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Mapa fúngico y estudio multicéntrico de
sensibilización a hongos en Cataluña

INTRODUCCIÓN

Los hongos, tanto las esporas fúngicas como las levaduras, constituyen una

importante fuente de alergenos en el desarrollo de patología alérgica. La rinocon-

juntivitis y/ o asma bronquial alérgico son dos de las enfermedades más frecuentes

debido a la alergia a alergenos fúngicos. Si tenemos en cuenta que en torno al 15-

20% de la población está afecta de rinoconjuntivitis y/o asma alérgica, una propor-

ción relevante de esta patología se debe a la exposición a hongos1-3. La distribución

de los hongos es ubicua y universal comportándose tanto como un alergeno de ex-

terior como de interior tal y como revelan los distintos estudios sobre la aerobiolo-

gía de estos organismos. La concentración atmosférica de esporas fúngicas depende

de distintas variables como son la estacionalidad, humedad, viento, pluviosidad y

sustrato orgánico existente entre las más destacables. En la concentración de espo-

ras fúngicas intradomiciliares la humedad y temperatura interiores junto a otras ca-

racterísticas del hábitat parecen ser los factores determinantes más importantes4-10. 

De los distintos géneros de hongos que se han relacionado con la el de-

sarrollo de patología alérgica Alternaria, Aspergillus, Penicillium, Cladospo-

rium, Fusarium y Epicoccum son los que con mayor frecuencia se les ha im-

plicado11-14. 

En las últimas décadas se han dedicado esfuerzos en el conocimiento de

la aerobiología de los hongos para saber el grado de exposición al que estamos

expuestos, así como en obtener extractos con una calidad, especificidad y es-

pecificidad óptimas para realizar un correcto diagnóstico y tratamiento de la

alergia a hongos8, 15,16. 

Dada la relevancia de los hongos en la alergia respiratoria, la Societat Cata-

lana d’ Al.lèrgia i Immunologia Clínica (S. C. A. I. C) promovió el desarrollo de

un estudio encaminado a realizar un mapa fúngico en Cataluña así como conocer

la prevalencia de sensibilización a los hongos en población con alergia respiratoria. 

MATERIAL Y MÉTODOS

El estudio aerobiológico de esporas fúngicas atmosféricas se realizó me-

diante 5 captadores esporo-polínicos tipo Burkard, utilizando el método Hirst,

situados en distintos puntos de la geografía catalana (Barcelona, Bellaterra, Gi-
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rona, Lleida y Tarragona) identificando las muestras reco-

gidas en el año 2002 mediante examen con microscópico

óptico por expertos de la Unidad de Botánica de la Uni-

versidad Autónoma de Barcelona. 

El estudio de prevalencia de sensibilización a hongos

se realizó a partir de población entre 5 y 65 años con rini-

tis y/o asma que acudían en primera visita a una consulta

de alergia y que según historia clínica se sospechaba etio-

logía alérgica. A partir de dicha población se incluían ale-

atoriamente 7 pacientes por mes durante 12 meses, com-

prendidos entre enero del 2002 y diciembre del 2002

ambos inclusive, cada uno de los 15 centros participantes

(ver en apartado de apéndice los componentes del grupo

de estudio de alergia a hongos de la S. C. A. I. C.) reparti-

dos por las 4 provincias catalanas. A cada uno de los pa-

cientes se les realizó un test cutáneo (prick test) a batería

de aeroalergenos comunes de área (ácaros, epitelio perro y

gato y pólenes prevalentes) y batería de los hongos del es-

tudio: Alternaria alternata, Aspergillus fumigatus, Clados-

porium herbarum, Penicillium notatum y Ustilago sp. Ca-

da una de las especies de hongos del estudio se testaba

por duplicado mediante extractos comercializados de dis-

tinta fuente (extracto A y B) que se obtuvieron liofiliza-

dos, y estandarizados biológicamente con alergeno ma-

yoritario en caso de Alternaria. Los test cutáneos se

realizaron con personal experimentado y utilizando todos

los centros participantes los mismos extractos y el mismo

tipo de lanceta. El cálculo de área se realizó mediante pa-

pulometría considerándose positivas las pruebas cutáneas

con un área superior a 7 mm2. A una muestra significativa

de pacientes se realizó determinación de IgE sérica especí-

fica (mediante CAP system Pharmacia®) a cada uno de

las especies de hongos testadas independientemente si el

test cutáneo a batería de hongos era positivo o negativo. 

