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COMUNICACIONES A CONGRESOS Y SUBVENCIONES.

1.- Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral han sido presentados de forma

parcial en los siguientes congresos:

- Rodrigo MJ, Cruz MJ, Swanson M, Morell F. Quantification of airborne soybean
allergens with an amplified ELISA-inhibition method. International Conference of

the American Thoracic Society, Chicago 24 al 29 de abril, 1998.

- Rodrigo MJ, Cruz MJ, Garcia M, Lopez O, Morell F. Soybean aeroallergens levels
in Barcelona: a 28 month prospective study. XX Congress of the European

Academy of Allergology and Clinical Immunology. Berlin, Mayo 9-13, 2001.

- Cruz MJ, Rodrigo MJ, Garcia M, Untoria MD, Morell F. Soybean aeroallergen levels
in Barcelona in an intervention study. 7" International Symposium on Maritime

Health. Tarragona, 22-26 de Abril de 2002.

- Untoria MD, Rodrigo MJ, Genover T, Cruz MJ, Morell F. Concentracio
d’aeroal.lergen de soja en la ciutat de Barcelona en funci6 del periode horari. XXI
Diada Pneumologica de la Societat Catalana de Pneumologia. Barcelona, 11-12

Abril de 2003.
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2.- La presente tesis doctoral ha sido parcialmente subvencionada por las siguientes

becas:

- Estudio de provocacion bronquial para determinar la concentracion minima de

polvo de soja causante de obstruccion bronquial. Fis 98/0332.

- Beca FUCAP 1997 para el estudio del asma por soja.

- Niveles atmosféricos puntuales de soja en la ciudad de Barcelona y su relacién con

los episodios de asma en individuos sensibilizados. Fis 01/1386.

- Red Respira (Instituto Carlos Ill. Fis RTYC-CO3/11)-SEPAR.
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JUSTIFICACION DE LA PRESENTE TESIS DOCTORAL.

El trabajo estd estructurado siguiendo las recomendaciones de la normativa
para la presentacion de tesis doctorales como compendio de publicaciones, aprobada
por la Comision de Doctorado de la Universidad Autbnoma en noviembre de 1994 y

modificada en febrero de 2003.

La presente memoria se basa en dos articulos originales siguiendo la misma
linea de investigacion: Control ambiental de la concentracion de aeroalergeno de soja
en la ciudad de Barcelona. Dichos articulos se presentan en su version original en

inglés.

Esta tesis supone una aportacion desde el punto de vista ambiental y clinico a
la busqueda de medidas eficaces para el control de las epidemias de asma por soja.
La monitorizacion diaria de la concentracion ambiental del alergeno de soja permite,
junto con la medida de determinadas condiciones atmosféricas, controlar el proceso de
descarga de dicha leguminosa en el puerto de la ciudad de Barcelona. Esta
monitorizacion ha ayudado ademas a demostrar la eficacia de las nuevas medidas
adoptadas en las instalaciones del puerto para la descarga de soja, que han tenido
como consecuencia una reduccién importante de la concentracion de este
aeroalergeno en la atmdésfera de la ciudad. Estos hechos hacen posible recomendar la
implantacion de estas medidas de control en otras ciudades donde se descarga y/o

manipula soja.
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INTRODUCCION
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1.- EPIDEMIAS DE ASMA EN BARCELONA.

1.1.- Identificacion de las epidemias.

Durante los afios 1981-1987 se detectaron en Barcelona 26 epidemias de
asma, por aguel entonces de etiologia desconocida, que tuvieron como consecuencia
el ingreso de 1.155 personas en los Servicios de Urgencias de los Hospitales mas
grandes de la ciudad, generalmente con ataques agudos de asma, y 15 exitus debidos
a crisis de asma agudo antes del ingreso de los enfermos en el hospital'®. En estas
epidemias se observaba que en determinados dias del afio se producia en pocas
horas una masiva afluencia de casos de asma agudo a los Servicios de Urgencias de
los hospitales de la ciudad. Estos casos se caracterizaban por presentar una
sintomatologia de asma grave de inicio brusco que en un 8% de los casos precisaba
intubacion®*. Durante esos dias se detectd un nimero medio de ingresos por asma de
44 pacientes/dia (rango entre 12 y 96), siendo la media de admisiones habituales por
esta patologia de 1 a 9 pacientes/dia’. Estos ingresos suponian por tanto un
incremento de hasta 7 veces respecto a los ingresos habituales y resultaban
estadisticamente significativos. Los datos del nimero de admisiones por asma se
obtenian de los libros de registro de los Servicios de Urgencias de los cuatro
hospitales mas grandes de la ciudad, que cubrian aproximadamente el 90% de las

urgencias de Barcelona.

La mayoria de estos ingresos se producian entre el mediodia y las cuatro de la
tarde y la distribucidon de las areas geogréficas en la que los pacientes asmaticos
iniciaban la sintomatologia, mostraba una agrupacion en un area de la ciudad cercana

a la zona industrial del puerto (Figura 1); ademas no habia una estacionalidad, fuera
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de un ligero predominio en verano y otofio. Por ello, se definieron los dias epidémicos
como aquellos dias en los que el nUmero de ingresos por asma en los Servicios de
Urgencias de los hospitales de la ciudad era elevado y la concentracion de casos se
producia en un periodo de cuatro horas consecutivas y en un area restringida de la

ciudad®®.

Figura 1: Distribucion de las areas geogréaficas donde

los pacientes asméticos iniciaban la sintomatologia.

1.2.- Otras epidemias de asma en el mundo.

Estas epidemias de asma descritas en la ciudad de Barcelona no son un hecho
aislado ya que, las epidemias de asma bronquial, llamadas también brotes de asma,
son un fenédmeno descrito en la literatura médica. Las primeras que se describieron, en
las que se ha establecido claramente su etiologia, fueron las detectadas en Ohio
(USA), Sudéfrica, Francia y Brasil”®. En todas ellas la causa fue la inhalacién de polvo

de ricino procedente de molinos de grano ubicados en el interior de las ciudades o
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préximos a las mismas. Posteriormente, el fenédmeno se ha descrito en New Orleans
(USA), atribuyéndose la causa a diversos aeroalergenos naturales, en especial el
polen de ambrosia, diversas esporas fangicas y particulas amorfas parecidas a
detritos vegatales™. También se han descrito en New York (USA) y Birmingham (UK),
y aunque en ambas se descartd su relacion con agentes quimicos ambientales, no se

ha podido establecer la causa®**.

En el caso del asma por soja, con anterioridad a las epidemias acontecidas en
la ciudad de Barcelona, se habian publicado casos de asma inducido por inhalacion de
polvo de soja en escasos estudios. Este tipo de asma es conocido desde la
descripciéon de los 5 primeros casos por Duke y cols. en 1934 En 1973, se
publicaron los primeros casos de asma ocurridos en el puerto de Saint Nazaire,
después de la instalacion de una fabrica transformadora®®. Posteriormente, se han
identificado casos de asma por soja, 0 bien niveles altos de este alergeno en la
atmosfera, en New Orleans (USA)™, Néapoles (ltalia)™, y varias ciudades en Espafia

como Barcelona, Cartagena, Tarragona, Valencia, y A Corufia™®*é.
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2.- ETIOLOGIA DE LAS EPIDEMIAS

DE ASMA DE BARCELONA.

2.1.- Investigacion de la etiologia.

El hecho de que hubiera un area de la ciudad cercana al puerto en la que se
producian con mayor frecuencia estos ataques de asma®®, orientd la investigacion
etiolégica a un agente biolégico o quimico procedente del puerto de la ciudad.
Ademas, las condiciones atmosféricas que se habian producido en la zona durante los
brotes, favorecian la dispersion del posible agente responsable de las epidemias

desde algun foco de emisién del puerto.

Tras descartarse diversos agentes, la investigacion de las actividades de
descarga del puerto de Barcelona demostr6 que existia una coincidencia entre las
descargas de soja y estos brotes de asma®®. Para corroborar este hecho se realizaron
dos estudios; el primero dirigido a estudiar la asociacién entre dias epidémicos y
descarga de diferentes productos en el puerto y el segundo, un estudio caso-control
inmunolégico con la finalidad de evaluar la relacion entre episodio de asma y descarga

de soja®>*°.

En el primer estudio epidemiolégico?, se analizaron todas las sustancias que
habian sido manipuladas en el puerto en alguna de las 26 epidemias detectadas
desde 1981. El analisis de los registros de descarga de las empresas manipuladoras
de soja, ubicadas en el puerto de la ciudad, demostré que en todos los brotes de asma

identificados desde 1981 habia existido la presencia de un barco descargando soja.
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Ademas, se identificd que en 25 de los 26 brotes, el barco habia descargado en uno
de los silos del puerto (silo A), de los dos silos de descarga existentes. Este hallazgo
resulté consistente con la observacion de que en este silo A, la descarga de soja daba
lugar a la emision a la atmosfera de grandes cantidades de polvo que aparecia como
una nube visible. Este estudio concluy6 que habia una relacién directa entre descarga

de soja y brotes de asma, y permitié identificar el foco emisor.

El estudio caso-control*® tenia por objetivo analizar la relacién existente entre
niveles elevados de anticuerpos IgE especificos a la soja en el suero de los pacientes
y el hecho de padecer asma epidémico. Para ello, se determinaron los niveles de IgE
total e IgE especifica a soja y a un panel de neumoalergenos en dos grupos de
pacientes: 86 asmaticos epidémicos y 86 asmaticos no epidémicos, entendiendo por
no epidémicos los pacientes que ingresaban en los servicios de urgencias en dias no

epidémicos.

Los resultados obtenidos demostraron que el 74% de los asmaticos atendidos
en urgencias en los dias epidémicos tenian niveles elevados de anticuerpos IgE
especificos a soja, frente a un 4.6% de los enfermos atendidos en dias no
epidémicos™, y por lo tanto habia una sélida relacion causal entre los niveles de IgE
especifica de los pacientes y la descarga de soja en el puerto de la ciudad. La
demostracion de esta asociacion permitio: 1) confirmar la relacion entre inhalacién de
polvo de soja procedente de la descarga de los barcos del puerto y el asma epidémico,
y 2) demostrar la hipo6tesis de que estos brotes de asma epidémico estaban
producidos por un mecanismo de hipersensibilidad inmediata mediada por anticuerpos

IgE.
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2.2.- Alergenicidad de la semilla de soja.

Una vez confirmada la presencia de anticuerpos IgE especificos a la soja en los
pacientes asmaticos epidémicos, se iniciaron varios trabajos encaminados a identificar
y caracterizar los alergenos de la semilla de soja responsables de estas epidemias. En

un trabajo publicado en 1990, Rodrigo y cols.?

estudiaron diferentes partes de la
semilla de soja con la finalidad de identificar cual de ellas era la mas alergénica y
determinar que proteinas eran reconocidas por los anticuerpos IgE especificos de los
pacientes. Este estudio se realizé utilizando diversas técnicas inmunoquimicas: 1)
preparacion de extractos alergénicos de las diferentes partes de la semilla de soja, 2)
determinacion de los niveles séricos de anticuerpos IgE especificos frente a los
diferentes extractos, y 3) identificacién y caracterizacion de estas fuentes alergénicas
mediante técnicas electroforéticas de SDS-PAGE, IEF y Western blot. Los
experimentos demostraron que los extractos alergénicos realizados a partir de las
diferentes partes de la semilla de soja, compartian alergenos comunes aunque la
cascara de soja contenia una concentracion mayor de proteinas de bajo PM. Los
anticuerpos IgE especificos del suero de los pacientes se unian principalmente a dos
bandas proteicas con PMs inferiores a 14.4 kDa y pl inferior a 6.5 (Figura 2) y por lo
tanto era la cascara de soja la mas alergénica. Este hallazgo corrobord los hechos

descritos en la literatura de que las proteinas que causan atopia son

caracteristicamente de bajo peso molecular y pH &cido®.

Posteriormente, otros trabajos?*?® han confirmado que los anticuerpos IgE
especificos del suero de los pacientes asmaticos epidémicos reconocen
principalmente a dos isoalergenos glicoproteicos (Gly m la y Gly m 1b), que estan
relacionados en cuanto a sus propiedades fisico-quimicas e inmuno-quimicas y que

tienen PMs de 7y 7.5 kDa y pls de 6.1 y 6.8, respectivamente. Ambos isoalergenos

Maria Jesls Cruz Carmona 10



Tesis Doctoral

muestran en su composicion aminoacidica un elevado porcentaje de residuos
hidrofébicos, principalmente leucina e isoleucina. El estudio de la secuencia de los 42
aminodcidos del extremo N-terminal de los dos isoalergenos demostr6 que la
secuencia de Gly m 1la era idéntica a la de Gly m 1b excepto en el tripéptido amino-

terminal ausente en esta ultima.

188
98

62
49

38
28

17
14

vl bllbd

!

—

Figura 2: Carril 1 - Marcadores de PM. Carril 2 —» SDS-
PAGE de la cascara de soja. Carril 3 - Western blott del
suero humano con anticuerpos IgE especificos a las
proteinas de bajo PM de la cascara de soja.

