per la pluja que incideix directament, i la resposta al vent es
satisfactoria. Altres col-lectors inercials amb orientacié fixa de 1’orifici de presa son els de
Kramer-Collins Spore Trap 1 el col-lector de fenedura Bourdillon, adequats per aplicacions
en aire casi en repos.

El dispositiu de mostreig multifases d’Andersen (col-lisionador de criba seqiiencial)
s’ha convertit en un aparell per a recol-leccions volumeétriques per a cultiu i ofereix

notables avantatges sobre les plaques de cultiu gravitacionals, en especial per a particules
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menors de 5 a 10 um. El dispositiu de mostreig esta format per un sistema de cribes o
fases cascuna amb més de 400 orificis, a través dels quals es condueix 1’aire a 28.3 1/min.
A mesura que es van creuant les fases, les particules que penetren tenen que passar per
orificis progressivament més petits per el que pateixen una acceleracid. Si bé aquest aparell
esta dissenyat per separar particules viables , son possibles aplicacions més senzilles

. . . C .y 127
obtenint recol-leccions integrades amb una precisio acceptable .

1.4.1.5 IMPACTADORS DE BRAC ROTATORI

Els cilindres, cintes i filaments estrets intercepten particules presents en corrents
d’aire en moviment amb una altra eficacia. La probabilitat d’impacte en obstacles com els
descrits augmenta amb la velocitat de 1’aire i amb la velocitat de caiguda final de les
particules. El mostreig volumeétric amb cilindres fixes si es fa un recompte de les particules
adherides i es valora la velocitat de I’aire durant el periode de mostreig amb anemometre.
En la practica s’ ha demostrat que és més senzill fer rotar una superficie estreta recoberta
per material adhesiu a través d’aire a una velocitat elevada constant, es a dir a partir de
1500 r.p.m, 118128 129.130,
Diversos impactadors de brag rotatori comparteixen aquest principi de funcionament. El

. \ . 131
més conegut o estes es el sistema Rotorod ~.

52



1. Introduccio

La eficacia de la recol-leccio de particules per impactadors de brag rotatori reflexa
dos variants principals:

1) la probabilitat de que una particula present en la trajectoria de
projecci6 de la superficie de projeccid6 de la superficie en
moviment impacti. La eficacia del impacte augmenta rapidament
amb la mesura de la particula.

2) La tendéncia relativa a que una particula impactada a adherir-se.

En resum, actualment ens trobem basicament amb 4 sistemes per el mostreig
d’espores ambientals:

1) per gravetat

2) de succid

3) de succio modificats

4) impactadors de brag rotatori

Darrerament a nivell experimental s’estan desenvolupant métodes de mostreig
aerobiologic basats en técniques de biologia molecular o en técniques immunologiques per
realitzar estudis ultraestructurals de les fraccions al-lergéniques.

Malgrat que cap simple aparell recull Optimament una gamma complerta de carrega
acria d’espores i pol-lens i molts aeroal-lergens poden escapar del recompte, actualment els
sistemes de succid, com son els aparells tipus Burkard o Lanzoni amb la metodologia Hirst
son, de manera global, els millors captadors per tenir una bona representaci6 de la
concentracié de pol-lens 1 espores ambientals, malgrat que el seu volum i el seu preu

limiten la seva aplicacio.
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1.4.2 ELABORACIO DE DADES AEROBIOLOGIQUES

L’analisi microscopica de les mostres aerobiologiques dona lloc a una relacid
quantificada de taxons pol-linics o d’espores, corresponents a les dades d’un dia o d’una
setmana, segons s’hagi utilitzat un captador Hirst o Cour respectivament. Aplicant els
calculs adequats a la metodologia del mostreig, aquests resultats s’expressen en unitats de
concentracio: pol-lens o espores /m’, unitats molt utils a 1’hora de fer-se una idea grafica de
la mesura expressada, el nimero mig de grans de pol-len o d’espores continguts en un
espai clibic d’un metre de costat, durant el periode de temps que dura el mostreig '*2.

Per realitzar comparacions entre les quantitats de pol-len observades i la casuistica
de pol-linosis detectades, son molt interessants les dades de concentracions mitjanes diaries
de pol-lens ; quan es pretén elaborar grafics i resums resulta més interessant recorrer a
altres periodes de temps, com son la setmana, etc..

Si volen expressar-se concentracions mitges diaries en forma de concentracions
mitges setmanals, de 10 dies o d’un altre periode de temps , es t€ que calcular la mitja
aritmética dels set, deu o n valors de concentracio mitja diaria dels dies que corresponen a
la setmana, els de dies o el periode de temps escollit'*.

Per a que els resultats que s’expressen resultin utils als usuaris, es té que indicar
molt clarament, no solament en quines unitats s’expressen, sin6 també a quin periode de
temps es refereixen. Si el periode de temps es la setmana, el nimero d’ordre d’aquestes es
té que assignar d’acord a la normativa de la Organizacion Internacional de Normalizacion,
segons la qual la primera setmana de I’any es aquella que conté el primer dijous'>> **.

Els espectres diaris o setmanals son inclosos en les bases de dades i processats

adequadament per la generacié de resums corresponents a periodes de temps més llargs.
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Es freqiient que s’elaborin espectres pol-linics o d’espores anuals, es a dir, relacions
ordenades dels diferents tipus de pol-lens o espores identificades en una localitat al llarg de
tot un any i1 de les quantitats registrades (suma de les concentracions mitges diaries o
setmanals, segons metodologia. Es sol incorporar a 1’espectre el valor de la concentracid
maxima trobada. Aquest espectres son valids, no solament per identificar els taxons amb

major incidéncia en la localitat, sind també per evidenciar la variabilitat interanual'>>,

1.4.3 DADES AEROMETRIQUES DELS FONGS A L’ATMOSFERA

Els estudis aerobiologics posen de manifest la preseéncia a 1’atmosfera de molt
nombroses particules, entre elles les espores, és a dir, estructures reproductores de fongs,
bacteris, molses i criptogams vasculars. Les espores que es troben en quantitats més
abundants a I’atmosfera procedeixen de fongs'>. Per molts multiples i importants motius
¢€s necessari congixer les caracteristiques qualitatives i quantitatives del contingut d’espores
ambientals tant d’exterior o atmosferiques com d’ambients d’interior, quines €poques de
I’any soén més importants per la seva difusidé i quins son les factors ambientals que hi
contribueixen. Per interpretar el comportament atmosféric de les espores dels fongs cal
congixer la biologia basica dels organismes que les produeixen.

Des del treball realitzat per Canto i Jiménez Diaz al 1945 sobre 1’aerobiologia dels

36 . . . ..
, a anat creixent I’interés de conéixer les

fongs en I’atmosfera de Madrid durant un any '
caracteristiques qualitatives i quantitatives del contingut d’espores ambientals a Espanya

tant en I’atmosfera com en ambients d’interior.
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Si analitzem els darrers estudis observem que el realitzat per Sastre i col-laboradors
al 1990 en el que analitzen la preséncia d’espores fungiques a Madrid i la seva importancia
com allergens en 1’area de Madrid "’ la freqiiéncia de positivitat variava entre un 8% per
Alternaria alternata i Aspergillus fumigatus i un 3 % per Cladosporium herbarum"’.

A canaries de la Torre i Martin'*® varen estudiar la concentracié d’espores fungiques

atmosferiques entre 1988 1 1990 obtenint els resultats segiients:

Genere % 1988 %1989 % 1990
Alternaria 33 30 31
Cladosporium 26 - 29
Aspergillus 19 28 23

Com es pot observar la preséncia d’Alternaria en 1’atmosfera de la Laguna es major
que la existent en la peninsula i ocupa el primer lloc.
Portillo i col-laboradors varen estudiar la relaci6 entre les condicions

meteoroldgiques i la micoflora atmosférica en la ciutat de Saragossa'>*'*

concloent que les
majors concentracions d’Alternaria Alternata es donaven en les setmanes 42 a 45 al 1986 i
les setmanes 45-52 en ’any 1987, coincidint amb una humitat relativa alta, precipitacions
moderades i temperatura freda; Cladosporium herbarum apareix a la mateixa concentracid
entre les setmanes 21 a 27 en ’any 1986 1 13 a 17 en I’any 1987, coincidint amb
precipitacions baixes , temperatures suaus i una humitat relativa entorn al 60%.

Subiza i col-laboradors en un estudi sobre 1’aerobiologia dels fongs en I’atmosfera

de Madrid utilitzant com a captador esporopol-linic un col-lector volumétric Burkard'*!
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conclou que la major incidéncia de fongs correspon a Cladosporium, seguit de
basidiospores 1 Ustilago, destacant perd que les concentracions de Cladosporium a Madrid
son molt més baixes que en altres indrets de I’Europa humida; Madrid al igual que la resta
de la regio centre peninsular esta inclosa dintre de 1’area climatica denominada Espanya
seca, caracteritzada per un baix index de pluges i una baixa humitat relativa de ’aire, al
contrari que a la zona coneguda com I’Espanya humida o la zona mediterrania. Com ja
s’ha dit anteriorment el creixement dels fongs es veu influenciat per la humitat relativa de
I’aire; per tant no es d’estranyar que globalment la incidéncia atmosfeérica de fongs a
Madrid sigui inferior respecte a altres ciutats de I’Europa humida com sén Londres, Munic,
Leiden, Brussel-les. Malgrat aquest fet les concentracions d’Alternaria presents en
I’atmosfera de Madrid son semblants a les trobades a Londres, observant-se el maxims pics
entre els mesos de maig i setembre.

Un altre estudi sobre 1’aerobiologia dels fongs atmosferics, utilitzant un col-lector
volumétric tipus Burkard, realitzat a Espanya, concretament a Badajoz és el realitzat per
Gonzalo i col-laboradors durant els anys 1993 i 1994 '**. En aquest treball es conclou amb
la identificacio de 27 especies de fongs diferents, essent la majoria conidis i clamidospores
de fongs ascomicets i deuteromicets i la resta ascospores i basidiospores. El tipus de fong
que apareix amb més freqiiencia es Cladosporium (entre el 60 i el 70% de les espores
observades) seguit de Ustilago, Alternaria, basidiospores 1 Dreschlera. La concentracid
mitja entre els mesos de maig i agost va ser entorn de 3000 espores/m3 essent els mesos de
maig i juny els de maxima concentraci6. En aquest estudi les variables meteorologiques

s’han relacionat de forma estadisticament significativa amb la preséncia de determinades
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especies d’espores. A demés de la humitat , les precipitacions i la temperatura son
parametres que es varen associar a 1’aparicio d’algunes espores fungiques.

El treball de Gonzalez Minero 1 col-laboradors es centra en 1’atmosfera de la ciutat
de Cadiz, emplagament amb clima tipicament mediterrani'®. En aquest estudi es demostra
que Cladosporium torna a ser el fong amb més concentracié atmosferica essent la setmana
42 la que mostra un maxim pic, establint-se una estacionalitat d’estiu a tardor al igual que
passa amb Alternaria malgrat que presenta unes concentracions menors tal i com s’observa
en els grafics segiients. Belmonte i collaboradors'*® realitzen un treball sobre el contingut
esporopol-linic en I’atmosfera de Catalunya entre el 1983 i el 1990 utilitzant dos tipus de
captadors diferents: Durham modificat (Belmonte 1988) i el Cour, permetent ambdos la
conversio dels resultats obtinguts a espores per metre cubic d’aire. Les dades d’aquest
estudi varen estar preses en diverses localitats de Catalunya, amb condicions ambientals
diferents: a Lleida i a Girona (aeroport) on ’entorn és rural; a Tarragona i a Barcelona, que
son nuclis urbans i a Bellaterra que és una zona urbanitzada situada en medi rural. El
reconeixement de les particules captades es va fer a partir de les seves caracteristiques
morfologiques.

La relacio d’espores identificades a I’atmosfera de les localitats estudiades va ser la
segient:

Aedisospores

Alternaria
Arthrinium
Asterosporium

Basidiospores
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Bispora
Chaetomium
Cladosporium
Curvularia
Drechslera
Espores unicel-lulars (inclou Aspergillus i Penicillium)
Espores bicel-lulars
Espores pluricel-lulars
Epiccocum
Fusarium
Helminthosporium
Humicola
Lesptosphaeria
Nigrsopora
Oidium
Pithomices
Pleospora
Polythrincium
Sphaecelotheca
Sporobolomyces
Stemphylum
Tetraploa

Tilletia
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Torula
Urocystis
Ustilago

Xilariacies

Les conclusions que es realitzen a partir de les dades estudiades foren que la major
part de les espores identificades i que es trobaven amb una certa freqiiéncia en 1’atmosfera
de Catalunya son al-lergeéniques. Moltes d’aquestes espécies eren parasits de vegetals, i les
espores que els hi varen permetre una identificacid eren les corresponents a unitats de
multiplicacié vegetativa.

Si es comparen aquest resultats amb els obtinguts per Calvo i col-laboradors al 1976

144
a Barcelona

s’observa una gran uniformitat en 1’espectre obtingut. Els métodes utilitzats
en ambdods estudis son diferents donat que el realitzat per Calvo comporta el cultiu
d’espores capturades, la qual cosa permet identificar materials que només morfologicament
no es poden identificar.

Aquest estudi de Belmonte també posa de manifest que 1’atmosfera dels medis
rurals és molt més rica en espores de fongs que la dels medis urbans, i també evidencia que
Cladosporium ¢és el geénere més abundant arreu, assolint percentatges de representacid
superiors al 40%. La presencia d’Alternaria a 1’atmosfera es continuada perd es
significativament més considerable de 1’estiu a la tardor, sent els entorns rurals molt més

rics en aquest tipus d’espora que la resta. Els pics de concentracions més elevades

d’Alternaria 1 Cladosporium es produeixen sovint a continuacié de precipitacions caigudes.
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N s . . . 14

Aquestes dades estan en consonancia amb el descrit per Troutt i Levettin'®® que
afirmen que en arees de clima moderat perd amb variacions estacionals la concentracid
d’espores tendeix a créixer a I’estiu i la tardor. Diversos estudis mostren uns nivells elevats

o . 146-151
d’espores atmosferiques des de finals de primavera fins a la tardor .

