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Resumen

Blomia tropicalis es un dcaro intradomiciliario predominante en Colombia. Sin embargo, existe poca informacion
disponible sobre la sensibilizacion a este y otros acaros intradomiciliarios en pacientes asmaticos de Santa Marta.
El propdsito de este estudio fue establecer la respuesta IgE especifica contra el dcaro B. tropicalis en pacientes
pedidtricos asmadticos de Santa Marta. La respuesta IgE especifica se determiné por ELISA indirecto en 77 nifios
con diagnodstico de asma bronquial alérgica. Las fracciones alergénicas mayoritarias de B. tropicalis se identificaron
por Western Blotting usando un extracto de proteinas de B. tropicalis. Setenta y seis (98.7%) nifios presentaron
niveles elevados de IgE total, 48 (88 %) tenian IgE anti- B. tropicalis positiva. El Western Blot identificé 16 fracciones
alergénicas con rango entre 80- 21 kDa. Estos resultados indican que los alérgenos del dcaro B. tropicalis deben
incluirse en el diagnéstico exacto de la sensibilizacion a los dcaros del polvo doméstico en Santa Marta, Colombia..
(DUAZARY 2011, 9 - 16)
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ABSTRACT

Blomia tropicalis is the predominant indoor mite in Colombia, nevertheless there is not enough information about
sensitization to this and other indoor mites, in the asthmatic patients living in Santa Marta. The purpose of this
study was to establish the specific IgE responses against to B. tropicalis in pediatric asthmatic patients in Santa
Marta. Specific IgE responses were determined by indirect ELISA in 77 children with bronchial asthma. The B.
tropicalis major allergenic fractions were identified by Western Blotting using a B. tropicalis protein extract. Seventy
six (98.7%) children showed high levels of total IgE, 48 (88 %) had IgE anti-B. tropicalis positive. Sixteen allergenic
fractions, between 80 - 21 kDa, were identified by Western Blotting. These results indicate that the B. tropicalis
allergens must be included in the precise diagnosis of sensitization to house dust mite in Santa Marta, Colombia.
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INTRODUCCION

n la actualidad, los trastornos respiratorios son

uno de los problemas de salud mds frecuentes en

el mundo, y entre ellos el asma aparece como una
patologia muy comtin en nifios y adultos’2. En Colombia
la prevalencia de asma bronquial en la poblacién general
es 8-12%* y en ninos de edad escolar estd alrededor
del 20,6%:*.

Asma es un desorden inflamatorio crénico en el cual
las vias aéreas sufren cambios cuando son estimuladas
por alérgenos u otros agentes ambientales produciendo
tos, sibilancias y disnea®. Los factores que influyen
en el riesgo de desarrollar asma pueden ser divididos
en: sensibilizantes (provocan el desarrollo de asma) y
desencadenantes (precipitan los sintomas de asma),
algunos participan en ambas situaciones. Los primeros
son relacionados con el huésped (primariamente el
factor genético) y los segundos son, usualmente, factores
ambientales®.

Durante mucho tiempo se ha atribuido al polvo
acumulado en ambientes intramuros de casas y edificios
un cardcter alergénico importante, responsable de un
gran numero de enfermedades como asma. El valor
epidemioldgico de estos hallazgos, propicid el estudio
minucioso de los componentes del polvo de habitacion
que pudiesen desencadenar la sintomatologia de asma’.
En la actualidad se sabe que los acaros del polvo son
los factores desencadenantes principales de asma y
otras alergias en el mundo®® > !". En Colombia, los
dcaros de mayor relevancia clinica pertenecen a las
familias Glycyphagidae, Pyroglyphidae, Cheyletidae,
Acaridae, Oribatidae y Chortoglyphidae". En el
Caribe colombiano las especies Dermatophagoides
pteronyssinus, Dermatophagoides farinae y Blomia
tropicalis, son las principales causantes de enfermedades
alérgico-respiratorias'> 1> 1* (Figura 1).
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Figura 1. Imagen microscopica del dcaro Blomia tropicalis,
espécimen colectado de la acaro-fauna de Santa Marta.

