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I. ABREVIATURAS



A. siro

B. tropicalis

C. arcuatus

D. farinae

D. pteronyssinus
Derp 1

Der f1

E. maynei

G. domesticus
L. destructor

T. putrescentiae

ELISA
FEV,
HCE
HEP

IgE

kDa
MG
PBS
PCy

Acarus siro

Blomia tropicalis

Chortoglyphus arcuatus

Dermatophagoides farinae

Dermatophagoides pteronyssinus

Alergeno de D. pteronyssinus con actividad cisteina proteasa
Alergeno de D. farinae

Euroglyphus maynei

Glycyphagus domesticus

Lepidoglyphus destructor

Tyrophagus putrescentiae

Del inglés Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay

Del inglés Forced Expiratory Volume in 1 second

Humedad critica de equilibrio

Del inglés “Histamine Equivalent in Prick-test”. Unidad de
potencia biologica alergénica in vivo de los extractos
alergénicos. Un extracto alergénico tiene una potencia de 10
HEPs cuando produce en la piel de pacientes sensibilizados
una papula de igual tamafio que la producida por
diclorohidrato de histamina a 10 mg/ml.

Inmunoglobulina E

kilo Daltons

Media geométrica

Solucion tampon fosfatos con solucion salina

Concentracion de alérgeno inhalado que produce un descenso

del 20% del FEV,



II. JUSTIFICACION



Durante mucho tiempo se habia venido atribuyendo al polvo de casa un caracter alergénico
importante y responsable de un gran nimero de alergias respiratorias. La importancia de
estas manifestaciones alérgicas hizo que el polvo doméstico (suelo, colchones, alfombras,
mogquetas, mantas, sofds, y edredones) fuese estudiado minuciosamente por diferentes
investigadores en un intento de identificar los componentes responsables de su efecto
alérgico. Kern en 1921' se refiere por primera vez a la importancia del polvo casero en las
manifestaciones alérgicas. En 1922, Cooke” especula sobre la existencia en el polvo de casa
de un alergeno de naturaleza y origen desconocido y prepara extractos para estudios de
desensibilizacion. Posteriormente, en 1924 Storm Van Leeuwen® asocia el fendmeno
alérgico del polvo a determinadas circunstancias climaticas al observar mejorias clinicas
espectaculares cuando los enfermos se trasladaban a climas de alta montafia con humedades
relativas bajas.

El descubrimiento ocasional de acaros en el polvo de casa fue sefalado por
diferentes investigadores en varias ocasiones. La presencia en el polvo de casa de acaros
del género Dermatophagoides fue indicada por primera vez en 1964 por Oshima®. Pero son
Voorhorst y Spieksma en 1964°, quienes demuestran que el polvo de casa contiene una
gran cantidad de 4caros con un alto poder alergénico. Fain en 1966°, identifica al acaro D.
pteronyssinus como el principal responsable de la alergia respiratoria inducida por la
inhalacion del polvo de casa.

Por lo tanto, el descubrimiento de la relacion causa-efecto entre la sensibilizacién a
acaros y el asma es relativamente reciente, aproximadamente 40 afios. En estos afios se han
producido avances importantes en la identificacion y caracterizacion de los alergenos de los
acaros y se han purificado y secuenciado muchos de ellos. Igualmente, se ha avanzado en la
estandarizacion de extractos alergénicos de varias especies de acaros para el diagnostico y
tratamiento, y se ha demostrado la eficacia clinica de la inmunoterapia usando extractos de
varias especies de acaros.

La alergia a 4caros es un problema de salud mundial reconocido por la OMS, que
afecta a millones de personas en todo el mundo. Los sintomas de la alergia a acaros
incluyen asma, rinitis, conjuntivitis y dermatitis atopica. Estudios en diferentes poblaciones

demuestran que entre el 70% y el 90% de los pacientes asmadticos estan sensibilizados a



acaros’. Este porcentaje es muy elevado en regiones tropicales, donde existe un alto grado
de exposicion a alergenos de acaros de una manera continua.

La predisposicion genética es también un condicionamiento fundamental para la
susceptibilidad a padecer enfermedades alérgicas. No obstante, estas enfermedades no
podrian manifestarse en ausencia de factores ambientales. Entre estos factores, la
exposicion a alergenos del medio ambiente es de primordial importancia. Igualmente se ha
demostrado que la exposicién a concentraciones altas de alergenos durante los primeros
afios de vida, aumenta el riesgo de padecer asma alérgica®.

Durante el segundo Taller Internacional sobre Alergenos de los acaros del polvo y
Asma’, se introdujo el término "Acaros Domésticos" para englobar a todas las especies de
acaros de vida libre que se encuentran regularmente en camas, almohadas, armarios y polvo
de las casas.

En Espafia existe un conocimiento limitado de la fauna acaroldgica, a pesar de que
existe un alto porcentaje de pacientes sensibilizados a los acaros, sobre todo en las zonas
costeras hiimedas y en las islas. En Alicante existe una alta prevalencia de alergia a los
acaros, pero se desconoce la fauna acarologica de esta provincia. Por lo tanto, y para
responder una serie de preguntas importantes desde el punto de vista clinico, decidimos
emprender este proyecto para identificar las especies mas importantes de acaros en la
provincia, para cuantificar los niveles de alergenos a los que estdn expuestos nuestros
pacientes y para verificar si las especies identificadas son responsables, o no, de patologia
alérgica respiratoria. Igualmente, estudiamos la reactividad cruzada entre las especies de
acaros identificadas, lo que nos permitio tener una informaciéon y un conocimiento mas real
de la importancia relativa de la sensibilizacion a las distintas especies encontradas. El
resultado de las provocaciones nasales y bronquiales nos ha permitido establecer la
importancia clinica de varias especies acaros en los pacientes alérgicos estudiados. Toda
esta informacion es muy util para el diagndstico y tratamiento del paciente alérgico que

presenta sensibilizacion a los &caros.



II1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES



La etiologia de las alergias respiratorias, principalmente el asma y las rinitis alérgicas, ya se
sospechaba desde que en 1698, Floyer' indico que la inhalacion del polvo era uno de los
principales factores desencadenantes. Sin embargo, no fue hasta el siglo XX cuando Kern
en 1921', Cooke en 1922 y Storm van Leuven en 1924’ confirmaron, gracias a pruebas
cutaneas, la presencia de alergenos en el polvo de casa.

El papel esencial de los acaros del polvo en las alergias respiratorias fue sugerido en
1928 por Dekker'', al detectar la presencia de un gran niimero de 4caros sin identificar en el
polvo doméstico. Este investigador también demostré que los pacientes mejoraban al
reducir su contacto con los acaros. En 1944, Carter et al.'* describieron bajo el nombre de
"Acariasis Pulmonar" un sindrome asmatico atribuido a la presencia de acaros en los
pulmones. No obstante, la confirmacion del papel que juegan los dcaros en la patologia
alérgica respiratoria no se produce hasta 1964, cuando Voorhost et al.” demuestran la
accion determinante de un acaro (D. pteronyssinus) en la alergia al polvo doméstico, al
comprobar que extractos de dcaros producian la misma respuesta cutanea en individuos con
presunta alergia, que los extractos del polvo. Ademas sugirid que la potencia alergénica de
dichos extractos era directamente proporcional al contenido en 4caros. Esta idea ha sido
confirmada a nivel mundial por Miyamoto et al.", Bullock et al."* y Kawai et al."”. Segin
Virchow et al.'®, el 90% de las alergias al polvo doméstico estan causadas por los 4caros.

Por lo tanto, la naturaleza alergénica del polvo doméstico, a pesar de su
composicion heterogénea, se debe principalmente a los alergenos de los 4caros y sus
metabolitos, aunque también estan presentes alergenos secundarios procedentes de
animales domésticos, hongos, escamas humanas, insectos, etc.

Chapman'’ estima que la exposicién a los 4caros por parte de personas
sensibilizadas (prueba cutanea positiva con una papula de didmetro superiora 5 x S mm 6 a
la presencia de 20 ng/ml de IgE especifica en suero) es un factor de riesgo significativo
para el desarrollo del asma. Asi mismo, sugiere que los individuos predispuestos
genéticamente se sensibilizan a los &caros si se exponen a ciertos niveles de sus alergenos
y, progresivamente, desarrollaran la enfermedad alérgica si contintia la exposicion. Se ha
acordado internacionalmente que niveles superiores a 2 ug del alergeno Der p 1 por gramo
de polvo representan un factor de riesgo importante para la sensibilizacion atopica,

mientras que niveles superiores o iguales a 10 pg de Der p 1 por gramo de polvo



representan un riesgo mayor para la sensibilizacion y para desencadenar crisis asmaticas'.

Ademas, en este taller sobre dcaros, se considerd el asma y la exposicion a acaros como un
problema de indole mundial.

Hoy en dia, estd aceptado que numerosas especies de acaros pueden producir
sensibilizacion y manifestaciones alérgicas respiratorias. Una lista de estas especies se
encuentra en la Tabla I. Las especies mas importantes de acaros desde el punto de vista

alergologico en Europa han sido descritas recientemente por Fernandez-Caldas'’.

Existen pocos datos sobre la fauna Acarologica en Espafia y en la Comunidad
Valenciana. En la experiencia clinica se observa un aumento de la patologia respiratoria
alérgica en los ultimos afios. En el afio 2001 realizamos un estudio preliminar de la fauna
acaroldgica de los colchones de pacientes sensibilizados a 4caros del polvo en la provincia
de Alicante. Comprobamos que los acaros principales eran D. pteronyssinus y D. farinae.
El acaro D. pteronyssinus se encontr6 en el 66,7% de las muestras analizadas, mientras que
D. farinae se observo en el 57,6% de las muestras de colchon recolectadas en los hogares.
Otros acaros, como G. domesticus y E. maynei presentes en el 6,1 % de las muestras y T.
putrescentiae y B. tropicalis en el 3%, se identificaron en menor proporcidon, aunque en
algunos casos, y debido a las caracteristicas microclimaticas de algunas viviendas con un
alto contenido en humedad ambiental, alcanzaron niveles importantes y potencialmente
sensibilizantes. Estos hallazgos preliminares nos animaron a ampliar el estudio, aumentar la
zona de muestreo y valorar la importancia clinica que la sensibilizacion de estas especies
podria tener en los sujetos que residen en las viviendas estudiadas.

Igualmente determinamos los niveles de los alergenos de los Dermatophagoides,
Derp 1 yDerf 1. Der p 1 se detectdé con mayor frecuencia en las muestras recolectadas en
las casas de la costa (57,1%) mientras que Der f 1 se observo en el 28,6% del total de las
muestras. Sin embargo, en las muestras recogidas en las casas del interior, se observo lo
opuesto, Der f 1 predominaba en el 61,1% de las muestras mientras que Der p 1 se hall6 en
el 37,3%.

Igualmente, realizamos un estudio de inmunoterapia en el que comprobamos la
eficacia de este tratamiento cuando se seleccionan bien los pacientes y la composicion de
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los extractos alergénicos Se selecciond un grupo de pacientes asmaticos con



sensibilizacion a acaros. Se realizaron pruebas cutaneas con extractos estandarizados de D.
pteronyssinus 'y D. farinae y todos los pacientes fueron positivos para estos 2 alergenos. Se
recogieron los escores de sintomatologia, tratamiento realizado y escala visual a nivel basal
y durante la realizacion de tratamiento con inmunoterapia para D. pteronyssinus y D.
farinae. Para la seleccion de los extractos alergénicos nos basamos en la composicion de la
fauna acarologica encontrada en la region y los resultados de las pruebas cutaneas. Tras 6
meses de tratamiento, se valoro la respuesta clinica y se observo una mejoria significativa
en los escores de sintomatologia y en la escala visual, asi como una reduccion significativa
en el consumo de farmacos para el asma. También determinamos una mayor tolerancia
frente a D. pteronyssinus en los pacientes tratados, precisando estos pacientes un
incremento de 4 veces la concentracion media necesaria para producir un descenso del flujo

pulmonar (PCFEV)) que los pacientes controles sin tratamiento sin inmunoterapia.

En Alicante, muchos pacientes sensibilizados a especies de Dermatophagoides por
prueba cutanea también presentan sensibilizacion a otras especies de acaros. Para valorar la
importancia de estas sensibilizaciones cutdneas estudiamos los diversos patrones de
sensibilizacion de estos pacientes tanto in vivo como in vitro, con el fin de determinar que
acaros sensibilizaban a la poblacion en nuestro medio, asi como para valorar si estos

patrones se correspondian con alergenos comunes responsables de reactividad cruzada.

La exposicion de nuestros pacientes a distintas especies de acaros con poder
sensibilizante nos plante6 valorar la importancia e implicacion clinica que pudieran tener
otros acaros menos frecuentes que los Dermatophagoides spp. en el desarrollo de la
patologia respiratoria en nuestra zona. Por ello, planteamos el desarrollo de pruebas
especificas de provocacion nasal con otras especies de acaros como L. destructor y T.
putrescentiae en pacientes sensibilizados también a Dermatophagoides spp. Con ello,
pretendiamos conocer la respuesta especifica in vivo a estos acaros, saber si producian
clinica respiratoria, y valorar si su sensibilizacion se debia a la exposicion a los mismos, o

como reconocimiento de reactividad cruzada entre alergenos comunes.



A. Taxonomia de los acaros

Una de las fuentes de aeroalergenos mas abundantes en la naturaleza son los artropodos, ya
que comprenden a mas del 75% de las especies animales conocidas en nuestro planeta. El
nombre de este Phylum deriva de las palabras griegas arthros, "articulacion", y podos
"pies", haciendo referencia a la presencia de apéndices articulados, siendo también
caracteristicas de importancia la presencia de exoesqueleto, simetria bilateral y cuerpo
segmentado. El exoesqueleto da forma, proteccion y obliga a que los representantes de este
phylum muden varias veces a lo largo de su ciclo bioldgico para permitir su crecimiento.

La sensibilizacion a acaros es relevante no so6lo por su asociacion con enfermedades
como asma, rinitis o dermatitis atopica, sino también por el alto porcentaje de la poblacion
que esta sensibilizada a ellos. Se estima que en areas de clima tropical o subtropical
aproximadamente el 30% de la poblacién est4 sensibilizada a dcaros®.

En la tabla I se representa una division simplificada del Phylum Arthropoda,

adaptada de Spieksma®*, Colloff**,** y Eraso y Guisantes®’.
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Phylum

Arthropoda

TABLA 1. Posicion taxonomica de los acaros responsables de alergia respiratoria.

Clase

Crustacea
Insecta

Aracnida

Subclase

Scorpiones
Opiliones
Aranea

Acari

Superorden

Anactinotrichida _|

(Parasitiformes)

Actinotrichida
(Acariformes)

Orden

Notostigmata
Holothyiridia

Ixodida

Mesostigmata

Oribatida

Prostigmata

Astigmata

Familia

Opilioacaridae
Holothyridae

Ixodidae
Argasidae

Dermanyssidae
Parasitidae

Oribatidae

Tarsonimidae
Pyemotidae
Trombiculidae
Tetranychidae
Demodicidae
Cheyletidae

Glycyphagidae

Acaridae

Pyroglyphidae —

Sarcoptidae

Chortoglyphidae

Genero

Lepidoglyphus
Glycyphagus
Gobhieria
Blomia

Acarus
Aleuroglyphus
Tyrophagus

Dermatophagoides

Hirstia

Euroglyphus

Chortoglyphus

Especie

L. destructor

G. domesticus
G. fusca

B. tropicalis

B. freemani

B. kulagini

A. siro

A. ovatus

T. Putrescentiae
T. longior

D. pteronyssinus
D. farinae

D. microceras
D. siboney

H. domicola

E. maynei

C. arcuatus

11



1. Sublcase Acari

La subclase Acari comprende acaros y garrapatas que forman uno de los mas abundantes y
diversos grupos biologicos dentro de los aracnidos. Su nombre deriva de la palabra latina
acarus, que a su vez deriva del nombre griego akari, cuya primera mencidon conocida se
atribuye a Aristoteles (Historia Animalum, Libro 5, Capitulo 32) quien utilizd este nombre
posiblemente para referirse al acaro Carpoglyphis lactis. Se caracterizan por poseer 4 pares
de patas, como las arafias y escorpiones (los insectos poseen 3 pares de patas; los crustaceos
tienen 5 pares de patas) y son relativamente menores que sus cuerpos. Tiene un tamafio
inferior a 1 mm.

Los acaros se ubican dentro de los animales terrestres mas antiguos y el primer fosil
de acaro conocido procede del Devonico temprano, de casi 400 millones de afios,
identificado como Protoacarus crani, Raford®®. Se han descrito aproximadamente 30.000
especies de acaros, contenidos en mas de 1.700 géneros, aunque se considera que el nimero
de especies atin no descritas podria ser veinte veces mayor. Unicamente se han encontrado y
denominado al 5% de las especies presentes. Sin embargo, en conjunto las especies
relacionadas con la alergia no superan las 25.

Los acaros son de distribucion mundial y han competido con los insectos por los
habitat acudticos y terrestres, pudiéndose encontrar en el suelo de bosques y praderas o en
deshechos organicos. Muchas especies desarrollan parte de su ciclo vital en arboles y
arbustos, mientras que otros son cavernicolas o se han adaptado a vivir en aguas termales.
Seglin las especies se pueden alimentar de plantas, hongos, algas, materia organica,
desechos animales, devorando artropodos o nematodos, o parasitando el exterior e interior
de todo tipo de animales (insectos, reptiles, aves y mamiferos).

Tradicionalmente, los acaros se han considerado como una subclase dentro de los
aracnidos, reconociéndose dos o tres grandes grupos, dependiendo de los autores.

Se dividen en Opilioacariformes, Parasitiformes y Acariformes.
e Opilioacariformes: (el eslabon perdido), como su nombre indica parecen

pequeiios opiliones. Se considera a este pequefio grupo de acaros (20 especies)

como los mas primitivos. Se encuentran en hojarasca de bosques tropicales y en
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suelo de climas semiaridos. Norteamérica, Sudamérica, Asia Central, Africa y

Mediterraneo.

Los Parasitiformes: garrapatas y afines, deben su nombre a que muchas de sus
mas de 10.000 especies son parasitas de vertebrados. Los Holothyrida son los mas
escasos (30 especies) Se trata de acaros grandes depredadores que se encuentran en
la hojarasca de bosques tropicales. Comprende 4 oOrdenes, Notostigmata,
Holothyirida, siendo los mas importantes el orden Ixd6dida y Mesostigmata. Los
Ix6didos son las garrapatas. Constituyen un grupo (relativamente) pequeiio de
acaros (850 especies) pero con una considerable importancia, al alimentarse
obligatoriamente de la sangre de mamiferos, reptiles y pajaros. Son acaros muy
grandes (2-30 mm) que se distinguen muy bien del resto de 4caros. Existen dos
grandes grupos: las garrapatas “duras” (familia Ixodidae) que tienen un fuerte
escudo en el prosoma y se alimentan de todo tipo de animales de sangre caliente; y
las garrapatas “blandas” (familia Argasidae) que parasitan aves y pequenios
mamiferos. Los Ixodidos se encuentran a lo largo de todo el mundo, pero son mas
frecuentes en regiones tropicales y subtropicales. Dentro de los Parasitiformes el
suborden Mesostigmata es el que presenta mayor diversidad ecologica, habiéndose
adaptado a maultiples habitats. La mayor parte de los Mesostigmata son
depredadores que viven de forma libre, pero muchos son parasitos externos o
internos de mamiferos, reptiles, pdjaros o invertebrados. Son &caros de
movimientos rapidos, de tamafio medio a grande (0,2 a 2 mm), que poseen uno o
varios escudos dorsales que pueden estar muy ornamentados y que poseen
numerosas sedas. Los Mesostigmata se pueden encontrar a lo largo de todo el
mundo en suelo, hojarasca, plantas y parasitando animales. Se pueden encontrar en

el polvo doméstico normalmente como depredadores.

Acariformes: son el grupo mas diversos de todos los grupos (mas de 30.000

especies). Se distinguen tres grupos: Oribatida, Prostigmata y Astigmata
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o Oribatida: Los oribatidos (Oribatida) son un grupo muy amplio de acaros que
casi, en su totalidad forman parte de la fauna del suelo, alimentandose de
hongos, algas, esporas, hojas 0 madera muerta. Son 4caros de tamafio medio
(0,2-1,3 mm), que se mueven lentamente y, en la mayoria de los casos, estan
fuertemente esclerotizados lo que les da la forma de unos pequefios

escarabajos. No aparecen en el polvo de las casas mas que de forma ocasional.

o Prostigmata: Los Prostigmata es un grupo muy grande y complejo. Existen
especies terrestres, marinas y dulceacuicolas. Son depredadores, fitofagos,
saprofagos y parasitos. Su tamano puede variar desde 0,1 mm a 10 mm. Dos
familias son habitantes relativamente frecuentes, aunque no abundantes, de las
casas.

o Astigmata: Los Astigmata son dcaros de tamafio pequefio a medio (0,2 a 1,8
mm), de hébitat exclusivamente terrestre. Muchas especies son saprofagas,
fungivoras o granivoras. Existen especies exclusivamente pardsitas, y muy
pocas depredadoras. La mayor parte son de movimientos lentos, poco o nada
esclerotizados. Se caracterizan por no tener estigmas, respirando a través del
tegumento. Son los principales habitantes del polvo de las casas y de los
productos almacenados, asi como los responsables de inducir sensibilizacion

alérgica.
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B. Morfologia basica de los acaros
No existen unas caracteristicas unicas ni comunes de los acaros como grupo, ya que estas
aparecen también en otros grupos de aracnidos. Sin embargo, si podemos dar una serie de
caracteres que, todos juntos, pueden dar una mejor idea de como es un 4caro. A continuacion
mencionamos las mas importantes.

e Animales de pequefio tamafio, aunque con una variedad muy amplia ya que el
rango que se puede encontrar variar desde menos de 0,1 mm (algunos acaros
parasitos de abejas o de plantas) hasta los 3 cm que pueden alcanzar las garrapatas.

e El cuerpo estd dividido en dos regiones: el prosoma y el opistosoma aunque no
existe una separacion clara, es decir no hay una “cabeza” definida. No tienen
antenas (Figura 1)

e En la parte anterior del cuerpo (el prosoma) se encuentra una prolongacion
denominada gnatosoma. Aqui se encuentran:

o laboca, que se encuentra entre las dos siguientes estructuras

o los queliceros: son unos apéndices que normalmente terminan en una pinza
con la que los &caros trituran el alimento. En algunos se convierten en
estiletes (para perforar la superficie de plantas o animales).

o los palpos o pedipalpos: tienen una funcion primordialmente sensorial
(similares a pequefias antenas), estan constituidos como las patas por una serie

de artejos en los que se disponen numerosas sedas o “pelos”.
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Figura 1. Division general de las partes del cuerpo de los 4caros™. Dorso de Macrocheles

merdarius Berlese.
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e El resto del cuerpo de un acaro, excluido el gnatosoma, se denomina idiosoma. Puede

tener formas muy diversas, aunque generalmente es ovalado. En algunos acaros del

polvo existe una pequefia constriccion media, denominado surco sejugal, que divide el

idiosoma en dos partes: proterosoma e histerosoma. Mas o menos esta division separa
los dos primeros pares de patas de los dos ultimos. Asi mismo es normal que haya

partes endurecidas en forma de placas o escudos que pueden estar muy ornamentados

(Figura 1).

e Cuatro pares de patas articuladas en siete segmentos “artejos” (Figura 2). En la parte

final puede haber ufias o pequefias almohadillas (pulvilo).
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trochanter 2 trochanter 1 coxa

flexor muscle

tarsus

Figura 2. Aspecto tipico de una pata de un acaro.

En la parte ventral se encuentran las aberturas genital (aproximadamente en el centro
del idiosoma) y anal. Pueden presentar valvas cubriendo estos orificios. Asi mismo
puede haber escudos ventrales, ornamentados o no. En los machos de algunos acaros
del polvo existen unas ventosas al lado de la abertura anal, que se utilizan durante la
copula. (Figura 3).

En las hembras de los acaros del polvo existe una abertura en la que los machos
depositan el esperma, la bursa-copulatrix (de gran interés taxonoémico en algunos
grupos). Esta abertura, quitinizada o no, lleva el esperma a un receptaculo seminal

(cuya base también puede estar quitinizada), que comunica con el ovario.
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Figura 3. 4. siro macho en vista ventral, Sedas (pelos) del idiosoma; pal hasta pa3:
postanales; para: preanal; sai: sacral interna; cx: coxal; g: genital. Ap: apodemas; Ep:

epimero; St: sternum.

e El idiosoma, los palpos y las patas pueden estar cubiertos de pelos o “sedas”, de
funcion protectora o sensorial. Pueden presentar aspecto de espinas, abanicos,
hojas, lanzas, etc. Son importantes para la sistematica de los acaros domésticos,
especialmente las sedas del propodosoma v; (vertical interna), v, (vertical externa),

sc; (escapular interna) y sc. (escapular externa).
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Figura 4. Vista lateral de 4. siro hembra. Sedas del ideosoma: ve: vertical externa; vi:

vertical interna; sce: escapular externa; sci: escapuiiar interna; he: humeral externa; hi
humeral interna; d1 a d4: dorsales; la: lateral anterior; lIp: lateral posterior; sae: sacral

externa; sai: sacral interna; pa: postanal; L: glandula latero abdominal.
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C. Principales grupos de acaros que se encuentran en las casas
Los principales grupos de 4caros del polvo de casa pertenecen al suborden Astigmata, y
dentro de este a las familias Pyroglyphidae, Acaridae y Glycyphagidae (junto con
Echimyopodidae y Chortoglyphidae). Del suborden Prostigmata unicamente son comunes

dos familias: Cheyletidae y Tarsonemidae

e Astigmata: Pyroglyphidae

Tradicionalmente, se han denominado “acaros del polvo doméstico” (“house dust mites”) a
aquellas especies de los Pyroglyphidae que viven permanentemente en el polvo de casa. Se
han descrito 49 especies de Pyroglyphidae; la mayor parte viven en los nidos o se
encuentran en las plumas de aves. Mdas de una decena se han encontrado en el interior de las

casas. Los mas importantes (y su distribucion) se indican en la tabla II.

Tabla II. Distribucion de los 4caros del polvo doméstico mas frecuentes

Especie Distribucion

Dermatophagoides pteronyssinus Mundial

D. farinae Mundial

Euroglyphus maynei Mundial

Hirstia domicola Mundial

Malayoglyphus intermedius Mundial

D. siboney Cuba y Puerto Rico

D. microceras Europa
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A continuacion en la figura 5 mostramos las caracteristicas principales del género
Pyroglyphidae.

Cuerpo cubierto ,
de estriacijones

i

Machos con ventosas anales

Las sedas son lisas.

Figura 5. Caracteristicas anatomicas principales de los Pyroglyphidae

e Astiomata: Acaridae v Glycyphagidae

Tradicionalmente se les ha denominado “acaros de almacén” o “acaros de productos
almacenados”. Junto a los Pyroglyphidae también se les denomina “4caros domésticos”.