El estudio de la reactividad alergénica concluye que ambas proteinas son
reconocidas por la IgE especifica del 95% de los pacientes que sufrieron asma
epidémico, lo que demuestra que es el alérgeno mayor de estas epidemias. Estos
trabajos han descrito también que las secuencias N-terminales de estas glicoproteinas
tiene una elevada homologia con la proteina hidrofébica de soja (HSP) descrita por

Odani y cols en 1987,
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La HSP es un miembro de la familia de proteinas ricas en residuos de
cisteina®, y al igual que Gly m | consiste en dos isoformas, una de las cuales también
carece del tripeptido aminoterminal, que Odani y cols. atribuyen a la actividad
proteolitica de las proteinas de la semilla de soja. Estas caracteristicas sugieren que
Gly m | y la HSP son esencialmente la misma proteina pero presentan un diferente

proceso post-traduccional.

Figura 3: Estructura tridimensional de la HSP

Los miembros de esta familia contienen 8 cisteinas que forman entre si 4
puentes disulfuro. Su estructura tridimensional, determinada por métodos de difraccion
de rayos X, es la de una molécula con una cuadruple hélice, formando dos hélices
antiparalelas que junto con los puentes de conexion forman una espiral, por lo que la
superficie final es similar a la encontrada en proteinas de mucha mas baja
hidrofobicidad (figura 3). Esto podria explicar porqué la proteina se libera facilmente de
la cascara de soja y por tanto, puede penetrar en las membranas mucosas del tracto

respiratorio produciendo las reacciones asmaticas®.
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3.- INTERVENCION AMBIENTAL.

3.1.- Reduccién de las emisiones procedentes de las descargas.

En Espafia existen plantas molturadoras de soja en Barcelona, Tarragona,
Valencia, Cartagena. A Corufia, Santander y Bilbao. Los principales productores son
Estados Unidos, China, Brasil y Argentina. En el puerto de Barcelona, tres empresas
almacenan y procesan parcialmente aproximadamente el 80% de la soja consumida
en esta area. Dicha leguminosa se transporta hasta el puerto por barco y la descarga
se realiza actualmente mediante aspiracion neumatica, que transporta la semilla desde
la bodega del barco hasta unos transportadores mecanicos que la distribuyen al lugar
de almacenamiento. Estas actividades resultan importantes ya que la soja es una
leguminosa cuya produccion mundial ha crecido de forma exponencial en los Ultimos
afios, debido a su riqueza en lipidos (20%) y proteinas de alta calidad nutricional
(35%). Espafia, importa anualmente 1.5 millones de toneladas métricas, y por lo tanto,
cuando se comprobo la relaciéon causal entre las epidemias de asma en la ciudad y la
descarga de soja, se considerd importante adoptar medidas en esta descarga para
evitar que se produjera una dispersion de polvo de soja a la atmoésfera, ya que

diariamente se manipulan grandes cantidades de esta leguminosa en el puerto.

Como ya se ha comentado, cuando se estudio6 la descarga de soja durante las
primeras epidemias, se observo que este proceso producia una emision a la atmdésfera
de grandes cantidades de polvo, que podia explicar las elevadas concentraciones de
este aeroalergeno detectadas en la atmosfera en los estudios ambientales que se

habian realizado (ver apartado 3.2). Esto era debido a que los silos no disponian de un
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sistema de absorcion de polvo y este se liberaba cuando la soja caia desde lo alto del
silo para ser almacenada. El vertido de polvo a la atmésfera se realizaba a 70 metros
de altura, y los focos de emision estaban situados de tal forma que favorecian el

transporte del polvo por el viento hacia el nicleo urbano.

Como consecuencia de este hallazgo se implantaron unos sistemas de
filtracion de las emisiones (filtros de manga) a través de los cuales pasa el grano de
soja cuando se descarga y que estan situados en los puntos criticos de producciéon de
polvo en los silos. Esto ocasiondé una importante reduccién en la concentracion
atmosférica de soja y una disminucidon del nimero de asmaticos atendidos en los

Servicios de Urgencias de los diferentes hospitales®.

Un andlisis del impacto de las medidas correctoras introducidas demostré que
durante los 838 dias consecutivos posteriores a la instalacion de estos filtros de
manga no se produjo ningudn brote de asma. La importancia de este hecho se pone de
manifiesto si se tiene en cuenta que en los 973 dias anteriores se identificaron hasta

20 dias con brotes de asma*®.

3.2.- Control de la concentracion ambiental de aeroalergeno de soja.

Ademas de esta evidencia visual ya comentada de la dispersién de polvo de
soja a la atmésfera durante los procesos de descarga, en los afios de estudio de las
epidemias de asma por soja en Barcelona, se han realizado diversos andlisis
ambientales encaminados a cuantificar estas emisiones de aeroalergeno de soja*®?'.
Uno de los primeros trabajos realizados en este sentido’, demostr6 mediante
microscopia éptica y electronica la existencia de particulas de soja en muestras de aire

recogidas en la ciudad durante los afios 1986-87, aunque en esta ocasion no se

cuantifico la concentracion ambiental de este aeroalergeno.
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Posteriormente, en un estudio publicado en 1991%’ se recogieron muestras de
aire urbano en dos estaciones de control atmosférico cercanas a la zona de descarga
del puerto que, como ya se ha comentado, son zonas muy pobladas de la ciudad y en
las que se identificaron muchos casos epidémicos. Las muestras recogidas fueron
sometidas a analisis de alcoholes, esteroides y se midié la concentracién de
aeroalergeno de soja en la Mayo Clinic (Rochester, Minn, USA) mediante un
inmunoensayo especifico (método de RAST-inhibicion) desarrollado en este centro. En
este periodo, los niveles mas elevados de aeroalergeno de soja oscilaron entre 1.500 y
10.500 U/m*® en dias epidémicos. Estos niveles contrastaban con los valores muy

inferiores obtenidos en dias en los que no se registraron epidemias (0.3 a 320 U/m°).

Un estudio posterior® realiz6 anélisis ambientales en muestras de aire
recogidas tras la instalacion de los filtros de manga en el puerto para minimizar las
emisiones de polvo a la atmésfera. En este caso las muestras fueron analizadas
nuevamente en la Mayo Clinic y los resultados obtenidos mostraron que la
concentracion de aeroalergeno habia descendido significativamente tras la instalacion
de estos filtros de manga. Asi, se obtuvo un rango de concentraciones que oscilé entre
5y 165 U/m® en 22 muestras recogidas en dias de descarga, después de la
implantacién de estas medidas. Estos resultados ponian en evidencia la eficacia de
esta medidas implantadas que hacian descender drasticamente el nivel ambiental de

aeroalergeno.

3.3.- Seguimiento de los pacientes asmaticos epidémicos.

Durante los afios de estudio de estas epidemias de asma por soja se han

realizado también diversos estudios de seguimiento de los pacientes asmaticos que

habian acudido a los servicios de urgencias de los distintos hospitales de la ciudad®*°.
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Un estudio realizado en 1987 tras las epidemias®® concluyé que entre los factores de
riesgo de estos pacientes se encontraban la reactividad cutanea frente a otros
alergenos ambientales comunes, una edad superior a 64 afios, habito tabaquico y

nivel de IgE superior a 100 1U/ml.

Dos afios después de las epidemias de asma se realiz6 un estudio caso-control
para estudiar las caracteristicas clinicas, funcionales e inmunoldgicas de estos
pacientes asmaticos®®, como una continuacién del estudio caso-control realizado en
1987. Este estudio incluia: 1) administracibn de un cuestionario respiratorio
estandarizado, 2) evaluacion de atopia mediante pruebas cutdneas frente a una
bateria de alergenos comunes, 3) cuantificacién de los niveles séricos de anticuerpos
IgE totales, y 4) pruebas de broncoprovocacion con metacolina. Los resultados
obtenidos corroboraron que los pacientes tenian una evolucion favorable, que
contrastaba con el elevado riesgo de sufrir episodios de asma e incluso muerte
durante los dias epidémicos. Sin embargo, a pesar de esta evolucién favorable, los
resultados de las pruebas cutdneas y los niveles de IgE totales fueron
significativamente mas elevados en los pacientes que en el grupo control, por lo que el
estudio demostrd que los individuos afectados estaban adun sensibilizados a pesar de
gue se encontraban asintomaticos, lo que hacia pensar en la existencia de estimulos
antigénicos que mantenian los niveles de IgE especifica a la soja.

Posteriormente, en 1995 se realizd otro estudio de seguimiento®3! en una
poblacién de asmaticos epidémicos y no epidémicos previamente estudiados en 1989.
Se utilizd para este estudio el mismo protocolo de cuestionario, pruebas cutaneas,
niveles de IgE totales y pruebas funcionales respiratorias. Se realiz6 también un
control ambiental de los niveles de aeroalergeno de soja durante 39 dias de descarga
en el puerto en los cuales el rango de concentracion obtenido oscil6 entre 31 — 269

U/m?3, nivel muy inferior al minimo valor de 1.500 U/m® encontrado durante un dia
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epidémico. La conclusién del estudio fue que 8 afios después del Ultimo estudio de
seguimiento se habia producido una importante reduccién en los niveles ambientales
de soja aunque aproximadamente la mitad de los pacientes asmaticos epidémicos
(55%) presentaban aun sensibilizacion a este alergeno frente a un 6% de los pacientes
asmaticos no epidémicos, lo que hacia pensar nuevamente que estos niveles eran

suficientes para producir un estimulo antigénico en estos pacientes.
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4.- NUEVOS EPISODIOS DE ASMA:

BROTES DE 1994 Y 1996.

Como ya se ha comentado, la instalacion de los filtros de manga en los silos
para la descarga de grano de soja, tuvo como consecuencia una importante reduccion
de la concentracion atmosférica de esta leguminosa y una disminucion del numero de
asmaticos atendidos en los servicios de urgencias®. Sin embargo, los estudios de
seguimiento realizados después de las intervenciones, demostraron que un namero
considerable de asmaticos epidémicos seguian sensibilizados a la soja®** lo que
hacia sospechar de la existencia de niveles de soja en la atmésfera que producian
estimulos antigénicos suficientes para mantener niveles de IgE especifica a la soja en

estos pacientes.

Efectivamente, tras unos afos sin incidentes, en 1994, se detecto otro brote
epidémico de menor magnitud que los observados durante los afios 80 y en el que
resultaron afectados 7 pacientes asmaticos repetidores®. En total se registraron 12
ingresos, que aungue no suponian un incremento de casos en la ciudad, lo que si que
resultaba anormal era el hecho de que 7 de estos 12 casos correspondian a asméaticos
repetidores, es decir pacientes que habian ingresado en los hospitales de la ciudad en

dias epidémicos anteriores.

Un estudio ambiental realizado posteriormente en filtros que se recogian
diariamente de forma rutinaria para analizar la contaminacién ambiental, permitié
cuantificar los niveles de aeroalergeno de soja existentes durante esos dias. Este
estudio comprobd que, el dia anterior a estos ingresos los niveles ambientales de soja

se situaron en 1.122 U/m?3, contrastando con un nivel maximo de 165 U/m® medido en
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un dia no epidémico en este periodo®. Este valor de 1.122 U/m® estaba cercano al
valor de 1.500 U/m?, considerado empiricamente como nivel umbral para la aparicion
de las epidemias. Tras diversos estudios se concluydé que durante las actividades
relacionadas con la descarga de soja en el puerto en esos dias, se produjo una
emision de polvo de soja superior al habitual®**, Este hecho hizo que se llevaran a
cabo controles en las instalaciones de las empresas manipuladoras de soja en el
puerto, aunque no pudo ser identificada ninguna incidencia durante la descarga y
tampoco se pudo encontrar ninguna relaciébn con las condiciones meteoroldgicas

existentes en esos dias™.

En Junio de 1996, se detecté un nuevo brote de asma epidémico que afect6 a
27 asmaticos, de los cuales 10 casos habian sido atendidos en anteriores brotes de
asma. Durante esos dias los registros relativos a las operaciones de descarga de soja
por parte de las empresas tampoco permitieron identificar incidencias especiales®. A
pesar de ello, se paralizaron las actividades de descarga de soja de dos buques
cargados con 48.000 toneladas de soja que se habian iniciado durante esos dias. En
los dias siguientes se procedi6 a la descarga controlada de esos buques, con
importantes limitaciones de hora, ritmo y flujo, y sin simultaneidad entre los dos
barcos. En este periodo ya se disponia de muestreadores ambientales que recogian
diariamente muestras de aire urbano durante 24 horas en diversos puntos de la
ciudad, aunque estas muestras eran conservadas y no se analizaban si no se producia
ninguna incidencia. La existencia de estas muestras permitié un analisis retrospectivo
que determin6é que los niveles de soja durante estos dias se situaban en un valor

cercano a 1.500 U/m?.
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5.- INCREMENTO Y MEJORA DE LAS INTERVENCIONES AMBIENTALES.

