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6. DISCUSSIO

6.1 MATERIAL I METODES
6.1.1 CAPTACIO E IDENTIFICACIO DE LES ESPORES D’ALTERNARIA
ATMOSFERIQUES

Els captadors utilitzats en ’estudi per a la captacid de les espores d’Alternaria,
tant el Burkard'® com el Lanzoni'*® sén captadors tipus Hirst'**, és a dir captadors
d’impacte per succid els quals capten el contingut d’espores atmosfeériques amb la
posterior identificacido segons les seves caracteristiques morfologiques a partir de la
visualitzacidé per microscopia oOptica. Els resultats obtinguts son concentracions mitges
diaries.

El captador Hirst és el que s’ha adoptat de forma més universal , especialment en
el continent europeu. Aquest tipus de captador permet captar d’una forma efica¢ les
espores d’Alternaria en ’ambient estudiat per el que tenim una representacié exacta del
contingut d’espores d 'Alternaria.

La identificaci6 de les espores d’Alternaria es pot realitzar de visu mitjangant
microscopia Optica i1 uns amplis coneixements de les seves caracteristiques
morfologiques sense precisar de cultius de les mostres captades tal i com pot passar
amb altres especies de fongs com Penicillium o Aspergillus per al seu creixement i
posterior identificacio.

Els estudis realitzats anteriorment en diferents indrets de 1’atmosfera de
Catalunya havia sigut a partir de captadors tipus Cour'**, amb els quals les espores

fingiques no podien ser estudiades amb precisio ja que s’obtenien valors per sota dels
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reals per al que les dades obtingudes mitjancant la metodologia Hirst son més
representatives.

Els captadors estan situats en diverses localitats de Catalunya amb condicions
geoclimatiques i poblacionals diferents. Per tant tenim una mostra representativa de les
espores d’Alternaria no només en diferents indrets de Catalunya si no en emplagaments
amb unes caracteristiques diferents. Aixi, a Lleida i Girona ’entorn és rural, a
Barcelona i Tarragona els captadors estan situats en el nucli urba mentre que el situat a

Bellaterra és una zona urbanitzada situada en medi rural.

6.1.2 POBLACIO DE L’ESTUDI

En aquest estudi poblacional multiceéntric de prevalenca de sensibilitzacid a
Alternaria alternata la poblaci6 en estudi son subjectes amb rinitis i/0 asma al-lérgic en
els que ens basem en dos criteris:

Per una banda que el pacient presenti una rinitis i/o asma al-lérgica per criteris
o sospita clinica. La definici6 tant de rinitis com d’asma al-lérgic és dificil d’utilitzar en
el marc d’estudis epidemioldgics de poblacions grans com és el nostre estudi. Els
estudis epidemiologics inicials varen valorar la rinitis i asma al-leérgic estacional en
funcid de definicions de treball senzilles. Recentment s’ha proposat una puntuacié en la
que es consideren principalment les caracteristiques del asma i rinitis al-lergic:
simptomes clinics, estacionalitat de la simptomatologia, desencadenants, antecedents
familiars de ler grau i exploraci6 fisica®’.

Per una altra banda la realitzaci6 als pacients seleccionats d’una bateria
d’aeroal-lergens comuns mitjangant proves cutanies (prick test). Si tenim en compte

aquests dos aspectes per al diagnostic dels pacients amb rinitis i/0 asma al-lérgic veiem
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que té un valor predictiu i negatiu acceptable (del 84% 1 74% respectivament) segons el
referenciat >,

En el nostre estudi es parteix de poblacid en la que es sospita per criteris clinics
rinitis i/0 ama al-lérgic per el que inicialment seleccionem a 1056 pacients. Després de
realitzar a aquests 1056 pacient les proves cutanies (prick test) mitjancant la bateria

d’aeroal-lergens comuns d’area i els extractes d’Alternaria de 1’estudi veiem que

d’aquests 1056 pacients només 824 podem confirmar la seva condici6 al-lérgica.

6.1.3 EXTRACTES D’ALTERNARIA ALTERNATA:

Un dels grans problemes que existeixen a I’hora d’estudiar els diferents aspectes
de l’al-lérgia per fongs es 1’obtencié d’un material diagnostic a partir del qual siguin
valorables els diversos estudis o proves realitzats tant in vitro com in vivo.