Así mismo, a todos los pacientes se les realizó un

cuestionario en el que se detallaba edad, sexo, clínica res-

piratoria que presentaban, estacionalidad de los síntomas y

características del hábitat (localidad, tipo de vivienda y

existencia de manchas de humedad en alguna de las de-

pendencias de vivienda o trabajo). 

RESULTADOS

Los contages de esporas fúngicas de los distintos

hongos del estudio es el detallado en las gráficas (espo-

ras/m3 por mes del año 2002 en cada uno de los 5 captado-

res). Cabe destacar que se han agrupado Aspergillus y Pe-
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nicillium debido a la imposibilidad de diferenciar estos

hongos mediante la identificación con microscópico óptico.

Se observa una gran concentración de esporas de Clados-

porium en todas los captadores, así como la presencia de

todas las esporas de los hongos del estudio en la atmósfera

prácticamente en cualquier época del año, siendo en verano

y otoño las épocas del año con mayor concentración. 

Los pacientes reclutados finales fueron 1.056 (633

mujeres y 423 hombres). 208 pacientes con una edad en-

tre 5 y 14 años y 848 entre 14 y 65 años. De los 1.056

pacientes que se sospechaba por historia clínica etiología

alérgica 824 presentaron como mínimo un test cutáneo

positivo a alguno de los aeroalergenos testados (batería

aeroalergenos comunes y batería de hongos del estudio)

por lo que se confirmaba que se trataba de población sen-

sibilizada a un aeroalergeno y que presentaban patología

respiratoria. 

De los 824 pacientes 151 pacientes estaban sensibili-

zados a Alternaria, 90 pacientes a Aspergillus, 50 pacien-

tes a Cladosporium, 47 pacientes a Penicillium y 24 pa-

cientes a Ustilago. 217 pacientes presentaban una

sensibilización a como mínimo uno de los hongos testados

del estudio. De los 151 pacientes sensibilizados a Alterna-

ria 68 no presentaban sensibilización a ninguno de los

otros hongos. De los 90 pacientes sensibilizados a Asper-

gillus 21 no presentaban sensibilización a los otros hon-

gos. De los 50 pacientes sensibilizados a Cladosporium 8

no presentaban sensibilización a los otros hongos. De los

47 pacientes sensibilizados a Penicillium 11 no presenta-

ban sensibilización a los otros hongos. De los 24 pacientes

sensibilizados a Ustilago 7 no presentaban sensibilización

a los otros hongos. 

La determinación de Ig E específica a cada uno de

los hongos testados fue menos sensible de forma estadís-

ticamente significativa vs el prick test en la muestra rea-

lizada (482 pacientes). Sin embargo en los pacientes que

presentaban una sensibilización a Alternaria según prick

test sin presentar una sensibilización a ninguno de los

otros hongos del estudio (68 pacientes) y que se les rea-

lizó una determinación de Ig E sérica específica (42 pa-

cientes) presentaron una Ig E específica >0,70 kU/L a

Aspergillus, Penicillium y/o Cladosporium en 14 de

ellos. 

Si analizamos la sensibilización a los hongos del es-

tudio en la población entre 5 y 14 el porcentaje de sensibi-

lización es mayor respecto al de la población adulta con

una diferencia estadísticamente significativa (p<0,005). De

igual modo si realizamos tablas de contigencia mediante

análisis estadístico la población afecta de asma bronquial

con o sin rinitis presenta mayor porcentaje de sensibiliza-

ción a hongos frente a la población afecta de rinitis pero

sin asma. La presencia de manchas de humedad en alguna

de las dependencias de la vivienda o del trabajo de los pa-

cientes también se asocia con una mayor sensibilización a

los hongos del estudio. 