Los los géneros mas importantes de Acaridae que se pueden encontrar en casas son 4. siro y
T. putrescentiae. Estos dos géneros son muy complicados desde el punto de vista
taxondémico, con numerosas especies muy parecidas entre si. Las especies mas citadas son A.
siro 'y T. putrescentiae; sin embargo muchas de estas citas puede que no sean reales, ya que
para distinguir estas especies de otras se necesitan bastantes conocimientos de Acarologia.

En la figura 6 se muestran las caracteristicas anatdmicas principales de los Acaridae.
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‘I mm

Figura 6: Caracteristicas anatomicas principales de una hembra de 7. putrescentiae

(Acaridae).

Dentro de los Glycyphagidae, existen bastantes géneros que se han localizado en el
ambiente doméstico. Posiblemente sean los dacaros domésticos menos estudiados y
conocidos, a pesar de que pueden ser unas fuentes muy importantes de alergenos. Los
géneros y especies mas comunes en Europa son los siguientes:

Austroglycyphagus geniculatus

Blomia tropicalis, B.kulagini, B. tjibodas*
Chortoglyphus arcuatus™

Glycyphagus domesticus, G. privatus

Gohieria fusca

Lepidoglyphus destructor

Blomia pertenece a la familia Echymiopodidae*

C. arcuatus pertenece a la familia Chortoglyphidae.
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Figura 7. Caracteristicas anatomicas principales de los Glycyphagidae.

e Prostismata: Cheyletidae v Tarsonemidae

Aunque estas dos familias pertenecen al mismo suborden, se puede decir que no se parecen

en nada. Los Chyletidae son 4caros grandes (alrededor de 500 um), con un gnatosoma

prominente, en el que destacan los palpos extraordinariamente engrosados. Son &acaros

depredadores de otros acaros pero nunca son abundantes, aunque en condiciones pueden

superar los 100 ejemplares por gramo de polvo. La especie mas comun, a escala mundial, es

C. eruditus y se muestra en la Figura 8.



Cheyletus eruditus hembra Cheyletus eruditus macho.

Figura 8. Caracteristicas anatomicas principales de los Cheyletus eruditus.

Los Tarsonemidae son pequefios (entre 100 y 300 um) de forma ovalada y cubiertos
de una cuticula lisa y brillante. Se alimentan de hongos y no son frecuentes en las casas, sin
embargo pueden ser extraordinariamente abundantes en ocasiones puntuales. Los dibujos de

un macho y una hembra se muestran en la Figura 9.
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Tarsonemus granarius hembra Tarsonemus granarius macho

Figura 9. Caracteristicas anatdmicas principales de los Tarsonemus granarius.
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D. Biologia de los acaros domésticos
1. Respiracion
Al pertenecer la mayor parte de los acaros domésticos al orden Astigmata, estos no tienen
aberturas respiratorias externas o estigmas (Astigmata quiere decir “sin estigmas”). Su
pequefio tamafio hace que la proporcion entre la superficie del cuerpo y su interior sea
suficiente para permitir un intercambio gaseoso eficiente a través de la piel. En otros
ordenes, la respiracion pude ser también por medio de 1-4 aberturas respiratorias
denominadas estigmas, que estan localizadas en la mitad anterior del cuerpo, o por medio de

traquea.

2. Sistema digestivo y alimentacion
Los 4caros tienen un tracto digestivo desarrollado, que incluye la boca (Queliceros y
pedipalpos) glandulas salivares, y el intestino, que consiste en eséfago, intestino delgado,
con una largo ciego, intestino grueso y un ano’. Su sistema digestivo produce particulas
fecales esféricas (didametro aproximado de 20 um) envueltas en una membrana peritrofica.
Los acaros mas comunmente encontrados en el interior de las casas en todo el mundo, entre
los que se encuentran D. pteronyssinus, D. farinae E. maynei y B. tropicalis, se alimentan
principalmente de escamas humanas. La cantidad de escamas humanas liberadas
diariamente por un adulto es de 0,5 a 1 g por lo que es un alimento muy abundante. Ademas
de las escamas la dieta de un acaro puede consistir en: hongos (especialmente los que
crezcan en las epidermis), fragmentos del cuerpo de insectos (escarabajos, cucarachas,

polillas), etc.

3. Ciclo de vida
El ciclo de vida de los 4caros del polvo y de algunos de los 4caros de almacén consiste en 5
estados (huevo, larva, protoninfa, tritoninfa y adultos). En cada estado se distingue un
periodo activo de locomocion y alimentacion seguido de otro periodo, mas corto, quiescente
antes de que el nuevo estadio emerja del antiguo rompiendo el exoesqueleto. El periodo
quiescente de la protoninfa, en los 4caros del polvo, puede ser de larga duracion ya que es
resistente a la desecacion y es el que permite a los dcaros sobrevivir a largos periodos secos

(varios meses). Este estadio permanece pegado al sustrato y no puede ser eliminado
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mediante aspirado de las alfombras o de la superficie del suelo o de los muebles. En algunos
acaros de almacén (L. destructor, A. siro) tienen un estadio adicional (deutoninfa o hipopus)
que tiene una funcion de dispersion o de resistencia durante condiciones desfavorables
climaticas o nutricionales.

El ciclo de vida de los acaros es directamente dependiente de la temperatura. Los
microhdbitats donde los &caros se encuentran en las casas no son de temperatura ni de
humedad relativa uniforme; la temperatura puede fluctuar durante periodos cortos dentro de
un microhabitat. De esta forma, el desarrollo en lugares de baja temperatura (suelo) es mas
bajo comparado con su desarrollo en lugares mas céalidos (sabanas o sofés). Asi para D.
pteronyssinus el ciclo de huevo a adulto dura unos 122 dias a 16°C (y 75%HR) mientras que

a 35° C sélo tarda 15 dias.

4. Caracteristicas morfologicas de los diferentes estadios de los acaros del polvo.
Larva: Hexapoda, sin morfologia genital o estructuras reproductoras internas. No tienen
sedas ventrales, sedas genitales, papilas genitales ni algunas sedas dorsales y laterales.
Protoninfa: Octopoda, tienen todas las sedas anales, genitales, dorsales y laterales. 1 par de
papilas genitales y sin abertura genital entre las patas V.
Tritoninfa: Octépoda, 2 pares de papilas genitales, sin abertura genital.
Adulto: Octopodo, abertura genital entre las patas III (hembras) y patas III y IV (machos); 2
pares de papilas genitales entre las patas III y IV; en las hembras se observa el complejo
formado por bursa copulatrix, conductos y receptaculo seminal. El tamafio varia entre las
distintas especies, siendo mayor la hembra que el macho. Los estadios inmaduros tienen un
tamafio inferior al de los adultos. En la siguiente tabla aparecen los tamafios (en micras) de

las principales especies.
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Tabla III. Tamanos de acaros en micras, de las principales especies

Especies Hembra Macho
Acarus siro 350-650 320-460
Blomia tropicalis 320-457 246-406.
Chortoglyphus arcuatus 350-400 250-300
Dermatophagoides farinae 360-400 260-360
Dermatophagoides pteronyssinus 350 285

Euroglyphus maynei 280 200

Glycyphagus domesticus 400-750 320-400
Lepidoglyphus destructor 420-560 350-500
Tyrophagus putrescentiae 320-410 280-350

El peso varia entre las especies. Una hembra de D. farinae pesa entre 11 y 13 ug,
mientras que una de E. maynei pesa unos 2 pg. La longevidad de los adultos depende

también de la temperatura; una hembra de D. pteronyssinus vive unos 30 dias a 23° C y 16

dias a 35°C.

5. Reproduccion
La copula tiene lugar inmediatamente después de la ultima muda de la tritoninfa hembra.
Los machos adultos buscan las tritoninfas hembras y esperan que se produzca la muda. Una
vez que se ha producido, los machos montan en la parte trasera de la hembra a la que se
unen mediante las ventosas anales (en aquellas especies que las tengan). El pene se inserta
en la abertura de la bursa copulatrix y el esperma es transferido a la hembra, donde es
almacenado en el receptaculo seminal de la bursa. El esperma es transferido después de la
copula desde el receptaculo seminal al ovario. Después de un corto periodo, la hembra
empieza a poner huevos (varios por dia). El numero total y por dia de huevos depositados
depende de la especie y de la temperatura. Para que su ciclo de vida sea exitoso, requieren
un rango Optimo de humedad relativa entre el 70% y el 90%. También es necesaria una

temperatura aproximada de 25° C para su reproduccion. A mayor temperatura, mayor
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numero de huevos por dia, aunque el periodo reproductivo es menor. Asi una hembra de D.
pteronyssinus deposita unos 3,3 huevos durante 12 dias a 35° C, mientras que a 23° C pone
2,5 huevos/dia durante 26 dias. Por tanto, su desarrollo en suelos lisos frios (marmol o
losetas) es menor que en hdabitats mas templados, como colchones y sofas. Para D.
pteronyssinus 'y D. farinae, el desarrollo de huevo a adulto tarda entre 19 y 33 dias a
temperaturas que pueden oscilar entre 22° y 32° C, con una humedad relativa del 75%>'. Sin
embargo en paises tropicales, B. tropicalis, y otras especies tropicales, precisan de periodos

mas reducidos de tiempo para alcanzar el estado adulto™.

6. Factores que influyen en las poblaciones de dcaros domésticos

Se pueden distinguir factores bidticos y factores abioticos.

a) Factores bidticos

Los hongos constituyen un componente muy abundante del polvo doméstico, incidiendo
directamente sobre las poblaciones de acaros. Entre sus influencias positivas se puede citar;
el favorecer la asimilacion de la comida por parte de los acaros, por la digestion previa de
los lipidos del sustrato proteico, y ser un componente importante de la dieta de los acaros
aportando sustratos ricos en vitaminas y esteroles. Entre las influencias negativas se
incluyen efectos antagénicos como el incremento de mortalidad ninfal y acortamiento de la
longevidad de los adultos, sobre todo cuando la humedad sobrepasa el 80% y se produce un
crecimiento desproporcionado del manto fungico.

La depredacion y la competicion parecen ser de poca importancia en la regulacion de
las poblaciones naturales de acaros en el polvo de casa. Entre los depredadores que se
encuentran en el polvo de casa destacan los dcaros Prostigmata del género Cheyletus, pero
siempre en pequefio nimero y siendo incapaces de controlar a los dcaros domésticos. La
competicion entre especies de dcaros domésticos en las casas no debe ser un factor limitante
ya que tanto el espacio como la comida son muy abundantes. Sin embargo, los acaros
presentes en alimentos almacenados si pueden ser controlados con C. eruditus™. El posible
uso de C. eruditus para controlar acaros en el polvo de casa se complica enormemente al
haber sido demostrado que especies del género Cheyletus, como el C. malaccensis inducen,

. . . 34
por sus picaduras, urticaria papular .
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b) Factores abioticos

El factor mas importante que determina la prevalencia de los 4caros en las casas es la
humedad relativa ambiental. En zonas humedas, la mayoria de las casas tienen poblaciones
estables de acaros. En climas secos, pocas casas contienen acaros y la densidad de acaros es
inferior, comparada con la de zonas himedas. La densidad en las casas muestra un ciclo
estacional paralelo a las variaciones de humedad, coincidiendo los periodos de mayor
humedad relativa con los de mayor densidad de 4caros™,*°. Durante los periodos secos los
acaros mueren por desecacion.

Dado que los acaros del polvo viven en habitats donde no hay agua liquida, han
desarrollado diversos métodos para extraer agua del ambiente, ya que tienen que compensar
sus perdidas por evaporacion y en la eliminacion de excretas. Con la comida ingieren agua y
obtienen agua proveniente de la oxidacion de los carbohidratos, grasas y proteinas y pueden
absorber agua de ambientes no saturados. Los &caros actuan como cuerpos higroscopicos vy,
pasivamente, ganan agua por difusion desde su ambiente. La cantidad de vapor que pueden
ganar de forma pasiva por unidad de tiempo es directamente proporcional a la humedad
relativa a la que estan sometidos. Sin embargo esta ganancia, por si sola, no puede
compensar la pérdida total. La contribucion de una forma activa (que requiere energia) es
necesaria para compensar la perdida de agua.

La humedad relativa mas baja a cual la toma pasiva y activa de humedad compensan
la pérdida de agua bajo condiciones de ayuno es conocido como Humedad Critica de
Equilibrio (HCE). Esta HCE es dependiente de la temperatura: a mayor temperatura mayor
HCE. A humedad relativa inferior a la HCE, la pérdida de agua es superior a la ganancia y
los 4caros gradualmente se desecan. De forma general, los 4caros mueren con humedad por
debajo de 55 al 60%, aunque la HCE varia entre especies (Tabla IV), siendo por ejemplo D.
pteronyssinus mas susceptible a la desecacion que D. farinae. También hay diferencias entre
los estadios, siendo las hembras adultas mas resistentes que los machos e inmaduros. Un
hecho importante es que la desecacion es gradual pudiendo sobrevivir algunas hembras de 6

a 10 dias a 40-50% de humedad relativa y 28 - 34° C.
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Tabla IV. Temperatura y humedad critica de equilibrio Optimas para el crecimiento de

determinados acaros.

Especie T HCE
D. pteronyssinus 25° 73%
D. farinae 15°-35° 55-75%
A. siro 25° 70%
T. putrescentiae 25° 84%

La toma activa de agua se realiza mediante el par de glandulas supracoxales situadas
sobre las patas 1. Estas glandulas segregan un liquido rico en sodio y clorato de potasio
altamente higroscopico, que absorbe vapor de agua a humedades relativas superiores al 70%
mientras circula a lo largo del canal podocefélico desde la region de la coxa I al éarea
prebucal. La solucidn enriquecida con el vapor de agua es bombeada dentro del intestino por
la bomba faringeal donde el agua y la sal pasan a la hemolinfa. La sal es absorbida y
reciclada por la glandula supracoxal que estd bafiada por la hemolinfa. En resumen, los
valores Optimos de humedad relativa del aire estan entre 70 y 90%. Valores superiores no
son adecuados por el crecimiento de otros microorganismos (hongos y bacterias), que
compiten o afectan a los acaros.

La temperatura tiene una importancia decisiva, puesto que la humedad de equilibrio
es dependiente de esta. De todas formas la mayor parte de los 4caros domésticos pueden
soportar temperaturas muy bajas y los Dermatophagoides pueden sobrevivir después de
cortos periodos de congelacion, por lo que tienen un comportamiento poiquilotérmico. En
general, a temperaturas bajas la tasa reproductiva y de desarrollo se ralentiza. Para la gran
mayoria las temperaturas dptimas son entre 20°-30°. Por encima de 35° C las poblaciones no
se desarrollan y a temperaturas superiores a 45° C solo sobreviven un corto periodo de
tiempo. Sin embargo para eliminar todos los &caros (incluidos los huevos y estadios

quiescentes) es necesario una temperatura superior a 60° durante algunas horas.
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E. Distribucion y abundancia de los acaros en las casas

Todos los grupos de acaros que viven en el interior de las casas pueden encontrarse también
en otros habitats. Los 4caros del polvo pueden estar presentes en nidos de péjaros, en el
suelo (tierra) y en hojarasca (normalmente asociados a insectos y pequefios mamiferos). Los
Glycyphagidae también se pueden encontrar en nidos de mamiferos. No se puede decir que
haya especies exclusivas del habitat humano. Los nidos y plumas de p4ajaros, o el pelaje de
mamiferos mantienen una temperatura y humedad relativamente elevadas, debido a la
generacion de calor por el huésped. Ademas, existe abundante comida formada por restos
alimenticios de los animales, heces, escamas de la piel, aceites y hongos y bacterias que los
colonizan.

Los lugares en los que se encuentran los 4caros domésticos son los tejidos (ropa,
fundas, peluches) u objetos que tengan contacto frecuente con los humanos. Los éacaros
domésticos se encuentran principalmente en colchones, alfombras y algunos muebles, como
sofés y sillas tapizadas. Normalmente, se considera que las camas contienen mas acaros y
alergenos que el resto, aunque hay algunos estudios que lo ponen en entredicho, sugiriendo
que los colchones son igualmente reservorios muy importantes”®.

Las especies de acaros mas relevantes desde el punto de vista alergologico son las
que habitan en los domicilios y, por tanto, se encuentran en mayor contacto con los seres
humanos. Estas especies pertenecen a la familia Pyroglyphidae, que incluye los géneros
Dermatophagoides y Euroglyphus. La mayoria de los acaros de este orden tienen colores
que van desde el blanco perla hasta amarillo-marrén y presentan cuticulas lisas, estriadas o
cubiertas con microtriquias. Se caracterizan por la cuticula poco queratinizada y respiracion
cutanea. En su desarrollo pasan por seis estadios: huevo, prelarva, larva, protoninfa,
tritoninfa y adulto. Cada estadio consiste en un periodo activo de alimentacion, seguido de
un corto periodo inactivo, sin alimentarse, antes del siguiente estadio que emerge del
exoesqueleto.

De la familia Pyroglyphidae del género Dermatophagoides se han descrito 11
especies de las cuales, las siguientes son las de mayor interés: D. pteronyssinus (Trouessart,
1897); D. farinae (Hughes, 1961; D. microceras Griffiths y Cunnington, 1971; D. evansi
Fain, Hughes y Johnston, 1967; D. siboney Dusbabek, Cuervo y Cruz, 1982 y D.
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neotropicalis Fain y van Bronswijk, 1973. Otra especie de esta familia asociada al polvo
doméstico y a las patologias alérgicas es E. maynei, Cooreman, 1950.

Algunos acaros viven en alimentos almacenados, como harinas, arroz y demas cereales,
donde se desarrollan rapidamente, adquiriendo la condicién de plagas. También han sido
implicados recientemente en diversos casos de anafilaxia idiopatica tras ingerir pacientes
alérgicos a 4caros alimentos infectados con 4caros’* ’. Aunque en menor cantidad, los
acaros presentes en las harinas también pueden encontrarse en muestras de polvo de casa.
Entre ellos destacan los miembros de la familia Glycyphagidae, Chortoglyphidae y

.40
Acaridae™.
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F. Aislamiento y preparacion de muestras de acaros

1. Recoleccion de polvo doméstico
La recogida de polvo de casa puede realizarse mediante cepillado, barrido o aspirado. Los
lugares mdas importantes para la recogida de muestras de polvo son aquellos donde la
densidad de &4caros (y por consiguiente, de alergenos) es mayor, por ejemplo, la cama
(fundas del colchdn, sdbanas, almohadas, fundas de almohadas y mantas), alfombras del
dormitorio y de la sala de estar, suelo de madera, baldosas y sofas. También se pueden
recoger muestras de polvo de los armarios, alfombras del sétano, suelo de la cocina y
despensas, vestidos®' y cuero cabelludo* y conductos de aire, mediante aspiradoras
modificadas. En caso de recoger muestras de polvo de un suelo con baldosas, est4 indicado
realizar un cepillado o barrido de toda la superficie del mismo. Sin embargo, el barrido es
menos efectivo que el aspirado en cuanto a numero de Aacaros recogidos y no es
recomendable en alfombras o moquetas.

Diversos métodos se pueden usar para estimar la cantidad de &caros o la
concentraciéon de alergenos en el interior de una casa. Las muestras de polvo pueden
recogerse mediante aspiracion usando una aspiradora (con una bolsa nueva para cada sitio
que se quiera muestrear). Se recomienda aspirar la superficie completa de las alfombras del
dormitorio, colchones y moquetas, e introducir cada muestra en bolsas de pléstico, o tubos
de pléstico o cristal, individuales. Los protocolos estandarizados recomiendan aspirar 1 m*
de la alfombra, moqueta o colchén durante 1 o 2 minutos. Algunos laboratorios facilitan
boquillas de aspiradoras modificadas en la que se inserta un papel de filtro u otro material,
facilitando asi la recogida y transporte de las muestras.

Otros métodos para la recogida de 4caros incluye el método de extraccion por calor
y prueba de la movilidad (o de transferencia pasiva). En ambas técnicas, una cinta adhesiva
es colocada sobre la superficie del colchon a alfombra y se fuerza que los acaros se muevan
hacia ella calentando la parte inferior (37° C) o por necesidad natural de requerimiento de
espacio por los &caros. Después de varias horas, el adhesivo se retira y se realiza el contaje
de los acaros presentes por area de la muestra. Estos métodos, que normalmente soélo se

utilizan en investigacion, proporcionan un mayor numero de 4caros intactos que el aspirado
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o el barrido, aunque la cantidad total sea menor. Este método se suele usar para evaluar la

eficacia de los acaricidas.

Una vez recogida la muestra, por aspirado o cepillado, se introducira en una bolsa de
pléstico, o recipiente de cristal. Las muestras no deben conservarse a temperatura ambiente
porque, mientras los 4caros permanezcan vivos, pueden continuar su reproduccion y
modificar el nimero final de los mismos. Por tanto, en caso de no cuantificar los acaros de
forma inmediata, las muestras recogidas para una lectura posterior deben conservarse en un
lugar frio y seco (a ser posible en nevera o congelador) y, preferiblemente, congelar las
muestras durante un dia a -4° C. La cantidad de polvo recogida debe ser suficiente para la

realizacion su cuantificacion, con una minimo por muestra de 100 a 200 mg de polvo fino.

2. Preparacion de las muestras de polvo y separacion de los dcaros
La estimacion de la presencia de acaros o de sus alergenos en una muestra de polvo puede

realizarse usando diferentes métodos, entre los que se incluyen:

¢ Conteo e identificacion de los acaros presentes en la muestra.
¢ Ensayos inmunoquimicos para detectar los alergenos de acaros presentes.

e Determinacion mediante test de guanina.

Existen dos grupos de técnicas de separacion de los éacaros de la muestra de polvo:

suspension y flotacion.

a) Método de suspension
En el método de suspension se moja y dispersa la muestra de polvo en un medio adecuado
(solucion salina saturada o acido lactico 90% calentado. La suspension se examina en una

placa de Petri o se filtra a través de una serie de tamices. Los mas utilizados son:
e Método de Arlian”. Se suspenden 50 mg de muestra en 30 ml de una

solucion saturada de NaCl. Después se afiaden 3 o 4 gotas de un detergente

concentrado y se agita durante 30 o 40 segundos. A continuacion se filtra a
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través de un filtro de 40 wm, lavando con agua destilada lo que se ha
depositado. Después se afiade unas gotas de solucion diluida de cristal violeta
(5 gotas de solucion 1% cristal violeta y 95% etanol en 100 ml de agua
destilada) en el filtro. Se vuelve a lavar con agua destilada hasta que el agua
filtrada sale clara. El polvo depositado en el filtro se enjuaga con un frasco
lavador colocandolo boca abajo en una placa de conteo. Los &caros pueden
contarse ahora utilizando un microscopio con un aumento de 250x siguiendo

las cuadriculas de la placa.

e Método de suspension con rosa lignina*. Se mezclan 100 mg del polvo con
10 ml de 4cido lactico 94% en una Placa de Petri de 10 cm. Se afiade un poco
de tinte rosa lignina y después de agitar la suspension se incuba durante 2
dias a 55°C. Después los acaros se cuentan con una lupa y/o se identifican al
microscopio.

e Método de suspension modificado. Se anaden 10 a 20 mg. de polvo a una
pequeia placa de Petri que contiene aproximadamente 5ml de solucion
saturada salina y 20% 4&cido lactico (opcional). Después de 3 minutos de
incubacion y de agitar ligeramente todos los acaros presentes en la muestra se

recogen y se montan para su identificacion.

b) Método de flotacion
Se basan en aprovechar las diferentes densidades de los acaros en el medio acuoso en el que

se sumerge la muestra. Son muy utilizados por su simplicidad. Los mas utilizados son:

e Método de flotacién de Hart y Fain®. Es uno de los métodos mas
utilizados. Se sumergen 100 mg de polvo en etanol al 70% durante 4 horas
(minimo) recogiéndose el sobrenadante y resuspendiéndolo en agua destilada.
Después se vierte en placa de Petri para su inspeccion, recoleccion y montaje

de los acaros.
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e Método de flotacion de Fain. Se colocan 100 mg de la muestra en 50 ml de
solucion salina saturada junto a 5 gotas de jabon liquido en un tubo graduado.
Se le da la vuelta al cilindro 3 veces y se deja reposar durante 5 minutos,
formandose un sobrenadante. Se vierten alicuotas de S5ml de este
sobrenadante en placas de Petri pequefias (5 x 1,5 cm.). Cada acaro presente

en cada alicuota es recogido y montado para su identificacion al microscopio.

3. Montaje de preparaciones para microscopia éptica
Los acaros deben recogerse uno a uno y montarse en preparaciones permanentes para su
identificacion. Colloff*® ha desarrollado un método de transferencia masiva que permite
montar 200 o 300 4caros en una sencilla operacion. Los dcaros son congelados en agua en
un vidrio de reloj y transferido en hielo a un portaobjetos con silicona. El agua se evapora
mediante calor y los especimenes se montan directamente.

Lo ideal es que todos los acaros extraidos de las muestras sean lavados, aclarados y
montados en portaobjetos de microscopio. Una vez que los acaros han sido extraidos, se
pueden preparar preparaciones temporales o permanentes. Las preparaciones temporales
pueden prepararse montando los acaros directamente en 2 gotas de acido lactico al 50 6
100% y cubriéndolos con cubreobjetos de microscopio. Las concentraciones mas bajas
deben usarse con las especies menos esclerotizadas. La preparacion puede ser calentada en
una placa calefactor a 60° C. Una vez que los 4caros se han aclarado, se deben guardar en
frio. Los &caros pueden moverse usando una lanceta, o usando un portaobjetos excavado y
moviendo ligeramente el cubre. Otros medios para montar preparaciones temporales es usar

lactofenol en vez del 4cido lactico, o este tltimo tefiido con rosa lignina.

Las preparaciones permanentes se suelen realizar habitualmente en Medio de Hoyer.
Este medio estd compuesto de: 50 ml de agua destilada, 30 g de Goma Arabiga, 200 g de
Hidrato de Cloral y 20 ml de Glicerol. Estos ingredientes se mezclan en la misma secuencia
a temperatura ambiente. Los dcaros se montan preferiblemente vivos, aunque se pueden
montar ya muertos desde alcohol o solucion salina. Los ejemplares se colocan en 2 gotas del
medio sobre el portaobjetos. Después, el cubreobjetos se deposita encima de las gotas. El

portaobjetos puede ser calentado ligeramente para favorecer el aclarado de los ejemplares,

37



hacer que los 4caros se extiendan y fijar la preparacion. Los dcaros no montados deberian
ser guardados en alcohol al 70%. Los &caros pueden ser almacenados en etanol 70-80% o de
forma indefinida en liquido de Oudemans (87 partes de etanol, 5 partes de glicerina y 8

partes de 4cido acético glacial).