Hasta 1996 la descarga de soja en el puerto se realizaba sin restricciones, pero
a partir del brote ocurrido en esa fecha, las operaciones de descarga fueron
suspendidas cautelarmente hasta que se revisaron las instalaciones de las empresas
del puerto y estas operaciones de descarga. Posteriormente, como ya se ha
comentado, se autorizé la descarga de barcos no simultaneos con unas condiciones
especiales (menor velocidad de descarga, restricciones horarias y restricciones

relacionadas con las condiciones meteorologicas).

En Noviembre de 1997 se inici6 la sustitucion de los sistemas de filtracion de
polvo a la atmésfera (filtros de manga) por unos sistemas mas efectivos en la
reduccién de estas emisiones, y se empez6 a controlar diariamente la concentracion

ambiental de aeroalergeno de soja.

5.1.- Renovacién de los sistemas de filtracion de las emisiones.

Para reducir las emisiones de polvo de soja a la atmdsfera se instalaron nuevos
filtros de manga con una mayor capacidad de retencion, que sustituian a los filtros de
manga de poliester instalados en 1987. Estos nuevos filtros, denominados MPS (Micro
Pore Size Bag Filters) estan fabricados con poliester y fibras de acero inoxidable (BHA
Purifilter, SL) y su instalacion progresiva se inici6é para todas las empresas del puerto
en Octubre de 1997, finalizandose su instalacion completa en Marzo de 1998.
También fueron instalados en estos nuevos filtros de manga detectores de ruptura con

el propdsito de minimizar las emisiones.
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Estos nuevos filtros fueron instalados mientras se mantenia un régimen
especial de descargas en el cual no se permitia la descarga simultanea de dos barcos
y se restringian determinadas operaciones en funcion de las condiciones atmosféricas.
Estas restricciones finalizaron en verano de 1998, aunque se mantenia una vigilancia
extrema por si se debian poner de nuevo en funcionamiento si se producia un

incremento de la concentracién ambiental de aeroalergeno de soja®.

5.2.- Seguimiento meteorolégico.

La dispersion del polvo de soja a la atmésfera durante las actividades de
descarga esta influenciada por fenédmenos fisicos muy determinados como son la
velocidad del viento, la altitud de la capa de mezcla del aire y las turbulencias
verticales de esta capa. Durante los dias epidémicos habia una situacién anticiclonica
con una baja altitud de la capa de mezcla y viento ligero. Estas condiciones facilitan la
dispersién del polvo y ocasionan que una emision estable de soja a la atmésfera se
comporte de forma diferente en funcion de las condiciones atmosféricas de ese

momento®,

Estas caracteristicas han hecho posible establecer un modelo para predecir los
niveles de inmisién del polvo de soja que se utiliza de forma preventiva ya que se
conoce que unas condiciones meteoroldgicas determinadas estan asociadas a unos
niveles elevados de aeroalergeno de soja. Mediante esta modelizacion se han podido
establecer unas condiciones meteorolégicas de seguridad y unas condiciones de
riesgo, bajo las cuales se pueden alcanzar niveles elevados de aeroalergeno de soja
en la atmésfera. Estas valoraciones se incorporaron a las medidas de control, de
forma que se consideran como una segunda barrera de seguridad después del control

apropiado de las emisiones Por ello, en aquellos casos en los que las condiciones
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meteoroldgicas entran dentro del &rea considerada de riesgo, se informa al
Ayuntamiento y a las empresas, y bajo determinadas condiciones extremas, la

descarga de soja es suspendida para evitar incrementos puntuales en la atmdsfera.

5.3.- Monitorizacién diaria de la concentracién de aeroalergeno de soja.

Los primeros estudios de estimacibn de los niveles ambientales de
aeroalergeno de soja se iniciaron, como ya se ha comentado, en 1986. Estos niveles
de aeroalergeno se obtienen a partir del analisis de muestras de aire recogidas en
unos filtros colocados en muestreadores de aire que estan distribuidos en diversas
zonas de la ciudad. Estos filtros se recogen en periodos de muestreo de 24 horas y

son conservados hasta el momento de su andlisis.

Como ya se ha comentado en el apartado 3.2, en los primeros estudios
ambientales que se realizaron durante las epidemias, estas muestras eran enviadas a
la Mayo Clinic donde eran analizadas mediante un inmunoensayo especifico (técnica
de RAST-inhibicion)®*®. Con este método se han realizado diversos estudios
ambientales, pero a consecuencia de los brotes epidémicos ocurridos en 1996, el
Ayuntamiento reforzé la red de muestreadores ambientales, y se decidio realizar un
seguimiento diario de los niveles de inmisién de soja a la atmésfera, para evitar que se
alcanzaran nuevamente niveles que produjeran nuevos brotes de asma. Sin embargo,
el tiempo necesario para disponer de los resultados de los analisis ambientales
realizados en la Mayo Clinic era superior a 15 dias, lo que plante6 la necesidad de

disponer de un laboratorio méas cercano para que estos analisis fueran mas rapidos*.

Por este motivo se inici6 un trabajo en el Hospital Vall d’'Hebron que consistié
en la estandarizacion de un método de ELISA-inhibicibn que fuera sensible y

reproducible y que fuera comparable con el método desarrollado en la Mayo Clinic. El
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poder realizar los andlisis en la misma ciudad, reducia el tiempo de obtencién de los
resultados y por ello, este fue uno de los objetivos del primer trabajo presentado en
esta tesis doctoral. Puesto que los estudios ambientales previos se habian realizado
con el método desarrollado en la Mayo Clinic, era importante que el nuevo método
tuviera las mismas caracteristicas que el anterior con el fin de que los resultados

obtenidos en ambos laboratorios fueran comparables.

La diferencia entre los métodos de ELISA y RAST es que estos Ultimos utilizan
materiales radioactivos para obtener los resultados. Al iniciar la estandarizacion del
nuevo método en el Hospital Vall d’'Hebron se tomdé la decisién de utilizar una técnica
de ELISA que tiene una sensibilidad similar y no presenta los problemas asociados a
la utilizacion de materiales radioactivos. A pesar de esta variacién, y por lo comentado
anteriormente, las caracteristicas del método debian ser similares a las del ensayo
desarrollado en la Mayo Clinic y por ello, y con la colaboracién de dicho centro, se
realizé un estudio de concordancia de ambos métodos para conocer si los resultados
eran transferibles entre laboratorios, o que supuso otro de los objetivos del primer

trabajo presentado en esta tesis doctoral.

Una vez estandarizado el ensayo, a partir de noviembre de 1997 se
comenzaron a efectuar medidas de concentracion de aeroalergeno de soja en la
ciudad cada 24 horas utilizando este método de ELISA-inhibicion. Estas medidas
diarias han permitido disponer de un amplio registro de valores que aportan datos
sobre comportamiento del aeroalergeno de soja en funcion de diversas variables como
la descarga de soja en el puerto o las condiciones meteoroldgicas; y han permitido la
realizacion del segundo trabajo incluido en la presente tesis doctoral que esta
encaminado a comprobar, mediante la monitorizacion de la concentracion del alérgeno
de soja ambiental, la efectividad de las medidas de control implantadas para la

descarga. En este trabajo se ha estudiado ademas el impacto de estas medidas
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mediante el registro del nimero de pacientes asmaticos admitidos en los hospitales de
la ciudad durante un periodo determinado y el estudio de la sensibilizacién de estos
pacientes al alérgeno de soja. Estos datos pueden ser de ayuda en otras ciudades
donde se descarga y/o manipula semilla de soja para iniciar medidas preventivas

encaminadas a minimizar la exposicion de la poblacién sensibilizada a dicho alergeno.
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Los objetivos de los estudios presentados en esta Tesis Doctoral son los descritos a

continuacion:

Estudio 1:

Cruz MJ, Rodrigo MJ, Anté JM, Morell F. An amplified ELISA-inhibition method for the
measurement of airborne soybean allergens. Int Arch Allergy Clin Immunol
2000;122:42-8.

Los objetivos especificos del primer estudio fueron:
1. Estandarizar un método de ELISA-inhibicion amplificado para la estimacion de
la concentracion ambiental de aeroalergeno de soja.
2. Comparar este método con un método de RAST-inhibicion previamente

descrito.

Estudio 2:

Rodrigo MJ, Cruz MJ, Garcia M, Anté JM, Genover T, Morell F. Epidemic asthma in
Barcelona. An evaluation of new strategies for the control of soybean dust emission. Int
Arch Allergy Clin Immunol (2004;134: 158-64).

Los obijetivos especificos del segundo estudio fueron:
3. Analizar el efecto de las medidas protectoras implantadas en el puerto de la
ciudad de Barcelona para la descarga de soja.
4. Estudiar el efecto de las descargas de la semilla de soja tras la implantacion de
estas nuevas medidas en:
4.1. El incremento de la concentracion ambiental de este aeroalergeno.

4.2. El desarrollo de sintomas en los pacientes asmaticos sensibilizados.
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Abstract

Background: Measurement of the soybean aeroallergen
in Barcelona and other cities where soybean is unloaded
is of increasing importance in controlling population
exposure and evaluating the influence of such exposure
on the persistence of asthma symtpoms. Objective: The
aims of the study were: (1) to standardize an amplified
ELISA inhibition method for the quantification of soy-
bean aeroallergen and (2) to compare this method to a
previously described RAST inhibition method. Methods
and Results: An amplified competitive ELISA inhibition
method with a biotin-streptavidin system was carried out
using a pool of sera from soybean-sensitized patients.
The results were expressed as U/ml using a low-molecu-
lar-mass soybean allergen as reference standard. Repro-
ducibility was calculated by statistically comparing the
slope of the regression lines of the standard curve of 4
consecutive assays and by determining the coefficient of
variation (CV) of the percent inhibition data for each

The first two authors have contributed equally to the desing of the
study and the writing of the manuscript.

point of several independent standard curves, each from
the same assay (intra-assay) and also from a sepa-
rate assay (inter-assay). No significant differences in
the slopes were obtained by analysis of covariance
(ANCOVA) F = 1.04. The CV between assays varied
between 4 and 22% (for the assay range used in the ref-
erence standard) and was greater than the CV within
assays (5-10%). Only values with a CV(%) smaller than
20% were considered acceptable. 78.5% of the samples
satisfied this criterion. The RAST inhibition and ELISA
inhibition methods were compared by difference plots
from the values of 338 air filter eluates. The intraclass
correlation coefficient was 0.456 (p < 0.001). After the
results of both methods were classified as lower and
higher than 165 U/m3, the kappa index was 0.46 (p <
0.001). Conclusions: The data obtained in the present
study are comparable to those reported from other simi-
lar immunoassays. Moreover, despite the difficulty in
comparing air-sampling values from different laborato-
ries, the kappa index may be taken to represent fairly
good agreement beyond chance between both methods.
All these data demonstrate that the present immunoas-
say is useful for measuring airborne soybean aeroaller-
gens and can also be applied to evaluate the relationship
between exposure and the development of asthma
symptoms.
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Introduction

From 1981 to 1987, 26 asthma outbreaks occurred in
Barcelona. Epidemic days of acute asthma accounted for
958 emergency room admissions for unusually severe
asthma exacerbations, resulting in 20 deaths and frequent
admissions to the intensive care unit. Investigation of
these epidemics revealed that the outbreaks were caused
by soybean dust generated by unloading of soybeans in
Barcelona harbor on days when the wind carried the soy-
bean dust over the city [1-3]. Rodrigo et al. [2] demon-
strated that during an epidemic the serum of patients with
asthma reacted specifically to an acidic, low-molecular
mass (LMM) protein (< 14 kD) located principally in hulls
and dust of soybeans unloaded in the habor. Two proteins
located in soybean hulls were later shown to be the main
allergens responsible for this asthma epidemic [4]. Both
proteins are isoallergens (Gly m la and Gly m 1b) with
molecular weights of 7.0 and 7.5 kD, respectively, and are
highly homologous with the hydrophobic soybean protein
(HSP) described by Odani et al. [5].

In 1987, measures were taken to avoid the release of
large amounts of soybean dust into the atmosphere during
unloading. These measures consisted of fitting the silos
with bag filters and regularly following up dust emissions
during the soybean unloading process. This drastically
reduced the spread of the dust into the atmosphere. This
action produced a significant decrease in the atmospheric
concentration of the dust and, as a consequence, the asth-
ma epidemics disappeared [6]. However, low concentra-
tions of soybean dust still persist in the atmosphere at
detectable levels and despite the disappearance of the epi-
demics, a large number of the individuals affected were
still sensitive to soybean [6].

Soybean epidemic asthma has been well documented
in New Orleans, La. (USA) [7], Naples (Italy) [8] and
some cities in Spain [9-11]. These studies have demon-
strated the importance of reducing the emissions of soy-
bean dust during unloading operations. Therefore it is
very useful to have systems to monitor airborne soybean
allergen. Measurement of soybean aeroallergen concen-
tration is currently achieved by automated air samplers in
the city [12]. The allergen is extracted from the filters in
these air samplers and immunochemically assayed for its
contents of soybean proteins [13, 14]. These measure-
ments are used to assess the effectiveness of the interven-
tions aimed at reducing allergen exposure and to examine
exposure-response relationships in the asthmatic popula-
tion [15].

