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1. INTRODUCION

1.1. Historia de los Hongos

La primera referencia a la Micologia que se conoce, fue en 185 A.c., cuando Nicander,
escribe su libro "Alexis farmaca" donde dice que los hongos se originan del suelo por accion de

la lluvia.

Hace tres milenios y medio, segin la leyenda, el héroe griego Perseo, matd
accidentalmente a su abuelo Acrisio, a quién habia de suceder en el trono de Argos. Cuando
Perseo volvid a Argos, avergonzado por el escandalo causado por 1 homicidio, persuadié a
Megapenthes, hijo de Proteo, para que intercambiaran los reinos respectivos. De esta forma,
cuando recibio6 el reino de Proteo fundé Micenas, estando sediento cogié una seta (mykes) y
que al fluir agua de ella, satisfizo su sed y, contento con ello, dio al lugar al nombre de
Mucenas. (Alexopoulos, CJ y Mins, CW, 1985). Por consiguiente, una de las civilizaciones mas
importantes que han aparecido — la Micenica- puede haber recibido su nombre de una seta

legendaria.

Respecto a los hongos macroscopicos existen datos que permiten asegurar que la
Micolatria 6 “culto al hongo divino” existia en numerosas civilizaciones primitivas del Nuevo y
el Viejo Mundo. En Grecia, es posible que se venerara el Claviceps purpurea, un ascomiceto
que infecta las flores del centeno y produce una estructura llamada “cornezuelo” con potentes
toxinas que desencadenan, si se consumen, el fenomeno llamado ergotismo o “fuego de San
Antonio” se evidencio produciendo epidemias con miles de muertos. Tal hecho sucedié poco
antes de la batalla para la conquista de la Turquia, en 1722, cuando la caballeria de Pedro el
Grande fue derrotada por el ergotismo. Esta reflexion nos hace pensar que un hongo ha podido

cambiar el curso de la historia de la humanidad. (Sangirardi, J, 1983)

Los pueblos antiguos eran conocedores de las fermentaciones bioldgicas. Los egipcios
pensaban que era un legado del gran dios Osiris. Los griegos adoraban a Dionisos y los
romanos a Baco, y celebraban grandes fiestas en las cuales abundaba el vino. Incluso los indios
de México y de Guatemala creen que la aparicion de setas como la Amanita muscaria esta

relacionada con el rayo y el trueno.

En 1968, Lowy, documenta el importante papel que las setas desempefian en la religion

y la mitologia de las tribus de México y Guatemala.

En Siberia y en Lituania se rendia culto a la Amanita muscaria, que era llamada

“soma”, en China se veneraba al Ling chih y en Mesoamérica a un hongo llamado



“Teonanacatl”, lo cual era considerado sagrado, alucindégeno recolectado por los Aztecas de la
América precolombina y constituye el gran grupo de hongos alucinégenos de América Central.

(Sangirardi, J, 1983)

El etnomicdlogo Robert Gordon Varson y su esposa Valentina Pavlovna, en el siglo
XX, probaron la existencia de hongo “Teonanacatl” y sus propiedades, asistiendo a una
ceremonia sagrada con hongos Psilocybes, y llegan a la conclusion que también es un hongo
ontogénico y que fue el que Platon encuentrara sus “ideas” cuando bebio de la pocién en el
templo de Eleusis, y quizas sea a partir de ahi cuando dice la frase “mas alld de esta existencia
efimera e imperfecta de aqui abajo, hay un mundo ideal de arquetipos, donde el modelo de cada
cosa tiene una vida perdurable: hermoso, verdadero, original”. Este concepto ha sido debatido

por filosofos y poetas a lo largo de milenios. (Sangirardi, J, 1983)

Los hongos han sido siempre importantes a través de los tiempos. En la antigiiedad se
consideraban verdaderas plantas medicinales, siendo reconocidos como el origen de drogas. Per
solo cuando se inventa el microscopio en el siglo XVII es cuando se empieza a conocer bien a
los hongos. El conocimiento de los hongos microscopicos es relativamente reciente. Robert

Hook en 1673 los describe como una forma particular de vegetal.

En el siglo XVII, el comerciante y cientifico holandés, Anton Van Leeuwenhoek
demostrd la existencia de seres microscopicos, entre los cuales también describié algunos

hongos.

El estudio sistematico de estos seres, inicid en 1729, cuando el italiano Pier Antonio
Michelli, considerado el “padre de la Micologia”, funda la micologia con su libro "Nova
Plantarum Genera" donde dice que los hongos no son plantas ni animales, sino un grupo aparte
y describe unos organulos que llamara esporas y que representan la forma de propagacion
equivalente a las semillas de las plantas. Inocul6 esporas en un medio preparado por €l y obtuvo
hongos. En esa obra Michelli describio el Aspergillus, otorgandole ese nombre debido a su
similitud con el aspergillium, el instrumento utilizado para dispensar agua bendita en las

ceremonias religiosas.

La “Micologia Moderna” se desarrolld en el tltimo siglo con los trabajos de Fries,
Corda, Tulasne y Saccardo quienes describieron numerosas especies. Vuilemin, en 1910,

estudio las diferentes clases de esporas.

Langeron, en 1930, establece la nomenclatura micologica, tomando en cuenta las

formas de reproduccion de los hongos, la cual ha sido reordenada en numerosas oportunidades.



A partir de 1940, aumenta el interés por el estudio de antimicéticos seguido por el de
inmunologia, sobre todo para el diagnostico de enfermedades. Aumenta la preocupacion por el
descubrimiento de nuevos hongos causante de enfermedades y también de nuevas

enfermedades producidas por agentes micoticos, asi como la contribucioén a la epidemiologia.

En la actualidad, los organismos que Ilamamos hongos constituyen un reino

independiente de seres vivos, llamado Reino Fungi, dificil de definir por su heterogeneidad.

El “Dictionary of the Fungi” de Ainsworth & Bisby, considera como hongos aquellos
organismos con células provistas de nucleo (eucariotas), carentes de pigmentos fotosintéticos y
de plastos, con paredes celulares de quitina y B-glucanos, unicelulares o filamentosos (micelio);
que se reproducen de forma asexual y sexual; se nutren por absorciéon y pueden ser saprobios,

mutualistas o parasitos (Ainsworth Aan Biby's, 2004).

La etimologia de la palabra hongo es variada y depende de los diferentes idiomas. En
general se acepta su derivacion del griego, Mikes significa “hongo” y logos “discurso”, de esa

forma etimologicamente, Micologia es la ciencia que estudia el discurso de los hongos.

Los bidlogos usan el término hongos (Latin: fungus = setas, del Griego: sphongos =

esponja) para definir a los hongos como:

"Eucariontes portadores de esporas, sin clorofila y por lo tanto heterétrofos, uni o
multinucleados, de reproduccion sexual o asexual, de nutriciéon absortiva, cuyas estructuras
somaticas, ramificadas y filamentosas, estan rodeadas con paredes celulares que contienen
quitina o celulosa, o ambas sustancias, junto con otras muchas moléculas organicas complejas;
con meiosis dentro de un zigoto y con sintesis de lisina por la via del acido amino adipico".

(Kirk, P.M, et.al, 2001)

Los hongos ocupan con pleno derecho una categoria taxonémica unica: el “Reino
Fungico”, del que nuestros antepasados mostraron un gran conocimiento de ellos y de sus

propiedades.

1.2. Caracteristicas de los hongos

Los hongos en un principio fueron considerados como vegetales, sin organizacion

tisular y sin pigmento asimilador o clorofila. Por tanto con nutricién heterétrofa.

En la actualidad les consideran pertenecientes a un reino independiente, el “Reino

Fungico” con reproduccion sexual y asexual, con cuerpo vegetativo formado en general por



estructuras ramificadas y filamentosas y con una pared celular constituida por celulosa y

quitina.

La caracteristica principal que diferencia a los hongos de los vegetales es la carencia de
clorofila. Por ese motivo han de vivir en simbiosis con otros seres 0 como parasitos, tomando
de otros organismos las sustancias que requieren para su desarrollo, ya que no pueden realizar

la funcion fotosintética

La mayoria de los hongos, son pluricelulares o filamentosos y se caracterizan por estar
constituidos por filamentos ramificados o hifas que se desarrollan y entrelazan formando el
micelio. Existe un micelio vegetativo inmerso o adosado a superficie del sustrato (suelo,
plantas, alimentos) y un micelio aéreo o reproductor, donde se forman las esporas (asexuales y

sexuales). (Koneman y Roberst, 1987)

Segun el tipo de relacion con otros organismos, los hongos pueden ser saprobios,

parasitos y simbiontes.

La mayoria de los hongos forman parte del medio externo y se desarrollan a partir de la

materia organica en descomposicion, denominandose hongos saprofitos.

Los hongos simbioéticos, son aquellos que viven asociados con otros organismos en

beneficio reciproco.

Existen tres grupos dentro de los hongos parasitos, los fitopatdogenos, los cuales se
desarrollan sobre un huésped vegetal produciéndole lesiones. Los hongos micopatégenos, que
parasitan otros hongos, y los hongos parasitos de los animales y del hombre, los cuales pueden
causar enfermedades, fundamentalmente por tres mecanismos: invasivo directo, alérgico y

toxico.

Todos los hongos se caracterizan por tener un aparato vegetativo o talo. El talo varia
segiin los hongos, pueden ser filamentosos, lo cual puede estar constituido por filamentos o
hifas de diametro regular (variable entre 2 y 15 pm ) y longitud variable; o dividido por
tabiques (septos). Cuando la tabicacion no existe o es muy escasa, este grupo se denomina

sifonado o cenocitico.

Los hongos microscopicos tienen un talo formado por filamentos libres, mientras que
los hongos macroscopicos caracterizados por ser visibles al “ojo desnudo”, estan constituidos
por agregados de filamentos o agrupaciones miceliares de estructuras complejas, desprovistas

de vasos y sin formar nunca verdaderos tejidos como se observa en los vegetales.



Las unidades celulares aisladas, designados con el término levadura. A veces algunas
levaduras en lugar de presentarse aisladas como organismos unicelulares gemantes se presentan
alargadas, unidas formando cadenas de longitud variable, y reciben el nombre de pseudohifas,

que forman pseudomicelio porque se asemejan a los verdaderos filamentos.

En la practica, los hongos filamentosos y las levaduras también se diferencian en el
laboratorio en dos grupos segun el aspecto macroscopico de sus colonias: las levaduras forman
colonias himedas, cremosas, opacas o pastosas, y los hongos filamentosos producen colonias

algodonosas, lanosas o pulverulentas.

Algunos hongos son dimorficos, es decir, unas veces se comportan como hongos

filamentosos y otras se comportar como levaduras.

Los hongos tienen un ntcleo bien individualizado rodeado de una membrana nuclear,

son, por tanto, Eucariota.

La estructura celular de los hongos se caracteriza por la existencia de vacuolas bien

desarrolladas. Poseen mitocondrias y estan desprovistas de cloroplastos.

Las hifas se alargan por crecimiento apical, a veces aparecen otros alargamientos que
salen lateralmente produciendo las ramificaciones. La parte mas joven del filamento esta
situada en el extremo o Apice, que carece de organulos citoplasmaticos, pero tiene una alta
concentracion de vesiculas que intervienen en el crecimiento de la membrana y de la pared
celular. Este fendmeno se observa en los cultivos de hongos microscopicos por su crecimiento
centrifugo, debiendo trabajar siempre con la parte externa en la que se encuentra mayor

viabilidad de la célula fingica.

Los filamentos de un numero importante de especies fingicas tienen la propiedad de
aglomerarse formando estructuras mas o menos complejas. Estas concentraciones miceliares

pueden ser de dos tipos: rizomorficas (filamentos paralelos) o escleroticas (nddulos)

Los hongos se multiplican segun los casos de forma asexuada (estado anamorfo) y
sexuado (teleomorfo) o solamente de una forma, por ejemplo asexuada, como sucede en el caso
de los hongos imperfectos- Deuteromycetos- donde se encuentran la mayoria de los hongos

patdgenos.

La ordenacion sistematica del conjunto de los hongos es una cuestion sumamente
controvertida. Las divergencias entre los diversos autores son numerosas y afectan sobre todo a

las categorias de mayor rango, incluida la inicial. Existen criterios que se apoyan en los tltimos



avances del conocimiento sobre la ultraestructura, la bioquimica y la biologia molecular de

estos organismos.

Para la ubicacion de un hongo dentro del Reino Fungi, y mas tarde para su
identificacion, es necesario conocer los caracteres del hongo, y sobre todo considerar que su

clasificacion se realiza basandose fundamentalmente en la forma de reproduccion.

En la reproduccion asexuada intervienen procesos mas o menos complejos de
diferenciacion que desembocan en la formacion de pequefios organulos llamados esporas. En la
reproduccion sexuada interviene una conjugacion de talos diferentes después la conjugacion de
nucleos y luego una reduccion cromosoémica. La estructura final es igual que en el caso
anterior, una espora que permitira la propagacion y conservacion de la especie. La morfologia

en los dos casos es comparable, tan solo el mecanismo de formacion es diferente.

La reproduccion sexual se verifica por gametos unicelulares de distintos sexos, que se
copulan para generar un zigoto uninucleado o por gametos pluricelulares que originardn un

zigoto plurinucleado.

La reproduccion asexual se produce por esporas que se forman dentro o fuera de

organos especializados.

Se parte de una primera clasificacion en hongos inferiores y hongos superiores, siendo
los primeros los que presentan talo cenocitico o no tabicado, reproduccion sexual o asexual,
aparato esporifero y esporas internas, como sucede con el género Mucor, Absidia y Rhizopus.
Los hongos superiores presentan micelio tabicado con aparato especifico y esporas externas. A
su vez, estos se subdividen en hongos perfectos con reproduccion sexual y asexual conocida
(que se encuadran en la division Ascomycota y Basidiomycota) y hongos imperfectos

(deuteromycotas), solo con reproduccion asexual conocida y alguna excepcion con las dos.

Uno de los grupos de hongos son los mixomicetes (hongos plasmodiales o
mucilaginosos) que se caracterizan por presentar una fase vegetativa de vida libre, constituida
por una masa plasmatica plurinucleada (plasmodio), que puede desplazarse sobre el substrato y
que se nutre por ingestion de particulas orgénicas (fagotrofia). Los plasmodios diferencian
esporocarpos, que contienen numerosas esporas unicelulares de paredes celuldsicas o

quitinosas, que son relativamente frecuentes en la atmosfera.

El genero Plasmopara pertenecientes a los Oomycota, que son organismos terrestres o
acuaticos, saprofitos o parasitos con talo unicelular o micelio de hifas cenociticas, sin tabiques

y con paredes celulares de glucano-celulosa.



La mayoria de las esporas identificadas en este estudio, estan encuadradas dentro de la
division Deuteromycota/deuteromycotina (hongos imperfectos, hongos mitosporicos), que
retine un elevado numero de hongos de importancia econémica y sanitaria y que tienen en

comun ausencia de reproduccion sexual conocida.

Es un grupo artificial, que no se considera como una categoria taxonémica de rango
determinado. Se trata de un conjunto heterogéneo en el que se sitian algunos hongos
levaduriformes, ademds de micelio estéril y todos los hongos con hifas septadas, pero sin
estructuras reproductoras sexuales, que se multiplican activamente mediante esporas asexuales

originadas por mitosis y denominadas conidios.

Los hongos imperfectos se dividen en grupos de inferior categoria, atendiendo

principalmente a caracteres morfoldgicos, sobre todo de los conidios (ontogenia).

El resto de esporas identificadas pertenecen a una de las dos divisiones de hongos,
Ascomycota o Basidiomycota. El grupo de los ascomicetes es el mas numeroso de los hongos,
y se caracterizan principalmente por los esporangios de tipo asco (meiosporangios en cuyo
interior se forman generalmente de cuatro a ocho ascosporas que son meiosporas endogenas).
Los basiodiomicetes se caracterizan por la presencia de basidios, meiosporangios que originan

de modo exdgeno cuatro basididsporas, unidas al esporangio por los esterigmas.

La esporulacion y el crecimiento vegetativo de las hifas propiamente dicho estan

sometidos a condiciones nutricionales y ambientales diferentes.

La luz es un factor importante en la ecologia de los hongos, la luz visible, por ejemplo,
inhibe el crecimiento vegetativo y, sin embargo promueve la esporulacion. Dentro de los
factores climaticos muchos hongos no necesitan luz solar; incluso, muchas veces los procesos
vegetativos se ven frenados por los rayos de luz y en determinadas condiciones las hifas crecen
en direccion contraria a la fuente luminosa (fototropismo negativo); en algunas especies las
hifas y los esporangios crecen hacia la fuente luminosa (fototropismo positivo). (Wainwright,

1992)

De acuerdo con su capacidad de soportar diferentes temperaturas los hongos pueden
dividirse en grupos, generalmente la capacidad de crecer permite unos margenes de temperatura
mas amplios que la capacidad de fructificar, dependiendo de las necesidades térmicas los
hongos pueden dividir-se en mesoéfilos (10° a 40°C, temperatura optima entre 25° a 35°C),
termofilos (20° a 40°C, temperatura optima 40°C), termotolerantes 12° a 55°C) y psicrofilos (0°
a 20°C). (Wainwright, 1992)



La mayoria de los hongos son aerobios estrictos, requieren oxigeno al menos en

pequeias cantidades para poder crecer.

Son organismos heterétrofos. La ausencia de pigmento asimilador o clorofila no les
permite producir energia a partir de la fotolisis de la molécula de agua. Obtienen su energia de
la oxidacion de compuestos carbonados, como la glucosa. Viven de la materia organica y su

obtencion de sustancias es por absorcion. (Wainwright, 1992)

Para obtener nutrientes los hongos excretan enzimas que degradan los polimeros en
mondmeros y, para que pueda haber difusion de enzimas, se requiere una pelicula de agua, por
lo que el crecimiento se limita a medios dotados de un minimo de humedad. Casi se podria
decir que no hay un solo compuesto organico natural que no pueda se utilizado por un hongo u

otro. Su forma de nutricion es caracteristica y altamente exitosa. (Wainwright, 1992)

A pesar de que las condiciones optimas de crecimiento varien de una especie a otra, en
general la temperatura optima varia entre 18°y 32° C y requieren oxigeno, agua y una fuente de

carbohidrato.

Los hongos en general agrupan un niimero considerable de especies. Se han descrito
mas de 100.000 especies de hongos, los cuales se encuentran muy expandidos en la naturaleza,

suelo, aire o agua y eventualmente sobre organismos vivos de naturaleza animal o vegetal.

De este gran numero de especies solo algunos cientos son oportunistas y dentro de los
hongos microscopicos, mas de cien especies son reconocidas por implicarse en patologias
veterinarias y humanas como responsables en procesos infecciosos en el hombre (De Hoog

GS., 2000).

La mayor parte de enfermedades causadas por hongos es debida a la inhalacion,
ingestion de esporas de hongos y células vegetativas (hifas) o por contacto con células fungicas.
En contraste con otras fuentes alergénicas, los hongos estan extendidos en el ambiente, y la

exposicion a las esporas ambientales es constante a lo largo del afio.

Mas de ochenta géneros de hongos fueron relacionados con la causa de personas
susceptibles, sin embargo solo se identificaron proteinas alergénicas en apenas 23 géneros

(Simon-Nobbe B., 2007).
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1.3. Historia de la aerobiologia

Desde los tiempos de Hipocrates (460-377 a.C.), se sostenia la idea de que el hombre
era atacado por “fiebres epidémicas” cuando inhalaba aire infectado de “contaminantes que son

hostiles a la raza humana” (Gregory, 1973).

Los botanicos de Roma, como Discorides (siglo I d. C.) y Plinio (23-79 d. C.), se
interesaron por la estructura macroscopica y por las aplicaciones terapéuticas y bromatoldgicas
de los vegetales pero no por los aspectos fisiologicos de las plantas, de esa forma hasta finales
del siglo XV no se encuentran referencias sobre aspectos relacionados con el polen, cuando
Monardi (1462-1536) comenzo6 a estudiar el papel que los estambres desempefiaban el las
flores. Grez (1628-1711), médico y botanico inglés, realizd las primeras descripciones

morfologicas de pdlenes.

En el jardin Publico de Florencia, el botanico P.A. Micheli (1679-1737), observd que
las esporas de mohos se reproducian durante varias generaciones, detectando que podia haber
contaminaciones, y concluyendo que las esporas de los mohos se dispersaban a través del aire

(Gregory, 1973).

El primer experimento aerobioldgico, mas bien conocido fue cuando Pasteur demostro
las causas de la putrefaccion, cuando propuso que el polvo del aire, incluyendo los gérmenes,

eran bioaerosoles.

Los bioaerosoles pueden ser definidos como organismos vivos y otras particulas

derivadas biologicamente. (NRC, 1981)

Aun a pesar de equipamientos relativamente sencillos de que se disponia en el siglo

XIX, fueron establecidos algunos principios basicos de aerobiologia.

En 1860, Luis Pasteur, probd que la materia viva existente en el aire es la causa de
procesos de fermentacion y putrefaccion. A fin de identificar dicha materia hizo pasar el aire de
la ciudad de Paris por un filtro de algodon con alcohol y éter y luego examind al microscopio la
materia sedimentada, identificando bacterias, mohos y levaduras. Tras estudios para realizar el
calculo de microorganismos por m® de aire, propuso el estudio de esta materia viva en el aire

durante la aparicion de brotes de enfermedades infecciosas.

Entretanto, el primer muestreo periddico de la atmosfera con métodos volumétricos, fue
realizado por el farmacéutico y médico Pierre Miquel (1850-1922), en diferentes lugares del

mundo, gracias a su empefio en desarrollar el primer colector volumétrico, capaz de succionar
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un volumen de 20 litros de aire por hora. Pierre, concluyd en su tesis, “Les organisms vivants
de 1"atmosphere™, en 1883, que el nimero de microbios en el aire variaba enormemente en el

mismo sitio a diferentes horas, estaciones o altitud.

A principios de 1900, ya existia por lo menos un texto guia de microbiologia que
declaraba que placas de petri abiertas y expuestas, no era un método aceptable para indicar la
concentracion de los bioaerosoles, porque no se conocia el volumen de aire muestreado (Ball;

1900)

A partir de esa fecha fueron desarrollados muchos muestreadores volumeétricos,

entretanto, la aerobiologia renacid esencialmente en la mitad del siglo 20th.

Los primeros muestreadores fueron desarrollados por Hirst y Andersen. (Hirst,; 1952;

Andersen; 1958).

Gregory fue uno de los pioneros en el renacimiento de la aerobiologia. Contribuy6 a
ello mediante un trabajo descriptivo sobre aerobiologia y a la ciencia basica sobre el
comportamiento de pequefias particulas en fluidos como el aire, a mediados de la década de

sesenta. (Gregory, PH, 1973)

Mas tarde, el trabajo de Lacey fue fundamental para las aplicaciones del muestreo
aerobiologico y la aerodinamica de las particulas biolégicas en salud humana asociado con

exposicion a los bioaerosoles ( Lacey J.; 1981)

Actualmente, el énfasis esta en la aplicacion de la inmunoquimica, analisis molecular y

quimica del aire. (Schmechel D.; 1994)

Un siglo después de los estudios de Pasteur, en los afios 70 del siglo XX, aparecié una
mayor incidencia de quejas por cefaleas, irritacion de mucosas y sensacion de fatiga entre

trabajadores de grandes edificios de oficinas.

G

Se han propuesto varios términos, “sindrome de la oficina enferma”, “sindrome del

edificio hermético” sindrome del ojo de oficinista” y “sindrome del edificio enfermo”.

Para describir este fenomeno, 1982, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
reconocio el término “sindrome del edificio enfermo” (OMS, 1990), y en un intento de sub-
clasificar el Sindrome del Edificio Enfermo (S.E.E) diferencié entre S.E.E temporal y S.E.E
permanente, cuando los sintomas disminuyen o desaparecen con el tiempo o persisten pese a las

medidas de intervencion, respectivamente (Franck, 1986).
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Los aspectos epidemiologicos del S.E.E se refieren a los sintomas que se presentan con
mayor frecuencia como irritacion de ojos, nariz y garganta; sequedad de piel y mucosas,
eritema cutaneo, fatiga mental, somnolencia, dificultad de concentracion, cefaleas, sensacion
vertiginosa, mayor incidencia de infecciones de vias respiratorias, disnea, sibilancias, cuadros
asmaticos/asmatiformes, disfonia, tos, trastornos del sentido del olfato y del gusto y nauseas

(Gravensen et. al 1986).

Las principales causas responsables del S.E.E identificadas por la mayoria de
investigadores son los contaminantes ambientales (Tueriel et.al, 1983; Whorton et al., 1987,
Gravensen et. al 1986); olores (Smith et.al. 1978; Guidoti et.al. 1987); pérdida de iones
negativos en el aire (Hawkins, 1982; Assael, 1984; Hedge y Collis, 1987); sistemas de
ventilacion del aire inadecuados (Finnegan et.al., 1984; Burge et. al., 1985; Robertson et.al.,
1985). Baja humedad relativa (Green, 1984); ambiente de trabajo poco confortable, con
temperatura elevada o mala ventilacion (Griffiths y Wilkison, 1985); iluminacion deficiente
(Robertson y Burger, 1985; Robertson et.al., 1989; Sterling y Sterling, 1983; Travis, 1984;
Hansen y Andersen 1986; Turiel, 1983); causas psicosomaticas/ insatisfaccion (Skov, 1987;

Wilson y Hedge, 1987).

Los hongos mas comunes existentes en el polvo de origen doméstico pueden facilmente
pasar al aire; y si se dan las condiciones adecuadas para su desarrollo pueden establecerse sobre
cualquier tipo de material, creciendo desmesuradamente, proyectando al ambiente un niimero

elevado de esporas con el consiguiente riesgo para la salud.

El conocimiento de los factores que influyen en la presencia y concentracion de esporas
nos sirven para conocer la relacion entre la dispersion de las esporas y las alergias respiratorias

producidas por ellas.

Las concentraciones de esporas, y sus metabolitos volatiles, en un ambiente cerrado,
con el tiempo tienden a aumentar. Con eso, las personas en esos ambientes, tienden a estar en

contacto constante con tales fuentes.

Estudios conducidos por la Agencia Nacional de Proteccion Ambiental de Estados
Unidos de America, y otros, muestran que muchas veces los niveles de contaminacion

encontrados en ambientes intramurales es mayor que los extramurales (EPA, 1997).

Para la Agencia Nacional de Proteccion Ambiental de Estados Unidos de America

(EPA), la calidad del aire intramural es un problema de salud publica, ya que segin Burglund,
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de ochenta a noventa por cien de las personas pasan la mayor parte de su tiempo en espacios

cerrados (Burglund et.al., 1988).

La identificacion en las diferentes areas geograficas, y el reconocimiento de su
distribucion tiene un gran interés, tanto para el conocimiento del tipo de esporas existentes en

un determinado habitat como por la supuesta sensibilizacion de la poblacion frente a ellas.

Por tanto, el conocimiento de la micoflora en ambientes interiores, es especialmente
importante desde el punto de vista alergologico, a pesar de la dificultad de evaluar tales

ambiente, en funcion de su complejidad (Burge, 1989).

El interés cuantitativo y cualitativo en las particulas aerovagantes es considerado
relevante, porque estd directamente relacionado con datos epidemiologicos de enfermedades

infecciosas, alérgicas y toxicas en el hombre (Lacey, 1981).

1.4. Definiciones sobre aerobiologia:

Las esporas, como las demas particulas bioloégicas que se encuentran en la atmosfera, se
hallan inmersas en lo que denominamos “proceso aerobioldgico”, que comienza por la
produccion de las particulas desde la fuente originaria, su dispersion en la atmosfera, su
transporte, deposicion e impacto sobre cualquier objeto. Aun cuando la mayoria de las esporas
aéreas procede de fuentes cercanas al lugar donde se recoge las muestras, también hay un
aporte procedente de las esporas transportadas por las corrientes de aire. Las esporas pequefias
y de baja densidad, por tanto con minimo peso, pueden ser transportadas a largas distancias y a
diversas alturas. La temperatura, la fuerza del viento y la pluviosidad parecen ser factores

decisivos en este proceso (Saenz L.C. & Gutiérrez B.M, 2001)

El termino Aerobiologia fue cufiado en los afios 30 por Fred C. Meier, con el fin de
incluir bajo esta denominacion los estudios que estaban realizando sobre las esporas de hongos,

granos de polen y bacterias contenidos en la atmdsfera (Gregory, 1973).

En 1975, Parthirane considerd la aerobiologia como “el estudio de polenes, esporas y
microorganismos presentes en el aire, sus fuentes, liberacion, retencion, dispersion, deposicion,
incidencia atmosférica, su impacto sobre otros sistemas de vida y el efecto de las condiciones

ambientales en todos estos procesos”.

Por tanto, la aerobiologia es una ciencia multidisciplinar, que se ocupa de estudiar el
origen, liberacion, transporte, disposicion y efecto de las particulas bioldgicas transportadas por

el aire. (Solomon W.R, 1998).
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Se sabe que los hongos son ubicuos, presentes tanto en medio exterior con en
ambientes intramurales. Actualmente, la acrobiologia, a efecto practico, se divide en intramural,

o de interiores, y extramural, o de exteriores (Gregory, 1973).

El aire es una mezcla de gases que forma la atmoésfera terrestre, sujetos alrededor de la
Tierra por la fuerza de la gravedad. Estd compuesto en propiedades ligeramente variables por
nitréogeno, oxigeno, vapor de agua, ozono, dioxido de crabono, hidrogeno, algunos gases nobles
como cripton o el argon. En suspension se encuentran mas o menos numerosas particulas

inertes de polvo, humo y impurezas, asi como el aeroplancton.

En el aire interior hay particulas propias y las que entran desde el exterior. (Burge H.A,

1982, Licorish et.al. 1985).

El aeroplancton es definido como el conjunto de organismos aerovagantes o
plancténicos que “viven” en la atmdsfera, como acaros, polen, esporas de hongos, bacterias y
virus los cuales son responsables de un ascendente impacto en la salud humana, desde tres

puntos de vista: alergias, infecciones e intoxicaciones.

Se sabe que tanto el aire intramural cuanto el aire extramural contienen polenes, acaros
y esporas fungicas libres, estas, procedentes de hongos que viven y crecen en asociacion con

los seres humanos, animales, plantas y materia organica en descomposicion.

Por concentracion en la atmosfera y por su pequefio tamafio, las particulas fingicas
(esporas y fragmentos de hifas) pueden ejercer un importante papel en las alergias respiratorias.
Entre todas las esporas fingicas atmosféricas, las mas importantes por su presencia casi
constante en el exterior y por su capacidad de producir alergenicidad, son las atribuidas a
algunos géneros como, Alternaria sp., Cladosporium sp., Curvularia sp., Drechslera sp.
(ncluido Helminthosporium), Epicoccum sp., Fusarium sp., Nigrospora sp., y Stemphylium sp.

(Kendrick, 1990)

En general, las esporas que pueden reconocerse en las muestras aéreas son comunes en
todas las regiones de la tierra: Cladosporium, Alternaria, Phythomyces, Epicoccum,
Aspergillus/Penicillium, Stachybotrys, Ganoderma, Coprinus, Leptosphaeria o similares,

basidiosporas hialinas, ascosporas bicelulares, u otras ascosporas (Escamilla B, 2000)

Los niveles de esporas se ven afectados por la temperatura, humedad relativa, estacion
geografica, condiciones meteorologicas, ademas de una presencia local de diferentes fuentes de

las que emanan esporas, como el contenido de material bioldgico degradable, la presencia de
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animales, plantas y alfombras, ademas de los microhabitats propios de los hongos (Dharmage

S, 1999)

Se estima que la concentracion de esporas fliingicas en el aire varia substancialmente
dependiendo de diversos factores, la mayoria crece en ambientes exteriores, pudiendo llegar a

concentraciones que varian entre 230 a 10° esporas/m’ ( D' Amato G, 1995; Lacey L, 1981)

Segun autores, la concentracion de esporas fungicas intramural es menor que la mitad
. . . . 3
encontrada en ambientes exteriores, pudiendo variar entre 100 a 1,000 esporos/ m” (Burge H.A,

1985; Nevalainen A, 1994)
1.5 Métodos de muestreos aerobiologicos:

La evaluacion de exposicion de hongos alergénicos es, generalmente, realizada por
recuento de esporos o cuantificacion de las unidades formadoras de colonia obtenido por medio

de métodos de cultivo (Peyton, 2001).

El método ideal de muestreo de las esporas fungicas seria aquel que combinase el
muestreo continuo volumétrico con la posibilidad real de identificar de forma precisa todas las
esporas atmosféricas. Actualmente tal método no existe. Las técnicas llamadas “no viables”,
basadas en captadores de tipo Hirst (como los comercializados por Burkard y Lanzoni), realizan
un muestreo continuo y permiten obtener resultados cuantitativos (numero de esporas por metro
cubico de aire), mediante el analisis microscopicos de las muestras. Los métodos “viables” son
aquellos que permiten el posterior cultivo de las esporas (por ejemplo, métodos gravimétrico o

volumétrico sobre medio de cultivo). Ambos métodos tienen ventajas y desventajas.

El principal inconveniente de la identificacion visual de las esporas captadas es que la
mayoria de las veces solo puede hacerse a nivel de genero y en muchos casos, las semejanzas
morfolégicas solo permiten referirse a grupos muy amplios como es el caso de
Aspergillu/Penicillium. Finalmente, muchas esporas pequefias ¢ hialinas son dificiles de

apreciar.

Los métodos viables recogen las esporas en placas de Petri con un medio de cultivo.
Las placas se incuban, las esporas germinan y desarrollan colonias, que pueden ser
identificadas y enumeradas. Este método esta fundamentalmente limitado por el hecho de que
no todas las esporas crecen en un medio de cultivo. Es eficaz para los hongos imperfectos
(anamorficos), pero las ascosporas y las basididsporas no son viables en cultivo. Ademas puede
producirse competencia e inhibicion del crecimiento entre diferentes hongos. En cambio una de

las ventajas de los métodos viables, comparado con los no viables, es la posibilidad de
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diferenciar y cuantificar Penicillium y Aspergillus. Los resultados de ese método dependen del
medio elegido y la temperatura de incubacion, de la velocidad de muestreo, numero de

repeticiones, tiempo de muestro, y aparato utilizado.

A la clasificacion de los hongos encontrados en los analisis atmosféricos por los
métodos viables, estda la posibilidad de identificar rigurosamente los taxones mediante la

secuenciacion de su ADN, comparando con el banco de datos. (Gn Bank/EMBL, Heidelberg)

1.6. Aerobiologia y Salud:

La biodiversidad fingica de un ambiente intramural, normalmente es una mezcla de lo
que proviene del exterior existe la dificultad de llegar a alguna conclusion significativa
respecto a la presencia de esporas fungicas y respuesta alérgica. Se sabe que las esporas
fingicas tanto en ambientes interiores como exteriores, pueden ser estudiados

cuantitativamente y cualitativamente.(Licorish K., 1985),

La evaluacion de la exposicion a contaminantes biologico (bioaerosoles) tiene el
inconveniente de que, por el momento, no existen criterios de valoraciéon numéricos que
permitan una interpretacion de la situacion de trabajo analizada. El hecho de que se desconozca
dicha relacion entre contaminantes bioldgicos y enfermedades en los seres humanos, es quizas,
el mayor obstaculo a la hora de establecer criterios de valoracion para evaluar la exposicion a

los contaminantes (Miller J.D, 1992)

El mayor reto en la actualidad, considerando el estudio de bioaerosoles, se refiere a la
falta de valores umbrales ambientales considerados a nivel internacional, para poder definir con

un criterio cuantitativo y objetivo, el nivel de exposicion admisible (Miller J.D, 1992).

No solo la cantidad de esporas en un ambiente interior es relevante, sino también su

poder de alergenicidad, lo cual conlleva a las manifestaciones clinicas.

Datos sobre la carga de esporas y la asociacion con los niveles de alergenicidad tanto
en ambientes intramurales como extramurales, son caracterizados de forma incompleta.
Similarmente, no existen guias sobre la carga de esporas fungicas para diferentes ambientes o

los que estan no son fiables (Lippalainen et.al., 1999).

Sin embargo estd bien documentado el hecho de que la concentracion de hongos
ambientales no presenta una distribucion normal, los hongos varian logaritmicamente,

cuantitativa y cualitativamente en un mismo ambiente (Barkova T. et.al, 1995).
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Debido a factores como ciclos bioldgicos inconstantes, caracteristica cosmopolita y
dificultad de muestreo e identificacion, la relacion exposicion - sintomas no esta bien definida

en el caso de esporas fungicas, (Sudrez- Cervera, 1990).

La comisiéon para los bioaerosoles de la American Conference of Governmental
Industrial Hygienists (ACGIH) afirma que no es posible establecer dichos criterios, porque no
tiene justificacion cientifica cualquier valor limite de exposicion general para la concentracion
de los bioaerosoles cultivables (hongos y bacterias totales) o contables (polen total, esporas de
hongos o bacterias), debido a que los bioaerosoles son mezclas complejas de diferentes clases
de particulas, y, a parte de eso, las concentraciones medidas de los bioaerosoles cultivables y
contables dependen del método de toma de muestra y analisis. No seria posible recoger y

evaluar todos los componentes de los bioaerosoles utilizando un tnico método de muestreo.

Aunque no se han establecido valores limite de exposicion para los bioaerosoles
individuales cultivables o contables para prevenir la irritacion o las respuestas toxicas o
alérgicas, actualmente, existe una informacion relativa a tales concentraciones, en su mayor
parte, obtenidas a partir de estudios de casos que contienen s6lo datos cualitativos de la

exposicion (Miller J.D, 1992).

Los datos epidemiologicos que existen son insuficientes para describir las relaciones

exposicion- respuesta.

La mayor parte de los datos de las concentraciones de los bioaerosoles especificos
proceden mas de medidas indicadoras que de la determinacion de los agentes causantes reales.
Por ejemplo, la determinacion de hongos cultivables se utiliza para representar la exposicion a
los alérgenos. Ademas, la mayor parte de las determinaciones proceden de los puntos de
acumulacion de estos agentes (reservorios) o de las muestras del aire ambiental. Por lo tanto es
poco probable que estas aproximaciones representen exactamente la exposicion humana a los

agentes causantes reales.

Los componentes y las concentraciones de los bioaerosoles varian ampliamente. Los
muestreadores de aire mas comunmente utilizados s6lo toman muestras "puntuales" en periodos
cortos de tiempo y estas muestras aisladas pueden no representar la magnitud exacta de

exposicion humana. (Peyton, 2001)

Los contaminantes de procedencia bioldgica que son analizables son sustancias

producidas por la materia viva, que se pueden detectar utilizando ensayos quimicos,
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inmunoldgicos o bioldgicos y comprenden a las endotoxinas bacterianas, micotoxinas,

alérgenos y compuestos organicos volatiles.

Los métodos de ensayo para ciertos aeroalergenos comunes y endotoxinas estidn
avanzando constantemente. Las innovadoras técnicas moleculares estdn permitiendo analizar la
concentracion de organismos especificos, detectados hasta ahora normalmente sélo por cultivo

0 recuento.

Los hechos todavia no respaldan el establecimiento de valores limite de exposicion para
ninguna de estas sustancias analizables. Sin embargo, en estudios experimentales y
ocasionalmente en estudios epidemioldgicos, se han observado relaciones dosis-respuesta para

algunos de los bioaerosoles analizables.

La Comision para Bioaerosoles de la ACGIH ha desarrollado unas guias para la
evaluacion de la exposicion a contaminantes bioldgicos en ambientes interiores. Estas guias
tienen en cuenta la valoracion médica de los sintomas, la evaluacion del funcionamiento del

edificio y el juicio profesional.

En ausencia de criterios numéricos de valoracion, es necesario decidir con antelacion
los criterios de interpretacion que serdn utilizados para determinar si un ambiente estd o no
contaminado. En términos generales, se podrian considerar los siguientes criterios de

interpretacion de los resultados obtenidos:

- Los tipos y frecuencias relativas de los contaminantes bioldgicos en el ambiente con

problemas y en un ambiente "control' (el exterior u otro local sin problemas).