Hi ha estudis que assenyalen que durant les estacions més seques hi ha un pic
d’espores fungiques com son les de Cladoporium, Alternaria, Drechslera, Epiccocum,
Curvularia, Botrytis i Phitomices anomenades “espores d’aire sec” que precisen de
temperatures moderadament elevades i corrents de vent presents. L’alliberacio d’aquestes

. . . . . v 146
espores es fa de forma passiva i esta directament relacionada amb factors climatics
152,153

Malgrat aixo durant els dies de pluja ens podem trobar amb concentracions elevades
d’aquestes espores d’aire sec. Aixo es justificaria per el fet de que les gotes de pluja
impactarien sobre les superficies o substrats en el que creixen el fongs com poden ser les
fulles de plantes o arbre en descomposicié de forma que 1I’impacte de la gota sobre aquesta
superficies faria que el conidi per un mecanisme de vibracio alliberés les espores o bé que
la pluja desfés la massa mucilaginosa en la que estaria creixent el fong alliberant-se

) (154-157
d’aquesta manera les espores que conté .

En diferents indrets del mon s’han anat realitzant estudis sobre 1’ aerobiologia de les

espores fungiques atmosferiques destacant els diferents treballs europeus dels darrers 20
6,7158-170 . . . .

anys que son els que ens poden servir de punt de referéncia donat que els diferents

climes que es donen en diferents indrets d’aquest continent tenen una clara influéncia en les

caracteristiques climatiques de Catalunya. Wilken i Gravensen'’' i D’Amato'’* han publicat

resultats comparatius dels estudis realitzats per varis autors en 11 ciutats europees.
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Degut a les diferéncies en les técniques de mostreig i dels metodes d’identificacio,

¢s impossible realitzar comparacions directes entre els resultats d’aquests informes. Malgrat

aquest fet, destaca les petites diferéncies entre les observacions, inclos quan estan fetes en

regions d’Europa distants entre si. En la taula segilient es recullen els 10 tipus d’espores

fungiques atmosferiques més comuns, amb els numeros relatius estimats en forma de

percentatge 1 amb estimacions conservadores de les sumes anuals de les concentracions

mitges diaries:

Tipus d’espora

Cladosporium
Basidiospores
Ascospores
Aspergillus/Penicillium
Botrytis

Llevats

Alternaria

Dydimella

Fusarium

Ustilago

Limits de quantitats relatives Sumes anuals de
promig diaris (E/m’)
40-80 600.000
5-30 25.000
5-20 15.000
2-20 15.000
2-20 12.000
2-20 10.000
1-10 7.500
1-10 7.500
1-10 7.500
1-10 7.500

Aquesta taula mostra que les espores de Cladosporium son amb avantatge les més

abundants en ambients d’exterior. Aquesta afirmacié es pot estendre de forma universal.
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Les basidiospores i ascospores que comprenen tipus d’espores de molts grups
taxonomics diferents de fongs, son també molt abundants. Entre els tipus menys abundants
pero també observats amb regularitat 1 en general en proporcions relatives de menys del 5%
es troben: Aerobasidium, chaetomium, Curvularia, Drechslera, entomophtora, Erisiphe,
Ganoderma, Leptospheria, Mucor, Paecilomyces, Phoma, Pithomyces, Pleospora,
Polythrincium, Rhizopus, Rhodotorula, Scopuloropsis, Stemphilium, Tilletiopsis, Torula,
Trichoderma, Ulocladium, Urocystis.

Les dades sobre les fluctuacions estacionals de la preseéncia de espores de fongs son
escasses. Segons els resultats d’aquests diferents estudis europeus que s’han escollit com a
referéencia no hi ha grans diferéncies en quan a les fluctuacions estacionals entre les
diferents regions d’Europa, tret que en les regions del Nord I’estacié és més breu que les
regions mediterranies.

En conclusid, pot tornar-se a assenyalar que els nostres coneixements sobre les

espores fungiques atmosferiques de exterior son encara incompletes.

1.5 HIPERSENSIBILITAT MITJANCADA PER IG E

El mecanisme immunopatologic de hipersensibilitat tipus I o mitjancat per Ig E
segons la classificacio de Gell i Coombs'”™ es refereix al perjudici causat per una resposta
immunologia desencadenada per les immunoglobulines Ig E, constituint una variant
patologica d’un mecanisme immunologic normal. La situacid patologica apareix quan
I’antigen no és necessariament un patogen sindé més bé un agent ambiental inofensiu tal

com el pol-len, acars o espores fungiques. Una resposta encrgica a aquests agents dona lloc
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a una resposta inflamatoria inutil, en la que la gravetat de la reaccid pot variar des de una
alteracido més o menys banal a la mort del individu.

El terme al-lérgia va ser establert al 1906 per Von Pirquet'’* per descriure una
reactivitat alterada causada per una substancia estranya.

La preséncia de anticossos reaginics en el sérum de individus al-lérgics va ser
descrita per primer vegada per Prausnitz i Kiistner en el 1921'7. Aquest autors varen
demostrar que la injeccid intracutania d’extracte de peix en un individu sensibilitzat
originava una reaccid papuloeritematosa i que la reactivitat front al allerge es podia
transferir a un individu normal injectant-1’hi el sérum dels individus sensibilitzats. Aquestes
observacions indicaven que els pacients atdpics, terme definit per Coca'’®, tenen anticossos
que mesuren les reaccions d’hipersensibilitat immediata. Malgrat aquests avengos no es va
detectar cap anticos en el sérum dels citats individus sensibilitzats. Per aixo, el principi
actiu responsable de la transferéncia d’hipersensibilitat es va denominar reagina. No va ser

177-180 -
7 que es va descobrir que

fins a la deécada dels 60 gracies als estudis de Ishizaka
aquesta reagina era un tipus de immunoglobulina que varen anomenar Ig E. A partir
d’aquests estudis i dels realitzats per Johanson'®' i col'laboradors i Bennich'®* i
col-laboradors la Organitzaci6 Mundial de la Salut va denominar a aquesta nova
immunoglobulina Ig E.

El descobriment de la proteina de mieloma E va permetre establir les propietats

fisicoquimiques d’aquesta proteina. Les Ig E son glicoproteines y1 amb un coeficient de

sedimentacié de 8S i un pes molecular de 190.000 daltons'®*. La proteina té un alt contingut
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en carbohidrats. Les molécules de Ig E estan constituides per dos cadenes pesades i dos
lleugeres.

Les reaccions d’hipersensibilitat per Ig E comencen quan les molécules del al-lerge
formen un enllag creuat amb component de la Ig E adjacents a la superficie dels mastocits i
basofils, cél-lules presents en els teixits i en el torrent circulatori respectivament que
comparteixen varies caracteristiques importants donat que constitueixen una font important
de potents mediadors quimics implicats en un ampli espectre de processos inflamatoris 1
immunologics. A partir d’aquest moment es desencadena una resposta inflamatoria en la
que intervenen nombroses cél-lules i molécules mitjangant mecanismes aferents i eferents
que donaran com a resultat una reaccié immunopatogénica al-lérgica'®*'®.

Un dels principals mediadors quimics de la reacci6 al-lérgica es la histamina. La 8-
imidazoletilamina va ser sintetitzada per primera vegada en el 1907 '*’ i posteriorment se la
va denominar histamina degut a la seva presencia en teixits animals. Va ser considerada un
mediador humoral de la reacci6 al-lérgica a partir dels estudis de Best i col-laboradors'®® en
els que es va observar que molts dels simptomes secundaris a la injeccido d’antigen en
animals sensibilitzats es podien reproduir mitjancant la inoculacié d’histamina. No va ser
fins els 1953 quan es va localitzar la histamina en els mastocits de la dermis en pell humana

189

La histamina es sintetitza en Daparell de Golgi'®® dels mastocits i basofils

. . ., - 191,192
emmagatzemant-la per a una posterior alliberaci6 espontania fisiologica

o bé degut a
una reaccio fisiopatogeénica especifica (al-lérgia) o inespecifica.

La histamina posseeix una amplia varietat d’activitats biologiques mitjancades per

I’activaci6 de receptors cel-lulars de superficie especifics. Quan s’injecta per via
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intradérmica, la histamina origina una triple resposta constituida per eritema local
secundari a vasodilatacid arteriolar que es prossegueix posteriorment d’un eritema més
dif6s per la estimulacio de les terminacions nervioses aferents amielinics que dona lloc a
una alliberacid se substancia P i possiblement altres neuropeptids ; en Ultim terme apareix
un edema local degut a la retraccid de les cel-lules endotelials de les vénules post capilars
que cursa amb una exudacid de plasma. La major part de la reaccid papuloeritematosa és
una resposta secundaria a la estimulacié de receptors H;'**'"*!'>. La importancia de la
histamina com a mediador vasoactiu en la malaltia al-lérgica humana es pot constatar per la
eficacia dels antagonistes dels receptors H1, per modificar el curs de les malalties
associades a reaccions dependents de Ig E.

Malgrat que els mastocits i els basofils contenen en I’interior dels seus granuls molts
dels mediadors quimics involucrats en la cascada al-lérgica hi ha moltes altres cél-lules
inflamatories que hi intervenen com pot ser el cas de eosinofils, macrofags, plaquetes els
quals també posseeixen receptors de baixa afinitat de Ig E. Després de 1’activacié d’aquests
receptors de baixa afinitat es produeix també a partir d’unes senyals mitjancades per
interleukines 1 altres citoquines una secrecid dels mediadors que contribueixen a ’activitat

proinflamatoria dels mastocits '*°=%.
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1.5.IMETODES IN VIVO PER A L’ESTUDI DE LA HIPERSENSIBILITAT
MITJANCADA PER IG E ESPECIFICA: PROVES CUTANIES

Des de que es coneix que alguns quadres en 1’home tal com la rinoconjuntivitis,
I’asma 1 ’anafilaxia apareixen com a conseqiiéncia de I’exposici6é a substancies que son
inofensives per la majoria dels individus, s’ha convertit en una practica habitual establir un
diagnostic mitjangant la reexposicié de I’individu a la substancia sospitosa. Les proves
cutanies constitueixen la principal eina diagnostica des de la seva introduccié per Blackley
en 1865%"!, quan va escarificar una zona del seu avantbrag i la va posar en contacte amb
polilen de Phleum. En aquesta zona es va desenvolupar una tumefaccid pruriginosa
envoltada d’eritema que es va seguir d’una reaccio cutania tardana. La prova del rascat no
es va utilitzar fins 40 anys després per al diagnostic de la tuberculosis'’* i la varen descriure
de nou Smith al 1909°*% i Walter al 1917°% en el diagnostic de 1’al-lérgia de tipus immediat.

Al mateix temps la prova intracutania proposta per Mantoux en 1908*** va ser

205 . . 206
. Alguns anys més tard Lewis™ va

adoptada per ’estudi de I’allérgia per Schools
descriure la prova de puncio (Prick test). Aquests métodes s’han utilitzat durant décades
sense grans modificacions, si bé han sigut reedificats i s’han proposat una série de
dispositius estandarditzats per les proves de puncio.

Les proves cutanies poden proporcionar indicis utils per a confirmar que el
diagnostic d’una al-lérgia especifica al que s’ha arribat per la clinica. Les caracteristiques:
simplicitat, rapides de executar, baix cost i alta sensibilitat explica el perque les proves

N . o ey \ - 207 Y .
cutanies ocupen una posicid clau en I’al-lérgia™’. Malgrat aix0, quan es realitzen

incorrectament, les proves cutanies poden donar resultats falsos positius o falsos negatius.
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La principal limitacié de la prova cutania és que una prova positiva no significa
necessariament que el pacient present simptomatologia al-lérgica sindé que simplement
significa que el pacient esta sensibilitzat a un determinat al-lerge testat podent ser una

o ., .. 208
sensibilitzacid subclinica “".

1.5.1.1FISIOPATOLOGIA DE LA RESPOSTA CUTANIA

En els darrers anys ha millorat molt la comprensiéo del mecanisme per el qual els
al-lergens 1 els agents inespecifics poden induir reaccions cutanies. Els estudis sobre els
mecanismes de les proves cutanies varen comencar fa més de 50 anys quan es va descriure
la triple resposta de Lewis **® en el 1924 que constitueix la principal resposta cutania a la
estimulaci6 mecanica. Quan es frega lleugerament la pell, apareix una pal-lidesa deguda a
la vasoconstriccio capil-lar als 15 o 30 segons que augmenta en intensitat després
d’aproximadament un minut que desapareix entre els 3 i els 6 minuts. Quan es pressiona
amb més forca una linia vermella més que blanca , el que reflexa una vasodilatacio
capil-lar. Una estimulacid6 més forta provoca una erupcid per fora de la linia vermella,
deguda a una dilataci6 arteriolar mitjangada per un reflex axonic. Amb un estimul mecanic
encara més intens que dona lloc a I’activacid dels mastocits o amb la injeccid d’histamina,
les amines vasoactives provoquen una vasodilatacid6 immediata (rubor), seguida
d’extravassacio de plasma a partir dels capil-lars que dona lloc a la papula. El tercer
component de la triple resposta, la erupcid, apareix com a conseqiiencia d’una resposta
neurovascular per un reflex axonic **°, causant vasodilatacié de la microvasculatura que
desapareix quan els nervis han sigut seccionats, degenerats o anestesiats. La substancia P,

N . T .. 210,211
un neuropeptid, €s un dels neurotransmisors implicats en la erupcio © >~ . Alguns
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pacients tenen una pell extraordinariament sensible, en la qual les papules poden persistir
durant 30 minuts o més: és el que es denomina dermografisme.