An Amplified ELISA Inhibition Method for
the Measurement of Airborne Soybean
Allergens

Several different immunological methods have been
used to measure occupational allergens, with the RAST
and ELISA inhibition being the most used. However,
ELISA methods have replaced the radioimmunoassays in
many laboratories, as they offer comparable sensitivity
without the problems of disposal and the short half-life
associated with radioactive materials [16].

Although inhibition methods are used by the FDA to
quantify skin test extracts [17] — also with other immuno-
chemical techniques — in most cases these methods are con-
sidered semiquantitative assays with potential long-term
reproducibility problems because of the use of heteroge-
neous antibody pools [18]. As a consequence, the compari-
son of absolute measurements of airborne allergens among
different studies is difficult. For each antigen, therefore,
assessment of the efficacy of each of these techniques is
essential for the quantification of exposure data [19].

The aims of the present study were: (1) to standardize
an amplified ELISA inhibition method for the measure-
ment of soybean aeroallergen; (2) to compare this method
with a previously described RAST inhibition assay [13].

Materials and Methods

Air Sampling

According to previous studies [12], large-volume automated air
samplers (CAV-A/HF, MCV, SA, Barcelona, Spain) containing glass
microfiber filters with a pore size of 1 um (Whatman International
Ltd., UK), installed in three districts of the city close to the harbor
and changed daily facilitate the collection of samples of airborne soy-
bean dust. The air volume used for dust collection was 55 m3/h.

Glass Microfiber Filter Elution

Soybean aeroallergens were extracted from the filters in 5 ml
PBS/0.2% BSA/0.1% Tween 20, pH 7.4 overnight at 4°C, after
which the filter was discarded and the eluates analyzed.

Validation of Allergen Extract

A soybean LMM allergen (soybean-LMM) containing proteins
with a molecular weight lower than 10 kD was used as reference prep-
aration for soybean aeroallergen measurement. This reference prepa-
ration was prepared following the protocol of Swanson et al. [13].

A soluble protein extraction with 0.1 M NH4 (HCO3) buffer, pH
7.9, was done. The eluate was subjected to double dialysis with 10-
and 3.5-kD pore size membranes (Spectrapor, Iberlabo, Los Angeles,
Calif., USA). Briefly, a solution of 100 ml of the soybean extract was
added to the 10-kD pore size dialysis membrane. The membrane was
placed posteriorly inside another 3.5-kD pore size membrane, to-
gether with 300 ml of H,Op. The extract was dialyzed against H,Op
at 4°C and shaken. The fraction containing the proteins with molec-
ular weights between 10 and 3.5 kD was later concentrated to a final
volume of 2 ml.

The following studies were conducted to assess the properties of
the soybean-LMM:
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Protein Composition (Electrophoresis of the Extract). The extract
was loaded onto a 5-17% SDS-polyacrylamide gradient gel. Antigen
extract containing 20 and 25 g of protein was treated with 5% mer-
captoethanol and applied to a 3% stacking gel. Electrophoresis was
carried out at 20 mA per gel until the tracing dye reached the bottom
of the gel. After electrophoresis, gels were stained with Coomassie
brilliant blue (Bio-Rad Laboratories, Richmond, Calif., USA).

Specificity of the Reference Preparation. In order to confirm
whether this soybean-LMM maintains its allergenic properties, 32
samples from asthmatic patients with a known concentration of IgE
to soybean (Glycine max, f14, UniCAP 100, Pharmacia AB, Upp-
sala, Sweden) were assayed by ELISA using the soybean-LMM stan-
dard and HSP [5] as antigens. Correlation coefficients between soy-
bean-LMM and HSP were analyzed by the Spearman rank test.

ELISA Inhibition Assay

The soybean allergen was determined by an amplified competi-
tive ELISA inhibition assay based on the method described by Swan-
son et al. [13] and modified as follows: wells of high-binding microtit-
er plates (Costar, Cambridge, Mass., USA) were incubated overnight
at room temperature with the LMM allergen (1:1,000 v/v) in 0.2 M
Na,CO3/NaHCOj; buffer, pH 9.2. After three washes (0.1 M phos-
phate buffer/0.1% Tween 20, pH 7.4), the plates were incubated
overnight at room temperature with 50 ul/well of either air sample
extract or the soybean-LMM reference preparation (with an assigned
value of 106 U/ml) and 50 pl/well of an undiluted pool of sera from
12 allergic patients (mean age 44 years) with 19 kU/I specific IgE to
soybean (UniCAP 100, Pharmacia AB, Uppsala, Sweden). The OD
at this antigen concentration at 450 nm was not higher than 1.20. It
should be noted that the pool of sera was obtained in large quantities
prior to starting the study to ensure the availability of this reagent.
After three washes, 100 ul/well of biotinated anti-human IgE
(0.5 pug/ml, clone B3102ES8; SBA, Ala., USA) were incubated for
1 h at 37°C and then rinsed. Thereafter, the plates were incubated
with 100 ul/well of streptavidin-peroxidase (1 ug/ml; SBA) for 1 h at
37°C and then rinsed. Thereafter, the reaction was allowed to devel-
op with 3% H,0,, 3,3’,5,5'-tetramethyl-benzidine for 20 min at room
temperature in the dark. The reaction was stopped with 2 M H,SOy4
and read at 450 nm with a plate reader (Titertek Multiskan Plus
MKII). The standard curve was constructed from six data points
using a four-parameter logistic curve fit, and the percentage inhibi-
tion was calculated by comparison with the uninhibited serum pool.
The soybean concentration of the air samples was calculated as:

[soybean] (U/m?) = (U/well) x filter elution volume (ml)

volume of air sampled (m3)

The minimum amount of allergen detectable with this assay was
calculated as the percentage of the maximum inhibition from which
the curve is no longer linear. This limit varied in each assay and is
expressed as U/ml. In the assays carried out in this study, the detec-
tion limit oscillated between 300 and 1,860 U/ml, 1 U was indirectly
estimated to contain approximately 1 ng of allergen [12]. These lim-
its were used to calculate the detection limits for a mean sampled
volume of 150 m3, These limits oscillated between 10 and 62 U.

Reproducibility

The reproducibility of the assay was assessed in two ways: (1) by
comparing the slope of the standard curve of four consecutive assays.
The percent inhibition data for each of the curves were plotted
against log concentration. The regression line in each case was con-
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structed from at least six points. Significant differences in the slopes
of the lines were then tested by analysis of covariance (ANCOVA);
and (2) by calculating the coefficient of variation (CV) within and
between assays. The CV of the assay was calculated by determining
the CV of the percent inhibition data for each point of several inde-
pendent standard curves each from the same assay (intra-assay) and
from a separate assay (inter-assay). The standard curves of the same
assay were independently diluted.

Comparison between the RAST and ELISA Inhibition Methods

The values for 338 air samples collected in glass microfiber filters
of automated air samplers were analyzed by the method described in
this paper and compared with the RAST inhibition method de-
scribed by Swanson et al. [13]. The two assays used the same elution
method and the soybean-LMM extract previously described as anti-
gen and reference preparation. Agreement between both methods
was assessed after classifying the results as lower and higher than
165 U/m3, since this value was the highest value recorded in 22 days
after the interventions [6].

Statistical Analysis

ANCOVA was used in the reproducibility study when comparing
the slopes of the regression lines obtained for the standard curves.
The significance of the test was then obtained from F tables. Correla-
tion coefficients between soybean-LMM and HSP were subjected to
the Spearman rank test. The ‘difference plot’ statistical procedure
recommended by Bland and Altman [20] was used to compare the
soybean concentration obtained by the ELISA inhibition and the
RAST inhibition methods; after logit transformation of the data, the
difference between the paired measurements was plotted against the
mean of the measurements. The 95% confidence interval for the dif-
ferences was used to assess the differences between both methods.
The limits of this interval were given by the mean difference + 1.96
SD. The kappa index and intraclass correlation coefficient were used
to assess the agreement between the two methods.

Results

Validation of Allergen Extract

Protein Composition. Figure 1 shows the Coomassie
brilliant blue stain of 5-17% SDS-PAGE gel of soybean-
LMM extract. The extract demonstrated predominant
bands <14.4-kD MW markers.

Specificity of the Reference Preparation. For the 32 val-
ues of specific IgE (A4s50nm) against soybean-LMM and
HSP in asthmatic patients, the medians (ranges) were
0.187(0.092-0.887) for soybean-LMM and 0.274 (0.109-
1.068) for HSP. No significant differences were found
between them (r = 0.939, p<0.0001).

Variation in Sample Duplicates and Criteria for Result

Acceptance

Owing to the variability of these methods, specific cri-
teria for result acceptance were established. Figure 2
shows the variation in duplicates of 84 samples used to
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Fig. 1. Coomassie brilliant blue stain of 5-
17% SDS-PAGE gel of soybean-LMM stan-
dard. Lanes 1 and 5: MW markers; lanes 2—
4: soybean-LMM (20, 20 and 25 pg). The
extract demonstrated predominant bands
<14.4-kD MW markers.

Fig. 2. Variation in duplicates of 84 sam-
ples. We consider only values with a CV (%)
of less than 20% as a criterion for acceptance 20
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Fig. 3. No significant difference was found
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between the slopes of the four standard 0
curves (ANCOVA) performed consecutive- 0 60
ly. These results show that the assays are

comparable.

standardize the method. Only values with a CV (%) less
than 20% were considered acceptable. 78.5% of the sam-
ples satisfied this criterion. All tested samples were re-
peated until this criterion was met.

Reproducibility
The regression lines derived from the standard curves
of four consecutive assays are shown in figure 3. No sig-
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110 160 210 260 310 360 410 460 510

Antigen concentration (U/mt)

nificant differences were found among the slopes of the
four standard curves plotted consecutively. These results
show that the assays are comparable. The CV between
assays varied between 4 and 22% (for the assay range used
in the reference standard) and was greater than the CV
within assays, which ranged from 5 to 10%.
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Fig. 4. log difference plot of 336 samples measured by the two immunoassays with limits of agreement (dashed

lines).

Comparison between the RAST and ELISA Inhibition

Methods

Median concentrations of soybean allergens were cal-
culated as the distributions were not normal. The median
(range) values of the 338 air samples were 50 U/m3
(0-636) for the ELISA inhibition method and 54 U/m3
(0-610) for the RAST inhibition method. Figure 4 shows
the difference plot analysis of the concentrations (U/m3)
of the 338 air filter eluates. The differences between loga-
rithms were —2.24 and 2.6 in approximately 95% of the
cases. The intraclass correlation coefficient was 0.456
(p < 0.001). After classifying the results of both methods
as lower than or equal to 165 U/m3 and higher than 165
U/m3, the value of the kappa index was 0.46 (p < 0.001).

Discussion

Both the epidemiological studies and the studies on
specific IgE to soybean carried out following the asthma
epidemics in Barcelona attributed their cause to the
unloading of soybean in the harbor [1, 3]. The environ-
mental intervention in September 1987 with the installa-
tion of bag filters in a silo led to a decrease in airborne
soybean concentrations and the subsequent disappear-
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ance of the epidemics [6]. The 1,555 U/m3 level of soy-
bean allergen detected during a determined asthma epi-
demic day [12, 21] was substantially higher than the high-
est value (165 U/m3) recorded in 22 unloading days after
the interventions [6]. These data show that the measure-
ment of soybean aeroallergen levels in harbors loading
and unloading soybean is of increasing importance in con-
trolling the efficiency of the environmental interventions
in order to prevent new asthma outbreaks in these areas.
The present study reports the assessment of a new
amplified ELISA inhibition method for the measurement
of this airborne soybean allergen, with a biotin-streptavid-
in system which increases the sensitivity of this assay.
Several techniques have been used to measure the aller-
gens in the air [18, 22-24]. The direct ELISA or RIA
methods are used for the measurement of allergens for
which there are specific monoclonal antibodies and puri-
fied antigen for use as a reference standard. Rapid ad-
vances have been made in the last few years in allergen
characterization and sequence determination using chem-
ical and molecular biological approaches. However, in
many cases neither specific monoclonal antibodies nor
purified antigen are available. In these cases, the other
alternatives are competitive immunoassays. The princi-
ple of these methods is the comparison of specific immu-
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noglobulin binding by the soluble material extracted from
the filters with a reference allergen source.

Competitive inhibition assays are considered to be
semiquantitative methods [19], and accurate measure-
ment requires assessment of the efficacy of these tech-
niques. One of the limitations is the absence of standards,
which are currently unavailable for quantifying soybean
aeroallergen. The results of the present study refer to a
reference preparation (soybean-LMM) with an assigned
value of 10° U/ml. The soybean-LMM reference proved
to be a suitable reference preparation for the measure-
ment of soybean exposure, as shown by the results of the
SDS-PAGE gel (fig. 1) and the correlation study of spe-
cific IgE to HSP. These studies demonstrated that this
standard is composed of the LMM proteins responsible
for the asthma epidemics and contains most of the soy-
bean allergenic activity [2].