4. Cuantificacion de alergenos de acaros en muestras de polvo

Las muestras de polvo recolectadas, también pueden ser usadas para cuantificar los
alergenos presentes en ellas. El método de ELISA es el método més popular para cuantificar
niveles de alergenos de los &caros en muestras de polvo. Normalmente se usa una
combinacién de anticuerpos monoclonales contra epitopos de Der p 1, Der f 1, Der p 2 para
determinar la cantidad de estos alergenos en el polvo de casa. Basadas en estas mediciones,
se ha propuesto el factor de riesgo para desarrollar asma en pacientes sensibilizados con
niveles superiores a 10 pg de Der p 1/g de polvo. La cantidad de alergeno total contenido en
la muestra de polvo de una casa también se puede cuantificar mediante inhibicién del
RAST.

Las particulas fecales de los &caros transportan la mayoria de sus alergenos. La
deteccion de guanina es un método alternativo para estimar la cantidad de alergeno de
acaros en el polvo de casa, ya que esta purina es el principal producto nitrogenado en las

. 47
heces de estos artropodos™ .
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G. Alergenos de los acaros
Los alergenos se definen como antigenos capaces de inducir la sintesis de IgE especifica por
parte del sistema inmunitario. Se conocen como aeroalergenos a aquellos alergenos que
pueden estar presentes en el aire, penetran al organismo por via respiratoria y son capaces de
producir alergia respiratoria, cutanea o conjuntival. Se acepta que son, fundamentalmente,
proteinas o glicoproteinas con masas moleculares que oscilan entre 30 y 90 kDa.

El nimero de alergenos purificados se ha incrementado en los ultimos afios. La
Biologia Molecular ha permitido la obtencion de cantidades importantes de alergenos
purificados que han permiten el rastreo de epitopos de union de IgE e IgG especificas en el
suero de pacientes alérgicos. Estos alergenos altamente purificados han sido usados
igualmente en la realizacion de pruebas cutdneas y se ha sugerido su uso en la elaboracion
de vacunas con alergenos recombinantes*,*. En los tltimos afios, se han identificado las
funciones bioldgicas de muchos alergenos de los 4caros™ y se ha sugerido que la actividad
proteolitica asociada a muchos de ellos es un factor importante en el proceso de

sensibilizacion y en el desarrollo de las manifestaciones clinicas de la alergia®'.

® Alergenos con actividad enzimatica: Grupos 1, 3,4,6, 8,9y 15

Los alergenos del grupo 1 son glicoproteinas con alta homologia entre si. Su funcién es
similar a la papaina, bromelina y catepsina B y H%. El Der p 1 tiene un efecto directo sobre
el sistema inmune”. También puede alterar el epitelio respiratorio y aumentar la
permeabilidad pulmonar®®. Ademas, escinde el receptor CD23 de la membrana de los
linfocitos T, favoreciendo la sintesis de IgE>, y del mismo modo separa CD25 (receptor de
IL-2) favoreciendo una respuesta tipo TH2®. Otras especies en las que se ha descrito el
grupo 1, son Der f 1, Derm 1 y Eurm 1 (Tabla V y VI).

El grupo 3 posee actividad serina proteasa (tripsina). Entre el 60 y 80% de pacientes
alérgicos a Dermatophagoides spp. Presentan IgE contra estas proteinas’ . También
pertenece el Eur m 3. El grupo 4 tiene una homologia a la amilasa®®. Reconocido entre el
25% al 46% de los alérgicos a 4caros. El grupo 6 tiene actividad serina proteasa
(quimotripsina). Une IgE con una frecuencia entre el 40% al 60%. 86% de homologia entre
Der p 7 y Der £ 7. El grupo 8 tiene homologia con glutation-S-transferasa y reconoce al 40%

de los pacientes™. El grupo 9 tiene actividad colagenolitica®. Est4 presente en el 80% de los
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pacientes alérgicos a Der p. El grupo 15 es similar a los quitinasa de los insectos. Es el
alergeno mayor reconocido por perros y gatos’' y se encuentra en el 70% de los humanos

alérgicos a acaros.

e Alergenos con actividad de union a ligandos: grupos 2, 13,14y 16
Los alergenos del grupo 2 se encuentran en el 80% de los pacientes alérgicos®. Es el grupo
de alergenos (Der p 2, Der f 2, Lep d 2, Tyr p 2 y Gly d 2) que presentan una mayor
homologia entre si, siendo ademas frecuente el polimorfismo proteico. Tiene cierta
homologia con proteinas epididimales de mamiferos, relacionadas con el transporte de
lipidos®. El grupo 13 tiene gran homologia con proteinas citosolicas que unen écidos
grasos“. El grupo 14 es una proteina transportadora de lipidos similar a apolipoforina,
aislada de Dermatophagoides spp® . El grupo 16 es una proteina ligadora de Ca y regula la

actividad del filamento. Se encuentra en el 47% de los individuos alérgicos®.

e Alergenos con actividad sobre el citoesqueleto: grupos 10y 11
Estos grupos son similares a la tropomiosina y paramiosina, respectivamente. Estan
implicados en la contraccion muscular en los invertebrados y estan presentes en baja
concentracion en los extractos de acaros. Der f 10 es un alergeno con homologia entre la
tropomiosina de diferentes especies. Der p 10 presenta reactividad cruzada con otros 4caros,
mariscos e insectos en los pacientes sensibilizados a marisco®’. Der f 11 y Blo t 11 es

reconocida por el 50% de los pacientes asmaticos acarinicos®’,

e Alergenos con actividad bioldgica desconocida: grupos 5,7y 12
Der p5 y Blo t 5 es reconocido por el 50% de los pacientes sensibilizados a 4caros’’.
También son reconocidos en el 50% de los pacientes acarinicos los alergenos Der p 7 y Der
£ 77172 El grupo 12 has sido clonado y secuenciado; Blo t 12 no demuestra homologia con

otras proteinas73.
e Otros alergenos clonados: grupos 17, 18 y 19

Recientemente se han registrado en la base de datos de alergenos IUIS otros alergenos de

acaros’*. Der f 17, una proteina ligadora de Ca, con una frecuencia del 35% en el
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inmunoblot. Der f 18 una quitinasa, potente alergeno en perros que reacciona en el 60% de
los humanos. Y Blo t 19, homoélogo a un péptido antimicrobiano, que se une en el 10% de

los sujetos alérgicos a los acaros.

Tabla V. Alergenos de los acaros del grupo Dermatophagoides spp.

Especie Alergenos Funcion PM (kDa)
Derpl cisteina proteasa 25
Derp 2 14
Derp3 Tripsina 28-30
Derp 4 Amilasa 60
Derp5 14
Dermatophagoides Derp 6 Quimotripsina 25
pteronyssinus Derp 7 22-28
Der p 8 Glutation transferasa
Derp 9 serina proteasa
colagenolitica
Derp 10 Tropomiosina 36
Der p 14 Apolipoforina
Der f'1 25
Der 2 14
Dermatophagoides Der 3 Tripsina 30
farinae Der £ 10 Tropomiosina
Der f11 Paramiosina 98
Der f 14 Mag3, apolipoforina
Der f15 Quitinasa 98
Der f 16 Gelsolin 53
Der £ 17 53
Der £ 18 Quitinasa 60
Dermatophagoides Derm 1 25
microceras
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Tabla VI. Alergenos de los acaros de otros

grupos diferentes a Dermatophagoides spp.

Especie Alergenos Funcion PM (kDa)
Acarus siro Acars 13 Prot. transportadora 14
acidos grasos
Blott 5
Blott 10 Tropomiosina 33
Blott 11 Paramiosina 110
Blomia tropicalis Blott 12 14,2
Blott 13 Prot. transportadora 14,8
acidos grasos
Blott 19 Quitinasa 7,2
Euroglyphus maynei Eurm?2
Eur m 14 Apolipoforina
Glycyphagus Glyd 2
domesticus
Lepd2 15
Lepidoglyphus Lepd5
destructor Lepd?7
Lepd 10
Lepd 13
Tyrophagus Tyrp2
putrescentiae
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H. Reactividad cruzada entre los alergenos de los acaros

La existencia en un mismo paciente de sensibilizaciones simultineas a diferentes acaros
plantea dudas sobre si se debe a fendémenos de reactividad cruzada o se trata de verdaderas
sensibilizaciones por dcaros con los que tiene contacto. En la mayoria de los estudios en los
que se ha analizado la reactividad cruzada se observa cierto grado de inhibicion, que varia
entre las distintas especies. Entre otras razones porque en muchos andlisis se han utilizado
sueros de pacientes de diferentes origenes y/o extractos de 4caros distintos. Esto es relevante
ya que si los pacientes son de distintas areas geograficas, pueden existir diferentes niveles de
exposicion o de sensibilizacion segun el predominio de cada especie o alergenos que existan
en las distintas areas. Aunque siempre debemos tener presente que los pacientes tienen
contacto en su medio con todos los alergenos en conjunto de cada acaro.

No debemos olvidar que los extractos completos son mezclas complejas de distintos
alergenos y que cada paciente reacciona de modo diferente. La presencia, contenido o
predominio de cada alergeno puede ademas estar influenciada por la fase del ciclo en que se
encuentre el cultivo de é4caros del que se ha obtenido el extracto’”. Las técnicas
recombinantes facilitan, en parte, esclarecer estos procesos y ayudan a entender la
reactividad cruzada, en ocasiones escasa, que existe entre distintas especies’’.

Entre D. pteronyssinus y D. farinae existe un alto grado de reactividad cruzada, lo
cual se refleja en el hecho de que los individuos alérgicos a los Dermatophagoides presentan
sensibilizacion cutdnea a ambas especies. E. maynei muestra reactividad cruzada
significativa con los Dermatophagoides, encontrandose envuelto el Der p 2. Por otro lado,
la reactividad cruzada entre los acaros Pyriglyphidae y no- Pyriglyphidae es minima o nula’®.
B. tropicalis presenta una minima reactividad cruzada con los Dermatophagoides y alta
reactividad cruzada L. destructor”. En regiones donde B. tropicalis es abundante y L.
destructor no existe, la sensibilizacion a esta especie muy probablemente es provocada por
epitopos alergénicos de B. tropicalis que tienen reactividad cruzada con L. destructor.

Los individuos alérgicos a Dermatophagoides spp pueden experimentar sintomas
después del consumo de crustdceos y moluscos. Las proteinas Der f 10 y Der p 10 estan
implicadas en la reactividad cruzada con varios animales debido a la homologia con la

tropomiosina. Estudios inmunologicos han demostrado la reactividad cruzada entre
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serpientes, crustaceos, y cucarachas con los acaros del polvo. Sin embargo, los 4caros del
polvo son generalmente la primera fuente de sensibilizacion de estos alergenos.

El nematodo Anisakis simplex es un parasito comun del pescado, que puede inducir
reacciones alérgicas. Se ha observado reactividad cruzada entre este nematodo y los caros
domésticos A. siro, L. destructor, T. putrescentiae y D. pteronyssinus’ .

También se ha observado reactividad cruzada entre D. pteronyssinus y el parasito de los

; 80
acaros Sarcoptes scabei®".
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I. Control ambiental de los acaros del polvo
El control de los alergenos en la vivienda no se consigue utilizando una sola medida. Es
necesario un conjunto de medidas dirigidas a la totalidad de la vivienda para controlar la
exposicion a acaros y sus alergenos.

El control de los &caros puede ser uno de los posibles tratamientos a las alergias
provocadas por los alergenos. Varios métodos han sido utilizados para el control y
eliminacién de los &caros y sus alérgenos.

Las medidas de control ambiental de los 4caros y sus alergenos se dividen en:

e métodos de limpieza, aislamiento, eliminacién, desnaturalizacion e
inactivacion de los alergenos (uso de aspiradoras, limpieza en humedo,
desnaturalizacion quimica y uso de fundas de pléstico).

e métodos para matar acaros (uso de acaricidas y alteraciones ambientales que
directamente afectan a su supervivencia, como la disminucion de la humedad,
el aumento de la temperatura y la congelacion).

La utilizacion de fungicidas para la eliminacion de hongos se ha sugerido para el control
de los acaros, ya que los hongos parecen ser un factor importante para el crecimiento y
supervivencia de los acaros. La supresion de estos elementos en el sustrato natural podria ser
un elemento basico en la disminucion de la poblacion de acaros, demostrandose que tras
sucesivos tratamientos la fecundidad se reduce %'**

El uso de radiaciones ionizantes causa dafos en la reproduccion, fisiologia y
comportamiento de los acaros. La exposicion directa a rayos ultravioleta provoca una
mortalidad elevada en los huevos en comparacion con otros estados evolutivos,
encontrandose, ademads, que el periodo de desarrollo, la fecundidad y el porcentaje de
eclosionabilidad decrece con el incremento de la exposicion en el tiempo.

En agricultura el uso de radiaciones ionizantes (radiaciones gamma), se usa para
esterilizar machos y hembras como medidas de control de la poblaciéon. A 250 Gy, los
huevos puestos al llegar al estado adulto resultan estériles y a 250-300 Gy es efectivo con el
objetivo de esterilizar a machos y a hembras®.

Algunos efectos en la reduccion de los dcaros han sido obtenidos por el uso de acaricidas

pero es imposible su completo control con el uso exclusivo de los mismos. Acarosan,
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Acarexan, Artilin 3A, y Allerbiocid contienen benzoato de bencilo, un acaricida efectivo. El
metil primifos, un insecticida con propiedades acaricidas, producen una reduccion del 60%
en la concentracion de Der p 1 en alfombras y de mas del 50% en muebles acolchonados.
Actelic 50 contiene metil primifos al 50% en solucion y es usado como spray en alfombras y
muebles. Es importante tener en cuenta que, aunque los acaros pueden ser exterminados, los
alergenos permanecen estables por largo tiempo (varios aios) en el polvo de la casa. Sin
embargo antes de recomendar el uso de estos productos quimicos es esencial establecer si su
uso es toxico para el hombre. Siendo por otro lado requisito conocer como deberian ser
aplicadas cuando son combinadas con otros métodos preventivos. ***°,

Basandose en los factores limitantes en el desarrollo del ciclo bioldgico, el nimero
de 4caros puede ser reducido mediante una disminucion en la humedad relativa *, o por un
aumento de la temperatura® ™. El uso constante de aire acondicionado en las épocas de
mayor calor modifica el clima interior de la vivienda que provoca una reduccion en la
densidad de 4caros®. Una ventilacion deficiente ha sido también asociada con un aumento
en los sintomas del asma y se ha obtenido una correlacion inversa entre la concentracion de
4caros y el numero de cambios de aire en el interior de la vivienda *°. Wickman et al.”'
encontraron que la humedad interior es un factor de riesgo para la sensibilizacion y el
desarrollo de alergias en nifios. La efectividad de los filtros de aire como medida de control
ambiental es cuestionable y no existe consenso sobre su utilidad. Los sistemas de filtracion
de aire Unicamente eliminan particulas en suspension °> .

Varios autores han intentado reducir la poblacion acarina mediante modificaciones

- . 94,95,96,97,98
atmosféricas, pero los resultados son conflictivos *+%>?67

. Sin embargo, el uso de
deshumificadores, que disminuyen significativamente la humedad relativa en los
dormitorios de los pacientes asmaticos, podria ser eficaz en la terapéutica coadyuvante del
tratamiento del asma bronquial por sensibilizacion a los acaros el polvo domestico.

Por otro lado métodos sencillos pero efectivos para la prevencion del crecimiento de

los acaros son:
e (Cambio semanal de sabanas y almohadas y cubre colchones una vez a la

semana, a mas de 50° C. Idealmente deberia usarse un acaricida liquido.

e Cubrir colchones, almohadas y mantas con fundas de pléstico anti-acaros.
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e Evitar la presencia alfombras, cortinas, juguetes de peluche y libros en la
habitacion.

e Pasar la aspiradora semanalmente a las alfombras, colchones y muebles.

e Usar insecticidas para controlar las cucarachas y mejorar la higiene.

¢ Intentar reducir la humedad relativa del dormitorio por debajo del 50% o la
humedad absoluta por debajo de 7 g/Kg. por medio de un deshumidificador o
e aire acondicionado.

e Utilizacion de detergentes acaricidas que causan una elevada mortalidad de la
poblacion acarina.

e Usar acaricidas cuando no se puedan retirar las alfombras. También puede
usarse un acaricida para prevenir la colonizacion con &caros.

e Limpiar regularmente los sistemas de aire acondicionado.
Sin embargo y a pesar de lo dicho, el efecto beneficioso para el control de los 4caros

ha sido limitado. Nuevas colonias de 4caros pueden penetrar transportadas en ropas o

alimentos o por migracion de zonas no tratadas.
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IV. OBJETIVOS
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Los objetivos globales del estudio fueron:

1. Establecer la prevalencia de pruebas cutdneas positivas a distintas especies de acaros
en pacientes con sospecha de alergia respiratoria y evaluados en varias consultas de
alergia en la provincia de Alicante.

2. Identificar las especies de acaros presentes en muestras de colchon de pacientes
alérgicos a los 4caros en muestras de polvo recogidas en colchones de controles
(pacientes no alérgicos a los acaros).

3. Valorar si existen diferencias entre el nivel de acaros en polvo de los colchones de
los pacientes sensibilizados y de los sujetos no sensibilizados.

4. Valorar si existen diferencias entre el nivel de acaros en muestras de polvo de
colchones de residentes en la costa, con las muestras recogidas en viviendas del
interior.

5. Determinar los niveles de exposicion a los alergenos de acaros Der p 1 y Der ' 1 en
las muestras recogidas.

6. Estudiar la sensibilizacion a las distintas especies de acaros, in vitro, mediante la
determinacion de IgE especifica en el suero de los pacientes alérgicos.

7. Establecer patrones de sensibilizacion in vitro a las distintas especies de acaros en la
poblacion estudiada.

8. Analizar la reactividad cruzada entre las distintas especies de acaros investigados.

9. Estudiar la implicacion clinica de varias especies de dacaros en pacientes
sensibilizados mediante provocaciones nasales y bronquiales especificas, midiendo
la variacion de la resistencia al flujo nasal mediante rinomanometria anterior activa,

o PC,0-FEV|, respectivamente.
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V. MATERIAL Y METODOS
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A. Estudio de una poblacion de pacientes alérgicos de Alicante

1. Caracteristicas de los pacientes estudiados
Entre los afos 1999 y 2001 se estudiaron 164 pacientes que acudieron a nuestras consultas.
Todos estos pacientes fueron evaluados siguiendo un mismo protocolo estandarizado de
actuacion. Para el diagnostico de su patologia respiratoria se aplicaron los criterios
diagnoésticos recogidos en varios consensos internacionales sobre la rinoconjuntivitis y el
asma’ ' %101192 Egtos pacientes fueron atendidos en 5 consultas de alergia de la provincia
de Alicante situadas en las poblaciones de Alicante, Elche, Orihuela, Torrevieja y Villena.
Se analizaron 164 pacientes a los que se les realizé una anamnesis y una exploracion fisica y
pruebas funcionales (espirometria o rinomanometria basal). A continuacion se le realizaron
pruebas complementarias entre las que se incluyeron las cutdneas con alergenos mediante
prick test (puncion) y extraccion sanguinea para la determinacion de IgE especifica in vitro
en aquellos pacientes con prueba cutdnea positiva a los acaros.

A los pacientes que accedieron, y firmaron un formulario de consentimiento, se les
realizd provocaciéon nasal o bronquial especifica para é&caros. De los 164 pacientes
estudiados, 91 (55,5%) presentaron pruebas cutdneas positivas, como minimo, a una especie
de 4caros. En este grupo de pacientes, 7 fueron diagnosticados con asma, 44 con
rinoconjuntivitis y 40 con rinoconjuntivitis y asma. En este grupo se incluyeron 42 hombres
y 39 mujeres. La media de edad de este grupo fue de 22 afios + 10,4 afos.

El resto de los pacientes (25 hombres y 47 mujeres) no presentaron prueba cutanea
positiva a acaros, observandose polinosis en 14 pacientes y 2 adolescentes sensibilizados a
epitelios. Los podlenes que mas frecuentemente produjeron sensibilizacion fueron Olea
europea, Salsola kali y Parietaria judaica y en menor nimero a Gramineas. La edad media
de este grupo fue 28 + 22 afios. Tres de estos pacientes tenian rinoconjuntivitis y 23 fueron
diagnosticados de asma. En el resto no se observo una patologia respiratoria definida. La
principal caracteristica de este grupo fue que todos presentaros prueba cutinea negativa
frente a 4caros y fue usado como control en la recogida de muestras de polvo de colchon
para verificar si en la casa de los pacientes alérgicos a los acaros habia mas acaros que en los
colchones de individuos no alérgicos a los 4caros. El suero de 10 de estos pacientes fue

usado como control negativo en las determinaciones de IgE especifica.
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La inclusion de pacientes en el estudio tuvo lugar en clinicas situadas en ciudades de
la costa (Torrevieja y Alicante) y del interior (Elche, Orihuela y Villena). También se

incluyeron pacientes del residentes en Santa Pola (costa).

2. Pruebas cutineas
A todos los pacientes ser les realizO prueba cutanea con una bateria de extractos
estandarizados de Laboratorios LETI, S.L., incluyendo los &caros D. pteronyssinus, D.
farinae, D. microceras, E. maynei, L. destructor, T. putrescentiae, B. tropicalis, A. siro,
polenes de Olea europaea, Cupressus arizonica, Platanus acerifolia, pdlenes de gramineas:
Lolium perenne, Phleum pratense, Cynodon dactylon, Poa pratense y Secale cereale,
polenes de malezas: Chenopodium album, Salsola kali, Parietaria judaica, Artemisia
vulgaris, Plantado lanceolata, el hongo Alternaria alternata, y los epitelios de perro y gato.
También se utilizaron extractos no estandarizados de Aspergillus fumigatus, Penicillium
notatum, Cladosporium Herbarum, Phoenix dactilyphera y el epitelio de conejo, mezcla de
plumas y las cucarachas Blatella germanica y Periplaneta americana. Esta bateria se puede
considerar como una bateria estandar para el diagndstico de alergia respiratoria en la zona de
Alicante. La prueba cuténea se realizé siguiendo las indicaciones de la Academia Europea
de Alergia e Inmunologia Clinica'®. Se utilizaron clorhidrato de histamina a 10 mg/ml y
suero salino glicerado como controles positivos y negativos, respectivamente. Los extractos
alergénicos se aplicaron sobre la superficie volar del antebrazo y se realizo el prick con una
lanceta ALK-Abell6 perpendicular a la piel con una profundidad de 1 mm. La respuesta fue
leida a los 15 minutos de la puncion y los resultados se expresaron como el tamafio en
milimetros del didmetro mayor de la papula. Una prueba se considerd positiva cuando el
diametro de la papula era mayor de 3 mm.

En los sujetos que aceptaron la realizacion de la provocacion respiratoria especifica y
firmaron el consentimiento informado, se realizaron pruebas alérgicas cutaneas por
duplicado en la superficie de volar de ambos antebrazos, incrementandose la concentracion
del alérgeno en incrementos de 10 veces la concentracion previa, desde 0,01 HEP/ml hasta
alcanzar la concentracion maxima de 100 HEP/ml. La provocacion se inicid con la
concentracion de extracto mas baja que producia una papula de 3 mm de didmetro. Para

asegurar la estabilidad del extracto, éste fue liofilizado y se reconstituyd en el momento de
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su utilizacion. Se utilizo el mismo lote de extracto para la prueba cutinea y para la
provocacién con acaros. En los pacientes que presentaron sensibilizacion a acaros, se realizd

extraccion sanguinea y se conservo el suero en congelador, para su posterior estudio in vitro.
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B. Recogida y analisis de las muestras de polvo
Se recogieron muestras en el interior y la costa de la provincia de la Alicante. Se realiz6 esta
division con el fin de estudiar posibles diferencias en las poblaciones de acaros por
condiciones climaticas derivadas de la proximidad al mar. Se dividieron las localidades
segun su proximidad al mar, tomdndose como referencia una distancia de 11 km al mar. En
la figura 10 se muestra las localidades estudiadas y pertenencia a costa o interior. Se
recogieron un total de 134 muestras de polvo; 62 de colchones de pacientes alérgicos a los

acaros y 72 muestras de colchones de sujetos no alérgicos a los acaros, usados como

controles.

B i _
i ] L i _,_“
3 :
wy F
] ) L
/ o g
a Inland™ - 0
¢
;4 BEUESE &
.l_,/ ‘\I\“.- . = ..’“ _”.!; ; @ﬁtﬁ
sty ¥
b ! o St
o o .
ay Alicante

Figura 10. Situacion de las localidades donde se realizo el estudio

La recoleccion de las muestras de polvo se realizé utilizando un aspirador (Tornado) de una
potencia de 1600 W. El aspirador se modifico mediante la colocacion de un sistema de
recoleccion del polvo en un filtro (Figuras 11 y 12) La recoleccion se realizd en el colchon
de los pacientes participantes, una vez retiradas las sabanas y fundas, durante 2 minutos en

. 2 . , . . ’
una superficie de 1 m”. Una vez aspirado el colchdn, se retiraba el filtro y se introducia en
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una bolsa de plastico etiquetada con los datos del paciente. Posteriormente se almacenaban

en un congelador para matar los 4caros presentes en la muestra, e impedir su reproduccion.

Figura 11. Aspiradora modificada utilizada para recoger muestras de polvo

Figura 12. Filtro acoplado a la aspiradora

A continuacion, en la tabla VII se describe la procedencia del niumero de las

muestras recolectadas.
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Tabla VII. Total de muestras de polvo recogidas y su procedencia

Residencia | Residencia | 2° Residencia | 2* Residencia Total
Costa Interior Costa Interior
Alérgicos a 25 33 3 1 62
los acaros
No zrllerglcos a 2 41 9 0 7
los acaros

1. Separacion, montaje e identificacion de los dcaros
La separacion de los &caros presentes en la muestra se realizd6 mediante el método de

1.'%%). Para ello se pesaron de cada muestra

suspension modificado (Ferndndez-Caldas et a
unos 20 mg de polvo, que se incubaron en un tubo de ensayo con aproximadamente 10 ml
de solucion saturada salina y unas gotas de acido lactico. Después de al menos 3 minutos de
incubacion, se agitaron y se fueron vertiendo en pequefias cantidades (aproximadamente 2
ml) en una placa de Petri de 5 cm de didmetro. Todos los acaros presentes en las muestras se
recogieron mediante una aguja enmangada usando una lupa binocular (Olympus SZX9) a 40
aumentos.