- La evidencia médica de que una infeccion o alergia ha sido causada por un

contaminante bioldgico especifico.

- Las relaciones existentes entre el ambiente interior y el ambiente control pueden

indicar posibles amplificaciones.

- La evaluacion de los reservorios y las posibilidades de amplificacion y de

diseminacion.

Se sabe que la carga aérea de esporas cambia segun el area geografica, ya que el
substrato sobre el que crecen los hongos, los ciclos del desarrollo de las plantas y las
caracteristicas geoclimaicas inciden directamente sobre su reproduccion (Li Dw; 1995); y que

un gran numero de esporas fingicas estan presentes en el ambiente exterior durante todo el afio,
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dependiendo de los factores ambientales como actividad de agua, nutrientes, temperatura y

viento. (Burge H.A, 1989)

A pesar de no existir valores patrones para interpretar los resultados de hongos
encontrados en un determinado ambiente, el National Allergy Bureau, programo6 algunas guias
basado en muestreos para el aire extramural. Como los efectos sobre la salud de tales
bioaerosoles dependen de la susceptibilidad individual, el indice de la exposicion relativa no

esta basado en los efectos sobre la salud. Existen numeros relativos y limites.

The National Allergy Bureau es una sesion de la American Academy of Allergy,
Asthma, and Imunology (AAAAI) Aeroallergen Network, que es responsable de reportar los
niveles de hongos y polenes a los medios de comunicacion. La Red es formada por 65
estaciones en los Estados Unidos de America y Canada, formada por miembros de la AAAAI
encargada de los contajes de polenes y hongos ambientales, los cuales facilitan unos niveles

fiables de tales bioaerosoles (Bleimehl L, 1996; AAAAI 2002).

Considerando que el nivel seguro aceptable de particulas acrovagantes todavia no haya
sido acordado, pues mucho dependerd de la concentracién exterior y del tipo de esporas
presentes en el interior, cada ambiente interno debe ser considerado un caso Unico e

independiente (Leventin, E.; 1995).

La red Aerobioldgica de Cataluia (Xarxa Aerobiologica de Catalufia, XAC) suministra
recuentos polinicos desde 1983. Desde 1994 el método de muestreo aerobiologico usado por la
Xac es el método de Hirst, estandarizado en Espafia y Europa y siguiendo als normas

establecidas para las estaciones aerobioldgicas de Espafia (Dominguez E, 1992)
1.7 Alergia y Inmunoloégica

La mayoria de las especies fungicas, al estar distribuidas de manera universal,
constituyen una parte importante del material bioldgico en suspension en el aire intramural y

extramural (Solomon WR, 1998).

Se sabe que las variables como area geografica, estacionalidad, los ciclos de las plantas
y las caracteristicas geoclimaticas influyen directamente en la reproduccion de los hongos,

consecuentemente en la carga aérea de esporas (Morin O; 2001).

La carga de alergenos generalmente proviene del ambiente exterior. Las caracteristicas,

respecto a la biodiversidad de los ambientes interiores, en muchas ocasiones es reflejo del
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exterior. Ciertas especies como, Penicillium y Aspergillus muchas veces pueden estar en mayor

proporcidon en ambientes interiores que exteriores (Salomon, WR, et.al; 1998).

La posibilidad de que una persona inhale esporas fungicas, tanto en ambientes abiertos

como cerrados, es elevada.

La composicion alergénica de los hongos puede variar segin se considere la forma
micelar o la espora. Entretanto, las respuestas alérgicas a los hongos se han relacionado de una
manera mas directa con las esporas fungicas, que con la presencia de restos miceliares u otras
parte de las células fungicas. Las respuestas a cada tipo de espora difieren seglin las personas y
los alérgenos fungicos, que presentan una gran variabilidad en la severidad de la respuesta

alérgica que provocan (Iversen M, Dahl R, 1995).

Los hongos a través de sus esporas, micotoxinas y por la emision de VOC (compuestos
volatiles organicos), pueden causar diferentes tipos de enfermedades o alteraciones de la salud,
como enfermedades infecciosas (Aspergilosis), histoplasmosis (por Histoplasma), criptococosis
(por Cryptococcus) y coccidiomicosis (por Coccidioides); reacciones alérgicas, como rinitis y
asma; neumonitis por hipersensibilidad; cancer debido a micotoxinas carcinogénicas;
desordenes inmunoldgicos por micotoxinas inmunosupresoras; reacciones de inflamacion
debidas al -1,3-glucano (compuesto de la pared celular de los hongos); irritacion debida a

VOC fangicos como por ejemplo alcohol. (Albright D.M., 2001; Fernandez, 1996).

Los antigenos de estos microorganismos se asocian a las particulas inocuas del aire,
provocando numerosas clases de enfermedades infecciosas o toxigénicas cuyo unico vehiculo

de infeccion es el aire

La definicion de antigeno es: sustancia que tiene la capacidad, tras contactar con el
sistema inmune, de producir respuesta inmunitaria especifica y de reaccionar con los productos
de esta respuesta. Un alergeno es capaz de generar una respuesta inmune mediada por IgE y

que resulta en la formacion de anticuerpos IgE especifico.

Un alergeno es una sustancia capaz de producir anticuerpos en un organismo
sensibilizado y da lugar a una reaccion antigeno-anticuerpo al producirse un nuevo contacto del
organismo con el alergeno. El descubrimiento del antigeno y su anticuerpo especifico,
responsables de la sintomatologia clinica, es la base del diagnodstico etioldgico en las

enfermedades alérgicas. (Aalberse, 2000)
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Por tanto, un alérgeno es un antigeno que provoca la produccion de una clase especifica
de inmunoglobulina E por parte del sistema inmune, y puede inducir, tras unirse a ella una

reaccion local o sistémica, denominada Alergia.

Los aeroalérgenos son las particulas que son transportadas por el aire, capaces de
producir alergia respiratoria, cutanea o conjuntival. Los neumoalergenos de interés en patologia

clinica son los pélenes, acaros, epitelios y caspa de animales y hongos.

Los alergenos, causantes de las enfermedades Alérgicas, pueden ser de origen muy
diverso, por ejemplo acaros, pdlenes, esporas de hongos, epitelio de animales domésticos,
alimentos, bacteria, latex y farmacos. Muchas de las moléculas causantes de estos sintomas
alérgicos estan bien caracterizadas y de algunas se conoce la secuencia parcial o total de sus

aminoacidos.

La mayoria de los alergenos son proteinas, glicoproteinas y polipéptidos, y mas
raramente polipéptidos puros, inocuos para la mayor parte de los individuos, y s6lo aquellos
con una disposicion personal de producir IgE especifica contra dichos alergenos, reaccionaran

de forma anormal.

Los alergenos suelen tener un tamafio entre 5.000 y 70.000 daltons y raramente son
inmundgenas, son sustancias menores de 1 kilodalton, que pueden actuar como haptenos de
bajo peso molecular que por si solo tiene capacidad inmundgena. Pero no antigénica, de ese
modo, precisa unirse a otra molécula o proteina coadyuvante para producir una reaccion

alérgica.

La mayor parte de los alergenos transportados por el aire suelen ser proteinas o
sustancias unidas a estas; resultan ser glico-proteinas solubles, con peso molecular variable

entre 10.000 y 40.000 daltons (Dreborg S. et.al., 1994).

Los aeroalérgenos mejor conocidos varian entre 1 y 6 um. Solo las particulas de tamafo
menor que 2-4 pm son capaces de alcanzar vias aéreas inferiores (Dankaart, et.al, 1991; Pepys,

1., 1965).

Las circunstancias que favorecen que una molécula se comporte como alergeno en una
persona susceptible serian entre otras la capacidad de acceder al sistema inmune la
concentracion en el ambiente, la complejidad molecular, solubilidad (los alergenos
hidrosolubles tienes mayor facilidad de pasar hacia el epitelio respiratorio), estabilidad, la

predisposicion genética del individuo, la alteracion de los mecanismos defensivos del
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individuo, la coexistencia con otras sustancias alergénicas o con factores irritantes. (Dankaart,

W.F.J. M., 1991; Pomés A, et .al, 2007)

Los organismos, una vez expuestos a aeroalérgenos, pueden expresar una reaccion
inmune exagerada o reactiva a determinado agente bioldgico inocuo que reconozca extraio

(Albright D.M.2001; Fernandez, Pinto, V.E. 1996).

Las reaccion alérgicas se ponen de manifiesto tras sucesivos contactos con el
aeroalérgeno y depende de la susceptibilidad individual y de la carga del alérgeno (Albright
D.M.2001; Fernandez, Pinto, V.E.,1996)

La reaccion alérgia puede ser definida como una enfermedad humana causada por una
reaccion de hipersensibilidad del propio organismo frente a seres bidticos o sustancias en si

1nocuas.

La respuesta individual depende de maultiples factores. Uno inherentes al sujeto
alérgico, como sistema inmune, susceptibilidad, edad y esto fisico, etc; y otras dependientes del
alergeno como caracteristicas fisico-quimicas, dosis, frecuencia de la exposicion, via de

penetracion, adyuvantes etc. (Pomés A, et .al, 2007)

Un alérgeno tendrd importancia clinica cuando posea grupos antigénicos especificos
capaces de provocar respuestas alérgicas en el hombre, y encontrarse en concentracion
suficiente en el aire de modo que el nivel de exposicion sea adecuado para desencadenar una
respuesta inmunoldgica. A partir de la década de 90, se han podido identificar especies de
reconocida capacidad alergizante en concentraciones suficientes como para inducir respuestas
especificas de IgE y como para desencadenar sintomas respiratorios en aquellos individuos
sensibilizados (Ardusso L.R.F et.al, 1999; Baena-Cagnani C, et.al, 1993; Baena-Cagnani C,
et.al, 2001)

El término atopia, del griego a: fuera, sin; topos: lugar; y por lo tanto extrafio, raro, sin
logica (utilizado inicialmente para describir las reacciones cutdneas inmediatas de papula y
eritema producidas en respuestas a alergenos en pacientes con sintomas respiratorios de asma y
rinitis). Actualmente se podria definir como la “predisposicion genética de algunos individuos
a producir una respuesta exagerada, mediada por anticuerpos de clase inmunoglobulina E
(IgE) especificos para cada alergeno, demostrada a través del laboratorio por definida
clinicamente por la presencia de una o mds pruebas cutaneas positivas y a traves del
laboratorio por concentraciones de IgE especifica elevada) frente a sustancias ambientales”.

(Johansson et.al, 2004)
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Atopia, no implica la presencia de sintomas clinicos, no obstante se considera un factor

de predisposicion para desarrollar enfermedad alérgica.

El termino alergia, del griego, allos: otros; ergon: accion, hace alusion a la reaccion
inmunitaria anémala, habitualmente desencadenada por un antigeno inofensivo, de la que va a
resultar un prejuicio para el organismo. Fue definido en 1906, por von Pirquet, para describir
una reactividad alterada en seres humanos causada por sustancias externas. (Von Pirquet C.,

1907 In.: Horner W.E, 1995; Rojido M. G, 2001)

Habitualmente, en la practica, se refiere a los mecanismos de hipersensibilidad
inmediata mediado por IgE, por lo que la alergia seria la expresion clinica de la predisposicion
atopica, e¢ incluye asma, rinitis, conjuntivitis, dermatitis atopica y reacciones alérgicas por
alimentos, farmacos y veneno de himendpteros entre otros cuadros. Otras enfermedades
alérgicas, como la neumonitis por hipersensibilidad o la dermatitis de contacto, producidas por
reacciones de hipersensibilidad no mediadas por IgE, podrian ser denominadas manifestaciones

alérgicas no atopicas. (Coombs RRA GP, 1975)

Con el fin de unificar y definir estos conceptos, la Academia Europea de Alergologia e
Inmunologia (EAACI) publicé en el afio de 2001 una revision de la nomenclatura en
alergologia, posterioremente revisada en el 2003 por a Organizacion Mundial de Alergia

(OMA). (Johansson et.al, 2003)

La OMA establece que el término hipersensibilidad se debe usar para describir
sintomas o signos objetivos y reproducibles iniciados por la exposicion a estimulos definidos a
una dosis tolerada; define alergia aquella reaccion de hipersensibilidad iniciada por
mecanismos inmunologdgicos especificos. Que puede ser mediada por anticuerpos o por
celulas. Cuando el anticuerpo pertenece al isotipo inmunoglobulina E (IgE), se habla de alergia
mediada por IgE. En el contexto de una reaccion inmunoldgica, la sustancia desencadenante se

denomina antigeno.

Frecuentemente se utilizan los términos genéricos de alergia, atopia, hipersensibilidad y
anafilaxia para describir reacciones inflamatorias dirigidas contra sustancias extrafias, que en

otras condiciones serian inocuas.

1.8 Reaccion alérgica:

Cuando un alérgeno entra en contacto con el sistema inmune, es reconocido como
extrafio y es captado por las células presentadoras de antigenos. Dichas células opsonizan

(hacen mas susceptibles de ser fagocitadas) la molécula antigénica y la procesan, migrando
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posteriormente a los ganglios linfaticos donde los presentan, unidos al Complejo Mayor de
Histocompatibilidad tipo II (MHC II), al precursor del linfocito T cooperador o “helper”, que al
reconocer la sustancia extrafia, se activa, secretando una serie de citoquinas. La sensibilizacion
conlleva un efecto memoria de los linfocitos B hacia la produccion de IgE y la existencia de

linfocitos tipo T con memoria alergeno especifica.

De un modo general, el proceso alérgico se manifiesta cuando dos o mas moléculas de
IgE unidas a su receptor reconocen a una misma molécula de alergeno, provocan el
entrecruzamiento de los receptores, y desencadenar una serie de reacciones bioquimicas de
sefalizacion que culminan en la degranulacion del mastocito con la liberaciéon de una serie de
mediadores preformados (histamina, triptasa, serotonina, quimasa, peroxidasa, etc.) o
sintetizados de novo: metabolitos del acido araquidénico (prostaglandinas y leucotrienos),

factor activador de plaquetas, quimiocinas y citocinas.

La reaccion excesiva del sistema inmune se va adquiriendo después de exposiciones
prolongadas a concentraciones elevadas de antigenos durante meses o afios. Sin embargo, una
vez que el sistema inmune ha sido sensibilizado, la reaccion de hipersensibilidad se

desencadena con la exposicion a minimas cantidades del alérgeno especifico.

En la reaccion alérgica inmediata, los siguientes y repetidos contactos con el alergeno
estimularan, con la ayuda de los linfocitos tipo T, a los linfocitos tipo B hacia la produccion de
elevados niveles de IgE especifica. Esta IgE especifica se une a la superficie de mastocitos,
basofilos, monocitos, células dendriticas y células B por medio de receptores especificos

(FceRI: receptor de alta afinidad para la IgE; FceRII, receptor de baja afinidad para la IgE).

Estos mediadores producen una serie de efectos biolodgicos: constriccion del musculo
liso bronquial, vasodilatacion o aumento de la permeabilidad capilar, secrecion de moco en las
vias aéreas, etc., que son los responsables de los sintomas de la enfermedad alérgica (prurito,

eritema cutdneo, hidrorrea, congestion nasal, broncoespasmo (Navarro M, et.al; 2005).

Con frecuencia la reaccion inmediata se acompafia de una reaccion tardia, que ocurre
pasadas unas horas, como consecuencia de la respuesta inflamatoria procedente de eosindfilos,

neutréfilos y macréfagos.

Tras episodios recurrentes de inflamacién aguda, se van a producir cambios
inflamatorios persistentes con infiltrado celular a expensas fundamentalmente de neutréfilos y

eosinodfilos, que van a perpetuar la cadena inflamatoria con tendencia a la cronificacion.
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Las respuestas alérgicas se caracterizan inmunologicamente en cuatro tipos de
reacciones destacandose la clasificacion general: hipersensibilidad tipo I, hipersensibilidad tipo

11, hipersensibilidad tipo III e hipersensibilidad tipo IV. (Cohen, J.J., 1988)

Se sabe que en las reacciones de hipersensibilidad de tipo I, como en la fiebre del
heno o el asma, tras una primera exposicion al alérgeno la persona se sensibiliza, produciendo
anticuerpos especificos contra el antigeno (generalmente IgE), que quedan expuestos sobre la
superficie de mastocitos y basofilos. Después de una segunda exposicion al alérgeno, la
reaccion se produce muy rapidamente, en pocos minutos. Una sustancia de gran importancia
que se libera durante la reaccion alérgica es la histamina. También son liberados otros
mediadores quimicos, como leucotrienos (LTC4, LTD4, LTE4), factor de agregacion
plaquetaria (PAF) y prostaglandinas (como la PGD?2).

La histamina es un potente mediador de la inflamacién y su liberacion por mastocitos y
basofilos da lugar a una disminucion de la tension sanguinea, una contraccion del musculo liso
(broncoconstriccion, vasoconstriccion...) y un aumento de la secrecion de las glandulas
mucosas. Los mastocitos y los basofilos son dos tipos celulares relacionados con la liberacion
de histamina. Los anticuerpos IgE producidos por las células plasmaticas se unen a los
receptores presentes en la superficie de mastocitos (presentes en piel, mucosas y tejidos) y
basofilos (torrente sanguineo). Ambos tipos celulares contienen granulos con histamina y otros
mediadores quimicos yuna reaccion entre los alérgenos y los anticuerpos IgE sobre las
superficies celulares (entrecruzamiento) provoca el comienzo de la desgranulacion celular y la
liberacion subsecuente de mediadores quimicos. La histamina produce la contraccion del
musculo liso de los bronquiolos (broncoconstriccion) que se observa en el asma, la secrecion de
mayor cantidad de moco en las paredes bronquiales y alveolares, la secrecion de fluido nasal y
de lagrimas, con congestion nasal y prurito nasal y conjuntival, y finalmente, la alteracion de la
permeabilidad vascular con una disminucion de la presion sanguinea (que en raras ocasiones
puede conducir a un choque alérgico o anafilactico). No es infrecuente que exista una fase
tardia del proceso. A través de este proceso se producen algunas formas de asma extrinseca,

rinitis alérgica estacional, urticaria, angioedema, choque anafilactico y alergia digestiva.

La respuesta inmediata por inmunoglobulinas Ig-G o IgM, caracteriza la
hipersensibilidad tipo II, la cual suele producirse como respuesta a biotoxinas ambientales.

Clinicamente se expresan como una neumonitis hipersensible o alveolitos intrinseco.

La reaccion de Arthus, o hipersensibilidad tipo III, estd mediada por inmuno-
complejos circulantes de inmunoglobulinas Ig-G. Esta reaccion se manifiesta en patologias

como la neumonitis hipersensible, la fiebre del humidificador y pulmén del granjero.
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La hipersensibilidad tipo IV, también denominada hipersensibilidad retardada,
produce la liberacion de linfocinas. Se puede presentar por ejemplo en la neumonitis por

hipersensibilidad y en reaccion tipica de la dermatitis de contacto.

Los alérgenos respiratorios fungicos suelen ser proteinas hidrosolubles presentes en las
esporas fungicas® que son extraidas de las mismas por los fluidos mucosos de las vias
respiratorias.

La hipersensibilidad a Hongos:

Se han descrito dos tipos de reacciones de hipersensibilidad resultado de la exposicion
a alérgenos flngicos: las reacciones de hipersensibilidad de tipo I y de tipo III de Gell y
Coombs. Por otra parte, se ha observado la presencia de reacciones de hipersensibilidad de tipo
IV en el transcurso de infecciones por dermatofitos y en candidiasis mucocutaneas. Sin
embargo, las reacciones de hipersensibilidad de tipo II se encuentran muy raramente en las
alergias a hongos.

Cuando los antigenos fingicos atraviesan las barreras mucosas van a ser fagocitados
por los macrofagos y otras células presentadoras profesionales de antigenos (APC) que
degradan a los alérgenos. Durante la degradacion del alérgeno, las APC procesan a estos
componentes proteicos para presentarselos posteriormente, bajo restriccion de las moléculas del
complejo principal de histocompatibilidad de tipo II (MHC II), a los receptores (TCR) de los
linfocitos T cooperadores (CD4+). Los linfocitos B, a través de su receptor especifico (BCR),
también van a reconocer a los alérgenos. El intercambio de sefiales quimicas por mediadores
como las interleucinas entre linfocitos T cooperadores y linfocitos B va a posibilitar que las
células B se transformen en células plasmaticas y produzcan anticuerpos de la clase IgE. Esta
activacion que en personas sin alergia produce una respuesta defensiva contra los diferentes
agentes infecciosos (bacterias, virus, protozoos, hongos), en las personas atopicas conlleva una

sobreproduccion de IgE que produce numerosos efectos indeseables.

1.9 Alergia y Aerobiologia:

Las sustancias que con mayor frecuencia, producen cuadros alérgenos, a través de la
inhalacion, son polenes, esporas de hongos, diferentes tipos de polvo, acaros, epitelio de
animales, y otras sustancias que invaden directamente la mucosa respiratoria. (Leher, S.B.,

1983).

Desde el punto de vista médico, las particulas reproductivas de los hongos son los
responsables de numerosas patologias, las cuales experimentan regularmente un transporte

atmosférico (Gregory, P.H.; 1973).
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La implicacion de los hongos en patologias alérgicas como la rinitis y el asma alérgica
ha quedado demostrada, en las ultimas décadas, a partir de los estudios sobre la aerobiologia y
su papel como alergeno, y se ha comprobado que son mas significativos que los polenes en

causas molestias alérgicas (Mosby, et.al; 2003; Solomon WR et.al.; 1998).

Los hongos pueden actuar como aeroalergenos a nivel de las mucosas ocular, nasal y/o
bronquial, desarrollando enfermedades como rinoconjuntivitis y/o asma alérgicas, sinusitis
fungica alérgica, aspergilosis broncopulmonar alérgica (ABPA) y la alveolitos alérgica

extrinseca (Chapman J.A., et.al., 2003; Fung, F. et.al.; 2003).

Los hongos de mayor interés alergologico son los llamados imperfectos. A estos
pertenecen los Deuteromycetos, con reproduccion asexuada, que estan presentes de forma
abundante, y que, tienen un papel muy importante por mantener el equilibrio ecoldgico,

transformando el detritus de materiales orgénicos.

Entre los Deuteromycetos, las especies mas relevantes como aeroalérgenos fungicos
son Alternaria alternata, Cladosporium herbarum, Aspergilus fumigatus, y Penicillium

notatum.

Respecto a la prevalencia en los ambientes, las especies a destacar en el ambiente
extramural son Alternaria y Cladosporium, halladas sobre plantas y en zonas putrefactas del
suelo, en cuanto que Aspergillus y Penicillium se encontran en graneros, almacenes, so6tanos y
ambientes domésticos, siendo considerados hongos de interior (Beaumont, F., 1985; Licorish,
K., 1985). Ultimamente Alternaria esta recibiendo también importancia como hongo de

interior.

A partir de los resultados obtenidos en estudios diferentes, publicados en
Biocontaminants in Indoor Environment, en el aire interior son las espécies mas cominmente
identificadas son Cladosporium sp.; Penicillum sp., Levaduras rosas y blancas; Botrytis
cinérea,; Aspergillus sp.; Paecillomyces variotii;, Phoma sp, Aureobasidium, Alternaria
alternat; Epicoccum purpurascens; Geotrichum candidum; Ulocladium sp., Trichoderma

viride, Trichoderma harzianum y Mucor sp. (Dagmar S.E, 1994).

Segun Gravensen, 100 esporas/m3 para Alternaria y 300 esporas/m3 de Cladosporium
son las concentraciones umbrales de esporas alergénicas para provocar sintomas clinicos, con
valores considerablemente variables de unos a otro, pues depende del agente individual aislado

(Gravensen, et.al, 1986).
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Peat y Verhoeff en los afios noventa, revisaron y describieron la relacion entre la
humedad, prevalencia fingica y los riesgos para la salud (Peat & Dickenson, 1998; Verhoeff

AP & Burge; 1997).

La implicacion de los hongos en patologias alérgicas, como la rinoconjuntivitis y/o

asma alérgica, ha quedado demostrado a partir de estudios acorobioldgicos.

La incidencia de enfermedades respiratorias tras la exposicion a aeroalérgenos es un
hecho conocido (Costantino et al., 1995, D" Amato et al., 2000), asi como el incremento de la
prevalencia de enfermedades alérgicas (Voltorini e al., 2000), siendo muchos los autores que
relacionan este aumento con factores ambientales, principalmente con la contaminacion del aire

(Berggre et.al, 2000; Lorenzoni-Chierusa et.al, 2000; Feo et.al, 2007; Mur, et.al, 2007)

Existe una amplia evidencia histérica que relaciona determinados tipos de alergias con
los hongos. La primera descripcion conocida que relaciona hongos y cuadros alérgicos data de
1726, cuando Sir John Floyer observo sintomas asmaticos en pacientes que habian visitado una

bodega. (Floyer J, 1745).

A principios del siglo XX, el medico Bostock (1919), observo la aparicion de sintomas
de rinitis en granjeros que almacenaban heno en silos, definiendo dicha entidad como

enfermedad de los silos o fibre del heno. (Bostock, 1919)

En 1883, Blackley se provocd una crisis de “catarro bronquial” con roncus pulmonar
sevaro (Catarrhus Aestivus, fiebre del heno o asma de heno), al inhalar esporas de Penicillium

y Chaetomium buscando demostrar tal relacion (Blackley CH, 1873. In Emmanuel, 1998).

Posteriormente, ya en el siglo XX, Noon y Friedman, en 1911, utilizan por primera vez
extractos de polen en solucidn de coca administrados a pacientes con fiebre del heno,
cuantificando la proporciéon de polen crudo en la solucion, etiquetandola en unidades (unidades
de Noon) y sentando las bases de la inmunoterapia especifica con extractos alergénicos (ITE).
Desde entonces, se ha utilizado la ITE para tratar enfermedades alérgicas, como una de las
modalidades de tratamiento de los pacientes con rinoconjuntivitis alérgica estacional o perene,

asma y reacciones anafilacticas a himendpteros (Noon L, 1911).

En 1924, los estudios comenzaron a extenderse, Van Leecuwen document6 la relacion
entre un cuadro de asma alérgica, con la presencia de esporas fungicas ambientales (Van

Leeuwen WS, 1924).
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En la misma época, Cadman, relatoé el primer caso documentado de asma por hongos

del trigo (Cadman, 1924)

En el final de los afios treinta, Prince y colaboradores y Feinberg describieron que el
aire de espacios abiertos era un reservorio importante de conidios, y constataron que muchos
de sus pacientes presentaban reacciones cutaneas frente a extractos de hongos (Prince HE et al.,

1934; Feinberg SM, 1953).

La importancia de la sensibilidad a hongos en una variedad de enfermedades alérgicas
fue establecida por pruebas de provocacion. En 1941, Harris expuso a sus pacientes, en un local
cerrado de veinte metros cuadrados, a un gramo de polvo de Alternaria, lo que provocod asma y
rinitis alérgica en ochenta y tres por cien de los pacientes con pruebas cutaneas positivas y

historia clinica compatible con sensibilizacion a este hongo (Harris LH; 1941).

También fue demostrado que la inhalacién de esporas de Alternaria o Penicillium en
cantidades comparables con lo que se puede encontrar naturalmente expuesto, puede inducir a

una crisis inmediata y tardia en individuos sensibilizados (Licorish, K, et.al; 1985).

Se sabe que la sensibilizacion a hongos es un factor de riesgo para casos severos y

fatales de asma (Zureik M et.al; 2002).

Se puede asegurar que los hongos son causantes de alergia en personas sensibilizadas
pero la relacion entre la presencia de sintomatologia alérgica y recuentos de hongos atmosférico

no siempre puede ser establecida (Willim PB, et.al, 2001).

En los ultimos afios, un interés relevante y creciente en articulos cientificos es la
contaminacion biologica de ambientes interiores como causa de enfermedades relacionadas con

la calidad del aire intramural (Burge H, 1990).

Un punto a destacar es la correlacion que se constatd en estudios epidemiologicos entre

el aumento del numero y gravedad de las crisis asmaticas en dias de tormentas.

Un reciente estudio realizado en Canada reporté una fuerte asociacion entre visitas de
emergencia por asma y tormentas lo que no podria ser explicado por el aumento del nimero de
polen pero si, que podria deberse al aumento del numero de esporas de hongos (Dales RE;

2003).

Targonski et. al., encontraron que el riesgo de asma relacionado a muerte era mas del

doble durante dias con altas concentraciones de esporas fungicas en el aire (Targonski PV;
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1995). Un estudio realizado por Newson et. al., indico que la epidemia del asma en la region de
Trent, Reino Unido, fue diez veces méas probable en dias con altas prevalencia de hongos

(Newson et.al; 2000).

Epidemias de asma asociado a tormentas, fueron previamente descritas en Birmingham,
Reino Unido, entre los dias 6 y 7 de julio de 1983 (Packe GE, 1986); Nottingham, Reino
Unido, 20 de junio de 1984 (Alderman P.M, 1986); Melbourne, Australia, a finales de
primavera de 1984 y 1987 y 29 de noviembre de 1989 (Bellomo R, 1992); en Londres, Reino
Unido, dia 24 de junio de 1994 (Venables K.M et.al, 1997); y Wagga Wagga, Australia, 30 de
octubre de 1997 (Marks G.B et.al; 2001, Girgis S.T et.al, 2000; Suphioglu C, 1998).

D’ Amatto et.al, realizaron un estudio epidemioldgico en Europa, en una poblacién con
rinitis o asma alérgica, y constataron que la prevalencia de sensibilizacion a Alternaria y

Cladosporium situaba entre 3% y 20% (D amatto et.al, 1997).

Leher et.al, en un estudio multicentrico, realizado en distintos puntos de Europa y
Estados Unidos de America, concluyeron que de 25,4% de los participantes eran sensibilizados

a por lo menos un extracto de basidiomiceto. (Leher et.al., 1994).

Corsico et.al, realizaron un estudio en Italia, y constataron que un 10,4% de los
participantes estaban sensibilizados a Alternaria, y que de estos, 79,7% sufria de rinitis y 53,3%
de asma, sugiriendo que el extracto estandarizado de Alternaria deberian ser incluidos en el
listado de alérgenos responsables para la investigacion en casos de alergia respiratoria. (Corsico

R, 1998).

Mari, et al.,, realizaron pruebas de alergia en 4962 personas, con extractos de
Alternaria, Aspergillus, Candida, Cladosporium, Penicillium, Saccharomices y Trichophyton, y
pruebas de IgE con los mismos extractos mas Malassezia, y concluyeron que el 19% de la
poblacion alérgica, reacciond a por los menos un extracto fungico por la pruebas de prick,

siendo que Alternaria y candida entre las mas positivas. (Mari et.al., 2003).

Una investigacion de la prevalencia de sensibilizacion a en nifios atopicos, diferentes
hongos, fue realizada por Nolles, el cual observo valores de 18% a Cladosporium, 15% a

Aspergillus, 14% a Alternaria. (Nolles et.al., 2001).

Un estudio realizado entre 810 personas con problemas respiratorios, en Kuwait,
demostro que la prevalencia de sensibilizacidon a 6 hongos ambientales fue de un 20,9%; y que
los valores eran mucho mas elevados entre los sujetos con asma (45,8%), o ambos asma y

rinitis (28,3%). Los mayores valores de sensibilizacion se presentaron frente a Aspergillus
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(23,1%), seguidos de Cladosporium (15,9%), Alternaria (14,6%) y Penicillium (13,9%).
(Ezeamuzine C.1I, 2000).

En el norte de Europa, (Finlandia), Reijula, et.al, disefiaron un estudio con 6376
personas, realizaron pruebas de skin prick test y IgE; concluyeron que la prevalencia de
positivos en las pruebas cutaneas era de 2,8% a Alternaria alternata y 2,7% a Cladosporium
herbarum, pero entre estos (40 participantes), fue encontrado un 58% con sindrome de eczema
atopico/dermatitis, 44% con asma y 13% con rinitis los valores fueron de 58%, (Reijula K,

2003).

En 2007, Thomas B. et al; comprobaron por primera vez la relaciéon entre asma y
hongos ambientales, a partir de un estudio relacionando el aumento de casos de asma alérgica
con los niveles ambientales de especies de Alternaria, y especies de Cladosporium encontrados

en cantidades exacerbadas en el aire, por efecto de una tornado (Thomas B et al, 2007).

La asociacion entre la sensibilizacion a Alternaria alternata como factor de riesgo para
asma bronquial, estd en consonancia con trabajos epidemiologicos a grande escala como el de

Eggleston et.al., de 1998 y Gergen et.al, de 1987.

La sensibilizacion a hongos y la exposicion a los hongos alergénicos aerovagantes fue
asociada innumeras veces en estudios cientificos como un factor de riesgo de asma. Pero la
mayoria de los trabajos no establecen una relacion directa entre exposicion y la prevalencia de

sintomatologia asmatica en personas sensibilizadas.

Desde que en 1966 Ishizaka et.al. demostraron que la hipersensibilidad inmediata
estaba mediada por anticuerpos IgE y que éstos se podian medir in vitro, se han desarrollado

diversas técnicas para el diagnoéstico de la alergia. (Ishizaka et.al, 1966).

El progreso para el conocimiento de las alergias a hongos ha sido lento debido a la gran
variedad de alergenos flingicos potenciales, la inestabilidad y la variabilidad de los alergenos, la
falta de consenso en la nomenclatura actual de los hongos y la seleccion de la materia primera
para la preparacion de extractos. Por éstas y otras razones, la caracterizacion de alergenos

fungicos ha quedado por detras de la de otros aeroalergenos. (Horner W.E, 1995)

1.10 Estandarizacion de los extractos alergénicos:

En 1944, cuando se celebro el primer encuentro de la Academia Americana de Alergia,
Louis Tuft dijo: “Creo que todos estamos de acuerdo que la estandarizacion de los extractos

alergénicos es extremadamente importante. (Reed Ce et.al, 1989)
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En la actualidad, existe un esfuerzo para aislar, purificar, analizar, caracterizar,
denominar y estandarizar cada alergeno importante. Hasta ahora se han purificado alrededor de
100 proteinas alergénicas causantes de enfermedades mediada por IgE, y los genes codificados
de muchas de ellas ya se han clonado y se estan utilizando cada vez mas para fines de

diagndstico clinico, y valorando su utilidad en tratamientos inmunitarios.

Solo una pequeiia parte de lo que habitualmente denominamos como alergeno (4caros,
polenes, hongos) posee verdadero poder alergénico. Mediante técnicas de inmunoblotting se
pueden diferenciar las fracciones de una sustancia que actiian como alergeno. Se denomina
alergeno principal o mayor, a aquella fraccion que produce reacciéon cutdnea o induce la
produccion de IgE especifica en mas de 50% de pacientes alérgicos a dicha sustancia. De igual
modo, alergenos menores serian los que sensibilizan a menos de 10% de los individuos

alérgicos. Normalmente un extracto alergénico contiene uno o dos alergenos mayoritarios.

En la actualidad los alergenos se identifican de acuerdo con la normativa de la TUIS
(International Union of Immunological Societies), de tal modo que para cada sustancia se
utilizan las tres primeras letras del género, seguidas de la primera letra de la especie y un

numero segun el orden de caracterizacion; por ejemplo Alt I (Lewenstein H, 1983)

Un extracto alergénico es un preparado farmacéutico que deriva de materiales
existentes en la naturaleza, que contienen alergenos (en su mayoria proteinas, pero también

glicoproteinas).

Los extractos alergénicos son soluciones acuosas de los materiales alergénicos, que son
en su practica totalidad proteinas, al menos en los alergenos inhalantes facilmente solubles en

agua (Barber D; 2005)

Los alergenos purificados son reactivos esenciales para los estudios de investigacion

epidemiologica. Estan destinados al diagndstico y/o tratamiento de las enfermedades alérgicas.

La estandarizaciéon comprende un conjunto de procesos y reacciones quimicas que, a
partir de un alergeno en estado puro natural, permiten la caracterizacion del mismo, eliminando
de su contenido todos los componentes y materia impura no inmunoldgica, para la obtencion de
una fraccion o fracciones proteicas mayores y menores. El producto resultante, elaborado y
cuantificado en diferentes tipos de unidades, debe tener la misma potencia alergénica total
conocida (en solucidon al extracto de referencia) y que sea constante entre los futuros lotes
elaborados, por tanto susceptibles de producir la misma respuesta inmunoldgica (Chardin H,

et.al, 2005).
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Muchos factores influyen en el método de extraccion y purificacion de los extractos
alergénicos de hongos, como el medio para el cultivo, que se adapta a las caracteristicas de cada
especie; el indculo, que tiene que proceder de una siembra joven crecida en un medio sélido y
con pocos nutrientes, lo que favorecera la produccion de cantidades importantes de conidios. La
siembra reciente debe ser realizada a partir de una cepa que se ha de conservar adecuadamente
y que se ha seleccionado por sus caracteristicas macroscopicas y microscopicas, ademas de

demostrar que produce los alergenos deseados, con control de su pureza. (Horner, WE; 1995)

Otros factores importantes, son las condiciones de incubacién, que incluye la
determinacion del pH, los niveles de oxigeno y didxido de carbono, la temperatura, luz, medio
de cultivo y velocidad de agitacion (en el caso de que haya esa etapa) asi como la concentracion
de los productos derivados del metabolismo fungico, considerando que las condiciones optimas
de crecimiento y de esporulacion difieren entre especies e incluso dentro de la misma especie,

por esto es necesario estandarizar tales condiciones. (Horner W.E, 1995)

La eleccion de la materia prima es de suma importancia, porque se han identificado
alergenos flngicos pertenecientes tanto a esporas, como a-1 micelio, e incluso el medio de
cultivo, no existiendo un consenso sobre cual es la mejor fuente de alérgenos fungicos, aunque
se ha propuesto que las esporas estén incluidas para asegurar que todos los alergenos estén
presentes, resulta dificil porque implica la necesidad de disponer de éstas en grandes cantidades

como fuente (Horner WE, 1995).

Basada en la localizacion de origen del material alergénico, se puede clasificar los
antigenos fingicos en tres tipos distintos, es decir, los antigenos metabodlicos (procedentes de
los productos extracelulares obtenido del filtrado del cultivo), los antigenos hidrosolubles (que
tienen su origen tanto de la pared celular, tanto de las hifas como de las estructuras de
resistencia o formas de reproduccion) y los antigenos somaticos (que son intracelulares, y
corresponden al contenido citoplasmatico del microorganismo después de producirse la rotura

celular. (Horner W.E, 1995)

Otras ectapas igualmente relevantes referentes a los métodos de extraccion y
purificacion de los extractos alergénicos fingicos, son la conservacion de los extractos, los
cuales deben se estables tanto en su uso clinico como para la investigacion. La estabilidad
depende del tipo y cantidad de los alergenos, de la temperatura de almacenaje y de la presencia
de conservantes y otras sustancias no alergénicas que estan en los extractos. La liofilizacion es
el método mas usado, porque es el que mejor mantiene la potencia alergénica de los extractos

(Ardusso L, 2002)
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La estandarizacion de los extractos fungicos es una tarea dificil, considerando que los
extractos fungicos son mezclas complejas. En el proceso de estandarizacion se destacan tres
puntos, la caracterizaciéon de los extractos, la cuantificacion del alergeno principal y la
cuantificacion de la potencia del extracto.

La actividad biolégica de un extracto se refiere a su capacidad de inducir una respuesta
en la piel de los pacientes alérgicos, existiendo una correlacion entre la concentracion de
sustancias alergénicas y el tamafio de papula. A la concentracion del extracto que induce un
area de papula media se le debe otorgar un valor en unidades de actividad biolégica (o de modo
absoluto o referidas al area inducida por una sustancia control como histamina).

La consecucion de extractos estandarizados para diagnodstico o terapia es una necesidad
y todavia constituye un problema en el tratamiento de alergias a hongos.

La introduccion de la ingenieria genética ha permitido la sintesis de alergenos
recombinantes. Su uso ha sido y es muy importante para conocer los mecanismos implicados en
la alergia, ya que ha permitido trabajar con moléculas puras y homogéneas que han hecho
posible la caracterizacion estructural de los alergenos, el estudio de sus epitopos, la resolucion
de su estructura tridimensional y las interacciones con las distintas inmunoglobulinas, entre
otras.