La reaccid cutania al-lérgica mitjancada per Ig E dona lloc a una resposta dérmica
que pot persistir durant hores després de la introduccié de 1’al-lerge. Generalment es
caracteritza per una reaccid papuloeritematosa immediata que depén de mediadors i de
factors neurogenics que segueix sempre d’una fase tardana passades de 5 a 6 hores, i que

. ., . 212, 21
apareix com a reaccié edematosa mal definida que es resolt en unes 24 hores *'* 2. El

214,216

quadre histologic €s el de degranulaci6 dels mastocits seguit d’infiltraci6 progressiva

217 o . 218
, amb o sense diposit de fibrina “~ donant lloc a un

de la dermis per eosinofils i neutrofils
edema inflamatori.

La capacitat de desenvolupar una resposta de Ig E front a al-lergens és un requisit
previ per al desenvolupament de proves cutanies al-lergéniques positives. Hi ha diferents
factors que determinen la reactivitat cutania al al-lergé de manera que la mesura de la
reaccid pot relacionar-se amb la quantitat d’al-lerge injectat, el grau de sensibilitzacio dels
mastocits cutanis i la reactivitat de la pell als mediadors alliberats per el mastocit, en

219-222

especial la histamina entre altres factors.

Les proves cutanies inespecifiques es poden realitzar amb agents vasoactius tals

. : " . \ oo 219,223-226

com la histamina, les cinines, la metacolina o els secretagogs dels mastocits . La
histamina només indueix una resposta papuloeritematosa, mentre que les cinines o els
secretagogs dels mastocits son capagos d’induir una resposta immediata i una fase tardana.
En I’home la resposta al-lérgica immediata o tipus I esta mitjangada gairebé sempre

per IG E especifica malgrat que alguns investigadors han suggerit que les

immunoglobulines Ig G poden actuar com anticossos que intervenen en la resposta
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al-lérgica immediata al tenir un comportament semblant a la Ig E. Investigadors britanics
han demostrat que la reaccié cutania mitjangada per Ig G-STS té les caracteristiques
classiques d’una reaccid papuloeritematosa si bé €s menys intensa que la induida per Ig E
i tarda uns 5 minuts més en arribar a la resposta maxima®™’. A demés Pepys i
col-laboradors varen observar que algunes reaccions cutanies mitjangades per Ig G-STS

. . N 228
només es poden demostrar per proves intradérmiques

. Amb els avengos posteriors s’ha
observat perd que la Ig G-STS posteriorment denominada Ig G4 no té practicament

rellevancia clinica.

1.5.1.2 PROVES CUTANIES

Les proves cutanies per a I’estudi d’hipersensibilitat immediata s’utilitzen amb
freqliencia per demostrar una reaccid al-lérgica de la pell mitjangada per Ig E i constitueix
un instrument diagnostic fonamental en el camp de I’al-lérgia. Si aquestes proves es
realitzen adequadament, aporten evidéncies tutils per a confirmar el diagnostic d’una
al-lérgia especifica. Donat que el seu desenvolupament e interpretacié son relativament

complexes es recomana que es realitzin per professionals sanitaris entrenats™.

1.5.1.3 PROVES DE PRICK I PUNCIO

Existeixen molts métodes dissenyats per permetre la penetracié d’un extracte aplicat
a la superficie cutania. Amb la prova del rascat, I’extracte s’aplica sobre una zona de rascat
superficial que penetra la capa cornia més externa de la pell. Es t€ que evitar I’ hemorragia
ja que en aquesta situacid podriem tenir falsos positius. Aquesta prova introdueix una

quantitat variable d’antigen a través de 1’epidermis i per aquest fet esta poc estandarditzada.
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La prova de perforacio va ser introduida per Von Pirquet '™

. S’erosiona la capa més
externa de la pell mitjangant un objecte rom i després es col-loca I’extracte.

La prova de punci6 (prick) va ser descrita per primera vegada per Lewis i Grant™® i
utilitzada de nou per Squire, pero la seva difusido va ser a partir de les modificacions
realitzades per Pepys en els anys 70 .

La prova del prick modificada es realitza col-locant una petita gota de 1’extracte
al-lergenic 1 solucid control (positiu i negatiu) en la cara anterior del avantbrag. Les gotes
s’han de posar amb una separacié d’uns 2 cm entre si. Després s’aplica una agulla
hipodérmica a través de la gota i s’insereix en la superficie epidérmica amb un petit angle
amb el bisell mirant a dalt ***. La punta de 1’agulla s’eleva llavors suaument per aixecar una

petita part d’epidermis sense provocar hemorragia®?

. Després d’aquesta maniobra retirem
I’agulla i s’absorbeix suaument amb una paper o teixit absorbent 1’extracte sobrant del
avantbrac. Per cada puncio es té que utilitzar una llanceta diferent. També es té que evitar
el desplagament de les solucions dels extractes a punts de proves adjacents. Amb aquest
métode s’introdueix aproximadament 3.3 X 10° mL de la solucié de I’extracte en la
epidermis™*. En els darrers 20 anys s’han proposat altres métodes en la prova del prick.
Habitualment estan ideats per a reduir la variabilitat del prick realitzat per diferents
investigadors. En aquests métodes 1’instrument de la prova s’aplica perpendicularment a la
pell. Els instruments més populars sén I’agulla estandarditzada de Morrow Brown >,
’agulla de precisio de Osterballe (Pricker®) **°; el Stallerpointe®*’ i el Allerprick®**

ambdos derivats de 1’agulla de Morrow Brown i la llanceta de Pharmacia (Phazet®)™’.
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L’opini6 sobre aquests diferents tipus d’agulles o llancetes varien segons
I’experiéncia, habilitat i preferéncia del professional sanitari que les utilitzi, si bé amb un

. . , . 240-243
investigador entrenat son molt reproduibles .

1.5.1.4 PROVES INTRADERMIQUES

Aquesta prova va ser descrita per Mantoux®* sent molt utilitzada actualment en la
practica clinica diaria. L’extracte al-lergénic s’injecta per via intracutania em una quantitat
de 0.01 a 0.05 mL. La prova es realitza en la superficie volar del avantbrag, produint-se una
petita ampolla superficial d’'uns 2 0 3 mm de diametre, Si bé el volum injectat influeix
sobre la reaccio papuloeritematosa final***, la reaccié cutania depén més de la concentracid
de I’al-lerge injectat.
Donat que amb les proves intradérmiques es pot injectar directament al-lergens en la dermis
es tenen que extremar les mesures per evitar penetrar al-lergé en la zona capil-lar
subepidérmica de la pell. Poden provocar reaccions sist¢émiques per el que sempre té que
haver un metge proxim. L’index de reaccions sist¢émiques durant les proves intradérmiques
es baixa , entre el 0.03 i el 0.49% dels pacients **>**. S’han descrit algunes morts durant la

prova cutania intradérmica **’.

1.5.1.5 COMPARACIO DE LES PROVES CUTANIES

L’Académia Europea d’Allergologia i Immunologia Clinica (EEACI** i el

. NI . .| 248,249-252
Consell d’Asma i Al‘lérgia i immunologia d’Estats Units™ recomanen proves

cutanies de prick com a prova principal per al diagnostic de les malalties al-leérgiques

mitjangades per Ig E i per a objectius d’investigacio.
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La prova intradérmica és el meétode més sensible de prova cutania malgrat que
també indueix més reaccions falses positives que la prova del prick, sobre tot per a
extractes al-lergénics rics en histamina o que tenen una activitat alliberadora d’histamina, o
si el pH, Iosmolaritat o conservants com el glicerol o el mertiolate sodic no estan
controlats®>. Les proves intradérmiques son més reproduibles que les proves de prick”>***°
essent el coeficient de variabilitat menor que el de la prova prick quan s’estudia la papula o
I’eritema.

Amb el prick test ens trobem amb una alta correlacié entre els simptomes i la
provocacidé cutania, malgrat que en alguns casos es tenen que utilitzar proves
intradérmiques per al diagnostic de I’al-lérgia, malgrat que poden donar proves falsament
positives per el que es correlaciona amb menor grau amb els simptomes™°.

Les proves intradérmiques son menys segures per que poden produir-se reaccions
adverses sistémiques™’ per el que es té que tenir especial atencio en els pacients tractats
amb B-blocant ja que poden augmentar el risc de reaccions adverses. Com a regla general,
la dosis d’inici de les solucions d’extractes intracutanis en pacients amb una prova de prick
negativa anterior té€ que oscil-lar entre 1.000 i 10 dilucions de I’extracte concentrat utilitzat
per al prick®®.

No sembla que siguin necessaries les proves intradérmiques per al diagnostic de

I’al-lérgia per substancies inhalades quan existeixen extractes estandaritzats®> > 2!,
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1.5.1.6 GRADUACIO DE LES PROVES CUTANIES I CRITERI DE POSITIVITAT
Les proves cutanies es tenen que llegir en el moment maxim de la reacci6, mesurant

en mm la papula i I’eritema aproximadament 15 minuts després de realitzar les proves. Les

reaccions de fase tardana es poden mesurar malgrat que la seva significacidé exacta és

248, 249
desconeguda “ .

S’han proposat alguns sistemes de puntuacié que poden utilitzar-se a
la practica clinica. Un d’aquests sistemes es el que s’utilitza a Estats Units:
0 : reaccio negativa
1+ : papula 1 mm major que el control negatiu
2+: papula 1-3 mm major que el control negatiu
3+: papula 3-5 mm major que el control negatiu amb inflamacid
acompanyant
4+: papula més de Smm major que el control negatiu amb eritema
acompanyant

En les proves prick quan la zona de control es completament negatiu representen
una resposta immunologica positiva ' 2.

Donat que existeix una gran variabilitat entre els pacients en la reactivitat cutania, és
necessari incloure controls positius i negatius en les proves cutanies. Les solucions de
control negatives son els diluients utilitzats per a conservar les vacunes de 1’al-lerge. Els
pacients amb dermografisme tindran reaccions de papula i eritema amb el control negatiu.
El control negatiu detectara també la reactivitat traumatica induida per la llanceta en la
prova cutania (amb una papula que pot tenir un diametre de 3mm amb alguns dispositius)

. . . . 249 e
i/o per la técnica de I’investigador™. Qualsevol reaccio en les zones de prova de control

negatives dificultara la interpretacié de les zones al-lergeéniques.
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Les solucions de control positives s’utilitzen per a:
- Detectar la supressid per medicaments o per malalties
- Detectar als pacients (excepcionals) que no reaccionen a la histamina

- Determinar les variacions en el rendiment técnic

El control positiu habitual de les proves de prick és el dihidroclorur d’histamina que
s’utilitza a una concentraci6 de 5.43 mmol/L (o 2.7 mg/mL que equival al mg/mL de base
d’histamina). El diametre de la papula amb aquesta concentracid oscil-la entre 2 i 7 mm.
Malgrat aixd és més adequada una concentracié 10 vegades superior’® amb una mesura de
la papula entre 5 1 8 mm.

Per a la prova intradérmica la mesura de la papula produida es de 10 a 12 mm.
També poden utilitzar-se secretagogs de mastocits, com fosfat de codeina al 2.5% o al

1.5.1.7 FACTORS QUE AFECTEN A LES PROVES CUTANIES
La reacci6 cutania depén d’un cert numero de variables que poden alterar el
rendiment de les proves cutanies
1. La qualitat de I’extracte al-lergénic €s important. Quan sigui possible es
tenen que utilitzar al-lergens estandarditzats per metodes biologics i

248, 249

etiquetats en unitats biologiques . També poden utilitzar-se amb

fiabilitat allergens recombinants®®'.
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e 262 \
2. L’edat afecta a la mesura de les proves cutanies’®, perd poden trobar-se

. ., | " e L 263, 264
proves d’inoculacié cutania positives en la infancia®® 2

. Amb major
edat , la mesura de la papula decreix*®’.

S’han trobat variacions estacionals en relacié amb la sintesis d’anticossos
Ig E especifics en I’allérgia al pollen®®. La sensibilitat de la pell
augmenta després de 1’estacid pol-linica i després descendeix fins a la
segiient estacid. Aquest efecte és d’alguna importancia en pacients amb
sensibilitzacié baixa 2’ i/o en pacients sensibilitzats a alguns al-lergens
com és el cas del xiprés 2%,

Els farmacs afecten sempre a les proves cutanies, per el que sempre es

necessari preguntar als pacients quins farmacs han pres. Alguns farmacs

com I’astemizol pot deprimir o abolir les respostes a les proves cutanies

durant un periode de 6 setmanes

En la taula segilient es mostren els principals farmacs amb efectes inhibidors sobre

proves cutanies

229,269

Supressio
Farmacs Grau Duraci6 Significacio clinica
Antihistaminics
Astemizol ++++ 30-60 dies Si
Azelastina oral ++++ 3-10 dies Si
Cetirizina ++++ 3-10 dies Si
Clorfeniramina ++ 1- 3 dies Si
Clemastina +++ 1-10 dies Si
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Ebastina
Fexofenadina
Hidroxicina
Ketotifeno
Loratadina
Mequitacina
Mizolastina
Oxatomida

Terfenadina

Antihistaminics H2

Imipramines
Fenotiacines

Corticoesteroids

Oral /IM a curt plag

IM llarg plag
Intranasal
Bronquial
Cutani topic
Teofilina

Cromones

—t—t

e

e

bt

o+

o+

o

et

o

Oa-+

+H++

-

0

Possible

Oa+
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3-10 dies

3-10 dies

1-10 dies

3-10 dies

3-10 dies

3-10 dies

3-10 dies

3-10 dies

3-10 dies

> 10 dies

?

Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
Si

Si

Poc probable
Poc probable
No

No
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No

No



1. Introduccio

Agonistes 32
Inhalats Oa-+ No
Sistémics 0a++ No
Dopamina + No

1.5.1.8 INTERPRETACIO DE LES PROVES CUTANIES

Si es realitzen de forma acurada utilitzant extractes al-lergeénics de gran qualitat, les
proves cutanies son un metode senzill, no dolords i molt eficag. Per tant , les proves
cutanies representen un dels principals instruments per al diagnostic de 1’al-lérgia per a un
metge entrenat.