Los écaros se montaron en preparaciones permanentes para su identificacion al
microscopio. El montaje de las preparaciones se realizd colocando una gota de medio de
Hoyer en un portaobjetos, e introduciendo los acaros recogidos de uno en uno en la gota.
Una vez introducidos la totalidad de los acaros de la muestra, se colocaba con mucho
cuidado un cubre objetos sobre el porta. La preparacion, una vez etiquetada, se colocaba
sobre una placa calefactora a 50° C durante al menos 24 horas, para que se secara y

transparentara. Posteriormente, y para asegurar el correcto secado de las mismas, se

guardaron en una estufa a 25° C.

e Material usado:
« Placa calefactora Desaga, Heidelberg
« Portaobjetos Menzel-Glaser, 76x26 mm, Braunschweig

« Cubreobjeto Menzel-Glaser, 22x22 mm, Braunschweig
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® Soluciones y reactivos:

« Medio de Hoyer

Goma arabiga........cceevveerveeiieeiieiiereeeeee e 30,0 g
Hidrato de cloral..........cccovviiniiniiiiiiiies 2,76g
GICETOL. .. 20 ml
Agua destilda C.8.p..eeeeieiieiiiieeee 50 ml

La identificacion se realizO mediante observacidon en microscopio Optico binocular
(Olympus; BH2; 40 — 1.000 aumentos) de las preparaciones permanentes. La identificacion

. . . - . 25,26,29,105
se hizo utilizando claves dicotomicas de la bibliografia especializada “>">>"™.
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C. Determinacion de alergenos mayores Der p 1y Der f1
Las muestras de polvo obtenidas fueron extraidas en PBS 1:20 (p/v) a 4° C en agitacion
continua (1.000 r.p.m.) durante 12h, tras lo cual fueron centrifugadas a 15.000 g durante 10

minutos, recogiéndose el sobrenadante.

o Material usado:

« Centrifuga Dupon RC5C

e Soluciones y reactivos:

« PBS0.01M
di-Potasio hidrogenofosfato..........ccccceevveerreenenn. 1.39¢g
Sodio dihidrogenofosfato monohidrato................ 0.2.7g
Cloruro SOAICO. ... .eeuverevieireiieiieie et 8.70g
Agua destilada C.S.P..veevverrieeniiiieieeeiee e 1L

La determinacion de los niveles de los alergenos Der p 1 y Der f 1 se realizd mediante
inmunoensayo de ELISA usando anticuerpos monoclonales de INDOOR Biotechnologies

Ltd., siguiendo las instrucciones del fabricante (Tabla VIII).

Tabla VIII. Anticuerpos monoclonales utilizados en la determinacion de Der pl y Der f 1.

Anticuerpo Anticuerpo
Especificidad Monoclonal Monoclonal
(anti- Der 1) Biotinilado
10B9
Derp1 SH8
(2mg/ml en PBS)
6A8
Der f1 4C1
(2 mg/ml en PBS)

e Se tapizaron los pocillos de una placa de micro titulacion de poliestireno (Immobilon
IT) con 200 ng del anticuerpo por pocillo (dilucion 1/1.000 del anticuerpo

monoclonal) en tamp6n carbonato-bicarbonato 50 mM, pH 9,6.
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Se incubaron durante una noche a 4°C. Se lavaron 3 veces con PBS-0,05% Tween
20, pH 7,4 (PBS-T).

Se incubaron durante 1 hora con 0,1 ml 1% BSA PBS-T al 1%

Se lavaron 3 veces con PBS-T

Se afiadi6 0,1 ml/pocillo de las diluciones del alérgeno patrén y de los extractos, y se
incubaron durante 1 hora. Las muestras de los extractos se diluyeron en PBS 0,01 M
en diluciones crecientes 2x, partiendo de una dilucion inicial 1/20 del extracto
inicial). Las diluciones de la curva patron se calibraron entre 62,5 a 0,5 ng/ml Der p
1. La solucion estandar de Der p 1 y Der f 1 tenia una concentracion de 2.500 ng/ml
y a partir de ella se realizaron las diferentes diluciones de la curva patréon.

Se lavaron cinco veces con PBS-T

Se anadi6 0,1 ml/pocillo de una dilucion 1/1.000 en PBS 0,01 M del anticuerpo
monoclonal biotinilado correspondiente, y se incubaron durante 1 hora

Se lavaron cinco veces con PBS-T

Se anadio 0,1 ml/pocillo de una dilucion 1/1.000 en PBS 0,01 M de streptavidina-
peroxidasa, y se incub6 durante media hora

Se lavo cinco veces con PBS-T

Se reveld afiadiendo 0,1 ml/pocillo de solucion de desarrollo hasta conseguir un
color adecuado (Densidad optica < 2)

Se par¢ la reaccion anadiendo 0,1 ml/pocillo de solucion de parada

Se midi6 la densidad optica a 450 nm. Las lecturas de absorbancia son directamente
proporcionales a la cantidad de alérgeno unidas a la fase solida, y se interpolaron a
partir de las respectivas curvas-patrén, obtenidas a partir de la solucion estandar, o

de referencia.

Material usado:
o Placas Immunon 2 (Chantilly, EEUU).
« Lector de placas (Titertek Multiskan, Finlandia).

® Soluciones y reactivos:
« PBS0.IM (x10):
di-Potasio hidrogenofosfato..........c..ccccceerueennene 3,92¢
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Sodio dihidrogenofosfato monohidrato............ 2,76g
Cloruro sOAICO.....ccuuveruveeeiieeieeeie e 87,70g
Agua destilda C.8.p...ceeiieiieiiiiee 1L

« Tampon Carbonato/Bicarbonato 0.2M pH 9.2:
Tampon carbonato...........cceeeeeeveveeerieeeneeeienenne 21,12g/L
Tampon bicarbonato..........ceeeveeeiveriieeeneenne. 16,80g/L

Solucion de lavado:

« PBS-Tween 0.05%:

PBS 0.1M (X10)..cciiiiieiieiieeieeeeeieeieeeceiens 100ml
TWEEN-20....cciiiiiiiiiiiiiiii e 0,5 ml
Agua destilada.........ccocevveeiiiiiiies e 1L

Solucion de desarrollo:

« Tampon de desarrollo:

Acetato sodico anhidro...........cceeeeveiernieennnne. 13,3mg
Acido acético glacial.........ccccceeeiiiiceieieniinens 0,250ml
Agua destilada C.S.P..ueevveiiiiiiiiiicieeee 1L

« Cromogeno:
Tetrametilbencidina (TMB).........ccccccveeeneennee. 100mg
Dimetilsulfosido (DMS) €.S.p.vceevvveeevieeiieeneen 10ml

« Agua oxigenada.

Mezclar antes de su uso en las siguientes proporciones: Tampon desarrollo

(1ml): Cromogeno (20ul): Agua oxigenada (2ul):
Solucion de parada:

o Acido sulfarico concentrado........c.oeuueumeeeeeeeeeeeeeeennn. 55.5ml

o Aguadestilada........cccceeviiiiniiiiii e, 1L
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D. Determinacion de la IgE especifica mediante ELISA
La capacidad de unién de IgE de los sueros de los pacientes se determind mediante la
técnica de ELISA directo con los extractos de D. pteronyssinus, D. farinae, E. maynei, B.
tropicalis L. destructor y T. putrescentiae previamente preparados (Laboratorios LETI,
S.L.). Los extractos se inmovilizaron en placas Immunolon IV (Chantilly, EEUU), a una
concentracion de 20 pg de proteina/ml en tampon carbonato/bicarbonato (0,2 M, pH = 9,2).
Tras 12 horas de incubacion a temperatura ambiente, las placas fueron lavadas con PBS-
Tween 0,1% para posteriormente ser incubadas durante 2 horas con las muestras de sueros
individuales. Las placas se lavaron con PBS-Tween 0,1% y a continuacion se anadi6 olgE-
PO diluida en tampon PBS-Tween 0.1% con suero de ternera fetal 25%, heparina 1%,
manteniéndose durante 2 horas en agitacion y a temperatura ambiente. Transcurrido el
tiempo, la reaccion de la peroxidasa fue desarrollada en tampdn acetato (pH= 6), Tetrametil
benzidina y H,0,. La reaccion enzimatica se detuvo afiadiendo acido sulfurico 2N. Las
lecturas se tomaron en un lector de placas (Titertek Multiskan, Finlandia) a 450 nm.

Los resultados fueron considerados positivos cuando el valor de la densidad oOptica
fue 2 veces superior al de la media de un control negativo, formado por 3 sueros de
pacientes no sensibilizados a acaros.

® Soluciones y reactivos:

Reactivos:
« Diluyente PBS-HEP-ST (Para la Anti-IgE PO):
TWEEN-20.....ccciminiiiiniinecececeeeeeeee 0.04 ml
Suero de ternera fetal descomplementado....... 10 ml
Heparina 5%.......ccceeevvveviiiiiiieciieeeeeie e 0.4 ml
PBS 0.1M (X10)..cveieieieieieineeeieeeees 4 ml
Agua destilada C.S.p...eevveiriieiiiieeee, 40 ml

Solucion de lavado:

« PBS-Tween 0.1%:

PBS 0.1M (X10)...eeiiiieiieiiieieicecee e 100 ml
TWeen-20.......ccovuieeiieeie e I ml
Agua destilada.........coocvveeiiiiiiies e 1L
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E. Estudio de la reactividad cruzada entre los acaros por inhibicion de

ELISA.

El estudio de la reactividad cruzada se realizdo mediante la técnica de ELISA inhibicion. Para
ello, se utilizd6 como referencia el extracto de D. pteronyssinus y se inhibio con D. farinae,
B. tropicalis, E. maynei, L. destructor, T. putrescentiae, C. arcuatus y G. domesticus.

Extracto de D. pteronyssinus a 20 pug/ml de liofilizado fue utilizado para tapizar placas
Immulon IV siguiendo la metodologia previamente descrita en el punto anterior. Para el
estudio de las inhibiciones con el resto de los acaros, se realizaron diferentes diluciones
seriadas de razoén '2 en placas de baja absorbancia (Nunc, Roskilde, Dinamarca). A
continuacion, las diluciones se incubaron con un pool de sueros de pacientes con IgE
especifica positiva y se incubaron durante 2 horas. El pool de sueros esta compuesto de 9
sueros individuales (numeros: 38519, 136499, 149266, 153938, 149797, 147912, 105516,
67230, 11646). Transcurrido el tiempo, el contenido fue transferido a la placa donde se
encontraba el extracto de D. pteromyssinus en fase solida y se mantuvo en agitacion
constante y a temperatura ambiente. Después de 2 horas de incubacion, la placa se lavo y se
afiadio aIgE-PO. El desarrollo de la reaccion se realizo siguiendo el mismo procedimiento
que en el punto anterior.

A partir de las lecturas de densidad Optica y las concentraciones para cada una de las
especies de acaros se obtuvo la recta de regresion, la cual debia cumplir los criterios de
linealidad (r>0.95) y paralelismo (no existencia de diferencias significativas para la t de
Student entre las rectas) entre los ensayos. El valor del 50% de inhibicion fue obtenido para

cada una de las especies.
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F. Caracteristicas de los extractos de acaros usados en este estudio
A partir de cultivos de acaros (Laboratorios LETI, S.L.) se fabricaron extractos de cada una
de las especies encontradas en mayor proporcion. Estas especies fueron D. pteronyssinus, D.
farinae, E. maynei, B. tropicalis, L. destructor y T. putrescentiae. En los experimentos de
inmunoblot también se usé un extracto de C. arcuatus.

Cultivos completos de estas especies de acaros, conteniendo particulas fecales, heces y
restos de comida en menor proporcion (riqueza estimada superior al 80%) se pesaron y se
extrajeron en una proporcion 1/10 peso/volumen en PBS 0.01M durante 4 horas a 4°C y en
agitacion constante. Transcurrido el tiempo, las muestras fueron centrifugadas y el
sobrenadante separado. El material precipitado fue nuevamente disuelto en PBS 0.01M y
mantenido en agitacion durante 16 horas. Transcurrido el tiempo, el material fue
nuevamente centrifugado, y el sobrenadante recogido y mezclado con la fraccion primera. El
contenido total fue dializado mediante sistema Pellicon (Millipore, Bedford, USA) a través
de membranas de 3 kDa. El volumen final obtenido fue congelado y liofilizado. El
contenido proteico de los extractos fue evaluado mediante el método de Lowry-Biuret.
(Sigma-Aldrich, St. Louis MO, USA).

El contenido proteico de los extractos fue el siguiente:

D. pteronyssinus: 366 ng por mg de liofilizado

D. farinae: 331,2 ng por mg de liofilizado

E. maynei: 427,1 ng por mg de liofilizado

B. tropicalis: 356,65 ng por mg de liofilizado

T. putrescentiae: 529,2 ng por mg de liofilizado

L. destructor: 399,9 ng por mg de liofilizado

Igualmente se prepar6 un extracto experimenta de C. arcuatus para la realizacion de los
inmunoblots, pero que no fue incluido en las determinaciones de IgE especificas ni en el
estudio de reactividad cruzada. El contenido proteico de este extracto fue: 288,3 pg por mg
de liofilizado.

El contenido de alergenos mayores para D. pteronyssinus y D. farinae fue el siguiente:

Der p 1: 20,35 pg por mg de liofilizado y de Der p 2: 15,3 pg por mg de liofilizado

Der £ 1: 19 pg por mg de liofilizado y de Der f 2: 13 ug por mg de liofilizado.
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1. Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

El perfil proteico de los extractos se determind mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato sodico (SDS) segun el método de Laemmli'®
modificado y utilizando el sistema Miniprotean II de BioRad (Richmond, VA, EEUU). Para
ello se utilizaron geles con sistema discontinuo, con diferentes proporciones de
archilamida/bisacrilamida entre la parte preparadora (4%T, 2,67%C) y separadora (15%T,
2,67%C). La polimerizacion fue inducida mediante la adiccion de persulfato amonico,
acelerando el proceso anadiendo tetrametiletilendiamina (TEMED).

Las muestras se cargaron en el gel a una concentracion de 30 pg de
liofilizado/pocillo, previamente reducidas con el fin de desnaturalizar los puentes disulfuro.
Para ello, se disolvieron en tampdén de muestras que contenia glicerol, SDS, azul de bromo
fenol 2%, agua y B-mercaptoetanol. A continuacion, las muestras fueron calentadas a 95°C
durante 10 minutos y centrifugadas durante 1 minuto a 10.000 r.p.m.

Junto con las muestras se corrid un patron de masas moleculares (Estandar Low
Molecular Weight; BioRad, Richmond, VA, EEUU) para determinar las masas moleculares
de las bandas proteicas mas significativas.

Para la tincion del gel se utilizé kit de tincion con plata (BioRad, Richmond, VA,
EEUU). El gel se mantuvo en solucion fijadora durante 45 minutos y a continuacion se
afnadio la solucion oxidante durante 5 minutos. Transcurrido el tiempo, el gel fue lavado con
agua hasta obtener un gel totalmente transparente y a continuacioén incubado con Nitrato de
plata durante 20 minutos. Posteriormente se afiadi6 la solucion de desarrollo; el proceso se
detuvo con la adiccion de tampoén acido acético/metanol.

Los geles se secaron en un secador de geles Modelo 583 (BioRad Richmond, VA,
EEUU) durante 3 horas a 80° C.

® Soluciones y reactivos utilizados

Reactivos:

o Tampon gel pH = 8,45:

TRIS .ot 3634 ¢
SDS e 3g
Agua destilada C.S.P...eevveieiienieieieee e 100 ml

Llevar a pH 8,48 con HCI10,1M
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« Solucién TRIS-HCI 0,5M pH = 6,8:

TRIS e 6g

Agua destilada C.S.P..eeeeierieiierierieee e 100 ml

Llevar a pH 6,88 con HCI1 0,1M
« Solucién Stock mondmero (30%T;52,67C)..ccueeeeeiieeriennnene Bio-Rad
« Solucion Stock SDS 10%:

SIS e e 10 mg
Agua destilada C.S.P..ueeviivierieeiieieeee e 100 ml
« Tampon muestras, condiciones reductoras:
Agua destilada...4ml
TRIS-HCL0,SM pH =6,8. ..o, 1 ml
Glicerol............ .5 5 P55 5.5 5500 5. 9. 59 5% 0,8 ml
SR, . R i Yy 1,6 ml
2-B-Mercaptoetanol...........cccoeviiiiiiiiiiiiiiininnnn, 0,4 ml
Bromofenol blue 2%(p/V)...ccoveeviiiiiiiiiiiin 0,2 ml
o Tampon muestras, condiciones no reductoras:
Aguadestilada..........oooiiiiiiiiiii e, 4,4 ml
TRIS-HCLO0,SM pH =6,8. ..o, 1 ml
GHCEIOl. .. o, 0,8 ml
SDS T0%0u ettt 1,6 ml
Bromofenol blue 2%(p/V)....coveviiiiiiiiiiii 0,2 ml

Composicion del patron de masas moleculares:
Proteina
Fosforilasa B
Albumina sérica
Ovoalbumina
Anhidrasa carbonica
Inhibidor de tripsina

Lisozima

Masa moleculares (Kilodaltons)
97.4

66.2

45

31

21.5

14.4
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Minigeles:

o Gel separador (16,5% T; 3,3% C):

Aguadestilada..............cooo 1,63 ml
Tampon el.....cccvevieriieiie e 2,67 ml
GLCETOL. ..o 0,867 ml
Solucidn stock: acrilamida/bisacrilamida 40% T 3,3 ml
APS 10%0. i 30 ul
TEMED......oiiiiiiiiiii 3ul

« Gel empaquetador (4% T, 2,67% C):
Aguadestilada...............ooo 1,52 ml
TRISISMpH=8.8. . 625 ul
SDS T0%0. et 25 ul
Solucion stock acrilamida/bisacrilamida 30% T 333 ul
ARG . S Ay 12,5 pl
PEFHEIDES S N R W e o o B 2,5 ul

Reactivos tincion con plata

e Soluciodn fijadora:

MEtanOl......coueeieririenieee e 400 ml
Acido acético glacial.........cccceevviiniieiiiiiieeee, 100 ml
Agua destilada........cccoooieiiiriiiiiiiiie 1L
® Solucioén oxidante:
Oxidizer concentrado........c..cceceeevernieeieniieennenne 10 ml
Agua destilada..........cocoveeriiiiiiiiie 100 ml
e Solucion de plata:
Concentrado de plata............ccceeevieeeiiecciiecnnnnns 10 ml
Agua destilada..........cocoveeriiiiiiiiiii e 100 ml
e Solucion desarrollo:
Tincion de desarrollo de plata............ccoeeeeennen. 32¢g
Agua destilada........cccoeoieiiiniiiiiiiee 100 ml
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® Solucion de parada:
Acido acético glacial............ccccovveveverevereeeennn. 50ml

Agua destilada.........ccoecueniiiininiini 1L

2. Inmunoblot
Este procedimiento fue utilizado para la transferencia de proteinas desde los geles de
poliacrilamida a membranas de PVDF (Immobilon-P, Millipore, Bedford, USA) a fin de
determinar la capacidad de dichas bandas de reconocer la IgE especifica presente en un pool
de sueros de la poblacion de pacientes. Tras la separacion en geles de poliacrilamida, las
proteinas fueron electrotransferidas a membranas, previo tratamiento de las mismas en
metanol y equilibrado en tampdn de transferencia. La transferencia se llevo a cabo utilizando
el sistema de transferencia de Miniprotean II de BioRad (Richmond, VA, EEUU).

La membrana fue incubada con pool de sueros (el mismo que se usé para el estudio
de la reactividad cruzada) durante toda la noche y en agitacion constante. Transcurrido el
tiempo, la membrana se lavo en tampon PBS/Tween y posteriormente fue incubada con
algE-PO (Ingenasa, Madrid, Espafia) disuelta en PBS-Tween 01% en cantidad suficiente
para cubrir las tiras, y se dej6 durante 2 horas. Posteriormente la membrana fue lavada de
nuevo en PBS-Tween y desarrollada en presencia de peroxido de hidrogeno y Tetrametil
benzidina. La reaccion se detuvo eliminando la solucion de teiiir y sumergiendo la

membrana en agua.
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G. Pruebas de provocacion nasal y bronquial

1. Provocaciones nasales

Se realizaron pruebas de provocacion nasal con extractos estandarizados de D.

pteronyssinus, D. farinae, L. destructor y T. putrescentiae en un grupo de 24 pacientes

sensibilizados a Dermatophagoides spp. con el objetivo de valorar la implicacion clinica de

estos acaros que indujeron prueba cutdnea positiva en los pacientes, midiendo el incremento

de la resistencia nasal mediante rinomanometria anterior activa.

Todos estos pacientes residian en el area geografica de la Vega Baja (Orihuela y

Torrevieja de la provincia de Alicante) y tuvieron una prueba cutdnea positiva a

Dermatophagoides spp. a una concentracion de 100 HEP/ml (Laboratorios LETI S.L.).

También se les realizod pruebas alérgicas con extractos estandarizados de 7. putrescentiae y

L. destructor de la misma compatfiia comercial.

Los pacientes fueron divididos en 3 grupos:

Grupo A formado por 10 pacientes 6 hombres y 4 mujeres, edad media de 19,5
afos. Se realizd provocacion nasal con extracto estandarizado de D. pteronyssinus a
estos 10 pacientes y con D. farinae a 8 de estos mismos pacientes.

Grupo B formado por 10 pacientes, 4 hombres y 6 mujeres, edad media de 21 afios.
Se realizo provocacion nasal con L. destructor en estos 10 pacientes y en 6 de ellos
también con Dermatophagoides spp. Nueve de estos pacientes presentaban prueba
cutanea positiva para L. destructor. Un paciente con prueba cutdnea negativa para L.
destructor y positiva a D. pteronyssinus fue usado como control.

Grupo C, formado por 4 pacientes, 2 hombres y 2 mujeres, edad media de 24 afios.
Se realizé provocacion nasal con 7. putrescentiae y con Dermatophagoides spp. en
todos los pacientes. Tres pacientes presentaban prueba cutanea positiva para T.
putrescentiae. Un paciente con prueba cutanea negativa para 7. putrescentiae y

positiva a D. pteronyssinus fue usado como control.

En total se realizaron 42 provocaciones nasales. Todos los pacientes suspendieron la

administracion de corticoides nasales en las 3 semanas previas y la ingesta de

antihistaminicos 5 dias antes de la realizacién de la provocacion nasal. Al inicio de la
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prueba, el paciente permanecié durante 30 minutos en la sala de exploraciones para facilitar
que la mucosa nasal se aclimatara a las condiciones locales.

La respuesta nasal fue monitorizada por el nimero de estornudos y por el incremento
de la resistencia nasal. La provocacion nasal especifica fue realizada mediante
rinomanometria anterior activa con un rinomandmetro Datospir-164 (Sibelmed, Barcelona,
Espaiia) (Figura 10). Los valores de la resistencia nasal se expresaron en Pa.s/c m’. Con el
incremento de la resistencia nasal se determiné la positividad del test. Primero, se realizo
una rinomanometria basal para determinar el estado de via respiratoria nasal. En caso de
existir obstruccion severa no se continud con la provocacion. Posteriormente fue instalada
mediante difusién 0,1 ml de PBS en una fosa nasal y si con la rinomanometria se observaba

un incremento significativo de la resistencia nasal, la prueba también se suspendia.

Figura 13. Rinomandmetro Datospir —164

La provocacion nasal se realizd mediante la administracion del extracto alergénico
en intervalos de 15 minutos, incrementandose cada dosis 10 veces sobre la previa. Los
extractos se aplicaron en el mismo orificio nasal mediante un difusor que dispensaba una
dosis fija de 0,1 ml de solucion. La respuesta nasal fue medida 10 minutos después de cada
provocacidén. Se considerd una respuesta nasal positiva cuando la resistencia nasal se
increment6 por encima del 100% sobre la solucion control (PBS). Entonces se daba por

107,108

finalizada la provocacion En caso de no producirse una respuesta positiva, se
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increment6 la dosis administrada hasta alcanzar la dosis de 100 HEP/ml. Todos los pacientes
firmaron el protocolo dando su consentimiento por escrito antes de la prueba de

provocacion.

2. Provocaciones bronquiales
Se realizo la prueba de provocacion bronquial especifica con D. pteronyssinus a 30
pacientes que presentaban asma con sensibilizacion a D. pteronyssinus y D. farinae. En este
grupo se incluyeron 15 hombres y 15 mujeres (edad media de los 30 pacientes 30,6 + 7,4
afos). La prueba de provocacion bronquial especifica fue realizada siguiendo el método de

%9 con algunas modificaciones para adaptarla a los alergenos especificos''”.

Cockcroft
Ningln paciente realizo tratamiento en los dias anteriores con farmacos broncodilatadores (1
dia), corticoides, cromonas o antileucotrienos (3 semanas) ya que estos farmacos pueden
alterar el resultado de la provocacion. Todas las pruebas fueron realizadas entre las 9 de la
mafiana y la 1 de la tarde para evitar posibles variaciones del ritmo circadiano. En total se
realizaron 30 provocaciones bronquiales.

Los resultados fueron expresados como la cantidad de unidades HEP necesarias para
conseguir un descenso del FEV, (PCyFEV)). Las inhalaciones conteniendo concentraciones
variables de los alergenos fueron generadas por un nebulizador Hudson 1720 (Temecula,
Cal, EEUU) con flujo continuo de entrada de 7 L/min. y un flujo de salida de 0,17 ml/min.
Antes de comenzar la prueba de provocacion bronquial especifica, se realizé a todos los
pacientes una espirometria basal. Si los valores del FEV; se encontraban por encima del
70% del valor tedrico, se comenzaba con una provocacion control con PBS, respirando a
volumen corriente durante dos minutos con la nariz ocluida con una pinza. A continuacién
se median los valores de FEV; mediante espirometria y se valoraba la existencia de
hiperreactividad bronquial al diluyente o variabilidad intensa (superior al 7% sobre la
espirometria basal). En caso de existencia de hiperreactividad bronquial se suspendia la
prueba, continuandose con la prueba de provocacion bronquial en caso de tras la realizacion
de varias mediciones del FEV,,éstas eran inferiores al 7%.

A continuacidon se comenzaba con la administracion inhalatoria del extracto de D.
pteronyssinus. La maniobra de inhalacion se realizaba con respiracion a volumen corriente

durante 2 minutos. A los 20 minutos de cada inhalacion se determinaba el valor de FEV;,

70



incrementando la concentracion de alergenos en 10 veces si el resultado era negativo. El test
finalizaba cuando se producia un descenso del FEV, en un 20%, o mas, con respecto al valor
alcanzado con el control de PBS.