La definicién de la estructura y la funcion del ADN y un mayor conocimiento y
comprension, de las técnicas usadas para su manipulacion han conducido a un enorme progreso
en el campo de la Biologia Molecular en los tltimos afios.

La Biologia Molecular es la parte de la Biologia que estudia los seres vivos a nivel
molecular. Las técnicas basicas de producir, partir y unir DNA que han sido adoptadas por los
bidlogos moleculares son las usadas por virus y organismos procariotas como un medio para
asegurar su supervivencia. De hecho, las técnicas de biologia molecular han evolucionado por
la necesidad de entender la genética de organismos primitivos, como bacterias y fagos, y
también de células eucariotas (Wallner M, 2004).

El impacto de la Biologia Molecular y de la Biotecnologia en la Medicina es cada vez
mayor y la Alergologia no escapa a esta influencia. El advenimiento de las técnicas de Biologia
Molecular y Biotecnologia ha permitido la produccion de alergenos recombinantes en grandes
cantidades, como moléculas bioldgicamente activas y muy homogéneas, como reactivos para el
diagnostico alergologico (Wallner M, 2004).

Todo el esfuerzo de las distintas areas de la comunidad cientifica mundial referente a
la estandarizacion de los extractos alergénicos tiene un objetivo fundamental que es mejorar el

diagnostico, estudio y tratamiento de la alergia.
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1.11 Estudios Epidemiologicos:

El triangulo epidemioldgico causal de las enfermedades estd formado por el medio
ambiente, los agentes y el huésped. Un cambio en cualquiera de estos tres componentes alterara
el equilibrio existente para aumentar o disminuir la frecuencia de la enfermedad, por lo tanto se
pueden llamar factores causales o determinantes de la enfermedad.

Las bases de la epidemiologia moderna fueron sentadas por Girolamo Fracastoro en sus
obras De sympathia et antipathia rerum ("Sobre la simpatia y la antipatia de las cosas") y De
contagione et contagiosis morbis, et eorum curatione ("Sobre el contagio y las enfermedades
contagiosas y su curacion"), ambas publicadas en Venecia en 1546, donde Fracastoro expone
sucintamente sus ideas sobre el contagio y las enfermedades transmisibles. (Sabbatini S., 2004)

John Show, considerado el precursor de la epidemiologia contemporanea, formulé la
hipdtesis de la transmision del colera por el agua.

Un progreso muy importante en el siglo XX, publicado en 1956 con los resultados del
estudio de médicos britanicos, fue la demostracion de la relacion causal entre fumar tabaco y el
cancer de pulmon.

La epidemiologia surgi¢ del estudio de las epidemias de enfermedades infecciosas; de
ahi su nombre.

La epidemiologia es la disciplina cientifica que estudia la distribucion, frecuencia,
determinantes, relaciones, predicciones y control de los factores relacionados con la salud y
enfermedad. La epidemiologia en sentido estricto, que podria denominarse humana, ocupa un
lugar especial en la interseccion entre las ciencias biomédicas y las ciencias sociales y aplica
los métodos y principios de estas ciencias al estudio de la salud y la enfermedad en poblaciones
humanas determinadas. Pero existe también una epidemiologia veterinaria y también podria
hablarse de una epidemiologia zooldgica y botanica, intimamente relacionadas con la ecologia.
(Rothman, Kenneth J, 1987).

La epidemiologia se considera una parte basica de la medicina preventiva y una fuente
de informacion para la formulacion de politicas de salud publica. La epidemiologia estudia,
sobre todo, la relacidon causa-efecto entre exposicion y enfermedad.

La metodologia de la epidemiologia se basa en el método cintifico para la obtencion de
conocimientos, a través de los estudios epidemioldgicos. Ante un problema de salud y dados los
datos disponibles sobre el mismo, se formula una hipdtesis cual se traduce a una serie de
consecuencias contrastables mediante experimentacion (Colimon, Kahl-Martin, 1987).

Se realiza entonces un proyecto de investigacion que comienza con la recogida de
datos y su posterior analisis estadistico, con el cual se calculan medidas de impacto y de

contraste de hipdtesis. De los resultados de esta investigacion se puede obtener tanto unos
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conocimientos que conduzcan a proponer en recomendaciones de salud publica, como datos
adicionales con los que generar nuevas hipotesis. (Colimon, Kahl-Martin, 1987).

Existen cuatro ramas en la epidemiologia. Una de ella, la Descriptiva, describe el
fenomeno epidemiologico en tiempo, lugar y persona, cuantificando la frecuencia y
distribucion del fendmeno mediante medidas de incidencia, prevalencia y mortalidad, con la
posterior formulacion de hipdtesis.

La Epidemiologia Analitica busca, mediante la observacion o la experimentacion
establecer posibles relaciones causales entre "factores" a los que se exponen personas y
poblaciones y las enfermedades que presentan (Rothman, Kenneth J, 1987).

La Epidemiologia Experimental, mediante el control de las condiciones del grupo a
estudiar, sacar conclusiones mas complejas que con la mera observacion no son deducibles. Se
basa en el control de los sujetos a estudiar y en la aleatorizacion de la distribucion de los
individuos en dos grupos, un grupo experimental y un grupo control. Se ocupa de realizar
estudios en animales de laboratorio y estudios experimentales con poblaciones humanas.
(Rothman, Kenneth J, 1987)

Encuanto que la Ecoepidemiologia, busca, mediante herramientas ecoldgicas, estudiar
integralmente como interaccionan los factores ambientales con las personas y poblaciones en
los medios que los rodean y como ello puede influir en la evolucion de enfermedades que se
producen como consecuencia de dicha interaccion.

Los estudios epidemioldgicos son los estudios en los que se basa la investigacion
médica, también llamados estudios de investigacion médica, que segun la temporalidad, pueden
ser clasificados como estudio retrospectivo, transversal y prospectivo.

El estudio retrospectivo, es un estudio longitudinal en el tiempo que se analiza en el
presente, pero con datos del pasado.

Estudio prospectivo es un estudio longitudinal en el tiempo que se disefia y comienza a
realizarse en el presente, pero los datos se analizan transcurridos un determinado tiempo, en el
futuro.

El estudio transversal se realiza con los datos obtenidos en un momento puntual como
el estudio de prevalencia.

Un estudio transversal o estudio de prevalencia es un estudio espidemiolédgico,
observacional, descriptivo, en el que en un unico momento temporal, se mide a la vez la
prevalencia de la exposicion y del efecto en una muestra poblacional, es decir, permiten estimar
la magnitud y distribucion de una enfermedad o condicién en un momento dado.

Son sinénimos de estudio transversal: Estudio de prevalencia, Estudio de corte, cross-

sectional Studies, cross sectional surveys, estudios verticales.
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El objetivo de un estudio transversal es conocer todos los casos de personas con una
cierta condicion en un momento dado, sin importar por cuanto tiempo mantendran esta
caracteristica ni tampoco cuando la adquirieron.

La técnica de un estudio transversal: Seleccion de una muestra de poblacion de estudio;
Medicion de la variable predoctora (factor de riesgo) y variable resultado (enfermedad).

Los estudios de prevalencia son de uso frecuente en Salud Publica, porque permiten la
descripcion de un fenomeno de salud; la identificacion de la frecuencia poblacional de un
fenomeno de salud y la generacion de hipdtesis de trabajo o hipotesis explicatorios.

Las ventajas de un estudio transversal es que permiten estudiar variables como
enfermedad y exposicion; existe un control de la seleccion de los sujetos de estudio, necesita-se
de poco tiempo de ejecucion del estudio puesto que no hay seguimiento de los individuos y

generalmente poco costo econémico; proporcionan estimadores de prevalencia.

1.12 Técnicas para diagnéstico de sensibilizacion:

El diagnostico de alergias se basa en la historia clinica, la demostracion de IgE
especifica in vivo o in vitro, y la confirmacion de la relacion entre la exposicion al agente y el
desarrollo de los sintomas.

Las técnicas “in vivo” se realizan directamente en la persona estudiada con el fin de
determinar el alergeno responsable de la enfermedad, o bien con el fin de llegar a un
diagnostico. Estan comprendidas fundamentalmente de pruebas cutaneas, de las que existen tres
tipos con fines diagndsticos; las pruebas epicutaneas, (la “prueba del parche”), que son de
lectura retardada, se aplican en casos eczema de contacto; las pruebas intracutaneas o
intradérmicas (“intradermoreaccion”), usada para el diagnostico del contacto tuberculoso y el
estudio de la inmunidad celular; y finalmente, las pruebas percutaneas (“prick test”), que es la
mas usada, se caracteriza por ser de lectura inmediata, lo que permite la demostracion de

reacciones alérgicas por hipersensibilidad mediadas por la IgE. (Garcia, JC, et.al, 2007)

Las pruebas percutaneas (prueba del pinchazo, prueba por puncion, prueba epicutanea),
o “prick test”, detecta IgE especifica a los receptores celulares en la superficie de los
mastocitos. Asi que cuando una persona estd sensibilizada a un determinado alergeno, la
introduccion del alergeno en la zona dérmica repite el proceso de interaccion antigeno
anticuerpo (alergeno-IgE especifico) lo que provoca la degranulacion de los mastocitos y la

aparicion de un habon y un halo eritematoso circundante.
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Las técnicas “in vitro”, son las que se realizan utilizando muestras de fluidos (o tejidos)
de la persona, siendo la determinacion de IgE la prueba “in vitro” por excelencia. Las pruebas

en “in vitro” sirven para confirmar el diagnostico por la historia y por las pruebas cutaneas.

La determinacion de IgE especifica frente a uno o varios alergenos, permite cuantificar
“in vitro” la sensibilizacion a estos y se correlacionan muy bien con los resultados de las

técnicas “in vivo”, aunque existen diferencias entre ambas pruebas.

Las ventajas de la determinacion de IgE especifica frente al prick test, es la seguridad,
al facto de no ser interferida por medicamentos y la valoracion es cuantitativa, pero el

inconveniente es la demora en los resultados y el precio.

El “prick test” es minimamente invasivo, es una técnica sensible, inmediata, barata, los
resultados son visibles para la persona, y se evalia de forma simultanea a muchos alergenos,
pero presenta las desventajas de ser interferida con medicamentos (como antihistaminicos),

presentar posibles falsos positivos, y la valoracion es cualitativa (Pleboni, M., 2003; ).

Como un método complementario a las pruebas cutaneas, tiene especial utilidad la
determinacion de IgE especifica, cuando no es posible realizar las pruebas cutaneas o cuando su

interpretacion es dificil por la coexistencia de dermatopatias (Pleboni M, 2003).

Como en las pruebas cutdneas, la presencia o ausencia de IgE sérica especifica no
presupone la existencia de manifestaciones clinicas, que generalmente no se correlacionan con

los titulos séricos. (Bousquet J, 2001).
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2. OBJETIVOS:

Los objectivos planteados para la realizacion del estudios epidemioldgicos fueron,

cuantificar e identificar los hongos ambientales en dos areas geograficas distintas, en ambientes

intramurales y extramurales y conocer la prevalencia de sensibilizados a hongos y otros

neumoalergenos, expuestos.

2.1

UAB

Estudio aerobiologico (Medicion de la variable predictora (factor de riesgo):

2.1.1 Conocer los niveles de esporas de hongos ambientales presentes en las aulas de la

2.15

- Conocer los niveles de hongos en ambientes intramural (interior) e
extramural (exterior)
» Universidad Autonoma de Barcelona (UAB)
Conocer y comparar la prevalencia de hongos ambientales entre las dos
unidades docentes estudiadas (Facultad de Medicina)
» Udimas- urbanizado (altitud 0 m)

» Bellaterra- semi-urbanizado (altitud 148 m)

Conocer la distribucion por espécies

- Estudio de Biodiversidad

Conocer las variaciones estacionales de los hongos ambientales:

- Primavera, verano, otofio y invierno de 2007

Conocer las diferencias entre los niveles y prevalencia de los hongos

ambientales en relacion a la presencia o no de los estudiantes y profesor en el inteior de las

aulas.
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2.2 Estudio epidemiolégico observacional (Medicion de la variable resultante

(enfermedad):

2.2.1 Conocer la prevalencia de sensibilizacion de los alumnos de la UAB

222

44

- Conocer la prevalencia sensibilizacion a 4 hongos ambientales: Alternaria
alternata, Penicillium sp., Aspergillus fumigatus, Cladosporium

cladosporioides

- Conocer la prevalencia de sensibilizados a otros neumoalergenos presentes

en el ambiente: acaro, cucaracha, polenes y epitelios de animales

Comparar dos técnicas de diagnostico alergologico: Prick Test y ImmunoCap
Rapid (in vitro e in vivo)
- Conocer la sensibilidad y especificidad

- Concordancia entre las técnicas in vivo e in vitro



MATERIALES Y METODOS
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3. MATERIALES Y METODOS:

3.1. Disefio general del estudio:

Se ha disefiado un estudio para conocer la prevalencia y distribuciéon de esporas
fungicas en aulas (ambiente intramural) de dos unidades docentes de la Facultad de Medicina
de la Universidad Autonoma de Barcelona (UAB), localizadas en zonas con distintas
caracteristicas geograficas, y compararlas con la prevalencia de las esporas fungicas en el
exterior, en puntos proximos a las unidades docentes muestreadas.

También se ha considerado de interés conocer las posibles variaciones cuantitativas y
cualitativas en los ambientes interiores en relacion a la presencia o ausencia de los alumnos
para ello, los muestreos fueron realizados en dos momentos, antes de las clases, en aulas vacias
y durante la ocupacion de cada aula.

Para conocer las variaciones estacionales de la flora micoldgica en los ambientes
seleccionados, fue necesario hacer muestreos en cada una de las cuatro estaciones del afio de
2007.

El muestreo se realizé con un método microbioldgico de cultivo, utilizando un captador
volumétrico, y un medio de cultivo seleccionado para optimizar los resultados.

Como medidas paralelas a usar en la interpretacion de los resultados se tuvieron en
cuenta las variables independientes: temperatura y humedad, en ocasiéon de cada muestreo.

Como segundo objetivo se disefi6 un protocolo de estudio para conocer la
ensibilizacion alérgica de la poblacion expuesta de las dos unidades docentes, mediante una
encuesta epidemioldgica, por medio de un cuestionario andénimo y voluntario entregado a los
alumnos. Se considerd significativo cien (100) estudiantes en cada unidad docente, como un
numero significativo.

También ofrecid a los estudiantes participar, de forma voluntaria, en un estudio que
determinara la sensibilizacion cutanea a una bateria de los cuatro (4) alergenos fingicos mas
importantes, ademas de otros neumoalergenos ambientales comunes como los acaros y algunos
polenes.

Finalmente se ofrecid la posibilidad de efectuar un estudio para determinar la IgE
especifica en sangre capilar, a una bateria de diez (10) alergenos, 5 de los cuales coincidiendo
con las pruebas cutaneas.

La duracion del estudio se determind en 18 meses (2007-2008), tiempo suficiente para
realizar los estudios aerobioldgicos, y el estudio epidemioldgico observacional en los

estudiantes que ocupan las dependencias de la Facultad de Medicina. (Takahashi T, 1997).
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3.2 Metodologia del estudio aerobiologico:

3.2.1 Caracteristicas geo-topograficas de las areas del estudio:

Tabla 1: Caracteristicas geo-topograficas de las areas del estudio:

Latitud Longitud Altitud (nivel del mar) Altura (suelo)
Udimas 41°23'7.63"N 2°11'40.17"E 5m 25 m
Bellaterra 41°29'51.98"N 2°6'21.35"E 148 m 30 m

Udimas se caracteriza por estar localizado en una zona urbana, frente al Litoral del Mar

Mediterraneo.

Bellaterra, esta localizada en una zona semi-urbanizada, préximo a un area verde, y

algunas Carreteras importantes, en el interior.

Udimas y Bellaterra se distancian entre ellas 24 Km y quedan separadas por la

Serralada Prelitoral, cuya altitud méxima es el Tibidabo (512 m).

3.2.2 Ambientes interiores y exteriores.

Se seleccionaron el mismo numero de aulas en la Unitat Docent de I'Institut Municipal
d'Assisténcia Sanitaria -IMAS-, Hospital del Mar y en el area del Campus de Bellaterra-
Cerdanyola del Vallés. A la primera zona le llamamos de Udimas (Zona A), y a la segunda
Bellaterra (Zona B).

Los espacios seleccionados fueron 5 aulas tedricas y 1 aula de practicas en cada zona,
resultando en un total de 12 aulas independientes.

Las caracteristicas y distribucion de las 6 aulas en Udimas y Bellaterra, estan

especificadas en las Tablas 2M y 3M.

Se selecciond 3 puntos exteriores en cada Zona muestreada.
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Tabla 2M: Caracteristicas de los puntos de muestreo en Udimas:

Int/Ext IdPuerta Descripcion Tamafio |Planta | N° Ventanas | N° Puertas | A/C Calefaccion

aula, tedrica

Int Al codigo: Al 1123 -1 1 1 No Si
aula tedrica, codigo

Int A2 A2 66,9 -1 1 1 No Si
aula tedrica, codigo

Int A3 A3 66,9 -1 1 1 No Si

Int A4 aula tedrica, cédigo A4 1123 -1 1 1 No Si
aula d'habilitats,

Int AS codigo AS 54 -1 0 1 No Si
laboratorio, aulas

Int A6 practicas, codigo A6 92,55 -1 1 2 No Si
passillo/comedor,

Ext A7 codigo A7 - -1 - 2 No Si
jardin interno, c6digo

Ext A8 A8 - -1 - 2 No No
entrada principal,
IMIM, cédigo interno

Ext A9 A9 - 1 - 2 No No

Tabla 3M: Caracteristicas de los puntos de muestreo en Bellaterra:
Int/Out IdPuerta Descripcion Tamafio |Planta | N° Ventanas | N° Puertas | A/C Calefaccion

aula, tedrica

Int M5-002  cbdigo: B10 231,6 1 5 2 No Si
aula tedrica

Int M5-003 codigo Bl1 231,6 1 5 2 No Si
aula tedrica

Int M5-007  codigo B12 149 1 4 2 No Si
aula tedrica

Int M5-009  codigo B13 51,5 1 1 1 No Si
aula d'habilitats

Int M6-001 codigo B14 115,7 0 7 1 No Si
Laboratorio/aulas
practicas

Int M2-011 codigo B15 125,4 -1 1 1 No Si
Passillo

Ext Bl16 codigo B16 - 1 - - No No
Entre los arboles,
fundos del edificio

Ext B17 codigo B17 - 1 - 1 No No
entrada principal, de
Facultat de Medicina

Ext B18 cbdigo interno B18 - 1 - 2 No No
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Figura 1M: Plano del Edificio de la facultad de Medicina: Hospital del Mar: UDIMAS:
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Figura 2M: Plano del Edificio de la facultad de Medicina: BELLATERRA:
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3.2.3 Periodo de muestreo:

La rutina de muestreo se dividié en cuatro fases, basadas en las estaciones del afio y la
toma de muestras de Invierno, fue realizada entre los meses de febrero/ marzo (In); la toma de
Primavera, entre los meses de mayo/ junio (Pr); la toma de Verano entre los meses de agosto/
septiembre (Ve), y finalmente la toma de Otofio, entre los meses de noviembre/ diciembre (Ot).

Las tomas de las aulas se efectuaron sistematicamente antes de iniciar la clase, con el
aula vacia, y durante la clase, en presencia de los alumnos y profesor.

Cada muestro fue repetido dos veces en la misma estacion, aunque en dias proximos.
Asi para cada punto de muestro, estacion del afio y momento de muestreo hemos tomado dos
medidas en dias distintos (muestras por duplicado).

Las tomas fueron autorizadas por los Coordinadores de la Unidades Docentes de
Bellaterra y Udimas, asi como por el Decanato de la Facultat de Medicina de Universidad

Autonoma de Barcelona.

3.2.4 Cédigo de las muestras:

Cada ambiente (intramural/extramural) fue codificado, segun los siguientes criterios:

- codigo de 1 letra (A/B) referente a la zona

- codigo de 1 0 2 nimeros (1-18) referente a aula

- codigo de 2 letras (In/Pr/Ve/Ot) referente a la estacion del afio

- codigo de 1 numero (1/2) referente a si es primer o segundo muestreo (todos se
duplican)

- codigo de 1 letra (a/d/e) para indicar el momento de muestreo
(antes/durante/exterior)
Ejemplo:
Allnla: Udimas; Al; ambiente interno; Invierno; muestreo uno; antes

B180t2e: Bellaterra, B18; ambiente externo; Otofo; muestreo 2; exterior

3.2.5 Variable independiente:

En los impresos utilizados para cada toma de muestra se registraron los datos referentes
a: fecha y hora de muestreo, temperatura, humedad, y nimero de ocupantes en los ambientes de

interior tomadas Durante las clases.
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3.2.6 Método de Muestreo aerobiolégico:

Se utiliz6 muestreador microbioldégico de aire, comercialmente denominado
Microflow® (Microflow 60 A.P. Buck, Inc. Orlando, Florida, USA) (Figura 3M).
Consiste en un método volumétrico cuantitativo, basado en la captacion de las esporas

de hongos por el impacto sobre las placas (Tipo Rodac”, Nunc, Roksilde site, Denmark), y el

posterior cultivo de aquellas que resultan ser viables.

Figura 3M: Microflow™:

Wl

| ————
_—
3.2.6.1 Descripcion del funcionamiento del aparato utilizado:

El aire es aspirado, a velocidad constante y siempre durante el mismo periodo de
tiempo (previamente definido) a través de un cabezal de poros multiorificio. El flujo de aire es
proyectado directamente sobre la superficie de una placa Rodac®, previamente preparada, con
un medio de cultivo concreto y seleccionado especialmente para este estudio.

Acabado el tiempo de muestreo, la placa se incuba a temperatura ambiente, en cajas
negras para aislarlas de cualquier contaminacion externa, y evitar la exposicion de las mismas a
la luz solar.

Durante de periodo de incubacion hasta el desarrollo completo de las colonias viables
captadas, todas las placas fueron debidamente monitorizadas, realizando contajes de las
colonias en el transcurrir del periodo.

Acabado el tiempo de incubacidn, aproximadamente cinco a siete dias después del
muestreo, se realiza el recuento definitivo del nimero de colonias que se han desarrollado y se
hace el céalculo necesario para expresar el valor en Unidades Formadoras de Colonias por
centimetro cibico de aire (UFC/m’):

Numero de colonias contables en la superficie de cada placa/litros muestreados x 100= UFC/m® "
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Los resultados del numero de colonias por placa de cada especie fueron convertidos a su
concentracion en el aire, dividiendo el numero de colonias contadas/identificadas por el volumen del aire

muestreado, obteniendo en el Total de Unidades Formadoras de Colonias / m’.

3.2.6.2 Medio de cultivo utilizado:

Se utilizaron placas de Rodac® con medio Dicloran 18% glicerol (DG18),
recomendado por diversos autores (Pei-Chih, 2000; Hocking, 1980; Takahashi, 1997; Al-
Doory, 1984; McKernan, 2007; Koch, 2000; Ren, 2001; Russel, 1999; Wang, 2005, Beuchat
1993, Verhoeff, 1990; Smid, 1989; Oslen, 1997). La composicion y féormula se muestran en el
apartado I 1.9.

3.2.6.3 Calibracion del Aparato portatil:

De acuerdo con el Proyecto de Normativa Europea CEN/TC243/WG2, se estima
adecuado un caudal equivalente a 1,6 Litros/segundo a esta velocidad de muestreo igual a 1,6
L/s, la velocidad de impacto del microorganismo sobre el medio de cultivo es de 9,7 m/s.
(INSHT, 1998).

El manual de uso recomienda que para hacer el muestreo en estas condiciones es
necesario un tiempo de muestreo igual a tres (3) minutos y un volumen de aire equivalente a
trescientos litros (300 L).

El muestreador de impacto, utilizado en medios s6lidos, demuestra eficiencia del 100%
para particulas de tamafio comprendido entre 4-20 ., cuando se muestran a mas de 200 litros de

aire (Manual de instrucciones: Microflow™)
3.2.6.4 Caracteristica del muestreo:

Todas las muestras (intramural y extramural) fueron captadas a un (1) metro de

distancia sobre el suelo. En las aulas, el captador se instal6 en el centro.
3.2.7 Consideraciones sobre el medio de cultivo y modo de preparacion:
- Agar Dicloran 18% glicerol (DG18):

1) Pesar 15,75¢ de DG18 (Merck KgaA, Darmstadt, Alemania, Referencia: 100465
CMO0729) a 500 mL de Agua destilada: calentar hasta disolver completamente

2) Anadir 98 mL de glicerol

3) Rehidratar 1 vial de suplemento de cloranfenicol (50mg) con 3 mL de etanol.
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4) Afadir el cloranfenicol previamente rehidratado (3mL)

Composicion quimica de DG18:

- Dicloran (2,6-dichloro-4-nitroaniline) solution (0,2% w/v; 1,0 ml); glucosa (10,0g); peptona
(5,0g); fosfato de potasio (KH2PO4; 1,0g); sulfato de magnesio heptahidratado
(MgS04.7H20; 0,5g); agar (15,0g); chloranfenicol (0,1g).

- Glicerina (Panreac, Castellar del Valles, Espaiia)

- Cloranfenicol selective supplement SR0078 (Oxoid S.A.)- Manipular asépticamente durante
todo el procedimiento.

- Etanol (Panreac, Castellar del Vallés, Espaiia)

3.2.8 Transporte, incubacion e identificacion de las muestras:
3.2.8.1 Transporte e incubacion:

Considerando que se muestrearon 2 zonas (Udimas y Bellaterra), en seis (6) puntos
intramurales cada una; y que cada punto intramural fue muestreado en dos momentos (antes y
durante las clases), en las cuatro estaciones del afio de 2007; mas tres (3) puntos extramurales,
en cada zona; muestreados por duplicado en cada vez; obtenemos un total de doscientas y
cuarenta (240) muestras.

En cada etapa, las placas fueron, debidamente codificadas, y transportadas dentro de
cajas negras para posterior incubacion. Una vez en el laboratorio, eran conservadas a
temperatura ambiente dentro de las cajas negras.
3.2.8.2 Identificacion de las colonias:

Aproximadamente 5-7 dias después del muestreo, seria posible conocer el numero total
de colonias (convertir en UFC/m’) e identificar cada colonia a nivel de especie, utilizando
métodos de observacion macro y microscopicos.

A fin de identificar cada especie presente en la placa (Figura: 3M), se realiz6 una
observacion macroscopica de cada colonia, analizando su anverso y el reverso.

Enseguida, se realizaban analisis microscépico.

Para la identificacion microscopica de las colonias, se tomaba 3 muestras con el
sistema de la cinta adherente. Se utilizd una cinta de celofan adherente (scotch tape) de buena
calidad, de una anchura suficiente para colocarla sobre un portaobjetos de vidrio. Se utilizé un
producto aclarante para mejorar la visualizacion de la muestra (Azul de Lactofenol).

El procedimiento utilizado consistia en utilizar 3 trozos de cinta adherente, a fin de
cubrir toda el area de la placa, enseguida, con un rotulador, se marcaba sobre la cinta cada una
de las colonias, siempre considerando la orientacion exacta de cada una de las colonias respecto

a la placa como unidad.
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Una vez seleccionada las zona a identificar, se retiraba la cinta celofan y se depositaba
la cara adherente con la muestra sobre un portaobjetos de vidrio limpio y desengrasado, al que
previamente se habia colocado una gota de solucion aclarante (lactofenol, azul de lactofenol y/o
agua). Se extendia la cinta sobre el portaobjetos y con un material absorbente (algodén, gasa
y/o papel secante) se presionaba sobre la cinta para eliminar el exceso de aclarante y las
burbujas. A partir de ese momento ya se podia realizar la observacion microscopica
(Microscopio de alta resolucion Olymopus HB61 con camara DP71; Microscopio o6ptico
Olympus BH2 de doble cabezal).

Para la identificacion morfologica se utilizaron las descripciones y claves (De Hoog,
2000).

Cada especie identificada era contabilizada en la base de datos, en la cual el valor de
UFC/m’ total y de cada especie era automaticamente calculada. Tales valores serian
posteriormente analizados estadisticamente.

Figura 4M: Fotografia de una placa tipo Rodac, posterior a los dias de incubacion.

3.2.9 Control de calidad de la identificacion:

Se consider6 importante la confirmacion de la identificacion microscopica de las
principales especies presentes en el muestreo, A fin de poder se certificar las determinaciones
microscopicas, enviamos algunas cepas seleccionadas para su identificacion a nivel molecular.
Las cepas: Alternaria alternata, Aspergillus flavus, Cladosporium cladosporioides,
Cladosporium herbarum, Occhroconis, Penicillium chrysogenum y Penicillium decumbens

fueron enviadas al Centro Nacional de Microbiologia, en El Instituto de Salud Carlos III.
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3.3 Epidemiologia:
3.3.1 Diseiio del estudio epidemiolégico:

Un total de 200 alumnos de la Facultad de Medicina de la UAB aceptaron participar en
el estudio epidemiolégico. Cien (100) alumnos que asistian a las clases en Udimas, en el area
urbana, cerca de la costa de la Barceloneta, sobre el Mar Mediterraneo (representando 42% del
total de alumnos de medicina de ese centro; edad media 22,4 afios). Cien (100) alumnos que
asistian a las clases en las aulas del Campus de Bellaterra, situado en una area semi-urbanizada
(representando 17% del total de alumnos de medicina de ese centro; edad media: 19,4 afios). El

estudio fue realizado entre octubre de 2007 y abril de 2008.

Cuestionarios: todos los participantes rellenaron un cuestionario antes de la realizacion de las
pruebas.
Pruebas realizadas:

Método in vivo: Skin Prick Test (SPT):

SPT fue realizado de acuerdo con métodos estandarizados (Mari; 2001) y utilizando
extractos alergénicos estandarizados proporcionados por Probelte Pharma®, y que se
solicitaron en funcion de los principales alérgenos conocidos en el area de estudio

(Alergologica 2005).

Método in Vitro: ImmunoCAP™ Rapid:

Un porcentaje de los estudiantes que realizaron el SPT, consintieron en la extraccion de
sangre capilar (110uL), que se analiz6 utilizando ImmunoCAP ™ Rapid Asthma/Rhinitis Adult
(Pharmacia Diagnostics) para detectar anticuerpos IgE en la sangre total humana, contra diez
(10) alergenos.

No todos estos alérgenos coinciden con los anteriores (SPT) porque esta bateria viene

predeterminada del laboratorio.
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3.3.1.1 Cuestionarios

Se confecciond un cuestionario (Figura 5M), adaptado a partir de un modelo
estandarizado (Grupo ISAAC Espatfiol, 1997) y validado, para conocer la prevalencia de asma,

rinitis alérgica, conjuntivitis, eccema atopica y urticaria.

Los propios estudiantes participantes compilaron los cuestionarios, previamente a la
realizacion de la prueba del Prick. Las respuestas de los cuestionarios fueron introducidas en
una base de datos especialmente confeccionada para tal fin, lo cual se procesaba

automaticamente. (Figura 5SM)

Los cuestionarios eran compilados de forma voluntaria y anonima, a fin de conocer de

un modo general ambas poblaciones estudiadas.
3.3.1.1.1 Poblacién candidata:

Alumnos de medicina, ocupantes de las aulas de las dos (2) unidades docentes donde

fue realizado el Estudio Aerobiologico.
Alumnos de primero y segundo afio del curso de medicina: Bellaterra
Alumnos de tercer, cuarto, quinto y sexto cursos de medicina: Udimas
3.3.1.1.2 Instrumento del estudio:
Se ha valorados el orden de las respuestas Si/No, bien como las discursivas.

En la Figura 5M expuesto a seguir, se especifican las preguntas del cuestionario. A

continuacion se hacen comentarios sobre la interpretacion de las respuestas.
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Figura 5M: Cuestionario sobre el Estudio epidemioldgico de los hongos ambientales en las

aulas de la Facultad de Medicina /UAB:

QUESTIONARI SOBRE L'ESTUDI EPIDEMIOLOGIC DELS FONGS AMBIENTALS
ENLES AULES DE LA FACULTAT DE MEDICINA/UAB

CUESTIONARIO SOBRE EL ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO DE LOS HONGOS
AMBIENTALES EN LAS AULASDE LAFACULTATDE MEDICINATAB

El prasant qisstionari busca consixar 2l possibls impacts dal nivall d= fongs atmosfarics qus =5 troban 2n
condicions normals dins de l2s aules ocupadss pals sstudiants d= Madicina d= la UAB.
Aqueast estudi compta amb 2l supor dz les autoritats del Daganat i Coordinador dz les Unitat implicades

(Ballatarea i UDINAS Htal dal Mar)
El qiisstionari 25 anonim i voluntari, paro 25 praga que sigui degudamant omplert { entregat 2 la parsona
sncarragada dz portar & tarme astudi.

QUESTIONARI/CUESTIONARIO

Sesxo Hz M= Edad anos Codigo postal donde vivas: Cusso

;Er2s fumador/a? Si= No = Cuantos cigarrillos por dia:

1. ;Tisnss 2] diasnodstico madico d= padacer Alergia? Si = No =

1.1 Asmabronquial Siz No = 1.2. Rinitis Si=z No =
1.3. Conjuntivitis Si= No = 1.4. Eccema o urticaria Si= No =
1.5 Otro (indicar) Siz No =

1.6. ;T2 han aspacificado que alergenos t= afzctan”: hincarlos:

2. Sihas marcado NO 2n la anterior pragunta:

2.1 ;Prasentas alzuno de 2stos sintomas, fusrads procssos gripalas o rasfrios comunes?
2.2 Estornudos Si= No=

2.3, Szcracion sbundants d2 moco nasal Siz No =

2.4. Obstruccion o congastion nasal Si= No =

2.5. Picor ocular Si= No =

2.6. Lagrim=0 Si= No =

2.7. Dificultad para raspirar con ruidos (pitidos) =n 2l pacho Si= No =

2.8. Oftros (indicar cualas): Siz No =

3. En los ultimos 12 mesas cuando has prasantado alzuno d= los smtomas antariorss?

4. Los sintomas indicados ;Donds suzlen prasentarss con mavor fracusncia’
4.1. En ambisntss axtariorss = urbano = rural
4.2. En ambisntss intsriorss = casa = sulas

3. ;Tisnas intarss 2n qus s2 t2 practiquen prusbas cutdnsas dal prick para daterminar si ares alérgico”
Siz No=z

Si tisnes intsrés por favor contactar con Mariana Buss: mbusscfontana@imim.as
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3.3.1.1.3 Consideraciones sobre el Cuestionario:

Pregunta 2:

Respuesta positiva para por lo menos una de las preguntas 2.2, 2.3, 2.4: se clasificd como Rinitis no
diagnosticada. Comentario: La meta principal de esta pregunta es distinguir entre individuos

riniticos y no riniticos de la poblacion general.

Respuesta positiva para la pregunta: 2.5 y/o 2.6: Conjuntivitis no diagnosticada
Respuesta positiva para la pregunta: 2.7: Asma no diagnosticada

Pruebas realizadas:

3.3.1.2 Método In vivo: Skin Prick Test (SPT):

3.3.1.2.1 Poblacion estudiada:

» Udimas: 100 alumnos (representando 42% del total de

alumnos de medicina de ese centro)

» Bellaterra : 100 alumnos (representando 17% del total

de alumnos de ese centro)
Cada uno de los alumnos al presentarse voluntario para realizar la prueba, recibia un cédigo.

- Alumnos codificados en la base de datos de 1-100: Udima; - Alumnos codificados en la base

de datos de 101-200: Bellaterra
3.3.1.2.2 Bateria de extractos:
* Bateria de extractos utilizados para la técnica in vivo: Skin Prick Test:
*  Hongos:
» Alternaria alternata (mé6)
»  Penicillium sp. (pn)
»  Aspergillus fumigatus (as)
»  Cladosporium cladosporioides (cl)
«  Acaro:
» Dermatophagoides pteronyssinus (d1)
* Polenes:
» Olea europea (19)
»  Platanus acerifolia (pl)
» Gramineas espontdneas (g6)

»  Parietaria judaica (w21)
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3.3.1.2.3 Prueba In vivo: Skin Prick test:

La prueba cutanea utilizada fue la prueba de puncion, conocida por el nombre de Skin

Prick Test.

Se fundamenta en la provocacion de una reaccion IgE-mediada a nivel de la piel.
Actualmente, constituye la principal herramienta en la metodologia diagnostica in vivo en la
practica alergolédgica, por su sencillez, reproducibilidad y rapidez. (J.M Torres-Rodriguez;

2005)

La prueba se basa en la puncion superficial de la piel, a través de una gota de extracto
antigénico glicerinado depositada sobre el antebrazo, utilizando una lanceta. Esta prueba es
ideal para estudiar una bateria amplia de alergenos y conocer la respuesta cutanea inmediata,
puesto que el grado de reaccidn esta en relacion con la concentracion del antigeno y el nivel de
anticuerpos IgE fijados a los mastdcitos de la piel. Por ello refleja el estado de sensibilizacion
del individuo. (Mari; 2003)

Para mayor reproducibilidad de la prueba del prick se utilizaron extracto estandarizados
y una lanceta especial cuya punta es de un milimetro (1mm) de longitud (Icogamma, Novico

Medica S.A.), la cual facilita la penetracion homogénea del alergeno y evita el sangrado.
3.3.1.2.4 Procedimiento para la técnica:

(Mari A, 2003; J.M Torres-Rodriguez; 2005)

- Desinfectar la piel con alcohol de 70°

- Marcar en el antebrazo el codigo del alergeno

- Aplicar una gota de los extractos alergénicos y de los controles sobre la piel

- Puncionar la piel con una lanceta* a través de la gota (para que se introduzca una

parte minima de dicho extracto en la piel)

- A los 15-20 minutos, valorar los resultados midiendo las papulas producidas por el
control positivo (Histamina) y los alergenos, verificando la ausencia de reaccion
con el control negativo. Introducir los resultados en la hoja personalizada para cada

alumno (Anexo 4).

* Lancetas para un solo uso: esterilizadas por rayos Gamma Co 60. Codigo 8552100,

Novico S.A, Ascoli Piceno, Italy
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Figura 6M: Fotografia:

3.3.1.2.5 Interpretacion de los resultados:
-Criterio de evaluacion de positividad, negatividad o invalidez:

Para medir la reaccion cutanea se utilizé un Papulimetro (Figura 7M). Para calcular la
superficie de las papulas se medid el didmetro mayor y se multiplicé por el diametro menor,
expresando en mm” el resultado. Este resultado ha de compararse con el producido por la
solucion de histamina al 1% (control positivo) y el producido por la solucion salina glicerinada

(control negativo).

El alergeno que produzca una papula minima equivalente a 9 mm®, es considerado
positivo, siempre que exista una reaccion frente al control positivo y siempre que no provoque
reaccion frente a la solucion salina (control negativo) (Eigenmann PA, 1998). Valores menores
no se consideraron reproducibles (Bock SA, 1977; Bock SA, 1988; Dreborg S. 1991).

Algunos autores se refieren a la relacion entre la superficie de la papula producida por
la histamina con la del alergeno en términos de Unidades de Histamina Equivalente (U.H.E)
(Aas K, 1973; Dreborg S, 1989).