Un dels inconvenients de la estandarditzacié dels extractes fingics son les
dificultats técniques i1 les elevades despeses que aixd implica. Un altre factor que
influeix en el desenvolupament de la investigacio és la comprovaci6é d’alguns riscos
que pot comportar la utilitzacié d’extractes no purificats. Un risc potencial radica en el
fet de que alguns fongs produeixen toxines que poden causar reaccions en 1’home; la
major part d’aquests compostos son de baix pes molecular i liposolubles per el que es
poden evitat mitjangant 1’as de dialisis. Un altre problema que poden presentar els
extractes de fongs radica en el fet que de que produeixen cel-lulases que poden degradar
les membranes utilitzades per a dialisis, i com a conseqiiéncia augmentar la mesura del

por, el que comporta una pérdua molt gran d’al-lergens*”''>*%,
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En les darreres deécades la investigacid6 per a obtenir uns extractes
qualitativament correctes d’Alternaria alternata ha comportat que tinguem a 1’abast uns
extractes estandarditzats biologicament i amb quantificacié d’al-lerge majoritari Alt a 1
67,399-403

La preséncia de Alt a 1 en els extractes d’Alternaria a testar ens assegura que
entre el 60 i el 80% dels pacients sensibilitzats a Alternaria els diagnostiquem només
amb la preséncia d’aquesta proteina en I’extracte a testar ***.

El valor ultim de la prevalenga de sensibilitzacio al-1érgica a Alternaria alternata
dependra de la qualitat dels extractes a testar amb els quals obtinguem la maxima
sensibilitat 1 especificitat i no existeixin variacions entre els diferents vials.

Per aquest motiu a 1’hora de seleccionar els extractes a testar es varen seguir els
segiients criteris:

- Extracte estandarditzat biologicament

- Extracte amb quantificacio d’al-lergé majoritari

- Obtencid de ’extracte liofilitzat

- Origen dels dos extractes a testar de diferents fonts de cultiu.

- L’extracte liofilitzat provingui d’un mateix lot per evitar diferéncies en la seva

composicid proteica.

La reconstituciéo dels extractes liofilitzats es va realitzar 24 hores abans de
repartir-los en els diferents centres participants per aixi conservar la seva maxima
estabilitat 1 activitat. Actualment la millor técnica per mantenir la poteéncia dels extractes
¢s la liofilitzacio.

Per tant, uns dels aspectes fonamentals de la metodologia de 1’estudi va ésser

I’obtencié dels extractes al-lergenics.
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6.1.4 LECTURA E INTERPRETACIO DE LES PROVES CUTANIES A

ALTERNARIA ALTERNATA

El calcul de I’area de la papula de la resposta cutania secundaria al prick test
tant de la histamina com dels extractes d 'Alternaria alternata A i B és un meétode optim
per a tenir una expressio numerica d’aquesta i també per a poder realitzar les
associacions o calculs estadistics oportuns. El métode emprat en el present treball, el del
Prick Film System® realitza aquest calcul de 1’area mitjancant un processament

automatic per planimetria que ofereix una serie de avantatges:

evita enumerar la pell

- aprofita optimament la superficie cutania

- elimina I’al-lerge sobrant amb rapidesa i1 seguretat

- evita errors de transcripcid

- transforma el resultat en graus respecte a la histamina

- permet imprimir el registre grafic de la prova

- produeix un informe immediat dels resultats

- genera una base de dades a partir de la informaci6 adquirida

Les mesures de les papules mitjancant planimetria va ser introduida per
Sussman*®, malgrat que els programes de software validats per al seu calcul no va ser
fins a mitjans de la década dels *90 a partir dels treballs de Poulsen **°. EI métode del
Prick Film ofereix tant un metode d’aplicaciéo dels extractes com un dispositiu
informatitzat per a la lectura per planimetria de la papula mitjancant un escanejat del

seu perimetre.
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D’acord amb els estudis inicials de Pepys y Bernstein™* considerem positives les
proves amb una papula de didmetre >3 mm (que en termes d’area son 7 mm?®) respecte
al control negatiu. A més a més, com el sistema ens permet comparar 1’area de papula
de la histamina vers a la papula de I’extracte A i B d’Alternaria també ens permet
realitzar una valoraci6 de la prova cutania vers la histamina considerant-la positiva en
cas de que I’area de la papula de I’extracte d’Alternaria A o B sigui com a minim un

25% del area de la papula de la histamina segons el proposat per Malling™>.