Podent obtenir-se resultats falsos positius 1 falsos negatius en les proves cutanies
degut a técniques o materials inadequats. Els resultats falsos positius es poden deure a
reaccions irritants o a augment inespecific degut a una fort reaccié propera”’".

Els resultats falsos negatius es poden deure a :

1. Extractes amb poteéncia inicial baixa o amb pérdua de poténcia
posterior”®

2. Farmacs que alterin la reacci6 al-lérgica

3. Malalties que atenuin las resposta de la pell

4. Descens de la reactivitat de la pell en nens 1 en ancians

5. Técnica inadequada (punci6 debil o cap)
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L’ts de solucions de control positives pot contrarestar alguns dels resultats falsos
negatius perqué les reaccions poden ser menors o inhibir-se en pacients amb pell
lleugerament reactiva.

La incidencia de respostes positives a les proves cutanies no implica necessariament
que els simptomes del pacient a una al-lérgia mitjancada per Ig E, donat que les proves del
prick son positives en el 15-35% dels individus sense simptomes depenent de 1’al-lerge i de
I’area®®’. La preséncia de proves cutinies positives en subjectes assimptomatics poden
preveure el comengament dels simptomes al-lérgics, especialment si la carrega de 1’al-lerge
és alta”’"*"%. S’han descrit valors de tall dptims per resultats clinicament importants amb les

273,274 \ . ;
~", pero es precisen més dades.

proves de prick amb Dermatophagoides pteronyssinus
1.5.1.9 RELLEVANCIA CLINICA DE LES PROVES CUTANIES

La interpretaci6 adequada dels resultats requereix un coneixement profund de la
historia, dels simptomes i de les troballes fisiques. Una prova cutania positiva sola no
confirma la reactivitat clinica clara front a un al-lerge.
En quant als al-lergens inhalats, les respostes a les proves cutanies representen uns dels
millors diagnostics de primera linia i quan es correlacionen amb la historia clinica les
proves in vitro poden no ser necessaries™***. A més, s’ha demostrat que en la practica
general les al-lérgies respiratories comuns es poden diagnosticar eficagment amb I’ajut de
criteris diagnostics simples, utilitzant proves de prick o proves de Ig E especifiques en

sérum 7.
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1.5.2 ESTUDI DE LA HIPERSENSIBILITAT IG E ESPECIFICA: METODES IN

VITRO

1.5.2.1 IMMUNOGLOBULINA IG E SERICA TOTAL
Cadascun dels métodes segiients s’ha utilitzat per valorar la Ig E en sérum >'*2%,
1) Immunodifusio en agar
2) Radioimmunodifusié en agarosa
3) Radioimmunodifusié de desplagament competitiu
4) Assaig immunoradiométric de dos fases
5) Enzim-immuno-assaig de dos fases

Les técniques d’immunodifusioé no tenen suficient sensibilitat per a detectar la Ig E
en sérums o secrecions normals, per el que aquests métodes no son adequats per a
aplicacions cliniques.

Els métodes de radioimmunoanalisi i d’analisis immunometric de dos fases detecten
la Ig E en sérum a concertacions de fins 0.5 U/ml (1.2 ng/ml); en el mercat es poden trobar
equips d’analisis basats en les técniques immunomeétriques de dos fases. Les analisis
immunomeétriques per a la Ig E es basen en el segiient principi analitic: els anticossos anti-
IgE policlonals o monoclonals acoplats covalentment a una fase solida s’incuben amb una
quantitat aliquota de sérum o preparacié standard i la Ig E fixada es detecta durant la
incubaci6 de la fase solida amb anticossos marcats radioactivament anti-Ig E purificats per

cromatografia d’afinititat o monoclonals, o amb anticossos anti-Ig E conjugats amb un

enzim.
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La concentraci6 de Ig E en sérum es calcula per comparacié amb una corba
standard. La maxima sensibilitat analitica es troba en el marge de 7.5 a 50 U Ig E/ ml. Les
concentracions menors de Ig E es poden valorar per el metode d’analisis immunomeétriques,
pero la fiabilitat del metode per detectar petits canvis en concentracions de I’ordre de 0.5 a
4 U/mL esta molt disminuida en comparacié amb concentracions més altes.

A partir de les diferents técniques analitiques s’han estudiat les concentracions

276-279, 281,2 i
76-279. 281283 han donat resultats amb petites

seriques de Ig E en nens i adults sans
diferencies en les diferents franges d’edat; hi ha una tendéncia constant al augment dels
nivells de Ig E amb I’edat i en les distribucions de freqiiéncia dem les concentracions de Ig
E observades en adults sans. En subjectes sans els valors de Ig E augmenten des de el
naixement fins (0-1 kU/L) fins I’adolescéncia i posteriorment decreix lentament i arriba a
un maxim als 20-30 anys. En adults els valors superiors de 100-150 kU/L es consideren per
sobre del normal.

Les malalties al-lérgiques i parasitaries i altres multiples circumstancies (inclosos els
factors racials) augmenten els nivells de Ig E sérica total. Per aquest fet, la mesura de la Ig
E sérica total és poc predictiva en el cribatge al-lérgic de la rinitis 1 no s’utilitza com a

instrument diagnostic™*.

1.5.2.2 IMMUNOGLOBULINA IG E SERICA ESPECIFICA
En contrast amb el baix valor predictiu de les mesures de Ig E serica total per al
diagnostic de 1’al-lérgia de tipus immediat , la mesura de la Ig E especifica de 1’al-lerge en

sérum es important.
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La primera teécnica utilitzada per mesurar amb exactitud la Ig E sérica especifica va
ser el RAST (radioallergosorbent test) **>**’. Es una analisi immunométrica de dos fases.
En la primera fase de la analisis una mostra del sérum en la que es van determinar els
anticossos Ig E es fa reaccionar amb un immunoabsorbent al-lergenic de fase solida. En la
segona fase de la analisis s’eliminen mitjancant un rentat els components sérics que no
siguin anticossos 1 el immunoabsorbent al-lergenic s’incuba amb anticossos anti-Ig E
marcats radioactiva o enzimaticament  purificats per cromatografia d’afinitat o
monoclonals. Els anticossos Ig E units en la primera fase es detecten per la uni6 de anticos
anti-Ig E marcat al immunoabsorbent al-lergénic en la segona fase de la analisis.

En la prova d’anticossos Ig E no es determinen les concentracions reals d’anticossos
Ig E. Els sérums de moltes persones al-lérgiques contenen anticossos a concentracions que
superen la capacitat d’unié dels immunoabsorbents al-lergénics, de forma que el
sobrenadant de la incubacié de la primera fase conté quantitats residuals de anticossos Ig E
87 No obstant per sobre d’un marge limitat de concentracions, la unié del anticos de la
segona fase augmenta en proporcid a la concentracié d’anticossos Ig E presents en el
sérum. Donat que les proves d’anticossos Ig E es realitzen amb freqiiéncia amb excés de
d’anticossos Ig E, la uni6 del anticos de la segona fase reflexa no solament les quantitats,
sin6 també les afinitats dels anticossos presents.

Tal i com va ser originariament descrita per Wide i col-laboradors®™ la prova
d’anticossos Ig E utilitzava al-lergens acoblats covalentment a esferes de Sephadex.
Posteriorment s’han utilitzat una gran varietat de materials de fase solida, entre ells
particules de cel-lulosa microcristalines, esferes d’agarosa, discos de paper de filtre i

. . ., . - 1288289 . ., , .
plaques de microtitulaci6 de poliestire . Per la seva aplicaci6 en proves cliniques un
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immunoabsorbent t& que tenir tots els components al-lergénics de 1’extracte al-lergénic en
les mateixes proporcions en que es troben en 1’extracte original.
Actualment hi ha técniques noves que utilitzen anticossos anti-IgE marcats
S s 290-301 . s
radioactivament o enzimaticament . Els diferents reactius son fonamentals per fer un
. . 302 . . o . 303
assaig apropiat™ . Altres tecnologies es basen en tires utilitzades com a matriu™".
Els resultats s’expressen en funcié de recomptes radioactius totals (cpm), unitats

arbitraries (classe de RAST, PRU/ml) o unitats de Ig E (IU/ml, kU/L).

1.5.2.3 FACTORS QUE AFECTEN A LA MESURA DE LA IG E SERICA
ESPECIFICA:
Hi ha molts factors que poden afectar a la mesura de la Ig E. La qualitat dels
reactius utilitzats (al-lergens, anticossos anti-Ig E) és important.
- Els assaigs d’anticossos Ig E tenen que ser sensibles 1 especifics per fer
mesures quantitatives en un interval el més ampli possible®* .-
- Una fase solida de capacitat alta proporciona al-lergens en excés, el que
maximitza la unié de I’anticos Ig E*%%
- Les preparacions anti-Ig E aplicades tenen que ser especifiques de Fce i
preferiblement tenen que ser combinacions d’anticossos monoclonals amb
especificitats front a més d’un epitop del fragment Fc i amb caracteristiques
de dosis-resposta complementaries®**.

- Els calibradors tenen que complir els criteris de la Referéncia

Internacional per a la Preparacié de Ig E humana de la OMS 75/502°*.
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- Igual que amb les proves cutanies, la qualitat dels al-lergens té una
importancia capital 1 si és possible només es tenen que utilitzar extractes
standard. La estandarditzacié dels al-lergens combinada amb un disseny
adequat dels reactius aporta dades precises i reproductibles per a augmentar
I’exactitud i eficacia de les proves diagnostiques al-lergologiques®”>.

- Els diagnostics in vitro de 1’al-lergia al pollen poden simplificar-se
utilitzant proves de reactivitat creuada.

- Les mesures de les Ig E especifiques no s’alteren per els farmacs ni per

malalties de la pell.

1.5.2.4 SIGNIFICACIO DE LA MESURA DE LA IG E SERICA ESPECIFICA

En alguns estudis s’ha demostrat que amb 1'is d’extractes estandarditzats els
resultats de la prova de Ig E serica especifica es correlacionen estretament amb la de les
proves cutanies i de provocacions nasals.

Com en les proves cutanies, la preséncia o mancanga de Ig E sérica especifica no
pressuposa els simptomes i alguns subjectes sense simptomes tenen Ig E sérica especifica.

Malgrat que un titol baix de Ig E sérica especifica pot no tenir una rellevancia
clinica, el titol de la Ig E sérica especifica, generalment, no es relaciona amb els simptomes.
Aix0 es deu a que la gravetat dels simptomes depen no solament dels anticossos Ig E sind
tamb¢é de I’alliberacio dels mediadors, la resposta dels organs diana als mediadors i la

hipersensibilitat inespecifica.
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Quan s’utilitzen proves d’al-lergens tUnics, el cost de la mesura de Ig E seérica
especifica és alt 1 solament es pot investigar un llistat determinat d’al-lergens.

La importancia clinica d’aquestes proves s’ha estudiat extensament i s’ha demostrat
que la seva eficacia (especificitat i sensibilitat) en el diagnostic de I’al-lérgia es a vegades

superior al 85%°".

1.6 EXTRACTES AL-LERGENICS

El coneixement de la quantitat de qualsevol principi utilitzat en medicina és un
requisit de la maxima importancia. El benefici d’un diagnostic depén de forma directa
d’aquest coneixement. La seva importancia es tan Obvia que va ser tinguda en compte des
de els origens de la medicina. L’Al-lergologia no va ser un excepcié des de que Wyman®*®
va identificar per primera vegada en la historia el polllen com a causant de la febre del
fenc. Posteriorment Blackley®' va realitzar la primera prova cutania utilitzant com a dosis
la quantitat total del pol-len obtingut de dos anteres de Lolium. El resultat fou una intensa
reaccio produida per una quantitat definida de pol-lens; aquest fet va marcar ’inici del cami
del diagnostic cutani.

Els extractes al-lergénics son mescles complexes de biomolécules hidrosolubles,
principalment proteines, glicoproteines i carbohidrats, preparades a partir d’aquelles
materies primes que soOn 1’origen dels allergens que desencadenen reaccions
d’hipersensibilitat tipus I en els individus sensibles. Dites matéries s’utilitzen en el

diagnostic de les reaccions al-lérgiques.
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1.6.1 ESTANDARDITZACIO D’EXTRACTES AL-LERGENICS

Estandarditzar significa ajustar un model o patré la seva finalitat es la d’obtenir
extractes amb la mateixa composicio qualitativa i poténcies similars, es a dir que no variin
o ho facin en proporcié minima entre diferents lots de fabricacid. L’estandarditzacio dels
extractes al-lergénics suposa el coneixement , tant de la seva composicié bioquimica, sobre
tot de proteines, com de la seva poténcia al-lergénica o activitat biologica al-lergica. Quan
s’estudien aquests tipus d’extractes hi ha que tenir en compte que hi haura proteines que es
comportaran com al-lergens, mentre que altres no presentaran aquesta caracteristica. Degut
a la variabilitat proteica, tant qualitativa com quantitativa, que pot obtenir-se al preparar
extractes a partir de la mateixa materia prima en diferents moments de produccié una de
les etapes fonamentals es la d’obtenir un extracte de referéncia. Aquest extracte en permetra
comparar en el futur, tant qualitativa com quantitativament, les mostres que es preparen a
partir de la mateixa matéria prima garantint una produccid6 homogenia dels extractes de

forma que ens assegurem una bona reproductibilitat en el diagnostic.