Los alérgenos de los dcaros son generalmente péptidos,
proteinas o glicoproteinas capaces de inducir una
respuesta inmunoldgica mediada por la inmunoglobulina
E (IgE). Hay tres fuentes de alérgenos en los dcaros:
los huevos, las secreciones oleosas de las glandulas
laterales productoras de feromonas y las heces fecales,
siendo estas dltimas las que contienen la mayoria de los
alérgenos®. Las heces fecales son particulas de forma
esférica (de 10 a 40 pm) que se suspenden facilmente
en el aire y que ocasionan una reaccién alérgica por
inhalacién (Figura 2).

Figura 2. Imagen microscépica de particulas fecales de
Blomia tropicalis.
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En Colombia, B. tropicalis se ha reportado como una
de las especies responsables de la alergenicidad en los
ambientes intramuros debido a la predominancia de
este 4caro en el polvo, demostrado por los resultados
de pruebas de sensibilizacién cutdnea y titulos de
anticuerpos IgE especificos hallados en el suero
sanguineo de los asmaticos'* '°. El propdsito del presente
estudio fue determinar la respuesta IgE contra el dcaro
B. tropicalis en una poblacién de nifos con diagndstico
de asma bronquial alérgica, residentes en la zona urbana
de la ciudad de Santa Marta.

MAaTerIALES Y METODO

Tiro pe EsTubio

Se realizé un estudio descriptivo, prospectivo y
experimental.

ZONA DE ESTUDIO

La ciudad de Santa Marta localizada al norte de
Colombia, con coordenadas geograficas de 11° 14’ 50”
de latitud norte y 74° 12’ 06” latitud oeste. Santa Marta
limita por el norte y el oeste con el mar Caribe, por el
oeste con el departamento de La Guajira y por el sur
con los municipios de Aracataca y Ciénaga. La altura
promedio de la ciudad es de 2 msnm, la temperatura
promedio anual de 28 °C, y humedad relativa entre 70 -
90%, con predominio de un ambiente seco debido a las
brisas provenientes de la Sierra Nevada de Santa Marta.

PoBLACION DE ESTUDIO

Para las pruebas de sensibilidad alérgica al 4caro B.
tropicalis se incluyeron en este estudio 77 nifios con
edades comprendida entre 6 y 16 afios, remitidos por
médicos especialistas en neumologia o pediatria de
instituciones prestadoras de salud (IPS) del distrito de
Santa Marta, entre octubre de 2005 y noviembre de
2007, con sintomas de sibilancia y/o rinitis durante
los 12 meses previos al estudio, quienes manifestaron
sensibilizacién alérgica (estornudo y/o dificultad
respiratoria) al polvo de habitacién, con obstruccién
del flujo aéreo confirmado por espirometria, consistente
en FVC disminuida, relacion FEV1/FVC menor al
80% e irreversibilidad de la relacién FEV1/FVC post
broncodilatadora superior al 12%.

CONSIDERACIONES ETICAS

Solo se incluyeron en el estudio los pacientes peditricos
con diagndstico de asma bronquial alérgica cuyos padres
autorizaron su participacion mediante consentimiento
informado, previa explicacién de los objetivos de la
investigacion, sus ventajas y exposicién con riesgo
minimo, segtn lo establecido en la resolucién 8430 de
1993 del Ministerio de la Proteccién Social de Colombia.
Todos los participantes del estudio recibieron los
resultados de las pruebas realizadas y orientacion sobre
el control ambiental de los dcaros intradomiciliarios.

RecoLeccion Y FUENTES DE INFORMACION

Suero sanguineo. Los niveles de IgE total y de IgE
especifica anti-B. tropicalis se determinaron en muestras
de suero sanguineo. A cada nifio se le extrajo una
muestra de 5 mL de sangre periférica, la cual se dejo
coagular y se centrifugé a 4°Cy 2.500 rpm durante 20
minutos. El suero sanguineo se separd y almacené en
viales pldsticos a -20° C.

Determinacién de IgE total. Se cuantificaron los niveles
de IgE total mediante una prueba de ELISA (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay), tipo sdndwich, usando
el Kit comercial de Vedalab®. La fase sélida fueron placas
de microtitulacién de polivinilo sensibilizadas con un
anticuerpo especifico para la IgE humana, y todas las
muestras se analizaron por triplicado. La discriminacion
diagndstica se realizé siguiendo las recomendaciones
del fabricante: Niveles de IgE total > 100 Ul/mL fueron
considerados elevados.