Nosotros hemos seguido a Mailling (1987) que los llama Grados. Todos los resultados
encontrados en la poblacién estudiada mayores que 9 mm? eran considerados positivos y
automaticamente transformados en porcentiles y convertidos en una variable cualitativa (o
categorica), (1,2,3 6 4), representando el valor 1 un grado de sensibilizacion menor que el valor

4.
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La formula utilizada para calcular el porcentaje del alergeno es (Mailling, 1987):

Area (mm2) del alérgeno — drea (mm2) del control negativo
% alergeno = x 100= %

Area (mm2) control positivo — drea (mm2) control negativo

El porcentaje obtenido se categoriza segun:

Negativo: (-) < 25% del area de la histamina

Positivo Grado 1: entre 25-50% del area de la histamina
Positivo Grado 2: 50-100% del area de la histamina
Positivo Grado 3: 100-200% del area de la histamina

Positivo Grado 4: > 200% del area de la histamina

EXTRACTOS ALEROEMCOS  Dome/Hollker Sher oo mix CONJUVAC

3.3.1.3 Método In Vitro: ImmunoCAP™ Rapid

3.3.1.3.1 Poblacion estudiada*®:

» Udimas: 56 alumnos (56% de los voluntarios en quien

se realizo el SPT aceptaron continuar en el estudio

» Bellaterra : 58 alumnos (58% de los voluntarios en
quien se realizdo el SPT aceptaron continuar en el

estudio)
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3.3.1.3.2 Bateria de extractos:

« Bateria de extractos utilizados en la técnica in vitro: ImmunoCAP™ Rapid

Asthma/Rhinitis Adults
*  Hongo:
mo6: Alternaria alternata

e Acaro e insecto:

d1: Dermathophagoides pteronyssinus
i6: Cucaracha
* Polenes:
t3: Betula verrucosa
g6: Phleum sp. (Gramineas)
t9: Olea europea
w21: Parietaria judaica
wb6: Artemisia sp
+ Epitelio de animales:
el: Gato (epitelio y caspa

e5: perro (caspa)

3.3.1.3.3 Pruebas in vitro: ImmunoCAP™ Rapid Asthma/Rhinitis Adults

Para la realizacion del ensayo in vitro, se utilizd un dispositivo, comercialmente
denominado ImmunoCAP™ Rapid Asthma/Rhinitis Adults (N° art. 82-1001-01 - Phadia

Diagnostics- Sweden).

La prueba se fundamenta en la determinacion cualitativa de los anticuerpos IgE

especificos de alergenos en la sangre humana total.

El aparato dispone de una bateria de multiples alergenos en la cual 10 diferentes
extractos estan presentes en un unico reactivo y permite valorar analiticamente la presencia de
anticuerpos IgE contra estos alergenos (Merrett J, 1987; Matricardi P.M, 1989; Lilja G, 1995;
Costongs G.M, 1997; Williams P.B, 2001)
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ImmunoCAP™ Rapid Asthma/Rhinitis Adults es una prueba de flujo lateral, para la
cual es necesaria extraccion de sangre capilar, la cual se introduce en el “Orificio de muestra”

(Figura 8M). La parte separada de plasma fluye a través de las tiras de prueba.

Si hay IgE especifica contra alguno de los alérgenos, reaccionara con los extractos
presentes en la tira y se expresard semicuantitativamente en forma de intensidad de color en el

area correspondiente al alérgeno.

La solucion de desarrollo se afiade en el “Orificio de Soluciéon” de Desarrollo (Figura
8M), liberando anti-IgE conjugado a un reactivo de oro seco. El conjugado forma un complejo
con los anticuerpos IgE ya unidos, visible como lineas rosadas en las ventanas de analisis. El
conjugado restante sigue migrando, formando lineas rosadas en las dos ventanas de control.
Esto ocurrira independientemente de si la muestra es o no positiva, para indicar el buen

funcionamiento del Kit y comprobar que la prueba se ha realizado correctamente.
3.3.1.3.4 Procedimiento de la Prueba:
Recogida de muestra: Muestra de sangre capilar:
e Calentar la punta del dedo:
* Desinfectar y secar el lugar de la puncion

* Pinchar la punta del dedo con una lanceta segtn las instrucciones del

fabricante (*)

* Recoger la sangre utilizando capilar heparinizado incluido en el Kit de

ImmunoCAP™ Rapid Asthma/Rhinitis Adults

e Inclinar ligeramente el capilar heparinizado hacia abajo para que la

sangre penetre en el interior por “capilaridad”.
* Rellenar el capilar heparinizado hasta el limite*.

* *el limite de sangre establece el volumen de muestra correcto:

110uL
Procedimiento de ensayo
*  Vaciar la sangre del capilar en el orificio de muestra (Figura 8M)
e Activar el temporizador y esperar 5 minutos

* Llenar la Pipeta (suministrada por el fabricante del Kit) hasta la marca
superior*, con Solucion de Desarrollo. * la marca superior establece el

volumen de la solucidn de desarrollo correcto: 500 puL

¢ Afadir el volumen de la solucion de desarrollo al Orificio de solucion

de desarrollo (Figura 8M)
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e Activar el temporizador y esperar 15 minutos

* Leer los resultados (colorimétrica)*

Figura 8M: Kit ImmunoCAP™ Rapid Asthma/Rhinitis Adults

Rapid
Wheeze/Rhinitis Child . .
<« Identlﬁcgc10n de

o — voluntario

Ventana de
= control
<& - 4__,/ Codigo del
't P ' 9 Ventarfdggeno
e & : 4% analisis

1 = " 12
@ <« Orificio de muestra (sangre
capilar)

Orificio de Solucidon de

@ < i Desarollo

Ce Phadia

3.3.1.3.5 Interpretacion de resultados:
- Criterio de evaluacion de positividad:

Considerando que es una prueba cualitativa, existen dos posibles resultados,: negativo,

no reactivo o no detectable y positivo, reactivo o detectable.

Cualquier linea rosada en la ventana de analisis (Figura 9M) situada al lado del cédigo
de alergeno (Figura 9M) indica la presencia de anticuerpos IgE especificos que reaccionaron
con ese alergeno en concreto. Las lineas rosadas en las ventanas de control indican que la

prueba se ha realizado correctamente.

El manual de uso de ImmunoCAP™ Rapid indica que se trata de evidencias
semicuantitativas. Sin embargo no establece equivalencias entre intensidad de color y cantidad
de IgE, algunos autores (Torregosa-Bertet et.al, EAACI, 2007) han relacionado la intensidad de
color con concentraciones de IgE especifica, con un método cuantitativo estandar expresando

en KU/L.

66



La intensidad del color de las lineas (de rosa claro hasta rojo intenso) del
ImmunoCAP™ Rapid Asthma/Rhinitis Adults esta relacionada con los niveles (concentraciéon de

IgE) por este motivo se puede considerar una técnica semi-cuantitativa.

Basandonos en este criterio, hemos definido los grados, de acuerdo con las intensidades

de los colores encontrados.

Siendo que el grado 1 es negativo y de 2-6 positivo, correspondiendo a 6 la mayor
concentracion de IgE frente a un determinado alergeno de la bateria, representado por una linea

coloreada mas intensa.
Resultado de la prueba negativo:

Si no aparecen lineas rosadas visibles al lado de un cédigo de alergeno, esto indica que

no se detectan anticuerpos IgE especificos de este alergeno en concreto.
Segun el estudio, el valor 1 sugiere, una concentraciéon menor de 0,35KU/1 de IgE.

Figura 9M: Niveles de intensidad para el analisis semicuantitativo (colorimetrico)

e

(Torregosa-Bertet, et.al, EAACI, 2007)
- Criterio de evaluacion de negatividad o invalidez

Control de calidad de la prueba: El dispositivo dispone de un control de
procedimientos. Quince minutos después de anadir la solucion de desarrollo apareceran unas
lineas rosadas en las ventanas de control (Figura 8M), que indican que la prueba se ha realizado
correctamente. Es imprescindible chequear que en las ventanas de control (Figura 8M) se

colorea en rojo al afiadir la muestra de sangre.

Prueba invalida: se las lineas de control no se vuelven de color rosado a cabo de
quince minutos de haber afiadido la solucién de desarrollo. S esto pasara, la muestra seria

invalida y deberia volver a analizarse con un nuevo dispositivo.
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3.3.1.4 Base de datos y Analisis Estadistico:

La descripcion de las variables cuantitativas se efectué mediante las medidas de
centralizacion y dispersion al uso (media y desviacion tipica), empleando como estimador la
mediana y algunos indicadores de posicion caracteristicos (cuartiles, rango intercuartilico y
valores adyacentes superior e inferior) en los casos de dispersion amplia o atipica de los datos.

Se compararan diferencias entre porcentajes de variables cualitativas, determinando el
intervalo de confianza del 95% de la diferencia de porcentajes apreciados o empleando la
prueba estadistica de Chi cuadrado (Chi®) (o prueba exacta de Fisher), segin requiera cada
circunstancia.

La comparacion de valores promedio en variables cuantitativas se efectué mediante la
prueba T de Student (para datos independientes); U de Mann-Whitney, (en el caso de una
distribucién no normal), o la prueba de Kruskal-Wallis (en los casos de comparaciones
multiples).

Para valorar la sensibilidad de Prick frente a IgE se utilizé la prueba de Mc Nemar.

El nivel de significacion utilizado en todos los contrastes fue 0<0,05.

Para este trabajo se disefiaron cuatro Bases de Datos utilizando el programa Base de
Datos de Access 2002-2003 (archivos *.mdb, Microsoft Office Access 2003), compatible
Windows version 12.0.

Para describir, comparar y representar graficamente las variables se utilizo el programa
SPSS version 14 (SPSS Inc. Chicago IL, USA).

El software Excel también fue utilizado para confeccion de algunos graficos.

Estudio aerobiologico:

En esta Base de datos se afiade datos sobre la muestra, como identificacion del
ambiente muestreado (idAmbiente); identificacion de la muestra (IdMuestra); fecha del
muestreo (Fecha/Muestra); informacion respecto a ser primera o segunda toma (1/2); momento
de la muestra de interior: antes/durante (a/d) o exterior (e); datos referente a las variables
independientes como Temperatura y Humedad; datos referentes a la calibracion del aparato,
como Volumen de aire muestreado, Caudal y Tiempo de muestreo; Numero de ocupantes, si es
caso de muestreo de ambiente interior en presencia de los alumnos. A parte de estas
informaciones generales, cuenta con un listado de especies, y el Numero total de colonias.

(Anexo 1)
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Estudio epidemiolégico:
Cuestionarios:

En esta base de datos se afiade las respuestas cualitativas de los alumnos al compilar el

cuestionario.

En los andlisis estadisticos se estimara la prevalencia de cualquier respuesta positiva
dividido por el total de la poblacion que participd en cada centro (Arnedo Pena, L. 2004).
(Anexo 2)

Pruebas in vivo: Prick test:

En esta Base de datos se aflade los valores de los diametro “X” e “Y” (obtenidos a
través de la medicion de la papula), los cuales son automaticamente multiplicados, resultando
en una superficie expresada en mm?®.

También cuenta con datos sobre el alumno: nombre, centro de estudio, fecha de
nacimiento y fecha en la que se realiza la Prueba, una vez introducidos estos datos, se procesa

automaticamente un Numero para identificar el alumno (Id Alumno). (Anexo 3 y 4)
Pruebas in vivo: IgE ImmunoCAP™ Rapid

Para la determinacion cuantitativa de la prueba, se valora la presencia o ausencia de
alguna linea rosada al lado del alergenos (+/-). Para la evaluacidon semi-cuantitativa, se valora
los grados de intensidad de las lineas indicadoras de positividad, de 2 hasta 6. Siempre que se
marca la opcion (-) el grado aparecia automaticamente como 1.

También cuenta con un espacio donde se afade el numero de identificacion del alumno:
una vez introducido este numero los con datos sobre el alumno como nombre, centro de
estudio, fecha de nacimiento y fecha se almacenan automaticamente en la Base de Datos.

(Anexo 5)
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RESULTADOS
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4. RESULTADOS:
4.1 Parte Primera: Aerobiologia:
4.1.1 Resultados Generales:
Figura 1R: Diagrama de Cajas correspondiente a la representacion grafica de la prueba
estadistica referente a los niveles de UFC/m’ (x 10) contrastados entre ambiente Interior y

Exterior "

50,00 —

45,00~

40,00

35,00 —

30,00 —

25,00+

CFUIm3

20,00

15,00 —
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Se ha comprobado que existe significacion estadistica cuando contrastadas las cargas
fungicas entre ambiente Interior y Exterior (p<0,001), siendo la de Interior inferior a la de
Exterior (Tabla 1 — Anexo 7).

Los valores de los percentiles 25, 50, 75, se presentan en la Tabla 2 — Anexo 7).

Se utiliz6 la prueba de Mann Withney-Wilcoxon para los contrastes de las variables.

(1) Los resultados representados en la Figura 1R corresponden al valor de Interior es la media aritmética de la suma de los niveles de las Unidades
Formadoras de Colonias por Metro Cubico (UFC/m3), resultado del muestreo de las doce aulas (antes y durante las clases) y referente al exterior, resultados de la
media aritmética de las suma de los niveles de UFC/m3, resultados del muestreo de los seis puntos de Exterior; ambos por las cuatro estaciones muestreadas.

(Media aritmética de Interior n=192; Exterior n=48)
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Figura 2R: Diagrama de Cajas correspondiente a la representacion grafica de la prueba
estadistica referente a los niveles de UFC/m’ (x 10) contrastados entre Udimas y Bellaterra

(Interior mas Exterior) ©
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UDIMAS BELLATERRA

Se ha comprobado que existe significacion estadistica entre la carga fungica
(incluyendo los valores de Exterior) encontrada en Udimas y Bellaterra, siendo los de Udimas
inferiores que los de Bellaterra (p<<0,001) (Tabla 3 — Anexo 7).

Los valores de percentiles 25, 50, 75 se presentan en la Tabla 4 — Anexo 7.

Se utiliz6 la prueba Chi Square en los contrastes entre variables.

(2) Los resultados representados en la Figura 2R correspondiente al valor de Udimas es la suma de las media aritmética de los niveles de UFC/m3, resultado del
muestreo de las seis aulas (antes y durante las clases) y los niveles de los tres puntos de Exterior de Udimas por las cuatro estaciones muestreadas. Los resultados
representados correspondiente al valor de Bellaterra es la suma de las media aritmética de los niveles de UFC/m3, resultado del muestreo de las seis aulas (antes y

durante las clases) y los niveles de los tres puntos de Exterior de Udimas por las cuatro estaciones muestreadas. (Udimas n=120; Bellaterra n=120)
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Figura 3R: Diagrama de Cajas correspondiente a la representacion grafica de la prueba

estadistica referente a los niveles de UFC/m’ (x 10) contrastados entre Udimas y Bellaterra.
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Se ha comprobado que existe significacion estadistica entre la carga fungica de interior
encontrada en Udimas y Bellaterra, siendo la de Udimas inferior a la de Bellaterra (p<0,001)
(Tabla 5 — Anexo 7).

Los valores de percentiles 25, 50, 75 se presentan en la Tabla 6 — Anexo 7.

Se utiliz6 la prueba Chi Square en los contrastes entre las variables analizadas.

Se puede observar que los niveles de los percentiles 50 de las Figuras 2 (Interior y
Exterior) y 3 (Interior) son distintos, mostrando que existe un incremento significativo cuando
se anaden los valores de Exterior en las dos zonas muestreadas. (Tabla 7)

Tabla 7: Valores de los percentiles 50 ™ correspondientes a las Figuras 2R y 3R:

Interior y Exterior Interior
Zonas
Percentil 50 Percentil 50
UDIMAS 11,250 9,000
Bellaterra 19,650 16,175

(3) Los resultados representados en la Figura 3R correspondiente al valor de Udimas es la suma de las media aritmética de los niveles de UFC/m3,
resultado del muestreo de las seis aulas (antes y durante las clases) por las cuatro estaciones muestreadas. Los resultados representados correspondiente al valor de
Bellaterra es la suma de las media aritmética de los niveles de UFC/m3, resultado del muestreo de las seis aulas (antes y durante las clases) por las cuatro

estaciones muestreadas. (Udimas n=96; Bellaterra n=96)
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Figura 4R: Diagrama de Cajas correspondiente a la representacion grafica de la prueba
estadistica referente a los niveles de UFC/m® (x 10) encontradas en las cuatro estaciones
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Se ha comprobado que existe significacion estadistica cuando contrastadas las cargas
fingicas encontradas en las cuatro estaciones muestreadas (Interior y Exterior), siendo los
valores de Verano superiores a los de Otofo, éstos superiores a los de primavera y los de
Invierno los minimos (p<0,001) (Tabla 8 — Anexo 7).

Los valores de percentiles 25, 50, 75 se presentan en la Tabla 9 — Anexo 7.

Se utiliz6 la prueba Chi Square en los contrastes entre variables.

(4) Los resultados representados en la Figura 4R correspondiente al valor de cada estacion es la suma de las medias aritméticas de las UFC/m3,

muestreos de interior y Exterior de Udimas y Bellaterra (Invierno n=60; Primavera n=60, Verano n=60; Otofio n=60)
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Figura 5R: Diagrama de Cajas correspondiente a la representacion grafica de la prueba

estadistica referente a los niveles de UFC/m’ (x 10) encontradas en las cuatro estaciones

muestreadas (Invierno, Primavera, Verano e Otoiio) (Interior)

CFUIm3
1

0.0+

1 I

wierno Primavera Verano

T
Otodia

Se ha comprobado que existe significacion estadistica cuando contrastadas las cargas

fingicas encontradas en las cuatro estaciones muestreadas, excluyendo los valores de Exterior,

siendo los valores de Inverno inferiores a los de Primavera, seguida de Otoflo y Verano

(p<0,001) (Tabla 10 — Anexo 7)

Los valores de los percentiles 25, 50, 75 se presentan en la Tabla 11 — Anexo 7.

Se utiliz6 la prueba Chi- Square en los contrastes entre variables

. th .
Se puede observar nuevamente que los percentiles 50 ™ de las cuatro estaciones

incluyendo exterior (Figura 4R) son superiores a los que excluyen exterior (Figura 5R) (Tabla

12).

Se puede observar una magnitud superior en los valores de verano.

Tabla 12: Valores de los percentiles 25™, 50™ y 75 ™ correspondientes a las Figuras 4R y 5R.

Estacion Interior y Exterior Interior
Percentiles 50 Percentiles 50
Invierno 7,950 6,450
Primavera 13,500 12,825
Verano 40,275 28,125
Otofio 15,650 13,500

5) Los resultados representados en la Figura 5R correspondiente al valor de cada estacion es la suma de las medias aritméticas de las UFC/m3, muestreos de

interior de Udimas y Bellaterra Invierno n=48; Primavera n=48, Verano n=48; Otofio n=48)
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Figura 6R: Diagrama de Cajas correspondiente a la representacion grafica de la prueba
estadistica referente al contraste entre los niveles de UFC/m’® (x 10) encontradas en los
ambientes de Interior de Udimas y Bellaterra en las cuatro estaciones muestreadas

(Invierno, Primavera, Verano e Otofio)
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Se ha comprobado que existe significacion estadistica cuando contrastadas la cargas
fingicas de los ambientes de interior de Udimas y Bellaterra en las cuatro estaciones
muestreadas: Verano (p<0,001), Primavera (p=0,004), e Otono (p=0,024), siendo los valores de
Udimas inferiores a los de Bellaterra, en las tres situaciones. No se ha encontrado significacion
estadistica entre las cargas fungicas de Udimas y Bellaterra en Invierno. (Tabla 13 — Anexo 7)

Los valores de los percentiles 25, 50, 75 se presentan en la Tabla 14 — Anexo 7.

Se utiliz6 la prueba de Mann Withney-Wilcoxon para los contrastes de las variables.

(6) Los resultados representados en la Figura 6R correspondiente al valor de Udimas y Bellaterra en Invierno Primavera, verano y Otofio, es la media aritmética
de los niveles de UFC/m3, resultado del muestreo de interior de cada Zona, en las determinadas estaciones. (Invierno: Udimas: n= 24/Bellaterra: n=24;

Primavera: Udimas: n= 24/Bellaterra: n=24; Verano: Udimas: n= 24/Bellaterra: n=24; Otofio: Udimas: n= 24/Bellaterra: n=24)
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Figura 7R: Diagrama de Cajas correspondiente a la representacion grafica de la prueba

estadistica referente a los niveles de UFC/m’ (x 10) encontradas Antes, Durante y Exterior
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Se ha comprobado que existe significacion estadistica cuando contrastadas las cargas
fingicas entre los valores de Antes, Durante y Exteriores (p, <0,001) siendo los valores de
Antes inferiores a los de Durante, seguidos de Exterior. (Tabla 15 — Anexo 7)

Los valores de los percentiles 25, 50, 75 se presentan en la Tabla 16 — Anexo 7.

Se utiliz6 la prueba Chi- Square en los contrastes entre variables.

(7) Los resultados representados en la Figura 7R correspondientes al valor de Antes, es la suma de las medias aritimeticas de las UFC/m3 encontradas en los
muestreos de Antes en Udimas y Bellaterra, en las cuatro estaciones; valor de Durante, es la suma de las medias aritimeticas de las UFC/m3 encontradas en los
muestreos de Durante en Udimas y Bellaterra, en las cuatro estaciones. Los valores de Exterior son la suma de las medias aritimeticas de las UFC/m3 econtradas

en los muestreos de Exterior en Udimas y Bellaterra en las cuatro estaciones. (Antes n= 96; Durante n=96; Exterior n=48)
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Figura 8R: Diagrama de Cajas correspondiente a la representacion grafica de la prueba
estadistica referente a los niveles de UFC/m’® (x 10) contrastados entre Antes y Durante las

clases en Udimas, y su distribucion respecto a las cuatro estaciones muestreadas ®
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Se ha comprobado que existe significacion estadistica cuando contrastadas las cargas
fungicas de Udimas entre Antes y Durante en Verano (p=0,015), Otoiio (p=0,002), Primavera
(p=0,002) e Invierno (p=0,015), e, siendo los valores de Antes inferiores a los de Durante en los
cuatro contrastes realizados. (Tabla 17 — Anexo 7).

Los valores de los percentiles 25, 50, 75 se presentan en la Tabla 19 — Anexo 7.

Se utiliz6 la prueba de Mann Withney-Wilcoxon para los contrastes de las variables.

(8) Los resultados representados en la Figura 8R correspondiente a los valores de Antes, son la suma de las medias aritméticas de las UFC/m3 encontradas en los
muestreos de Antes en Udimas, y los valores de Durante, son la suma de las medias aritméticas de las UFC/m3 encontradas en los muestreos de Durante en
Udimas; en las en las cuatro estaciones. Invierno: Antes: n=;12 Durante n=12; Primavera: Antes: n=;12 Durante n=12; Verano: Antes: n=;12 Durante n=12;

Otofio: Antes: n=;12 Durante n=12)
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Figura 9R: Diagrama de Cajas correspondiente a la representacion grafica de la prueba
estadistica referente a los niveles medios de UFC/m’ (x 10) contrastados entre Antes y
Durante las clases en Bellaterra, y su distribucion respecto a las cuatro estaciones

muestreadas
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Se ha comprobado que existe significacion estadistica cuando contrastadas las cargas
fingicas de Bellaterra, entre Antes y Durante en Verano (p=0,002), Otofio (p=0,002),
Primavera (p=0,002) e Invierno (p=0,026), , siendo los valores de Antes inferiores a los de
Durantes en los cuatro contrastes realizados. (Tabla 17 — Anexo 7).

Los valores de los percentiles 25, 50, 75, se presentan en la Tabla 19 — Anexo 7.

Se utiliz6 la prueba de Mann Withney-Wilcoxon para los contrastes de las variables.

(9) Los resultados representados en la Figura 9R correspondiente al los valores de Antes, son la suma de las medias aritméticas de las UFC/m3 encontradas en los
muestreos de Antes en Bellaterra, y los valores de Durante, son la suma de las medias aritimeticas de las UFC/m3 encontradas en los muestreos de Durante en
Udimas; en las en las cuatro estaciones. Invierno: Antes: n=;12 Durante n=12; Primavera: Antes: n=;12 Durante n=12; Verano: Antes: n=;12 Durante n=12;

Otofio: Antes: n=;12 Durante n=12)
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Figura 10R: Diagrama de Cajas correspondiente a la representacion grafica de la prueba
estadistica referente a los niveles medios de UFC/m® (x 10) contrastados entre Interior y

Exterior en Udimas, y su distribucién respecto a las cuatro estaciones muestreadas '
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Se ha comprobado que existe significacion estadistica cuando contrastadas las cargas
fingicas en Udimas entre Interior y Exterior en Invierno (p=0,004), Primavera (p=0,004),
Verano (p=0,004) e Otofio (p=0,004), siendo los valores de Interior inferiores a los de Exterior
en los cuatro contrastes realizados. (Tabla 18 — Anexo 7).

Los valores de los percentiles 25, 50, 75, se presentan en la Tabla 19 — Anexo 7.

Se utiliz6 la prueba de Mann Withney-Wilcoxon para los contrastes de las variables.

(10) Los resultados representados en la Figura 10 R correspondiente a los valores de Interior, son la suma de las medias aritméticas de las UFC/m3 encontradas en
los muestreos de Interior en Udimas, y los valores de Exterior, son la suma de las medias aritméticas de las UFC/m3 encontradas en los muestreos de Exterior en
Udimas; en las en las cuatro estaciones. (Invierno: Interior: n=;24 Exterior n=6; Primavera: : n=;24 Exterior n=6; Verano: : n=;24 Exterior n=6; Otofio: : n=;24

Exterior n=6).
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Figura 11R: Diagrama de Cajas correspondiente a la representacion grafica de la prueba
estadistica referente a los niveles medios de UFC/m® (x 10) contrastados entre Interior y

. . . o . 11
Exterior en Bellaterra, y su distribucion respecto a las cuatro estaciones muestreadas '
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Se ha comprobado que existe significacion estadistica cuando contrastadas las carga
fingicas en Bellaterra entre Interior y Exterior en Invierno (p=0,004), Primavera (p=0,004),
Verano (p=0,004) e Otofio (p=0,004), siendo los valores de Interior inferiores a los de Exterior
en los cuatro contrastes realizados. (Tabla 18 — Anexo 7).

Los valores de los percentiles 25, 50, 75, se presentan en la Tabla 19 — Anexo 7.

Se utiliz6 la prueba de Mann Withney-Wilcoxon para los contrastes de las variables.

(11) Los resultados representados en la Figura 11R correspondiente a los valores de Interior, son la suma de las medias aritméticas de las UFC/m3 encontradas en
los muestreos de Interior en Bellaterra, y los valores de Exterior, son la suma de las medias aritméticas de las UFC/m3 encontradas en los muestreos de Exterior
en Bellaterra; en las en las cuatro estaciones. (Invierno: Interior: n=;24 Exterior n=6; Primavera: : n=;24 Exterior n=6; Verano: : n=;24 Exterior n=6; Otofio: :

n=;24 Exterior n=6)
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Figura 12R: Lineas de tendencia correspondiente a las variaciones de UFC/m’(x 10)
Temperatura y humedad en los ambientes Exterior e Interior, representados en las cuatro

estaciones muestreadas.

70—
ek JF CIM 3

60 /\ T 2Mperatura

50— Humedad

40

30+

d0LI9)X3

60—
50—

40

30— /\ .
20+ \

10—

Joua3u|

0 =

I | | I
Invierno Primavera Verano Otoiio

Los valores de los percentiles 25, 50, 75, se presentan en la Tabla 20.
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4.1.2 Biodiersidad: Consideraciones generales:

Estudio de la prevalencia (presencia en placa, independiente del nimero de colonicas) y
distribucion (en el espacio y en el tiempo) de los diferentes géneros encontrados en el estudios
aerobioldgico.

Tabla 21: Listado de los géneros y sus respectivas especies.

Acremonium sp.;

Acr. alternatun

Alternaria. sp (Alt sp)

Alt. alternata; Alt. brassicicola; Alt. chartarum, Alt. consortiale; Alt. dentritica, Alt. injectoria
Alt.oleracea; Alt. saponariae; Alt. sonchi; Alternaria spp.; Alt. tenuissima

Aspergillus sp. (Asp sp.)

Asp. alliaceus; Asp. avenaceus; Asp. caespitosus; Asp. candidus; Asp. carneus; Asp. clavato-
nanicus; Asp. conicus; Asp. deflectus; Asp. eburneo-cremeus; Asp. flavipes; Asp. flavus; Asp.
Fumigatus; Asp. glaucus; Asp.s japonicus;, Asp. melleus; Asp. nidulans; Asp. niger; Asp.
niveus; Asp. ochraceus; Asp. oryzae; Asp. ostianus; Asp. parasiticus; Asp. petrakii; Asp.
silvaticus; Asp. speluneus; Asp. spp; Asp. sydowi; Asp. tamatrii; Asp. terreus; Asp. ustus; Asp.
versicolor

Levaduras

Candida albicans; C. dubliniensis; C. famata; C. humicula; C. spp;, Rhodotorula sp.
Cladosporium sp.; (Cla sp.)

Cla. cladosporioides; Cla. herbarum; Cla. macrocarpum; Cla. oxysporum; Cla.
sphaerospermum; Cla. spp.

Fusarium sp.; (Fus SP.)

F. chlamydosporum; F. oxisporum; F. solani.

Micélio estéril;

Micelio esteril hialino; Micelio esteril pigmentado

Mucor/Rhizopus;

M. hiemalis; M. plumbeus; M. racemosus; M. circinelloides; M. spp;

Ochroconis sp.; (Och sp.)

Ochroconis sp.;

Paecilomices sp.;

Pae. carneus; Pae. farinous; Pae. spp,; Pae. variotii.

Penicillium sp. (Pen sp.)

Pen. atro-virens; Pen. aurantiogriseum; Pen. brevicompactum,; Pen. chrysogenum; Pen.
citrinum; Pen. commune; Pen. decumbens; Pen. digitatum; Pen. expansum; Pen. frequentans;
Pen. funiculosum; Pen. oxalicum; Pen. piceum; ; Pen. purpurogenum; Pen. rugulosum;
Pen.spp; Peni. stoloniferum

Wallemia sp.; (Wal sp.)
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Wal. spp.;
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UFCm3
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Figura 13R: Diagrama de Cajas correspondiente a la representacion grafica de la prueba

estadistica referente a los niveles de UFC/m’ de 11 géneros, contrastados en Interior y

Exterior '

Post scriptum: Por incompatibilidad de escala, el genero Cladosporium sp., fue apartado del grafico donde estan representados los demas géneros analizados,

pese a haber sido analizado juntamente, y haber sido analizado con las mismas pruebas estadisticas.
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Se ha comprobado que existe significacion estadistica cuando contrastadas los niveles
de UFC/m’ encontrados en Interior y Exterior para los géneros: Alternaria sp (p<0,005;
Aspergillus. sp. (p<0,005), Penicillium sp. (p<0,005); Levaduras (p=0,045); Fusarium. sp.
(p=0,012), Micelio estéril (p=0,006) y Acremoniun sp. (p=0,008), siendo los valores de Interior
inferiores a los de Exterior (Tabla 22 — Anexo 7).

Los valores de los percentiles 25, 50, 75, se presentan en la Tabla 23 — Anexo 7.

Se utiliz6 la prueba de Mann. Withney- Wilcoxon para los contrastes de las variables.

(12) Los resultados representados en la Figura 13R correspondiente a los valores de Interior, son la suma de las medias aritméticas de las UFC/m3 encontradas en
los muestreos de Interior (Antes mas Durante) en Udimas y Bellaterra, en las cuatro estaciones y los valores de Exterior, son la suma de las medias aritméticas de
las UFC/m3 encontradas en los muestreos de Exterior en Udimas y Bellaterra; en las en las cuatro estaciones, para los doce género analizados. (Interior n= 192;

Exterior n=48)
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Figura 14R: Diagrama de Cajas correspondientes a la representacion grafica de la prueba

estadistica referente a los niveles de UFC/m® de Cladosporium sp., contrastados en Interior

y Exterior 13
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Se ha comprobado que existe significacion estadistica cuando contrastadas los niveles
de UFC/m’ encontradas en Interior y Exterior para el género Cladosporium sp. (p<0,005);
siendo los valores de Interior menores que los de Exterior. (Tabla 22 — Anexo 7)

Los valores de los percentiles 25, 50, 75, se presentan en la Tabla 23 — Anexo 7.

Se utiliz6 la prueba de Mann. Withney- Wilcoxon para los contrastes de las variables.

(13) Los resultados representados en la Figura 14R correspondiente a los valores de Interior, son la suma de las medias aritméticas de las UFC/m3 encontradas en
los muestreos de Interior (Antes y Durante) en Udimas y en Bellaterra, en las cuatro estaciones y los valores de Exterior, son la suma de las medias aritméticas de
las UFC/m3 encontradas en los muestreos de Exterior en Udimas y Bellaterra; en las en las cuatro estaciones, para el genero Cladosporium sp. (Interior n= 192;
Exterior n=48).

Post scriptum: este grafico se corresponde con la Figura 13R, donde no se incluia en género Cladosporium sp. por incompatibilidad de escala.
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Figura 15R: Histograma correspondiente a la representacion grafica de la prueba estadistica

referente a las prevalencias de los 11 géneros mas Micelio esteril, contrastados en Interior

y Exterior a9

100,00 — | At sp
 Asp. sp.
O Cla. sp.
B Levaduras
O Fus. sp.
80,00 — ] MICG/IO‘(.‘S?eI'I/
B Muc/rhi
0 Och. sp.
B Pae. sp.
W Pen.sp.
m 3] /< . .
60,00 @ Wail. sp
O Acr. sp.
40,00 —
20,00 —
0,00~

Interior Exterior

Se ha comprobado que existe significacion estadistica cuando contrastadas las
prevalencias de los doce (12) géneros encontrados en Interior y Exterior para Acremoniun sp.
(p=0,023) siendo, la prevalencia de Interior (26%) inferior a la de Exterior (50%). Para los
demas géneros no se observa significacion estadistica cuando contrastados las prevalencias en
los ambientes de Interior y Exterior. Para Levaduras y Aspergillus sp., la significacion
estadistica es marginal (p=0,072 y p=0,0074), siendo la prevalencia en Interior inferior a la de
Exterior.

Los valres de prevalencia y valores de la prueba estadistcia estan descritos en la Tabla
24 - Anexo 7.

Se utiliz6 la prueba Chi —Square para los contrastes de las variables.
(14) Los resultados representados en la Figura 15R correspondiente a los valores de Interior, se refiere a la prevalencia de cada uno de los doce géneros
encontrados en los muestreos de Interior (Antes mas Durante), de Udimas y Bellaterra, en las cuatro estaciones muestreadas; y los valores de Exterior, se refiere a
la prevalencia de cada uno de los doce géneros encontrados en los muestreos de Exterior, de Udimas y Belltarra, en las cuatro estaciones muestreadas. (Interior n=

192; Exterior n=48)
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Figura 16R: Diagrama de Cajas correspondientes a la representacion grafica de la prueba

estadistica referente a los niveles de UFC/m® de 10 géneros mas Micelio esteril, encontrados

en Interior contrastados entre Udimas y Bellaterra ° )

Post scriptum: Por incompatibilidad de escala, el genero Cladosporium sp., fue apartado del grafico donde estan representados los demas géneros analizados,

pese a haber sido analizado juntamente, y haber sido analizado con las mismas pruebas estadisticas.
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Se ha comprobado que existe significacion estadistica cuando contrastados los niveles
de UFC/m’ encontrados en Udimas y Bellaterra para los géneros: Alternaria sp. (p<0,005),
Aspergillus sp (p=0,021), Micelio Esteril (p=0,005), Ochroconis sp. (p=0,001), Penicillium sp.
(p<0,005), siendo los valores de Udimas inferiores a los de Bellaterra (Tabla 25 - Anexo 7).

Los valores de los percentiles 25, 50, 75, se presentan en la Tabla 26 - Anexo 7.

Se utiliz6 la prueba de Mann. Withney- Wilcoxon para los contrastes de las variables.

(15) Los resultados representados en la Figura 16R correspondiente a los valores de Interior en Udimas y en Bellaterra son la suma de las medias aritméticas de
las UFC/m3 encontradas en los muestreos de Interior (Antes y Durante), en las cuatro estaciones para los once géneros analizados. (Interior Udimas n=96;

Bellaterra n=96)
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Figura 17R: Diagrama de Cajas correspondientes a la representacion grafica de la prueba
estadistica referente a los niveles de UFC/m® de Cladosporium sp., encontradas en Interior,

contrastados entre Udimas y Bellaterra '
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Se ha comprobado que existe significacion estadistica cuando contrastadas los niveles
de UFC/m’ encontrados en Udimas y Bellaterra para el género Cladosporium sp. (p<0,005);
siendo el valor de Udimas inferior a lo de Bellaterra. (Tabla 25 - Anexo 7)

Los valores de los percentiles 25, 50, 75, se presentan en la Tabla 26 - Anexo 7.

Se utiliz6 la prueba de Mann. Withney- Wilcoxon para los contrastes de las variables.

(16) Los resultados representados en la Figura 17R correspondiente a los valores de Interior, son la suma de las medias aritméticas de las UFC/m3 encontradas en

los muestreos de Interior (Antes y Durante) en Udimas y en Bellaterra, en las cuatro estaciones para el genero Cladosporium sp. (Interior Udimas n=96; Bellaterra
n=96)

Post scriptum: este grafico se corresponde con la Figura 16R, donde no se incluia en género Cladosporium sp. por incompatibilidad de escala.
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Figura 18R: Histograma correspondiente a la representacion grafica de la prueba estadistica

referente de la prevalencia en Interior, de los 11 géneros mas Micelio esteril, contrastados

entre Udimas y Bellaterra an
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Se ha comprobado que existe significacion estadistica cuando contrastadas las
prevalencias en Udimas y Bellaterra en Interior, para Micelio estéril (p=0,041) (prevalencia de
39,6% en udimas y 60% en Bellaterra) y Ochroconis sp. (p=0,046; prevalencia de 52% Udimas
y 70% Bellaterra) siendo, los valores de Udimas inferiores a Belaterra. Para los demas géneros
no se observa significacion estadistica cuando contrastados las prevalencias en los ambientes de
Interior de Udimas y Bellaterra.

Los valres de prevalencia y valores de la prueba estadistcia estan descritos en la Tabla
27 - Anexo 7.

Se utiliz6 la prueba Chi —Square para los contrastes de las variables.

(17) Los resultados representados en la Figura 18R correspondiente a los valores de Udimas y Bellaterra, se refieren a la prevalencia de los doce generos en

Udimas y Belllaterra encontrados en los ambiente de Inteior (Antes y Durante) (Interior; Udimas n= 96; Bellaterra n=96)
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Figura 19R: Diagrama de Cajas correspondientes a la representacion grafica de la prueba

estadistica referente a los niveles de UFC/m® de 10 géneros mas Micelio esteril, encontrados

en Exterior contrastados entre Udimas y Bellaterra s

Post scriptum: Por incompatibilidad de escala, el genero Cladosporium sp., fue apartado del grafico donde estan representados los demas géneros analizados,

pese a haber sido analizado juntamente, y haber sido analizado con las mismas pruebas estadisticas.
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No se ha comprobado que exista significacion estadistica cuando contrastados los
niveles de UFC/m’ encontrados en Udimas y Bellaterra en Exterior para ninguno de los géneros
analisados (Tabla 28 - Anexo 7)

Los valores de los percentiles 25, 50, 75, se presentan en la Tabla 29 - Anexo 7.

Se utiliz6 la prueba de Mann. Withney- Wilcoxon para los contrastes de las variables.

(18) Los resultados representados en la Figura 19R correspondiente a los valores de Exterior en Udimas y en Bellaterra son la suma de las medias aritméticas de

las UFC/m3 encontradas en los muestreos de Exterior, en las cuatro estaciones para los once géneros analizados. (Exterior Udimas n=24; Bellaterra n=24)
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Figura 20R: Diagrama de Cajas correspondientes a la representacion grafica de la prueba
estadistica referente a los niveles de UFC/m® de Cladosporium sp, encontradas en Exterior,

contrastados entre Udimas y Bellaterra !
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No se ha comprobado que exista significacion estadistica cuando contrastados los
niveles de UFC/m’ encontrados en Udimas y Bellaterra en Exterior para Cladosporium sp.
(Tabla 28 - Anexo 7).

Los valores de los percentiles 25, 50, 75, se presentan en la Tabla 29 - Anexo 7.

Se utiliz6 la prueba de Mann. Withney- Wilcoxon para los contrastes de las variables.