A further disadvantage of these methods is their poor
reproducibility. In our study, the results of intra- and
interassay CVs and the slope of the inhibition curves
(fig. 3) show them to be comparable to those reported for
similar immunoassays [18, 25]. However, in order to
improve the quality of the method, it is necessary to estab-
lish a specific criterion for result acceptance. Only values
with a CV(%) in duplicates less than 20% were considered
as acceptable. This seems to be a valid criterion consid-
ering that these are semiquantitative methods and are
similar to those adopted by other authors. Gordon et al.
[25], in a study of measurement of airborne rat urinary
allergens, allowed more than 30% variation in duplicates.
On the other hand, another factor which decreases the
variability of the method is the use of PBS/0.2% BSA/
0.1% Tween 20 as elution buffer, as the addition of Tween
20 to the elution buffer is known to be the simplest, most
sensitive and reproducible method for aeroallergen elu-
tion.

In the absence of a ‘gold standard’ for measuring soy-
bean allergen in airborne dust samples, the present study
compared the two methods currently available for the
measurement of this aeroallergen. This study showed that
results obtained by the two methods gave similar relative
values but that individual concentrations showed differ-
ences. It is common practice to use correlation coeffi-
cients and regression lines when comparing two methods.
This approach, however, does not give the measure of
agreement between the methods. An alternative method
is the use of difference plots [20, 26], which was that used
in this study. The intraclass correlation coefficient was
r=0.456, p<0.001, but once the results were classified as
lower and higher than 165 U/m3, the kappa index of 0.46,

An Amplified ELISA Inhibition Method for
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p < 0.001 may be taken as presenting fair to good agree-
ment beyond chance [27].

Differences between these immunoassays could theo-
retically be due to the dust-sampling method and filter
elution or to the immunoassays used [28, 29]. Given that
the dust-sampling method and filter elution are the same
for both assays, in this case differences could be due to the
immunoassay used. Other comparative studies for the
measurement of airborne rat allergen levels have shown
that identical air samples would yield different results
depending on the assay technology used, with the most
important factors being the source and type of antibodies
employed [30, 31]. In this study, the different sources of
antibodies used could explain some of the differences
obtained in the individual concentrations, as demon-
strated by Swanson et al. [32], in a study of airborne mite
allergens using monoclonal antibodies, rabbit polyclonals
and human sera as detection antibodies.

This study shows that the ELISA inhibition assay
described is a useful tool for the measurement of soybean
aeroallergen. The practical significance of the results of
this assay is that the allergen can be measured with a com-
petitive ELISA method, since although monoclonal as-
says had high sensitivity, specificity and reproducibility,
they were limited in that they do not detect other allergens
present that may cause symptoms. This method is a mark-
er of allergen load and, together with the measurement of
meteorological atmospheric conditions, permits a control
during the unloading of soybean in Barcelona to be estab-
lished. This assay also informs on the concentration of
this allergen in the atmosphere and facilitates the moni-
toring of the impact of environmental intervention con-
trols used, e.g. unloading with a system of pumps that
reduces the quantity of dust in the atmosphere, thereby
avoiding excessive levels of soybean allergen.

In conclusion, the amplified ELISA inhibition method
described appears to be an effective and reproducible
method to be used for the measurement of soybean aller-
gen in the environment where this bean is manipulated.
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Abstract

Background: Asthma attacks and mortality due to inhala-
tion of soybean antigens in Barcelona have been well
documented. Strict protective measures in the unloading
process were established in 1998 to avoid the release of
soybean dust into the atmosphere. The present study
was undertaken to assess the effectiveness of these
latest environmental measures, and, if effective, to rec-
ommend their implementation in the many harbours
where soybean is unloaded. Methods: Levels of soybean
aeroallergen were analysed daily during a period of 5
years and 2 months in a total of 1,854 samples, 125 from
the pre-intervention period and 1,729 from the postinter-
vention period. Additionally, the number of asthma ad-
missions to the emergency rooms of the city’s three larg-
est hospitals was recorded. Asthma patients attended at
home by the public home emergency service and judicial
autopsies registering asthma deaths were also investi-

gated. Results: The mean concentration of soybean
aeroallergen was 159 U/m3 in the pre-intervention period
and 39 U/m3 in the postintervention period (p < 0.0001).
Significant differences in postintervention aeroallergen
concentrations were found between days of soybean
unloading (42 U/m?3) and days of no unloading (33 U/m3),
with p < 0.0001. No significant relationship was found
between concentrations of environmental soybean aero-
allergens and the number of emergency room admis-
sions for asthma. Conclusions: Implementation of strict-
er protective measures in silos for the soybean unload-
ing process has reduced the concentration of soybean
dust in the atmosphere and evidences the effectiveness
of the measures adopted.
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Introduction

From 1981 to 1987, 26 asthma outbreaks occurred in
Barcelona. During that time, acute asthma accounted for
958 emergency hospital admissions, mostly due to unusu-
ally severe asthma exacerbation, as well as a high rate of
admissions to the intensive-care unit and 20 deaths.
Investigation into these epidemics revealed that the asth-
ma outbreaks were caused by soybean dust generated by
soybean unloading in the harbour when certain wind con-
ditions carried the soybean dust over the city [1-3].

In 1987, measures were taken to avoid emission of
large amounts of soybean dust into the atmosphere during
unloading. These measures, based on emission channel-
ling and the use of bag filters for unloading, drastically
reduced the spread of dust into the atmosphere and, for
many years, prevented new outbreaks [4]. In 1994 and
1996, however, new asthma outbreaks were recorded,
even though no changes had been made in port or indus-
trial facilities. Furthermore, evidence of occasional in-
creases in environmental allergen levels, documented per-
sistence of soybean sensitivity in affected patients and
sporadic admissions of sensitised patients with acute asth-
ma supported the hypothesis that significant leakage of
soybean dust into the atmosphere still occurred during
unloading [35, 6].

Consequently, in 1998, new environmental measures
were adopted based on the recommendations of the Cata-
lan health authorities. These involved fitting the silos with
greater particle-retention capacity bag filters in order to
avoid the release of soybean dust into the atmosphere and
daily soybean monitoring in a district close to the harbour
using a large-volume automated air sample, as a means of
determining exposure risk in the asthmatic population.

Soybean is loaded and unloaded in many harbours
around the world, and epidemic asthma has also been
documented in the ports of Saint-Nazaire (France) [7],
New Orleans (USA) [8], Naples (Italy) [9] and other cities
in Spain [10-12], but there are no published studies on
the use of daily soybean allergen monitoring as a means of
prevention in these or other cities. As a result of this daily
monitoring in Barcelona, an ample registry of acroaller-
gen concentration data has been compiled for the first
time and has formed the basis of an environmental model
that may serve as a reference for atmospheric studies else-
where. Taking into account these considerations, the aims
of the present study were: (1) to analyse the effect of the
latest protective measures on the atmospheric soybean
aeroallergen concentration and (2) to study the conse-
quences of current concentrations of soy aeroallergens on
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the number of asthma admissions in the city’s hospitals.
The results of this study could encourage other cities to
control their atmospheric levels of soybean allergen and,
if these levels are elevated, to initiate preventive measures
to avoid exposure of the soybean-sensitised population to
allergen levels that might provoke asthma symptoms and
even induce severe asthma attacks.

Material and Methods

Intervention Measures

The protective measures adopted in the port of Barcelona con-
sisted of the installation of micropore size bag filters (polyester with
inox fibres, BHA Purifilter, SL) in the silos for the unloading process
and sleeve rupture detectors on all filters, in order to minimise chan-
nelled emissions.

Air Sampling

As described in previous studies [13], a large-volume automated
air sampler (CAV-A/HF, MCV, SA, Barcelona) containing 1-um
pore size glass microfibre filters (Whatman International Ltd., UK)
was installed at 0.5 km from the harbour area. The filter was changed
daily. The measurements were obtained on successive days over the
study period, and there was one measurement per day. A 55 m%h air
volume was used for dust collection, and the sampler was active 24 h
a day. Over a period of 5 years and 2 months, 1,854 samples were
analysed, including 125 initial samples collected before protective
measures were implemented (pre-intervention period, up to March
1998), and 1,729 samples collected after (postintervention period,
April 1998 to December 2002). Soybean unloading data in the har-
bour were recorded during these periods. Daily average temperature,
relative humidity, rainfall, barometric pressure and wind conditions
were recorded daily from the Barcelona harbour weather station.

ELISA Inhibition Assay

Soybean aeroallergens were extracted from the filters in 5 ml
PBS/0.2% BSA/0.5% Tween 20, overnight at 4°C, after which the
filter was discarded and the eluates were analysed.

Soybean concentration was determined by an amplified ELISA
inhibition assay based on a method described previously [14], using a
serum pool with specific IgE antibodies of subjects allergic to soy-
bean from the city of Barcelona. In the new batches of the human
pool of sera a level of specific IgE to soybean of 19 kU/l (UniCAP
100, Pharmacia AB, Uppsala, Sweden) was maintained. A low-
molecular-mass soybean allergen (soybean-LMM) standard, contain-
ing proteins with a molecular weight below 10,000 daltons, was used
[15]. The following studies were conducted to assess the properties of
the new batches of soybean-LMM: (1) protein concentration mea-
surement (BCA method, Pierce, Rockford, Ill., USA), (2) protein
composition (electrophoresis of the extract), (3) specificity of the ref-
erence preparation (samples from asthmatic patients with a known
concentration of IgE to soybean were assayed by ELISA using the
soybean-LMM allergen as antigen) [15].
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Asthma Admissions and Home-Attended Acute Asthma

Exacerbations

The number of admissions for asthma in the emergency rooms
and intensive-care units of the three largest urban hospitals during 68
days (November 2001 to February 2002) of the postintervention
period were recorded and compared with results obtained in pre-
vious intervention studies. Asthma patients attended at home during
the same period by the public home emergency service were also
recorded. Judicial autopsies during these days were studied to detect
asthma deaths.

Patients who went to the emergency rooms were classified with
respect to their asthma symptoms into 4 groups according to the
GINA guidelines [16]: mild, moderate, severe and near fatal
asthma.

Sensitisation to Soybean Allergens

A subgroup of patients agreed to visit a central office where a
blood sample was taken to determine specific IgE to soybean by a
previously described ELISA method [17]. Results were expressed as
U Ays50 nm- Values above the mean +2 standard deviations of the
results obtained in a control population of 30 healthy individuals pre-
viously studied in our laboratory were considered positive. This cut-
off was established at 0.330 U A4s0um.

Contact with the patients was made as soon as possible after their
admission (no more than 1 month after) with the aim of reliably col-
lecting clinical data and obtaining the blood sample without impli-
cating the time factor.

Statistical Analysis

Mean and standard deviation were used as descriptive measures
to describe the aeroallergen series in the pre- and postintervention
periods as well as unloading in the postintervention series.

The soybean aeroallergen level is a time-ordered sequence of
observations. This characteristic determines that its values are not
independent, i.e. they are autocorrelated. Many traditional statistical
techniques may not be adequate for the analysis in this context.
Hence, a time series model according to Box-Jenkins methodology
was proposed to explain the evolution of aeroallergen levels [18].
With this approach the time series is assumed to be a linear model
known as an autoregressive integrated moving average (ARIMA)
[19-21]. This statistical method is considered to be more suitable
than treating the time series with techniques in which independence
of the observations is assumed [22-24]. The model can incorporate
the statistical effects of variables such as protective measures or
unloading. The analysis and interpretation of changes in the model
structure due to the protective measures or unloading is similar to the
use of dummy variables in regression analyses. The variable that
accounted for the effect of the protective measures (Ft) had a value of
zero prior to their implementation (in March 1998) and a value of 1
after the measures had been adopted. In the case of unloading, we
defined the indicator variable (Ut) as having a value of 1 on unload-
ing days and a value of zero for no unloading. The effect of unloading
was assessed only in the postintervention period due to the low num-
ber of no-unloading days in the pre-intervention period. The correla-
tion coefficients between weather recordings, as well as asthma
events, and the concentration of the allergen were computed over a
range of time lags. The SPSS 8.0 computer program for Windows was
used for the analysis.
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Table 1. Soybean aeroallergen levels (U/m?) in the 1,854 days
studied

Pre-intervention Postintervention
period period
(n=125days) (n= 1,729 days)

Mean £+ SD 159+£114* 39 +48*
Median 134 23
Range 10—561 10—636
Number of unloading days 121 (97 %) 1,137 (66%)
Mean + SD on unloading days 162+ 119* 42 £50*
Mean *+ SD on no-unloading

days - 33 +44%*
Level >165 U/m3 42 (34%)* 40 (3%)*

*p <0.0001, **p < 0.001, mean differences between unloading
and no-unloading days in the postintervention period; level: number
of days with levels higher than 165 U/m3.

Results

Soybean Aeroallergen Levels

The daily levels of soybean aeroallergen obtained in the
5 years and 2 months studied (n = 1,854, daily record) are
shown in table 1. The mean soybean aeroallergen levels in
the pre-intervention period were significantly higher
(159 U/m3) than in the postintervention period (39 U/m3;
p<0.0001). Moreover, the pre-intervention period showed
a more unstable pattern of aeroallergen concentration val-
ues than the postintervention period (fig. 1). With regard to
unloading days exclusively, significant differences were
also found in mean soybean aeroallergen levels between the
pre-intervention (162 U/m3) and postintervention (42 U/
m3) periods (p < 0.0001). In the postintervention period,
significant differences were also found between unloading
and no-unloading days (mean = SD =42 + 50 and 33 +
44 U/m3, respectively; p < 0.0001). In the pre-intervention
period, only 4 days without unloading were observed.
Using 165 U/m?3 as the cut-off (highest value recorded in 22
unloading days in a previous study during which no asthma
episodes were observed) [4], we found a significant de-
crease in the number of peaks (over the cut-off value) in the
postintervention period (3% of the total daily levels) as
compared with the number in the pre-intervention period
(34%; p< 0.0001; table 1).