El resultado de la provocacion se expresé como la concentracion de alergeno que
produce una caida del 20% en el FEV; (PCy), y se estima por extrapolacion de las dos
ultimas concentraciones administradas. Si alcanzada la concentraciéon maxima de alergeno
(100 HEP/ml) no se producia un descenso del 20% en el FEV,, se consideraba que la
provocacién habia sido negativa. Todos los pacientes fueron informados previamente a la

prueba y firmaron el consentimiento por escrito.
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H. Métodos estadisticos

Para el analisis de los resultados, se utilizod el paquete estadistico StatView v. 4,53 (Abacus
Concepts Inc.). Las diferentes pruebas estadisticas que se utilizaron se describen a
continuacion.

e FEstadistica descriptiva: media aritmética y desviacion estandar y media geométrica y
rango.

e Tablas de contingencia (tablas 2x2). Se utilizé para la comparacioén de niveles entre
dos grupos independientes.

e Comparaciones entre grupos diferentes. Para el estudio comparativo de grupos se
utilizaron tests paramétricos y no paramétricos, atendiendo al test de normalidad de
Shapiro Wilks, para las comparaciones entre series de datos: U de Mann-Whytney,
Kruskal-Wallis y ANOVA con correccion del test de Bonferroni.

e Regresion lineal: Se utilizo para determinar el grado de linealidad de las rectas y las
diferencias significativas entre ellos. El test de Spearman se emple6 para valorar las

diferencias entre dos series.
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VI. RESULTADOS
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A. Prevalencia de alergia a los acaros en Alicante
1. Prevalencia de sensibilizacion a distintas especies de acaros
Se analizaron los resultados de las pruebas alérgicas cutaneas a 4dcaros en una serie de pacientes
alérgicos. En todos los pacientes se realizaron pruebas cutdneas mediante prick con extractos de
los siguientes acaros: D. pteronyssinus, D. farinae, D. microceras, E. maynei, L. destructor, T.
putrescentiae, B. tropicalis, A. siro y G. domesticus. En la siguiente tabla se muestran los

resultados obtenidos.

Tabla IX. Prevalencia de pruebas cutaneas positivas a las distintas especies de acaros

N¢ D. D. D. E. B. L. T. A.
Paciente pteronyssinus | farinae microceras | maynei | tropicalis | destructor | putrescentiae siro
104298
904432
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Tabla IX (continuacion). Prevalencia de pruebas cutaneas positivas a las distintas especies de

acaros

N2
Paciente

D.
pteronyssinus

D.
farinae

D.
microceras

E.
maynei

B.
tropicalis

L.
destructor

T.
putrescentiae
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+
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Tabla IX (continuacion). Prevalencia de pruebas cutaneas positivas a las distintas especies de

acaros
Ne D. D. D. E. B. L. T. A.

Paciente pteronyssinus | farinae | microceras | maynei | tropicalis | destructor | putrescentiae siro
39T + + + + + + - -
40T + + + + - - - -
1T + + + + - + - -
42T + + + - - - - -
43T + + - + - - - -
44T + + + + - + + -
45T + + + - + - + -
46T + + + + + + + +
47T + + + + - + - -

Todos estos pacientes estaban sensibilizados como minimo a una especie de acaros. En la
siguiente tabla (Tabla X) se muestran los porcentajes de pacientes de costa e interior
sensibilizados a cada una de las especies de acaros. También se incluye el porcentaje total de
pacientes sensibilizados a las especies de acaros independientemente de su procedencia

geografica.

Tabla X. Porcentajes de sensibilizacion a las distintas especies de acaros. Se incluyen el

porcentaje de todos los pacientes y divididos por su procedencia de costa o interior

Especies En ge_neral* Costa (n = 68)* Interior (n =23)*
(n=91)
D. pteronyssinus 97,8 97,1 100
D. farinae 934 91,2 100
D. microceras 83,5 82,4 87,0
E. maynei 78,0 80,9 69,6
B. tropicalis 11,0 13,2 473
L. destructor 37,4 45,6 13,0
T. putrescentiae 35,2 38,2 26,1
A. siro 18,7 19,1 17,4

* Resultados expresados en porcentajes del total

Se observa que los pacientes estan sensibilizado a una media geométrica de 4,5 + 1,4
especies de acaros por paciente. Al determinar la prevalencia por localizacion geografica de
los pacientes, no encontramos diferencias significativas en la prevalencia de

sensibilizaciones a las especies estudiadas entre costa (4,7 = 1,4 especies) e interior (4,2 *
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1,2 especies); p > 0,05. Los porcentajes de sensibilizaciones a las distintas especies de

acaros estudiadas se muestran en la tabla XI.

Tabla XI. Porcentajes de sensibilizacion a las distintas familias de 4acaros en general y entre

costa e interior.

General (%) Costa (%) Interior (%)
Pyriglyphidae 100 100 100
Glycyphagidae 39,6 48,5 13,0
Acaridae 38,5 41,2 30,4

Se observan diferencias significativas en la prevalencia de sensibilizaciones a los éacaros

Glycyphagidae entre costa e inferior (Fisher p = 0,0028), utilizando un test de contingencia.

71



B. Mapa Acarologico de Alicante

1. Resultados cualitativos
A continuacion indicamos las 16 especies de acaros identificadas en el total de las muestras
y por localizacion geografica (costa o interior). Se identificaron 9 especies del orden
Astigmata, 4 del orden Prostigmata, 1 del orden Oribatida y 2 del orden Mesostigmata. La
X denota presencia de cada especie. Nueve especies se encontraron tanto en la costa como
en el interior, cuatro estaban presentes sOlo en la costa y 3 fueron identificadas

exclusivamente en el interior.

Tabla XII. Localizacion de las distintas especies de acaros

TOTAL COSTA INTERIOR
Orden Astigmata
Dermatophagoides pteronyssinus X X X
Dermatophagoides farinae X X X
Euroglyphus maynei X X X
Blomia tropicalis X X
Lepidoglyphus destructor X X
Glycyphagus domesticus X X X
Chortoglyphus arcuatus X X
Tyrophagus putrescentiae X X X
Histiostoma feroniarum X X
Orden Prostigmata
Cptetus tenuiptls X X X
Familia Tarsonemidae X X X
Suborden Endeostigmata X X
Orden Oribatida
Cosmochthonius simplex X X X
Orden Mesostigmata
Familia Phytoseiidae X X
Familia Ascidae X X
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2. Resultados cuantitativos

A continuacidon se muestran los resultados cuantitativos en el total de las muestras

analizadas.

Tabla XIII. Frecuencia y abundancia de las distintas especies de acaros en los colchones de la

provincia de Alicante (n=134)

Frecuencia

%
(?ozﬁevsatg s (écle}r/gsgamo) (;}r?sgggo)
Acaros 81.3 173,12 5586-17
Orden Astigmata
Dermatophagoides pteronyssinus 54.5 115,96 3584-17
Dermatophagoides farinae 51.5 133,74 3855-17
Euroglyphus maynei 3.0 83,24 194-19
Blomia tropicalis 1.5 83,52 313-22
Lepidoglyphus destructor 22 71,56 255-33
Glycyphagus domesticus 3.0 46,67 192-17
Chortoglyphus arcuatus 0.7 24,51 -
Tyrophagus putrescentiae 3.7 33,44 49-24
Histiostoma feroniarum .9 64,53 192-22
Orden Prostigmata
Cheyletus spp. 6.7 43,90 130-24
Familia Tarsonemidae 1.5 34,45 54-22
Suborden Endeostigmata 0.7 45,66 -
Orden Oribatida
Cosmochthonius simplex 6.7 70,57 1954-15
Orden Mesostigmata
Familia Phytoseiidae 0.7 4,55 -
Familia Ascidae 0.7 76,63 -

MG?*: Media geométrica.
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3. Comparaciéon de la fauna acaroldgica en colchones de pacientes alérgicos y
controles.
Las principales especies de acaros identificadas en los colchones de los pacientes alérgicos a

los acaros, al igual que sus medias geométricas, se muestra en la siguiente tabla.

Tabla XIV. Frecuencia y abundancia de las distintas especies de acaros en los colchones de

pacientes alérgicos a los acaros (n = 62)

Acaros 88.7 157,6 3.183-18
Orden Astigmata
Dermatophagoides pteronyssinus 56.5 112,4 2.769-17
Dermatophagoides farinae 56.5 108,8 1.708-17
Euroglyphus maynei 3.2 40,0 85-19
Blomia tropicalis 1.6 22,3
Lepidoglyphus destructor 1.6 2548
Glycyphagus domesticus 4.8 65,3 192-30
Chortoglyphus arcuatus 1.6 24,5
Tyrophagus putrescentiae 3.2 29,8 30-29
Histiostoma feroniarum 1.6 63,3
Orden Prostigmata
Cheyletus spp. 6.5 33,8 49-26
Familia Tarsonemidae 1.6 53,8
Suborden Endeostigmata 1.6 45,7
Orden Oribatida
Cosmochthonius simplex 12.9 80,4 1.954-15
Orden Mesostigmata
Familia Phytoseiidae 1.6 4,5
Familia Ascidae 1.6 76,6

MG?* = media geométrica
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La frecuencia y abundancia de las especies de &caros identificadas en las muestras
recolectadas en los colchones de pacientes no alérgicos a los acaros se muestra en la

siguiente tabla.

Tabla XV. Frecuencia y abundancia de las distintas especies de acaros en los colchones de

pacientes no alérgicos a los &caros (n = 72)

Acaros 75 190,5 5.586-17
Orden Astigmata
Dermatophagoides pteronyssinus 52,8 119,4 3.584-19
Dermatophagoides farinae 47,2 165,4 3.855-22
Euroglyphus maynei 2,8 173,3 194-155
Blomia tropicalis 1,4 312,5
Lepidoglyphus destructor 2,8 37,9 44-33
Glycyphagus domesticus 1,4 17
Chortoglyphus arcuatus
Tyrophagus putrescentiae 4,2 36,1 49-24
Histiostoma feroniarum 2,8 65,2 192-22
Orden Prostigmata
Cheyletus spp. 6,9 54,1 130-24
Familia Tarsonemidae 1,4 22,1
Suborden Endeostigmata
Orden Oribatida
Cosmochthonius simplex 1,4 24,9
Orden Mesostigmata
Familia Phytoseiidae
Familia Ascidae

MG*= Media geométrica
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4. Comparacion de la fauna acarolégica en muestras recogidas en la costa o en el

interior.
Se muestra la frecuencia de aparicion y abundancia de las especies de dcaros identificadas

en las muestras recolectadas en la costa de la provincia de Alicante

Tabla XVI. Frecuencia y abundancia de las distintas especies de acaros en muestras de

colchones recolectadas en viviendas de la costa (n = 59)

Mmenm " | MG* | Rango
positivas) (4caros/gramo) (4caros/gramo)
Acaros 93,2 325,69 5.586-18
Orden Astigmata
Dermatophagoides pteronyssinus 72,9 205,73 3.584-21
Dermatophagoides farinae 57,6 216,67 3.855-18
Euroglyphus maynei 1,7 193,7 -
Blomia tropicalis - -
Lepidoglyphus destructor 5,1 71,56 255-33
Glycyphagus domesticus 5,1 65,31 192-30
Chortoglyphus arcuatus %A 24,51 -
Tyrophagus putrescentiae 3.4 44,66 49-41
Histiostoma feroniarum 5,1 64,53 192-22
Orden Prostigmata
Cheyletus spp. 10,2 53,14 130-24
Familia Tarsonemidae 1,7 22,08 -
Suborden Endeostigmata - -
Orden Oribatida
Cosmochthonius simplex 8,5 88,3 1.954-15
Orden Mesostigmata

Familia Phytoseiidae - - -
Familia Ascidae 1,7 76,6 -

MG*= media geométrica
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La prevalencia y abundancia de las especies de acaros identificadas en las muestras

recolectadas en el interior de la provincia de Alicante se muestra en la siguiente tabla.

Tabla XVII. Frecuencia y abundancia de las distintas especies de acaros en muestras de

colchones recolectadas en viviendas del interior (n = 75)

Frecuencia
(Zczﬁeng s (acla\r/gsg:no) (éclfr?sgr%go)
Acaros 72,0 90,95 731-17
Orden Astigmata
Dermatophagoides pteronyssinus 40 50,99 533-17
Dermatophagoides farinae 46,7 83,70 584-17
Euroglyphus maynei 4 62,81 155-19
Blomia tropicalis 2,7 83,52 313-22
Lepidoglyphus destructor - - -
Glycyphagus domesticus 1,3 17,04 -
Chortoglyphus arcuatus - - -
Tyrophagus putrescentiae 4,0 27,57 30-24
Histiostoma feroniarum - - -
Orden Prostigmata
Cheyletus spp. 4 29,91 34-26
Familia Tarsonemidae 1,3 53,76 -
Suborden Endeostigmata 1,3 45,7 -
Orden Oribatida
Cosmochthonius simplex 53 53,3 228-25
Orden Mesostigmata
Familia Phytoseiidae 1,3 4,55 -
Familia Ascidae - - -

MG* = media geométrica

En la siguiente tabla se muestra un resumen de los resultados, incluyendo la frecuencia de

aparicion de las distintas especies de acaros segun localizacion geografica de las muestras y
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el estado alérgico o no alérgico de los individuos. En esta tabla no se incluyen las muestras

recogidas en las segundas residencias.

Tabla XVIII. Frecuencia (%) de las distintas especies de acaros en muestras de colchones

recolectadas en viviendas de pacientes alérgicos y no alérgicos residentes en la costa y en el

interior.
COSTA INTERIOR
ACARINICO NO ACARINICO NO
H o4 ACﬁlillelCO L1 AC?lliIiIIICO
Acaros 95,8 95,2 87,5 61
Orden Astigmata

Dermatop.hagoides 75 90.5 50 317

teronyssinus
Dermatophagoides farinae 54,2 47,6 59,4 36,6
Euroglyphus maynei 4,8 6,3 2,4
Blomia tropicalis 3,1 2.4
Lepidoglyphus destructor 4,2 9,5
Glycyphagus domesticus 12,5 2,4
Chortoglyphus arcuatus 4,2
Tyrophagus putrescentiae 4,8 6,3 2,4
Histiostoma feroniarum 42 9,5

Orden Prostigmata
Cheyletus spp. 4,2 19,0 9,4
Familia Tarsonemidae 4.8 3,1 2,4
Suborden Endeostigmata
Orden Oribatida

Cosmochthonius simplex 6,3

Orden Mesostigmata
Familia Phytoseiidae 3,1
Familia Ascidae 42
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S. Analisis de los resultados
El analisis estadistico de los resultados consistio en la comparacion de los niveles, y
de la frecuencia de aparicion de alguna especie de acaro, D. pteronyssinus y D. farinae entre

las dos zonas estudiadas (costa e interior), asi como entre pacientes alérgicos y no alérgicos.

a. Diferencias entre costa e interior

En la costa existen niveles significativamente mayores (Mann-Whitney) que en el
interior, de numero total de 4caros (p<0,0001), D. pteronyssinus (p<0,0001) y D. farinae
(p=0,0278)

También en la costa, el nimero de colchones con D. pteronyssinus es
significativamente mayor que en el interior (Fisher; p < 0,0001). En este caso no hay

diferencia para D. farinae.

b. Diferencias entre alérgicos y no alérgicos
No existen diferencias entre las poblaciones de acaros, D. pteronyssinus y D. farinae
de casas de alérgicos y no alérgicos. Tampoco hemos observado diferencias significativas en

el numero de colchones con acaros en ambos grupos.

c. Diferencias entre alérgicos y no alérgicos de costa e interior

En las muestras procedentes del interior de la provincia, los colchones de los
alérgicos tenian mayores niveles de D. pteronyssinus que los no alérgicos (M-W; Z=1,841; p
=0,0376). Este hecho no se ha observado en la costa. En el caso de D. farinae y del total de
acaros no se han observado diferencias entre los niveles en colchones de alérgicos y no
alérgicos tanto en la costa como en el interior.

Analizando las diferencias entre costa e interior segun las muestras procedieran de
pacientes alérgicos y no alérgicos (excluyendo las muestras de 2* residencias), se ha
observado niveles significativamente superiores (Mann-Whitney) de: numero total de 4caros
y D. pteronyssinus en las muestras de colchones de costa, tanto de alérgicos (total de acaros
p = 0,0153; D. pteronyssinus p = 0,0254) como no alérgicos (total de acaros p<0,0001; D.
pteronyssinus p<0,0001), respecto a las muestras de interior. Ademas, habia un ntimero

significativamente mayor de colchones con D. pteronyssinus en las muestras de alérgicos

85



(Fisher; p = 0,0011) y no alérgicos (Fisher; p<0,0001) de costa respecto a las muestras de

alérgicos y no alérgicos del interior.

d. Correlacion entre D. pteronyssinus y D. farinae

Aunque D. pteronyssinus y D. farinae aparecieron en un nimero muy similar de
muestras, se detectd que cuando una especie era abundante, la otra estaba en niveles muy
bajos, tal y como se muestra en la proxima figura. El estudio estadistico de estos resultados
demuestra que existe una correlacion negativa, estadisticamente significativa entre ambas

especies.
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Figura 14. Relacion entre las poblaciones de D. pteronyssinus y D.farinae Spearman: 7 =

2,081; p=10,0374

6. Descripcion de las principales especies encontradas
Se han encontrado 16 especies de acaros en las muestras de polvo de colchon en Alicante,
pertenecientes a 4 ordenes distintos (Astigmata, Prostigmata, Oribatida y Mesostigmata). El
orden mas representado es el Astigmata con 9 especies diferentes, los dcaros Prostigmata
estan representados por cuatro especies, mientras que los érdenes Mesostigmata y Oribatida

solo se han encontrado dos y una especie respectivamente.
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Dermatophagoides pteronyssinus (Trouessart, 1897)
Orden; Familia: Astigmata; Pyroglyphidae.
Ubicacion habitual: muy frecuente y abundante en domicilios (colchones, almohadas,

alfombras...). Suele ser el 4&caro dominante en estos biotopos.

Distribucion: cosmopolita. Es la especie mas frecuente, parece ser mas abundante en
Europa que en América. Prefiere climas mas hiimedos y suaves que D. farinae. En

Espafia se le encuentra en todas las regiones.

Tamaiio: 350 um.

Datos biologicos:

Duracion ciclo huevo-adulto: 31 dias
Longevidad hembra: 70 dias
Fecundidad: 120 huevos/hembra

Datos epidemioldogicos: induce sensibilizacion alérgica (asma, dermatitis) en
pacientes por inhalacion o contacto de sus alergenos. Hasta la fecha se han
caracterizado mas de 10 alérgenos, aunque los principales son Der pl (glicoproteina
procedente de las excretas del acaro) y Der p 2 (proteina procedente del cuerpo del
acaro). Presenta una reactividad cruzada alta con D. farinae, D. microceras y E.

maynei.
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Figura 15. D. pteronyssinus
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Dermatophagoides farinae (Hughes, 1961)
Orden; Familia: Astigmata; Pyroglyphidae.
Ubicacion habitual: muy frecuente y abundante en el interior de domicilios (alfombras,
colchones...).
Distribucion: cosmopolita. Es la segunda especie mas abundante globalmente, aunque es
mas abundante y frecuente en América del Norte que en Europa. Parece preferir climas
mas continentales y aridos que D. pteronyssinus. En Espafia es muy abundante en las
provincias mediterraneas.
Tamafio: 360-400 um
Datos biolégicos:
- Duracion ciclo huevo-adulto: 35 dias; Longevidad hembra: aprox 70 dias; Fecundidad:
80 huevos/hembra
Datos epidemioldgicos: induce sensibilizacion alérgica (asma, dermatitis) en pacientes
por inhalacion de sus alergenos, de los que se han caracterizado 11, siendo los principales
Der f'1 (glicoproteina procedente de las excretas del acaro) y Der p 2 (proteina procedente
del cuerpo del acaro). Presenta una reactividad cruzada alta con D. pteronyssinus, D.

microceras y E. maynei.

Figura 16. D. farinae
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Euroglyphus maynei (Cooreman, 1950)

Orden; Familia: Astigmata; Pyroglyphidae.

Ubicacion habitual: frecuente en domicilios

Distribucion: cosmopolita. En Espafia es comun, especialmente frecuente y abundante en
la cornisa norte.

Tamafio: 280 um

Datos bioldgicos:

- Duracion ciclo huevo-adulto: 33 dias

- Fecundidad: 84 huevos/hembra

Datos epidemiolégicos: induce sensibilizacion alérgica (asma, dermatitis) en pacientes
por inhalacion de sus alergenos. Los alergenos descritos de esta especie son Eur m 2 y Eur

m 14. Presenta una reactividad cruzada alta con D. pteronyssinus y D. farinae.

Figura 17. E. maynei
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Blomia tropicalis Bronwijk, Cock y Oshima, 1973

Orden; Familia: Astigmata; Echimyopodidae.

Ubicacion habitual: productos almacenados y polvo doméstico.

Distribucion: muy abundante en regiones tropicales y subtropicales. En Espafia es muy
frecuente en Canarias.

Tamafio: 320-457 um

Datos bioldgicos:

- Duracion ciclo huevo-adulto: 23 dias

- Longevidad hembra: 58 dias

- Fecundidad: 28 huevos/hembra

Datos epidemiolégicos: B. tropicalis en regiones tropicales y subtropicales puede ser el
acaro doméstico mas abundante, siendo el principal causante de enfermedades alérgicas
como asma, rinitis y dermatitis atopica. Se han descrito una decena de alergenos de esta

especie.

Figura 18. B. tropicalis
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Lepidoglyphus destructor (Schrank, 1781)

Orden; Familia: Astigmata; Glycyphagidae.

Ubicacién habitual: productos almacenados y polvo doméstico.

Distribucion: cosmopolita. Es comun por todas partes en Espafia, especialmente en zonas
rurales

Tamafio: 420-560 um

Datos bioldgicos:

- Duracion ciclo huevo-adulto: 24 dias

- Longevidad hembra: 20-25 dias

- Fecundidad: 120-130 huevos/hembra

Datos epidemiolégicos: este acaro se ha descrito como causa de enfermedades alérgicas
(asma bronquial, rinoconjuntivitis) en personas expuestas a ambientes donde se
almacenaban alimentos, sin embargo en los Ultimos afios se han citado numerosos casos de
alergia en otros ambientes, especialmente domésticos. Se han descrito 5 alergenos, aunque
el alérgeno principal de L. destructor es Lep d 2 relacionado con el tracto gastrointestinal.
Presenta reactividad cruzada alta con G. domesticus, B. tropicalis y D.

farinae.

Figura 19. L. destructor
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Glycyphagus domesticus (De Geer, 1778)

Orden; Familia: Astigmata; Glycyphagidae.

Ubicacion habitual: relativamente abundante en almacenes de alimentos y granos.
También esta presente en polvo doméstico.

Distribucion: paleartica, mas frecuente en climas templados. En Espafia es comun.,
especialmente en zonas rurales.

Tamafio: 400-750 um

Datos bioldgicos:

- Duracion ciclo huevo-adulto: 22 dias

Datos epidemiolégicos: se han citado casos de dermatitis en manipuladores de alimentos
contaminados con este 4acaro. También produce sintomas alérgicos en pacientes
sensibilizados. Se ha descrito el alergeno Gly d 2. Presenta una reactividad cruzada alta

con L. destructor y T. putrescentiae, y baja con D. pteronyssinus y A. siro.

Figura 20. G. domesticus
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Chortoglyphus arcuatus (Troupeau, 1879)

Orden; Familia: Astigmata; Chortoglyphidae.

Ubicacion habitual: relativamente abundante en polvo de granjas, graneros y almacenes,
también esta presente en polvo doméstico.

Distribucion: se ha citado en Europa, Asia y América del Sur. En Espafia es abundante en
Galiciay cornisa Cantabrica.

Tamafio: 350-400 um

Datos epidemiologicos: se han detectado sensibilizacion a este acaro en pacientes,
especialmente granjeros, en contacto con productos contaminados. Tiene reactividad

cruzada baja con D. pteronyssinus.

Figura 21. C. arcuatus
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Tyrophagus putrescentiae (Schrank, 1781)

Orden; Familia: Astigmata; Acaridae.

Ubicacion habitual: especie micofaga, muy frecuente en productos almacenados
(cereales, legumbre, semillas, frutos...) especialmente en alimentos con alto contenido de
grasas y/o proteinas. Presente ocasionalmente en casas, especialmente en cocinas y
despensas.

Distribucion: cosmopolita. En Espafia es comun tanto en polvo doméstico como en
cocinas y despensas.

Tamafo: 320-410 pm

Datos bioldgicos:

- Duracion ciclo huevo-adulto: 14 dias

- Longevidad hembra: 18-20 dias

- Fecundidad: 327-380 huevos/hembra

Datos epidemioldgicos: puede causar asma bronquial y rinoconjuntivitis en ambientes
rurales o en personas que trabajen en contacto con alimentos contaminados. También
se han descrito reacciones alérgicas a la ingestion de estos alimentos. Se ha
caracterizado de este acaro el alergeno principal Tyr p 2. Presenta una reactividad
cruzada alta con otros acaros de productos almacenados como A. siro, G. domesticus y

L. destructor.

Figura 22. T. putrescentiae
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Histiostoma feroniarum (Dufour, 1839)

Orden; Familia: Astigmata; Histiostomidae.

Ubicacion habitual: especie mico-bacteriéfaga, asociada generalmente a elevadas
humedades. Presente en productos almacenados, alimentandose de hongos y
ocasionalmente en casas. Sus hipopus son transportados por los insectos.
Distribucion: cosmopolita. En Espafia es comun, aunque siempre de forma escasa, en
polvo doméstico.

Tamaino: 400-700 pm

Datos bioldgicos:

- Duracion ciclo huevo-adulto: 2 - 4 dias

Datos epidemiologicos: se desconoce la capacidad alergénica de este acaro

Figura 23. Histiostoma feroniarum
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Cheyletus eruditus (Schrank, 1781)

Orden; Familia: Prostigmata; Cheyletidae

Ubicacion habitual: se alimenta de otras especies de acaros, por lo que depende de la
abundancia de sus presas. Frecuente en almacenes de grano. Presente en el polvo
domeéstico

Distribucion: cosmopolita, citindose en varias regiones espafolas.

Tamaiio: 400-650 um

Datos epidemiologicos: se han detectado sensibilizaciones a este dcaro, aunque no se
conocen en detalle los alergenos implicados. Se han descrito casos de urticaria papular

producida por las picaduras de este 4caro.

Figura 24. Cheyletus eruditus
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Cheyletus tenuipilis Fain et al, 1980

Orden; Familia: Prostigmata; Cheyletidae

Ubicacion habitual: se alimenta de otras especies de acaros. Prefiere alimentarse de
Dermatophagoides que de otras especies como Chortoglyphus.

Distribucion: Ha sido citado en Bélgica, Suiza, Israel y Australia

Tamafio: 350 um

Datos epidemiologicos: se han detectado sensibilizaciones a este dcaro en pacientes

previamente sensibilizados a Dermatophagoides, aunque se desconoce la

importancia alergénica.

°
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Figura 25.

Cheyletus tenuipilis hembra en vista dorsal Cheyletus tenuipilis hembra fase ventral
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Tarsonemus granarius Lindquist, 1972

Orden; Familia: Prostigmata; Tarsonemidae

Ubicacion habitual: especie micofaga. Es muy frecuente en graneros y productos
almacenados, aunque ha sido citado en polvo doméstico, a veces en niimeros muy
elevados.

Distribucion: Cosmopolita

Tamafio: 160 um

Datos biolégicos:

Datos epidemiologicos: se han detectado sensibilizaciones a este acaro, pero se

desconoce la importancia alergénica.