(19) Los resultados representados en la Figura 20R correspondiente a los valores de Exterior, son la suma de las medias aritméticas de las UFC/m3 encontradas en
los muestreos de Exterior (Antes y Durante) en Udimas y Bellaterra, en las cuatro estaciones para el genero Cladosporium sp. (Exterior Udimas n=24; Exterior
Bellaterra n=24)

Post scriptum: este grafico se corresponde con la Figura 19R, donde no se incluia en género Cladosporium sp. por incompatibilidad de escala.
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Figura 21R: Histograma correspondiente a la representacion grafica de la prueba estadistica

referente de la prevalencia en Exterior, de los 11 géneros mas Micelio esteril, contrastados

entre Udimas y Bellaterra @0
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No se ha comprobado que existe significacion estadistica cuando contrastadas las
prevalencias en Udimas y Bellaterra en Exterior, para ninguno de los doce géneros
contrastados.

Los valores de prevalencia y valores de la prueba estadistica estan descritos en la Tabla
27 - Anexo 7.

Se utiliz6 la prueba Chi —Square para los contrastes de las variables.

(20) Los resultados representados en la Figura 21R correspondiente a los valores de Udimas y Bellaterra, se refiere a la prevalencia de los doce generos

encontrados en los ambientes de Exterior (Exterior; Udimas n= 24; Bellaterra n=24)
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4.1.3. Espectro fiingico en las estaciones del afio:
Figura 22R: Diagrama de Cajas correspondiente a la representacion grafica de la prueba

estadisctica referente a los niveles de UFC/m’ de 10 géneros mas Micelio esteril,

. . . 21
encontrados en Invierno, contrastados entre Interior y Exterior "

Post scriptum: Por incompatibilidad de escala, el genero Cladosporium sp., fue apartado del grafico donde estan representados los demas géneros analizados,

pese a haber sido analizado juntamente, y haber sido analizado con las mismas pruebas estadisticas.
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Se ha comprobado que existe significacion estadistica cuando contrastados los niveles
de UFC/m’ encontrados en Interior y Exterior, en Invierno para los géneros: Alternaria sp.
(p<0,005), Aspergillus sp (p=0,029), Micelio estéril (p=0,013) y Penicillium sp. (p=0,013),
siendo los valores de Interior inferiores a los de Exterior. (Tabla 30 - Anexo 7)

Los valores de los percentiles 25, 50, 75, se presentan en la Tabla 31 - Anexo 7.

Se utiliz6 la prueba de Mann. Withney- Wilcoxon para los contrastes de las variables.

(21) Los resultados representados en la Figura 22R corresponden a las prevalencias en Interior y Exterior, encontradas en los muestreos realizados Udimas mas

Bellaterra, en Invierno (Interior n=48; Exterior n=12)
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Figura 23R: Histograma correspondiente a la representacion grafica de la prueba estadistica

referente a la prevalencia en Invierno, de los 11 géneros mas Micelio esteril, contrastados

en Invierno entre Interior y Exterior **
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No se ha comprobado significacion estadistica cuando contrastadas las prevalencias de
Interior y Exterior, en Invierno para ninguna de los doce géneros analizados.

Los valres de prevalencia y valores de la prueba estadistcia estan descritos en la Tabla
32 - Anexo 7.

Se utiliz6 la prueba Chi —Square para los contrastes de las variables.

(22) Los resultados representados en la Figura 23R correspondientes los valores de Udimas y Bellaterra, se refieren a la sprevalencias de los doce generos

encontrados en los ambientes de Exterior (Exterior; Udimas n= 24; Bellaterra n=24).
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Figura 24R: Diagrama de Cajas correspondiente a la representacion grafica de la prueba

estadistica referente a los niveles de UFC/m’ de 10 géneros mas Micelio esteril, encontrados

. . . 2
en_Primavera, contrastados entre Interior y Exterior @3)

Post scriptum: Por incompatibilidad de escala, el genero Cladosporium sp., fue apartado del grafico donde estan representados los demas géneros analizados,

pese a haber sido analizado juntamente, y haber sido analizado con las mismas pruebas estadisticas.
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Se ha comprobado que existe significacion estadistica cuando contrastados los niveles
de UFC/m’ encontrados en Interior y Exterior, en Primavera para los géneros: Alternaria sp.
(p=0,004), Aspergillus sp. (p=0,003), Fusarium sp. (p=0,001), Paecilomyces sp. (p=0,008)
Penicillium sp. (p=0,015) y Acremonium sp. (p=0,018), siendo los valores de Interior inferiores
a los de Exterior. (Tabla 30 - Anexo 7)

Los valores de los percentiles 25, 50, 75, se presentan en la Tabla 31 - Anexo 7.

Se utiliz6 la prueba de Mann. Withney- Wilcoxon para los contrastes de las variables.

(23) Los resultados representados en la Figura 24R corresponden a la suma de las medias aritiméticas de las UFC/m3 en Interior y Exterior, resultado de

muestreos realizados en Udimas y en Bellaterra, en Primavera (Interior n=48; Exterior n= 12)
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Figura 25R: Histograma correspondiente a la representacion grafica de la prueba estadistica

referente a la prevalencia en Primavera, de 11 géneros mas Micelio esteril, contrastados

entre Interior y Exterior @9
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Se ha comprobado que existen diferencias significativas entre las prevalencias de
Interior y Exterior, en Primavera para los géneros: Paecilomyces sp. (p=0,002; Prevalencias:
Interior: 12,5%; Exterior: 83,3%) y Acremonium sp. (p=0,026; Prevalencias: Interior: 29,2%,
Exterior: 83%), siendo las prevalencias de Interior inferiores a los de Exterior.

Los valores de prevalencia y valores de la prueba estadistcia estan descritos en la Tabla
32 - Anexo 7.

Se utiliz6 la prueba Chi —Square para los contrastes de las variables.

(24) Los resultados representados en la Figura 25R corresponden a las prevalencias en Interior y Exterior, encontradas en los muestreos realizados Udimas y

Bellaterra, en Primavera (Interior n=48; Exterior n=12)
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Figura 26R: Diagrama de Cajas correspondiente a la representacion grafica de la prueba

estadistica referente a los niveles de UFC/m’ de 10 géneros mas Micelio esteril,

. . 2
encontrados en Verano, contrastados entre Interior y Exterior *

Post scriptum: Por incompatibilidad de escala, el genero Cladosporium sp., fue apartado del grafico donde estan representados los demas géneros

analizados, pese a haber sido analizado juntamente, y haber sido analizado con las mismas pruebas estadisticas.
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Se ha comprobado que existe significacion estadistica cuando contrastados los niveles
de UFC/m’ encontrados en Interior y Exterior, en Verano para el género: Alternaria sp.
(p<0,005), siendo los valores de Interior inferiores a los de exterior. (Tabla 30 - Anexo 7).

Los valores de los percentiles 25, 50, 75, se presentan en la Tabla 31 - Anexo 7.

Se utiliz6 la prueba de Mann. Withney- Wilcoxon para los contrastes de las variables.

(25) Los resultados representados en la Figura 26R corresponden a la suma de las medias aritiméticas de las UFC/m3 en Interior y Exterior, resultado de

muestreos realizados en Udimas y en Bellaterra, en Verano (Interior n=48; Exterior n= 12)
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Figura 27R: Histograma correspondiente a la representacion grafica de la prueba estadistica

referente de la prevalencia en Verano, de los 11 géneros mas Micelio esteril, contrastados

entre Interior y Exterior @6)
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No se ha comprobado significacion estadistica cuando contrastadas las prevalencias de
Interior y Exterior, en Verano, para ninguno de los doce géneros analizados.

Los valres de prevalencia y valores de la prueba estadistcia estan descritos en la Tabla
32 - Anexo 7.

Se utiliz6 la prueba Chi —Square para los contrastes de las variables.

(26) Los resultados representados en la Figura 27R corresponden a las prevalencias en Interior y Exterior, encontradas en los muestreos realizados Udimas y en

Bellaterra, en Verano (Interior n=48; Exterior n= 12)
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Figura 28R: Diagrama de Cajas correspondiente a la representacion grafica de la prueba

estadistica referente a los niveles de UFC/m® de 10 géneros mas Micelio esteril, encontrados

en Otoiio, contrastados entre Interior y Exterior

Post scriptum: Por incompatibilidad de escala, el genero Cladosporium sp., fue apartado del grafico donde estan representados los demas géneros analizados,

pese a haber sido analizado juntamente, y haber sido analizado con las mismas pruebas estadisticas.
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Se ha comprobado que existe significacion estadistica cuando contrastados los niveles
de UFC/m’ encontrados en Interior y Exterior, en Otofio para los géneros: Alternaria sp.
(p=0,005), Aspergillus sp. (p=0,001), Mucor/Rhizopus (p=0,001) y Penicillium sp. (p<0,005),
siendo los valores de Interior inferiores a los de Exterior. (Tabla 30 - Anexo 7)

Los valores de los percentiles 25, 50, 75, se presentan en la Tabla 31 - Anexo 7.

Se utiliz6 la prueba de Mann. Withney- Wilcoxon para los contrastes de las variables.

(27) Los resultados representados en la Figura 28R corresponden a la suma de las medias aritiméticas de las UFC/m3 en Interior y Exterior, resultado de

muestreos realizados en Udimas y en Bellaterra, en Otofio (Interior n=48; Exterior n=12)
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Figura 29R: Histograma correspondiente a la representacion grafica de la prueba estadistica

referente de la prevalencia en Otoiio, de 11 géneros mas Micelio esteril, contrastados entre

Interior y Exterior
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Se ha comprobado que existe significacion estadistica cuando contrastadas las

prevalencias de Interior y Exterior, en Otofio para los géneros: Mucor/Rhizopus (p=0,031,

Prevalencias Interior: 50%, Exterior: 100%), siendo las prevalencias de Interior inferiores a los

de Exterior.

Se utiliz6 la prueba Chi —Square para los contrastes de las variables.

Los valores de prevalencia y valores de la prueba estadistcia estan descritos en la Tabla

27 - Anexo 7.

(28) Los resultados representados en la Figura 29R corresponde a las prevalencias en Interior y Exterior, encontradas en los muestreos realizados Udimas mas

Bellaterra, en Otofio (Interior n=48; Exterior n= 12)
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Figura 30R: Diagrama de Cajas correspondiente a la representacion grafica de la prueba

estadistica referente a los niveles de UFC/m® de Cladosporium sp., encontrados en Invierno,
(29)
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Se ha comprobado que existe significacion estadistica cuando contrastados los niveles
de UFC/m’ encontrados en Interior y Exterior, en Invierno, Primavera, Verano y Otofio para el
género: Cladosporium sp. (p<0,005; p=0,001; p<0,005; p<0,005, respectivamente), siendo los
valores de Interior inferiores a los de Exterior. (Tabla 30 - Anexo 7)

Los valores de los percentiles 25, 50, 75, se presentan en la Tabla 31 - Anexo 7.

Se utiliz6 la prueba de Mann. Withney- Wilcoxon para los contrastes de las variables.

(29) Los resultados representados en la Figura 30R corresponden a la suma de las medias aritiméticas de las UFC/m3 en Interior y Exterior, resultado de
muestreos realizados en Udimas y en Bellaterra, en las cuatri estaciones muestreadas para el género Cladosporium sp. (Interior n=48; Exterior n= 12)
Post scriptum: este grafico se corresponde con las Figuras 22R, 24R, 26R y 28R, donde no se incluia en género Cladosporium sp. por incompatibilidad de

escala.

104



Figura 31R: Diagrama de Cajas correspondiente a la representacion grafica de la prueba

estadistica referente a los niveles de UFC/m® de 10 géneros mas Micelio esteril, encontrados

en Udimas, contrastados entre Antes y Durante @0

Post scriptum: Por incompatibilidad de escala, el genero Cladosporium sp., fue apartado del grafico donde estan representados los demas géneros analizados,

pese a haber sido analizado juntamente, y haber sido analizado con las mismas pruebas estadisticas.
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Se ha comprobado que existe significacion estadistica cuando contrastados los niveles
de UFC/m’ encontrados en Udimas cuando contrastados la carga fingica de Antes y Durante,
para los géneros: Aspergillus sp (p=0,01), Levaduras (p= 0,022), Penicillium sp (p<0,05).,
Wallemia sp (p=0,022), siendob los valores de Antes inferiores a los de Durante (Tabla 33 -
Anexo 7).

Los valores de los percentiles 25, 50, 75, se presentan en la Tabla 34 - Anexo 7.

Se utiliz6 la prueba de Mann. Withney- Wilcoxon para los contrastes de las variables.

(30) Los resultados representados en la Figura 31R corresponden a la suma de las medias aritiméticas de las UFC/m3 de Antes y Durante, resultado de muestreos
realizados en Udimas, en todas las estaciones (Antes n=24; Durante n= 24)
Post scriptum: Por incompatibilidad de escala, el genero Cladosporium sp., fue apartado del grafico donde estan representados los demas géneros analizados,

pese a haber sido analizado juntamente, y haber sido analizado con las mismas pruebas estadisticas.
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Figura 32R: Diagrama de Cajas correspondiente a la representacion grafica de la prueba

estadistica referente a los niveles de UFC/m’ de Cladosporium sp., encontrados en Udimas,

contrastados entre Antes y Durante D
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Se ha comprobado que existe significacion estadistica cuando contrastados los niveles

de UFC/m’ encontrados en Udimas cuando contrastados la carga fingica de Antes y Durante,

para el género: Cladosporium sp ( p<0,05) (Tabla 33 - Anexo 7)
Los valores de los percentiles 25, 50, 75, se presentan en la Tabla 34 - Anexo 7.

Se utiliz6 la prueba de Mann. Withney- Wilcoxon para los contrastes de las variables.

(31) Los resultados representados en la Figura 32R corresponden a la suma de las medias aritiméticas de las UFC/m3 de Antes y Durante, resultado de

muestreos realizados en Udimas, corresponden a la suma de todas las estaciones (Antesr n=24; Durante n= 24)
Post scriptum: este grafico se corresponde con la Figura 31R, donde no se incluia en género Cladosporium sp. por incompatibilidad de escala.
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Figura 33R: Histograma correspondiente a la representacion grafica de la prueba estadistica

referente a las pevalencias de 11 géneros mas Micelio esteril, encontrados en Udimas,

contrastados entre Antes y Durante ©2)
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Se ha comprobado que existe significacion estadistica cuando contrastadas las
prevalencias de Antes y Durante, resultado del muestreo en Udimas para los géneros:
Aspergillus sp. (p=0,029, Prevalencia de Antes: 59% y de Durante: 83%), Levaduras (p=0,02,
Prevalencia de Antes: 37%, y de Durante: 71%), y Wallemia sp. (p=0,021, Prevalencia de
Antes: 37,5% y de Durante 70%)

Los valores de prevalencia y valores de la prueba estadistcia estan descritos en la Tabla
35 - Anexo 7.

Se utiliz6 la prueba Chi —Square para los contrastes de las variables.

(30) Los resultados representados en la Figura 33R corresponden a la prevalerncia de Antes y Durante, resultado de muestreos realizados en Udimas,

corresponden a la suma de todas las estaciones (Antesr n=24; Durante n= 24)
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Figura 34R: Diagrama de Cajas correspondiente a la representacion grafica de la prueba

estadistica referente a los niveles de UFC/m® de 10 géneros mas Micelio esteril, encontrados

en Bellaterra, contrastados entre Antes y Durante ©3)

Post scriptum: Por incompatibilidad de escala, el genero Cladosporium sp., fue apartado del grafico donde estan representados los demas géneros analizados,

pese a haber sido analizado juntamente, y haber sido analizado con las mismas pruebas estadisticas.
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Se ha comprobado que existe significacion estadistica cuando contrastados los niveles
de UFC/m’ encontrados en Bellaterra cuando contrastados la carga fungica de Antes y Durante,
para el género: Penicillium sp. (p=0,010). (Tabla: 36 - Anexo 7)

Los valores de los percentiles 25, 50, 75, se presentan en la Tabla 37 - Anexo 7.

Se utiliz6 la prueba de Mann. Withney- Wilcoxon para los contrastes de las variables.

(33) Los resultados representados en la Figura 34R corresponden a la suma de las medias aritiméticas de las UFC/m3 de Antes y Durante, resultado de muestreos
realizados en Bellaterra, en ttodas las estaciones (Antesr n=24; Durante n= 24)
Post scriptum:. Por incompatibilidad de escala, el genero Cladosporium sp., fue apartado del grafico donde estan representados los demas géneros analizados,

pese a haber sido analizado juntamente, y haber sido analizado con las mismas pruebas estadisticas.
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Figura 35R: Diagrama de Cajas correspondiente a la representacion grafica de la prueba

estadistica referente a los niveles de UFC/m’ de Cladosporium sp., encontrados en

Bellaterra, contrastados entre Antes y Durante ©4
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Se ha comprobado que existe significacion estadistica cuando contrastados los niveles
de UFC/m’ encontrados en Udimas cuando contrastados la carga fingica de Antes y Durante,
para Cladosporium sp ( p=0,014) (Tabla: 36 - Anexo 7)

Los valores de los percentiles 25, 50, 75, se presentan en la Tabla 37- Anexo 7.

Se utiliz6 la prueba de Mann. Withney- Wilcoxon para los contrastes de las variables.

(35) Los resultados representados en la Figura 35R corresponden a la suma de las medias aritiméticas de las UFC/m3 de Antes y Durante, resultado de
muestreos realizados en Bellaterra, corresponden a la suma de todas las estaciones (Antesr n=24; Durante n= 24)

Post scriptum: este grafico se corresponde con las Figura 34R, donde no se incluia en género Cladosporium sp. por incompatibilidad de escala.
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Figura 36R: Histograma correspondiente a la representacion grafica de la prueba estadistica

referente a las prevalencias de 11 géneros mas Micelio esteril, encontrados en Bellaterra,

contrastados entre Antes y Durante ©3)
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No se ha comprobado que existe significacion estadistica cuando contrastadas las
prevalencias de Antes y Durante, resultado del muestreo en Bellaterra para ninguna de las doce
especies analizadas.

Los valres de prevalencia y valores de la prueba estadistcia estan descritos en la Tabla
35 - Anexo 7.

Se utiliz6 la prueba Chi —Square para los contrastes de las variables.

(35) Los resultados representados en la Figura 36R corresponden a la prevalerncia de Antes y Durante, resultado de muestreos realizados en Bellaterra,

corresponden a la suma de todas las estaciones (Antesr n=24; Durante n= 24)
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4.2 Parte Segunda: Epidemiologia:
4.2.1 Cuestionario:

Un total de 200 alumnos contestaron los cuestionarios.

Udimas:

Cien (100) alumnos de medicina,. que atienden a las clases en Udimas, contestaron el
Cuestionario (anexo x), representando un 42 % del total de estudiantes de medicina de la
Universitat Autonoma de Barcelona. De los cien, un 31% matriculado en el Tercer curso
académico de Medicina, 19% en el cuarto, 27% en el quinto y 23% en la Unidad del IMAS.

La distribucion por sexo de los que contestaron el cuestionario demuestra que un 70%
eran mujeres y un 30% hombres.

La edad media de los alumnos encuestados en Udimas fue de: 22,8 afios (+/-2,5).

Un 26% declaré ser fumador activo.

Bellaterra:

Cien (100) alumnos de medicina contestaron el Cuestionario (anexo x), representando
un 17% del total de estudiantes de medicina de la UAB. De los cien, un 42% matriculado en el
Primer curso académico de Medicina, y un 58% en el Segundo curso, en el Campus de
Bellaterra.

La distribucion por sexo de los que contestaron el cuestionario demuestra que un 71%
eran mujeres y un 29% hombres.

La edad media de los alumnos encuestados en Bellaterra fue de 19,4 afios (+/-2,4).

Un 21% contesto ser fumador activo
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Figura 37R:

QUESTIONARI SOBRE L'ESTUDI EPIDEMIOLOGIC DELS FONGS AMBIENTALS
EN LES AULES DE LA FACULTAT DE MEDICINA/UAB

CUESTIONARIO SOBRE EL ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO DE LOS HONGOS
AMBIENTALES EN LAS AULAS DE LA FACULTAT DE MEDICINA/UAB

El prasent qisstionari busca conéixer 2l possible impacts dal nivell de fongs atmosfarics qus 2s troben en
condicions normals dins de las aulas ocupadss pals sstudiants de Madicina de la UAB.
Aqueast astudi compta amb =l supor de les autoritats dzl Daganat i Coordinador de les Unitat implicadas

(Bellaterra i UDIMAS/Htal dal Mar)
El qiiestionari s anonim i voluntari, par =5 praga qua sigui degudament omplert i sntragat a la parsona
sncarragada da portar a tarmea 'sstudi.

QUESTIONARI/CUESTIONARIO

Sexo Hz M=z Edad anios Codigo postal donds vivas: Curso

;Eras fumador/a? Si=z No = Cuantos cigarrillos por dia:

1. ;Tienss 2l diasnostico madico d= padacar Alergia? Si = No =

1.1 Asmabronquial Si= No = 1.2. Rinitis Si= No =
1.2, Conjuntivitis Siz No = 1.4. Eccama o urticaria Siz No =
1.5 Oftro (indicar) Siz No =

1.6. Tz han aspacificado qus alergznos te afzctan”: hincarlos:

2. Sihas marcado NO 2n la antarior pragunta:

2.1 ;Prasentas alzuno d= astos sintomas, fusrads procssos gripalss o rasfrios comunas?
2.2 Estornudos Si= Noz=

2.3, Sscracion abundants de moco nasal Siz No =

2.4. Obstruccion o congastion nasal Si= No =

2.5. Picor ocular Si= No =

2.6. Lagrimzo Si= No =

2.7. Dificultad para raspirar con ruidos (pitidos) en =l pacho Si= No =

2.8. Otros (indicar cualas): Siz No =

3. Enlos ultimos 12 masas cuando has prasantado alzuno d= los smtomas antariorss?
4. Los sintomas indicados ;Dondz suzlen prassntarse con mavor fracusncia?

4.1. En ambisntes exteriorss = urbano = rural
4.2. En ambientas intariorss = casa = zulas

5. ;Tisnes interés 2n qua se te practiquan prusbas cutdnsas dal prick para detarminar si aras alérgico?
Siz No=z
Si tienes interds por favor contactar con Mariana Buss: mbusscfontana@imim.es
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Figura 38R y 39R: Prevalencia de Asma diagnosticada (Asma dg) y No diagnosticada (Asma
no dg) en Udimas (n=100) y Bellaterra (n=100)

Udimas (n=100) Bellaterra (n=100)

8%

OAsmadg BAsma nodg ONeg asma OAsma dg BAsma no dg ONeg Asma

Referente a las Figuras 38R y 39R:

Para valorar la prevalencia de Asma Diagnosticada, se consideraron positivas las
respuestas afirmativas a la pregunta 1.1 del Cuestionario (Figura 37R).

Para valorar la prevalencia de Asma No Diagnosticada: se consideraron positivas las
respuestas afirmativas a la pregunta 2.7 del Cuestionario (Figura 37R)

Cuando comparadas las prevalencias de Asma Diagnosticada y No Diagnosticada en la
poblaciéon de Udimas (Figura 38R) y de Bellaterra (Figura 39R), no se ha encontrado
significacion estadistica.

Para evaluar los contrastes entre variables cualitativas se utilizo la prueba Chi Square o

la exacta de Fisher, en funcion de las condiciones de aplicacion.
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Figura 40R y 41R: Prevalencia de Rinitis diagnosticada (Rinitis dg) y No diagnosticada (Rinitis
no dg) en Udimas (n=100) y Belaterra (n=100)

Udimas (n=100)

Bellaterra (n=100)

1%

[ORinitis dg_WRinitis no dg O Neg Rinitis |

ORinitis dg @ Rinitis no dg O Neg Rinitis

Referente a las Figuras 40R y 41R:

Para valorar la prevalencia de Rinitis Diagnosticada, se consideraron positivas las
respuestas afirmativas a la pregunta 1.2 del Cuestionario (Figura 37R)

Para valorar la prevalencia de Rinitis No diagnosticada: se consideraron positivas una
(1) o mas respuesta(s) afirmativa(s) a la(s) pregunta(s) 2.2, 2.3, 2.4 del Cuestionario (Figura
37R).

Cunado comparadas las prevalencia de Rinitis Diagnosticada en la poblacion de
Udimas (Figura 40R) y de Bellaterra (Figura 41R), se ha encontrado significacion estadistica
marginalmente significativa (p=0,065), siendo que la prevalencia en Udimas mayor que la de
Bellaterra. Comparando las prevalencias de Rinitis No Diagnosticada en la poblacion de
Udimas (Figura 41R) y de Bellaterra (Figura 42R), no se ha encontrado significacion
estadistica.

Para evaluar los contrastes entre variables cualitativas se utilizo la prueba Chi Square o

la exacta de Fisher en funcion de las condiciones de aplicacion.
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Figura 42R y 43R: Prevalencia de Conjuntivitis diagnosticada (Conjuntivitis dg) y No
diagnosticada (Conjuntivitis no dg) en Udimas (n=100) y Bellaterra (n=100)

Udimas n=100 Bellaterra (n=100)

15%

43%
47%

O Conjuntivitis dg @ Conjuntivitis no dg O Neg Conjuntivitis

O Conjuntivitis dg B Conjuntivitis no dg ONeg Conjuntivitis

Referente a las Figuras 42R y 43R:

Para valorar la prevalencia de Rinitis Diagnosticada, se consideraron positivas las
respuestas afirmativas a la pregunta 1.3 del Cuestionario (Figura 37R).

Para valorar la prevalencia de Rinitis No diagnosticada: se consideraron positivas para
una (1) o mas respuesta(s) afirmativa(s) a la(s) pregunta(s) 2.2, 2.3, 2.4 del Cuestionario
(Figura 37R).

Cuando comparadas las prevalencias Conjuntivitis Diagnosticada en la poblacion de
Udimas (Figura 42R) y de Bellaterra (Figura 43R), se ha encontrado una significancia
estadistica (p=0,022), siendo que la prevalencia de en Udimas mayor que la de Bellaterra.
Comparando la prevalencia Conjuntivitis No Diagnosticada de Udimas (Figura 42R) y de
Bellaterra (Figura 43R), se ha encontrado una significancia estadistica marginalmente
significativa (p=0,56), siendo que la prevalencia en Bellaterra es mayor que en Udimas.

Para evaluar los contrastes entre variables cualitativas se utilizo la prueba Chi Square o

la exacta de Fisher en funcion de las condiciones de aplicacion.
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Figura 44R y 45R: Prevalencia de Eccema diagnosticada (Eccema dg) en Udimas (n=100) y
Bellaterra (n=100)

Udimas n=100 Bellaterra n=100

7% 6%

93% 94%
DEccema dg @Eccema Neg OEccema dg @ Eccema Neg

Referente a las Figuras 44R y 45R:

Para valorar la prevalencia de Eccema Diagnosticada, se consideraron positivas las
respuestas afirmativas a la pregunta 1.4 del Cuestionario (Figura 37R)

En el Cuestionario no existen preguntas para valorar la prevalencia de Eccema no
diagnosticada.

Para evaluar los contrastes entre variables cualitativas se utiliz6 la prueba Chi Square o
la exacta de Fisher en funcion de las condiciones de aplicacion.

Comparando la prevalencia de los casos de Eccema diagnosticada de Udimas (Figura
44R) y Eccema diagnosticada de Bellaterra (Figura 45R), no se ha encontrado significancia
estadistica.

Tabla 38: Resumen entre las prevalencias (en %) de los casos diagnosticados, no

diagnosticdos y Negativo.

Udimas Bellaterra media

Asma diag. 8 11 9,5
no Diag. 6 6 6
Neg 86 83

Rinitis diag. 17 8 12,5
NoDiag. 28 41 34
Neg 55 51

Conjuntivitis diag. 15 5 10
no Diag. 38 52 45
Neg 47 43

Eccema diag. 7 6 6,5
no Diag. - -
Neg 93 94
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Figura 46R: Representacion grafica de la prueba estadistica referente a la prevalencia de
respuestas afirmativas respecto a manifestacion de sintomas alérgicos en ambientes

exteriores (Urbano/Rural)
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En este grafico se representan valores afirmativos a las preguntas 4.1.1 (Urbano) y
4.1.2 (Rural) del Cuestionario (Figura 37R).

Al comparar la prevalencia de respuestas positivas para las manifestaciones de
sintomas alérgicos entre los dos ambientes de exterior, entre las poblaciones de Udimas y
Bellaterra (Figura 46R) no se encuentran valores con significancia estadistica.

Para evaluar los contrastes entre variables cualitativas se utilizé la Prueba Chi Square o

la exacta de Fisher en funcion de las condiciones de aplicacion.
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Figura 47R: Representacion grafica de la prueba estadistica referente a la prevalencia de
respuestas afirmativas respecto a manifestaciones de sintomas alérgicos en ambientes

interiores (Casa/ Aulas)
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En este grafico se representan valores afirmativos a las preguntas 4.2.1 (Casa) y 4.2.2
(Aulas) de Cuestionario (Figura 37R)

Al comparar la prevalencia entre Bellaterra y Udimas en el ambiente interior: Casa
(Figura 47R) no se encuentran valores con significancia estadistica.

Al comparar la prevalencia de respuestas positivas para las manifestaciones de
sintomas alérgicos entre los dos ambientes de interior, entre las poblaciones de Udimas y
Bellaterra (Figura 46), se observa significacion estadistica (p<0,001), siendo que en Bellaterra
la prevalencia de respuestas afirmativas referente a manifestaciones alérgicas en el ambiente
interior Casa es superior que en Udimas.

Para evaluar los contrastes entre variables cualitativas se utilizé la Prueba Chi Square o

la exacta de Fisher en funcion de las condiciones de aplicacion.
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4.2.2 Pruebas in vivo: Skin Prick Test (SPT)
Figura 48R: Histograma correspondiente a la representacion grafica de la prueba estadistica

referente a prevalencia de sujetos sensibilizados en Bellaterra y Udimas, frente a los 9

extractos alergénicos analizados por el método in vivo (SPT) “3)

Criterio de positividad: reactividad de los extractos alergénicos respecto a la histamina, considerando positivos los Grados 1, 2,3 y 4 (Materiales y Métedos)

B D. pteron.
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Bellaterra UDIMAS

Se ha comprobado que existe significacion estadistica cuando contrastados la
prevalencias de sujetos sensibilizados en Bellaterra y Udimas, para los extractos alergénicos:
Alternaria alternata (p=0,030, Prevalencias: Bellaterra: 2%; Udimas: 9%); Platanus acerifolia
(p=0,030; Prevalencias: Bellaterra: 7%; Udimas: 17%) y Penicillium notatum (p=0,07);
Prevalencias: Bellaterra: 0%; Udimas: 7%). Se ha comprobado que existe significacion
estadistica marginalmente significativa para los extractos alergénicos: Olea europea: p=0,058
(Prevalencias: Bellaterra 16%; Udimas: 27%) y para Aspergillus fumigatus: (p=0,065;
Prevalencias: Bellaterra: 1%, Udimas: 7%), siendo las prevalencias en Bellaterra inferiores a las
de Udimas.

Las prevalencias y valores de la prueba estadistcia estdn descritos en la Tabla 39 -
Anexo 7.

Se utiliz6 la prueba Chi —Square para los contrastes de las variables.

(45) Los resultados representados en la Figura 48R corresponden a la prevalencia de sujetos sensibilizados a los 9 extractos alergénicos testados, en Udimas y
Bellaterra,, utilizando como criterio de positividad la reactividad de los extractos alergénicos respecto a la histamina , considerando positivos los Grados 1, 2, 3,y

4..(Férmula Materiales y Métodos) (Bellaterra n=100; Udimas n=100).
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Figura 49R: Histograma correspondiente a la representacion grafica de la prueba estadistica

referente a prevalencia de sujetos sensibilizados en Bellaterra y Udimas, frente a 09

extractos alergénicos analizados por el método in vivo (SPT) (46)

Criterio de positividad: reactividad de los alergenos, considerandose positivo la manifestacion de papula/ eritema con superficie >9mm?2 (Materiales y Métedos)
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Bellaterra UDIMAS

Se ha comprobado que existe significacion estadistica cuando contrastadas las
prevalencias de sujetos sensibilizados en Bellaterra y Udimas, para los extractos alergénicos: D.
pteronyssinus (p=0,011, Prevalencias: Bellaterra: 39%; Udimas: 57%); Olea europea (p=0,046;
Prevalencias: Bellaterra: 24%; Udimas: 37%); Platanus acerifolia (p=0,002; Prevalencias:
Bellaterra: 11%; Udimas: 28%); Cladosporium cladosporioides (p= 0,037; Prevalencias:
Bellaterra: 4%; Udimas: 12%); Penicillium notatum (p<0,001; Prevalencias: Bellaterra: 1%;
Udimas: 14%) Siendo las prevalecias en Bellaterra inferiores a las de Udimas.

Las prevalencia y valores de la prueba estadistcia estan descritos en la Tabla 40 -
Anexo 7.

Se utiliz6 la prueba Chi —Square para los contrastes de las variables.

(45) Los resultados representados en la Figura 49R corresponden a la prevalencia de sujetos sensibilizaados a los 09 extractos alergénicos testados, en Udimasy
Bellaterra, utilizando como critério de positividad la reactividad de los extractos alergénicos, considerando-se positivo la manifestacion de papula con superficie

>9mm2. (Bellaterra n=100; Udimas n=100).
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Figura 50R: Diagrama de Cajas correspondiente a la representacion grafica descriptiva de las

superficies de las papulas/eritema respecto a la reactividad de los 9 extractos alergénicos y

. . T . 4
las prevalencias de sujetos sensibilizados a los mismos @7

Criterio de positividad: reactividad de los alergenos, considerandose positivo la manifestacion de papula/ eritema con superficie >9mm2 (Materiales y Métedos )
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Los extractos alergénicos pueden ordenarse segiin el tamafio medio de las papulas que
han generado (de mayor a menor): D. pteronyssinus (d1) (P50: 25mm?); Alternaria alternata
(m6) (P50=24mm?), Olea europea (t9) (P50=20mm?), seguidos de Parietaria judaica (w21)
(16mm?), Gramineas espontaneas (g6), Platanus acerifolia (pl), Aspergillus fumigatus (as) y
Penicillium notatum (pn) (P50:16 mm?®) seguidos de Cladosporium cladosporioides (cl)
(P50:10mm?). También pueden ordenarse segin las prevalencias (en %, n=200) de sujetos
sensibilizados (de mayor a menor): D. pteronyssinus (d1) (48%), Olea europea (19) (30,5%),
Gramineas espontaneas (g6) (26%), Platanus acerifolia (pl) (19,5%), Parietaria judaica (w21)
(10,5%), Alternaria alternata  (m6) (9,5%), Cladosporium cladosporioides (cl) (8%),
Penicillium notatum (pn) (7,5%), Aspergillus fumigatus (as) (7%).

Los valores de los percentiles 25, 50, 75, se presentan en la Tabla 41 - Anexo 7.
(47) Los resultados representados en la Figura 50R corresponden a las medias de las superficies del area de los 9 extractos alergénicos de los sujetos

sensibilizados, de Udimas mas Bellaterra, utilizando como criterio de positividad la reactividad de los extractos alergénicos , considerandose positivo la

manifestacion de papula con superficie >9mm2. (n=200)
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Figura 51R: Diagrama de Cajas correspondiente a la representacion grafica de la prueba
estadistica referente a las medias de las papulas (em mm?®) de los sujetos sensibilizados en

Bellaterra y Udimas, frente a 09 extractos alergénicos analizados por el método in vivo

(SPT) “®

Criterio de positividad: reactividad de los alergenos, considerandose positivo la manifestacion de papula/ eritema con superficie >9mm?2 (Materiales y Métedos)
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Se ha comprobado que existe significacion estadistica cuando contrastados las medias
de las superficies de los halos (em mm?2) encontrados en Bellaterra y Udimas, para los extractos
alergénicos: Olea europea (19) (p=0,043); Aternaria alternata (m6) (p=0,022), Gramineas
espontaneas (g6) (p=0,019). Siendo las medias de la superficie de los halos en Bellaterra
inferiores a las de Udimas. (Tabla 42 - Anexo 7)

Los valores de los percentiles 25, 50, 75, se presentan en la Tabla 43 - Anexo 7.

Se utiliz6 la prueba de Mann. Withney- Wilcoxon para los contrastes de las variables.

(48) Los resultados representados en la Figura 51R corresponden a la media de la superfiicie de los halos de sujetos sensibilizaados a los 9 extractos alergénicos
testados, en Bellaterra y Udimas, utilizando como criterio de positividad la reactividad de los extractos alergénicos y considerandose positivo la manifestacion de

papula con superficie >9mm?2. (Bellaterra n=100; Udimas n=100).
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Los extractos alergénicos pueden ordenarse segiin el tamafio medio de las papulas que
han generado (de mayor a menor): Bellaterra: D. pteronyssinus (d1) ; Aspergillus fumigatus
(as); Parietaria judaica (w21); Olea europea (19); seguido de, Alternaria alternata
(m6)/Gramineas  espontaneas (g6)/Platanus acerifolia (pl); Cla. cladosporioides
(cl)/Penicillium notatum (pn); mientras que en Udimas: D. pteronyssinus (d1); Alternaria
alternata (m6); Olea europea (19)/Gramineas espontaneas (g6); Parietaria judaica
(w21)/Platanus acerifolia (pl)/ Aspergillus fumigatus (as)/ Penicillium notatum (pn); seguidos
de Cladosporium cladosporioides (cl). Los porcentajes estan descritos en la Tabla 43- Anexo 7.

En la tabla 44 estan ordenados segun las prevalencias (en %):

Tabla 44: Ranking de prevalencia referente al nimero de sujetos sensibilizados en Bellaterra

(n=100) y Udimas (n=100). *

Ranking: 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Extracto: d1 g6 t9 pl w2l mé6 | as | cl | pn
N° individuos en Bellaterra 39 26 24 11 8 7 4 4 1
% (n=100) 39% | 26% | 24% 11% 8% 7% | 4% | 4% | 1%
Ranking: 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Extracto: d1 t9 pl g6 pn w21 | m6 | cl as
N° individuos en Udimas 57 37 28 26 14 13 12 | 12 | 10
% (n=100) 57% | 37% | 28% 26% 14% | 13% | 12% | 12% | 10%

(49): Codigos: d1: Dermatophagoides pteronissynus, t9: Olea europea; w21: Parietaria judaica; m6: Alternaria alternata; g6: Grmanieas espontaneas; pl:

Platanus acerifolia; as: Aspergillus fumigatus; cl: Cladosporium sp.; Pn: Penicillium notatu
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Figura 52R: Representacion grafica de las Prevalencias de los grados 1, 2, 3 y/o 4, (cuando

presentes), de los 9 extractos alergénicos testados por la prueba in vivo (SPT) ©

=

Tabla 45: Valores correspondientes a la Figura 52R:

Extracto alergénico: Grado 1 (%) Grado 2(%) Grado 3 (%) Grado 4 (%) Negativo

D. pteronyssinus (d1) 15,5 13,0 7,5 3,5 61
Olea europea (19) 7,5 5,5 5,5 3,0 79
Parietaria judaica (w21) 4,0 1,5 0 0,5 94
Alternaria alternata (m6) 2,0 1,5 1,5 0,5 95
Gramineas espontineas (g6) 12,5 5,5 3,0 1,0 78
Platanus acerifolia (pl) 8,0 3,0 1,0 0 88
Aspergillus sp (as) 3,5 0 0,5 0 96
Cladosporium sp. (cl) 2,0 1,0 0 0 97
Penicillium sp. (pn) 2,0 1,0 0,5 0 97
media 6,3% 3,5% 2,1% 0,95%

(50) Los resultados representados en la Figura 52R corresponden a las prevalencias de los grados 1, 2,3 y/o 4 de cada alergéno, correspondiente a la poblacion
general analizada. Se ha utilizando como criterio de positividad la reactividad de los extractos alergénicos respecto a la histamina, considerando positivos los

Gardos 1, 2, 3, y 4 (Férmula: Materiales y Método), (n=200
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Figura 53R: Representacion grafico de las Prevalencias de los Grados 1, 2, 3 y/o 4) (cuando
presentes), de los 9 extractos alergénicos testados por la prueba in vivo (SPT) en Bellaterra (B)

y Udimas (U) ©"
=

Valores representativos para cada una de las dos poblaciones analizadas (Bellaterra
n=100 y Udimas n=100)
Tabla 46: Valores correspondientes a la Figura 53R:

Extracto alergénico: Centro Grado 1 (%) | Grado 2 (%) | Grado 3 (%) | Grado 4 (%) Negativo
Bellaterra 12 13 6 3 66
D. pteronyssinus (d1)
UDIMAS 19 13 4 55
Bellaterra 7 3 4 2 84
Olea europea (19)
UDIMAS 8 8 7 4 73
Parietaria judaica Bellaterra 4 1 0 0 95
w21 UDIMAS 4 2 0 1 93
Alternaria alternata Bellaterra 0 1 1 0 98
(mé) UDIMAS 4 2 2 1 91
Gramineas Bellaterra 11 7 3 0 79
espontaneas (g6) UDIMAS 14 4 3 2 77
Platanus acerifolia Bellaterra 4 2 1 0 93
®h UDIMAS 12 4 1 0 83
. Bellaterra 1 0 0 0 99
Aspergillus sp (as)
UDIMAS 6 0 1 0 93
. Bellaterra 1 0 0 0 99
Cladosporium sp. (cl)
UDIMAS 3 2 0 0 95
— Bellaterra 0 0 0 0 100
Penicillium sp. (pn)
UDIMAS 4 2 1 0 93

(51) Los resultados representados en la Figura 53R corresponden a las prevalencias de de los grados 1, 2, 3 y/o4 de cada alergéno, correspondiente a la poblacion

de Bellaterra (B) y Udimas (U). (Férmula: Materiales y Método). (B: n=100; U: n=100).
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4.2.3 Pruebas in vitro: InmunoCAP™ Rapid
Figura 54R: IgE: Representacion grafica de la comparacion entre la prevalencia de sujetos
sensibilizados en Bellaterra y Udimas, frente a los 10 extractos alergénicos analizados por el

método in vitro (IGE ImmunoCAP™ Rapid) y prueba estadistica. ¥
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Se ha comprobado que existe significacion estadistica marginalmente significtiva para
cuando contrastados las prevalencias de sujetos sensibilizados en Bellaterra y Udimas para
Olea europea (19) (p=0,060), siendo la prevalencia de en Udimas superior a la de Bellaterra.