According to time series analysis, the best model pro-
posed for the series was an integrated mixed model, whose
notation was ARIMA (1, 1, 1). Indicators of the protective
measures adopted according to the ARIMA (1, 1, 1)
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Fig. 1. Values of soybean aeroallergen concentrations obtained in the period studied. a Pre-intervention series (daily
data from November 1997 to March 1998). b Postintervention series (daily data from April 1998 to December 2002).

The baseline level is 165 U/m3.

Table 2. Effect of the protective measures
adopted on the complete series and effect
of the unloading on the postintervention

period

Effect on Standard P
soybean level  error
Complete series
ARIMA components (1, 1, 1)
Protective measures (F,) -1.25! 0.22 <0.0001
Postintervention period
ARIMA components (1, 0, 1) (1, 0, 0)
Unloading (Uy) -0.202 0.04 <0.0001

ARIMA (1, 1, 1): integrated and first-order autoregressive and moving average compo-
nent; ARIMA (1, 0, 1) (1, 0, 0): first-order autoregressive and moving average component and
first-order seasonal autoregressive component; protective measures: variable that accounts
for the effect of the greater capacity retention bag filter; unloading: variable that accounts for
the effect of unloading.

I Decrease in 1.25 U/m?3 in logarithmic scale.

2

Increase in 0.20 U/m3 in logarithmic scale.

model are summarised in table 2. The model showed that
the protective measures are effective, as evidenced by the
decreased mean soybean aeroallergen level in the postin-
tervention series.

The complete series presented no type of periodicity or
cyclic variations. However, assessment of the changes in
the series before and after adoption of the protective mea-
sures disclosed different behaviour. The postintervention
series showed a seasonal first-order autoregressive com-

Epidemic Asthma and Soybean Dust

ponent, whose notation was ARIMA (1, 0, 1) (1, 0, 0).
This seasonal component showed a 7- to 8-day periodici-
ty, which may be interpreted as weekly behaviour. More-
over, the unloading variable proved significant as shown
by an increasing effect on the mean level of soybean aero-
allergen concentration in the series (table 2). No signifi-
cant differences were observed in soybean aeroallergen
concentration according to the meteorological variables
recorded.
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Asthma Admissions and Home-Attended Acute

Asthma Exacerbations

A total of 279 cases of asthma were attended in the
emergency services of the three hospitals during the 68
days studied, giving a mean of 4.1 patients per day. In the
group that agreed to visit a central office in order to take a
blood sample (n = 106), the distribution of the 4 groups
with respect to their asthma symptoms were: mild (36 %),
moderate (40%), severe (21%) and near fatal asthma
(3%). In the group that did not visit this central office, the
percentage was: mild (45%), moderate (39%), severe
(14%) and near fatal asthma (2%). No significant differ-
ences were observed between the 2 groups of patients with
respect to their asthma symptoms.

Additionally, the public home emergency service at-
tended 116 patients during this time, giving a mean of 1.7
patients per day. Two non-sensitised asthma patients had
to be attended in the intensive-care units of one of the
hospitals studied, and no asthma deaths were recorded in
the hospitals or judicial autopsy registries during the days
studied. No significant relationship was found between
concentrations of environmental soybean aeroallergens
and the number of emergency room admissions for asth-
ma and the number of home emergency services at-
tended.

Sensitisation to Soybean Allergens

After discharge from the emergency service, 106 pa-
tients agreed to participate in a determination of soybean-
specific IgE. The mean of values in this group was 0.204
(range 0.034-0.719) U A4s0 nm- Among the patients ana-
lysed, 9 presented positive IgE values above the previous-
ly established cut-off value (8%).

Discussion

The present study demonstrates that the latest protec-
tive measures adopted for the unloading of soybean in the
harbour have been effective in decreasing the mean envi-
ronmental soybean aeroallergen concentrations in our
area.

Soybean is an important source of proteins used in the
food industry for humans and for enriching animal feed.
World-wide soybean production is around 120 million
tons per year. Leading producers are the USA, Brazil and
Argentina, and from these countries soybeans are shipped
to, and unloaded in, many harbours around the world. As
in other harbours, two milling plants located in the Barce-
lona facilities produce close to 80% of the soybean con-
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sumed in the area. Owing to successive asthma epidemics
caused by soybean in the city of Barcelona since the 1980s
resulting from the unloading of this legume in the port,
soybean aeroallergen emission levels within the city have
been evaluated in several studies [4, 13, 14, 25]. In the
1980s, high aeroallergen values ranging from 1,600 to
10,600 U/m?3 were recorded on epidemic days. These lev-
els contrast with the low values observed on non-epidemic
days (0.3-320 U/m3) [13]. In response to these findings,
measures directed towards reducing the emission of soy
dust were adopted in 1987, and a subsequent study dem-
onstrated their efficacy in drastically reducing the levels
of soy dust in the environment and in avoiding a large
number of admissions for asthma in the emergency ser-
vices [4]. Nevertheless, a new asthma outbreak was de-
tected in 1994, in which environmental soybean aeroal-
lergen levels reached 1,122 U/m3 [6], contrasting with
165 U/m3 recorded in the last study on days with no asth-
ma episodes [4]. As a consequence of that latest outbreak,
soybean aeroallergen levels were measured daily in our
laboratory and high levels were still observed on certain
days. Thus, to assure that asthmatic sensitised patients
were not exposed to elevated levels of acroallergen, new
protective measures were recommended by the health
authorities in 1998. These consisted of bag filters with
greater retention capacity installed in the harbour facili-
ties for the unloading process.

The latest protective measures adopted for the unload-
ing of soybean demonstrated a decrease in mean environ-
mental soybean aeroallergen concentrations on unload-
ing days to a level of 42 U/m3, which contrasts with the
162 U/m3 obtained in the pre-intervention period (table 1).
The protective measures adopted have led to a significant
decrease in the number of values above the established
cut-off (3 vs. 34% in the pre-intervention period). Addi-
tionally, the mean number of asthmatic patients admitted
per day in the present study, 4.1 patients/day [4], is simi-
lar to the number obtained during non-epidemic days in
pre-intervention studies (6 patients/day) [1], taking into
account that in the present study only 3 of the 4 hospitals
checked in previous studies were considered. The hospital
which is not included in this study receives a reduced
number of casualty admissions daily, therefore it is un-
likely that the possible admissions to this centre would
increase the overall number of daily admissions to more
that 6. Moreover, only 2 of the patients had to be attended
n intensive-care units, in contrast to the situation before
these measures were adopted [4]. A case-control study
performed during the pre-intervention period [3] showed
that soybean-specific IgE in asthmatic patients who at-
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tended in the emergency rooms on non-epidemic days
was present in 6%, a value similar to the 8% found in the
population studied in the present work. On the basis of
the results, recommendations for maintaining environ-
mental control on the concentration of this allergen by
detecting levels exceeding certain amounts can be estab-
lished, and this will facilitate prevention policies by the
public health authorities of Barcelona and other cities.

The ultimate goal in Barcelona is not only to eliminate
severe asthma attacks due to soybean inhalation, but also
to eliminate asthma symptoms and bronchial inflamma-
tion from this cause. Unfortunately, establishment of
an exposure limit is difficult since an adequately stan-
dardised assay for quantifying exposure and consequent
symptoms is not yet available [26-29]. The lower limit of
165 U/m3, obtained on 22 unloading non-epidemic days
in a previous work has been assumed provisionally as the
desirable limit under which soybean allergen should be
maintained [4]. Nevertheless, this threshold may have to
be changed in the future in view of the results of the bron-
chial provocation test studies currently under way in our
laboratory and the data from other clinical studies.
Though differences between unloading and no unloading
days in the postintervention period were found in the
present study, these were not clinically significant, as evi-
denced by the fact that there were no increases in asthma
hospital admissions or home emergencies. Nevertheless,
we do not know whether this level might produce some
degree of bronchial mucosa inflammation that would not
require a visit to the emergency room.

In any case, the most important consequence of these
new adopted measures is the reduction in the average
aeroallergen concentration in the postintervention period
and in the number of peaks during this period. Moreover,
despite the fact that there are differences in the postinter-
vention period in the unloading and non-unloading days
(table 1), the level of soybean aeroallergen concentration
is lower than in the pre-intervention period, so this are
important reasons to recommend these measures to other
cities where soybean is unloaded.

Taking advantage of the large number of atmospheric
determinations performed, we used time series analysis
with application of the ARIMA model to evaluate the
results. This is the most suitable statistical test in inter-
vention studies that evaluate the impact of a specific
action [30]. The ARIMA model showed that the latest
protective measures significantly decreased the mean at-
mospheric soybean level of the postintervention series,
which corroborates the protective effect of the measures
taken. The reasons for the weekly cyclic variation in the

Epidemic Asthma and Soybean Dust

postintervention series are likely to be complex and prob-
ably include an interplay of related factors such as air pol-
lution, soybean unloading processes and meteorological
variables. With respect to these meteorological variables,
no relationship with concentration of the allergen was
found in the present study, probably because these vari-
ables correspond to the mean of a 24-hour period. Future
investigations should be aimed at carrying out measure-
ments during shorter sampling periods of both soybean
aeroallergen concentrations and meteorological condi-
tions to be able to detect possible specific increases in con-
centrations of the allergen and their possible relationship
with certain atmospheric conditions, and thus be able to
construct a predictive model of the concentration of the
allergen.

In conclusion, this is the first study that has used time
series analysis to describe the changes in soybean environ-
mental concentrations, in this case recorded in the city of
Barcelona over a period of 5 years and 2 months. The
results show the importance of adopting stricter protec-
tive measures during soybean unloading for decreasing
the atmospheric levels of soybean allergen and asthma
admissions in emergency room services. This policy can
be recommended in all the cities where soybean is loaded
or unloaded in order to prevent soybean-related bronchial
mucosa inflammation and attacks of severe acute asthma
in patients sensitised to this antigen.
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1.- METODOS DE ESTIMACION DE LA CONCENTRACION

AMBIENTAL DE AEROALERGENOS:

Como ya se ha comentado en la introduccidn, los estudios epidemioldgicos e
inmunoldgicos realizados a consecuencia de las epidemias de asma de la ciudad de
Barcelona atribuyeron la causa de las mismas a la descarga de soja en el puerto de la
ciudad®®*®. La intervencién ambiental que se realiz6 en Diciembre de 1987° y que
consistid en la instalacién de sistemas de filtracion de las emisiones en los silos para la
descarga, fue efectiva al producir un descenso en los niveles ambientales de soja y la
desaparicion de las epidemias, asi como del numero de dias en los cuales habia un
namero de ingresos inusual en los Servicios de Urgencias de los hospitales de la
ciudad®. Los niveles de 1.500 U/m® detectados durante un determinado dia epidémico
eran sustancialmente mayores que el mayor valor (165 U/m°) registrado en 22 dias de
descarga en un estudio post-intervencion®®. Estos datos corroboraron los estudios
previamente realizados y pusieron de relevancia la importancia de medir la
concentracién ambiental del alergeno de soja para controlar la eficiencia de las
medidas ambientales adoptadas en la ciudad y para prevenir nuevas epidemias de

asma.

En este sentido, la cuantificacibn de alergenos ambientales tiene diversas
aplicaciones como son: a) monitorizar los niveles de determinados alergenos en el
lugar de trabajo o en el medio ambiente; b) confirmar la exposicion a un determinado
alergeno como causa de patologia; c) prevenir nuevas epidemias, como en el caso de
las epidemias de asma por soja de Barcelona y/o d) establecer los niveles de riesgo a

un determinado alergeno®®.
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Para medir la concentracion ambiental de los aeroalergenos se utilizan diversas
técnicas. La cuantificacion de algunos pélenes en el aire, que presentan una
morfologia caracteristica, puede realizarse mediante técnicas de microscopia
utilizando criterios morfolégicos. Estas técnicas, junto con las de cultivo, son las
utilizadas también para la cuantificacion ambiental de microorganismos; son métodos
muy sensibles y tienen la ventaja de que también permiten -clasificaciones
taxonoémicas®®. Sin embargo, en la mayoria de los casos las muestras de aire estan
compuestas por mezclas complejas que contienen, entre otras sustancias, proteinas
alergénicas amorfas que no pueden ser identificadas visualmente, como ocurre con los
alergenos de la semilla de soja. En este caso se debe recurrir a inmunoensayos
especificos (técnicas de RIA o ELISA) que pueden ser de captura (también llamados
métodos en sandwich), o competitivos (ELISA-inhibicién y RAST-inhibicion).