IgE especifica anti- B. tropicalis. Se determind mediante
un ensayo de ELISA indirecto casero, usando como

antigeno extracto de cuerpo entero de B. tropicalis
donado por el Grupo de Alergologia Experimental
del Instituto de Investigaciones Inmunolédgicas de la
Universidad de Cartagena. El extracto liofilizado de B.
tropicalis se disolvié en tampdn carbonato/bicarbonato
de sodio 0,2 M y pH 9,2, hasta una concentracién
final de proteinas de 0,05 pg/uL. En una placa de
microtitulacién de 96 pozos se adsorbieron 5 g de
proteina por pozo, correspondiente a 100 L del extracto
diluido. La adsorcidn se llevé a cabo durante 16 horas a
temperatura ambiente y en camara hiimeda. La proteina
no adsorbida a la placa se retiré mediante lavados con
tampon salino fosfato PBST (PBS 0,1M - Tween 20 al
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0,1% v/v). Las zonas de los pozos donde no se fijaron
proteinas del extracto se bloquearon durante 3 horas con
200 pL de la solucién del anticuerpo (PBS 0,1M - BSA
3% p/v - Azida sddica 0,02 % p/v). Posterior al bloqueo
se realizaron 3 lavados de la placa con PBST. Los pozos
se incubaron por 16 horas con 100 pL de una dilucién
1/5 de los sueros sanguineos en solucién de anticuerpo.
Las uniones inespecificas y el exceso de suero se retirg
mediante lavados con PBST. Seguido, se adiciond a cada
pozo 100uL de un segundo anticuerpo, IgG de cabra anti-
IgE conjugada a la enzima fosfatasa alcalina (Sigma®),
diluido 1/1000 en la solucién del anticuerpo, la placa
se incubd en cdmara htimeda por 2 horas. El segundo
anticuerpo no unido se removié mediante lavados con
PBST. Se adiciond a cada pozo 100 uL del sustrato para la
enzima fosfatasa alcalina, el p-nitrofenil fosfato disuelto
en solucion de Dietanolamina al 10% v/v, MgCl, 0,5 mM
(1 mg/mL). La reacciéon generd un producto de color
amarillo cuya densidad dptica se leyd a la longitud de 405
nm, usando el Software Gen5™ Data Analysis (BioTek®
Instruments, Inc). Para la discriminacién diagndstica de
esta prueba se establecié un punto de corte (definido
como el valor de densidad éptica DO que permitird
diferenciar una muestra positiva de una negativa), el cual
se calculd sumando el doble de la desviacidn estdndar al
promedio de los valores de absorbancia de las muestras
negativas, para este estudio el punto de corte calculado
fue una DO igual a 0,11.

Identificacién de componentes alergénicos en extractos
totales de B. tropicalis. Para el reconocimiento de
componentes de B. tropicalis que son reconocidos por
los anticuerpos IgE presentes en el suero sanguineo de la
poblacidn estudiada, se requirié del cultivo y obtencién
de extractos totales del dcaro. El establecimiento de
un cultivo puro de B. tropicalis y la preparacion de los
extractos se hizo siguiendo la metodologia descrita por
Yi FC y colaboradores. Los dcaros fueron cultivados
en el laboratorio de Bioquimica de la Universidad del
Magdalena, a partir de especimenes seleccionados de
la dcaro-fauna de Santa Marta en noviembre de 2007, y
mantenidos en condiciones controladas de temperatura
(27 a 28,5°C) y humedad relativa (80- 85%) durante 12
meses (Figura 3).
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Figura 3. Cultivo de dcaros Blomia tropicalis. La imagen
de la izquierda muestra los dcaros en estadio de huevos y
la imagen de la derecha los dcaros adultos.

Los extractos se obtuvieron por lisis osmoética de los
dcaros, previamente desgrasados con éter etilico. Las
proteinas solubles se separaron de los restos celulares
por centrifugacién a 4°C y 3.500 rpm durante 30
minutos, seguido por didlisis en membranas con tamafio
de exclusién de 3.500 Dalton (Spectrum Laboratories
Inc.), frente a agua MQ de conductividad > 14.5 MQ. La
concentracién de proteinas en el extracto se establecid
mediante el microensayo de Bradford (Bio-Rad protein
Assay, Hercules, CA) y la integridad de la proteinas se
determing por electroforesis en geles de poliacrilamida
(SDS-PAGE) del 12%T y 4%C, en un equipo Mini
Protean @III Cell (Bio-Rad). La actividad alergénica de los
extractos se comprobé mediante prueba inmunoquimica
de “Dot blot” usando como fuente de anticuerpos IgE
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sueros de diez nifios sujetos de estudio. Las fracciones
proteicas mayoritarias del extracto total de B. tropicalis se
identificaron por “Western Blot”, usando sueros de tres
ninos sujetos de estudio, seleccionados de las muestras
que dieron resultado positivo en el ELISA y el Dot blot.