1.6.2 CONTROL DELS EXTRACTES AL-LERGENICS MITJANCANT METODES
ESPECIFICS IN VITRO

La unitat Noon® i la PNU?® son les unitats de métodes inespecifics que no
valoraven I’activitat al-lergénica. Amb el descobriment de la Ig E com anticos responsable
de les patologies al-lergéniques'™® es va obrir la possibilitat de dissenyar métodes especifics
que inclos en barreges complexes poguessin determinar de forma raonable I’activitat
al-lergénica d’un extracte. Durant els anys seixanta i setanta es va treballar intensament en

aquest aspecte , fet que va culmina amb 1’elaboracio de métodes d’alliberacio d’histamina
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de RAST Inhibicio™ *”>!". Ambdds métodes tenen en comii que sén especifics de
I’al-lerge, es a dir reconeixien i valoraven les proteines amb capacitat per a fixar Ig E
especifica, sense experimentar interferéncies insalvables amb altres substancies de
I’extracte no relacionades amb I’al-lérgia. Aquest fet va representar un gran aveng en la
historia de I’al-lérgia donat que per primera vegada es podia distingir un extracte actiu d’un
inactiu i tenir una idea de I’activitat de 1’extracte. Malgrat aquest fet cap dels dos metodes
permet una quantificacid suficientment fiable. La complexitat dels assaigs 1 la
irreproductibilitat d’alguns dels reactius emprats feia que un determinat nombre d’activitat
al-lergénica d’un extracte, obtingut en un laboratori, no es pogués repetir en un altre e
inclos en el mateix laboratori al canviar alguns dels reactius. La incapacitat de reproduir
resultats suposa un greu problema quan es tracta d’extractes destinats 17s clinic. Resulta
practicament impossible establir de forma permanent quina quantitat  d’activitat
al-lergenica valorada per alliberaci6 d’histamina o RAST d’inhibici6é és idonia per a un
diagnostic in vivo. Aixo fa que métodes tant valuosos no tinguessin una aplicacié més
amplia en I’avaluaci6 primaria de 1’activitat al-lergénica d’extractes d’0s clinic. La seva
utilitzaci6é va encaminada a assignar activitat al-lergénica a extractes nous, perd sempre en

comparaci6 amb extractes de referéncia, d’activitat ja establerta per altres metodes.

1.6.3 AVALUACIO DE L’ACTIVITAT D’EXTRACTES AL-LERGENICS EN
UNITATS D’ACTIVITAT BIOLOGICA

La incapacitat dels metodes descrits per a proporcionar sistemes utils en clinica
d’estandarditzacio d’extractes al.lergenics a servit per buscar vies de soluci6 al problema.

El resultat d’aquest esforg va ésser I’aparicié de tres métodes diferents que basats en la
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reactivitat cutania de pacients al-lérgics permeten adjudicar quantitats discretes d’activitat

bioldgica (al-lergénica) als extractes estudiats®' >

. Amb independéncia de les avantatges e
inconvenients de cada métode els tres coincideixen en la possibilitat de determinar la
concentraci6 d’extracte de qualsevol especie que correspon a la mateixa activitat o poténcia
al-lergenica. Tenint en compte que els metodes es basen en la reactivitat cutania, I’aplicacio

de I’activitat aixi determinada al diagnostic in vivo és immediata. Les diferéncies d’aquests

metodes sobre els anteriorment citats son nombrosos tant qualitativa com quantitativament.

1.6.3.1 PREPARACIO D’EXTRACTES DE REFERENCIA SEGONS LA
METODOLOGIA PROPOSTA PER AaS

Aas 1 col-laboradors van publicar el primer metode d’estandarditzacié biologica
elaborat de forma sistematitzada. La técnica triada va ser el Prick test. Els pacients
seleccionats (entre 10 1 20) tenien que tenir la historia positiva, prick test positiu, RAST
classe 2 o més al allerge estudiat i una papula amb histamina a 1 mg/mL > 4mm de
diametre mitja. D’aquesta mode I’extracte que produeix una papula igual a la de la
histamina a 1 mg/mL es diu que posseeix un HEP, es a dir una activitat biologica amb la
capacitat de produir, per prick una reaccié mitja idéntica a la generada per una solucié de
histamina a 1 mg/mL. A D’extracte dotat de 1 HEP d’activitat al-lergénica se li assignen
1000 Unitats Biologiques/ml. L’assignacié d’unitats permet disposar facilment d’extractes
de diferents especies amb identica activitat biologica directament aplicable al diagnostic.
D’acord amb la interpretaci6 inicial de Aas®", un extracte ajustat a un HEP produia una

reaccid igual a la de la histamina en la majoria dels pacients al-lérgics. Reaccions majors
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indiquen sensibilitat superior a la mitja i reaccions més debils suposen una sensibilitat
baixa.

Aquest metode va ser sistematitzat 1 millorat per diferents autors entre els que
destaca Dreborg®'®. La sistematica exposada per aquest autor estd basada en el fet que la
concentraci6é d’histamina a 1 mg/ml produeix una reaccié mitja de 6-8 mm de diametre,
equivalent a un area de 28-50 mm?2. L’experiéncia va demostrar que la histamina a 1
mg/ml només donava lloc a reaccions mitges de 1’ordre de 4mm de diametre equivalent a
12.5 mm2, que resulten molt petites i variables per a ser utilitzades com a referéncia®'’.

Posteriorment la concentracié d’histamina utilitzada com a referéncia va ser de 10
mg/ml, el que suposa la produccié de reaccions mitges 7 mm de diametre (38.5 mm %)*'">'%,
D’aquesta manera la variabilitat és menor i la activitat d’un extracte amb un HEP
d’histamina (10.000 BU/ml) pot discernir millor entre pacients més sensibles que la mitja i
pacients amb una baixa sensibilitat. Aquesta és I’activitat més freqiientment utilitzada com
a diagnostic de prick. Malgrat aquest fet, no sembla la optima donada la gran variabilitat
de la reactivitat cutania en la poblacio de pacients al-lérgics a un determinat al-lerge; pot
haver pacients poc sensibles pero al-lergics que produeixen papules de ’ordre de la
minima acceptable com a positiva ( 7mm’ equivalents a 3 mm de diametre) donat lloc a

9 . 2
319§ més tard Dreborg’™ van

falsos negatius. Basats en aquests fets, primer Peterson
proposar que la concentracio d’un extracte al-lergenic validat tant per pacients poc sensibles
com molt reactius, tindria que contenir una activitat entre 50.000 1 100.000 BU/ml.

D’aquesta forma podrien diagnosticar-se amb seguretat més del 95% dels pacients

sensibles al al-lerge objecte de I’estudi. EI metode descrit ha presentat una gran aveng per a
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la practica de I’al-lérgia clinica i a contribuit en gran mesura a la troballa de noves fonts
al-lergeniques.

A T’hora de definir I’activitat biologica 1 per tant la unitat d’activitat els diversos
laboratoris productors d’extractes ha comparat 1’efecte d’un compost quimic de referéncia
(histamina, codeina, etc.) amb 1’ocasionat per I’extracte i és aqui on precisament es creen la
varietat de tipus d’unitat ja que tots no han utilitzat el mateix compost quimic de
referéncia, ni una mateixa concentracio de referéncia.

En el cas de Bial les UBE/nL (Unidades Biologicas Equivalentes/mL) son les
unitats biologiques d’activitat al-lergenica utilitzades.

En el procés d’estandarditzacié defineixen el valor de 1 SPT (Skin prick test) com la
concentraci6 d’extracte que produeix una area de papula igual a la que produeix la
histamina a la concentracié de 10 mg/ml. Si a aquesta concentracié es multiplica per 1000
obtenim el valor de les UBE/ml. Aixi quan el SPT d’un extracte es 0.08 mg/ml, I’activitat

biologica d’aquests 0.08 mg/ml, per definici6 sera de 800 UBE/ml.

1.6.3.2 PREPARACIO D’EXTRACTES DE REFERENCIA SEGONS EL METODE
DE BRIGHTON

Al 1979, només un any després de I’aparicié de la unitat HEP, Brighton i
col-laboradors®" proposaren una nova definicié de la unitat d’activitat biologica per a
extractes al-lergénic: un extracte al-lergenic lliure d’irritants té una activitat de 10 Unitats
per mL si quan es fa en 30 pacients, clinicament sensibles a I’extracte en qiiestio, produeix
una papula de 75mm’ d’area. Aquest meétode no utilitza histamina com a referéncia. L’

avaluaci6 de I’activitat biologica total que expressa la suma de les activitats individuals de
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tots els al-lergens presents en 1’extracte, esta basada unicament en la reactivitat cutania dels
pacients sensibles. Per tant, resulta de suma importancia una correcta seleccié que ha de
complir les segiients condicions: tots els pacients ha de tenir prick test positiu, historia
clinica suggestiva i Ig E sérica especifica al al-lerge i la seva reactivitat cutania no ha
d’estar alterada per una immunoterapia anterior o per farmacs.

El métode no precisa pacients molt sensibles sind que pretén que la mostra triada
representi la poblacid i per tant un ampli espectre de sensibilitats.

La correlacié entre mesures de papula i concentracié d’extracte €¢s molt bona, sobre
tot entre arees de papula de 20 i 120 mm?.

D’acord amb Brighton 1’area de 75 mm?2 es la que pertany a una concentracid
d’extracte adequada per a un diagnostic de prick; de forma arbitraria els investigadors del
grup ALK-Abello S.A. ha assignat una activitat de 100 BU/ml a la concentracié d’aquest
extracte en lloc dels 10 BU/ml triat per Brighton per el fet de que 1’extracte que produeix
una papula de 75 mm® té una alta activitat al-lergénica i obligaria a utilitzar molts nimeros
fraccionaris per a les dilucions utilitzades en altres diagnostics com podria ser la

intradermorreaccio.

1.6.3.3 PREPARACIO D’EXTRACTES DE REFERENCIA SEGONS EL METODE
DESCRIT PER TURKELTAUB
El metode de valoracio d’extractes al-lergenics acceptat per la FDA (Food and Drug

Administration) es també biologic perd molt diferent dels esmentats anteriorment®>'~**, N

0
utilitza prick cutani sense reaccid intradérmica i no determina mesures de papules sino

eritemes. Per a raons de seguretat selecciona pacients altament sensibles i en cada pacient
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practica la reacci6 intradérmica amb quatre dilucions de I’extracte objecte de 1’estudi en un
factor de 3. La primera diluci6 es aquella en la que I’eritema es aproximadament igual a la
papula i les tres seglients son les immediates més concentrades. La mesura de I’eritema es
determina en mm, per la suma del diametre major més el perpendicular al punt mig del
major. S’avalua la dilucié que proporciona un eritema amb una suma de didmetres igual a
50 mm a la que es denomina D50.

El concepte de dilucio (D) de I’extracte que proporciona una suma de diametres
igual a 50 es basic en aquest sistema i €s aplicable a qualsevol extracte que tingui una
activitat adequada a les condicions del mateix sistema. Aixi, extractes molt actius
necessiten majors dilucions per a produir una suma de diametres igual a 50 i per tant se li
assignaran més unitats d’activitat , mentre que extractes poc actius produiran D+d=50 amb
un numero menor de dilucions el que es reflexa en [’assignacidé de menys unitats
d’activitat. En aquest sistema la unitat d’activitat es denomina Unitat d’Al-lergia (AU) 1 la
seva assignacio a extractes amb diferents activitats al-lergéniques s’expressa en la taula

seglient:

D50 mitja Unitats d’Al-lergia
14 100.000
12 10.000
10 1.000
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Els extractes més actius necessiten ser diluits 3-14 vegades per produir un D+d=50
mm, el que en terminologia d’aquest metode es tradueix per un D+d=14. Per definici6 a
aquests extractes més potents s’assignen 100.000 AU/ml. La determinaci6 de la D50 mitja
en 15 pacients té una variabilitat, calculant-se 2DS=1.06. Aquest fet obliga a la formacid
de grups de tal forma que una D50 mitja de 14 inclou el ventall de dilucions de 13 a 15, una
D50 12 inclou el ventall de 11 a 13 i aixi successivament. D’aquesta manera qualsevol
extracte actiu es pot incloure dintre d’un grup d’activitat i es pot dotar de Unitats
d’Al-lergia.

Les diferéncies entre aquest meétode i els anteriors es obvi, basats en la mesura
d’activitat cutania produida per prick, son obvies. Es més sensible i es postula que té una
menor variabilitat entre pacients, pero hi ha que tenir en compte que només utilitza pacients
altament sensibles el que defineix un mostra més homogenia perd no representativa de tots
els pacients. Per altra part, la técnica és més complexa i molt poc utilitzada per el paisos

curopcus.

1.6.4 PREPARACIO D’EXTRACTES AL-LERGENICS PER A UTILITZACIO
CLINICA

La creacio d’Extractes de Referéncia o Standard que tinguin activitat biologica
coneguda, determinada mitjancant assaigs in vivo 1 expressada en unitats d’activitat
biologica es una condicidé necessaria per a qualsevol programa d’estandarditzacidé. Una
vegada que aquests Extractes de Referéncia han estat preparats i es pot garantir la seva
estabilitat d’emmagatzement, la determinaci6 de D’activitat dels extractes destinats a Us

clinic es fa per comparacio amb les Referéncies. Els metodes de comparacié poden ser in
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vivo o in vitro. Per la seva facilitat d’execuci6 el metode més utilitzat és el RAST
d’inhibicid, el qual permet assignar activitat biologica a qualsevol extracte sempre que es
disposi d’una Referéncia de la mateixa espécie®>>%*.

El métode in vivo per a la determinacio de la poténcia relativa d’un extracte segons la FDA,
es basa en el bioassaig de linies paral-leles i a estat ampliament documentat per Turkeltaub
i col'laboradors’. La possibilitat d’utilitzar bioassaigs de linies paral-leles mesurant
activitat cutania per prick test ha estat proposat per Malling essent un metode perfectament

acceptable®”.

1.6.4.1 IDENTIFICACIO DELS AL-LERGENS RESPONSABLES DE LA
ACTIVITAT AL-LERGENICA EN EXTRACTES ESTANDARITZATS

L’activitat bioldgica d’un extracte representa la suma de les activitats individuals de
cadascun dels allergens (en sentit molecular) que composen I’extracte. Es per tant,
activitat biologica total. L’extracte t€ que contenir totes les proteines al-lergéniques
especifiques de I’espeécie i 1’activitat biologica té que representar la suma de les activitats
individuals d’aquestes proteines. Aquest fet fa imprescindible la utilitzaci6 de técniques que
proporcionin informacié sobre la preséncia o mancanga dels al-lergens més importants en
qualsevol tipus d’extracte, tant Referéncies com d’us clinic.