37

En 1981 Agarwall y cols.”” estimaron por primera vez la concentracion de
algunos aeroalergenos amorfos como Alternaria spp, mediante una técnica de RAST-
inhibicion. Esta y otras técnicas inmunoquimicas para la medida de aeroalergenos
fueron descritas y revisadas por Platts-Mills y cols. en 1989% lo que significo un
avance en este campo. Actualmente, se valoran muchos aeroalergenos mediante

39-40

estos métodos como: acaros del polvo (Dermatophagoides pteronyssinus), gato

42-43 44-45

39.41 , enzimas como la a-amilasa™* y

(Felis domesticus)®™*", animales de laboratorio
latex*®*’. Entre los més recientemente descritos se encuentran inmunoensayos como
el desarrollado para valorar la concentracion ambiental de fitasa, enzima utilizado

como aditivo en los piensos animales®.

Los inmunoensayos de captura tienen una reproducibilidad aceptable y una
sensibilidad entre 2 y 20 veces mayor que los inmunoensayos competitivos, pudiendo
detectar concentraciones de proteinas entre 100 pg/ml y 1 ng/ml, y por lo tanto,

pueden ser utilizados para detectar los niveles ambientales relativos de la mayoria de
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los aeroalergenos proteicos, que en muchos casos se encuentran en una baja
concentracion, sobre todo cuando se trata de medir alergenos en la atmdsfera. Estos
métodos se basan en la union de la proteina alergénica a un anticuerpo detector
adherido a un soporte solido, esta proteina es posteriormente reconocida por un
segundo anticuerpo marcado. Dicho marcaje se puede realizar mediante un isotopo
radioactivo, un enzima o un quor(')geno49, aunque estos dos ultimos han sustituido a
los is6topos radioactivos en muchos laboratorios puesto que tienen una sensibilidad
similar y no presentan los problemas asociados a la utilizacion de materiales
radioactivos®. Estos ensayos de captura requieren de dos anticuerpos monoclonales
especificos que reconozcan dos epitopos diferentes del alergeno, o bien de
anticuerpos policlonales purificados. Los ensayos que utilizan anticuerpos
monoclonales tienen importantes ventajas: elevada especificidad, reproducibilidad y se
pueden obtener ilimitadamente si se mantiene la linea celular productora®. Sin
embargo, presentan desventajas cuando se trata de valorar muestras complejas, como
es el caso de las muestras ambientales, porque al estar disefiados para detectar
exclusivamente un componente de la mezcla, no reconocen todos los alergenos
presentes®?. Esto puede repercutir en una infra-valoracion de la muestra y en una baja
sensibilidad. Los inmunoensayos de captura que utilizan anticuerpos policlonales
tienen la ventaja de que estos anticuerpos pueden ser preparados a partir de diversas
especies animales y son mas faciles de obtener. Ademas, son particularmente Gtiles
para el andlisis de formas desnaturalizadas de la proteina puesto que reconocen

diferentes epitopos™'.

Cuando no se dispone de anticuerpos monoclonales y/o policlonales
purificados, como ocurre en el caso de los alergenos de la soja, los ensayos
recomendados para cuantificar alergenos ambientales son los ensayos de competicién
o de inhibicién. La etapa basica en estos ensayos consiste en la comparacion de la

unién de inmunoglobulinas especificas al material soluble extraido de los filtros que
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contienen las muestras de aire y a una fuente de alergeno de referencia inmovilizada
en la superficie de los pocillos de una placa de microtitulacion y utilizada a su vez
como estandar de referencia. Los alergenos contenidos en la muestra reaccionan con
los anticuerpos especificos contra el alergeno testado (fase liquida). El exceso de
anticuerpos reacciona con los alergenos covalentemente acoplados a la placa de
microtitulacion (fase sélida) (Figura 4); por lo tanto, en este caso la concentracion del

alergeno contenida en la muestra es inversamente proporcional a la sefial obtenida.

ELISA ELISA-inhibicion

g
A‘A

A — Anticuerpo especifico

D)_

A

bs

A\ = Alergeno

— Anticuerpo secundario marcado

Figura 4: Diferencias entre la etapa basica
de un método de ELISA directo y un método
de ELISA-inhibicion.

Un inconveniente de los métodos de inhibicion es que son considerados
semicuantitativos, con problemas potenciales de reproducibilidad a largo término
ocasionados por el uso de mezclas heterogéneas de anticuerpos®® (ej: anticuerpos
humanos). Esto dificulta la comparacibn de medidas absolutas entre diferentes

estudios, siendo necesario establecer la eficacia de la técnica para cada alergeno®.
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Los antisueros utilizados en estos métodos compuestos por anticuerpos IgG de origen
animal presentan ventajas frente a los compuestos por IgE humana ya que se utilizan
diluidos entre 10 y 1000 veces. Sin embargo, la utilizacion de anticuerpos IgE
humanos asegura que se esta midiendo la sustancia causal de la enfermedad, es decir
los alergenos con relevancia clinica, sobre todo cuando se desconoce la identidad de
las moléculas alergénicas o se trabaja con polvos que contienen mezclas complejas
de alergenos®. Las fuentes de anticuerpos procedentes de animales, requieren una
validacién mas exhaustiva ya que provienen de inmunizaciones experimentales, y por
lo tanto es necesario comprobar que los anticuerpos producidos presentan esta
relevancia clinica®.

Los métodos de inhibicién méas comunes son el RAST y ELISA-inhibicion>*°%%,
Las curvas de inhibicion obtenidas en estos ensayos son considerablemente mas
pronunciadas que las de los inmunoensayos de captura, es decir pequefias diferencias
en el porcentaje de inhibicibn representan una gran diferencia en los niveles de
alergeno lo que las hace mas sensibles a pequefas variaciones de la concentracion
de alergeno. Ademas, otra de las limitaciones de este tipo de ensayos es que, en la

mayoria de los casos, no existen estandares de referencia internacionales.

Cuando se planteo6 la necesidad de realizar diariamente las determinaciones de
los niveles de aeroalergeno de soja en la ciudad de Barcelona, se tomé la decision de
estandarizar en el Hospital Vall d’Hebron un ELISA-inhibicién con unas caracteristicas
similares a las del RAST-inhibicion utilizado en la Mayo Clinic, con el objetivo de que
los resultados fueran comparables con los obtenidos en este ultimo centro en los
estudios ambientales realizados previamente. Debido a la variabilidad de este tipo de
métodos, anteriormente comentada, se utilizé la misma fuente de anticuerpos IgE
especificos como antisuero y el mismo estandar de referencia (soybean-LMM) que los

utilizados en la Mayo Clinic. El estandar esta compuesto por proteinas con PMs
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inferiores a 10 kDa, ya que estas proteinas de bajo PM son las responsables de las

epidemias de asma en la ciudad (Figura 1, primer trabajo).

Para la estandarizacion del método desarrollado en el Hospital Vall d’Hebron se
realizaron los siguientes experimentos: 1) Estudio de variabilidad intra-ensayo; para lo
cual se analizaron 84 muestras ambientales observandose que el 78% de estas
presentaban un CV entre duplicados inferior al 20% (Figura 2, primer trabajo). Segun
estos resultados se establecié un criterio especifico que se basaba en aceptar como
validos unicamente los resultados que presentaban un CV (%) de duplicados inferior al
20%. Teniendo en cuenta que se trata de métodos semicuantitativos, este es un
criterio aceptado, y es similar al adoptado por Gordon y cols. *® en un trabajo en el que
aceptaban hasta un 30% de variacién entre duplicados, en un estudio de cuantificacion
de aeroalergeno de orina de rata. 2) Estudio de reproducibilidad del método; para ello
se analizaron las lineas de regresion derivadas de las curvas de referencia obtenidas
en 4 ensayos consecutivos (Figura 3, primer trabajo), demostrdndose que no habia
diferencias significativas entre las pendientes de estas curvas. EI CV entre ensayos
vario entre un 4-22% (para el rango de valores utilizado en el estandar), valores
aceptables por tratarse de un método competitivo®” . Todos estos datos indicaban
gue se trataba de un inmunoensayo adecuado para medir la concentraciéon ambiental

de aeroalergeno de soja.
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2.- COMPARACION DE LOS METODOS DE

RAST-INHIBICION Y ELISA-INHIBICION.

Puesto que no existe un método de referencia para medir la concentracion
ambiental de aeroalergeno de soja y con el objetivo de conocer si los resultados eran
transferibles entre laboratorios, se analizaron en paralelo 338 muestras mediante los
métodos de ELISA-inhibicién (Hospital Vall d’'Hebron) y RAST-inhibicién (Mayo Clinic),
comparandose los resultados obtenidos. Se observé que los resultados determinados
con ambos métodos presentaban valores relativos similares (media: 50 y 54 U/m®,
para el ELISA-inhibicion y RAST-inhibicién, respectivamente), aunque habia

diferencias entre las concentraciones individuales.

La medida de alergenos ambientales comprende diferentes etapas que pueden
aportar variabilidad a los resultados obtenidos. En primer lugar es necesaria la captura
de las particulas presentes en el aire, en filtros colocados en muestreadores
ambientales. La segunda etapa, consiste en la extraccion de los alergenos solubles del
filtro con soluciones acuosas tamponadas®. Estas etapas son criticas y aportan
variabilidad a los resultados cuando se trata de comparar ensayos ambientales
realizados en diferentes laboratorios. Sin embargo, en el presente estudio los métodos
de muestreo y elucién fueron los mismos para ambos centros, por lo que las
diferencias obtenidas en los resultados Unicamente pueden ser debidas al tipo de
inmunoensayo utilizado. Estudios que comparan la medida de la concentracién
ambiental de aeroalergenos observan que muestras idénticas pueden proporcionar
resultados diferentes dependiendo del ensayo utilizado para la medida®****°. En el
presente estudio, las diferencias obtenidas en las concentraciones individuales podrian

deberse en parte al distinto marcaje de los anticuerpos secundarios utilizados en
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ambos ensayos o0 al hecho de que los anticuerpos humanos IgE especificos de ambos
métodos provengan de diferentes pacientes asmaticos epidémicos. En este sentido,

Swanson et al*®

en un estudio de medida de la concentracién ambiental de alergenos
de 4&caros utilizando como anticuerpos detectores anticuerpos monoclonales,
anticuerpos policlonales de conejo y suero humano observaron que los valores
obtenidos presentaban niveles 20 veces superiores cuando se utilizaba como

anticuerpo detector el suero humano. Esta variabilidad puede ser debida a la

heterogeneidad del suero humano.

Para los estudios de comparacion se utilizé el método estadistico de Bland y

Altman®°-%2

, Ya que a pesar de que es habitual utilizar los coeficientes de correlaciéon y
las rectas de regresion para comparar dos métodos, esta aproximacion no proporciona
informacidén acerca de la concordancia entre los métodos. El método propuesto por
Bland y Altman consiste en representar graficamente las diferencias entre dos
mediciones frente a su media; este método proporciona ademas unos limites de
concordancia a partir del célculo del intervalo de confianza para la diferencia de dos

mediciones. En este caso los limites de concordancia de los métodos se encontraban

entre —2.24 y 2.6 para el 95% de los casos (figura 4, primer trabajo).

El coeficiente de correlacion intraclase (CCIl) se utiliz6 como indice de
concordancia. Como toda proporcién, el CCl puede oscilar entre 0 y 1, de modo que la
maxima concordancia posible corresponde a un valor de CCl = 1. En este estudio se
obtuvo un CCI de 0.456, p< 0.001, sin embargo una vez que los resultados fueron
divididos y clasificados como mayores y menores de 165 U/m° el indice kappa
utilizado para medir la concordancia entre las variables fue de 0.46, p < 0.001. Estos
datos indican que entre ambos métodos existe una concordancia aceptable, no

atribuible al azar, teniendo en cuenta que se trata de métodos semicuantitativos®, ya
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que un indice kappa comprendido entre 0.4 y 0.75 se considera indicador de buena

reporducibilidad®.

En definitiva, los resultados obtenidos en el estudio de comparacion estan en

concordancia con los publicados en otros estudios® %%

e indican que el ensayo de
ELISA-inhibicion amplificado descrito es util para la medida de la concentracion
ambiental de aeroalergeno de soja. El significado préactico de los resultados obtenidos
en el primer trabajo es que el alergeno puede ser medido con un ensayo de inhibicion
que presenta una sensibilidad, especificidad y reproducibilidad aceptables, a pesar de
tratarse de un ensayo competitivo. Por ello, y tras el estudio de concordancia entre
ambos métodos, finalmente, en Noviembre de 1997, se decidid realizar la medida

diaria de la concentracion ambiental de alergeno de soja de la ciudad de Barcelona en

el Hospital Vall d’Hebron.
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3.- EFECTIVIDAD DE LAS MEDIDAS IMPLANTADAS EN

1998 PARA LA DESCARGA DE SEMILLA DE SOJA.

3.1- Niveles ambientales obtenidos.