DISCUSIÓN

En el estudio aerobiológico realizado destaca la pre-

sencia de esporas fúngicas a lo largo de prácticamente to-

dos los meses del año oscilando su concentración sin se-

guir un patrón estricto determinado excepto para

Alternaria en la cual se observa un incremento en todos

los captadores en verano y entrada de otoño. Este hecho

también es el resaltado en otros estudios aerobiológicos

sobre concentración de esporas atmosféricas8, 17-19. La baja

concentración de esporas de Aspergillus y Penicillium se-

gún los contages realizados podría justificarse por dos he-

chos: la dificultosa identificación de estas dos especies por

lo que habría un infraestimación de su concentración y por

los resultados de los estudios sobre aerobiología de hon-

gos en los que se observa una amplificación de dichas es-

pecies en los ambientes de interior respecto a las atmosfé-

ricas20, 21.  Los hongos de interior tienen un papel

protagonista en el desarrollo de alergia puesto que un há-

bitat con unas características determinadas puede favore-

cer la presencia de esporas fúngicas en una elevada con-

centración (superior a la atmosférica) que inducen una

sensibilización. Estos datos están en concordancia con los

resultados obtenidos en el estudio en el que se observa

una asociación entre presencia de manchas de humedad en

la vivienda o sitio de trabajo del paciente y sensibilización

a hongos. 

Según los diversos estudios realizados la prevalencia

de sensibilización a hongos presenta un rango de osci-

lación importante que depende en gran parte de la meto-

dología empleada (sobre todo en el perfil de la población

incluida) y otros factores determinantes como son el área

geográfica donde se ha centrado el estudio y el tipo de los

extractos utilizados22-27. Si analizamos los resultados obte-

nidos en nuestro trabajo respecto a otros con unas caracte-

rísticas de diseño y método parecidas se observa una pre-

valencia de sensibilización parecida tanto por los

resultados de las pruebas cutáneas como por determina-

ción de IgE sérica específica22,23,25. 
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La asociación de sensibilización a hongos y asma

bronquial es un hecho constatado en diversos trabajos pu-

blicados28-30 al igual que ocurre en el estudio que se pre-

senta en el que se observa que los pacientes sensibiliza-

dos a hongos tienen un riesgo mayor de desarrollar asma.

Este es un hecho importante a tener en cuenta para enca-

minar medidas ambientales de evitación y otros trata-

mientos, sobre todo en la población pediátrica que es la

que presenta una mayor prevalencia de sensibilización

respecto a la población adulta según los resultados obte-

nidos. 

*APÉNDICE

Componentes del Grupo de Trabajo de Estudio de

Alergia a Hongos de la Societat Catalana d’Al·lèrgia i Im-

munologia Clínica:

Joan Bartra (Hospital Universitari de Girona Dr. Jo-

sep Trueta), Teresa Alfaya (Hospital Santa Maria de

Lleida), Pau Amat (Alergocentre. Barcelona), Miquel

Baltasar (Hospital Universitari Germans Trias i Pujol.

Badalona), Jordina Belmonte (Unitat de Botànica. Uni-

versitat Autònoma de Barcelona), Montse Bosque (Cor-

poració Sanitaria Parc Taulí. Sabadell), Victoria Cardona

(Hospital Universitari Vall D’Hebron. Barcelona), Mª Jo-

sé Castillo (Consorci Hospitalari de  Terrassa), Mª Teresa

Cerdà (Hospital Universitari de Girona Dr. Josep Trueta),

Anna Cisteró-Bahima (Institut Universitari Dexeus. Bar-

celona), Mercè Corominas (Ciutat Sanitaria i Universita-

ria de Bellvitge. Hospitalet de Llobregat), Pilar García-

Ortega (Ciutat Sanitaria i Universitaria de Bellvitge.

Hospitalet de Llobregat), Pere Gaig (Hospital Universita-

ri de Tarragona Joan XXIII), Mar Guilarte (Hospital Uni-

versitari Vall D’Hebron. Barcelona), Marcel Ibero (Con-

sorci Hospitalari de  Terrassa), Raquel López (Hospital

Universitari de Tarragona Joan XXIII), Rafael Llàtser

(Hospital Sant Pau i Santa Tecla. Tarragona), Ramón

Lleonart (Fundació Althaia. Manresa), Lluis Marquès

(Hospital Santa Maria de Lleida), Santiago Nevot (Fun-

dació Althaia. Manresa), Carme Planell (Hospital Uni-

versitari de Girona Dr. Josep Trueta), Zeida Pulido (Clí-

nica Teknon. Barcelona), Esperança Raga (Clínica Plató.

Barcelona), Albert Roger (Hospital Universitari Germans

Trias i Pujol. Badalona.), Nuria Rubira (Clínica Plató.