6.2 RESULTATS

6.2.1 DADES AEROMETRIQUES D’ESPORES D’ALTERNARIA

Les dades aerobiologiques de les concentracions d’Alternaria des de 1’1 de gener
de 2002 fins al 31 de desembre de 2002 en els diferents punts de captacio a Catalunya
segons captadors volumeétrics de succid (metodologia Hirst), millorant el mostreig
obtingut per els captadors tipus Cour utilitzats en estudis anteriors, mostren una
preséncia important d’espores d’Alternaria en I’atmosfera durant el periode d’abril a
novembre, estant també presents perd en menor concentracio dels mesos de desembre a
mar¢ (ambdoés inclosos). La major concentracié d’espores d’Alternaria s’obté en els
captadors situats en ambient rural tal i com cabia esperar per el fet de que la vegetacio,
camps de cultius, les collites, etc... afavoreixen el creixement d’Alternaria. Per tant,
degut a la seva preseéncia permanent en ’atmosfera en tos els indrets estudiats amb pics
de concentraci6 importants en el periode de finals de primavera a finals de tardor el

tenim que considerar com un al-lergé potencial perenne arreu de Catalunya donat que
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els diferents captadors situats en zones amb caracteristiques geoclimatiques diferents
aixi ho indiquen.
Si considerem aquests resultats amb els d’un altre estudi rigorés en la seva

35 també realitzat a

metodologia com és D’estudi de Belmonte i col-laboradors
Catalunya, veiem que els resultats tenen una gran uniformitat. En aquest estudi realitzat
a partir de captadors tipus Cour també indiquen que la preséncia d’Alternaria a

I’atmosfera és també continuada perd amb uns pics de concentracié a ’estiu i tardor,

essent |’entorn rural molt més rics en aquest tipus d’espora.

6.2.2 ESTUDI DE PREVALENCA DE SENSIBILTIZACIO A ALTERNARIA
ALTERNATA

Les espores fungiques sén ben conegudes com a causants de malalties en
I’home, de les quals les malalties al-lérgiques son les més freqlients.

Alternaria alternata és una de les espécies de fongs més freqlientment
responsable de rinitis i asma al-lérgica i una de les especies de fongs més estudiada és
Alternaria segurament per la seva relativa facil identificacio 1 ’alta concentracio
atmosferica.

Segons els resultats dels estudis epidemiologics la sensibilitzacid a Alternaria és
menor que la d’altres al-lergens com soén els pol-lens o els acars. Aquest fet pot
justificar-se per el fet de que o bé sigui menys al-lergenic o bé que els extractes utilitzats
no tinguin la suficient sensibilitat per a identificar a tots els pacients sensibilitzats.

L’actual prevalenga de sensibilitzacié a diferents indrets del mén no és ben

coneguda donat els estudis epidemiologics realitzats es centren en zones geografiques
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concretes i la qualitat dels extractes difereix un dels altres. Durant els darrers anys s’ha
investigat per a obtenir extractes d’Alternaria alternata amb una sensibilitat,
especificitat i seguretat Optims per a un diagnostic a través de la prova cutania del prick
test.

Per a sensibilitzar-te i expressar simptomatologia al-lérgica ha d’existir una
exposicio al al-lerge causant. En el cas d’Alternaria alternata és un fong de distribucio
universal de predomini en ambients d’exterior. La calor i una humitat relativa baixa sén
dos factors que afavoreixen la preséncia d’Alternaria que es veu incrementat per el vent.