Como ya se ha comentado en la introduccién, los nuevos brotes de asma
detectados durante los afios 1994 y 1996, plantearon la necesidad de realizar
controles ambientales diarios de la concentracion de alergeno de soja en la ciudad,
para lo cual se estandariz6 en el Hospital Vall d’Hebron el método de ELISA-inhibicion
previamente comentado. Esto ha hecho posible disponer de un registro amplio de
valores de los cuales, segun nuestro conocimiento, no se dispone en otras ciudades, y
gue ha permitido junto con la medida de determinados datos meteoroldgicos, un
control efectivo de la descarga de soja en la ciudad de Barcelona. Ademas, las nuevas
medidas ambientales adoptadas en 1998, han puesto en evidencia la importancia de
estos métodos para monitorizar el impacto de las intervenciones de control utilizadas
para la descarga, encaminadas a reducir la concentracion de polvo de soja en la

atmoésfera.

En el segundo trabajo presentado en esta tesis doctoral, se disponia de un
registro diario de concentracion de aeroalergeno de soja en la ciudad durante un
periodo de 5 afios y dos meses. Para estudiar el comportamiento de esta serie
temporal de valores se ha utilizado el modelo ARIMA propuesto por Box y Jenkins, ya
que esta aplicacién es una de las mas adecuadas para evaluar el impacto de una
accion especifica®®’. Una serie temporal es una coleccion ordenada y periddica en el
tiempo de observaciones de una variable. En las series temporales las observaciones

no se consideran independientes sino que estan correlacionadas. Esta es la razén por
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la cual no son adecuados los métodos estadisticos clasicos para el analisis de estos
datos ambientales, puesto que estos se basan en la asuncion de la independencia de
los valores, y en nuestro caso la concentracion de soja de un dia determinado es
dependiente de la concentracion del dia anterior, puesto que puede haber efectos
acumulativos en funcién de condiciones meteorolégicas y de variables como la
descarga. En general, el objetivo del analisis de una serie temporal consiste en la
descripcion de su comportamiento histérico, la prediccion de su evolucion futura y la
corroboracion de la existencia de relaciones causales. Ademas, este modelo puede
evaluar el efecto de una intervencion especifica. Es en este contexto en el que se ha
aplicado este método, considerando los niveles de aeroalergeno de soja como una
serie temporal con el objetivo de conocer la efectividad de las medidas implantadas
para la descarga en las instalaciones del puerto y para describir el comportamiento de

esta serie de valores ambientales.

La aproximacién realizada para analizar los resultados asume que la serie
temporal es un modelo lineal constituido por tres componentes basicos: el
“autoregresivo” (p), el “integrado” (d) y el de “media moévil” (q) (ARIMA (p, d q)). El
componente autoregresivo describe el comportamiento de las observaciones en un
tiempo determinado en relacion a las observaciones anteriores, el componente
integrado describe la tendencia (si la hay) de la serie y el componente de media mévil
describe el comportamiento de los errores en un tiempo determinado en relacién a los
errores anteriores. Este componente ARIMA puede incorporar ciclos vy
estacionalidades. La notacién de los componentes estacionales se afiadiria a la
previamente mencionada de la siguiente manera: ARIMA (p, d, q) (P,D,Q). A este
modelo se le pueden incorporar los efectos de variables, como las medidas
protectoras implantadas para la descarga, como si de variables dummy se tratara. De

esta manera, una notacion simplificada seria la siguiente:
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A= F + U+ W, A¢: nivel de aeroalergeno
Fi: medidas protectoras (filtros de manga)
F: = 0 antes de la intervencion
Ft =1 antes de la intervencion
U : descarga
U= 0 dias sin descarga
U= 1 dias con descarga
W:: componente ARIMA

Previamente al andlisis de la intervencibn es necesario encontrar una
estructura adecuada para el componente ARIMA. El proceso es iterativo y toma como
punto de partida la distribucién de los errores que se visualizan en las funciones de
autocorrelacion (FAC) y autocorrelacion parcial (FAS) de la serie original (Figura 5a y
5b). La distribucion de errores del modelo final, una vez incorporada la estructura
ARIMA y el resto de componentes que se quieran evaluar, ha de ser aleatoria (ruido

blanco) (Figura 5c¢ y 5d).

El modelo final propuesto del componente ARIMA de la serie total con el efecto
de intervencién fue ARIMA (1,1,1) (ver distribucién de errores en Figura 5c y 5d). La
serie completa no presenta ningun tipo de periodicidad o variaciones ciclicas. Los
indicadores de las medidas protectoras adoptadas de acuerdo con este modelo
ARIMA (1,1,1) se encuentran resumidos en la tabla 2 del segundo trabajo presentado
en esta tesis doctoral. La instalacion de nuevos filtros de manga para la descarga con
una mayor capacidad de retencién de particulas en 1998 producen un descenso
significativo de los niveles de aeroalergeno de soja en la ciudad. Adicionalmente, la

descripcién del nivel medio de 42 U/m® que contrasta con el nivel de 162 U/m?
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obtenido durante el periodo pre-intervencion (Tabla 1, segundo trabajo) corrobora el

efecto protector de las nuevas medidas adoptadas para la descarga.

Los cambios producidos antes y después de las medidas implantadas para la
descarga producen un comportamiento diferente de la serie post-intervencion en
relacién a la serie completa. Asi, la serie post-intervencion no presenta tendencia y
muestra un componente estacional autoregresivo de primer orden, cuya notacién es
ARIMA (1 0 1) (1 0 0). Este componente estacional muestra una periodicidad de 7 a 8
dias que podria ser interpretado como una oscilacion semanal. La explicacion de esta
periodicidad ciclica es dificil y probablemente incluye diversos factores como la
contaminacion ambiental, los procesos de descarga, el mantenimiento de los filtros y
variables meteoroldgicas que son dificiles de controlar. Las figuras 6 a y 6b muestran
el patrén de los errores de la serie post-intervencion antes de definir la estructura
ARIMA vy las figuras 6¢c y 6d el patron aleatorio de los errores una vez definida la
estructura ARIMA. En cualquier caso, como ya se ha comentado, los valores
alcanzados durante estos procesos de descarga en el periodo post-intervencién, son
inferiores a los hallados en el periodo pre-intervencion. Esto justificaria la implantacion
de estas medidas de control citadas en otras ciudades donde se descargue 0 manipule

soja.
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Serie post-intervencion
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3.2.- Estudio de seguimiento de los pacientes

La disponibilidad de un registro que incluye todos los pacientes asméaticos
atendidos en los brotes de asma detectados desde 1981 hasta la actualidad, ha
permitido identificar la poblacion de pacientes susceptible de ser afectados durante
estos brotes de asma (lo que denominamos asmaticos repetidores) y ha permitido
también conocer la cifra de pacientes atendidos en la ciudad de Barcelona durante los

dias epidémicos y no epidémicos.

Durante este ultimo estudio de intervencion se realizé un seguimiento de los
pacientes que acudian a los Servicios de Urgencias de los hospitales de la ciudad con
el fin de comprobar si las concentraciones de aeroalergeno de soja que existian en la
ciudad en ese momento, producian el ingreso de estos pacientes sensibilizados en los

Servicios de Urgencias.

En el segundo estudio presentado en esta tesis doctoral se comprob6 que el
namero de pacientes atendidos en los servicios de urgencias de los hospitales de la
ciudad se situaba, en el periodo estudiado, en 4 pacientes/dia y entre estos pacientes
no se encontraba ningln asmatico repetidor. Este nimero es similar al obtenido en un
estudio previo realizado en un periodo de dias no epidémicos en los que el nimero de
pacientes ingresados fue de 6 pacientes/dia?, mientras que, como ya se ha

comentado, el nimero de ingresos en un dia epidémico era de 44 pacientes/dia’.

En un subgrupo de los pacientes incluidos en este estudio se han analizado
también los niveles de anticuerpos IgE especificos a la soja, observandose que estos

niveles estaban elevados en un 8% de los casos, valor similar al obtenido en estudios
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previos en poblaciones de asmaticos generales en los que este nivel se sita, como ya

se ha comentado, en un 4.6%.

Todos estos datos parecen indicar que los niveles de aeroalergeno de soja
existentes actualmente en la ciudad de Barcelona se encuentran en un rango de
seguridad que no produce un incremento de ingresos en los hospitales de la ciudad ni
un namero inusual de asmaticos repetidores, al contrario de lo que ocurrié en los

brotes de asma detectados en 1994 y 1996%.

3.3.- Valor limite ambiental.

El objetivo final de esta monitorizacion de la concentracion ambiental de
aeroalergeno de soja, seria no solo eliminar las epidemias de asma por soja en la
ciudad de Barcelona, sino tratar de establecer un limite de exposicion maximo por
debajo del cual los individuos sensibilizados no presentaran sintomas. Sin embargo,
establecer un VLA en el caso de los alergenos es mas complicado que en el caso de
los materiales toxicos puesto que la concentracion que provoca sintomas en los
individuos sensibilizados puede variar en cada caso individual, y es dependiente de los
niveles de anticuerpos IgE especificos que tenga el paciente frente al alergeno y del
grado de hiperrespuesta bronquial frente a la metacolina o histamina®. Ademas, hay
que tener en cuenta que deben ser considerados dos niveles de concentracion
ambiental de alergeno: el nivel sensibilizante y el nivel que provoca sintomas en
individuos ya sensibilizados. Diversos autores afirman que la cantidad de alergeno
necesario para sensibilizar esta entre 100-1000 ng/m®, mientras que la necesaria para
provocar sintomas una vez que el individuo esta sensibilizado es de 10 ng/m® o
inferior®®. Ademas, en este sentido existen estudios de sensibilizacion a alergenos

como Dermatophagoides pteronyssinus en los cuales se afirma que concentraciones
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superiores a 80 ug por gramo de polvo doméstico podrian llegar a sensibilizar incluso

a personas sanas®.

Solo para algunos alergenos como la harina de trigo, el latex y la alfa-amilasa,
el limite para prevenir sensibilizacion y enfermedad alérgica esta establecido®, Sin
embargo, en el caso de los alergenos de soja este VLA no esta determinado, por lo
que, en los presentes trabajos, el valor de 165 U/m* (obtenido como valor maximo en
un trabajo previo realizado en 22 dias de descarga en los cuales no se produjo ningln
brote de asma)®, ha sido tomado como limite provisional para valorar la eficacia de las
medidas ambientales implantadas para la descarga. Este valor corresponderia a un
nivel de 165 ng/m*® si tenemos en cuenta los datos aportados en un trabajo
previamente publicado que afirma que 1 unidad del estdndar soybean-LMM

corresponde a 1 ng de proteina®’.

Tomando este valor como limite, las medidas protectoras adoptadas en 1998
han conducido a un descenso, no solo en la media de concentracion de aeroalergeno
de soja, sino también en el nimero de valores que superan este nivel, que ha pasado
de ser un 34% de los valores obtenidos en el periodo pre-intervencion a solo un 3% en

el periodo post-intervencion (Tabla 1, segundo trabajo).

En cualquier caso, la consecuencia mas importante de estas nuevas medidas
adoptadas es la reduccion de la concentracion de aeroalergeno de soja en el periodo
post-intervencién y en el nimero de picos (niveles superiores a 165 U/m® en este
periodo. Ademas, a pesar de que hay diferencias en la concentracién de aeroalergeno
de soja entre los dias de descarga y no descarga en el periodo post-intervencién, el
nivel es inferior al valorado en el periodo pre-intervencion, lo que supone una razén
importante para aconsejar la implantacién de estas medidas en otras ciudades donde

se descargue semilla de soja.
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Por lo tanto podriamos concluir que la medida de la concentracion ambiental de
aeroalergeno de soja en la ciudad de Barcelona y en otras ciudades donde se
descarga y/o manipula soja es importante para evaluar la eficacia de las medidas
ambientales encaminadas a reducir la concentracion de aeroalergeno en la atmésfera,
para valorar la exposicion de la poblacién a este alergeno y por ultimo para conocer la

influencia de esta exposicion en la persistencia de los sintomas de asma.
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1.- Los estudios de imprecision, reproducibilidad y sensibilidad del método de ELISA-
inhibicion validado en el presente estudio, demuestran que es un método sensible y

reproducible para medir la concentracién ambiental de aeroalergeno de soja.

2.- Los estudios de concordancia entre los métodos de ELISA-inhibicion y RAST-
inhibicion, demuestran que los resultados obtenidos pueden ser transferibles entre

ambos laboratorios.

3.- Las intervenciones ambientales y las medidas implantadas en las industrias del
puerto de Barcelona para controlar la dispersion de polvo de soja a la atmésfera
durante la descarga, han demostrado ser efectivas al reducir la concentracion

ambiental de dicho alergeno en la ciudad.

4.- La reduccion significativa de la concentracion de aeroalergeno de soja y del
namero de picos (niveles superiores a 165 U/m®) en el periodo post-intervencion, ha
demostrado ser efectiva puesto que, a estos niveles, no se produce un incremento en
el nimero de ingresos de pacientes sensibilizados a la soja en los Servicios de

Urgencias de los hospitales de la ciudad.

5.- Estos resultados, pueden proporcionar datos Utiles para el desarrollo de programas
de control de la concentracion atmosférica de aeroalergeno de soja en otras ciudades

donde se descarga y/o manipula soja u otros agentes de naturaleza alergénica.
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