Barcelona),  Mª Mar San Miguel-Moncín (Institut Uni-

versitari Dexeus. Barcelona), Josep Mª Torres-Rodríguez

(Clínica Teknon. Barcelona).
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Correlation of levels of household mold
with respiratory symptoms in infants

Since 1998, we have been following a birth cohort of 1,002 infants at risk

for developing asthma. Each child enrolled in the study was born to a fa-

mily that had at least one older child with physician diagnosed asthma.

Within 4 months of the infant’s birth, a home interview was conducted with the

mother to collect demographic information, medical histories and household

characteristics. Information on infant respiratory symptoms of wheeze and per-

sistent cough were collected at the home interview and at quarterly telephone

interviews when the infant was 6, 9, and 12 months of age. A mold sample was

also taken at the time of the home interview. This report is based on prospecti-

ve symptom information from 880 infants.

The health outcomes examined were number of days of infant respiratory

symptoms of wheeze and persistent cough. For some analyses, yearly rates we-

re calculated and categorized into three levels: 0 days; less than 30 days per

year; and 30 or more days per year.

Airborne mold was sampled using a Burkard portable air sampler used in

combination with dichloran-18% glycerol agar. The sampling period was 1 mi-

nute with an airflow rate of 20 L/min. Fungi were identified to the genus level

and were recorded as colony forming units per cubic meter (CFU/m3). Mold

counts were also categorized into four levels as follows: 0 CFU/m3 (Undetecta-

ble); 1 - 499 CFU/m3 (Low); 500 - 999 CFU/m3 (Medium); and 1000 or more

CFU/m3 (High).

Both New Haven, Connecticut (the home of Yale University), and Barce-

lona fall close to 41° latitude. The climate in our area is temperate with tempe-

rature and humidity ranging from 4°C and 30% relative humidity in the winter

to 27°C and 50% relative humidity in the summer. 

Genera of mold identified in the main living rooms of our study subjects’

homes included Cladosporium (found in 62% of the homes) and Penicillium (in

40%). Although Aspergillus (in 26%) and Alternaria (in 12%) were also quite

common, neither was found in sufficient numbers to be analyzed separately. An

additional 21 genera were identified including Wallemia (8%), Epicoccum (6%),
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Botrytis (3%), and others found in less than 3% of the ho-

mes. No mold could be detected in 16% of the homes.

The number of different genera per sample in the remai-

ning samples ranged from 1 to 7. Cladosporium was the

only mold identified in 12% of the samples while Penici-

llium was the only mold in 8%. Both were present in 27%

of the samples. Unspecified yeast was found in 44%, and

it was not possible to identify at least one of the molds

present on 24% of the samples. This report will focus on

the two most common household molds in our region: Pe-

nicillium and Cladosporium.

Levels of Cladosporium measured indoors, but not

Penicillium were significantly associated with the season

the mold sample was taken with highest levels measured

in homes sampled in the summer and fall. This is not sur-

prising since an examination of mold samples collected

both inside and outside a sub-sample of 491 homes sho-

wed significant seasonal variation in levels of Cladospo-

rium, and a significant source of indoor Cladosporium is

the out of doors. For other molds, including Penicillium,

there are significant indoor sources. 

Many studies use reported observation of mold ra-

ther than measured mold as the exposure variable. In a

comparison of measured mold to observed mold, we

found that indoor levels of Cladosporium, but not Penici-

llium, were significantly associated with mother’s report

of mold observed in the home and mother’s report of pro-

blems with water leaks.

This group of infants at high risk for developing

asthma had a high rate of respiratory symptoms: nearly

half of the infants experienced wheeze (41%) or persis-

tent cough (46%) during the first year of life. Close to

one-third of the infants who experienced symptoms had

the equivalent of 30 or more days of wheeze (27.5%) or

persistent cough (34.9%). Rate of respiratory symptoms

was significantly associated with the infant’s gender: boys

had significantly more symptoms than girls; and with the

mother’s history of asthma: infants of asthmatic mother’s

had significantly more symptoms than infants of non-

asthmatic mothers. Infant symptoms were not associated

with the mother’s allergy status. Persistent cough was sig-

nificantly associated with the mother’s report of mold in

the home. 