Los valores de la prueba estadistcia estan descritos en la Tabla 47 - Anexo 7.

Se utiliz6 la prueba Chi —Square para los contrastes de las variables.

(52) Los resultados representados en la Figura 54R corresponden a las prevalencias de cada alergéno, correspondiente a la poblacion de Bellaterra (B) u Udimas
(U). Se ha utilizando como criterio de positividad la reactividad de los extractos alergénicos respecto a la intesnsidad del color de la tira correspondiente al

alérgeno (B: n=51; U: n=149).
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Figura 55R: Representacion grafica de la prevalencia de los diferentes grados (2, 3, 4,5 y/o 6
(cuando presentes) frente a los 10 extractos alergénicos testados por la prueba in vitro
(ImmunoCAP™ Rapid), sugiriendo una analisis semi-cuantitativa. Valores representativos de

toda la poblacion analizada (n=114) ¢

(%)
4
5
4
0
3
5 W Grado
3 D&rado
0 0 8rado
2 [ .Erado
5 o Grado
2
0
1 4 f—
5
1 4
0
5 1 |
0 = ==

d t w2 m g w i t e e5

El 1 s} s} s} s}

T 3 T

Figura 56R: IgE: Representacion grafico de la prevalencia de los diferentes grados (2, 3, 4,5 y/o
6: cuando presentes), frente a los 10 extractos alergénicos testados por la prueba in vitro
(ImmunoCAP™ Rapid). Valores representativos para cada una de las dos poblaciones

analizadas (Bellaterra n=58 y Udimas n=56) "
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Figura 57R: Representacion Grafica de las prevalencias de los sensibilizados en Udimas y

Bellaterra frente a los 14 alergenos testados (in vivo € in vitro)

(53)

%

=y

m Bellaterra

UDIMAS

(53) Consideraciones sobre los codigos: d1: D. pteronissynus, 19: Olea europea; w21: Par. judaica; mé6: Alt. alternata; g6: Grmanieas (Phleum sp.); w6: Art.sp.;

16: Cucaracha; t3: Betula verrucosa; el: Gato (epitelio y caspa); e5: perro (caspa). Las Letras U:dimas y B:Bellaterra.
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4.2.4 Prevalencias de mono y polisensibilizaciones en las técnicas in vivio e in vitro
4.2.4.1 Skin Prick Test: (Criterio de positividad gradosl, 2,3 y 4):
Figura 58R: Prevalencia de Positividad y negatividad de la poblacion total analizada por SPT

(n=200)
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Figura 59R: Prevalencia de Mono y polisensibilizaciones entre la poblacion total “Positiva”

analizada por SPT (n=108)
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Figura 60R: Prevalencia de la simultaneidad entre los Polisensibilizados de la poblacion total

analizada por SPT (n=200)
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Udimas: n=100

Figura 61R: Prevalencia de Positividad y Negatividad de la poblacion de Udimas analizada por

SPT (n=100)
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Figura 62R: Prevalencia de Mono y Polisensibilizaciones entre la poblacion “Positiva” de

Udimas, analizada por SPT (n=62)

42%

58%

O Monosensibilizados

m Polisensibilizados

Figura 63R: Prevalencia de simultaneidad entre los Polisensibilizados de la poblacion de

Udimas analizada por SPT (n=36)
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Bellaterras n=100

Figura 64R: Prevalencia de Positividad y Negatividad de la poblacion de Bellaterra analizada

por SPT (n=100)
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Fugura 65R: Prevalencia de Mono y Polisensibilizados en la poblacion de Bellaterra "Positiva”

analizada con SPT (n=100)
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Figura 66R: Prevalencia de la simultaneidad de los Polisensibilizados de la poblacion de

Bellaterra analizada por SPT (n=100)
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4.2.4.2 Skin Prick Test: (Criterio de positividad eritema/papula >9mm®):
Udimas: n=100

Figura 68R: Prevalencia de Positividad y Negatividad de la poblacion de Udimas analizada por

SPT (n=100) (Criterio de positividad eritema/papula >9mm?):
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Figura 69R: Prevalencia de Mono y Polisensibilizaciones entre la poblacion “Positiva” de

Udimas, analizada por SPT (n=69)
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Figura 70R: Prevalencias entre los Monosensibilizados en Udimas (n=21)
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Figura 71R: Organigrama con las prevalencias discriminadas entre los Polisensibilizados en

Udimas (n=48) ©¥

Screenin
Poli@ensibilizado
S Udima

S69
(f=48
)

1 1 1 1 1 1
Exclusivo POLIFUNG MONOFUNG Exclusiv POLIPOLLE MONOPOLLE ACAR
POLIFUNG I'mas I mas POLIPOLLE N mas mas Ras
I 42 cAiBinacio cOdinacio N 2 cAiBinacio cAiBinacio cAiBinacio

(Me=48 n 23 n 27 (48 n 58 n 313 n 83
) (=48 (=48 ) (=48 (h=48 (He=48
) ) ) ) )
(n=02 (n=11 (n=13 (n=01 (n=28 (n=15 (n=40
50) Alt. 72) Alt. 30) Alt. 100% Olea 93% Olea 6%) Olea 100% Der.
5% alt. 7% Adp.fum 1% Adp.fum €00% Pla.acer ?8% Pla.acer 20% Pla.acer ptero
160 Asp.fum. 90 C.clad 38 C.clad . 100% Gr. 75% Gr. 6,6% Gr.
%0 Pladt %7 - %7 P.not Espep-par. Jud Eapog E&mmn,
% % P.not. % . Par.jud. Par.jud.

(54) Consideraciones sobre los codigos: Polifungi: mas de un hongo, Monofungi: solo un hongo, Polipolen: mas de un pélen, Mono polen: apenas a un polen.
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Bellaterra: n=100

Figura 72R: Prevalencia de Positividad y Negatividad de la poblacion de Bellaterra analizada
por SPT (n=100) (Criterio de positividad eritema/papula >9mm?):
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Figura 73R: Prevalencia de Mono y Polisensibilizaciones entre la poblacion “Positiva” de

Bellaterra, analizada por SPT (n=56)
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Figura 74R: Prevalencias entre los Monosensibilizados en Bellaterra (n=24)
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Figura 75R: Organigrama con las prevalencias discriminadas entre los Polisensibilizados en

Bellaterra (n=30) ©?
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(55) Consideraciones sobre los codigos: Polifungi: mas de un hongo, Monofungi: apenas un hongo, Polipolen: mas de un pélen, Mono polen: apenas a un polen.
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4.2.4.3: ImmunoCAP™ Rapid:
Udimas y Bellaterra: n=114

Figura 76R: Prevalencia de Positividad y negatividad entre la poblacion total analizada por

ImmunoCAP™ Rapid (n=114)

Figura 77R: Prevalencia de Mono y Polisensibilizaciones entre la poblacion general “Positiva”

analizada por ImmunoCAP™ Rapid (n=60)
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Figura 78R: Prevalencia de simultaneidad entre los Polisensibilizados de la poblacion general

analizada por ImmunoCAP™ Rapid (n=27)
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Udimas: n=56

Figura 79R: Prevalencia de Positividad y Negatividad en Udimas, analizada por ImmunoCAP™

Rapid (n=56)
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Figura 80R: Prevalencia de Mono y Polisensibilizaciones entre la poblacion “positiva” de

Udimas, analizada por ImmunoCAP™ Rapid (n=32)

Figura 81R: Prevalencia de simultaneidad entre lo Polisensibilizados en Udimas, analizado por

ImmunoCAP™ Rapid (n=13)
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Bellaterra: n=58
Figura 82R: Prevalencia de Positividad y Negatividad en Bellaterra, analizada por

ImmunoCAP™ Rapid (n=58)
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Figura 83R: Prevalencia de Mono y Polisensibilizaciones entre los “Positivos” en Bellaterra,

analizada por ImmunoCAP™ Rapid (n=28)

Figura 84R: Prevalencia de simultaneidad entre los Polisensibilizados en Bellaterra, analizados

por ImmunoCAP™ Rapid (n=14)
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4.2.5 Pruebas comparativas entre in vivo e in vitro

Figura 85R: Participacion de los alumnos en la Segunda Fase (IgE, n=115)
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Figura 87R: Prevalencia de No Reactivos entre Udimas y Bellaterra (n=55):
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Figura 88R: Prevalencia de Reactivos entre Udimas y Bellaterra (n=60)
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4.2.5.2 Definicion de la “n” (n=60):

Se consideraron los alumnos que realizaron las 2 técnicas (Skin Prick Test y
ImmunoCap Rapid): 115 alumnos.

Para conocer la prevalencia de cada una de las técnicas para posterior comparacion
estadistica, se valor6 los resultados de las pruebas SPT e IgE para D. pteronyssinus (d1), Olea
europea (19), Parietaria judaica (w21), Alternaria alternata (m6) y Gramineas espontaneas
(g6); extractos presentes en las técnicas (in vivo e in vitro). Se utilizé SPT claramente positivo
(grado > 2)

De los 115 alumnos (100%) que participaron en la etapa del método in vitro
(ImmunoCap Rapid: 1gE): 58 alumnos en Bellaterra (51%) y 56 alumnos en Udimas (49%)
(Figura 85R):

- 54 alumnos no reactivos a ninguno de los extractos: d1, t9, w21, m6 y g6 confirmado
por las dos técnicas) — representando un 48,2% no reactivo (Figura 86R)
= De los no reactivos (Figura 87R): 22 alumnos Udimas: (42%) y 32

alumnos en Bellaterra (58%)

- 60 alumnos reactivos para por lo menos unos de los cinco extractos d1, t9, w21, m6
y/o g6) (confirmado por lo menos por una de las técnicas)- representando un 52,2%
reactivo (Figura 86R).

= De los reactivos (Figura 88R): 33 alumnos en Udimas (55% reactivo
a por lo menos uno de los cinco extractos a por lo menos 1 de las
técnicas) y 27 alumnos en Bellaterra (45% reactivo a por lo menos
uno de los cinco extractos a por lo menos 1 de las técnicas)
Resumen: Se estimd un ntimero de 60 alumnos con por lo menos un resultados positivo
a (D. pteronyssinus (dl), Olea europea (19), Parietaria judaica (w2l), Alternaria alternata
(m6) y/o Gramineas espontaneas (g6), por lo menos una de las Técnicas (Skin Prick Test y/o

IgE):

141



[ J=N

O —=O NO WO O U 0O ~D 0D ©

o

Figura 89R: Representacion grafica de la comparacidon entre la prevalencia de individuos

sensibilizados segun las dos técnicas (in vivo —Prick test (n=y in vitro —ImmunoCAP™ Rapid)

(54)

d
1

O Invivo

In vitro

—

© 3

Tabla 48: Datos procesados con resultados de Udimas para la realizacion de las pruebas de

sensibilidad /especificidad (n=33):

Udimas dl SPT [dl1IgE | t9 SPT t9 IgE w21SPT | w21IgE m6 SPT | mé6 IgE g6SPT 26 IgE
Suma

(n°alumnos) 25 25 16 12 3 3 6 5 9 4

% 76 76 48 36 9 9 18 15 27 12

Tabla 49: Datos prcesados con resultados de Bellaterra para la realizacion de las pruebas de

sensibilidad /especificidad (n=27):

Bellaterra d1 SPT | dlIgE | t9 SPT t9IgE | w21SPT | w21IgE m6 SPT | mé IgE g6SPT g6 IgE
Suma

(n° alumnos) | 22 20 7 5 1 0 2 3 8 4

Y% 81 74 26 19 4 0 7 11 30 15

Tabla 50: Representacion de las % de sensibilizados seglin las técnicas, en la poblacion

seleccionada (Udimas y Bellaterra) por SPT y IgE (n=60):

N=60 d1 SPT |dl1IgE |9 SPT t9IgE | w2ISPT |w2lIgE | m6SPT |m6IgE | g6SPT | g6 IgE
47 45 23 17 4 3 8 8 17 8
suma
78 75 38 28 7 5 13 13 28 13

Y%
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Figura 90R: Representacion grafica de las prevalencias discriminadas de las sensibilizaciones

seglin extracto, técnica realizada y poblacion ¥
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(54) Consideraciones sobre los codigos: d1: D. pteronissynus, t9: Olea europea; w21: Par. judaica; mé6: Alt. alternata; g6: Grmanieas espontaneas. Las letras U:

Udimas B: Bellaterra
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Tabla 51: Prueba de Sensibilidad y Especificidad

L. Pruebas:
Extracto alergénico:
Especificidad | Sensibilidad

D. pteronyssinus (d1) 100% 84,8%
Olea europea (19) 100,0% 58,1%
Parietaria judaica (W21) 98,0% 25,0%
Alternaria alternata (m6) 97,9% 77,8%
Gramineas espontaneas (g6) 96,6% 28,6%

Tabla 52: Prueba de Discordancia

ImmunoCAP™ Rapid
D. pteronyssinus Negativo Positivo
SPT Negativo 19,3% 0%
Positivo 12.3% 68,4%
Olea europea ImmunoCAP™ Rapid
Negativo Positivo
SPT Negativo 45,6% 0%
Positivo 22,80% 31,6%
Parietaria judaica ImmunoCAP™ Rapid
Negativo Positivo
SPT Negativo 84,2% 1,80%
Positivo 10,50% 3,5%
Alternaria alternata ImmunoCAP™ Rapid
Negativo Positivo
SPT Negativo 82,5% 1,80%
Positivo 3,50% 12,5%
Gram. espontaneas ImmunoCAP™ Rapid
Negativo Positivo
SPT Negativo 49,1% 1,80%
Positivo 35,10% 14,0%

En la Tabla 53 del Anexo 7 se encuentran datos complementares sobre la prueba de
discordancia realizada.
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4.2.6 Biologia Molecular:

A fin de realizar un control de calidad a los métodos de identificacion microbiologicos,
se realizd la identificacion molecular delas especies Cladosporium cladosporioides,
Cladosporium herbarum, Alternaria alternata, Ochroconis sp., Penicillium chrysogenun,
Aspergillus fumigatus.

Las cepas fueron enviadas a la Unidad de Micologia del Centro Nacional de
Microbiologia, Instituto de salud Carlos III, Madrid.

Todas los resultados fueron congruentes exepto por el resultado obtenido a
Cladosporium herbarum, que fue identificada como Cladosporium sp., y el Penicillium

chrysogenun, identificada como Penicillium comune.

4.2.6.1 Fotografias de Microscopias eletrénicas:

Figura 91R: Alternaria alternata:
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Figura 92R: Penicillium chrysogenun
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Figura 94R: Aspergillus fumigatus

Figura 95R: Cladosporium cladosporioides
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Figura 96R: Ochroconis sp:
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5. DISCUSION:

El conocimiento de los posibles efectos de las esporas de hongos sobre la salud humana
despierta interés en la comunidad cientifica desde hace afios. El estudio de los hongos
ambientales y su asociacion con manifestaciones alérgicas es esencial para llegar a establecer

las condiciones epidemioldgicas en que se produce y enfocar posibles medidas de control.

El trabajo realizado describe, por primera vez, los niveles de hongos ambientales en las
instalaciones de dos Unidades Docentes de la Facultad de Medicina de la Universitat Autonoma

de Barcelona, localizadas en dos zonas geograficas muy diferentes.

Considerando que los estudiantes de medicina pasan la mayor parte de su vida
académica en dichos ambientes, cabe suponer que la carga fungica ambiental de las
instalaciones es importante para determinar la prevalencia de sensibilizacion en esta poblacion

(Mendell & Health, 2005).

Con este objetivo se ha planteado esta tesis: realizar un estudio epidemiologico
observacional, describir un factor de riesgo (hongos ambientales), seleccionar una poblacion
expuesta (estudiantes de medicina) y analizar los resultados, para conocer si existe una

relacion causa-efecto entre exposicion y enfermedad alérgica.

Con la finalidad de valorar el estado de las investigaciones sobre el tema se efectud una
busqueda bibliografica en Mediline (www.pubmed.gov), cruzando los términos hongos,
estudiantes, alergia, pruebas in vivo, pruebas in vitro, para poder observar, contextualizar y

discutir nuestro trabajo.
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5.1. Medicion de la variable predictora (factor de riesgo):

Los muestreos aerobioldgicos se efectuaron en varios ambientes interiores constituidos
por aulas y laboratorios de practicas tanto de la UDIMAS como la Unidad Docente de
Bellaterra. Udimas esta situada en un area esencialmente urbana, en el barrio de la Barceloneta,
muy cercana a las playas, sobre el mar Mediterraneo; por el contrario, la Unidad de Bellaterra
se caracterizada por estar en una zona en la que solo se encuentran edificios docentes y de
servicios, rodeados por una extensa zona verde. Esta diferencia en los factores ambientales y su

repercusion climatica han sido fundamentales para explicar los distintos resultados obtenidos.

El método seleccionado para identificar las colonias fungicas a nivel de especies y
determinar el namero total de unidades formadoras de colonias en cada muestreo fue el método
microbiologico cuantitativo. Este permite identificar las colonias a nivel de especie (Belmonte,

J; 2005).

Para obtener el mayor numero de especies fingicas es necesario utilizar condiciones
optimas de toma de muestra, entre ellas se cuenta el medio de cultivo. El agar DG18 que se ha
utilizado en el presente estudio actualmente se considera el mas eficaz para aislamiento de
hongos ambientales (Wan-Ken Jo, 2005; Ren, 2001), superior a medios convencionales como

el agar-Rosa Bengala y agar-Malta, usados en otros trabajos (De Ana SG, et.al, 2006).

Para conocer los niveles de las esporas de hongos ambientales de las dependencias, el
primer parametro definido fue conocer y contrastar las posibles diferencias en los niveles de
hongos ambientales respecto a la localizacion de las unidades docentes. Como segundo
parametro se usé contrastar los valores intra y extramurales. Como tercer pardmetro, conocer
la variacion de los niveles de hongos entre las estaciones del afio. Como cuarto parametro, se
definio, respecto a ambientes de interior, el intervalo de los muestreo, para conocer los posibles
efectos de la actividad humana respecto a los niveles de hongos, asi se fijaron dos momentos
de muestreo: antes de empezar las clases, o sea, sin la presencia de los alumnos (se realizaba en
las primeras horas de la mafiana) y durante las clases, o sea con la presencia de los alumnos y el

profesor en el aula.

La mayor carga fungica tanto de exterior como de interior, encontrada en la unidad de
Bellaterra, se explicaria porque los ambientes situados en ambientes mas naturales rodeados de
vegetacion y menos urbanizados, estan expuestos a mayor numero de fuentes de esporas de
hongos, estos argumentos son compartidos por otros autores (Bovallius et.al., 1978; Li an

Kendrich, 1995; Hargreaves et.al, 2003).
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Cuando contrastados los niveles de colonias de esporas fingicas de interior y exterior,
se observé un mayor numero de géneros (mayor diversidad) con valores estadisticamente
significativos en Udimas que en Bellaterra. Este hecho se atribuye a que esta unidad docente
estd en las instalaciones de un Hospital. En Udimas se observa diferencias significativas para
Aspergillus sp., Penicillium sp., Cladosporium sp., levaduras sp., y Wallemia sp., y en
Bellaterra solo para Penicillium sp., y Cladosporium sp., siendo siempre los valores de exterior
superiores a los de interior, contradiciendo a la literatura, que dice que Aspergillus sp. y
Penicillium sp son considerados hongos de interior, pero concordando con que Cladosporium

sp. sea un hongo caracteristico de exterior. (Beaumont F, 1985; Licorish K, 1985).

Estudios realizados por diversos investigadores (Jones et.al, 2000; Thatcher et.al, 2003;
Vette et.al. 2001; Lee. T et.al, 2006) que analizaron la relacion entre las concentraciones
fingicas de interior y exterior, coinciden con los resultados obtenidos en este trabajo en que los
niveles exteriores siempre fueron mas elevados que los interiores. Altos niveles fungicos en el
exterior muestran una tendencia en aumentar la carga de interiores. (Hargreaves et.al, 2003).
Los resultados extraidos en este trabajo demuestran que los altos niveles fiungicos extramurales
constatados en Bellaterra son directamente proporcionales a los altos niveles intramural de esta

area (Tabla 1D).

De acuerdo con los estudios realizados por Taylor L, 2007, los valores de UFC/m3 de
Aspergillus sp, Penicillium sp y Cladosporium sp son significativamente mayores en exterior
que en interior. En nuestro trabajo también afiadimos a este listado Alternaria sp, Levaduras,
Fusarium sp., Micelio estéril y Acremoniun sp., porque también estos al igual que los otros
géneros citados, presentaron carga fingica superior en exterior respecto a interior, tendencia
observada en todas las estaciones para Alternaria sp y Cladosporium sp., y en 75 % de las
estaciones para Aspergillus.sp y Penicillium sp; y 25% para Fusarium sp, Micelio estéril y

Acremoniun sp.
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Tabla 1D: Valores de la prueba estadistica aplicada

Géneros Interior x Exterior
Alternaria sp p<0,01
Aspergillus sp p<0,01
Cladosporium sp p=0,045
Levaduras p=0,022
Fusarium sp p=0,012
Micelio estéril p=0,006
Mucor/ Rhizopus N.s
Ochroconis sp N.s
Paecilomices sp N.s
Penicillium sp p<0,01
Wallemia sp N.s
Acremonium sp p=0,008

Los altos niveles fungicos encontrados tanto en interior con en el exterior en las dos
localidades Udimas y Bellaterra muestreadas, concuerdan con otros autores, que si bien no han
estudiado el mismo tipo de instalaciones, los han encontrado en escuelas, edificios, centros
comerciales, aeronaves. (Hargreaves et.al, 2003, Jones et.al, 2000; Thatcher et.al, 2003; Vette

et.al. 2001; Lee. T et.al, 20006).

Segun Gravensen, et.al (1986), 100 esporas/m3 para Alternaria sp. y 300 esporas/m3 de
Cladosporium sp. son las concentraciones umbrales de esporas alergénicas para provocar
sintomas clinicos, con valores considerablemente variables de unos a otro, pues depende del

agente individual aislado y de la sensibilidad de cada afectado.

Miller et.al (1988) asume que el limite maximo de hongos contables en el aire
(UFC/m’) es de 150 UFC/m’ y Morey et. al. (1984) propone limites que indican riesgo para la
salud de los ocupantes sobre los 1000 UFC/m’. Oghke et. al. (1987) consider6 el valor de 100

UFC/m’ como valor maximo, cuando realizé un muestreo sistematico en 11 edificios publicos.

En EEUU, considerando valores por encima de 100 un riesgo para la poblacion
expuesta. En contrapartida, Yang (1993) sugiere 200 UFC/m’, en un estudio de 2000 muestras.
Kim et.al, (2007) encontrd valores de interior de 360 UFC/m’ y exterior 950 UFC/m’ y los
relaciond con la manifestacion de sintomas alérgicos en una poblacion de estudiantes en

Uppsala (Sweeden).
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Wan-kuen Jo (2005), encontrd valores superiores al muestrear 44 escuelas durante 2

estaciones (verano y invierno).

El American Conference of Government Industrial Hyginienist (ACGIH, 1989) limita
valores de entre 100 y 1000 UFC/m’ recomedable para ambientes interiores (in: Wan-kuen Jo

(2005).

Nuestros resultados estan de acuerdo con los principales resultados, pues encontramos

niveles de interior igual a 116 UFC/m’ y para exterior igual 227 UFC/m’.

La distribucion estacional descrita en el presente estudio, concuerda con estudios
efectuados en diferentes partes del mundo que demuestran mayores picos de concentracion
fingica en verano y otofio seguidos de primavera e invierno, (Richards M, 1954; Chaumont JP.
et.al, 1990, Larsen L.S, 1981, Barkai-Golan. et.al, 1977), bien como una mayor diferencia entre
niveles de interior y exterior, demostrando que las estaciones con mas contrastes son la de
primavera, seguida de invierno/otofio y verano, indicando que los niveles de exterior con mas

elevados que en de interior. (Tabla 2D)

Tabla 2D: Valores de la prueba estadistica aplicada:

Géneros (Int x Ext) [ Int x Ext) | Int x Ext) | (Intx Ext)
Invierno Primavera Verano Otoiio
Alternaria sp p<0,005 p=0,004 p<0,005 p=0,005
Aspergillus sp p=0,029 p=0,003 N.s p=0,001
Cladosporium p<0,005 p=0,001 p<0,005 p<0,005
sp
Levaduras N.s N.s N.s N.s
Fusarium sp N.s p=0,001 N.s N.s
Micelio estéril p=0,013 N.s N.s N.s
Mucor/ N.s N.s N.s p=0,001
Rhizopus
Ochroconis sp N.s N.s N.s N.s
Paecilomices sp N.s p=0,008 N.s N.s
Penicillium sp p=0,013 p=0,015 N.s p<0,005
Wallemia sp N.s N.s N.s N.s
Acremonium sp N.s p=0,018 N.s N.s

En la valoraciéon de los hongos ambientales presentes en las aulas se considerd
fundamental conocer los efectos de la actividad humana. De esta forma se fijaron dos

momentos para el muestreo: antes de empezar las clases, sin la presencia de los alumnos; y
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durante las clases, con la presencia de los alumnos y profesor. Los resultados obtenidos han
demostrado claramente que la actividad humana incrementa significativamente el numero de
esporas viables en las aulas, lo que se explica por la movilizacion de aire y particulas de polvo,
asi como por los hongos que pueden transportar los mismos alumnos y profesor en sus ropas y

materiales.

El aumento de la carga fingica directamente relacionada con la actividad del hombre
ha sido documentada por otros autores, en el interior de aeronaves (Taylor, 2007), en escuelas
(Zhao Z.H et al, 2006; Taskinen T, 1999) y en domicilios particulares (Lee et.al, 2006, Handal
G, 2004). En nuestro estudio el incremento atribuido a la actividad de alumnos y profesor se
demostrd principalmente en Aspergillus sp., Cladosporium sp., levaduras, Penicillium sp. y
Wallemia sp. en Udimas, y solo para Cladosporium sp. y Penicillium sp. en Bellaterra, por lo
tanto cabe considerar la posibilidad de que la influencia de la actividad sea mayor sobre algunas
especies de hongos que sobre otras, quizas en funcion de su mayor concentracion en el exterior
o por algunas caracteristicas fisico-quimicas de los propagulos fungicos (forma, tamafio,

hidrofobicidad, etc). (Tabla 3D)

Tabla 3D: Valores de la prueba estadistica aplicada:

Géneros (Antes x Durante) Udimas | (Antes x Durante) Bellaterra
Aspergillus sp p=0,01 N.s
Cladosporium sp p<0,05 p=0,014
Levaduras p= 10,022 N.s

Penicillium sp p<0,05 p=0,010

Wallemia sp p=0,022 N.s
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5.2 Estudio del efecto de la exposicion fiingica sobre la poblacion de las aulas.

5.2.1 Seleccion de la poblacion expuesta:

En la segunda parte del estudio, el objetivo era conocer la prevalencia de
sensibilizacion alérgica a especies de hongos y otros alergenos en los alumnos que asisten a
clases en las aulas muestreadas. En cada unidad (Udimas y Bellaterra) se establecié una
muestra de 100 alumnos, totalizando 200 estudiantes, que aceptaron participar voluntariamente
en el estudio. Todos ellos respondieron un cuestionario y fueron sometidos a pruebas cutaneas
del prick test y una parte de ellos a un analisis de sangre capilar. En todo momento el estudio
contd con el apoyo de las autoridades universitarias tanto de Udimas como de la Facultad de

Medicina de Bellaterra.

La media de edad de los estudiantes fue de 22,1 afios en Udimas y 19,4 afios en
Bellaterra. La media de edad fue superior en Udimas, porque en esta unidad hospitalaria, los
alumnos cursan de tercer a sexto curso, mientras que en Bellaterra solamente hay alumnos de
primer y segundo curso. La poblacion de estudio no presentaba predominio de sexo, dado que

existia un 51% de mujeros y un 49% de hombres.

Es posible que sintomas menores o de baja intensidad no constituyan suficiente motivo
para una consulta medica o bien se confundan con procesos infecciosos de vias respiratorias

altas.
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5.2.2 Cuestionario

El cuestionario para colectar datos sobre la salud respiratoria, fue elaborado a partir de
la, propuesta del Internacional Study of Asthma and Allergies Childhood (ISAAC), que se ha
utilizado como referencia en trabajos epidemioldgicos de gran escala. (Mi et.al, 2006; Asher

M.I, 1995). (Materiales y Métodos: Figura SM)

Los resultados de prevalencia las patologias respiratorias, obtenidos a partir de los
cuestionarios, estdn en consonancia con los resultados descritos en el estudio Alergologica

2005.

La rinitis alérgica es una de las enfermedades mas comunes en el mundo civilizado
(Fierman P, 2000). Con frecuencia la rinitis alérgica es infra diagnosticada (Zhao Z.H et al,
2006), esto se comprobd en la encuesta realizada en que el 55% de los alumnos de Udimas y el
51% de Bellaterra describieron sintomas tipicos de esta patologia, en contra partida, el
porcentaje de rinitis diagnosticada previamente por un medico era de 17% en Udimas y 8% en

Bellaterra. (Tabla 4D).

También en la Tabla 4D, se puede verificar que nustros resultados son similares a los
publicados por Alergoldgica 2005, referente a Asma (diagnosticada y no diagnosticada), en la

cual corresponde a una cifra equivalente a 12,2%, nuestros resultados expresan un 15,5%.

Nuestros resultados (Udimas 8%; Bellaterra 11%) estan en consonancia con las
estimativas sobre la prevalencia de asmaticos diagnosticada realizada en Europa (entre 2,3% a

10%) (Bjorksten B et.al, 1998; Nielsen N.H et.al, 1994; Remes et.al, 1996).

En los ultimo afios se han comunicado incrementos llamativos en la prevalencia de la
rinitis alérgicas, sobre todo en lo paises occidentales. Se estima que entre 10 y 25 % de la
poblacion general presenta esta enfermedad, cifras que pueden ser diferentes segun la edad de
la muestra estudiada y su distribucion geografica. En estudios epidemiologicos internacionales,
como la tercera fase del estudio ISSAC (2001-2004) se ha comunicado un incremento variable
de la rinitis alérgica entre los escolares espafioles, de nuevo con la variabilidad geografica, lo
que indica la existencia de factores de riesgo local. (Bousquet J, et.al, 2001; Arnedo-Pena A,

et.al, 2004; Aguinaga O.1, 1999)

En lo que se refiere a adultos, el estudio europeo (ECHRS), realizado en 94,
proporciona cifras de pacientes espafioles que oscilaron entre 12,1 y el 17,6%, nuestros estudios
indican una prevalencia de rinitis alérgica diagnostica en un 12,5%. Ya en contra partida, los

cuestionarios indican una rinitis no diagnosticada de un 53% (ECHRS, 1996).
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La prevalencia de conjuntivitis (diagnosticada y no diagnosticada) fue superior en los
alumnos de Bellaterra, entre otros motivos podria relacionarse con la mayor carga fingica y de
polenes de esta area geografica menos urbanizada y en mayor contacto con la naturaleza. Las
encuestas reflejan que los estudiantes de Bellaterra notan mas molestias oculares cuando
presentes en las aulas que los estudiantes de Udimas, lo que podria estar relacionado con los
niveles elevados de la carga fungica y polinica en esta area. (57% en Bellaterra y 29% en

Udimas) .

Respecto a la prevalencia de eczema, diagnosticamos una concordancia respecto a las

estimativas de Alergologica 2005.

Tabla 4D: Resultados comparativos de la sintomatologia recogida en el cuestionario de

salud de este estudio y los de la publicacion Alergologica 2005:

Udimas |Bellaterra |Udimas |Bellaterra
Extracto alergénico

Asma 14% 17% 15,5% 12,2%

(diagnosticada y no diagnosticada)

Rino conjuntivitis (diagnosticada y no| 62,5% 58% 60,5% 55,5%
diagnosticada)
Eczema 7% 6% 6,5% 6,9%
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5.3 Medicion de la variable resultante (enfermedad):

El método in vivo se considerd la técnica estandar, como se propone en la mayoria de
los trabajos, para conocer la prevalecia de este tipo de alergias. Se ha utilizado una bateria
amplia de neumoalergenos que incluyen los propuestos por la Academia Europea de Alergia
para una bateria paneuropea, ademas de los propios de nuestro medio. (Heinzerling L., et.al,

2005).

El método para la realizacion y evaluacion de la prueba de prick fue realizado segun
los procedimientos estandard segun guias practicos, European Academy of Alergology and
Clinical Inmunology (EACCI), Internacional Study of Alergy in Childhood (ISAAC, 1998) y
Standardizacion Nordica (Bernstein & Storms, 1995; Krouse & Mabry, 2003; Dreborg, 1989;
EAACI, 1989; Northen Society of Allergology, 1972; Ascher et.al, 1995; Warner J.O, 1998;
Carvajal-Uruena I, 1998).

A fin de determinar la prevalencia de sensibilizacién a hongos, &caros, cucaracha,
polenes y epitelios de animales el trabajo fue realizado en dos etapas distintas, en la primera se
aplicé un método in vivo, realizando la prueba de alergia o Prick test, con una bateria de 9
extractos alergénicos. En la segunda etapa, se aplicé un método in vitro, realizando la prueba de
flujo lateral (comercialmente denominado ImmunoCAP™ Rapid), con una bateria de 10

extractos alergénicos. (Plebani M, 2003).

Los extractos testados en la etapa in vitro y la etapa in vivo coinciden en 5 casos.
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5.3.1 Resultados de las Pruebas de sensibilidad:

Los acaros representan los alergenos sensibilizantes mas relevantes a nivel mundial.

(Custovic A, et.al, 1998; Korsgaard J, 1998; Platts-Mills TAE, 1998)

El alérgeno mas importante detectado en nuestro trabajo han sido los acaros (48%), en

consonancia con los resultados (47,7%) de un estudio europeo. (Zureik M et. Al, 2002).

Der. pteronyssinus es la especie mas relevante segtin el mapa Alergologico de Espaia.

Entre los hongos, existe una mayor prevalencia de sensibilizados a Alternaria
alternata, seguido de Cladosporium cladosporioides, Penicillium notatum y Aspergillus
fumigatus datos que estan en consonancia con otros estudios epidemioldgicos. (Corsico R,

1998; Mari A, 2003; Nolles et.al 2001; Ezeamuzine C.L, 2000).

Dentro de los poélenes, las sensibilizaciones mas frecuentes fueron a Olea europea,
Gramineas espontaneas, Platanus acerifolia 'y Parietaria judaica. El porcentaje de
sensibilizacion a estos polenes es, de forma global en Espafia, de un 6-35% (Alergologica

2005).

En general los resultados obtenidos en nuestro estudio para los extractos testados estan
en consonancia con los descritos en Alergologica 2005 para Catalufia. La diferencia principal
se detectd con Platanus acerifolia (19,5%) muy superior al de esa publicacion (7,6%), lo que
probablemente se deba a la gran cantidad de arboles de esta especie en la ciudad de Barcelona,
muy superior a las de otras zonas de Catalufia. Estos mismos resultados se observan al
comparar la prevalencia de sensibilizados entre los alumnos de Udimas (Barcelona): 28%, y
Bellaterra 11%, precisamente en la calle del Dr. Aiguader, por donde se entra a la Udimas,
existe un gran numero de plataneros. Lo mismo ocurre para la prevalencia de sensibilizados
para Parietaria (Udimas 13% y Bellaterra 8%). En la Tabla 2D se muestran los valores

comparativos entre nuestro estudio y los descritos en Alergoldgica 2005.
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Se puede observar que la prevalencia de sensibilizados a hongos fue superior en
Udimas que en Bellaterra. Observamos que con el criterio de positividad: tamafio de papula) los

resultados discrepan mas en las dos poblaciones analizadas. (Tabla 5D)

Tabla 5D: Prevalencia de sensibilizados a los hongos:

Extracto Alergénico Bellaterra | Udimas /;l(f(;%o(lglgiTc)a
Criterio Grado

Aspergillus sp (as) 1% 7% 1%
Cladosporium sp. (cl) 1% 5% 1,5%
Penicillium sp. (pn) 0% 7% -
Criterio 9mm’

Aspergillus sp (as) 4% 10%

Cladosporium sp. (cl) 4% 12%

Penicillium sp. (pn) 1% 14%

Los resultados obtenidos en nuestro estudio estan en consonancia con los descritos en

Alergoldgica 2005 en personas que consultaron los servicios de alergia en centros de Cataluiia.

Tabla 6D: Prevalencia de sensibilizados a neumoalergenos y cmparativa con la

publicacion de Alergologica 2005:

Promedio Udimas/ Alergologica 2005
Extracto alergénico Bellaterra (Cataluiia)
D. pteronyssinus (d1) 48% 47,9%
Olea europea (19) 30% 29,7%
Parietaria judaica (w21) 10,5% 6,8%
Alternaria alternata (m6) 9,5% 8,6%
Gramineas espontineas (g6) 26% 20%
Platanus acerifolia (pl) 19,5% 7,6%
Aspergillus sp (as) Cladosporium sp. (cl)/ Penicillium sp. (pn) 8,6% 7,5%

El niimero de estudiantes sensibilizados a la bateria de neumoalergenos fue superior en
Udimas respecto a los de Bellaterra, factor que pude ser explicado por la edad discretamente
superior en los alumnos de Udimas (+ 3 afios), y también a que estos alumnos pasaron los dos
primeros afios académicos en un ambiente (Bellaterra) expuesto a una carga fingica y polinica

elevada donde podrian haberse sensibilizado, resultados concordantes con Bush R.K et al,

(2006).
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Esta mayor prevalencia de sensibilizaciones, puede estar determinada por la mayor
edad de los estudiantes que acuden a Udimas, que también coincide con un mayor nimero de
alumnos con rinitis diagnosticada, seguin el cuestionario aplicado. Cabe destacar que las papulas
generadas por el Prick Test con Alternaria alternata, Olea europea 'y Gramineas espontaneas
en los estudiantes de Udimas fueron significativamente mayores que las obtenidas con los

alumnos de Bellaterra

Otro punto a destacar es respecto a los grados obtenidos respecto al criterio de
positividad de la prueba del Prick Test, los cuales fueron superiores en la poblacion de Udimas

frente la de Bellaterra.