Existeixen tres técniques fonamentalment que poden donar aquesta informacio 1 que
son: la immunoelectroforesis en presencia de sodi dodecilsulfat en gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE) , la immunolecroforesis creuada (CIE), radio-immunolectroforesis creuada

326

(CRIE), Isoelectroenfocament immunoblotting (IEF immunoblotting)™. Cadascuna d’elles

té alguna avantatge i algun inconvenient sobre les altres. Totes son complexes 1 algunes
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dificils de reproduir quan s’utilitzen diferents reactius. Per aquesta rad es tant important
utilitzar al menys dos per cada extracte. D’aquesta manera s’aconseguira que 1’activitat

biologica dels extractes sigui correcta.

1.6.4.2 QUANTIFICACIO D’AL-LERGE MAJORITARI

Cada extracte al-lergénic esta composat per un gran numero de proteines. Només
unes poques son al-lergens identificables per técniques de laboratori. Algun al-lergé és
absolutament majoritari de tal forma que el 100% dels pacients al-lérgics a la espécie son
sensibles a ell. Altres tenen una rellevancia intermedia (sempre mesurat en termes de
prevalenca de sensibilitzacid) e inclos existeixen al-lergens als que molt pocs pacients
presenten Ig E especifica demostrable. Algunes espécies tenen un sol al-lerge rellevant,
altres dos, tres 0 més*>’>>°. En alguns casos els al-lergens importants presenten reactivitat
creuada entre si o amb al-lergens menys importants de la mateixa especie. En altres no
comparteixen epitops de forma coneguda. Hi ha al-lergens molt estables i hi ha al-lergens
sensibles al calor, les proteasses, ’agregacio i altres factors™'.

Un al-lerge és majoritari quan, al menys el 50% dels pacients al-lergics al conjunt
dels al-lergens de la espécie tenen Ig E especifica a ell.

Es considera que una proteina funcional €s coneguda quan es coneix la seva activitat
1 la seva estructura molecular. Un al-lerge €és una proteina funcional i precisament la seva

funci6 determina el seu grau d’importancia.
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Quantificar un al-lerge rellevant o majoritari implica una seérie de passos que es
poden resumir en els segiients punts:

1. Identificacio dels al-lergens clinicament rellevats:

2. Purificacio dels al-lergens clinicament rellevants

3. Demostracio de la rellevancia clinica del al-lerge
purificat

4. Obtencid d’anticossos monoclonals

5. Determinacié de les concentracions relatives dels
al-lergens en espécies amb més d’un al-lerge

rellevant

La identificacio dels al-lergens que formen part d’un extracte complex consisteix en
posar de manifest quines proteines, de entre les moltes que composen l’extracte , tenen
capacitat per a unir Ig E especifica. Depenent de la informacio que es vol obtenir s’utilitzen
mescles de seérums humans o sérums individuals. Les mescles son representatives de la
poblacié i per tant ens informen de quins son els al-lergens més comuns que afecten a la
generalitat dels pacients. Si volem saber quina és la prevalenca de la resposta al-lérgica a un
al-lerge individual és precis utilitzar sérums individuals **%

Les tecniques de purificacio d’al-lergens son les normals aplicades a purificaci6 de
proteines. Cada pas de purificacié té que anar seguit de 1’aplicacidé d’una série de criteris

estructurals i funcionals que ens permetin definir amb claredat fins a quin punt 1’al-lerge

esta molecularment pur. Hi ha que estudiar algunes caracteristiques de la proteina
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purificada, com per exemple si es tracta d’un al-lergé amb subunitats, si tenen ponts
disulfur , si tenen sucres, etc.

Es purifiquen al-lergens que d’acord amb la nostra definicié son clinicament
importants. La primera demostracié d’aquest fet s’efectua mitjancant un immunoblotting
amb serums individuals de pacients al-lérgics a la especie en estudi. Aquesta demostracio
té que ser comprovada i confirmada de forma definitiva utilitzant I’al-lerge un cop purificat.

Els anticossos monoclonals front a proteines al-lergéniques constitueixen els
reactius fonamentals per al disseny d’un immunoassaig en fase solida per a quantificar
al-lergens. Des de el 1975 es poden produir cel-lules denominades hibridomes que son les
que produeixen grans quantitats d’un sol anticos podent dirigir la seva especificitat i
afinitat’ >,

Alguns extractes al.lergeénics tenen una sola proteina activa que pot ser considerada
com clinicament rellevant, altres tenen dos e inclos existeixen extractes a més. En el primer
cas I’al-lergeé pot representar un alt percentatge de l’activitat total de 1’extracte, podent-se
considerar, en la practica com I’nic responsable de 1’allérgia produida per la espécie,
sempre que no s’hagi demostrat que la resta d’al-lergens tenen una activitat i prevalenca
de Ig E importants. En qualsevol cas I’estandarditzacié de I’extracte quedara ben definida
quan s’hagi determinat la quantitat absoluta de I’al-lerge majoritari, perd a demés quan

s’hagi identificat la preseéncia dels altres al-lergens i definit quina quantitat de 1’al-lerge

majoritari es té que incloure en 1’extracte total per a preparar diagnostics.
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1.7 AL.LERGENS D’ALTERNARIA ALTERNATA

El nombre total d’al-lergens descrits en Alternaria alternata al igual que passa amb
altres especies de fongs es superior als que ens trobem en la majoria dels diferents pol-lens

tal i com es pot observar en la taula segiient.

Nom al-lerge Pes molecular (Kd) Referéncia
Alt-1 31 335
Altal 28 336
Alta29k 29 337
Alta 11563 31 338
Altal 339
Altal 340,341
Alta?2 25 342
Alta3 343
Alta4 57 343
Altas 45 344
Alta6 11 345
Alta7 22 345
Alta 10 53 345
Alta 12 11
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Aquest fet juntament amb la dificultat d’obtenir unes fonts de cultiu de qualitat per a
poder obtenir uns Optims extractes degut a les caracteristiques biologiques dels fongs fa que
I’estudi de 1’al-lergia dels fongs estigui molt dificultada. Les condicions de creixement del
fong tindra molta repercussio sobre la preséncia o no dels principals al-lergens. Els
meétodes d’extraccio de les proteines també és un factor molt important a 1’hora de que
I’extracte contingui una bona representacié de les proteines al-lergéniques, tal i com o

7 o Achatz i

avalen els estudis de Paris i col-laboradors**’, Portnoy i col-laboradors™
col.labordors®*.

Una altre punt important a 1’hora d’obtenir uns extractes amb una bona
representacio de les proteines i glicoproteines al-lergéniques €s la part que processem dels
cultius de fongs. Si tenim en compte que els pacients al-lergics als fongs presenten la
simptomatologia al-lérgica quan estan en contacte amb les espores o els conidis a priori cal
pensar que es aquesta part del fong que seria més interessant processar per obtenir els
diferents al-lergens de 1’espécie de fong. Hi ha estudis que identifiquen al-lergens d’una
determinada espécie fungica especifics de les espores que impliquen la necessitat d utilitzar
aquestes com a la font de la que tenim que partir per a obtenir uns correctes extractes >
30 Per un altra banda existeixen al-lergens que son expressats solament després de la
germinaci6 del fong **'>**,

Malgrat aquest fet, els extractes obtinguts a partir de les espores és molt dificultos
per el que la majoria dels extractes comercials estan obtinguts a partir del miceli i1 tenen un
pobre o nul contingut en espores’>>. Tot i aix0, els extractes obtinguts a partir del miceli,
produeixen uns reaccions de RAST positius quan son testats amb sérums de pacients

350, 356-358

sensibilitzats a fongs . Un estudi de Fadel i col-laboradors mostra que un extracte
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d’Alternaria alternata obtingut a partir de miceli presenta una poténcia similar al obtingut a
partir de espores basant-se en la resposta del prick test i del RAST inhibicio™.

Més enlla de la disquisiciod entre extractes obtinguts d’espores o els obtinguts del
miceli existeixen estudis com els realitzats per Martinez J i col-laboradors™®” **! que
comparen la poténcia i sensibilitat de I’extracte entre extractes obtinguts a partir de filtrats
de cultiu (o el que és el mateix extracte metabolic) vers als extractes obtinguts directament
del miceli (o el que €s el mateix extracte somatic). Els resultats obtinguts quan es basen en
Alternaria alternata és que els valors de RAST son considerablement més alts en extractes

metabolics vers a I’extracte somatic; aixi mateix els extractes metabolics son els que

contenen més fraccions al-lergéniques.

1.8 PREVALENCA DE SENSIBILITZACIO A ALTERNARIA ALTERNATA

Les malalties al-lergiques com la rinitis i I’asma al-lérgic afecten de mode general a
prop d’un 20% de la poblacid general de paisos industrialitzats dels quals un 10% tenen una
patologia greu’®>%’. Els estudis epidemildgics de sensibilitzacio a fongs segons les proves
cutanies apunten que entre un 3% i un 10% de la poblacié general presenta una al-lergia
per fongs®®>"’. Un estudi epidemiologic en poblacié general realitzat a EEUU® indica
que el 3.6% de la poblacio estava sensibilitzada a Alternaria alternata. Un altre estudi

3% mostra que el 0.5% dels nens de 4 anys presenten

poblacional realitzat a Illa de Wight
una sensibilitzaci6 a Alternaria Alternata y un 2.9% a Cladosporium herbarum. La
prevalenga exacta no esta ben establerta donat que els estudis que existeixen es mouen en
una forquilla entre el 3% i el 91% de sensibilitzacié a fongs, depenent de la poblacid

102,371-376

estudiada, dels extractes utilitzats 1 de les espécies de fongs testades . Un exemple
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1. Introduccio

d’aquesta situacié es Pestudi realitzat per Aas i col-laboradors’”’ utilitzant diferents
extractes comercials de Cladosporium herbarum en el que la prevalenca de sensibilitzacid
a aquest fong variava entre un 12% 1 un 65% en la mateixa poblacio. El mateix fet es
comprova en I’estudi de Portnoy i col-laboradors®™ en el que sobre una mateixa mostra
poblacional realitzen prick test per estudiar la prevalenga de sensibilitzacié a Eppicoccum
nigrum variant d’un 6% a un 70% segons I’extracte utilitzat. Aquesta realitat demostra que
sense uns extractes estandarditzats no es pot realitzar un estudi de prevalenga de
sensibilitzacio.

En estudis recents realitzats a partir de poblacio amb rinitis i/o asma al-lérgic com
el realitzat per D’Amato i col-laboradors la prevalenca de sensibilitzacio a fongs oscil-la
entre el 3% i el 20% segons el area estudiada’. En pacients simptomatics residents en els
EEUU 1 en diferents paisos d’Europa del 25 al 35% estan sensibilitzats a espécies de
basidiomicets segons el treball de Lehrer i col-laboradors®”, mentre que el 35% dels
pacients estudiats a Turquia en I’estudi de Giineser i col-laboradors®™ estarien sensibilitzats
a algun dels fongs a partir d’una bateria de prick test que englobava 19 espécies diferents.

En un estudi retrospectiu realitzat a Espanya per Resano i col-laboradors estimen
una sensibilitzacio a fongs d’un 5% aproximadament’®, mentre que un estudi prospectiu
realitzat a Italia per Mari i col-laboradors®' la prevalenca de sensibilitzacié es d’un 19%.

Si ens centrem en la sensibilitzacid a Alternaria alternata en els darrers treballs
epidemiologics realitzats observem que la sensibilitzacié observada en poblacié amb rinitis
i/o asma al-lérgica difereix segons la zona estudiada. Aixi en un estudi de gran escala
realitzat en el centre de grans ciutats de EEUU entre poblaci6 infantil amb asma al-lergic el

38.3% estava sensibilitzada a Alternaria®®*. La sensibilitzacié a Alternaria en un estudi
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realitzat a gran escala a Canada mostra que el 25% dels pacients adults amb asma i/o rinitis
al-lérgica reclutats en 1’estudi al-lérgica presenten una sensibilitzacio a Alternaria™. En
I’estudi multiceéntric anteriorment mencionat de D’ Amato i col-laboradors la prevalenga de
sensibilitzacido a Alternaria 1 Cladosporium trobada a Espanya, i més concretament a
Murcia va ser del 20% mentre que la trobada a Portugal va ser d’un 3%, mentre que en els
restants paisos participants la mitja va ser de 7-10% > Corsico i col'laboradors®™ realitzen
un mapa de sensibilitzacidé a Alternaria a Italia en pacients amb rinitis /0 asma al-lérgic
trobant que un 10.4% de la poblaci6 estudiada presentava una sensibilitzaci6 a aquest fong
segons prick test trobant diferéncies importants segons 1’area estudiada: aixi la zona de
Turin mostrava una sensibilitzacid del 1.8% mentre que a la zona de Cagliari la
sensibilitzacid a Alternaria ascendia al 29.3%. Un altre estudi que mostra la diferéncia de
prevalenca de sensibilitzacid a Alternaria segons I’area geografica estudiada és el realitzat

per Peat i col-laboradors®®

en el que es centren poblacié infantil amb rinitis /0 asma
al-lérgic comparant una zona costanera d’Australia amb un alt index d’humitat relativa i
una zona de I’interior Australia més seca trobant que la prevalenca de sensibilitzacid
oscil-lava entre un 4 i un 23% essent I’area d’interior la que presentava un major index de
sensibilitzacié a Alternaria. La influéncia del factor climatic en la preséncia d’Alternaria i
conseqiientment en la seva sensibilitzaci6 queda palesa en el I’estudi de Reijula i
col-laboradors a Finlandia en el que a partir d’una gran mostra poblacional amb rinitis /0

asma al-lérgic demostren una sensibilitzacid a Alternaria Alternata d’un 2.8% 1 a

Cladosporium herbarum d’un 2.7 %>*°.
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2. Justificacio

Existeix una amplia evidéncia historica que relaciona 1’al-lérgia amb els fongs,
de forma que els metges hipocratics ja varen descriure malalties compatibles amb
I’al-lérgia a fongs. A partir de la primera descripci6 referenciada que implica
directament als fongs amb quadres al-lérgics que data del 1726 segons les observacions
de Floyer™ son nombrosos els treballs sobre ’al-lérgia respiratoria per fongs.