In bivariate analyses examining the association of

respiratory symptoms and measured mold, high levels of

Penicillium and medium levels of Cladosporium were as-

sociated with persistent cough. Wheeze was associated

only with high levels of Penicillium.

We examined the effect of measured household mold

on infant respiratory symptoms using Poisson regression

analyses that included potential confounding factors. Sepa-

rate models were run for predicting number of days of

wheeze and number of days of persistent cough in the first

year of life. Penicillium, Cladosporium, all "other" mold

(total mold count minus counts for Penicillium and Cla-

dosporium) were entered into the model as quasi-conti-

nuous variables, i.e., as their mold category from 0 (unde-

tectable) to 3 (High). Potential confounding factors

included season of mold sample, infant gender, mother’s

history of asthma and allergy; socioeconomic variables in-

cluding mother’s education level and family housing type;

and other housing characteristics including, water leaks

observed in the home, humidifier and dehumidifier use,

smoking in the home, and home heating system. 

Controlling for confounding variables, an infant’s

number of days of persistent cough during the first year of

life would be 20% higher for each increase in the level of

Penicillium (i.e., from no mold to a low level, or from low

to medium, or from medium to high). Similarly, the model

for rate of wheeze suggests that an infant’s number of

days of wheeze in the first year of life would be 23% hig-

her for each increase in level of Penicillium. Controlling

for confounding factors and level of Penicillium, neither

Cladosporium nor "other" mold affect respiratory symp-

toms experienced by an infant during the first year of life. 

The differences in the association between Penici-

llium, Cladosporium and respiratory symptoms is also

seen when each mold is entered into the models as a cate-

gorical variable with each level compared to "undetecta-

ble." Infants living in homes with the highest levels of Pe-

nicillium are at risk for rates of wheeze or persistent

cough twice as high as those of infants in homes with un-

detectable amounts of this mold. Level of Cladosporium

appears to have no significant effect on rates of respiratory

symptoms. However, seasonal variations suggest that ex-

posure to Cladosporium is intermittent and may contribute

only intermittently to respiratory symptoms and not as

much as Penicillium, which appears to be present at more

consistent levels year round.

Study strengths include our collection of extensive

respiratory symptom data, maternal asthma and allergy his-

tories, and housing characteristic information on a large po-

pulation at high risk for developing asthma. The major limi-

tation to our study is that a single airborne sample of mold

was used to represent exposure during the first year of life.

We assessed the risk of increased incidence of res-
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piratory symptoms as a result of exposure to particular

fungi in a susceptible population, namely, infants at high

risk for developing asthma. Our assessment also takes

into account factors that might have confounding effects

such as maternal allergy and asthma, socioeconomic va-

riables, and housing characteristics. We conclude that

infants in this high risk group who are exposed to high

levels of Penicillium are at significant risk for develo-

ping wheeze and persistent cough in the first year of li-

fe.
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Estandarización de alergenos fúngicos

Existe un consenso total en que todos los extractos alergénicos disponi-

bles deben de estar adecuadamente estandarizados para asegurar la

buena calidad de los mismos en su utilización en el diagnóstico las en-

fermedades alérgicas y especialmente en aquellos casos en que se justifique una

inmunoterapia específica1. 

Los alergenos fúngicos no escapan a este concepto básico y es principal-

mente en ellos en los que se produce, por sus características intrínsecas una va-

riabilidad extrema, la cual es dependiente de la materia primera utilizada, de la

forma de extracción y preparación de los extractos y de la manera de valorarlos

y estandarizarlos para sus diferentes aplicaciones2. 

Los hongos están integrados por células eucariotas con una pared externa

constituida por quitina, glucano u otros componentes insolubles, y se desarro-

llan en forma de micelio pluricelular o levaduras unicelulares, cuyo crecimiento

es variable en el tiempo y con las condiciones de laboratorio. Los hongos cons-

tituyen un ejemplo de la biodiversidad de este planeta debido al gran número

de especies conocidas. Un número reducido de ellas han demostrado ser pató-

genas para el hombre ocasionándole intoxicaciones e infecciones de diferente

gravedad. Un considerable número de especies son capaces de ocasionar esta-

dos de hipersensibilidad respiratoria cuando son inhaladas. De estas apenas

unas pocas han estados estudiadas disponiéndose de conocimientos más o me-

nos profundos de sus características bioquímicas y antigénicas. Lamenta-

blemente hasta la fecha solamente tres o cuatro especies han sido estandari-

zadas y apenas una o dos de ellas, principalmente Alternaria alternata y

Aspergillus fumigatus han llegado a la estandarización biológica3. 