Figura 26. Tarsonemus sp.
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Cosmochthonius (Haplochtonius) simplex (Willmann, 1930)

Orden; Familia: Oribatida; Cosmochthonidae

Ubicacion habitual: Es una especie frecuente en ambientes de interior. También ha
sido citado en cuevas.

Distribucion: cosmopolita. Entre otros sitios ha sido citado en Espaia, Finlandia,
Polonia, Georgia, Brasil y Japon.

Tamaifio: 250 micras

Datos epidemiolégicos: se desconoce la capacidad alergénica de este acaro

Figura 27. Cosmochthonius (Haplochtonius) simplex
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Ademas de estas especies se han encontrado ejemplares sin identificar de la familia
Endeostigmata (Orden Prostigmata), de habitos micofagos, y ejemplares de las familias
Phytoseiidae y Ascidae (Orden Astigmata), que pueden ser tanto depredadoras como alimentarse

de materia organica u hongos.
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C. Niveles de Der p 1 y Der f 1 en las muestras estudiadas

En la siguientes tablas se muestran los niveles de Der p 1 y Der f 1 expresados en pg/g de
polvo en el total de las muestras analizadas, en la costa y en el interior, y se incluyen los

porcentajes de muestras con concentraciones superiores a 0,2 y 10 ug por gramo de polvo.

Tabla XIX. Niveles de alergenos del Grupo 1 (Derp 1y Der f 1) en el total de las muestras
(n=133)

MG Rango % >0 %>2 %>10
Derpl 3,5 63,9-0,6 50,4 31,6 9,8
Der f 1 10,7 143,7-0,9 57,9 51,1 28,6
Grupo 1 10,6 143,7-0,6 74,4 65,4 41,4

Tabla XX. Niveles de alergenos del Grupo 1 (Der p 1 y Der f 1) en muestras de polvo de la
costa (n=59)

MG Rango % >0 %>2 %>10
Derpl S 63,9-0,6 71,2 55,9 20,3
Der f 1 13,1 143,7-0,9 66,1 54,2 37,3
Grupo 1 14,8 143,7-0,6 89,8 79,7 57,6

Tabla XXI. Niveles de alergenos del Grupo 1 (Der p 1 y Der f 1) en muestras de polvo del

interior (n=73)

MG Rango % >0 Y%>2 %>10
Derp1 1,9 16,4-0,6 32,4 10,8 1,4
Der f 1 8,7 54,2-1,3 48,6 47,3 20,3
Grupo 1 7,3 54,2-0,6 62,2 54,1 28,3

En las siguientes tablas se muestran los niveles de Der p 1 y Der f 1 en las muestras
recolectadas en colchones de pacientes alérgicos a los 4caros y no alérgicos a los acaros,
incluyéndose los porcentajes de muestras con concentraciones superiores a 0, 2 'y 10 pg por

gramos de polvo.
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Tabla XXII, Niveles de alergenos del Grupo 1 (Der p 1 y Der f 1) en muestras procedentes de

pacientes alérgicos a los acaros (n = 61)

MG Rango % >0 %>2 %>10
Derp 1 4,7 63,9-1 49,2 34,4 13,1
Derf1 10,1 143,7-1,2 59 52,5 24,6
Grupo 1 10,5 143,7-1 78,7 68,9 41

Tabla XXIII Niveles de alergenos del Grupo 1 (Der p 1 y Der f 1) en muestras de procedentes

de pacientes no alérgicos a los acaros (n = 72)

MG Rango % >0 %>2 %>10
Derpl 2,8 19,4-0,6 51,4 29,2 6,9
Der f 1 11,2 138,3-0,9 56,9 50,0 31,9
Grupo 1 10,7 138,3-0,6 70,8 62,5 41,7

En las siguientes tablas se muestran los niveles de Der p 1, Der f 1 y total de Grupo 1
en las muestras recolectadas en colchones de pacientes alérgicos a los dcaros y no alérgicos
a los acaros, segin su localizacion geogréfica (costa o interior) incluyéndose los porcentajes

de muestras con concentraciones superiores a 0, 2 y 10 pg por gramos de polvo.

Tabla XXIV. Niveles de Der p 1 en muestras segin su procedencia geografica y la

sensibilizacion del paciente

Derp1 MG % >0 %>2 %>10
Costa Acarinic.os 6,5 66,7 50,0 25,0
No acarinicos 59 81,0 71,4 23,8
Interior Acarinic.os 2,8 35,5 19,4 3,2
No acarinicos 1,3 31,7 49 0

Tabla XXV. Niveles de Der f 1 en muestras segin su procedencia geografica y la

sensibilizacion del paciente

Der f1 MG % >0 %>2 %>10
Costa Acarnicos 15,2 50 45,8 29,2
No acarinicos 12 61,9 42,9 38,1
Interior Acarinic.os 8,1 58,1 54,8 16,1
No acarinicos 9,8 439 439 244
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Tabla XXVI. Niveles de alergenos del Grupo 1 en muestras segin su procedencia geografica y

la sensibilizacion del paciente

Grupo 1 MG % >0 %>2 %>10
Acarinicos 12,9 83,3 66,7 54,2
Costa —
No acarinicos 15,1 90,5 85,7 52,4
Interi Acarinicos 8,0 71,0 67,7 25,8
nterior "o acarinicos 6,7 53,7 43,9 29.3

1. Analisis estadistico de los resultados

El anélisis estadistico de los resultados consistio en la comparacioén de los niveles y
de la frecuencia de aparicion de los alergenos Der p 1 y Der f 1, asi como del total del Grupo
1, entre las dos zonas estudiadas (costa e interior), asi como entre pacientes alérgicos y no

alérgicos.

a. Diferencias entre costa e interior
En la costa existen niveles significativamente mayores (Mann-Whitney) que en el
interior, de Der p 1 (p<0,0001), Der f 1 (p =0,0233) y del total del Grupo 1 (p<0,0001).
También en la costa, el nimero de colchones con niveles de Der p 1 superiores a 2
ng/gy 10 ng/g es significativamente superior (Fisher) al del interior (p<0,0001). En el caso
de Der f 1 esto solo ocurre para los colchones con niveles superiores 10 pg/g (p = 0,0474).
Para el total del Grupo 1, hay un mayor numero de colchones de la costa, frente al interior,

que tienen niveles superiores a 2 pg/g (p = 0,0031) y 10 pg/g (p = 0,0008).

b. Diferencias entre alérgicos y no alérgicos
No hay diferencias significativas entre alérgicos a los dcaros y no alérgicos en cuanto

a niveles de alergenos, ni nimero de colchones con Der p 1, Der f 1 y total del Grupo 1.

c. Diferencias entre alérgicos y no alérgicos de costa e interior
Analizando las diferencias entre costa e interior segin las muestras procedieran de
pacientes alérgicos y no alérgicos (excluyendo las muestras de 2* residencias), se ha
observado niveles significativamente superiores (Mann-Whitney) de Der p 1 (p = 0,0070) en

los colchones de los pacientes alérgicos de la costa frente a los del interior. En el caso de los
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no alérgicos, se observa este mismo hecho (p<0,0001), asi como en el total del Grupo 1 (p =

0,009).

d. Correlacion entre los niveles de Der p 1y Der f 1
Como en el caso de D. pteronyssinus y D. farinae, se observa una relacion

significativa y negativa entre los valores de Der p 1 y Der f 1 (Spearman; p =0,0114).

e. Correlacion entre niveles de Der p 1y D. pteronyssinus y entre niveles de
Der f 1y D. farinae
Como era de esperar, existe una correlacion muy significativa entre los niveles de
Der p 1 y las poblaciones de D, pteronyssinus (Spearman; p<0,0001) por un lado y Der £ 1
con D, farinae (p<0,0001) por otro, No existe correlacion entre D, pteronyssinus 'y Der f 1,

ni entre D. farinae con Derp 1.

2. Especies de acaros y niveles de Der p 1 y Der f 1 en colchones de pacientes
con dos residencias (costa e interior)
En Alicante, muchos individuos tienen dos viviendas, una en el interior y otra en la costa.
Por lo tanto, muchas personas suelen residir en durante los meses laborales en la ciudad y
los fines de semana y dias de vacaciones se trasladan a la residencia costera. Muchos
pacientes experimentan sintomas cuando se trasladan de una a otra vivienda. Por esa razon
decidimos estudiar si existian diferencias en la exposicion a niveles de alergenos y de
acaros en un grupo de 13 individuos con residencia en costa e interior. Se recogieron
muestras de polvo de ambos colchones. Cuatro de estos pacientes eran alérgicos a los
acaros y 9 no lo eran. En la tabla siguiente se muestran los valores medios de alergenos y

de los acaros Dermatophagoides spp. en ambas residencias.
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Tabla XXVII. Prevalencia de Dermatophagoides spp. en individuos con dos residencias,

en costa (13) e interior (13)

Costa Interior
%* MG Rango % MG Rango
Derp1 61,5 2,9 9,0-0,6 38,5 1,3 2,1-0,6
Derf1 100 16,8 143,7- 1,16 | 53,8 5,2 14,6 - 1,3
Total de Acaros | 84,6 410,8 5,586-25 | 53,8 63,4 447 - 18
D, pteronyssinus | 38,4 194,8 2,188 - 47 30,8 48.8 224 - 24
D, farinae 84,6 262,7 3,398 -25 | 38,5 73,2 224 - 18

* Detectable en % de muestras

Los pacientes presentaban niveles superiores de alergenos en los colchones de la costa

comparados con sus colchones de interior. En el estudio comparativo de las muestras se han

determinado diferencias significativas de alergenos para Der p 1 (Wilcoxon; p = 0,0283),

Der f 1 (p = 0,0058), acaros totales (p = 0,0121) y D, farinae (p = 0,0096). Para D.

pteronyssinus no se observaron diferencias significativas.

Estos resultados indican que un paciente que reside en el interior, estd expuesto a niveles

mas bajos de alergenos de acaros, se puede sensibilizar o experimentar sintomas alérgicos en

su segunda residencia en la costa, donde encontramos niveles superiores de acaros,
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D. Determinacion de la IgE especifica a los acaros
Se determind la IgE especifica a 6 especies de acaros en el suero de 72 pacientes alérgicos a,
como minimo, 1 especie de acaro por prueba cutanea, En la siguiente tabla se muestran los

resultados de estas determinaciones expresadas como resultado positivo (+) o negativo (-).

Tabla XXVIII. Sensibilizacion a las distintas especies de acaros, in vitro

IgE ESPECIFICA

SUERO | D. pteronyssinus | D. farinae | E. maynei | B. tropicalis | L. destructor | T. putrescentiae

1560 + + - - - -

4650

11477

+ |+ |+
+ |+ |+
+ |+

1

+ |+

1

11646

13144

17061

18225

19826

27485

28353

+ |+

37057

38519

41831

52123

60202

66081

67230

o o e o P o P o ol P o

+ |+ |+ |+ [+ |+ |+ |+
1

68497

68936

69719

+
+
+
+

o B e o o o A o

+ |+

72996

78666

85773

+ |+
+ |+

95807

95819

98174

98508

98675

98809

99094

o o S o A PO P A B

+ |+ [+ |+ |+ [+

99265

100750

100801

+
1
1
1

101041

101536

102106

N R e o o I o o P o

+ |+ [+ |+ |+
+ |+ |+

1

1

1

103355

107



Tabla XXVIII (continuacion). Sensibilizacion a las distintas especies de acaros, in vitro

SUERO

D. pteronyssinus

D. farinae

E. maynei

B. tropicalis

L. destructor

T. putrescentiae

104298

105516

117456

121718

128116

128776

136499

144007

145412

145692

147817

147912

148335

149266

149454

149547

149584

149797

149894

150798

151248

153848

153938

840130

904432

A-1058

A-1293

A-1304

A-1312

+ o+ [+ |+ [+ |+ |+ |+

o e e o o e

o e e o o o Fo

A-1333

A-1422

A-1428

A-199

a-821

+ |+ |+ |+

E-341

+ |+ [+ |+ |+

+ |+ |+ [+ |+

+ |+ |+ [+ |+

A continuacion mostramos el porcentaje de sensibilizaciones a las distintas especies.
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Tabla XXIX. Porcentajes de sensibilizacion a las distintas especies de acaros, in vitro

N=72 (%)
D. pteronyssinus 75
D. farinae 71
E. maynei 65
B. tropicalis 22
L. destructor 17
T. putrescentiae 28

En la siguiente tabla mostramos los valores individuales de IgE especifica.

Tabla XXX. Valores de IgE especifica de los distintos sueros para las distintas especies de

acaros. Resultados expresados en densidades Opticas.

IgE ESPECIFICA

SUERO | D. pteronyssinus | D. farinae | E. maynei | B. tropicalis | L. destructor | T. putrescentiae
1560 0,25 0,234 0,158 0,054 0,139 0,064
4650 0,267 0,316 0,176 0,172 0,029 0,11
11477 3,222 3,488 2,403 2,501 0,792 2,498
11646 2,955 1,93 2,169 0,183 0,441 0,167
13144 0,089 0,090 0,000 0,000 0,023 0,000
17061 0,157 0,084 0,156 0,076 0,113 0,078
18225 0,226 0,201 0,306 0,063 0,111 0,058
19826 0,312 0,138 0,188 0,000 0,000 0,023
27485 0,212 0,102 0,189 0,068 0,077 0,06
28353 1,118 2,810 0,911 0,000 0,019 0,014
37057 2,867 3,116 2,323 2,006 0,014 0,028
38519 0,732 0,158 0,596 0,158 0,171 0,198
41831 3,001 3,512 1,373 0,011 0,057 0,320
52123 0,401 0,388 0,394 0,089 0,1 0,074
60202 2,514 3,234 2,111 0,965 1,111 1,556
66081 2,949 3,417 2,482 0,033 0,037 0,255
67230 2,049 1,277 0,761 0,225 0,145 0,308
68497 3,547 3,777 3,129 2,448 3,149 1,732
68936 0,095 0,264 0,134 0,000 0,023 0,057
69719 2,998 3,195 2,355 2,988 0,440 1,958
72996 0,574 0,256 0,191 0,132 0,075 0,104
78666 0,056 0,101 0,072 0,069 0,058 0,075
85773 0,238 0,247 0,246 0,077 0,047 0,075
95807 0,444 0,328 0,292 0,09 0,058 0,068
95819 0,234 0,119 0,105 0,077 0,045 0,063
98174 0,658 2,767 0,604 0,000 0,102 0,000
98508 1,419 2,810 1,072 0,023 0,013 0,007
98675 2,882 3,129 1,983 0,000 0,022 0,030
98809 1,170 1,024 0,455 0,000 0,013 0,026
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Tabla XXX. (Continuacion) Valores de IgE especifica de los distintos sueros para las

distintas especies de acaros. Resultados expresados en densidades Opticas

SUERO | D. pteronyssinus | D. farinae | E. maynei | B. tropicalis | L. destructor | T. putrescentiae
99094 1,939 2,513 1,492 0,049 0,039 0,137
99265 0,435 0,231 0,317 0,063 0,029 0,038
100750 0,029 0,201 0,091 0,202 0,013 0,000
100801 0,701 0,453 0,358 0,068 0,051 0,079
101041 0,303 3,049 0,043 0,000 0,015 0,282
101536 2,610 3,011 0,721 0,143 0,031 0,007
102106 2,615 3,016 2,930 0,000 0,054 0,175
103355 2,436 2,754 1,317 0,152 0,039 0,100
104298 3,129 3,253 2,686 2,877 2,689 2,887
105516 0,902 0,547 0,338 0,056 0,063 0,068
117456 0,094 0,571 0,318 0,08 0,081 0,091
121718 0,067 0,117 0,075 0,051 0,039 0,058
128116 0,417 0,744 0,267 0,079 0,054 0,058
128776 0,161 0,173 0,19 0,102 0,055 0,079
136499 0,057 0,08 0,045 0,323 0,019 0,486
144007 0,088 0,117 0,074 0,081 0,037 0,072
145412 0,435 0,439 0,183 0,138 0,074 0,137
145692 0,069 0,196 0,317 0,158 0,045 0,18
147817 0,116 0,142 0,085 0,1 0,021 0,062
147912 3,42 2,895 2,415 0,3 0,264 0,376
148335 0,188 0,157 0,086 0,097 0,028 0,064
149266 0,038 0,102 0,047 0,326 0,005 0,621
149454 0,049 0,12 0,022 0,102 0,012 0,051
149547 0,562 0,215 0,269 0,122 0,039 0,057
149584 0,407 0,452 0,217 0,094 0,244 0,074
149797 0,943 1,615 0,257 0,174 0,044 0,237
149894 0,261 0,214 0,143 0,084 0,087 0,075
150798 0,116 0,104 0,068 0,113 0,047 0,082
151248 0,077 0,124 0,164 0,141 0,032 0,074
153848 0,872 0,81 0,302 0,138 0,026 0,081
153938 2,545 1,317 0,887 0,144 0,068 0,126
840130 1,833 0,559 0,334 0,14 0,066 0,105
904432 3,025 3,244 2,332 0,464 0,236 0,575
A-1058 2,081 2,884 0,354 0,000 0,035 0,584
A-1293 0,341 2,990 0,436 0,000 0,031 0,159
A-1304 2,760 3,167 2,401 0,505 1,191 0,642
A-1312 1,933 2,778 0,613 0,070 0,142 0,196
A-1333 0,012 0,016 0,000 0,000 0,000 0,012
A-1422 3,325 3,399 2,568 2,449 3,200 2,882
A-1428 0,862 3,145 0,601 0,792 0,084 0,365
A-199 2,676 2,665 2,608 0,000 0,026 0,334
a-821 3,222 3,587 2,777 2,344 2,075 2,463
E-341 2,884 2,705 2,285 0,000 0,017 0,043
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La tabla de resultados muestra como los niveles de IgE especifica mas altos se
encuentran para los extractos de D. pteronyssinus D. farinae y E. maynei. En contraposicion,
los valores mas bajos detectados corresponden a los 4caros que se encontraron en menos
proporcidn en las muestras de polvo.

Se realizé un estudio estadistico donde se compararon los valores de la IgE

especifica entre las distintas especies. Los resultados se muestran a continuacion.

Tabla XXXI. Comparacion por test de Bonferoni de los valores de IgE directa entre los

diferentes acaros del polvo; NS: no significativo; p = valor de significado estadistico

D. farinae | E. maynei | B. tropicalis | L. destructor |T. putrescentiae
D.pteronyssinus NS NS P<0,0001 P<0,0001 P<0,0001
D. farinae P=0,0004 | P<0,0001 P<0,0001 P<0,0001
E, maynei P<0,0026 P<0,0003 P<0,0022
B, tropicalis NS NS
L, destructor NS

Los coeficientes de correlacion obtenidos tras analizar las densidades Opticas obtenidas con

cada uno de los acaros se muestran a continuacion.

Tabla XXXII. Coeficientes de correlacion lineal entre las densidades opticas de las

determinaciones de IgE a las diferentes especies de acaros

D. farinae | E. maynei | B. tropicalis | L. destructor | T. putrescentiae
D. pteronyssinus | 1=0,85 r=0,92 r=0,55 r=0,52 r=0,56
D. farinae r=0,82 r=0,50 r=0,45 r=0,52
E. maynei r=0,62 r=0,6 r=0,62
B. tropicalis r=0,78 r=0,9
L. destructor r=20,86




Los resultados obtenidos muestran diferencias significativas entre D. pteronyssinus y los
acaros con una menor representacion en las muestras como son B. tropicalis, L. destructor 'y
T. putresecentiae. Por otro lado, los 4caros a los que los niveles de IgE son mas bajos, no
muestran diferencias significativas entre ellos debido a que la mayoria de los casos son
negativos. Se establecen, por lo tanto, 2 grupos de acaros que son por un lado D.

pteronyssinus, D. farinae y E. maynei, y por otro lado, el resto de acaros.

A continuacion se muestran una serie de patrones caracteristicos. En la figura 28 se muestra
un paciente que tiene IgE especifica a todos los acaros estudiados in vitro. En la figura 29
se encuentra un patron con positividad para la familia Pyroglyphidae. En las figuras 30 y 31

una combinacion de sensibilizaciones para diferentes familias.
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Figura 28, Paciente con determinacion de IgE especifica positivas para todos los acaros

determinados in vitro.
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Figura 29, Paciente con determinacion de IgE especifica positivas para la familia Pyroglyphidae
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Figura 30. Paciente con determinacion de IgE especifica positivas para la B. tropicalis y T.

putrescentiae
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Suero 11646

Figura 31. Paciente con determinacion de IgE especifica positivas para la familia Pyroglyphidae

y L. destructor.
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D. Estudio de la reactividad cruzada entre los acaros

En la siguiente figura se observa la inhibicidon de los 4caros analizados como inhibidores en

fase liquida, frente a D. pteronyssinus en fase solida. Se observa la gran reactividad cruzada

de la familia Pyroglyphidae, que muestran lineas paralelas, y posteriormente con menor

reactividad cruzada, se encuentran B. tropicalis, L. destructor y T. putrescentiae. En este

tipo de experimentos, cuanto menos sea capaz de inhibir un acaro, o mas cantidad de

alergeno se necesite, menos reactividad cruzada existe entre las especies.
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Figura 32. Estudio de ELISA inhibicion de los dcaros mas comunmente encontrados frente

a D. pteronyssinus

Estos resultados quedan igualmente reflejados en los valores de 50% de inhibicion (cantidad

de liofilizado necesaria para producir 50% de inhibicion), representados en la tabla XXX.
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Tabla XXXIII. Coeficiente de regresion en relacion con la cantidad de alergeno necesaria para

inhibir el 50%.

D. pteronyssinus | D. farinae | E. maynei | B. tropicalis | L. destructor | T. putrescentiae
R 0,98 0,99 0,99 0,98 0,75 0,66
o
SO(f:gl)nh 0,03 0,115 1,628 70,43 >100 >100

Los valores de R indican los coeficientes de correlacion lineal entre los puntos de la misma
recta, pero no son indicador de la reactividad cruzada. Las cantidades necesarias para
producir el 50% de inhibicion, si nos dan una idea de reactividad cruzada, ya que cuanto
menos liofilizado se necesita para producir este valor, mayor reactividad cruzada existe

entre los acaros analizados.
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F. Caracterizacion de los extractos de acaros usados en este estudio

1. Electroforesis en ges de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Se muestra el SDS-PAGE tefiido con nitrato de plata con las bandas proteicas de los
principales acaros recogidos en las muestras de polvo de la provincia de Alicante. Se
observan algunas bandas comunes entre los extractos analizados, pero en algunos casos

también se divisan bandas especificas de cada especie.

kDa SDS-PAGE
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Figura 33. SDS-PAGE de los principales acaros encontrados en las muestras de polvo.

Calle 1: D. pteronyssinus; calle 2: D. farinae; calle 3: E. maynei, calle 4: B. tropicalis; calle

5: L. destructor; calle 6: C. arcuatus; calle 7: T. putrescentiae

117



2. Inmunoblot

Se muestra en el inmunoblot de las especies de dcaros que se han recogido con

mayor frecuencia en las muestras de polvo de los colchones en la provincia de Alicante.
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Figura 34. Inmunoblot de los principales dcaros de las muestras de polvo recogidas en Alicante.
La distribucion de los acaros en el Immunoblot es la siguiente: Calle 1: 7. putrescentiae; calle
2: C. arcuatus; calle 3: L. destructor; calle 4: B. tropicalis; calle 5: E. maynei; calle 6: D.

farinae; calle 7: D. pteronyssinus.

Usando el pool de sueros de los nueve individuos se observa union de IgE especifica a
todas las especies analizadas, lo que demuestra la presencia de IgE especifica para todas las
especies analizadas en este pool.

Igualmente se observa union de IgE a bandas de distinto peso molecular en los extractos
lo que confirma los resultados obtenidos en las inhibiciones de IgE, La union de IgE
especifica a D. pteronyssinus parece ser la mas intensa, lo cual estaria con los valores de IgE

especifica obtenidos.

118



G. Provocaciones nasales y bronquiales con acaros en pacientes alérgicos.
1. Provocaciones nasales

Las tablas XXXI y XXXII describen el resultado de las 42 provocaciones nasales realizadas

con los 4caros del polvo D. pteronyssinus, D. farinae, L. destructor y T. putrescentiae en 24

pacientes sensibilizados a Dermatophagoides spp.

Tabla XXXIV. Resultados de las provocaciones nasales, prueba cutanea e IgE especifica

Provocacion Prick (mm) | IgE-CAP (kU/)
Alergenos nasal N mediana mediana
. Positivo 30 10 24,6
Todas las especies Negativo 12 3 20
. Positivo 21 10 34,2
Dermatophagoides spp Negativo 7 7 143
. Positivo 13 11 39,1
D, pteronyssinus Negativo 4 9 10,3
] Positivo 8 10 28.8
D, farinae Negativo 3 6 16,1
L. destruct Positivo 6 13,5 3,1
» destructor Negativo 4 4 0,5
] Positivo 3 5.5 1,0
T, putrescentiae Negativo 1 0 0

Tabla XXXYV. Concentraciones de alergenos de acaros del polvo que presentaron provocacion

nasal positiva.

Concentracion de Prick (mm) IgE-CAP (kU/)
Alergenos n . .
alergeno mediana mediana
1 HEP 2 11 68,5
D. pteronyssinus 10 HEP 7 10 314
100 HEP 4 11,5 43,3
10 HEP 4 10 20,3
D. farinae 50 HEP 1 12 100
100 HEP 3 10 29,3
1 HEP 2 11 13,8
L. destructor 10 HEP 2 16,5 2,6
100 HEP 2 9 0
T. putrescentiae 100 HEP 3 5,5 1
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Se muestran a continuacion los resultados de la provocaciones nasales realizadas con D.

pteronyssinus 'y D. farinae en pacientes con sensibilizacién para Dermatophagoides spp.

También se adjuntan los resultados de las pruebas cutaneas y los valores de IgE especifica

para Dermatophagoides de estos pacientes.

Tabla XXXVI. Provocaciones nasales con D. pteronyssinus y D. farinae en relacion con los

valores de IgE in vivo e in vitro (D pte: D. pteronyssinus; D far: D. farinae)

Paciente | Alergeno | Dosis Incremento | Provocacion | Prick | Prick | IgE IgE
alergeno | resistencia nasal (mm) | (mm) | (kUM | (KU
nasal % Dpte | Dfar | D pte | D far
145412 D pte 100 HEP 148 Negativa 7 8 6,4 6,7
149547 D pte 10 HEP 176 Positiva 5 6 41 13
D pte 10 HEP 400 Positiva
150798 D far 100 HEP 100 Negativa 7 7 18 16
D pte 10 HEP 400 Positiva
128776 D far 100 HEP 100 Negativa . 2 i 25
D pte 100 HEP 176 Negativa
129336 D far 10 HEP 202 Positiva . ? i 13
D pte 10 HEP 570 Positiva
9355919 D far 10 HEP 475 Positiva L 14 i o
D pte 10 HEP 525 Positiva
153938 ™ Dfar | 10HEP 600 Positiva 15 g lo_| >0 >0
D pte 100 HEP 552 Positiva
153847 D far 100 HEP 392 Positiva i i i 45
D pte 100 HEP 170 Negativa
153848 D far 100 HEP 275 Positiva 1 o 37 26
D pte 100 HEP 345 Positiva
11646 D far 10 HEP 250 Positiva 8 10 43 28
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En la tabla siguiente se muestran los resultados de las provocaciones nasales con el 4caro de
deposito L. destructor y Dermatophagoides spp. Nueve pacientes estaban sensibilizados al
acaro L. destructor y un paciente no, que fue utilizado como control. Todos los pacientes se

encontraban sensibilizados a Dermatophagoides.