Respecto a los mm?2 de las papulas entre los estudiantes de Udimas y Bellaterra, para la
prueba de Prick test, observamos que existe significacion estadistica para Olea europea,
Alternaria alternata y Gramineas espontaneas, siendo que la dimension de las papulas de los

alumnos de Udimas son superiores que las de Bellaterra.

A su vez, han comprobado diferencias estadisticamente significativas en la prevalencia
entre las dos muestras para Alternaria alternata, Penicillium notatum, Platanus acerifolia, Olea
europea y Aspergillus fumigatus siendo todos los valores superiores en Udimas que en

Bellaterra.

El analisis de la presencia de sensibilizacion simple (a un solo alergeno), o multiple (a
mas de un alergeno simultdneamente), basado en la prueba cutanea, mostrd que un 69% de los
alumnos de Udimas eran polisensibilizados, de estos un 4,2% solamente a hongos y un 2% a
varios polenes, el hongo mas prevalerte fue Alternaria alternata y el polen Olea europea. En
contrapartida, en Bellaterra un 56% era polisensibilizado, un 3,3% exclusivamente a hongo y

yn 6,6% a polenes, el hongo y el polen coincidian en ambos grupos.

Respecto a las prevalencias de sensibilizados, por las pruebas in vitro, en Udimas y
Bellaterra, observamos diferencias  significativas para Olea europea, siendo la mayor

proporcién de estudiantes sensibilizados en Udimas que en Bellaterra.

No se encontrd en ningun caso sensibilizados a cucaracha. En Bellaterra no se observo
ningun caso de sensibilizado a Parietaria Judaica; en Udimas no se observo ningun caso de

sensibilizacion a Betula sp. y gato.

Los resultados de prevalencia a Artemisia sp.(3%) coinciden con los de Alergoldgica

para la poblacion de Cataluiia (2,5%).
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Los grados de la prueba de flujo lateral demuestran que solamente los estudiantes de

Udimas presentaron grado 6 para Gramineas espontaneas.

Se observo grados 6 para la prueba de flujo lateral para los extractos:
Dermatophagoides ptenronyssinus, Olea europea, Parietaria judaica, Gramineas espontaneas

y Gato.

El analisis de la presencia de sensibilizacion simple (a un solo alergeno), o multiple (a
mas de un alergeno simultaneamente), basado en la prueba de flujo lateral mostré que un 44%
era polisensibilizado, dentre estos un 8% sensible a 5 extractos simultaneamente en Bellaterra y

un 15% en Udimas.

165



5.3.2 Pruebas de especificidad y sensibilidad entre métodos:

En la practica clinica diaria, la prueba del Prick Test es un método basico de
diagnostico Alergoldgico. La manera habitual de valorarlo es considerar que la prueba es
positiva cuando la papula es mayor o igual a 3 mm de diametro con un control completamente
negativo para la solucion salina glicerinada y una papula mayor de 3 mm para la histamina

(Eigemann, 1998).

Otros autores como Hill (2004) han propuesto criterios distintos y supuestamente mas
precisos como realizar un célculo que relaciona el tamafio de la papula producida por el

alergeno con el de la producida por la histamina (llamado grado).

En este estudio hemos comparado ambos criterios comprobando que al utilizar el de
grado el nimero global de positivos se redujo un 8% en relacion al método convencional. Esta
ligera disminucion de los resultados positivos, no fue estadisticamente significativa. El criterio
de grado fue mas cercano a los valores de ImmunoCAP™ Rapid pero solo en el 2%,

nuevamente sin significacion estadistica. (Tabla 5D).

El criterio de positividad de la prueba del prick grado se equipara a los resultados la del
flujo lateral, en la Tabla 7D estan representados las prevalencias de sensibilizaciones de ambas
técnicas, sugiriendo que el criterio grado, es el mas adecuado para evaluar la positivodade de la

prueba del prick.

Tabla 7D: Prevalencia de sensibilizacié segin pruebas realizadas y criterio de

positivad:

SPT (Grado) TOTAL UDIMAS BELLATERRA
Positivo 54 62 47
Negativo 46 38 53

SPT (mm?) TOTAL UDIMAS BELLATERRA
Positivo 62 69 55
Negativo 38 31 45

IgE TOTAL UDIMAS BELLATERRA
(InmunoCap®
Rapad)
Positivo 52 57 48
Negativo 48 43 52
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Se puede inferir que el criterio de grados en relacion a histamina ofrece resultados
ligeramente mas precisos que el método convencional y por ello es el que se ha tomado en

cuenta en este trabajo.

De acuerdo con el Comité de la Academia Americana de Alergia y Inmunologia las
pruebas in vitro como la del flujo lateral (InmunoCap® Rapid) es especialemente util en casos
de extrema sensibilidad al alergeno, condiciones anormales en la piel (dermografismo,

dermatitis activa), o por uso de antihistaminicos.

La correlacion entre las pruebas cutaneas y la prueba de ImmunoCAP™ Rapid, depende
de diversos factores, entre ellos de la calidad del extracto utilizado en ambos tipos de técnicas

y de los criterios de estandarizacion de los mismos.

Las correlaciones son buenas cuando las pruebas cutanea son muy positivas o
totalmente negativas, pero cuando las pruebas son mas cercanas a limite positivo, o sea cuando
la positividad de las pruebas cutaneas no estd muy definida como positiva, con frecuencia no se
detecta Ige especifica, fenomeno también descrito por algunos autores (Tschopp et.al.1998), y
€s una situacion muy comun en la practica clinica alergoldgica. Hay que tener en cuenta que,
hasta la fecha, las pruebas cutdneas se consideran las de mayor sensibilidad y por ello se toman

como punto de referencia.

La relacion entre las determinaciones de IgE especifica y la prueba cutanea para Olea
europea, Parietaria judaica y Gramineas espontaneas, presentd menor significancia estadistica

en las pruebas de sensibilidad y especificidad (tabla x d) que para D. pteronyssinus y Alternaria

sp.

La concordancia entre el Prick Test ¢ ImmunoCAP™ Rapid es muy elevada para 4caros
(87,7%), Alternaria sp. y Parietaria judaica (87,7%) y Olea europea (77,2%), resultando
menor para Gramineas espontaneas (63,1%), probablemente por las caracteristicas diferentes
de los antigenos, segin se ha comentado anteriormente. El ImmunoCAP™ Rapid solamente
tiene a Phleum sp. como representante de los antigenos de gramineas y que los extractos
utilizados para el diagnostico mediante Prick Test contienen una mezcla de 5 gramineas, esto

podria explicar la mayor sensibilidad de las pruebas cutaneas.

Estos resultados podrian inferir que la prueba de flujo lateral es menos sensible que la

prueba cutanea. (Kelso J.M et.al, 1991.)

A principios de la década de 90 estudios en que la técnica in vivo era considerada

estandar, se asumia que esta prueba era mas sensible que las técnicas in vitro, tal y como
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destacamos en nuestros resultados (Kelso J.M et.al, 1991), casi una década mas tarde se asume

que las diferencias no son tan destacadas. (Dolen W.K, 2000).

No obstante, la prueba del Prick Test sigue siendo el método de eleccion para el
diagnostico de la alergia respiratoria causada por neumoalergenos por su elevada sensibilidad,
la rapidez y sencillez de la realizacion, su bajo coste y su elevada seguridad (Garcia J.C, 2007,
Li J.T, 2002). La metodologia para su realizacion fue consensuada por la Academia Europea de
Alergia en 1989 y la bateria de los alergenos a estudiar es extremadamente versatil, segin las
condiciones epidemioldgicas de cada lugar. No obstante la determinacion de anticuerpos IgE
especificos en sangre venosa, constituye un método complementario —y en ocasiones
substituvo- de las pruebas cutaneas. Tienen especial utilidad cuando no es posible realizar el
Prick Test o cuando su interpretacion es dificil por la coexistencia de dermopatias, o cuando se
hace uso de antihistaminicos. Es un método que tiene elevada correlacion con los sistemas

automatizados que determinan cuantitativamente dichos anticuerpos. (Lasley MV, et.al., 2000).

El estudio medioambiental que hemos realizado en la primer parte, demuestra que los
alumnos estan expuestos a concentraciones elevadas de propagulos fingicos en las aulas y en el
exterior, y que la prevalencia tanto de sintomas compatibles con alergias respiratorias como de
estudiantes sensibilizados es considerablemente alta. El nivel tanto de pruebas cutaneas como
de IgE especifica a los 4 géneros de hongos mas alergogenos, es considerada normal cuando se
compara con los resultados publicados con Alergologica 2005, pero baja cuando se compara
con los porcentajes de sensibilizados a polenes (lo que podriamos considerar que algunos

polenes son mas alergenicos que los hongos, o que estan en mas cantidad en el aire).

No obstante se puede descartar que algunos alumnos pudieran estar sensibilizados a
otros hongos ambientales como Fusarium, Ochroconis etc. que no se han incluido en la bateria
del Prick Test, y por lo tanto podemos haber infravalorado la prevalencia de sensibilizacion a
hongos. También podemos destacar que la diversidad de la carga fingica analizada en el aire es

superior a la bateria de las pruebas realizadas.

Segun las observaciones de Katz et.al, 1999, personas atopicas expuestas a un ambiente
con altos niveles carga fingica son susceptibles a desarrollar sintomas de alérgicos. Nuestras
observaciones estan en consonancia con esta constatacion, ya que los estudiantes de Bellaterra
mismo presentando una prevalencia inferior que los de Udimas, manifestaban mayor sintomas

de alergia.

Katz et.al, 1999 y otros autores, resaltan que los hongos deberian ser considerados

como importantes alérgenos de ambientes interior, con un potencial poder de sensibilizar
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individuos atdpicos, dicho relato refleja una hipotesis presentados en nuestros resultados, donde

los alumnos de Udimas, que ya habian estado por 2 afios en Bellaterra (ambiente con mayor

carga fungica) son mas atdpicos que los de Bellaterra. (Dales et.al, 1998; Savilahti, 2000.)

(tabla 8D)

Tabla 8D: Prevalencia de rinitis y conjuntivitis en las dos poblaciones analizadas:

Udimas Bellaterra media
Rinitis diag. 17 8 12,5
NoDiag. 28 41 34
Neg 55 51
Conjuntivitis diag. 15 5 10
no Diag. 38 52 45
Neg. 47 43
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En los ultimos afios, muchos estudios buscan estudiar los efectos de la exposicion a
hongos de interior sobre la salud, y muchos han demuestrado tales efectos adversos. (Poonai
N, et.al 2001; Tarlo S.M, et.al, 1988; Bush R.K, et.al, 2006; Woodcock A, 2007; Burr M.L,
et.al, 2007; Khalili B, et.al., 2005; Bardana E.J, et.al., 1997; Matheson M.C, et.al, 2005; Peat &
Dickenson, 1998; Verhoeff A.P & Burge; 1997; Stark P.C, et.al, 2003; Burney P.G.J, 1994)).

Pero pocos demostraron la asociacion entre la exposicion a hongos ambientales y
sintomas respiratorios, incluido sintomas asmaticos, en nuestro estudio a pesar de ser sutil la
diferencia entre las prevalencia de sintomas en Udimas y Bellaterra, podriamos explicar por el
hecho de que en este ambiente existe mayor contaminacion fungica que en Udimas. (Bush R.K,
et al, 2006, Custovic & Woodcock, 2000; Fung, 2002; Ross, et.al, 2000; Dales et.al 2000). La
falta de evidencias mas robustas crea mas expectativa referente a la importancia de dichas

investigaciones. (Burr, 2001)

Es un hecho constatado por diversos estudios epidemiologicos que la prevalencia de la
patologia alérgica estd en aumento. A pesar de ello las enfermedades alérgicas no son siempre
adecuadamente diagnosticadas ni tratadas. Este déficit en el diagnéstico y tratamiento parece
ser debido a que muchos alérgicos infravalora o se adaptan a los sintomas de la enfermedad

considerandolos como algo normal.

Es de grande interés realizar estdios aerobioldgicos que nos permitan determinar la
distribucion geografica y estacional de las esporas de los principales hongos, sin olvidar que

existen importante limitaciones de los métodos micro-micoldgicos de cultivo.

Asi el objetivo ideal seria realizar un seguimiento en el tiemo del paciente (sin
tratamiento de inmunoterapia) neumosensibilizado a hongos a lo largo del tiempo para asi

ententar correlacionar su alergia con los niveles de carga fingica en cada momento.
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6. CONCLUSIONES:
6.1. Aerobiologia:

Con respecto a los resultados obtenidos a partir del estudio aerobiologico sobre esporas de
hongos ambientales, realizados en dos unidades docentes de la Universitat Autonoma de
Barcelona y muestreadas durantes las cuatro estaciones del afio de 2007, se pueden extraer las
siguientes conclusiones:

- La carga fingica (UFC/m’) es superior:
i. En el ambiente Exterior que en el Interior.
ii. En Bellaterra que en Udimas (interior y interior mas exterior).
iii. En Verano que en Otofo, seguidos de Primavera e Invierno (en ambas
localidades).
iv. Durante la clase que antes de empezar las clases (en ambas localidades).

v. A temperatura y humedad superiores.
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6.2 Biodiversidad:
i. Se han identificado 65 especies pertenecientes a 29 taxones fungicos.
ii. Los principales taxones encontrados, en interior y exterior fueron: Alternaria. sp.,
Acremoniun sp., Aspergillus sp., levaduras, Cladosporium sp., Fusarium sp.,
Mucor/Rhizopus, Ochroconis sp., Paecilomyces sp., Penicillium sp. y

Wallemia sp.

—.

iii. La carga fungica en UFC/m®  es superior en el exterior para: Alternaria sp.,
Acremonium sp., Aspergillus sp., Cladosporium sp., levaduras, Fusarium sp. y
Penicillium sp.

iv. La carga fingica de Alternaria sp., Aspergillus sp., Cladosporium sp., Ochroconis sp.
y Penicillium sp. es significativamente superior en Bellaterra interior que en Udimas
interior. En cambio no hay diferencias significativas entre Bellaterra y Udimas en
exterior.

v. Micelio estéril y Ochroconis sp. son mas prevalentes en interior y en Bellaterra.

vi.. En primavera se observa la mayor biodiversidad en exterior seguida de otofio,

invierno y verano. Por el contrario los niveles en interior son mas variables en

verano. En primavera se observa mayor prevalencia de Acremonium sp. y

Paecilomyces sp., y en Otofio de Mucor/Rhizopus. En ambos casos los valores de

exterior son mayores que los de interior.

—

vii. La carga fingica es superior en el exterior en las cuatro estaciones para Alfernaria sp.
y Cladosporium sp. Aspergillus sp. y Penicillium sp. presentan una carga
fungica mayor en primavera, otofio e invierno.

viii. El efecto de la actividad humana hace aumentar la carga fingica en el interior de las

aulas: en Udimas (5 géneros) y en Bellaterra (2 géneros).
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6.3 Epidemiologia:

Considerando los resultados del estudio epidemiolégico realizado a los estudiantes de

Udimas y Bellaterra se puede inferir:

176

6.3.1 Cuestionarios:

1.

ii.

iil.

1v.

El 9,5% de estudiantes habian sido diagnosticados de Asma,
por un médico; el 12,5% de Rinitis, el 10,0% de Conjuntivitis
y el 6,5% de Eczema.

La prevalencia de respuestas afirmativas en los cuestionarios
sobre sintomas alérgicos es superior en Bellaterra que en
Udimas.

Del cuestionario se desprende que hay un 35% de los
estudiantes no diagnosticados por un médico que podrian sufrir
Rinitis (41% en Bellaterra; 28% en Udimas).

Del cuestionario se desprende que hay un 45% de los
estudiantes no diagnosticados por un medico que podrian sufrir

de conjuntivitis (52% en Bellaterra; 38% en Udimas).

6.3.2 Pruebas in vivo: Prick Test (SPT)

V.

V1.

Vii.

viii.

1X.

El 54% de los estudiantes presentd una prueba positiva a uno o
mas de los 9 alergenos (de los positivos: 45% son
monosensibles y el 55% es polisensibles).

Se encontré mayor prevalencia de positividad en la poblacion
de Udimas (62%) que en Bellaterra (47%).

La mayor frecuencia fue para Dermatophagoides
pteronyssinus (48,0%) seguido de Olea europea (30,5%),
gramineas (26,0%), Platanus acerifolia (19,5%); Parietaria
Judaica (10,5%); Alternaria alternata (9,5%), Cladosporium
cladosporioides (8,0%), Penicillium notatum (7,5%) vy
Aspergillus fumigatus (7,0%).

Considerando el criterio de grado de positividad, la prevalencia
de sensibilizados (con significacion estadistica) es superior en
Udimas que en Bellaterra para Olea europea, Penicillium
notatum., Platanus acerifolia, Aspergillus fumigatus y
Alternaria alternata.

Considerando el criterio de superficie de la papula (= 9mm?2),
la prevalencia de sensibilizados (con significacion estadistica)

es superior en Udimas que en Bellaterra para Olea europea,



Xi.

Penicillium notatum., Platanus acerifolia, Cladosporium
cladosporioides y Dermatophagoides pteronyssinus.
Dermatophagoides pteronyssinus generd6 mayor superficie
media de la papula, seguido de Alternaria Alternata y los 4
polenes (Olea europea, Parietaria judaica, Gramineas
espontaneas y Platanus acerifolia).

La valoracion del prick test por el criterio de grados mostrd un
descenso de la positividad en relacion al método convencional

(superficie de la papula)

6.3.3 Pruebas in vitro: ImmunoCAP™ Rapid:

Xil.

xiii.

X1v.

XV.

XVi.

El 52% de los estudiantes da positivo a alguno de los 10
extractos testados (de los positivos: 44% son monosensibles y
el 56% son polisensibles, y de estos un 62% simultaneamente
a 2 extractos y un 11% a 5 extractos).

Se encontré mayor prevalencia de positividad en la poblacion
de Udimas (57%) que en Bellaterra (48%).

La mayoria son sensibles a Dermatophagoides pteronyssinus
(39%), seguido de 16,5% a Olea europea, 12,2% a epitelio de
gato, 7,8% a gramineas y el 7,0% a Alternaria alternata.

La prevalencia de sensibilizados (con significacion estadistica)
es superior en Udimas que en Bellaterra para Olea europea.

El mayor nivel de IgE especifica (grado 6) se observd en
Dermatophagoides  pteronissynus,  Parietaria  judaica,

gramineas y epitelio de gato.

6.3.4 Pruebas de sensibilidad, especificidad y concordancias entre las

técnicas in vitro e in vivo:

XVvil.

XViil.

Tomando la técnica in vivo como estandar: se observa un
84,8% de sensibilidad y un 100% de especificidad respecto de
la técnica in vitro para el extracto Dermatophagoides
pteronyssinus; para Alternaria alternata: 77,8% y 97,9%; para
Olea europea: 58,1% y 100%; para gramineas 28,6% y 96,6%;
y para Parietaria judaica 25% y 98%.

Se observo un 88% de concordancia entre ambas técnicas para
Dermatophagoides pteronyssinus; un 95% para Alternaria
alternata, un 77,2% para Olea europea, un 63.1% para

gramineas y un 88%% para Parietaria judaica.
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Anexo 1: Impresion de Pantalla de la Base de datos del estudio

7.1
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7.2 Anexo 2: Impresion de Pantalla de la Base de datos del estudio Alergologico: Cuestionarios.

B Respuestas
L4 WE shabarde 1 1. LTerns ol dagrinlcn mddco de padecer Alsga? [ |
Sexo Hombee v 1.1 Atms beongas [ 12 Rtie [
Edad 1.3 Corpurtiviis [ ] 1.4 Eccems o umcans ||
CidorFonn 15 Obo ndex) [
e 165 0 han sspecTicads qus Awgos te Mectin?. hincarke
Fumader [
Crpamdos

dia
2 51 hat marcado NO en la antescr pregunty
21 (Prcsertas okoura & eios i . husta de Gpains O iedrios ¢ ?
22 Estomudos [
23 Sectnodn aundarte de moco nasal (2]
24 Obstruccién o congestién nasal [
25 Poor ocudse [ ]
26 Logwmeo [
27 Difcutad pas 1espes con nados (ptdos) an ol pacho L)
28 0901 Inde cudles] (£
29 Si peasactas oias tindomnat, indes Cubias
obol

3 Enlos enos 12 matas cusnds hat peacantado slgund da s sintomas antancons?
31 Ve [ 12 Pianwwale] 13 00% [¥) 34 I [¥]

4 Los sintomas indcados ¢ D énde susien pesentare con mayor hecwencia?
En ambiente: anences 411 Ubano ) “12hes [
Er ambsenter riencres 21¢cme & 222 A [
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i

weguo: (1) « [~ 1 b o 1 |
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7.3 Anexo: 3: Impresion de Pantalla de 1a Base de datos del estudio Alergologico: Prick test:

B FormPTResultados

Infarmacién del alumno

Nombre | | Fecha de nacimiento :]
Centro de Estudio :’ Fecha actual :

REACTIVOS / ALERGENOS DIAMETRO PAPULA en mm ERITEMA  OBSERVACIONES
X Y Superficie

1. Histamina [ | | | I |

2. Dematophagoides pteranyssinus | | | || |

3. Dlea europea | | | | l I

4. Platanus acerifolia l | I | I l

5. Gramineas esponténeas [ | | | |

B. Parigtaria judaica [ | | | | |

7. Alternaria alternata [ I | | | ]

8. Aspergilus fumigatus [ | | || |

9. Cladosporium herbarum [ | | | l I

10, Pericilium notatum B O

e (e &= s (= (e (& R CED CE (|

11. Solucién salina cantrol [ | | || |

| |
| |
| |
| |
| |
| |
| |
| |
| |
| |
| |

Registra: [I4] ¢ | NDDIEES
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7.4 Anexo 4: Hoja de Recogida de datos in situ: Prick test:

PRICK TEST
Nomites compieto Focna o racmwmo
Focha actad Ledad achad (0f0n y mesen.
s Aoacyvo Hoton mduracdn en | Ertema enmm alos | observacones

men 0 jos 15meutos | 15 mnutos

1 Histanuna

2 D. pteronyssinus

3 Olea ewsopea

4 Platanus acenfolia

s G. espontinens

6 Panetana yudaica

7 Altemana alteruata

8 | Aspermilus fumigatus

9 Cladosponium herbanum

10 | Pemcilluim sp.

11 | Salmo

* se pueden utilizar estas etiquetas (muneros) mdentificadoras para marcar en la prel

Modelo 3o 10930 i resuacdos hecho basado por of modelo presente en of Taller 5o daoNinAco do slergu on o asma.
RESPRAR Carios A Disz Vaoge®
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7.5 Anexo 5: Impresion de Pantalla de la Base de datos del estudio Alergologico: IgE ImmunoCAP™
Rapid

B Formulario kpf

Indormaciin del sumno
id e e 1% Nomtee Facha de nacewents | 1 7/00/1906
Centso de eituor |UDIMAS Fachs achl V2Nt
REACTVOS Presancia do antcustpos IgF especicn REACTNVOS Pieserciy de anicusspon IgF especifico
1 elcat £ oSdog
“ O+ O- Os ® -
Grado 1w Grado 1w
2 Obach 7. 19 chve bee
‘ s O- * ®s O-
~ Geado pE Grade 2y
3w mugwan B w21 wal peleery
% ®s O- \# ®+ O-
Grado v Grado iv
4 o imothy 9 1 house dust mie
| @+ O- ,& &% 0=
\/ Grado 4w Giodo = 4w
§ & cockuoach 10w mould
* (CF2 O - %:4 (OPS O -
' Geado | 5w e Giodo | 50
regare: (1€) ¢ | U] g 2
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7.6 Anexo 6: Medios de cultivo, reactivos y materiales utilizados en la identificacién de las muestras:
Medios de cultivo:
Caldo Sabouraud / Agar Sabouraud (bioMérieux, La balme, farnce)
Formula:
- neopeptona (10,0g)
- bactodextros (20-40g)
- cantidad suficiente para preparar (1000ml)
Sabouraud diluido:
Formula:
- glucosa (2,0g)
- neopeptona (o bactopeptona) (1,0g)
- sulfato de magnesio (1,0g)
- agar-agar (20.0g)
- agua destilada (1000ml)
Agar-pulpa de patata-glucosado (PDA) (merck, darmstadt, Germany):
Formula:
- pulpa de patata (250g)
- glucosa (20g)
- agar (20g)
-agua destilada (1000ml)
Agar Czapek (Difco Sparks, USA):
Formula:
- sacarosa (30g)
- nitrato de sodio (3,0g)
- fosfato dipotasico  (1,0g)
- sulfato magnesico  (0,5g)
- cloruro potasico (0,01g)
Agar Malta (Difco Sparks, USA):
Formula:
- extrato de malta (12,5g)
- dextrina (2,75g)
- glicerina  (2,35g)
- peptona de gelatina (0,78g)
- agar bacteriologico (15,0g)
- agua destilada (1000ml19

Reactivos: Colorantes y tinciones:
Soluciéon Azul de Lactofenol (Panreac, Castellar del Vallés, Espaiia):
azul de metileno (50mg)

fenol (25,0g)
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acido L(+)-lactico (20,8ml)
glicerina (39,5ml)
agua c.s.p (100ml)
Agua bidestilada o de calidad equivalente
Productos para desinfeccién: Alcohol de 70°
Material de laboratorio:
Placas de Rodac (referencia)
Placas de Petri grandes 90x 15mm (Nirco, Barbera del Vallés, Espaiia)
Placas de Petri pequefias S0mm de diametro (Nirco, Barbera del Valleés, Espaiia)
Estufas de cultivo:

Para el estudio de hongos ambientales la temperatura de incubacion ha de ser la ambiental (20-
25°C) a fin de inhibir los hongos que pueden crecer a temperaturas mas elevadas y favorecer la flora
fungica ambiental.

No obstante, es necesario disponer de:

- Estufas de cultivo a 37°C

- Estufas de cultivo a 30°C
Esterilizacion:

Es imprescindible que existan métodos para la correcta esterilizacion de materiales y
posteriormente para la eliminacién de muestras, es decir, autoclaves o incineradores.

Campana de seguridad biolégica Bio IT A

Contenedores para residuos biologicos

Portaobjetos: 76X26 mm

Cubreobjetos:: 20x20 m

Celo transparente (Scotch Brite)

Algodén absorbente:

Asas de plastico: 10 microlitros

Pipetas Pasteur: Pipetas de plastico tipo Pasteur; gruesas, 157mm de didmetro, capacidad de 3 ml.
Guantes de silicona

Nevera: Las placas, deben ser almacenadas en frio (4 a 6° C) hasta completar la identificacion de las
colonias. Todas las placas, eran almacenadas por el periodo correspondiente al termino de la

identificacion de la toma de cada estacion.
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7.7 Anexo 7: Tablas referente a las Figuras R:

Tabla 1: Valores de la Prueba estadistica correspondiente a la Figura 1 R.

Pruebas estadistica:

UEC/m’

U de Mann-Whitney 391,500

W de Wilcoxon 5047,500
Z -4,990
Sig. asintot. (bilateral) ,000

Tabla 2: Valores de los percentiles 25, 50, 75, correspondiente a la Figura 1 R.

Percentiles

Media | Desv. tip. | Minimo | Maximo
25 50 75
Interior | 15,8344 | 13,30887 2,85 59,40 6,7500 (11,6250 18,3000
Exterior | 33,9875 | 20,34521 10,95 78,30 19,5750 | 27,1500 | 48,1875

Tabla 3: Valores de la Prueba estadistica correspondientes a la Figura 2 R.

UFC/m’
Chi-Square 15,581
Df 1
Asymp. Sig. ,000

a Kruskal Wallis Test

b Grouping Variable: Zone

Tabla 4: Valores de los percentiles 25, 50, 75, correspondientes a la Figura 2 R.

Zona

Minimo

Percentiles

25 50 75

Maximo

UDIMAS 2,9

64,8] 6,300 (11,250 16,313

Bellaterra 32

78,310,688 | 19,650 | 36,600

Tabla 5: Valores de la Prueba estadistica correspondientes a la Figura 3 R.

UFC/m’
Chi-Square 16,812
Df 1
Asymp. Sig. ,000

a Kruskal Wallis Test

b Grouping Variable: Zone
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Tabla 6: Valores de los percentiles 25,50 y 75, correspondiente a la Figura 3 R.

. L. Percentiles
Zona Minimo | Maximo
25 50 75
UDIMAS 2,9 19,1 5,550 | 9,000 | 14,025
Bellaterra 3,2 59,4 [9,375(16,175 | 34,388

Tabla 8: Valores de la Prueba estadistica correspondientes a la Figura 4 R.

UFC/m*
Chi-Square 42,840
Df 3
Asymp. Sig. ,000

a Kruskal Wallis Test

b Grouping Variable: Season

Tabla 9: Los valores de percentiles 25,50 y 75, correspondientes a la Figura 4 R.

Estacién | Minimo | Miximo Percentiles

25 50 75
Invierno 2,9 23,4 5,213 7,950 10,613
Primavera| 4,5 34,8 10,575 | 13,500 20,250
Verano 5,1 78,3 16,088 | 40,275 56,588
Otofio 5,1 34,1 9,300 15,650 24,300

Tabla 10: Valores de la Prueba estadistica correspondientes a la Figura 5 R.

UFC/m*
Chi-Square 38,503
df 3
Asymp. Sig. ,000

a Kruskal Wallis Test

b Grouping Variable: Season
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Tabla 11: valores de percentiles 25,50 y 75, correspondiente a la Figura 5 R.

Percentiles
Estacion | Minimum | Maximum
25 50 75
Invierno 29 12,3 4,650 | 6,450 | 8,850
Primavera 4.5 21,8 9,000 |12,825]16,650
Verano 5,1 59,4 12,825 | 28,125 | 44,288
Otoiio 5,1 26,0 7,388 [ 13,500 | 18,263

Tabla 13: Valores de la Prueba estadistica correspondientes a la Figura 6 R.

Estacién UFC/m’
Mann-Whitney U 60,000
Wilcoxon W 138,000
Invierno Z -,694
Asymp. Sig. (2-tailed) ,488
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,514(a)
Mann-Whitney U 23,000
Wilcoxon W 101,000
Primavera Z -2,830
Asymp. Sig. (2-tailed) ,005
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,004(a)
Mann-Whitney U ,000
Wilcoxon W 78,000
Verano VA -4,158
Asymp. Sig. (2-tailed) ,000
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,000(a)
Mann-Whitney U 33,000
Wilcoxon W 111,000
Otoiio 7 -2,252
Asymp. Sig. (2-tailed) ,024
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,024(a)

Tabla 14: Valores de los percentiles 25,50 y 75, correspondiente a las Figuras 6 R.

Estacion Zona Minimo | Maximo Percentiles
25 50 75
UDIMAS 2,9 9,6 4,163| 5,775 9,075
Invierno
Bellaterra 3,2 12,3] 5,775| 6,750 | 8,775
. UDIMAS 4,5 15,8] 5,550 9,750 | 13,313
Primavera
Bellaterra 9,9 21,812,225 | 15,300 | 20,175
UDIMAS 5,1 19,1] 9,488 | 13,800 | 17,700
Verano
Bellaterra 37,2 59,4 140,238 | 44,025 | 55,538
. UDIMAS 5,1 18,2] 6,188 9,975 | 15,488
Otoiio
Bellaterra 9,3 26,0]10,088 | 16,850 | 20,963
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Tabla 15: Valores de la Prueba estadistica correspondientes a la Figura 7 R.

UFC/m*
Chi-Square 42,815
df 2
Asymp. Sig. ,000

a Kruskal Wallis Test

b Grouping Variable: Season

Tabla 16: Valores de los percentiles 25,50 y 75, correspondientes a la Figura 7 R.

Percentiles
25 50 75
1 Antes 11,9156 | 11,35784 | 2,85 43,50 | 5,2875 | 8,5500 | 11,8500
2 Durante | 19,7531 ] 14,05893 | 4,50 59,40 [10,9125 | 16,2750 | 20,7750
3 Exterior | 33,9875 20,34521 | 10,95 78,30 [19,5750 | 27,1500 | 48,1875

Momento | Media | Desv. tip. | Minimo | Maximo

Tabla 17: Valores de la Prueba estadistica correspondiente a las Figuras 8§ Ry 9 R.

i UFC/m*
Zona Estacién
Mann-Whitney U | Wilcoxon W | Asymp. Sig. (2-tailed) | Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

Invierno

(Antes/Durante) 3,000 24,000 016 ,015(2)

Primavera

(Antes/Durante) 1000 21,000 ,004 ,002(a)
UDIMAS

Verano

(Antes/Durante) 3,000 24,000 016 ,015(a)

Otofio

(Antes/Durante) 1000 21,000 ,004 ,002(a)

Invierno

(Antes/Durante) 4,000 25,000 025 ,026(a)

Primavera

(Antes/Durante) 1000 21,000 ,004 ,002(a)
Bellaterra

Verano

(Antes/Durante) 1000 21,000 ,004 ,002(a)

Otofio

(Antes/Durante) 1000 21,000 ,004 ,002(a)
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Tabla 18: Valores de la Prueba estadistica correspondiente as las Figuras I0 Ry 11 R.

3
Estacién UFC/m
Zona Interior/Exterior)
( Mann-Whitney U | Wilcoxon W | Asymp. Sig. (2-tailed) | Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]
Invierno ,000 78,000 ,009 ,004(a)
Primavera ,000 78,000 ,009 ,004(a)
UDIMAS
Verano ,000 78,000 ,009 ,004(a)
Otofio ,000 78,000 ,009 ,004(a)
Invierno ,000 78,000 ,009 ,004(a)
Primavera 4,500 82,500 ,051 ,048(a)
Bellaterra
Verano ,000 78,000 ,009 ,004(a)
Otofio ,000 78,000 ,009 ,004(a)

Tabla 19: Valores de los percentiles 25,50 y 75 referente a las Figuras 8 R, 9 R, 10 Ry 11 R.

Zona

Estacion

Momento

Percentiles

25

50

75

UDIMAS

Invierno

Antes

3,075

4,575

5,513

Durante

7,088

9,000

9,600

Exterior

10,950

11,250

13,200

Primavera

Antes

4,725

5,700

8,588

Durante

11,138

13,275

14,513

Exterior

20,250

20,400

25,650

Verano

Antes

6,338

10,275

12,825

Durante

15,000

17,250

18,488

Exterior

52,650

58,650

64,800

Otoiio

Antes

5,213

6,225

6,638

Durante

13,650

15,075

16,913

Exterior

25,650

28,650

32,550

Bellaterra

Invierno

Antes

3,713

5,850

7,088

Durante

6,750

8,400

10,950

Exterior

15,300

18,900

23,400

Primavera

Antes

10,913

12,300

13,425

Durante

18,750

20,100

21,638

Exterior

19,350

24,450

34,800

Verano

Antes

37,763

40,275

43,500

Durante

50,175

54,825

58,050

Exterior

67,500

72,600

78,300

Otoiio

Antes

9,300

10,575

12,738

Durante

19,988

20,925

24,375

Exterior

29,850

32,550

34,050
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Tabla 20.: Valores de los percentiles 25,50 y 75 referente a la Figura 12 R.

P til
Localizacion | Estacion ereentries
25 50 75
UFC/m® 4,200 6,600| 9,000
Invierno | Temperatura| 21,750 | 22,800 | 24,475
Humedad 42,25| 45,00| 48,50
UFC/m® 9,375 13,0501 15,825
Primavera | Temperatura | 21,625 | 22,750 | 23,825
M Humedad 51,00 | 54,50 58,00
nterior
UFC/m® 12,975129,250 | 46,725
Verano Temperatura | 23,925 | 24,650 | 25,475
Humedad 50,00 | 61,001 66,75
UFC/m® 8,625 11,550 18,825
Otoiio Temperatura | 18,825 (20,300 22,300
Humedad 47,00( 51,00| 55,00
UFC/m® 9,600 | 13,350117,250
Invierno | Temperatura| 14,125 15,000 | 18,000
Humedad 40,25 42,00| 50,50
UFC/m® 18,075 ]22,500] 30,900
Primavera | Temperatura | 16,000 | 20,000 | 22,650
[ Humedad 45,00 49,00 51,00
xterior
UFC/m® 60,300 | 66,600 ] 71,025
Verano Temperatura | 23,350 | 24,500 | 25,000
Humedad 41,00 55,00| 62,75
UFC/m® 26,175(29,250| 34,425
Otoiio Temperatura | 14,775 17,000 ] 17,950
Humedad 39,50 43,00 46,50

Tabla 22: Valores de la Prueba estadistica correspondientes a las Figuras 13 Ry 14 R.
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Mann-Whitney Wilcoxon W Z Asymp. Sig. (2-tailed)
Alternaria sp 440,000 5096,000| 4,684 ,000
Aspergillus sp 561,500 5217,500| -896 ,000
Cladosporium sp 363,000 5019,000| 5,177 ,000
Levaduras 895,500 5551,500| 2,002 ,045
Fusarium sp 789,000 5445,000| 2,504 ,012
Micélio estéril 755,500 5411,500| 2,766 ,006
Mucor/ Rhizopus 923,500 5579,500] 1,653 ,098
Ochroconis sp 908,000 5564,000| 1,649 ,099
Paecilomices sp 1013,500 5669,5001 1,102 ,270
Penicillium sp 484,500 5140,500| 4,385 ,000
Wallemia sp 1032,000 5688,000| ,922 ,357
Acremonium sp 822,500 5478,500| 2,645 ,008




Tabla 23: Valores de los percentiles 25,50 y 75 referente a la Figura 13 Ry 14 R.

L Percentiles
Localizacion
25 50 75

Interior ,3000( ,7500| 1,2000
Alternaria sp.

Exterior 1,0125) 1,8750| 3,5625

Interior ,1500( ,6000| 1,4250
Aspergillus sp.

Exterior 9375 2,2500| 3,7125

Interior 4,0500 | 6,0000] 9,7500
Cladosporium sp.

Exterior 9,3750( 11,7750 | 19,7250

Interior ,0000{ 1,0000| 1,0000
Levaduras

Exterior 1,0000| 1,0000| 1,0000

Interior ,0000f ,1500| ,4125
Fusarium sp.

Exterior ,0000{ ,3750| 1,2000

Interior ,0000{ ,0500f ,1500
Micélio estéril

Exterior ,0000{ ,3000f ,6000

Interior ,0000{ ,0000| ,2625
Mucor/ Rhizopus

Exterior ,0000f ,1500| 1,0125

Interior ,0000{ ,3000| 1,0500
Ochroconis sp.

Exterior ,0000{ 1,0500| 2,9250

Interior ,0000{ ,0000f ,1500
Paecilomices sp.

Exterior ,0000{ ,0000| ,2625

Interior ;7875 1,3500| 2,1000
Penicillium sp.

Exterior 2,5500| 3,4500| 4,9125

Interior ,0000{ 1,0000| 1,0000
Wallemia sp.

Exterior ,0000{ 1,0000| 1,0000

Interior ,0000{ ,0000f ,1500
Acremonium sp.

Exterior ,0000f ,0750| ,5625

Tabla 24: Valores de la Prueba estadistica correspondientes a la Figura 15 R.

Udimas y Bellaterra Interior Exterior Chi -square
Alternaria sp 95,8% 100,0% ,583
Aspergillus sp 76,0% 91,7% ,074
Cladosporium sp 100,0% 100,0% 120
Levaduras 59,4% 79,2% ,072
Fusarium sp 51,0% 70,8% ,064
Micelio estéril 50,0% 66,7% ,108
Mucor/ Rhizopus 42.,7% 50,0% ,338
Ochroconis sp 61,5% 62,5% ,560
Paecilomices sp 29,2% 41,7% 175
Penicillium sp 96,9% 95,8% ,596
Wallemia sp 56,3% 66,7% ,245
Acremonium sp 26,0% 50,0% ,023
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Tabla 25: Valores de la Prueba estadistica correspondientes a las Figuras 16 Ry 17 R.

Localizacion Asymp. Sig. (2-tailed)
Alternaria sp ,000
Aspergillus sp ,021
Cladosporium sp ,000
Levaduras ,301
Fusarium sp ,158
Interior Micélio estéril ,005
Mucor/ Rhizopus ,262
Ochroconis sp ,001
Paecilomices sp ,942
Penicillium sp ,000
Wallemia sp ,682
Acremonium sp ,909

Tabla 26: Valores de los percentiles 25, 50, 75, referente a la Figura 16 Ry 17 R.