Dot-Blot: Se preparé una solucién de extracto total de B.
tropicalis de concentracion final 250 pg/mL, en tampon
TBS (Tris-HCI 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5). El extracto
(50 pL) se adicioné con ayuda de una micropipeta a
una membrana de nitrocelulosa, situada previamente
dentro de un equipo de microfiltracién Bio- Dot® SF (Bio
Rad). La membrana se incub6 con el extracto durante 2
horas, luego se bloqueé en solucion TBST-BSA (TBS 50
mM, Tween 20 al 0,1% v/v y BSA 3% p/v) durante 1
h. Para la inmunodeteccion de los alérgenos adsorbidos
a la membrana, estas se incubaron por 16 horas a 4°C,
con los sueros sanguineos de diez nifios asmadticos
(dilucién 1/5 del suero en tampdn TBST-BSA). El exceso
de suero sobre la membrana se lavé con tampdn TBST.
La membrana se incubd con una dilucién 1/1000 del
conjugado IgG anti-IgE humana unida a la fosfatasa
alcalina, durante 1 hora a temperatura ambiente y
agitacion suave. El conjugado no unido se lavé con
tamp6n TBST. La membrana se reveld con 5mL del
sustrato Nitro azul tetrazolium /5- Bromo-4-Cloro-indol
fosfato (NBT/BCIP) disuelto en tampén de la fosfatasa
alcalina pH 9,0 (Tris-HCI 100 mM, NaCl 150 mM, MgCl,
1 mM). El color de las bandas sobre la membrana se
detecto a los 5 minutos, después de los cuales la reaccién
se detuvo con solucién de TBS- EDTA 2 mM.

Western Blot: Las proteinas separadas en la electroforesis
SDS-PAGE fueron transferidas a una membrana de
nitrocelulosa en un equipo Trans Blot Cell (Bio-Rad),
usando tampdn Tris-Glicina pH 8,3 (Tris 25 mM, Glicina
190 mM, Metanol 20 %v/v). La transferencia se realizo
durante 2 h a 200 mA. La membrana se cortd en tiras, las
cuales fueron bloqueadas con tampén salino TBS-BSA.
La inmunodetecciéon de las fracciones electroforéticas
que se unen a la IgE se realizé siguiendo la metodologia
descrita para el Dot-Blot.

PROCESAMIENTO DE DATOS Y ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos a partir de las pruebas
inmunoquimicas fueron organizados y sistematizados en
el programa Epi Info versién 6.04d para su tratamiento
estadistico. Para el andlisis se utilizaron medidas de
frecuencia, pruebas de tendencia central y dispersion.

ResuLTADOS
La poblacién de estudio (N= 77) estuvo conformada
por 42 nifios y 35 nifias, con un promedio de edad de
9 afos (DE=3,12). Setenta y seis, correspondiente al
98,7% de la poblacidn, presentaron niveles séricos de
IgE total elevados (rango de 120,8 - 2.191 Ul/mL).

Sesenta y ocho de los 76 sueros con IgE total elevada
presentaron anticuerpos IgE especificos para el dcaro B.
tropicalis (rango de DO = 0,111-1.868) (Figura 4).
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Figura 4. Resultados del ELISA indirecto para detectar la
presencia de anticuerpos IgE anti- B. tropicalis en el suero
sanguineo de 77 pacientes asmaticos.

El inmuno-ensayo de Dot Blot con extractos crudos de
cuerpo entero de B. tropicalis, confirmé la presencia de
anticuerpos IgE alérgenos especificos en el suero de 8
ninos asmadticos. Estos sueros también reconocieron
las proteinas presentes en el extracto de cuerpo entero
de otro dcaro, el Dermatophagoides farinae, el cual fue
identificado en la acaro-fauna de Santa Marta en un
estudio previo (Figura 5).