Estos datos demuestran lo mucho que queda por hacer en el campo de pro-

ducción y estandarización de los extractos fúngicos, aunque afortunadamente se

ha despertado un interés considerable por avanzar en este tema, un ejemplo de



Estandarización de alergenos fúngicos

115

ello lo tenemos en las ponencias siguientes que exponen la

aplicación de la ingeniería genética en la elaboración de

alergenos y la utilización de extractos recombinantes en la

práctica clínica. Aunque este parece ser el futuro todavía se

sigue elaborando casi el 100% de los extractos diagnósti-

cos y terapéuticos con métodos tradicionales y convencio-

nales a partir de cultivos y procesamiento de laboratorio. 

En la estandarización de los alergenos fúngicos exis-

ten varias etapas bien diferenciadas y encadenadas cuya

importancia es esencial para llegar a obtener un producto

final de garantía alergológica. El primer paso es disponer

de una materia primera de excelente calidad. 

MATERIA PRIMERA

Comprende la cepa o cepas utilizadas para la produc-

ción, el medio de cultivo y las condiciones de cultivo en

cuanto a pH, temperatura, tiempo y humedad. Estos pará-

metros han de ser estandarizados y adaptados a las condi-

ciones de cada especie. Así, por ejemplo, Cladosporium sp

se desarrolla mejor a temperaturas de 22-25ºC, mientras que

Aspergillus fumigatus lo hace a 32-37ºC. Los antígenos de

Candida albicans se preparan con cultivos de 5-7 días,

mientras que los de Alternaria sp suelen requerir 3-4 sema-

nas y los de dermatofitos 5-6 semanas. Si pretendemos ob-

tener antígenos de hongos dimórficos como Histoplasma

capsulatum, tendremos que incubarlo de 3 a 4 meses. 

Por tanto el primer paso es la estandarización de los

elementos constitutivos de la materia primera.

PROCEDIMIENTOS DE EXTRACCIÓN

Se considera que los extractos preparados a partir del

medio de cultivo, que suele ser líquido (extractos metabó-

licos) son muy útiles y de buen rendimiento, no obstante,

algunos alergenos como los de levaduras se preparan a

partir del propio hongo una vez lograda su rotura y libera-

ción de las proteínas celulares (extractos somáticos)4. 

La normalización de los reactivos y procedimientos

de extracción también resulta imprescindible para disponer

de alergenos estandarizados5. 

PROCESAMIENTO DE LOS EXTRACTOS

Disponer de extractos libres de productos nocivos

como las micotoxinas o de materiales no antigénicos es

fundamental, para ello se someten a precipitación, diálisis,

concentración y filtraciones aclarantes y esterilizantes. Ob-

viamente todos estos procedimientos han de estar normali-

zados y explícitos en las guías de producción utilizadas6. 

CONSERVACIÓN

La liofilización es probablemente el mejor sistema

de conservación de los extractos alergénicos, aunque no el

único, puesto que también lo es la ultracongelación, aun-

que este método plantea otros problemas relacionados con

el volumen a conservar y coste económico. 

OBTENCIÓN FINAL DEL ALERGENO

Según los diferentes autores, se considera que el antí-

geno metabólico de la mayoría de los hongos miceliares es

adecuado. Sin embargo en levaduras se prefiere utilizar ex-

tractos somáticos que por lo general, ofrecen un mayor con-

tenido proteico. En muchos alergenos se emplea una mezcla

en diferentes proporciones de extracto metabólico y extracto

somático que se denomina: antígeno total. La utilización de

uno, ambos productos o bien otros tipos de extractos (de

pared, de esporas, etc) depende de diversos factores. 

La normalización de esta composición también es

necesaria para disponer de extractos de características

alergénicas y de una potencia similares. 