Tabla XXXVII. Provocaciones nasales con L. destructor frente a Dermatophagoides spp.
en relacion con los valores de IgE in vivo e in vitro (L des: L.destructor;, D pte: D.

pteronyssinus; D far: D. farinae)

Paciente | Alergeno | Dosis | Incremento | Provocacion | Prick | Prick | Prick IgE IgE IgE
Alergeno | resistencia nasal (mm) | (mm) (mm) | (kU/D) | (kUM | (KU/D)
nasal % Ldes | Dpte | Dfar | Ldes | Dpte | D far
38519 L des 20 HEP 237 Positiva 16 7 5 2,1 NR NR
147817 L des 20 HEP 204 Positiva 17 23 8 3 NR NR
148335 L des 100 HEP 100 Negativa 0 9 8 0 17 15
150121 L des 100 HEP 285 Positiva 11 8 7 NR NR NR
L des 100 HEP 220 Positiva
128116 D pte 10 HEP 201 Positiva b T ¥ I 31 31
L des 100 HEP 0 Negativa
78666 D pte 100 HEP 100 Negativa 6 3 4 i 0 0
L des 100 HEP 120 Negativa
100801 D pte 1 HEP 518 Positiva 4 8 7 0,5 >100 63
L des 100 HEP 100 Negativa
121718 D pter | 100 HEP 224 Positiva i v P R NR NR
L des 2 HEP 420 Positiva
M7912 ™5 | 50 HEP 250 Positiva > 12 12 55 | =100 >100
L des 1 HEP 202 Positiva
149584 D pte 10 HEP 386 Positiva 17 7 3 22 ~100 60
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En la siguiente tabla se muestran los resultados de la provocaciones con el acaro de depdsito
T. putrescentiae y con Dermatophagoides spp. Tres pacientes estaban sensibilizados a 7.
putrescentiae y el paciente con sensibilizacion negativa para s 7. putrescentiae e utilizd

como control.

Tabla XXXVIII. Provocaciones nasales con 7. putrescentiae frente a Dermatophagoides
spp en relacion con los valores de IgE in vivo e in vitro. (T put: T. putrescentiae; D pte: D.

pteronyssinus; D far: D. farinae)

Paciente | Alergeno | Dosis Incremento | Provocacion | Prick | Prick | Prick IgE IgE IgE
alergeno | resistencia nasal (mm) | (mm) | (mm) | (kU/) | (KUD) | (KU/)
nasal % Tput | Dpte | Dfar | T put | D pte | D far
T put 100 HEP 100 Negativo
18225 D pte 100 HEP 191 Positivo 0 1 10 0 58 57
T put 100 HEP 321 Positivo
1035516 D pte 1 HEP 220 Positivo p 1 o 1.9 37 23
T puy 100 HEP 200 Positivo
149849 D far 100 HEP 100 Negativo > A 6 1.0 4 3,6
T put 100 HEP 400 Positivo
151248 D far 100 HEP 516 Positivo 4 P 10 0,5 33 1.9
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2. Provocaciones bronquiales

Se muestran los resultados de las provocaciones bronquiales especificas con D.

pteronyssinus en pacientes con asma bronquial con sensibilizacion a Dermatophagoides spp.

sin haber recibido inmunoterapia previa. Los resultados se muestran en PCy, que equivale a

la concentracion de alergeno D. pteronyssinus en HEP que produce un descenso del FEV;

en un 20%.

Tabla XXXIX. Provocaciones bronquiales con D. pteronyssinus en pacientes sensibilizados

a D. pteronyssinus y D. farinae

Paciente Sexo Edad PCa (HEP)
LAM M 28 0,9
SAS M 32 0,6
CAC M 33 0,5
RAN H 54 0,8
JBM H 42 0,7
CCV M 27 0,9
ECM H 33 0,07
ACR M 19 0,6
RCB H 24 0,6
DGE M 36 0,9
MFP M 32 U
EFG M 36 15,6
JFF H 34 10
JGM H 29 6,3
GG M 19 0,5
IGA H 25 4,5
JGL M 27 6,8
MGZ M 33 14,5
DIB H 22 0,5
GLM H 35 0,3
SMM M 24 0,9
RMF H 27 1
MMG H 32 3,2
FPT H 42 0,6
DPI M 41 7,4
DPF H 38 0,2
ASL M 27 0,5
JSC H 28 11,1
MTF F 34 5
FVC H 29 1
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DISCUSION
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En el presente estudio se describe un alto porcentaje de sensibilizacion a distintas especies
de acaros en pacientes que acuden a la consulta de alergia en Alicante con sospecha de
padecer patologia alérgica respiratoria. Hemos establecido que en este grupo de poblacion
existia un porcentaje de sensibilizacion al 55,5%, como minimo, a una especie de acaros. En
el caso de los pacientes que si se confirmd una patologia alérgica, estos porcentajes se
incrementaron significativamente. Por ejemplo, los extractos de D. pteronyssinus producen
una prueba cutidnea positiva en el 97,8% de los pacientes con rinoconjuntivitis y/o asma
alérgica, y sensibilizados a los &caros. Esta especie es la que presenta un mayor porcentaje
de sensibilizacion en nuestros pacientes, seguida por D. farinae.

Hasta hace pocos afios, se consideraba que solamente las especies del género
Dermatophagoides tenian importancia en la alergia respiratoria. Sin embargo, primero, en

112,113 . : )
y, con posterioridad, en estudios realizados en

estudios en granjeros''' y panaderos
Europa''*, zonas tropicales'"” y subtropicales''®, se ha demostrado otras especies de acaros
diferentes a los Dermatophagoides son también importantes en las alergias respiratorias por
su poder sensibilizante e inductor de sintomas''’. En paises, como Alemania''®, Suecia''*'*
y Finlandia'?' igualmente se ha demostrado sensibilidad a otras especies de 4caros en
poblaciones rurales y urbanas. A nivel internacional destacan los estudios realizados con L
destructor'**'% . T. putrescentiae'**, B. tropicalis'®,"*® A. siro'*"'**!% La sensibilizacion a
distintas especies de acaros en pacientes alérgicos ha sido descrita en otros estudios,
oscilando la prevalencia entre aproximadamente un 40 y un 90%"*°.

En general, en pacientes alérgicos con rinoconjuntivitis y/o asma, la tasa de
sensibilizacion a acaros suele oscilar entre un 40 y un 90% segin la zona geografica y la
edad de los pacientes. En este estudio, el 100 % de los pacientes con asma tenian al menos
una prueba cutanea positiva a una de las especies de acaros. Este alto numero se debe
principalmente a los criterios de inclusion de pacientes en el estudio para su participacion
posterior en la recoleccion de muestras de polvo. Seria por lo tanto necesario realizar un
estudio epidemioldgico para establecer la prevalencia real de alergia a los acaros en los
pacientes asmaticos de Alicante.

Un factor importante a considerar en este estudio es la calidad de los extractos

estandarizados utilizados en el mismo. Muchos de los estudios publicados hace afos, no

utilizaron extractos estandarizados que contenian una concentracién Optima y definida de
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proteinas y alergenos. Por lo tanto, al no haber estado estandarizado en unidades bioldgicas,
se hace mas dificil la comparacion y la reproductibilidad de estos estudios. En nuestro
trabajo utilizamos extractos estandarizados y valorados en unidades bioldgicas, lo cual
permite a otros investigadores comparar nuestros resultados de una forma objetiva.

En Espafa se han realizado estudios de prevalencia de pruebas cutaneas para acaros

131,132 q: . .
77, Sin embargo, en toda la Comunidad Valenciana,

en nifios y adultos en varias regiones
y especificamente en la provincia de Alicante, no existian estudios de esa naturaleza,
exceptuando los disponibles en las distintas unidades y servicios de alergia. Segiin nuestra
informacion, y después de realizar una busqueda bibliografica exhaustiva, este trabajo seria
el primero que estudia la prevalencia a diversas especies de acaros en un numero importante
de pacientes en la zona de Alicante. Sobre el total de pacientes con sensibilizacidon cutanea y
respiratoria a acaros estudiados, encontramos que la sensibilizacién media a 4caros es de 4,5
* 1,4 especies (media geométrica) por paciente.

Ademas de estudiar la prevalencia de prueba cutanea positivas a D. pteronyssinus y
D. farinae, 4caros considerados de mayor importancia, incluimos en nuestro trabajo otras
especies como D. microceras, T. putrescentiae, L destructor, B. tropicalis y E. maynei, que
amplian nuestro conocimiento sobre la alergenicidad de estas especies en nuestra region.

El &caro D. microceras, que aunque no se encontrd en las muestras de polvo, indujo
un gran numero de pruebas cutdneas positivas, debido principalmente a los alergenos
comunes que tiene con las otras dos especies de Dermatophagoides usadas en el estudio, y
que si fueron encontradas abundantemente en las muestras de polvo.

Se ha estudiado por primera vez en Espafia la prevalencia de pruebas cutaneas a E.
maynei, que pertenece a la familia de los Pyroglyphidae y que estd relacionada
filogenéticamente con los Dermatophagoides. Se ha descrito que este acaro tiene antigenos
comunes, pero también especificos de especie'>>'**. Este 4caro también tiene una cierta
reactividad cruzada con B. tropicalis, aunque en menor grado que con otras especies'®’. Este
acaro puede tener una importancia local, en zonas donde se encuentra en cantidades
abundantes. Hemos observado el desarrollo de reacciones cutaneas muy intensas en
determinados pacientes de nuestra zona cuando se les realiza una prueba cutanea con
extractos de esta especie. En un futuro préximo pretendemos realizar un estudio en

profundidad sobre la alergenicidad de este dcaro en nuestra zona para valorar la implicacion
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clinica y su reactividad cruzada in vivo;, ya que in vitro observamos que presenta una
reactividad cruzada parcial con el resto de las especies.

A partir del alto porcentaje de sensibilizacion a E maynei, se observa un descenso
importante de sensibilizacion a otras especies. Obtuvimos una frecuencia de sensibilizacion
del 37% a L. destructor, con un porcentaje mayor en los pacientes que residen en la costa
(45,6%) que en el interior (13%). Es importante sefialar que este acaro precisa una humedad
relativa superior para su supervivencia, lo cual podria explicar el hallazgo de una mayor
sensibilidad en pacientes residentes en la costa. En general, se observaron diferencias
significativas entre la prevalencia de sensibilizacion a los acaros Glycyphagidae entre costa
e interior (Fihser p = 0,0028), siendo ésta superior en la costa.

El siguiente acaro observado con menor frecuencia fue el 7. putrescentiae, con una
prevalencia de positividad del 35,2%, con predominio también en pacientes residentes en la
costa, aunque esta diferencia no fue significativa. Otro acaro estudiado fue B tropicalis, que
presentd una prevalencia del 11% en prueba cutanea. Este acaro tiene actualmente una gran
importancia en zonas tropicales y subtropicales ya que puede inducir sensibilizaciones en
porcentajes superiores al 90%'®. Los resultados obtenidos en nuestro estudio confirman que
B. tropicalis presenta un bajo nivel de reactividad cruzada con los D. pteronyssinus, ya que
en caso contrario la prevalencia de sensibilizaciones a B tropicalis hubiese sido mucho mas
alta. En los ultimos afios muchos alergenos de este dcaro han sido secuenciados y clonados.
En zonas tropicales, se considera que B. tropicalis es un &dcaro con importancia alergologica
similar, o superior a D. pteronyssinus"’. El hecho de haber incluido extractos de esta
especie en nuestro estudio es importante; con su inclusion se han obtenido datos de que B.
tropicalis no es un acaro con gran importancia alergoldgica en Alicante, como ocurre en
otros paises. Estos datos pueden servir de referencia para determinar su importancia relativa
en zonas similares a la nuestra y comparar resultados obtenidos en zonas endémicas

tropicales.

Otro componente importante de este estudio fue establecer la fauna acaroldgica
presente en un numero importante de colchones de pacientes alérgicos y controles. El
objetivo de este apartado era estudiar las especies de acaros presentes en nuestra zona para

usar extractos de las especies de acaros identificados en nuestra bateria de diagnostico,

127



valorar su implicacion clinica y con ello, realizar un diagnostico mas especifico y un
tratamiento mas eficaz de los pacientes sensibilizados a los dcaros en nuestra region.
En Espafa, existen pocos datos sobre las especies presentes en polvo de casa. En

Alicante no se habia realizado previamente un estudio de esta naturaleza. Existen datos de

42 143

Madridl38, Tenerifel39, Galicia140, Huelvam, Salamanca y Zamora'*, Andalucia y

~ 144
Cataluna

. Estos estudios demostraron la existencia de numerosas especies, muchas de
ellas con importancia alergologica. Nuestros datos confirman la importancia de D.
pteronyssinus 'y D. farinae, especies que estan presentes en el 54% (MG: 115,9 acaros/g) y
51% (MG: 113,7 4caros/g) de las muestras, respectivamente. Estos niveles pueden presentar
un factor importante de sensibilizacion y de desarrollo del asma en personas predispuestas
genéticamente. Cuando analizamos estos valores por zonas geograficas, observamos que la
cantidad de acaros es mayor en la costa por las condiciones de mayor humedad ambiental.
En la costa D. pteronyssinus estuvo presente en el 72,9%, con una MG de 205,7 acaros/g y
D. farinae en el 57,6%, MG de 216,7 4caros/g. En el interior, D. pteronyssinus estuvo
presente en el 40% de las muestras, con una MG de 50,9 4caros/g y D. farinae en el 46,7%
con una MG de 83,7 acaros/g. Se observa por lo tanto un predominio de D. pteronyssinus en
costa y de D. farinae en el interior.

Llama la atencion el pequefio porcentaje que encontramos del resto de las especies
de acaros, aunque, en algunos casos, la prevalencia aumenta en las muestras de polvo de
costa, exceptuando a E, maynei que parece ser mas importante en las muestras del interior.
Sin embargo, y a pesar de encontrarse en baja frecuencia, muchas de estas especies cuando
estan presentes pueden alcanzar cantidades importantes y frecuentemente proximas a los
100 acaros/g.

Otros acaros presentes en las muestras de polvo, pertenecen a la familia de los
Cheyletus, concretamente C. eruditus y C. tenuipilis. Estos acaros fueron agrupados bajo el
mismo género en los recuentos y fueron identificados con una frecuencia del 6,7%, con un
predominio en costa sobre interior. Recientemente se ha sugerido la alergenicidad del C

. , 145
eruditus en zonas donde este acaro es abundante

. Por lo tanto, no podemos descartar que
en Alicante existan pacientes sensibilizados a esta especie sobre todo, si habitan en zonas
donde este acaro es abundante. Estas especies de 4caros predadores se encuentran siempre

asociadas a colonias importantes de Dermatophagoides y de otras especies, ya que estos
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acaros son la base principal de su alimentacion. Por lo tanto, es muy dificil la obtencion de
cultivos puros de Cheyletus, para la preparacion de extractos para diagnostico, lo cual
dificulta establecer la prevalencia real de sensibilizacion a esta especie. Otras patologias,
como la urticaria papular, han sido asociadas a especies del genero Cheyletus, como el
Cheyletus malaccensis **.

El &caro T. putrescentiae se encontr6 en el 3,7% de las muestras, con predominio en
la zona de interior, principalmente en muestras de polvo recogidas en casas de planta baja,
con problemas de humedad, 7. putrescentiae ha sido descrito en varias provincias espafiolas
y es muy abundante en Andalucia, sobre todo en muestras de polvo recogidas en cocinas y
despensas'®.

El acaro G. domesticus se encuentra en el 3% de las muestras de polvo y
predominantemente en la costa. La alergenicidad de este 4caro ha sido descrita por varios
autores'*®, y la presencia de este dcaro también ha sido demostrada en Espafia en los
estudios que se han realizado sobre fauna acaroldgica. De hecho, esta especie es de las mas
comunes en polvo de casa en Europa donde fue descrita hace ya varios siglos.

El &caro Histiostoma feroniarum fue encontrado exclusivamente en la zona costera.
Desconocemos la importancia alergologica de este acaro y si estd, o no implicado, en
procesos de sensibilizacion en pacientes residentes en esta zona. En la actualidad no existe
extractos comerciales de esta especie, lo que dificultad completamente el estudio de su
alergenicidad. Esto nos ha estimulado a conseguir ejemplares vivos de esta especie para la
realizacion de extractos diagndsticos y estudiar la sensibilizacion a esta especie y su posible
reactividad cruzada con otras especies de acaros.

Otra especie que pudiera ser importante desde el punto de vista alergologica es el
acaro Cosmochthonius simplex, presente en el 6,7% de las muestras. Esta especie alcanz6 en
una muestra el valor de 1.954 acaros/g, que puede ser considerada como muy elevada.
Actualmente no existen datos en la literatura sobre la alergenicidad de esta especie.

El Tarsonemus spp. ha sido descrito frecuentemente en muestras del polvo en varios
paises del mundo'*’, pero, igual que ocurre con otras especies, no existen extractos

comerciales para establecer su importancia alergénica.
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Hemos realizado un estudio estadistico de los resultados de la fauna acaroldgica de
Alicante. Al comparar la abundancia de acaros de ambas zonas, costa e interior,
encontramos diferencias estadisticas significativas (Mann-Whitney) en el nimero total de
acaros (p<0,0001), D. pteronyssinus (p<0.0001) y D. farinae (p = 0,0278), siendo los
niveles superiores en las muestras recolectadas en la costa.

También estudiamos las diferencias que pudieran existir en el nimero de 4caros de
las distintas especies en las muestras de polvo recogidas de colchones en casas de pacientes
alérgicos a los acaros y no alérgicos. En nuestro estudio, no encontramos diferencias
significativas entre los niveles de acaros en los colchones de estos dos grupos de pacientes.
Sin embargo, cuando se estudiaron los &caros de los colchones de los pacientes alérgicos
que residian Unicamente en el interior de la provincia de Alicante, se observd que estos
pacientes tenian mayores niveles de D. pteronyssinus que los pacientes no alérgicos a los
acaros que también residian en el interior (p = 0,0376).

Desconocemos el significado clinico que puede tener esta observacion, pero nos ha
permitido confirmar que los pacientes alérgicos a los 4caros no estan implementando
medidas de desalergenizaciéon que se les recomienda en la consulta. Por lo tanto, es
importante poner mas énfasis en que estos pacientes implementen en sus casas las medidas
profilacticas de evitacion de acaros, como por ejemplo, aspirado regular del colchon, uso de
fundas antidcaros para colchones y almohadas, aplicacion de acaricidas y renovacion
frecuente de las sdbanas y fundas de almohadas, asi como otras medidas especificas para la
reduccion de los niveles de acaros en los dormitorios. Esto nos lleva a la importante
conclusion de que hay poner mucho mas énfasis en las medidas de profilaxis para reduccion

. . 1 148,149
de acaros, que aunque son controvertidas

, en muchos trabajos han demostrado una
eficacia clinica significativa en los pacientes alérgicos a acaros'’. La reduccién en los
niveles de acaros y alergenos debe ser lo mayor posible para que estas medidas sean
eficaces.

Otra conclusion importante de este estudio es la correlacion negativa significativa
que encontramos entre los niveles de D. pteronyssinus y de D. farinae en las muestras de
polvo. Cuando los niveles de uno de estos acaros son elevados, encontramos una

disminucion significativa, o ausencia de la otra especie (Spearmann p = 0,0374). Esto nos

sugiere la existencia de una competencia mutua importante por el sustrato. Estos hallazgos
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corroboran los estudios de Fernandez-Caldas et al. en Florida, quienes encontraron
resultados similares cuando compararon los niveles de Der p 1 y Der f 1 en las muestras de

polvo''.

Una parte importante de esta tesis consistio en la cuantificacion inmunoquimica de
los alergenos Der p 1 y Der f 1 en las muestras de polvo. Los niveles de estos alergenos,
cuantificados individualmente, y la suma de ambos que refleja la exposicion al Grupo 1 de
alergenos de los Dermatophagoides, nos da una idea del grado de exposicion a alergenos de
acaros que tienen los pacientes en sus domicilios. Estas técnicas han sido usadas en muchos
paises para determinar la exposicion a los alergenos de estos 4caros'’>!°*!**  En nuestro
estudio, encontramos un comportamiento similar de los alergenos Der p 1 y Der f 1 y de los
acaros D. pteronyssinus y D. farinae. Cuantificamos niveles significativamente superiores
de Der p 1 y Der f 1 en la costa que en el interior. No encontramos diferencias significativas
en los niveles de estos alergenos en los colchones de pacientes alérgicos y no alérgicos,
como ocurri6 con los niveles de acaros en las mismas muestras de polvo. Los resultados de
Derp 1 y Der f 1 de la costa son similares a los obtenidos en Almeria'®’, y en otras regiones

5~ 1 155,156,157
espafiolas

158,159,160

, y en general comparables con los obtenidos en otros paises del
mundo

Considerando los niveles de alergenos del grupo 1 en el total de las muestras de
polvo analizadas, en la provincia de Alicante, el 65% de los colchones presentaron niveles
de alergenos superiores a 2 ug/g polvo (umbral de sensibilizacion); un 40% de la muestras
tenian niveles superiores 10 a pg/g polvo (mayor riesgo de sensibilizacion y posible
aparicion de sintomas). Estos niveles de alergeno del grupo 1 se pueden considerar como
altos y podrian explicar el alto grado de sensibilizacion a los 4caros que existe en los
pacientes de la provincia de Alicante. En la costa, el 79,7 % de los colchones tuvieron
niveles superiores a 2 pg de grupo 1 versus 54,1% en los colchones del interior.

Al igual que ocurridé con los acaros Dermatophagoides, no se encuentran diferencias
significativas en los niveles de grupo 1 en los colchones de pacientes alérgicos y no
alérgicos, ni en los niveles de alergenos en colchones de pacientes alérgicos y no alérgicos
que residen en costa o interior. Existen pocas publicaciones que estudien diferencias en los

niveles de alergeno en colchones, o casas, de pacientes alérgicos a los acaros y controles. En
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las referencias que pudimos revisar se observan resultados contradictorios, pero en general
los niveles de acaros en colchones de asmaticos y controles se obtienen diferentes niveles,
aunque no se observan diferencias significativas, pudiendo incluso ser superiores en algunos

161,162,163,164 . : .
S0o Y Habria que hacer un estudio mas

casos en los colchones de los controles
detallado, incorporando variaciones estacionales para contestar mas correctamente esta
pregunta.

Un grupo especial de muestras de polvo son las procedentes de pacientes que tiene
dos viviendas, o residencias, en zonas con caracteristicas climaticas diferentes. Nos
referimos a sujetos que residen en una ciudad del interior durante los dias laborales y los
fines de semana, o en periodos vacacionales, se desplazan a descansar a viviendas en la zona
costera. Se realizd un estudio comparativo de las muestras de polvo recogidas en colchones
de ambas residencias en un grupo de 13 pacientes. Se observaron niveles significativamente
superiores de D. farinae y de los alergenos Der p 1 y Der f 1 en los colchones de costa.
Estos resultados sugieren que un paciente que reside en el interior estd expuesto a niveles
inferiores de alergenos de acaros, y que se puede sensibilizar, o incluso experimentar un
agravamiento de los sintomas, en su segunda residencia en la costa, donde se encuentran
regularmente niveles superiores de &caros. Estos estudios se corroboran con los datos
publicados que indican la existencia de mayores niveles de 4caros en la costa'®. Una
observacion comin en la anamnesis de los pacientes que acuden a la consulta de alergia es
la referencia del agravamiento de los sintomas cuando acuden a la residencia de la costa, que
permanece cerrada durante semanas, o cuando extraen ropa o mantas de los armarios donde
ha permanecido meses sin utilizar. También refieren la existencia en la casa de la costa de
olor a humedad cuando permanece cerrada cierto tiempo, que relacionan con la presencia de
sintomatologia respiratoria y/o cutanea. La falta de ventilacion de la vivienda, al no ser
utilizada durante periodos de tiempo, crea un efecto de condensacion en el ambiente, que
favorece un aumento de la humedad relativa y facilita a su vez el crecimiento de 4caros y

hongos, responsable del agravamiento de los sintomas.
Se ha estudiado la sensibilizacion in vitro a los acaros del polvo mas frecuentemente

encontrados en las muestras de colchon y disponibles estandarizados. Se analizé la presencia

de IgE especifica frente a alergenos de los acaros D. pteronyssinus, D. farinae, E. maynei, B.
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tropicalis, L. destructor 'y T. putrescentiae en los sueros de los pacientes con sensibilizacion
a los acaros incluidos en este estudio. Como era de esperar, el porcentaje de sensibilizacion
mas frecuente fue para las especies de Dermatophagoides; 75% para D. pteronyssinus y
71% para D. farinae. Proximos a estos valores encontramos un porcentaje de sensibilizacion
del 65% para E. maynei, seguido de T. putrescentiae con 28% y, en menor medida, de B.
tropicalis (17%) y L. destructor, con un 17%. En este estudio no se incluyo D. microceras,
al no haber sido identificado en las muestras de polvo.

En general, con las técnicas de deteccion in vitro, se obtienen porcentajes de
sensibilizacion inferiores a los encontrados en prueba cutdnea, dada la mayor sensibilidad de
esta ultima técnica. Esto se constata en la mayor frecuencia de sensibilizacion observada
para las especies de Dermatophagoides y E. maynei en las pruebas cutaneas y en la menor
frecuencia observada para estas especies en las determinaciones de IgE especifica in vitro.
Hay que tener en cuenta que estas dos técnicas utilizan criterios de positividad distintos. En
la prueba in vivo, un paciente se considerd positivo cuando la papula fue mayor de 3 mm
sobre el control negativo (suero fisioldgico glicerinado), mientras que en la prueba in vitro,
se considerd positivo cuando el valor de densidad optica fue dos veces superior a la lectura
del control negativo. Resultados similares se han obtenido en otros estudios cuando se
comparan las pruebas cutaneas con los resultados de las determinaciones de IgE in vitro
usando el mismo sistema de placas de microtitulacion'®.