Per a desenvolupar una al-lérgia mitjangcada per Ig E el pacient t&€ que estar
sotmés préviament a una exposicio6 al al-lergé per a sensibilitzar-se a ell'’""**'®! és a
dir, crear unes immunoglobulines Ig E especifiques mitjangant la diferenciaci6 de

387-392
7% en la que

limfocits B en cel-lules plasmatiques secretores de Ig E (resposta Th2)
intervenen una cascada complexa en la que les citoquines desenvolupen un paper
fonamental a partir de les quals es podra desencadenar la resposta allérgica®. Les
malalties al-leérgiques poden afectar al nas, pulmons, ulls, pell i/o tracte gastrointestinal,
etc. segons quin sigui I’organ u organs diana a partir d*una resposta sistémica®*>*.

D’aquesta premissa es pot concloure que segons la carrega ambiental d’espores
fingiques la poblacid exposada tindra més o menys possibilitats de sensibilitzar-se a
elles, és a dir crear unes immunoglobulines Ig E especifiques. Per tant un punt
important en I’estudi d’al-l1érgia als fongs es coneixer la seva exposicio.

La carrega ambiental d’espores fingiques a les contrades catalanes ha estat poc
estudiada de manera que les poques dades de les que disposem ens serveixen de
referéncia per a interpretar el seu comportament aerobiologic.

Si tenim en compte per una banda els avengos tecnologics dels que es disposen
actualment per a la captacid de les espores fungiques ambientals, com son els

captadors volumeétrics  esporopol-linics tipus Burkard o Lanzoni mitjancant la

metodologia Hirstm, 1 per altra banda la milloria del coneixement cientific per a la
g p p
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2. Justificacio

identificaci6 de les espores fungiques que hi ha hagut en els darrers anys encara posa
més de manifest la necessitat d’ampliar i actualitzar les dades sobre el comportament
aerobiologic de les espores fungiques a les que estem exposats.

Un altre dels factors que ha dificultat 1’estudi d’al-lérgia a fongs al llarg de la
historia del coneixement cientific és la gran dificultat per a obtenir uns extractes
adequats, ¢€s a dir, que estiguin estandarditzats biologicament. Aquest fet a estat un dels
grans frens per a la realitzaci6 d’un correcte diagnostic i tractament dels pacients
al-lérgics als fongs.

Existeixen multiples estudis arreu del mon per a estudiar la prevalenca de
sensibilitzaci6 a diverses espécies fungiques, trobant-se xifres molt dispars. Aquest fet,
es pot justificar basicament per:

- Les diferents arees geografiques estudiades

- Les diferents mostres poblacionals estudiades

- Els diferents extractes fingics utilitzats.

Els dos primers punts son suficients per concloure que per a saber de forma real
quina és la veritable prevalenga de sensibilitzacié d’una determinada poblacié d’una
zona geografica, t’has de basar en estudis que incloguin aquesta area i poblacio
determinada. En quant al tercer punt, per a que les dades siguin fiables has de disposar
d’uns extractes fiables amb la suficient sensibilitat i especificitat per a valorar la
sensibilitzaci6. Fins I’actualitat les proves cutanies han mostrat una major sensibilitat
per a mesurar la sensibilitzacié front a la determinacio6 de Ig E sérica especifica.

La sensibilitzacio a fongs i més propiament a Alternaria alternata sembla ser un

factor de risc per a desenvolupar asma sobre tot en la poblacio6 infantil segons el
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2. Justificacio

descrit en diferents estudis epidemiologics’*"***. Aquest fet no s’ha demostrat en cap
estudi epidemiologic realitzat a Catalunya.

Fins I’actualitat a Catalunya existeixen poques dades epidemiologiques sobre la
sensibilitzaci6 a Alternaria alternata, espécie fungica causant en I’actualitat de gran part
de I’asma i rinoconjuntivitis al-lérgica per fongs. Si tenim en compte que els estudis
realitzats a Catalunya es basen en un nucli poblacional concret no podem extrapolar
aquestes dades al que passa en diferents indrets de Catalunya. Tampoc podem comparar
els estudis realitzats de forma independent per diferents grups donat que el material i
metodes utilitzats son diferents, per el que no permet fer una comparacio valida. A
més a més, els estudis epidemiologics realitzats no es basen en la utilitzacid d’extractes
estandarditzats biologicament amb quantificacié del principal al-lergé majoritari Alt a
1, per el que les dades trobades poden infradiagnosticar la prevalenca de sensibilitzacio.
En definitiva, creiem que no existeixen dades representatives en la poblacid de
Catalunya de la prevalenca de sensibilitzacio a una de les espécies fungiques amb més
representativitat en 1’al-lérgia per fongs com es Alternaria alternata al igual que
manquen dades sobre la seva carrega aerobiologica en diferents indrets de la geografia
catalana.

Per tant, la finalitat d’aquest estudi ¢és aportar dades objectives i fiables per al
coneixement de 1’al-lérgia als fongs mitjancant ’estudi aerométric d’Alternaria en
I’atmosfera de Catalunya i la prevalenca de sensibilitzacié a Alternaria alternata en la

poblacid que hi esta exposada i que presenta una rinitis i/0 asma al-lergic.
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3. Objectius

La finalitat d’aquest treball és 1’estudi aerobiologic atmosféric de les espores
fungiques d’Alternaria a Catalunya mitjangant els captadors volumétrics amb
metodologia Hirst i I’estudi de la prevalenca de sensibilitzacié a Alternaria alternata en

poblacio amb rinitis i/0 asma al-lérgic a Catalunya.

Objectius principals:

1. Obtencié6 de dades aeromeétriques atmosfériques de les espores d’
Alternaria a Catalunya mitjancant captadors volumeétrics tipus Hirst
Captaci6 de les espores d’Alternaria mitjangant captadors volumetrics per
succi6 tipus Burkard o Lanzoni situats a diferents indrets de Catalunya:
Bellaterra, Barcelona, Girona, Lleida, i Tarragona .

Identificaci6 de les espores d’Alternaria captades mitjangant microscopia Optica.

2. Determinar la prevalenca de sensibilitzacio a Alternaria alternata en
poblacio amb rinitis i/0 asma al-lérgic a Catalunya mitjancant extractes
estandarditzats biologicament amb quantificacié d’al'lergé majoritari
d’Alternaria Alt a 1
Obtenci6 d’extracte estandarditzat biologicament amb quantificaci6 d’al-lerge
majoritari d’Alternaria alternata
Determinaci6 de sensibilitzacid a Alternaria alternata mitjangant prick test en

poblacié amb rinitis i/0 asma d’etiologia al-lergica a Catalunya.
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Objectius secundaris:

1. Determinar D’existéncia d’associacio d’asma al-lergic i sensibilitzacié a
Alternaria alternata en la poblaci6 estudiada

Mitjancant 1’estudi estadistic de les dades epidemiologiques obtingudes a partir
de la mostra poblacional utilitzada valorar la sensibilitzacié a Alternaria

alternata com a factor de risc per a desenvolupar asma.

2. Determinar la prevalenca de sensibilitzacio a Alternaria alternata en
poblacio infantil vers poblacio adolescent i adulta.
Mitjancant 1’estudi estadistic de les dades epidemiologiques obtingudes a partir
de la mostra poblacional utilitzada valorar la sensibilitzacié a Alternaria

alternata per dos grups d’edat: poblaci6 infantil i poblacié adolescent i adulta

3. Determinar la sensibilitat del prick test amb extracte estandarditzat
biologicament amb quantificacié d’al-lergé majoritari d’Alternaria alternata
Alt a 1 vs. la determinacié de Ig E sérica especifica.

Valorar la sensibilitzacio a Alternaria alternata a partir dels valors de la
papulometria del prick test vs. la determinacié de Ig E sérica especifica a
Alternaria alternata mitjancant enzim-immuno-assaig (Pharmacia CAP

System®).
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4.1 MATERIAL

41.1 CAPTACIO E IDENTIFICACIO D’ESPORES D’ALTERNARIA

ATMOSFERIQUES
4.1.1.1 CAPTADOR BURKARD

Dissenyat segons metode Hirst

Especificacions generals:

Mesura standard de ’orifici 2 x 14 mm.

Voltatges: 230-250 volts 50 Hz; 110-115 volts 60 Hz; 12 volts d.c.

Altura de I’aparell: 94 cm
Flux: 10 1/min

Velocitat del tambor: 1 revolucid 7 dies a 2 mm/hora.
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4. Material 1 metodes

Melinex
Cinta:
Pes: Net - 16 kg.
Mesures: 57 x 65 x 65 cm

4.1.1.2 CAPTADOR LANZONI

Dissenyat seguint el métode Hirst

Especificacions generals:

Material: aluminium .
Pes: Kg. 12
Dimensions: 76 cm x 37 cm x 65,5 cm

Requeriments electrics: 220 v, 50 Hz
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4.1.1.3MICROSCOPI OPTIC

Microscopi OMS-300 amb il-luminacié obliqua i1 coaxial. Tokyo Optical Co, Ltd. Japo

4.1.2 ESTUDI EPIDEMIOLOGIC DE PREVALENCA DE SENSIBILITZACIO

A ALTERNARIA ALTERNATA

4.1.2.1 EXTRACTES AL-LERGENICS D’ALTERNARIA ALTERNATA

Extracte Alternaria Alternata A:

- Cultiu de fongs: medi utilitzat: Czapec modificat
- Materials 1 condicions: Matras Fernbach de 1800 ml. Volum: 700 ml
Temperatura de 25° C 1 humitat relativa > 45%
Temps de cultiu: 21 dies
- Processament dels fongs:
Separacio mecanica dl mitja de cultiu 1 miceli
Seleccid d’extracte brut metabolic i filtracio clarificant
Concentraci6 de I’extracte metabolic mitjangant ultrafiltracio tangencial
Dialisis front a aigua purificada (Farmacopea) en tall de 10 kDa
Filtracio esterilitzant 0.22 micres
Dosificaci6 en camara esteril 1 liofilitzacid
- Controls:
Macroscopic en creixement: miceli, exudats
Microscopic en creixement :hifes, conidis, espores

Humitat relativa (Hydranal-karl Fisher)
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Proteina : Bradford
Sucres (hexoses/ Antrona)
Antigenograma qualitatiu : SDS-PAGE
Antigenograma semiquantitatiu : densitomteria sobre gel de SDS-PAGE
Al-lergograma qualitatiu : deteccid6 per densitometria de bandes
al-lergéniques

- Estandarditzacio:
Activitat biologica: conforme a la proposta en “Nordic Guidelines 2th
edition”, subrogat en el Real Decreto 288/1991, 8 marg
Patr6 de referéncia: area intuida per I’al-lerge, mitjancant la técnica del
prick test, similar a I’obtinguda amb una solucié de histamina clorhidrat
/10 mg/ml. 54.3 mmol/L), en 20 pacients especificament sensibilitzats al
al-lergé en estudi i sobre el que s’assagen tres dilucions de ra¢ 1:10 del
mateix.
El valor HEP genera el concepte d’activitat biologica, sobre la base de
considerar la seva equivaléncia en Unitats Biologiques.
Poteéncia al-lergénica. Conforme a la proposta en “Nordic Guidelines 2 th
edition” subrogat en el Real Decreto 288/1991, 8 marg¢. Patrd de
referéncia: valor Ag50 definit com la concentracié d’al-lerge que indueix
un 50% de inhibici6 del RAST.
Massa Al-lergénica: mg d’extracte al-lergenic liofilitzat que determina el
valor HEP, expressat en unitats biologiques
Al-lergens majoritaris: el contingut en al-lergé majoritari Alt a 1 esta

valorat en ELISA segons anticossos monoclonals. (Indoor Bioech. U.K.)
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Concentraci6 : 90.800 UBE/mL
- Extractes al-lergenics liofilitzats per a diagndstic per a prick-test :
Tipus de vial: Jena Topazi
Liofilitzat: massa al-lergénica crioprotegida
Conservaci6 del liofilitzat: temperatura ambient
Caducitat: > 2 anys
Recomposicio: 1 ml de glicerina i ssfco al 50%
Conservant: fenol 0.03%

Estabilitat del diagnostic reconstituit: > 1 any

Extracte Alternaria Alternata B:

- Cultiu de fongs: Allergon
- Processament dels fongs:
Separacio mecanica del mitja de cultiu i miceli
Selecci6 d’extracte brut metabolic i filtracid clarificant
Dosificaci6 en camara esteril i liofilitizacio
- Estandarditzacio:
Activitat biologica: conforme a la proposta de preparacié de Extractes de
Referencia segons el metode proposat per Brighton.
Al-lergens majoritaris: el contingut en al-lergé majoritari Alt a 1 esta
valorat segons anticossos monoclonals (25 pg/mL).
Concentraci6 : 100 BU/UM
- Extractes al.lergénics liofilitzats per a diagnostic per a prick-Test :

Tipus de vial: Jena Topazi
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Liofilitzat: massa al-lergénica crioprotegida

Conservaci6 del liofilitzat: temperatura ambient
Caducitat: > 2 anys

Recomposicio: 1 ml de glicerina i sérum fisiologic al 50%
Conservant: fenol 0.03%

Estabilitat del diagnostic reconstituit: > 1 any
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Extracte control positiu

Histamina 10 mg/mL

Extracte control negatiu

Serum fisiologic 0.9%

4.1.2.2 LLANCETES PER A PROVES CUTANIES
ALK lancet
Dispositiu esteril

CE 0543

4.1.2.3 LECTURA DE LA PROVA CUTANIA: PRICK-FILM® SYSTEM

Sistema desenvolupat per Inmunotek

Format per dos elements autoadhesius cutanis (dispositius d’aplicaci6 i film de

lectura) 1 un programa informatic especific (prick-Scan 2000)

Dispositiu d’aplicacio:

Format per dos lamines unides amb dos series d’orificis circulars, superposats i
numerats. La distancia entre els orificis contigus es de 2.5 cm. A demés el dispositiu
d’aplicacié té¢ una lamina secant de cel-lulosa premsada amb gran poder absorbent,
impermeabilitzada en la seva cara superior amb polietile.