Un ensayo de Western Blot mostrd la presencia de
un perfil complejo de proteinas de B. tropicalis que
son reconocidas por los anticuerpos IgE de tres nifios
asmaticos, las fracciones electroforéticas mayoritarias
correspondieron a tamafios entre 80 y 21 kDa (Figura 6).
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Figura 5. Resultado del Dot-blot con extractos totales
de Dermatophagoides farinae (filas A 'y B) y B. tropicalis
(filas C y D), incubados con un pool de sueros de 10 nifos
asmaticos, sueros individuales de 10 asmadticos y un control
negativo correspondiente a un suero de un individuo no
asmatico, no alérgico.
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Figura 6. Resultados del ensayo de Western Blot con
extractos totales de B. tropicalis. Carril 1 Marcador de peso
molecular (Sigma Market); Carril 2. Suero B9-48; Carril 3.
Suero B9-16; Carril 4. Suero B9-15; Carril 5. Suero B9-09.

b

Discusion

El 4caro B. tropicalis ha sido identificado como un factor
de riesgo importante para la sensibilizacion alérgica en
zonas de clima tropical y subtropical'® > 2. Un estudio
realizado en la ciudad de Taipey, Taiwan, con 142
escolares alérgicos, mostrd una respuesta IgE positiva
del 84,63% a B. tropicalis, determinada por ELISA%;
en Tailandia, una investigacién con 84 voluntarios
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pedidtricos mostré que 24 de ellos presentaban
sensibilizacion a B. tropicalis®. Otros estudios realizados
en Caracas (Venezuela) y La Habana (Cuba), demuestran
que B. tropicalis es factor sensibilizante importante en
pacientes diagnosticados con asma y/o rinitis alérgica®*:
. En Colombia, estudios realizados con sujetos atdpicos
residentes en Cartagena, sefialan que mds del 80%
presentan IgE especifica positiva frente al dcaro Blomia
tropicalis, determinada por “radio allergosorbent test”
(RAST)®. Los resultados de nuestro estudio muestran
que la respuestas IgE anti- B. tropicalis en pacientes
pedidtricos asmdticos residentes en Santa Marta es
alta (88%) y que la prevalencia de sensibilizacién
es comparable con la observada en Cartagena. Los
experimentos de Dot-Blot confirmaron la sensibilizacion
a B. tropicalis, usando un extracto total de B. tropicalis
preparado con 4caros aislados de la 4caro-fauna de
Santa Marta. Estos extractos se constituyen en reactantes
valiosos para la caracterizacién de las fracciones
alergénicas mayoritarias de B. tropicalis en poblaciones
sensibilizadas a los dcaros.

El Western Blot reveld un perfil complejo de fracciones
alergénicas, destacdindose 16 bandas con tamafos
entre 21-80 kDa, rango en el que se encuentran algunos
alérgenos importantes de B. tropicalis identificados en
Colombia y otros paises de clima tropical. En un estudio
realizado con pacientes asmdticos de Cartagena se
identificaron 25 fracciones alergénicas en un extracto
de cuerpo entero de B. tropicalis con tamafos entre
11 a 85 kDa*. La caracterizacién de estas fracciones
mostrd que una proteina de 14 kDa nombrada Blo 15,
es el alérgeno mayoritario de este dcaro. Blo t 5 fue
clonado y obtenido como proteina recombinante, siendo
utilizado como reactivo para el diagnéstico In vitro de
sensibilizacién a Blomia y para investigacion bdsica*”
2.2 Otros alérgenos de B. tropicalis, de importancia
médica son el Blo t1, Blo t4, Blo t11 y Blo t 13, cuyos
pesos moleculares corresponden a 39, 59, 110 y 14,8
kDa, respectivamente3®- 313233, 34,

Concluyendo, B. tropicalis es un factor sensibilizante
relevante en la poblacién pedidtrica asmdtica de
Santa Marta, razon por la cual debe incluirse en el
diagndstico de sensibilizacion alérgica. Adicionalmente,
se hace necesario caracterizar las fracciones alergénicas
mayoritarias de B. tropicalis y determinar su prevalencia
en la poblaciéon asmadtica residente en Santa Marta,
con el propésito de establecer un grupo de alérgenos
mayoritarios que permita implementar un diagnéstico
mads exacto de la sensibilizacién a los dcaros.
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