EVALUACIÓN DEL EXTRACTO ALERGÉNICO
FINAL

Una vez se dispone del extracto alergénico completa-

mente procesado es imprescindible proceder a su evalua-

ción química e inmunológica. Este procedimiento suele

basarse en la determinación del contenido en proteínas y

carbohidratos, en la electroforesis y otros métodos como

el punto isoeléctrico, sin embargo la reactividad inmunoló-

gica in vitro utilizando sueros de referencia con anticuer-

pos IgE e IgG es esencial para conocer si existe una ade-

cuada presencia de los antígenos mayores y menores

–siempre que sean conocidos–. Para ello se utilizan dife-

rentes métodos inmunológicos, presentando una especial

importancia la inmunoelectro-transferencia7. 

No podemos olvidar que el paso final, para su apli-
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cación en diagnóstico y sobre todo en tratamiento, debe

venir dada por la estandarización llamada biológica to-

mando como referencia un extracto de potencia determina-

da. Esta última fase debe ser realizada por el propio espe-

cialista en pacientes conocidos utilizando una técnica muy

precisa y diluciones diferentes del extracto y controles de

positividad (histamina) y negatividad (solución salina). La

correlación de las pruebas in vivo e in vitro son el mejor

método para asegurar al alergólogo que dispone de un ex-

tracto alergénico fúngico de total garantía para utilizar en

la práctica clínica. 
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reactions. The prevalence of fungal allergy among atopic subjects is es-

timated to range between 3 and 40%, depending on the allergic popula-

tion investigated, the used test systems, extracts, and evaluated mould species. 

Most commercial mould allergen extracts used for in vivo and in vitro diagno-

sis and specific immunotherapy (SIT) are not standardized and well characterized.

For the best performance of SIT for mould allergy, the first crucial step is the exact

identification of the molecules causing the allergic reaction. This can be accompli-

shed with a molecule-based diagnosis. Knowledge of the pattern of IgE reactivity at

a molecular level allows the formulation of vaccines containing only the allergens to

which the patient is allergic to, consisting for example of cocktails of pure and stan-

dardized recombinant mould allergens instead of whole mould extracts. Moreover,

the selected recombinant allergens can be modified to reduce the risk of IgE-media-

ted side effects. In this way, higher doses of allergen can be administered to allergic

patients increasing the efficacy of the treatment without compromising safety. 

Modification of mould allergens to improve conventional SIT should aim

at the production of molecules with reduced IgE binding epitopes (hypoaller-

gens), while preserving structural motifs necessary for T cell recognition (T cell

epitopes) and for induction of IgG antibodies reactive with the natural allergen

(blocking antibodies). In this respect, genetic engineering offers exciting possibi-

lities for the generation of new candidate molecules for mould allergy vaccina-

tion. Genetic engineering comprises the targeted modification of a protein in or-

der to alter its function or properties in a predictable manner and usually

requires the complete understanding of the relationship between structure and

function/properties for precise and effective manipulation. Alteration of the gene

Genetic engineering of fungal allergens
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can involve changing specific base-pairs (mutated gene),

introduction of a new piece of DNA into the existing DNA

molecule (chimeric or hybrid gene), and deletions (trunca-

ted gene or fragments). With the exception of the DNA

shuffling approach, which bypass the need to identify ami-

no acid residues or motifs that are important to structure

and function, alteration of allergen genes requires knowled-

ge of B and T cell epitopes and in some cases also of the

three-dimensional structure of the allergen. 

More than 80 genera of the major fungal groups have

been reported to cause respiratory allergy. To date, cDNA se-

quences of 77 allergens from 20 fungal species have been de-

posited in the allergen databank (www.allergen.org). However,

Alternaria alternata, Aspergillus fumigattus, Cladosporium

herbarum, and Penicillium are recognized as major causes of

fungal allergies. Several allergens from these species have 

been characterized in some detail at the molecular level. Iden-

tification of B cell epitopes has been achieved for a number of

fungal allergens including C. herbarum enolase (Cla h 6), A.

fumigatus Asp f 1 and Asp f 2, and P. notatum Pen n 18. In

contrast, data concerning cell-mediated immune response and

T-cell epitope mapping in only available for A. fumigatus Asp

f 1. Similarly, with the exception of Asp f 6, very little is

known about the three-dimensional structure of mould aller-

gens. Thus, despite the relatively large number of available

cDNA sequences, engineering of fungal allergens for SIT is

still in its infancy. It can be expected that in the next few 

years, much progress will be achieved in this area.
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Utilidad de los alergenos recombinantes de
hongos en la práctica diaria

INTRODUCCIÓN

Los hongos constituyen un grupo muy numeroso de organismos, se han

descrito aproximadamente 500.000, pero se estima que pueden existir entre 1 y

1,5 millones de especies. Presentan una amplia distribución en la naturaleza,

contribuyendo a la descomposición de la materia orgánica y participando en

los ciclos biológicos. Un pequeño número son patógenos de animales y plan-

tas1.