Film de lectura:
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Format per una lamina idéntica a la capa de lectura del dispositiu d’aplicacio,
coberta amb un film de poliureta extrafi, transparent i autoadhesiu acrilic de grau
medic).

Prick- Scan 2000:

Programa desenvolupat especificament per [’is amb la resta dels components del
sistema. Consta de dos aplicacions: config i prick film.

El modul config permet el disseny de les bateries d’al-lergens a utilitzar i genera
les fulles codificades que seran reconegudes per el escaner.

El modul prick film executa el programa de lectura, activant [’escaner,
processant els resultats i generant un informe impres.

Requisits del sistema:

PC compatible:
32 MB de memoria RAM o superior
20 MB espai lliure disc dur o superior
Unitat de CD-ROM
Software instal-lat:
Sistema operatiu windows 95 o superior
Escaner:
Escaner compatible TWAIN instal-lat
Impressora:

Impressora color o B/N instal-lada
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4.1.2.4 DETERMINACIO DE IG E SERICA ESPECIFICA A ALTERNARIA
ALTERNATA
La determinacio de Ig E serica especifica es realitza mitjangant Pharmacia CAP

System ™ (Pharmacia & Upjohn diagnsotics , Uppsala. Suécia)

4.1.2.5.CARACTERISTIQUES DE LA POBLACIO DE L’ESTUDI

Poblacié amb rinitis i/o asma al-lérgic entre 5 i 65 anys d’edat (ambdos

incloses) que no hagin rebut immunoterapia a aeroal-lergens.

4.2METODES
4.2.1.CAPTACIO E IDENTIFICACIO D’ESPORES D’ALTERNARIA
ATMOSFERIQUES

El captador Hirst és un mostrejador d’impacte per succid que requereix
connexio a la ret eléctrica. Funciona aspirant volums constants i coneguts d’aire que fa
impactar contra la superficie receptora. Aquesta superficie receptora és una cinta
plastica de 19 mm d’ample que es disposa al voltant d’una pega cilindrica anomenada
tambor. Per a donar-li la capacitat d’adherir i retenir les particules, es diposita sobre la
cinta una fina pel-licula d’oli de silicona, utilitzant un pinzell. La disposicio del tambor
preparat en I’interior del captador és tal que impulsat per un mecanisme de rellotgeria,
gira continuament a ra6 de 2 mm/hora. Aix0 fa que les particules impulsades contra la
superficie receptora quedin retingudes de forma seqiiencial. Un cop a la setmana es

substitueix la superficie receptora. La cinta ja esposada es retalla en fragments
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corresponents a cada dia de la setmana i cada fragment és dipositat en un portaobjectes
tenyit i fixat (preparacid microscopica) i es analitzat al microscopi optic.

L’analisi microscopic de les mostres procedents d’un captador Hirst es fa sobre
el material tal com s’obté, es a dir amb les particules biotiques (c¢l-lules) mantenint el
seu contingut cel-lular i dipositades junt a altres particules atmosfeériques, minerals i
organiques.

Els resultats que s’obtenen en un captador Hirst (dades brutes) sén convertits a
concentracions mitjanes diaries d’espores mitjangant un simple calcul matematic en el
que intervenen com a com a factors.

- el n®de particules comptades

- la superficie de modera analitzada. Per a calcular-la es necessita coneixer el

nimero (1) de linies comptades i la seva longitud (K1) i amplada (K2)
(ambdos depenen del microscopi i de ’objectiu ocular que s’utilitzi en la
lectura) . Amb aquests parametres es calcula la la proporcid analitzada
respecte de tota la superficie util de la preparacié microscopica (K3).

- El volum d’aire que aspira el captador, normalment 10 I/minut, que després

d’un dia equival a 14.4 m3 d’aire (K4).

Molts dels parametres es mantenen constants (mentre no es canvii de microscopi
o d’objectiu ocular i es segueixi una rutina de recompte) de manera que és habitual
tenir-los establerts per a que l’operacié de conversio de les dades brutes diaries a
concentracions Sitges diaries quedi reduida a una simple multiplicaci6 entre una

constant i el nimero de particules detectades.
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La férmula a aplicar en el cas de la metodologia Hirst és:
Concentracié mitja setmanal = K x N

K= constant que incorpora tots aquells valors fixes quan la metodologia s’aplica
seguint sempre la mateixa rutina (1, K1 a K4).

A demés d’estandarditzar el captador que s’utilitza hi ha que estandarditzar
també la metodologia del recompte. Consisteix en comptar les espores presents en
quatre linies longitudinals, repartides homogéniament en I’ample de la preparaciod
microscopica corresponent a un dia.

Els 6 captadors utilitzats en D’estudi per realitzar el contatge d’espores
d’Alternaria atmosferiques en diferents indrets de Catalunya entre 1’u de gener de 2002
131 de desembre de 2002 tenen els segiients emplacaments:

-Girona

Coordinades geografiques: latitud 41° 54' N, longitud 02° 46' E

Altitud: 125 m sobre el nivell del mar, 15 m sobre el nivell del sol

Captador: tipus Hirst (Lanzoni)

-Bellaterra

Coordinades geografiques: latitud 41° 34" N, longitud 02° 06' E

Altitud: 245 m sobre el nivell del mar; 30 m sobre el sol

Captador: tipus Hirst (Burkard spore-trap)

-Barcelona

Coordinades geografiques: latitud 41° 24' N, longitud 02° 09' E

Altitud: 90 m sobre el nivell del mar; 25 m sobre el sol

Captador: tipus Hirst (Lanzoni)
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-Tarragona

Coordinades geografiques: latitud 41° 07" N, longitud 01° 15 E
Altitud: 48 m sobre el nivell del mar, 30 m sobre el nivell del sol

Captador: tipus Hirst (Lanzoni)

-Lleida
Coordinades geografiques: latitud 41° 37" N, longitud 00° 38 E
Altitud: 202 m sobre el nivell del mar, 25 m sobre el nivell del sol

Captador: tipus Hirst (Lanzoni)

4.2.2 ESTUDI DE PREVALENCA DE SENSIBILITZACIO A ALTERNARIA

ALTERNATA EN POBLACIO AMB RINITIS 1/0 ASMA AL-LERGIC

4.2.2.1 INCLUSIO DE LA POBLACIO DE L’ESTUDI

Pacients entre 5 1 65 anys d’edat (ambdos inclosos) que acudeixen a consulta
d’al'lergologia sense haver rebut immunoterapia a aeroal-lergens préviament amb
clinica suggestiva de rinitis i/o asma al-leérgic.

Inclusi6 aleatoria: 7 pacients consecutius al mes durant 12 mesos (1 gener 2002
al 31 de desembre 2002) que acudeixin en primera visita i que compleixin els criteris de
inclusi6 a partir del primer dilluns de cada mes.

A tots els pacients es realitzara historia clinica detallada amb la que segons
criteris clinics classificarem als pacients en rinitics i/0 asmatics en la que sospitem

etiologia al-lergica.
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- Centres participants:

1. Provincia de Barcelona:
Barcelona: Al-lergocentre, Clinica Platd, Clinica Teknon, Hospital
Universitari Vall D’Hebro6 Institut Universitari Dexeus.
Badalona: Hospital Universitari Germans Tries i Pujol
Hospitalet de Llobregat: Ciutat Sanitaria Universitaria de Bellvitge
Manresa: Fundacié Althaia
Sabadell: Consorci Sanitari Parc Tauli
Terrassa: Consorci hospitalari de Terrassa
2. Provincia de Girona:
Girona: Hospital Universitari Dr. Josep Trueta
3. Provincia de Lleida:
Lleida: Hospital Santa Maria de Lleida
4. Provincia de Tarragona:
Tarragona: Hospital Universitari Joan XXIII, Hospital Sant Pau i Santa
Tecla.
4.2.2.2 REALITZACIO DE LES PROVES CUTANIES (PRICK TEST)
4.2.2.2.1 BATERIA D’EXTRACTES D’AEROAL-LERGENS COMUNS
D’AREA:

A tots els pacients reclutats en 1’estudi es realitza proves cutanies (prick test) en
la cara volar del avantbra¢ mitjancant metodologia de Pepys modificada a bateria
d’aeroal-lergens comuns d’area mitjancant extractes estandarditzats  de:
Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatofagoides farinae, Cladosporium, pol-len de

graminies, Parietaria, plantatge, Chenopodium, Olea, Platanus, xiprés i epiteli de gat i
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gos. Es consideraran positives aquelles proves amb un diametre de papula > 3mm en
referéncia al control negatiu.
4.2.2.2.2 EXTRACTES D’ALTERNARIA ALTERNATA A1B
A tots els pacients reclutats en 1’estudi es realitzen proves cutanies (prick test)
amb extracte A Alternaria alternata i extracte B Alternaria alternata en la cara volar del
avantbra¢ mitjangcant metodologia de Pepys modificada utilitzant les llancetes ALK CE
0543
4.2.2.2.3 EXTRACTES DE CONTROL POSITIU I NEGATIU
A tots els pacients reclutats en 1’estudi es realitzaran proves cutanies (prick test)
amb els extractes de control positiu i control negatiu utilitzant les llancetes ALK CE
0543.
4.2.2.2.4 CRITERIS D’EXCLUSIO
- Preséncia d’algun procés patologic o malaltia intercurrent que a judici de
I’investigador pugui interferir en la resposta cutania per a un estat d’anérgia
cutania o hiperergia.
- Haver realitzat els seglients tractaments en el periode de temps detallat
respecte a la realitzaci6 de les proves cutanies:
o Antihistaminics H1
» Astemizol 30 dies abans
= (Cetirizina, levocetirizina 7 dies abans
» Loratadina, Desloratadina 7 dies abans
* Clorfeniramina 5 dies abans
* Hidroxicina 7 dies abans

= Mizolastina 7 dies abans
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» Ebastina 7 dies abans

» Fexofenadina 7 dies abans
* Mequitacina 7 dies abans
= Ketotifeno 7 dies abans

Imipraminas 15 dies abans

4.2.2.2.5 LECTURA DE LES PROVES CUTANIES

La lectura de la prova cutania dels extractes d’Alternaria alternata A i B 1 del
control negatiu i positiu es fa als 15 minuts de la realitzacio del prick test .

Per registrar el resultat es dibuixa sobre el film el perimetre de la papula
mitjancant tinta negra de secat rapid. S’ha d’ajustar la llum per a una visié optima de la
papula a través del film. S’ha de fer un tragat amb la tinta negra acabant de tancar el
contorn dibuixat.

Un cop s’ha retirat de la pell, el film es té que adherir immediatament a la fulla
codificada. Procurar emmarcar bé 1’espai reservat, estirat i alineat amb els costats dels
rectangles. Una mala alineaci6 pot impedir la seva lectura donant un error de procés en
el programa.

El full codificat amb el film adherit es col-loca en I’escaner en la seva posicio de
lectura. Obrir I’aplicacié Prick Film amb el que s’activara i donara lloc al processament
de les dades adquirides que seran presentades en la pantalla.

Com a criteri de sensibilitzacio es consideren positives aquelles proves cutanies

amb una papula > 7 mm” al area de la papula del control negatiu.
pap pap
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També es classificaran les papules en graus (-, 1+, 2+, 3+,4+). EL calcul es
realitza sobre el percentatge de reactivitat respecte a la histamina (10 mg/ml), aplicant la

segiient formula:

area al-lerge — area control negatiu

% al-lerge = X 100
area control positiu — area control negatiu
Per a aquest estudi s ha establert els valors consensuats per la EAACI**
- (-) <25% de I’area de la histamina
- 1+:25-50% de I’area de la histamina
- 2+:50-100% de I’area de la histamina
- 3+:(100-200%) de I’area de la histamina

- 4+4+>200% de ’area de la histamina

4.2.2.2.6 DETERMINACIO DE IG E SERICA ESPECIFICA

La titulacio de Ig E serica especifica es realitza mitjancant Pharmacia CAP
System® el qual consisteix en un métode d’enzim-immuno-assaig per a detectar Ig
Especifica vers a un al-lerge. Els valors de Ig E sérica especifica s’especifiquen en
kU/L.

El sistema esta dissenyat per un immunoassaig en sandwich en el que reaccionen
els al-lergens d’ Alternaria que estan en la fase solida amb la Ig E especifica del serum.
Aquesta Ig E especifica es detecta mitjangant un marcador enzimatic anti-Ig E que es

detecta per un sistema computeritzat.
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L’allerge en estudi esta contingut en un sistema capsular format per un polimer
hidrofilic de CNBr activat derivat de cel-lulosa. constituint I’ImmunoCAP.
Per a marcar la Ig E especifica que es fixa en 1’al.lerge de I’'immunoCAP s’utilitza
anticossos policlonals i monoclonals anti Ig E marcats amb 1125 o -galactosidasa els
quals generen fluorescéncia.

La calibraci6 es realitza mitjangant la normativa de la WHO 75/502.

4.2.2.2.7 ESTUDI ESTADISTIC

La reactivitat dels dos extractes s’avalua comparant les arees de les papules
mitjancant analisis de la varianca per a mostres repetides (ANOVA).

Les proves cutanies (prick test) positives i negatives obtingudes a partir dels
dos extractes s’analitzen estadisticament mitjancant el test de McNemar.

L’area del prick test als extractes d’Alternaria alternata i els valors de Ig E
especifica a Alternaria alternata en el mateix pacient s’analitzen mitjangant un test de

correlacio lineal.
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