Si tenim en compte la sensibilitzacid a Alternaria alternata trobada en els
pacients amb rinitis 1 o asma al-lérgic (18,3%) veiem que aquest ha de considerar-se un
al-lerge important a tenir en compte dintre de la bateria diagnostica dels aeroal-lergens
comuns d’area a Catalunya. Una altra dada a destacar ¢és la uniformitat en el percentatge
de sensibilitzacio en les 4 provincies que ha estat al voltant del 18% excepte a Lleida en
que aquesta prevalenca s’ha vist disminuida en 5 punts. Un dels factors a tenir en
compte en aquesta valoracid és que la mostra de pacient inclosos a Lleida és la més
baixa degut a que només ha participat un centre en l’estudi clinic. El fet de que
s’obtinguin aquestes dades de sensibilitzaci6 pot estar d’acord amb que tots els punts en
els que es realitzen contatges d’espores d’Alternaria es troben concentracions
importants. Esta clar que la preséncia o no de concentracions atmosferiques
d’Alternaria comporta un major o menor grau de sensibilitzacié que també es pot veure
afectada per els ambients d’interior en el que es mou el pacient (vivenda, treball,
aficions, ...).

Si comparem les dades del nostre estudi amb les trobades amb altres estudis

recents de prevalenca de sensibilitzaci6 a Alternaria en regions mediterranies com és
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Murcia, regions del Sud d’Italia e inclos Turquia, on la poblacié estudiada també és
poblacié amb rinitis i/0 asma al-lérgic veiem que les dades son del 20 % en el cas de
Murcia, entre el 10 i el 20 % en el cas de diverses regions del sud d’Italia com és

. . . 4
Messina, Lecce entre altres, i un 19% en el cas de Truqula75 ,380,38

. En aquests estudis
també parteixen d’extractes estandarditzats biologicament per el que per la metodologia
emprada podem realitzar una comparacid directa dels resultats trobant-nos amb resultats
similars.

Un dels valors afegits que aporta aquest estudi €s la utilitzacid6 de dos extractes
estandarditzats biologicament d’Alternaria alternata amb quantificacidé del principal
al-lerge majoritari com és Alt Al en els quals la font d’obtencid és diferent, fet que
augmenta la sensibilitat de 1’estudi a 1’hora d’identificar els pacients sensibilitzats a
Alternaria. Els dos extractes utilitzats han presentat la mateixa sensibilitat per el que
recolza la seva qualitat al ser un control de I’altre. En els estudis epidemiologics
publicats fins la data actual han utilitzat, en el millor dels casos, extractes
estandarditzats biologicament sense quantificacié d’al-lerge majoritari. Per tant en el
nostre treball es dona un pas qualitatiu en la metodologia.

Un altre dels punts a tenir en compte en la metodologia és que la seleccio dels
pacients s’ha fet de manera aleatoria perd proporcionalment al llarg dels 12 mesos de
I’any, eliminant d’aquesta manera els possibles esbiaixos de seleccié propis dels

al-lergens estacionals tenint en compte que malgrat que la preséncia d’Alternaria es tot

I’any existeixen pics estacionals.
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6.2.3 ASSOCIACIO DE SENSIBILTIZACIO A ALTERNARIA ALTERNATA 1
ASMA BRONQUIAL AL-LERGIC

Una altra de les dades a tenir en compte dels resultats obtinguts de I’estudi ¢és
I’associaci6 existent amb una significacio estadistica entre la sensibilitzacio a Alternaria
alternata 1 asma bronquial tal i com defensen altres estudis. Aixi, Bruce i
col-laboradors*”’ indiquen que el 50% dels pacients sensibilitzats a alternaria presenta
asma bronquial establint un associacid estadisticament significativa després d’ajustar
aquestes variables amb altres factors de risc per a desenvolupar asma. En un altre estudi

epidemiologic a gran escala realitzat a EEUU*®

mostra que el 38.3% de la poblacio
asmatica estudiada presenta una sensibilitzacié a Alternaria i Turkeltaub i Gergen®®
conclouen que un individu amb una sensibilitzacié a Alternaria té una Odds Ratio de
risc d’asma de 2.3.

Per tant, les dades del nostre estudi avalen la hipotesi de que la sensibilitzaci6 a

Alternaria alternata és una factor de risc per al desenvolupament d’asma al-lérgic.

6.2.4 ASSOCIACIO DE SENSIBILITZACIO A ALTERNARIA ALTERNATA 1
POBLACIO INFANTIL

La poblacié de menys de 14 anys d’edat presenta una significativa major
sensibilitzacié a Alternaria alternata respecte a la poblacié de 14 o més anys d’edat.