Percentiles
Lcalizaciéon Zone
25 50 75
UDIMAS ,3000( ,4500 ,7500
Alternaria sp.
Bellaterra A4875] 1,0500| 2,2125
UDIMAS ,0000| ,4500 ,9000
Aspergillus sp.
Bellaterra ,3000 (| ,7250| 12,5500
UDIMAS 3,6000 | 4,9500| 6,9000
Cladosporium sp.
Bellaterra 5,1750| 8,1000| 13,5750
UDIMAS ,0000| 1,0000| 1,0000
Levaduras
Bellaterra ,0000| 1,0000| 1,0000
UDIMAS ,0000| ,0000 ,3000
Fusarium sp.
Bellaterra ,0000| ,1500 ,6000
UDIMAS ,0000( ,0000 ,1500
Micélio estéril
X Bellaterra ,0000( ,1500 ,3000
Interior
UDIMAS ,0000| ,0000 ,1500
Mucor/ Rhizopus
Bellaterra ,0000| ,0000 ,3000
X UDIMAS ,0000| ,1500 ,7125
Ochroconis sp.
Bellaterra ,0000( ,7500| 1,8000
UDIMAS ,0000| ,0000 ,1500
Paecilomices sp.
Bellaterra ,0000) ,0000 ,1875
UDIMAS ,6000( 1,0500( 1,6500
Penicillium sp.
Bellaterra 1,1250 | 1,7250| 3,1125
UDIMAS ,0000| 1,0000| 1,0000
Wallemia sp.
Bellaterra ,0000| 1,0000| 1,0000
X UDIMAS ,0000| ,0000 ,1500
Acremonium sp.
Bellaterra ,0000) ,0000 ,1125
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Tabla 27: Valores de la Prueba estadistica correspondientes a las Figuras 18 Ry 21 R.

Interior Exterior Chi —square
Udimas/Bellaterra Udimas/Bellaterra Interior/Exterior

Alternaria sp 91%/100% 100,0%/100% ,059/,125
Aspergillus sp 31,3%/16,7 91,7%/91,7% ,075/,761
Cladosporium sp 100,0%/100,0% 100,0%/100,0% 96/24
Levaduras 54,2%/64,6% 83,3%/73,0% ,203/,500
Fusarium sp 45,8%/56,3% 58,3%/83,3% ,207/,185
Micelio estéril 39,6 %/60,4% 66,7%/66,6% ,041/,667
Mucor/ Rhizopus 37,5%/47,9% 33,3%/66,7 ,205/,110
Ochroconis sp 52,1%/70,8% 58,2%/66,7% ,046/,500
Paecilomices sp 31,3%/27,1% 50,0%/33,0% ,411/,340
Penicillium sp 93,8%/100% 100%/91,0% ,121/,500
Wallemia sp 54,2%/58,3% 66,7%/66,7% ,419/,667
Acremonium sp 27,1%/25,0% 41,7%/58,3% ,500/,34323

Tabla 28: Valores de la Prueba estadistica correspondientes a las Figuras 19 Ry 20 R.

Localizacion

Exterior

Asymp. Sig. (2-tailed) | Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]
Alternaria sp ,750 ,755(a)
Aspergillus sp ,386 ,410(a)
Cladosporium sp ,119 ,128(a)
Levaduras ,939 977(a)
Fusarium sp ,747 ,755(a)
Micélio estéril 573 ,590(a)
Mucor/ Rhizopus ,156 ,198(a)
Ochroconis sp ,358 ,378(a)
Paecilomices sp 477 ,551(a)
Penicillium sp 977 ,977(a)
Wallemia sp 1,000 1,000(a)
Acremonium sp 458 ,514(a)
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Tabla 29: Valores de los percentiles 25, 50, 75 referente a la Figura 19 R y 20 R.
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Percentiles
Localizacion Zone
25 50 75

UDIMAS 9000 1,8750( 3,5625
Alternaria sp.

Bellaterra 1,3875| 1,8750| 5,1750

UDIMAS ,7875( 1,6500) 3,9750
Aspergillus sp.

Bellaterra 1,5750| 2,4000| 3,4500

UDIMAS 9,0000| 10,1250 18,8250
Cladosporium sp.

Bellaterra 10,3125 | 14,9250 27,7125

UDIMAS 1,0000| 1,0000| 1,0000
Levaduras

Bellaterra ,2500( 1,0000{ 1,0000

UDIMAS ,0000 2250 11,4250
Fusarium sp.

Bellaterra ,1875 ,5250] 1,1625

UDIMAS ,0000 ,3000 ,5250
Micelio esteril

Bellaterra ,0000 ,3750 ,7125

Exterior

UDIMAS ,0000 ,0000 ,4500
Mucor/ Rhizopus

Bellaterra ,0000 ,52501 1,1625

UDIMAS ,0000| 1,0500( 1,8750
Ochroconis sp.

Bellaterra ,0000| 1,2000| 5,7375

UDIMAS ,0000 ,0750 ,3750
Paecilomices sp.

Bellaterra ,0000 ,0000 ,2625

UDIMAS 1,4250) 3,5250| 5,0625
Penicillium sp.

Bellaterra 2,5875| 3,4500| 4,6875

UDIMAS ,0000| 1,0000{ 1,0000
Wallemia sp.

Bellaterra ,0000{ 1,0000) 1,0000

X UDIMAS ,0000 ,0000 ,4500

Acr ium sp.

Bellaterra ,0000 ,2250 ,8250




Tabla 30: Valores de la Prueba estadistica correspondientes a las Figuras 22 R, 24 R, 26 R, 28 Ry 30 R.

Estacion Mann-Whitney U | Asymp. Sig. (2-tailed) | Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]
Invierno 7,000 ,001 ,000(a)
Primavera 19,000 ,006 ,004(a)
Alernariat sp.
Verano 10,500 ,001 ,000(a)
Otoiio 20,500 ,007 ,005(a)
Invierno 30,000 ,026 ,029(a)
Primavera 18,000 ,005 ,003(a)
Aspergillus sp.
Verano 45,500 ,169 ,174(a)
Otoiio 13,000 ,002 ,001(a)
Invierno 1,000 ,000 ,000(a)
. Primavera 14,500 ,003 ,001(a)
Cladosporium sp.
Verano 9,000 ,001 ,000(a)
Otoiio 9,000 ,001 ,000(a)
Invierno 44,000 ,090 ,158(a)
Primavera 57,000 ,229 ,462(a)
Levaduras
Verano 63,000 ,524 ,667(a)
Otoiio 45,000 ,105 ,174(a)
Invierno 55,500 ,186 ,402(a)
3 Primavera 14,000 ,002 ,001(a)
Fusarium sp.
Verano 47,000 ,185 ,210(a)
Otoiio 67,500 ,809 ,820(a)
Invierno 25,000 ,010 ,013(a)
Primavera 55,500 ,340 ,402(a)
Micelio Esteril
Verano 50,000 231 ,273(a)
Otoiio 53,000 ,291 ,347(a)
Invierno 57,000 ,230 ,462(a)
Primavera 64,000 ,608 ,705(a)
Mucor /Rrhizopus
Verano 48,500 215 ,230(a)
Otoiio 11,000 ,001 ,001(a)
Invierno 72,000 1,000 1,000(a)
Primavera 36,500 ,065 ,065(a)
Ochroconis sp.
Verano 37,000 ,068 ,073(a)
Otoiio 55,500 ,388 ,402(a)
Invierno 69,000 ,617 ,900(a)
Primavera 22,000 ,001 ,008(a)
Paecilomyces sp.
Verano 64,500 617 ,705(a)
Otoiio 61,500 579 ,595(a)
Invierno 25,500 ,015 ,013(a)
Primavera 26,500 ,018 ,015(a)
Penicillium sp.
Verano 41,000 ,107 ,116(a)
Otoiio 10,500 ,001 ,000(a)
Invierno 72,000 1,000 1,000(a)
Primavera 63,000 ,543 ,667(a)
Wall sp.
Verano 69,000 ,822 ,900(a)
Otoiio 54,000 ,178 ,374(a)
Invierno 72,000 1,000 1,000(a)
Primavera 27,000 ,008 ,018(a)
Acr iun sp.
Verano 47,000 ,179 ,210(a)
Otoiio 44,000 ,049 ,158(a)
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Tabla 31: Valores de los percentiles 25,50 y 75, correspondiente a las Figuras 22 R, 24 R,26 R, 28 Ry
30 R.

; ; L. Percentiles
Estacion Localizacion | Minimo | Maximo
25 50 75
Interior ,00 75 ,1500 ,3000 ,4500
Invierno
Exterior ,60 1,50 ,7125 ,8250 | 1,3875
Interior ,15 1,80 ,6000 ,9000 | 1,0500
Primavera
Exterior ,90 2,10 1,4625| 1,6500 | 1,8750
Alternaria sp.
Interior ,00 9,60 ,6375| 1,5000 | 3,0000
Verano
Exterior 3,45 7,20 4,2375| 6,3000 | 6,9750
Interior ,15 3,00 ,4500 ,7500 | 1,2000
Otoiio
Exterior ,90 3,60 1,6875| 2,1750 | 2,9250
Interior ,00 1,20 ,0000 ,1500 ,5625
Invierno
Exterior ,00 2,40 ,3375| 1,0500 | 1,7250
Interior ,00 2,10 ,0000 ,4500 ,8625
Primavera
Exterior 75 2,40 ,8625| 1,4250 | 2,4000
Aspergillus sp.
Interior ,00 9,30 ,7500 | 1,9500| 4,6875
Verano
Exterior ,00 8,40 2,7000| 4,3500| 7,9500
Interior ,00 3,00 ,3000 ,6500 | 2,0625
Otoiio
Exterior 2,10 6,90 2,1000| 2,8500| 4,5375
Interior 1,80 7,05{ 3,0000| 4,2000| 5,5500
Invierno
Exterior 6,90 12,00 7,6875| 8,8500 | 11,6625
Interior 2,55 10,95 3,9375| 5,7000| 8,2500
Primavera
P X Exterior 9,00 14,55 9,4500| 9,8250 | 12,1875
ladosporium sp.
Interior 2,55 29,85 6,4875]12,2250 | 21,4125
Verano
Exterior 19,95 37,20 | 23,3250 | 31,9500 || 35,6250
Interior 3,30 13,80 4,2000| 6,5250| 9,4875
Otoiio
Exterior 9,30 19,05 | 10,3125 | 15,3750 | 17,8125
Interior ,00 1,00 ,0000 ,0000 | 1,0000
Invierno
Exterior ,00 1,60 ,0000| 1,0000( 1,1500
Interior ,00 1,00 | 1,0000| 1,0000{ 1,0000
Primavera
Exterior 1,00 1,00 | 1,0000| 1,0000{ 1,0000
Levaduras
Interior ,00 1,00 | 1,0000| 1,0000{ 1,0000
Verano
Exterior ,00 1,00 ,0000| 1,0000( 1,0000
Interior ,00 1,00 ,0000 ,0000 | 1,0000
Otoiio
Exterior ,00 1,00 ,7500 | 1,0000{ 1,0000
Interior ,00 15 ,0000 ,0000 ,0000
Invierno
Exterior ,00 ,30 ,0000 ,0000 ,1875
Interior ,00 1,65 ,0000 ,1500 ,6375
Primavera
Exterior 45 2,55 ,9000 | 1,1250 | 1,5375
Fusarium sp.
Interior ,00 1,80 ,0000 ,6000 [ 1,1625
Verano
Exterior ,00 2,70 ,4500 | 1,2000 1,8000
Interior ,00 75 ,0000 ,1500 ,3000
Otoiio
Exterior ,00 75 ,0000 ,2250 4125
Micelio estélies . Interior ,00 ,30 ,0000 ,1500 ,1500
Invierno
Exterior ,00 75 ,2250 ,3000 ,7500
Interior ,00 45 ,0000 ,0000 ,1500
Primavera
Exterior ,00 45 ,0000 ,1500 ,3375
Interior ,00 1,20 ,0000 ,1500 ,5250
Verano
Exterior ,00 1,20 ,0000 8250 1,0875
Otoiio Interior ,00 ,60 ,0000 ,0000 ,3000
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Exterior ,00 ,60 ,0000 ,2250 4875
Interior ,00 ,30 ,0000 ,0000 ,0000
Invierno
Exterior ,00 ,00 ,0000 ,0000 ,0000
Interior ,00 ,60 ,0000 ,0000 ,1500
Primavera
Exterior ,00 ,90 ,0000 ,0000 ,4500
Mucor/Rhizopus
Interior ,00 2,55 ,0000 L3750 1,1250
Verano
Exterior ,00 3,00 ,0000| 1,5000( 2,7750
Interior ,00 75 ,0000 ,0500 ,3000
Otoiio
Exterior ,30 1,50 4125 ,6000 | 1,1625
Interior ,00 ,00 ,0000 ,0000 ,0000
Invierno
Exterior ,00 ,00 ,0000 ,0000 ,0000
Interior ,00 3,30 ,3000 , 7500 | 11,5375
Primavera
Exterior 45 5,85 ,7875] 1,8000| 3,7125
Ochroconis sp.
Interior ,00 8,40 ,2250 ,8250 3,1500
Verano
Exterior ,00 8,40 2,0250| 4,2750| 7,0500
Interior ,00 2,10 ,1500 ,4500 ,7500
Otoiio
Exterior ,00 1,65 ,0000 9750 1,4250
Interior ,00 15 ,0000 ,0000 ,0000
Invierno
Exterior ,00 ,00 ,0000 ,0000 ,0000
Interior ,00 ,30 ,0000 ,0000 ,0000
Primavera
Exterior ,00 45 ,1125 ,1500 ,3375
Paecilomyces sp.
Interior ,00 2,40 ,0000 ,0000 L1125
Verano
Exterior ,00 1,05 ,0000 ,0000 ,7125
Interior ,00 1,05 ,0375 ,3750 ,6000
Otoiio
Exterior ,00 ,90 ,0000 ,0750 ,9000
Interior ,30 2,40 ,6000| 1,2000 | 1,6125
Invierno
Exterior 1,20 5,55( 1,3125| 2,5500| 3,9750
Interior ,00 390( 1,0500| 1,4250| 1,8000
Primavera
Exterior 1,05 3,750 2,1750| 2,9250 | 3,5250
Penicillium sp.
Interior ,30 9,60 1,2000| 2,2500| 5,3250
Verano
Exterior ,00 16,20 2,2500| 7,0500 | 12,6000
Interior ,00 4,95 ,6375| 1,0750 | 2,1000
Otoiio
Exterior 2,70 5,10 3,1500 | 4,4250 | 4,9875
Interior ,00 ,00 ,0000 ,0000 ,0000
Invierno
Exterior ,00 ,00 ,0000 ,0000 ,0000
Interior ,00 1,00 ,0000| 1,0000{ 1,0000
Primavera
Wall Exterior ,00 1,00 ,7500| 1,0000{ 1,0000
’ Interior ,00 1,00 | 1,0000| 1,0000{ 1,0000
Verano
Exterior ,00 1,00 ,7500 | 1,0000{ 1,0000
Interior ,00 1,00 ,2500| 1,0000{ 1,0000
Otoiio
Exterior 1,00 1,00 | 1,0000| 1,0000{ 1,0000
Interior ,00 ,00 ,0000 ,0000 ,0000
Invierno
Exterior ,00 ,00 ,0000 ,0000 ,0000
Interior ,00 ,90 ,0000 ,0000 ,1500
Primavera
Exterior ,00 1,80 ,2250 ,3750 | 1,1250
Acr iun sp.
Interior ,00 2,40 ,0000 ,1500 ,6000
Verano
Exterior ,00 1,80 ,0000 , 7500 | 1,2375
Interior ,00 15 ,0000 ,0000 ,0000
Otoiio
Exterior ,00 45 ,0000 ,0750 ,3375
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Tabla 32: Valores de la Prueba estadistica correspondientes a las Figuras 23 R, 25 R, 27 Ry 29 R.
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Estacion Localizacion | Prevalencia (%) | Chi-square Test
Interior 97 ,634
Invierno
Exterior 100
Interior 100 30
Primavera
Exterior 100
Alternaria sp.
Interior 91,7 464
Verano
Exterior 100
Interior 100 30
Otoiio
Exterior 100
Interior 62,5 ,326
Invierno
Exterior 83,3
Interior 70,8 ,170
Primavera
Exterior 100
Aspergillus sp.
Interior 87,5 ,012
Verano
Exterior 83,3
Interior 83,3 ,388
Otoiio
Exterior 100
Interior 100 30
Invierno
Exterior 100
Interior 100 30
Primavera
Exterior 100
Cladosporium sp.
Interior 100 30
Verano
Exterior 100
Interior 100 30
Otoiio
Exterior 100
Interior 333 ,153
Invierno
Exterior 66,3
Interior 79,2 ,298
Primavera
Exterior 100
Levaduras
Interior 79,2 433
Verano
Exterior 66,7
Interior 45,8 234
Otoiio
Exterior 83,3
Interior 12,5 254
Invierno
Exterior 333
Interior 66,7 ,126
Primavera
Exterior 100
Fusarium sp.
Interior 62,5 ,326
Verano
Exterior 83,3
Interior 62,5 ,620
Otoiio
Exterior 66,7
Micelio estélies . Interior 58,3 ,261
Invierno
Exterior 83,3
Interior 41,7 ,531
Primavera
Exterior 50
Interior 54,2 ,469
Verano
Exterior 66,7




Otofio Interior 45,8 ,326
Exterior 66,7
Interior 20,8 ,298
Invierno
Exterior 0
Interior 29,2 ,600
Primavera
Exterior 333
Mucor/Rhizopus
Interior 70,8 ,600
Verano
Exterior 66,7
Interior 50 ,031
Otoio
Exterior 100
Interior 100 30
Invierno
Exterior 100
Interior 87,5 ,499
Primavera
Exterior 100
Ochroconis sp.
Interior 79,2 ,656
Verano
Exterior 83,3
Interior 79,2 433
Otoiio
Exterior 66,7
Interior 42 ,800
Invierno
Exterior 0
. Interior 12,5 ,002
Primavera
Exterior 83,3
Paecilomyces sp.
Interior 25 ,520
Verano
Exterior 33
Interior 75 237
Otoiio
Exterior 50
Interior 100 611
Invierno
Exterior 100
Interior 95,8 ,800
Primavera
Exterior 100
Penicillium sp.
Interior 109 ,200
Verano
Exterior 83,3
Interior 91,7 ,634
Otoiio
Exterior 100
Interior 100 ,536
Invierno
Exterior 100
Interior 70,8 ,480
Primavera
Exterior 83,3
Wall ‘
Interior 79,2 ,656
Verano
Exterior 83,3
Interior 75 227
Otoiio
Exterior 100
Interior 100 30
Invierno
Exterior 100
. Interior 29,2 ,026
Primavera
Exterior 83,3
Acr iun sp.
Interior 58,3 ,545
Verano
Exterior 66,7
Interior 16,7 ,120
Otoiio
Exterior 50
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Tabla 33: Valores de la Prueba estadistica correspondientes a las Figuras 31 Ry 32 R.

Zone Mann-Whitney U | Wilcoxon W| Z | Asymp. Sig. (2-tailed)
Alternaria sp UDIMAS 224,000 524,000 |-1,333 ,182
Aspergillus sp UDIMAS 124,000 424,000 | -3,443 ,001
Cladosporium sp | UDIMAS 71,000 371,000 | -4,478 ,000
Levaduras UDIMAS 192,000 492,000 | -2,293 ,022
Fusarium sp UDIMAS 216,500 516,500 | -1,613 ,107
Micélio estéril UDIMAS 269,000 569,000 | -,453 ,651
Mucor/ Rhizopus | UDIMAS 234,500 534,500 | -1,272 ,203
Ochroconis sp UDIMAS 206,500 506,500 | -1,786 ,074
Paecilomices sp | UDIMAS 223,500 523,500 | -1,622 ,105
Penicillium sp UDIMAS 117,500 417,500 | -3,532 ,000
Wallemia sp UDIMAS 192,000 492,000 | -2,293 ,022
Acremonium sp | UDIMAS 255,500 555,500 | -,859 ,391
Tabla 34: Valores de los percentiles 25,50 y 75 referente a la Figura 31 Ry 32 R.
3 . L. Percentiles
Zona Género Momento | Minimo | Maximo
25 50 75
. Antes ,00 1,20 ,3000| ,4500| ,7500
Alternaria sp
Durante ,00 2,100 ,3000| ,6750| ,8625
Antes ,00 1,20 ,0000| ,1500| ,5625
Aspergillus sp
Durante ,00 2,85 ,4500| ,8250|1,1625
. Antes 1,80 6,30 2,7750 | 3,6750 | 4,4250
Cladosporium sp
Durante 1,80 11,55 |5,4375 | 6,7500 | 8,2500
Antes ,00 1,00 | ,0000| ,00001,0000
Levaduras
Durante ,00 1,00 | ,0000 | 1,0000 | 1,0000
i Antes ,00 1,05 ,0000| ,0000{ ,1500
Fusarium sp
Durante ,00 1,50 ,0000| ,1500{ ,7125
Antes ,00 ,45] ,0000| ,0000| ,1500
Micélio estéril
Durante ,00 ,30( ,0000| ,0000| ,1500
UDIMAS
Antes ,00 1,20 | ,0000| ,0000| ,1500
Mucor/ Rhizopus
Durante ,00 ,751 ,0000| ,0000| ,3000
X Antes ,00 ,751 ,0000| ,0000| ,4125
Ochroconis sp
Durante ,00 1,65| ,0000| ,3000| ,7500
o Antes ,00 ,45] ,0000{ ,0000| ,0000
Paecilomices sp
Durante ,00 ,60] ,0000{ ,0000| ,2625
- Antes ,00 1,80 ,4500| ,6000 | 1,3500
Penicillium sp
Durante 45 4,95 11,0500 | 1,4250 | 1,8000
. Antes ,00 1,00 | ,0000| ,00001,0000
Wallemia sp
Durante ,00 1,00 | ,0000 | 1,0000 | 1,0000
X Antes ,00 ,90( ,0000{ ,0000| ,0000
Acremonium sp
Durante ,00 90| ,0000| ,0000| ,1500
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Tabla 35: Valores de la Prueba estadistica correspondientes a las Figuras 33 R y 36 R.

Udimas Bellaterra Chi —square
Antes/Durante Antes/Durante Udimas/Bellaterra

Alternaria sp 91,7%91,7% 100%/100% ,696/48
Aspergillus sp 54,2%/83,3% 87,5%/79,2 ,029/,701
Cladosporium sp 100%/100% 100%//100% 48/48
Levaduras 37,5%/70,8% 62,5%1/66,7 ,021/,500
Fusarium sp 41,5%/50% 58,3%/54,2 ,386/,500
Micelio estéril 37,5%/41,7 54,2%1/66,7 ,500/,228
Mucor/ Rhizopus 29,2%1/45,8% 54,2%/41,7% ,186/,282
Ochroconis sp 41,7%/62,5% 29,2%/29,2 ,124/,624
Paecilomices sp 20,8%/41,7% 33,3%/20,8 ,106/,259
Penicillium sp 87,5%/100% 100%/100% ,117/,48
Wallemia sp 37,5%/70,8% 54,2%1/62,5 ,021/,385
Acremonium sp 20,8%/33,3% 29,2%/29,2 ,259/,624

Tabla 36: Valores de los percentiles 25,50 y 75 referente a la Figura 34R y 35R:

Zone Mann-Whitney U | Wilcoxon W| Z | Asymp. Sig. (2-tailed)
Alternaria alternata Bellaterra 208,000 508,000 | -1,654 ,098
Aspergillus sp. Bellaterra 216,500 516,500 -1,480 ,139
Cladosporium sp. Bellaterra 168,500 468,500 | -2,465 ,014
Levaduras Bellaterra 276,000 576,000 -,299 ,765
Fusarium sp. Bellaterra 247,500 547,500 -,874 ,382
Micelio estéril Bellaterra 210,500 510,500 -1,664 ,096
Muco/Rhizopus Bellaterra 261,000 561,000 -,603 ,546
Ochroconis sp. Bellaterra 227,000 527,000 -1,275 ,202
Paecilomyces sp. Bellaterra 249,000 549,000 -1,028 ,304
Penicillium sp. Bellaterra 162,500 462,500 | -2,591 ,010
Wallemia sp. Bellaterra 264,000 564,000 -,579 ,562
Acremonium sp. Bellaterra 285,500 585,500 -,068 ,946
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Tabla 37: Valores de la Prueba estadistica correspondientes a las Figuras 34 Ry 35 R.

3 . L. Percentiles
Zona Género Momento | Minimo | Maximo
25 50 75
. Antes ,15 5,40 ,4500) ,7500| 1,7250
Alternaria sp.
Durante ,15 9,601 ,7875| 1,2750] 2,4000
X Antes ,00 6,001 ,1875 ,5250( 1,5375
Aspergillus sp.
Durante ,00 9,30 ,3375| 1,5000] 2,9250
X Antes 1,95 21,75(4,4250| 6,1500 | 12,1750
Cladosporium sp.
Durante 4,05 29,851 6,7125 | 10,0500 | 18,7500
Antes ,00 1,00] ,0000| 1,0000| 1,0000
Levaduras
Durante ,00 1,00] ,0000| 1,0000| 1,0000
X Antes ,00 1,80] ,0000| ,1500] ,3000
Fusarium sp.
Durante ,00 1,80] ,0000| ,2250] ,8625
Antes ,00 90( ,0000{ ,1250] ,1500
Micelio esteril
Durante ,00 1,20] ,0000| ,2250] ,4500
.| Antes ,00 1,80 ,0000| ,1250| ,4125
Bellaterra | Muco/rRrhzopusi
Durante ,00 2,551 ,0000| ,0000] ,2625
. Antes ,00 2,401 ,0000| ,0000] ,3875
Paecilomyce sp,s
Durante ,00 ,750 ,0000) ,0000f ,0000
X Antes ,00 8,40 ,0000| ,5250| 1,2000
Ochroconi sp.s
Durante ,00 6,00] ,0000] 1,4250| 2,3625
Paecilomyce sp.s | Antes ,00 2,401 ,0000| ,0000] ,3875
Durante ,00 ,750 ,0000) ,0000f ,0000
- Antes ,30 6,60] ,9375| 1,3500| 2,5500
Penicillium sp.
Durante ,60 9,60(1,5375| 2,1750| 4,0500
Antes ,00 1,00] ,0000| 1,0000| 1,0000
Wallemia sp.
Durante ,00 1,00] ,0000| 1,0000| 1,0000
X Antes ,00 2,401 ,0000| ,0000] ,1125
Acremonium sp
Durante ,00 J75(0 ,0000( ,0000) ,1125

Tabla 39: Valores de la Prueba estadistica correspondientes a la Figura 48 R.
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EXTRACTO ALERGENICO Bellaterra | Udimas Chi-square
Dermatophagoides pteronyssinus (d1 | 34% 45% , 112
Olea europea (19) 16% 27% , 058
Parietaria judaica (w21) 5% 7% ,552
Alternaria alternata (m6) 2% 9% ,030
Gramineas espontineas (g6) 21% 23% , 733
Platanus acerifolia (pl) 7% 17% , 030
Aspergillus sp (as) 1% 7% , 030
Cladosporium sp. (cl) 1% 5% , 097
Penicillium sp. (pn) 0% 7% , 007




Tabla 40: Valores de la Prueba estadistica correspondientes a la Figura 49 R.

EXTRACTO ALERGENICO Bellaterra | Udimas | Chi-square
D. pteronyssinus (d1) 39% 57% , 011
Olea europea (19) 24% 37% , 046
Parietaria judaica (w21) 8% 13% ,249
Alternaria alternata (m6) 7% 12% ,228
Gramineas espontineas (g6) 26% 26% 1,00
Platanus acerifolia (pl) 11% 28% , 002
Aspergillus sp (as) 4% 10% , 096
Cladosporium sp. (cl) 4% 12% , 037
Penicillium sp. (pn) 1% 14% , 000

Tabla 41: Valores de los percentiles 25, 50 y 75 referente a la Figura 50 R.

Percentiles

Extracto Alergénico Media Minimo | Méximo 25 50 75

D. pteronyssinus (d1) 33,73 9,00 130 12,00 [25,00| 47,25
Olea europea (19) 35,61 9,00 144 12,00 20,00 49,50
Parietaria judaica (w21) 26,9048 9,00 200,00 | 9,0000 | 16,00 | 20,0000
Alternaria alternata (m6) 26,2632 9,00 60,00 | 12,0000 | 24,00 | 35,0000
Gramineas espontineas (g6) 26,23 9,00 130 12,00 16,00 30,00
Platanus acerifolia (pl) 19,44 9,00 63 12,00 |16,00| 20,00
Aspergillus sp (as) 16,5000 9,00 28,00 | 9,0000 |16,00 21,0000
Cladosporium sp. (cl) 13,19 9,00 30 9,00 |10,50| 15,00
Penicillium sp. (pn) 17,60 9,00 45 9,00 |16,00| 20,00

Tabla 42: Valores de la Prueba estadistica correspondientes a las Figura 51 R.

Wl::liitl::;U Wilcoxon W | Asymp. Sig. (2-tailed)
Dermatophagoides pteronyssinus (d1) 909,000 1689,000 ,129
Olea europea (19) 308,000 608,000 ,043
Parietaria judaica (w21) 45,000 81,000 ,601
Alternaria alternata (m6) 15,000 43,000 ,022
Gramineas espontineas (g6) 211,000 562,000 ,019
Platanus acerifolia (pl) 146,000 212,000 ,800
Aspergillus sp (as) 16,500 26,500 ,614
Cladosporium sp. (cl) 14,000 24,000 , 191
Penicillium sp. (pn) 2,500 3,500 , 281
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Tabla 43: Valores de los percentiles 25,50 y 75 referente a la Figura 51 R.

Centro de N Percentiles
Estudio Std. . .
Udimas Mean | Deviati Minimu | Maximu
B"lTltOO; Valid | Percent on m m 25 50 75
ellaterra
n=100)
di Bellaterra 39 39,0% 30,08 23,602 9 110 12,00 20,00 40,00
UDIMAS 57 57,0% 36,23 26,913 9 130 15,50 30,00 49,00
© Bellaterra 24 24,0% 26,17 23,941 9 90 9,00 13,50 30,00
UDIMAS 37 37,0% 41,73 39,442 9 144 12,00 20,00 64,50
)1 Bellaterra 8 8,0% 16,25 10,039 9,00 40,00 9,75 14,00 16,0
w
UDIMAS 13 13,0% 33,46 52,307 9,00 200,00 9,00 16,00 29,5
B Bellaterra 7 7,0% 16,28 10,672 9,00 35,00 9,00 12,00 28,0
m
UDIMAS 12 12,0% 32,08 16,973 12,00 60,00 16,25 27,50 49,75
6 Bellaterra 26 26,0% 19,46 15,143 9 63 9,00 12,00 24,25
g
UDIMAS 26 26,0% 33,00 30,236 9 130 12,00 20,00 37,50
| Bellaterra 11 11,0% 19,55 11,970 9 40 9,00 12,00 28,00
p
UDIMAS 28 28,0% 19,39 13,464 9 63 12,00 16,00 20,00
Bellaterra 4 4,0% 15,000 | 4,5460 9,00 20,00 10,50 15,50 19,00
as
UDIMAS 10 10,0% 17,100 | 6,9999 9,00 28,00 9,00 16,00 24,25
| Bellaterra 4 4,0% 9,75 1,500 9 12 9,00 9,00 11,25
c
UDIMAS 12 12,0% 14,33 7,088 9 30 9,00 12,00 19,00
Bellaterra 1 1,0% 9,00 9 9 9,00 9,00 9,00
pn
UDIMAS 14 14,0% 18,21 10,721 9 45 9,00 16,00 22,50

Tabla 47: Valores de la Prueba estadistica correspondientes a las Figura 54 R.

Asymp. Sig. (2-sided) | Exact Sig. (2.sided)
D. pteronyssinus (d1) ,238 ,257
Olea europea (19) , 0,60 ,079
Parietaria judaica (w21) ,072 , 112
Alternaria alternata (m6) ,418 ,483
Gramineas espontineas (g6) |, 668 , 739
Artemisia vulgaris (w6) ,970 1,00
Bétula verrucosa (t3) , 328 1,00
Epitélio y caspa de gato (el) |, 500 , 575
Caspa de perro (e5) , 165 , 496
Tabla 53: Datos complementares sobre la prueba de Concordancia:

Prueba de Discordancia: Mc Nemar:

D. pteronyssinus (d1) ,016

Olea europea (19) ,000

Parietaria judaica (w21) ,125

Alternaria alternata (m6) 1,00

Gramineas espontaneas (g6) | ,000
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Anexo 8: Consideraciones generales sobre los principales hongos:

Alternaria sp.:

El genero Alternaria, por ejemplo, (Anamorfo de Lewia) incluye alrededor de 50
especies ubicuas, cosmopolitas, ampliamente distribuidas sobre todo en las regiones templadas.
Las especies mas comunes son A. alternata, A. dendritica y A. solani. Los conidios son muy
caracteristicos, y se forman en el &pice de las células conididgenas. El tamafio de 10-50 x 5-
14um, y frecuentemente presentan un apéndice apical simple o dividido, de forma, eliptica u
ovoide, tipicamente con septos transversales y longitudinales, frecuentemente también oblicuos
(Dictyospora). Paredes gruesas con la superficie lisa o rugosa, de color marrén palido u oscuro.

A menudo con una pequeiia cicatriz en la base.

En la gran mayoria de las publicaciones se considera que A. alternata es el principal
hongo alergénico, habiéndose demostrado que es responsable de asma y rinitis en pacientes
atopicos. El aumento de las alergias respiratorias observado en algunos paises durante el verano
se ha relacionado con el incremento en el numero de esporas extra e intramurales. Los
antigenos de 4. alternata se encuentran en el micelio y en las esporas, y también en el medio de
cultivo donde se desarrollan. Aunque ambas fuentes sean productoras de antigenos, el alergeno
mayor se halla con mas frecuencia en el micelio y en el medio de cultivo que en las esporas. Se
han descrito unos quince alergenos. Entre ellas se destacan Alt-1 (o Altal), una glicoproteina de
30 kD, la cual reacciona con la IgE de la mayoria de las personas sensibilizadas a A. alternata.
Su composicién quimica demuestra que contiene un 20% de carbohidrato que también parecen
fijar IgE. Otro antigeno, el Alt a 5, es una enolasa (enzima esencial en el proceso de glicolisis,
por lo cual se encuentra en diversos microorganismos). El Alt a 2 y Alt a 3, ambas con
proteinas de 70kD aunque esa ultima es reconocida por un nimero reducido de personas

sensibilizadas.

El género Aspergillus (anamorfo de Eurotium, Neosartorya, Emericella) consta de unas
170 especies ubicuas y cosmopolitas. Las mas frecuentes en las muestras aereas, entre otras,
son: A. flavus, A. fumigatus, A.niger, A. ochraceus, A. terreus, A. versicolor, A. wentii (Infante,

1992)

Aspergillus sp.:

Aspergillus es uno de los hongos mas frecuentes en la aeromicoflora de espacios
interiores y exteriores, durante todo el afio y en todo el mundo. Cuando es cultivado, las
colonias son verde oscuro, marrén, marron dorado, amarillo o blancas. Al analizarse al

microscopio, los conidi6foros son no septados, erectos sobre el micelio, de paredes engrosadas
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y alargadas y terminando en un engrosamiento o vesicula, que puede ser globosa, subglobosa,
en forma de baston, o hemisférica. Las esporas se producen en cadenas basipetas, en los
extremos de las céluas conididgenas, que tienen forma de botella. Las esporas tienen de 3-7um

de diametro, unicelular, esférico, hialino o coloreado, liso o equinado.

Los antigenos de Aspergillus, y especialmente de Aspergillus fumigatus, han sido muy
estudiados por sus aplicaciones en el diagndstico de las patologias infecciosas y de las alergias

respiratorias (Vanden, et.al, 1988)

La Aspergilosis Broncopulmonar Alérgica (ABPA), se produce en enfermos atopicos
en los que los aspergilos se desarrollan de forma no invasiva en la mucosa bronquial, por lo que

el estimulo alergénico es persistente.

Existen diferentes metodologias para la produccion de antigenos de Aspergillus,
utilizandose los extractos de la masa miceliar y del medio de cultivo o extractos metabolicos.
Existen muchos alergenos individualizados y descritos en Aspergillus fumigatus, como Aspfl,
Aspf2, Aspf3, Aspfd, AspfS, Aspf6, Aspf7, Aspf8, Aspf9, Aspf 10,Aspfll,Aspfl2, Aspfl3,
Aspfl4, AspflS, Aspfl6, Aspfl7, AspflS§, con distintos peso molecular, propiedades y grados

de reactividad con la IgE.

Cladosporium sp.:

Las especies del genero Cladosporium (anamorfo de Mycosphaerella) son ubiquistas y
cosmopolitas, sus esporas son las mas frecuentes en la atmosfera del medio exterior. Por la
morfologia de los conidios se puede diferenciar las dos especies mas comunes: C. herbarum y

C. cladosporioides.

Los conidios se originan sobre las células conidiogéneas en cadenas acropetas, a
menudo ramificadas, que se separan facilmente y que suelen presentarse cicatrices claramente

protuberantes.

Los conidios son uni o bicelulares, de forma elipsoidal, alargada, cilindrica u oblonga.
La pared es gruesa con la superficie claramente verrugosa o equinulada, de color marrén claro o
verde oliva. C. herbarum varia en tamafo entre 8.25 x 4-10 um y C. cladosporioides entre 15 x
2-6 um., las esporas son uni o bicelulares, de forma globosa, subglobosa, ovoide, o cilindrica,
con la pared con superficie lisa o0 muy débilmenterugosa, de color hialino o marrén-olivaceo

claro.
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La especie C. herbarum, juntamente con A. alternata, constituyen los principales
hongos alergénicos. La mejora en la forma de preparar y extraer los alergenos y la
estandarizaicion de los mismos, unido a la disponibilidad de técnicas inmunoldgicas de
laboratorio de elevada sensibilidad, han permitido conocer que existen numerosos alergenos
fijadores de IgE, algunos de los cuales han sido clonados. El Cla hl, un alergeno que ocasiona
el mayor numero de sensibilizaciones puesto que mas de 60% de los pacientes alérgicos a C.
herbarum reacionan con él. Es una proteina de 30kD. El Clah 6, es la enolasa que se encuentra
en esta especie y se ha demosntrado que tiene una similitud de mas del 80% con la enolasa de
Alt a 5 de A. alternata. Esto significa que, estas enolasas pueden considerarse como un

panalergeno fingico responsable de reacciones cruzadas en un considerable numero de casos.

Penicillium sp.:

El Penicillium (anamorfo Eupenicillium, Talaromyces), es un género con unas 200
especies ubicuas, cosmopolitas, muy comunes. Sus esporas son un componente habitual en la

aeromicoflora de interiores y exteriores.

En los cultivos sus colonias presentan color verde, gris o blanco. Los Conidiéforos son
mas o menos largos, erguidos, septados, hialinos, lisos o de pared rugosa, simples o ramificados
en su parte superior en forma de pincel. La ramificacion multiple del conidiéforo termina en un

grupo de células conididgenas de las que surgen largas cadenas de esporas.

Los conidios miden de 2-5 um de diametro, son unicelulares, esféricas o subesféricos,
elipticos o cilindricos, hialinos, azul verdosos o amarillentos en masa, de superficie lisa o

equinulada.

Las especies mas frecuentes descritas en las muestras aéreas son: P. chrysogenum, P.

decumbens, P. expansum, P. glabrum, P. italicum, P. rugulosum (Infante, 1992)

Los antigenos de Penicillium no son muy conocidos. Gander et.al., describieron la
presencia de componentes secretados con poder alergénico; posteriormente, Shen et.al, han
analizado P. oxalicum, encontrando un componente de 34kD que reacciona con IgE. (Gander

JE, et.al., 1980; Shen H.D, et. al, 1992).
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