Unicamente con la especie B. tropicalis encontramos una mayor frecuencia de
sensibilizacion in vitro que in vivo. En este caso, se observd el doble de frecuencia que la
observada en las pruebas cutdneas. Esto podria deberse a la presencia de reactividad cruzada
entre B. tropicalis, L. destructor y T. putrescentiae. Cuando se comparan los valores de IgE
especifica para los distintos dcaros mediante del test de Bonferoni, se observa que no existen
diferencias estadisticamente significativas para los valores de IgE especifica para las dos
especies de Dermatophagoides y E. maynei. Sin embargo, si existen diferencias
significativas con el resto de las especies. Igualmente, no se observa la existencia de
diferencias estadisticamente significativas para los valores de IgE especifica para las
especies B. tropicalis, L. destructor y T. putrescentiae, pero si con las otras especies. Este

andlisis sugiere una mayor reactividad cruzada entre las miembros de la familia
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Pyroglyphidae y entre B. tropicalis, T. putrescentiae y L. destructor. Los valores necesarios
para producir el 50% de inhibicion también confirman las observaciones anteriores.

Cuando observamos los distintos patrones de unién a IgE que pueden observarse en
este grupo de pacientes alérgicos a 4caros, comprobamos la existencia de unos patrones
similares para los &caros B. tropicalis y T. putrescentiae. La especie B. tropicalis pertenece a
la misma familia Glycyphagidae que L. destructor y ademas, posee reactividad cruzada con
la familia Acaridae, a la que pertenece 7. putrescentiae. Esta reactividad cruzada podria
explicar la mayor prevalencia in vitro de la sensibilizacion encontrada para B. tropicalis en

relacion con la prevalencia encontrada en las pruebas cutaneas.

Como se ha comentado previamente, y también se ha descrito en la literatura'®’,
cuando se analizan sueros de pacientes alérgicos, se puede observar varios patrones de
sensibilizacion. Estas diferencias en los patrones de sensibilizacion no habian sido
analizadas en pacientes de la provincia de Alicante y pueden ser muy utiles desde un punto
de vista clinico. En la muestra de sueros analizada, se puedo observar una variacion
importante y significativa en cuanto a los valores de IgE especifica para las distintas
especies de acaros analizadas. Existe un grupo reducido en el que predomina la
sensibilizacion a todas las especies estudiadas. Estos pacientes suelen tener una severidad de
la alergia respiratoria de tipo moderado a severa. Estos pacientes no han sido el objeto de un
estudio mas detallado para ver si el nimero de acaros al que esta sensibilizado tiene una
relacion con la severidad de su enfermedad, pero se sospecha que si podrian tener sintomas
al entrar en contacto con los alergenos de estas especies, como hemos demostrado con las
pruebas de provocacion nasal realizadas. Para el tratamiento de estos pacientes,
posiblemente seria necesario el uso de extractos de las especies a las cuales reacciona el
paciente para cubrir una mayor espectro de epitopos alergénicos. Otro patron que se observa
con mucha frecuencia es el compuesto por pacientes con valores de IgE especifica elevada
unicamente para el grupo de acaros pertenecientes al género de los Dermatophagoides, y a
acaros de especies que presentan reactividad cruzada con miembros de este género, como E.
maynei. Este grupo, probablemente se beneficiaria con extractos de inmunoterapia que
contengan alergenos de estas especies. Este patron es el mas frecuentemente encontrado

también en la consulta de alergia, cuando se realizan las pruebas alérgicas, debido a la
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mayor prevalencia de estas especies de dcaros y sus alergenos observados en las muestras de
polvo y alto nivel de reactividad cruzada entre ellos. Otros patrones menos frecuentes lo
compone un grupo reducido de pacientes con valores de IgE elevados para T. putrescentiae,
B. tropicalis y L. destructor con valores inferiores de IgE especifica para los Pyroglyphidae.
Los diferentes patrones de sensibilizacion observados confirman que la respuesta
inmunoldgica de los pacientes alérgicos a los dcaros en Alicante es altamente variable e
individual, y que esta basada principalmente en las caracteristicas genéticas del paciente, del

grado de exposicion a las distintas especies de acaros y de la reactividad cruzada entre ellas.

En el estudio de la reactividad cruzada entre los acaros estudiados in vitro,
observamos una importante reactividad cruzada con D. pteronyssinus y D. farinae. Asi
mismo también observamos reactividad cruzada con E. maynei, pertenecientes todos a la
familia Pyroglyphidae, mostrando los 3 &caros lineas paralelas. Estos resultados también se
ha observado anteriormente en relacion con la prevalencia en la sensibilizacion in vivo para
estas especies de acaros, y con los resultados de los patrones de sensibilizacion in vitro que
son similares para las 3 especies. Por otro lado, los resultados de inhibicion para los otros 3
acaros, B. tropicalis, L. destructor y T. putrescentiae, demuestran un grado de reactividad
mucho mas bajo, en parte debido a su pertenencia a diferentes géneros y familias. Esta
reactividad cruzada minima detectada, también podria estar en relacién con la baja
prevalencia de estos acaros en las muestras de polvo de la zona.

Aunque se ha sugerido que la mayoria de los acaros tienen alergenos comunes y
especificos, cada dia es mas evidente que las distintas especies de acaros tienen moléculas
similares en su composicion, muchas de las cuales estan altamente conservadas. Sin
embargo, si todos los alergenos fueran iguales, los pacientes presentarian IgE especifica a
todas las especies, Las diferencias en la secuencias de aminoacidos a nivel de los epitopos es
lo que condiciona que un paciente reconozca un alergeno u otro. Otro factor muy importante
es la condicion genética del paciente y la exposicion a las especies en el medio ambiente. El
pool de suero de los pacientes seleccionados, cuando se incuba con los distintos extractos de
acaros reconoce bandas proteicas (alergenos) en una amplio rango pesos moleculares en

todas las especies Sugiriendo la presencia de alergenos comunes en esas zonas.
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El correcto diagnostico de la alergia consiste en realizar un estudio de los acaros
principales que se encuentran en la zona donde residen los pacientes y en la realizacion de
pruebas cutaneas usando extractos de estos acaros, estandarizados in vivo e in vitro, para
demostrar la sensibilizacion de los pacientes. Este es un sistema muy similar al que se sigue
en el diagndstico de la alergia a pdlenes, ya que en la mayoria de las regiones, los
alergdlogos espaioles cuentan con calendarios y mapas polinicos que nos indican los
periodos de polinizacion de las principales especies alergénicas. Sin embargo, hasta ahora la
informacion sobre la fauna acarologica en Espafia no es tan completa como para los pdlenes
y se desconoce la importancia alergologica de muchas especies de acaros. Igualmente puede
suceder, que alguna de las especies con la que contamos actualmente no sea la indicada en
algunas regiones espafiolas, como por ejemplo 4. siro, que no es una especie habitual en
Alicante en muestras de colchones.

Para comprobar la implicacion clinica de algunas especies de acaros en el desarrollo
de la enfermedad respiratoria y consecuentemente, administrar un tratamiento mas
especifico con inmunoterapia, se disefio la realizacion de pruebas de provocacion especifica
con los acaros mas importantes encontrados en Alicante. Se realizaron 42 provocaciones
nasales en 24 pacientes sensibilizados a Dermatophagoides spp. y se les realizd la
provocacion nasal con algunos de los siguientes acaros: D. pteronyssinus, D. farinae, L.
destructor o T. putrescentiae. Las provocaciones se realizaron con los alergenos a los que
estaban sensibilizados los pacientes, excepto a dos sujetos que se utilizaron como controles
para L. destructor y T. putrescentiae, respectivamente.

En estudios previos se han realizado pruebas de provocacion nasal y bronquial con
extractos de D. pteronyssinus, comprobando que este es el alergeno mdas prevalente en
Europa y responsable principalmente de la patologia respiratoria por la inhalacion de
alergenos de acaros.

En nuestro estudio realizamos pruebas de provocacion nasal con D. pteronyssinus y
D. farinae para determinar si ambas especies son responsables de patologia respiratoria nasal
en la zona de Alicante. En este grupo de 10 pacientes a los que se realizé provocacion nasal
con D. pteronyssinus y D. farinae se observa, en general, una buena correlacion entre la

respuesta nasal y el tamano de la papula. Los pacientes con provocacion negativa a D.
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pteronyssinus y D. farinae presentaron tamafio de la papula inferior que los pacientes con
provocacién positiva. En trabajos previos se ha establecido una asociacion entre la reaccion
cutdnea y la respuesta nasal mediante provocacion con extracto de Dermatophagoides'®*'®.
En nuestro estudio observamos que 2 pacientes tuvieron una respuesta nasal negativa a D.
farinae y una provocacion nasal positiva con D. pteronyssinus. De igual modo, otros 2
pacientes con provocacion nasal negativa para D. pteronyssinus presentaron una prueba de
provocacién nasal positiva con D. farinae. El resto de las provocaciones fueron positivas
para ambos Dermatophagoides. Estos resultados nos sugieren la importancia de ambas
especies de Dermatophagoides en la patologia alérgica respiratoria en pacientes
sensibilizados a acaros en la zona de Alicante, con prueba cutdnea positiva para ambas
especies. Estos resultados tienen una importante implicacion clinica en el tratamiento de
estos pacientes. Ambas especies son agentes causales de sensibilizacion y de patologia
respiratoria, y por lo tanto deben estar implicados ambos alergenos en el tratamiento
especifico con inmunoterapia. Sin embargo, como hemos observado, en determinados
pacientes, solamente una especie de Dermatophagoides parece ser responsable de la clinica
respiratoria. Resultados similares han sido obtenidos en otros estudios, donde se demuestra
claramente que la repuesta a D. pteronyssinus puede ser mas especifica que a D. farinae, y
viceversa' . En la literatura también se han publicado diversos trabajos para estudiar la

respuesta nasal tras la provocacion con Dermatophagoides después de haber instaurado
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tratamiento con inmunoterapia sublingua

174
subcutanea .

, Inmunoterapia nasal local

En relacion con otros acaros de deposito no se han encontrado publicaciones de
provocaciones nasales con medicion del flujo nasal con rinomanometria. Existe un estudio
clinico en una poblacion de 36 granjeros a los que se les realizd provocacion nasal y la
respuesta se evaludé mediante la valoracion de los sintomas clinicos producidos, con algunos
de los siguientes acaros de depdsito A. siro, L . destructor o T. putrescentiae. Se hallo signos
de positividad clinica de rinitis en 5 granjeros con L. destructor y en 3 con T.
putrescentiae”s.

El &caro L. destructor no se ha utilizado para la medicion de la resistencia al flujo

aéreo mediante provocacion nasal. Ha sido constatada la implicacion L destructor en el

) . . . . : . 176,
asma ocupacional en trabajadores de silos mediante provocacion bronquial con este acaro
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177178 " También se han realizado estudios mediante pruebas cuténeas y test de provocacion
bronquial con L. destructor para valorar la prevalencia de sensibilizacion a este dcaro entre
trabajadores con exposicion expuesto a granos de polvo, y se observd la prevalencia de
sensibilizacion a 4caros de deposito entre pacientes sensibilizados a acaros era del
11,88%179. El acaro L. destructor también ha sido constatado como causa de reaccion
asmatica tardia sin reaccion inmediata previa tras provocacion bronquial en un trabajador de
silos '**.

Todos estos trabajos recogen la implicacion clinica y etioldgica del acaro L.
destructor en los pacientes que estan expuestos laboralmente a condiciones que favorecen el
crecimiento de este acaro de depdsito, como son granjeros, o agricultores que trabajan con
cereales silos, pero no disponemos informacién de pacientes expuestos a estos acaros de
deposito en ambientes domiciliarios. El L. destructor se encuentra en las muestras de polvo
de los colchones Alicante en el 2,2 %. Sin embargo, en los estudios de prevalencia cutdnea
se observa una tasa de sensibilizacion para L. destructor del 37,4% en los pacientes
sensibilizados a &caros. Para determinar la implicacion clinica del dcaro L. destructor en los
pacientes con sensibilizados a &caros, se realizaron 10 provocaciones nasales con L.
destructor a pacientes que no estaban relacionados con ambientes laborales donde pudiese
encontrarse este acaro. Todos los pacientes tenian prueba cutanea positiva a L. destructor
menos un paciente que se utilizé como control. La provocacion nasal con L. destructor fue
positiva en 6 pacientes que presentaban prueba cutanea positiva para L. destructor y valores
de IgE especifica para L. destructor superiores por encima de 2,1 kU/I. El resultado de la
provocacién nasal con L. destructor fue negativa en el paciente control, y ademas en otros 3
pacientes que presentaban pruebas cutdneas levemente positivas para L. destructor y en
cambio no se detectaba IgE para L. destructor. Estos resultados corroboran la implicacion
clinica del &caro L. destructor como agente etiologico de patologia en pacientes expuestos
en su domicilio a estos acaros, sin relacionarse con su ambiente laboral.

En relacion con el acaro 7. putrescentiae se describe en la literatura la realizacion de
rinomanometria anterior pasiva en un grupo de nifios alérgicos a los acaros. En este grupo de
nifios que presentaban rinitis alérgica, hubo 12 pacientes que reaccionaron a
Dermatophagoides y 8 que reaccionaron a otros acaros como 7. putrescentiae y G.
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domesticus'™'. Armentia et'® al estudiaron la prevalencia de la sensibilizacion de los 4caros
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del polvo en pacientes trabajadores expuestos a cereales y observaron que los acaros de
deposito L. destructor y T. putrescentiae la sensibilizacion era del 38%, Blomia kulagini del
34%, y A. Siro 'y C. Arcuatus del 24%. En cambio, en un estudio consecutivo de 133
pacientes alérgicos a 4caros en Dinamarca'® observaron que el 45% de los pacientes tenian
sensibilizacion al menos a un acaro de deposito en pacientes que no estaban expuestos en
ambientes laborales con cereales. En Alicante el acaro de deposito 7. putrescentiae a pesar
de determinar su prevalencia cutdnea en el 35% y in vitro en el 28%, no se observa una
prevalencia muy elevada en las muestras de polvo de colchones (3,7%). Por una parte puede
deberse a su habitat diferente, por su localizacion en cocinas y en lugares donde se hay
comida almacenada y por otra parte, se determinan niveles de IgE especifica para T.
putrescentiae altos coincidiendo con niveles elevados de IgE especifica para
Dermatophagoides, lo que puede implicar una cierta reactividad cruzada. Se realizaron 4
provocaciones nasales con 7. putrescentiae. Una provocacion nasal fue negativa, en el inico
paciente no sensibilizado a T. putrescentiae y las otras 3 fueron positivas. Ademas un sujeto
de éstos, presentd provocacion nasal negativa con D. farinae. Por tanto, dada su
especificidad y su implicacion clinica, se deberia valorar la importancia de la sensibilizacion
para T. putrescentiae en pacientes alérgicos a acaros de deposito, incluidos pacientes no

expuestos laboralmente a estos acaros.

En relacion con otros acaros implicados en la patologia respiratoria nasal no
disponemos de pacientes suficientes como para realizar provocaciones nasales con B.
tropicalis, dado que esta especie no de las mas prevalentes en la zona de Alicante. Sin
embargo, B. tropicalis es uno de las especies de acaros mejor estudiadas in vivo e in vitro.
En la literatura existen varios estudios de provocacion nasal y bronquial con B. tropicales en
zonas donde es prevalente como, por ejemplo, en Tampa (Florida)'**, Brasil'®, Canarias''®,
o Singapur'®®. En los pacientes del grupo de estudio de Tampa se realizo provocacion nasal
con B. tropicalis en 19 sujetos; 12 de ellos con prueba cutanea positiva para B. tropicalis y
el resto de los pacientes con respuesta cutdnea negativa a B. tropicalis y positiva para
Dermatophagoides spp. Mediante rinomanometria posterior se midi6 un incremento de la
resistencia inspiratoria nasal en el 83% de los pacientes positivos a B. tropicalis y en ningiin

sujeto con prueba cutanea negativa a B. tropicalis, lo que demuestra la especificidad de la
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respuesta alérgica in vivo a esta especie. En el trabajo de Brasil 10 nifios con rinitis y
sensibilizacion cutdnea con D pteronyssinus y B. tropicalis. Se les realizd provocacion nasal
con Histamina, D pteronyssinus y B. tropicalis. Se medi6 el incremento de la resistencia
nasal mediante rinomanometria anterior, parametros clinicos, asi como determinacion de la
funcion pulmonar. El 90% de los pacientes presentaron respuesta nasal positiva para D
pteronyssinus 'y el 60% para B. tropicalis, pero no observaron correlacion entre la
concentracion de alergeno capaz de inducir respuesta nasal y la concentracion que induce
respuesta cutdnea; en cambio, se encontrd correlacion con la respuesta nasal a la
concentraciéon de histamina. No se observd en ningun sujeto alteracion en la respuesta
pulmonar. En Singapur el 4caro del polvo mas prevalente es B. tropicalis. Se ha realizado
provocacién nasal en 20 pacientes con rinitis (de ellos 5 con asma) y posteriormente se
determinaron los pardmetros respiratorios mediante espirometria y rinometria acustica asi
como mediadores celulares en secreciones nasales obtenidas mediante aspirado nasal. Se
observé un incremento de los sintomas nasal objetivos y subjetivos tras provocacion con B.
tropicalis, asi como un descenso del FEV1 en 3 pacientes. También se observdé un
incremento de la concentracion de triptasa y LTC4 en la secrecion nasal tras provocacion
con B. tropicalis.

Se han realizado dos estudios de provocacion bronquial con extractos de Blomia
spp., ambos por el mismo grupo de trabajo de Garcia Robaina et al" 1% La provocacion
fue positiva en 18 pacientes sensibilizados a Blomia kulagini y negativa en 5 sujetos
controles. En el segundo trabajo se utilizdé B. tropicalis y D. pteronyssinus para el test de
provocacioén bronquial en 15 pacientes. La provocacion bronquial con B. tropicalis fue
positiva en 20 pacientes (18 sensibilizados y 2 no sensibilizados) y negativa en 12 sujetos (5
sensibilizados y 7 no sensibilizados). La provocacion bronquial con D pteronyssinus fue
positiva en todos los sujetos excepto en uno, que estaba sensibilizado Unicamente a B
tropicalis. Los autores indican que el acaro B tropicalis es relevante en la zona, y que la
falta en de respuesta bronquial en algunos sujetos sensibilizados a B fropicalis, puede
deberse por reactividad cruzada con D, pteronyssinus.

Finalmente, fue estudiado un grupo seleccionado de 30 pacientes asmaticos con
sensibilizacion a los acaros D. pteronyssinus y D. farinae mediante pruebas cutdneas y

determinacion de IgE especifica. Se realizdo provocacion bronquial especifica con D.
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pteronyssinus, para valorar la etiologia de los acaros Dermatophagoides spp. también en el
desarrollo de asma bronquial. Todos los pacientes seleccionados presentaron una respuesta
bronquial especifica para D. pteronyssinus, con una PCy de 2,2 + 2,8 HEP. Estos valores no
indican que niveles bajos de alergeno de D. pteronyssinus nebulizado en pacientes
sensibilizados son capaces de producir asma bronquial. Con posterioridad este grupo de
pacientes se amplio y se administr6 inmunoterapia en 22 pacientes para D. pteronyssinus y
D. farinae y 11 pacientes se utilizaron como controles administrando unicamente
tratamiento sintomatico (broncodilatadores y corticoides inhalados). Seis meses después se
observo que el grupo tratado con inmunoterapia precisaba un incremento del doble la dosis
de D. pteronyssinus para producir asma mediante provocacion bronquial especifica,
mientras los pacientes controles sin inmunoterapia presentaban asma tras provocacion
bronquial con la misma dosis inicial de alergeno”.

Por tanto, es importante identificar los dcaros presentes en nuestra area de trabajo,
para incorporarlos a la bateria de alergenos utilizados en las pruebas diagnoésticas y valorar
la sensibilizacion que pueden producir en la poblacion expuesta. Y mediante pruebas de
provocacién especifica conocer la implicacion que puedan tener en el desarrollo de las
enfermedades respiratorias y poder realizar un tratamiento preventivo y etioldgico con los

acaros responsables de las enfermedades respiratorias y cutaneas en los pacientes expuestos.

Resumiendo, se ha descrito el porcentaje de sensibilizacion a las distintas especies de
acaros en pacientes que acuden a la consulta de alergia en Alicante con sospecha de
presentar patologia respiratoria. Se ha observado que ademds de las especies de
Dermatophagoides, se encuentra con alta prevalencia otras especies como E. maynei y a
gran distancia se encuentran otras especies de acaros como son la familia Acaridae y
Glycyphagidae.

Se ha identificado la fauna acarologica de los colchones de pacientes alérgicos y no
alérgicos a los acaros, ya sean residentes en la costa como en el interior. Se ha confirmado la
prevalencia de las dos especies mas habituales halladas en las pruebas cutaneas, D.
pteronyssinus 'y D. farinae y con una menor proporcion se han identificado acaros de

deposito, asi como se han descrito acaros como Cheyletus spp, Histiostoma feroniarum,
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Cosmochthonius simplex y Tarsonemus spp. de los cuales desconocemos actualmente la
sensibilizacion como la implicacién clinica en los pacientes expuestos.

Se ha determinado niveles significativamente superiores en la costa de acaros totales,
D. pteronyssinus, D. farinae, de sus respectivos alergenos Der p 1 y Der f 1, y de los niveles
de alergenos del grupo I. No se encuentran diferencias en los niveles de acaros y sus
especies entre pacientes alérgicos y no alérgicos a los acaros del polvo.

En los pacientes con dos residencias, interior y costa, se identificaron niveles
superiores de D. farinae y Der pl y Der f 1.

La prevalencia de la determinacion de IgE especifica in vitro es menor que la
encontrada in vivo, salvo para las especies B. tropicalis y E. maynei; la prevalencia de estas
especies puede ser debido a la reactividad cruzada que presentan con las especies mas
prevalentes.

Se han realizado provocaciones nasales con las especies de dcaros D. pteronyssinus,
D. farinae, L. destructor y T. putrescentiae para confirmar la etiologia clinica de la patologia
nasal cuando los pacientes estan sensibilizados, asi como la etiologia en el asma de los
pacientes sensibilizados a Dermatophagoides.

Este trabajo abre las puertas para el tratamiento con inmunoterapia especifica de
acaros de depdsito que estan causando patologia respiratoria. Y por otro lado, las
descripcion de nuevos acaros en el polvo doméstico crea nuevos retos para la produccion de
nuevos extractos de acaros, y el posterior estudio de la sensibilizacién en la poblacion
expuesta y determinar la probabilidad de desarrollo de enfermedades alérgicas con estos

acaros descritos.
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1. En una muestra de 91 pacientes de la consulta de alergia con sintomatologia
respiratoria y con sensibilizacion a acaros del polvo se observa una sensibilizacion cutanea
del 100% para los acaros de la familia Pyriglyphidae. La especie D. pteronyssinus
representa el mayor nivel de sensibilizacion y le sigue con niveles muy proximos la especie

D. farinae, y a continuacion las especies D. microceras y E. maynei.

2. La familia Glycyphagidae esta presente en la poblacion de pacientes alérgicos a
los &caros en un 39,6%, principalmente debido a la mayor prevalencia en la sensibilizacion
por L. destructor en los pacientes residentes en la costa. La especie B. tropicalis no tiene

importancia alergénica en nuestra zona.

3. La familia Acaridae, con la especie 7. putrescentiae presenta un porcentaje de
sensibilizacion similar a la familia Glycyphagidae. No se observan diferencias significativas

entre pacientes residentes en costa o interior.

4. En el estudio acarinico del total de las muestras de polvo recogidas de los
colchones de la provincia de Alicante de este estudio, se han identificado 16 especies
diferentes de acaros. Del total de acaros identificados el 54% corresponden a D.
pteronyssinus 'y el 51% a D. farinae. Con menor frecuencia se han identificado en el 6,2%
de las muestras Cheyletus spp y Chosmochthonius simplex; en el 3,7% T. putrescentiae; E.

maynei 'y G. domesticus en el 3,7%; y L. destructor y Histiostoma feroniarum en el 2,2 %.

5. En las muestras de polvo de los colchones de casas de la costa se encuentran
niveles significativamente mayores en el numero total de acaros, y de los acaros D.

pteronyssinus y D. farinae en relacion con los colchones de las casas situadas en el interior.

6. No se encuentran diferencias significativas en el nimero total de 4caros ni de sus
especies entre los colchones de los pacientes alérgicos y no alérgicos, excepto en pacientes
alérgicos con residencia en el interior, cuyos niveles de D. pteronyssinus son

significativamente superiores.
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7. En las muestras de polvo se observa una correlacion estadisticamente negativa

entre los niveles de D. pteronyssinus y D. farinae.

8. La cuantificacion de los niveles de alergenos de los Dermatophagoides Derp 1 y
Der f 1 son significativamente mayores en la costa en relacion con los niveles del interior,

sin observarse diferencias entre los colchones de pacientes alérgicos y no alérgicos.

9. Se han determinado niveles altos de alergenos del grupo 1 en las muestras de
polvo analizadas, siendo también los niveles del grupo 1 superiores en la costa. EI 65% de
los colchones presentaban niveles de alergenos superiores a 2 pg/ g de polvo y el 40%

niveles superiores a 10 g/ g de polvo.

10. La determinacion de IgE especifica in vitro para acaros en los pacientes alérgicos
estudiados obtiene porcentajes de sensibilizacion menores que in vivo. Se detecta IgE
especifica en el 75% para D. pteronyssinus, 71% para D. farinae, 65% para E. maynei, 28%
T. putrescentiae, 22% para B. tropicalis y 17% para L. destructor. En las especies E. maynei
y B. tropicalis se encuentran niveles superiores de sensibilizacion in vitro que in vivo que

puede ser debido a la reactividad cruzada entre especies.

11. El patron de sensibilizacion maés frecuente reproducido en los sueros de los
pacientes alérgicos corresponde a la determinacion de IgE especifica para las especies de la

familia Pyriglyphidae, correspondientes a D. pteronyssinus, D. farinae y E. maynei.

12. El estudio de la reactividad cruzada de 4caros in vitro, muestra una importante
reactividad entre D. pteronyssinus y D. farinae asi como E. maynei, siendo el grado

reactividad cruzada mucho menor con el resto de los acaros.
13. En los pacientes sensibilizados a D. pteronyssinus y D. farinae se observa una

asociacion entre la respuesta de la provocacion nasal especifica positiva y el resultado de las

pruebas cutaneas.
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14. Algunos pacientes sensibilizados a Dermatophagoides inicamente presentan una

respuesta nasal positiva a una determinada especie de Dermatophagoides.

15. Se ha observado la implicacion clinica de los &caros L. destructor y T.
putrescentiae en los pacientes sensibilizados a estos acaros en sus domicilios, sin exposicion

laboral alta, mediante pruebas de provocacion nasal especifica.
16. En sujetos con asma estacional o perenne, con sensibilizacion a

Dermatophagoides mediante prueba cutanea y determinacion de IgE especifica in vitro, se

observa la implicacion clinica D. pteronyssinus en la patologia asmatica.
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