Donat que la sensibilitzacié a qualsevol al-lerge pot ocorrer en qualsevol
moment de la vida d’una persona, cabria esperar que la poblacié adulta presentés com a
minim la mateixa sensibilitzacid que la poblacid pediatrica si entenem que la
sensibilitzacio, es a dir I’existéncia de Ig E especifica, perdura durant tota o gran part de

la vida d’una persona.
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Malgrat aix0, segons els resultats obtinguts demostren que la poblacié entre 5 i
14 anys presenta una major prevalenca de sensibilitzacid a Alternaria respecte a la
poblacio adulta. Si comparem aquests resultats vers els trobats en altres estudis com el

. 4 .
> 0 Halonen i col-laboradors*® veiem que

realitzat per Kauffman i col-laboradors'’
existeix una prevalenca de sensibilitzacio a Alternaria en correlacié amb I’edat d’acord
amb els nostres resultats. Per una altra banda, existeixen diversos estudis
epidemiologics que mostren 1’associacid entre sensibilitzacid a Alternaria alternata en
poblacio infantil i desenvolupament d’asma amb un risc augmentat respecte a la
poblacio adulta.

Aquesta alta prevalenca de sensibilitzacio a Alternaria a sigut motiu d’estudi de

la possible existéncia d’un control genétic de la Ig E especifica vers a Alternaria

N 409
alternata mostrant-se una forta associacio tal i com passa amb altres al-lergens™ .

6.2.5 SENSIBILITAT DE LA IG E SERICA ESPECIFICA A ALTERNARIA
ALTERNATA VS. PRICK TEST

El resultat de les proves cutanies mitjancant prick test amb els extractes A i B
d’Alternaria Alternata mostren una sensibilitat superior a la determinacié de Ig E sérica
especifica a Alternaria alternata mitjangant CAP System Pharmacia®.

Per tant en funcid d’aquests resultats tenim que considerar que el prick test és la
prova gold estandard a I’hora de valorar la sensibilitzacio a aquest al-lerge.

A T’hora d’establir una correlacid entre 1’area de la papula i el valor de la Ig E
especifica tampoc trobem una associacio.

La diferéncia de sensibilitat del prick test vers la Ig E sérica especifica podria

trobar-se en part per el fet de que els extractes de fongs i les molécules al-lergéniques

235



6. Discussio

d’aquestes tenen una gran concentracié en carbohidrats podent interferir en la uni6 de
la Ig E especifica amb les molecules al-lergeniques del ImmunoCAP infravalorant la
seva existencia.

Les dades trobades en el nostre estudi estant en consonancia amb altres

treballs’™> 3%

en els que es comparen els resultats del prick test a Alternaria alternata
amb la determinacié de Ig E sérica especifica confirmant-se que per a realitzar un

diagnostic de sensibilitzacié amb la prova cutania seria suficient no precisant la Ig E

sérica especifica.
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L’estudi aerobiologic d’espores d’Alternaria en 1’atmosfera de diferents indrets de
Catalunya demostra la seva preseéncia en qualsevol epoca de I’any trobant els maxims
pics de concentracié durant 1’estiu i comencament de tardor. Les zones amb predomini

d’entorn rural presenten una major conentracié atmosferica d’Alternaria.

La prevalenca de sensibilitzacid a Alternaria alternata en poblacié amb rinitis i/0 asma
al-lergic a Catalunya valorada mitjangant proves cutanies (prick test) amb extracte

estandarditzat amb quantificacio d’al-lerge majoritari és d’un 18.3 %

Els pacients de I’estudi que presenten una sensibilitzacio a Alternaria alternata
presenten un major risc de presentar asma respecte a la poblacio sensibilitzada a algun

dels altres aeroal-lergens testats.

La poblaci6 infantil de I’estudi presenta un significatiu major percentatge de

sensibiltizacio a Alternaria alternata respecte a la poblacié adolescent i adulta.

El prick test a extracte estandarditzat d’Alternaria alternata amb quantificacié

d’al-lerge majoritari Alt a 1 presenta una major sensibilitat que la determinaci6 de Ig E

sérica especifica per a valorar la sensibilitzacio a Alternaria alternata
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