La implicación de los hongos en las reacciones alérgicas se conoce ya

desde hace mucho tiempo. En 1726 Floyer observó la aparición de asma en pa-

cientes que acababan de visitar una bodega2. En 1873 Blackely sugiere la aso-

ciación de crisis asmáticas con la inhalación de esporas de Chaetomiun y Peni-

cillium3. En 1924, Van Leeuwen en Holanda relacionó la aparición de síntomas

de asma con la presencia de esporas fúngicas en el ambiente y con el clima4.

Posteriormente y hasta la actualidad diversos trabajos han demostrado la impli-

cación de los hongos en distintas patologías alérgicas.

Los hongos son organismos ubicuos en la naturaleza, y la exposición a los

alergenos fúngicos se produce tanto en espacios abiertos como interiores. El nú-

mero de esporas y su tipo varía en el momento del día, la estación del año, la

localización geográfica y la presencia de fuentes de esporulación entre otros

factores. Así, el número total de esporas fúngicas en el aire puede variar de me-

nos de 200 a más de un millón por metro cúbico1. Por lo tanto la exposición a

estos alergenos, y la posibilidad de que una persona inhale esporas fúngicas es

muy elevada. 

Sin embargo, la prevalencia de sensibilización a hongos en pacientes alér-
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gicos en general es baja si la comparamos con la sensibili-

zación a otros neumoalergenos, y varía según el área donde

se estudia. Así en el estudio multicéntrico realizado por

D`Amato et al en Europa, la prevalencia de alergia respira-

toria y sensibilización a hongos (Alternaria y Cladospo-

rium) varía desde un 3% en Portugal a un 20% en España5.

Algunos géneros de esporas fúngicas aerovagantes se

encuentran distribuidas por todo el mundo, sin embargo la

alergia a hongos, ha sido una de las menos estudiadas.

Además, aunque se ha demostrado sensibilización alérgica

a más de 80 especies de hongos6, 7, sólo algunas de estas

han sido estudiadas en detalle.

Uno de los mayores problemas que existen en el es-

tudio de la alergia a hongos es la estandarización de los

extractos antigénicos. 

Los extractos fúngicos son muy variables en poten-

cia y contenido alergénico, esta variabilidad puede proce-

der tanto de la cepa utilizada como de los diferentes pro-

cedimientos de cultivo. Los hongos presentan algunas

diferencias respecto a otras fuentes alergénicas, que difi-

cultan su estudio y la elaboración de extractos alergénicos.

Por un lado presentan polimorfismo entre la forma mice-

liar y sus conidios. Hay variaciones antigénicas importan-

tes relacionadas con las condiciones externas de creci-

miento, como el tiempo y la temperatura de incubación, el

pH o las concentraciones de nitrógeno y carbohidratos en

los medios de cultivo empleados. Se añade a esta proble-

mática el que los extractos alergénicos empleados en el

diagnóstico clínico se caracterizan por su variabilidad y

suele ser poco predecible su actividad biológica. Los aler-

genos fúngicos pueden ser obtenidos del micelio, de las

esporas del hongo o del medio donde se produce el culti-

vo1.

Además, algunos hongos son productores de micoto-

xinas, debiéndose evitar su presencia en los extractos ela-

borados tanto con fines diagnósticos como terapéuticos,

por su potencial efecto tóxico o irritativo. 

Por último, estudios realizados en algunos extractos

alergénicos como extractos de Aspergillus fumigatus8 y

Fusarium culmorum9, han demostrado que estos extractos

alergénicos son inestables, lo que también puede afectar a

la sensibilidad de estos extractos utilizados con fines diag-

nósticos.

En ausencia de información específica sobre la com-

posición cualitativa y la concentración de antígeno en la

atmósfera, y sin el empleo de extractos uniformes de antí-

genos fúngicos, es difícil establecer una relación causa

efecto entre exposición a hongos y alergia respiratoria. 

ALERGENOS RECOMBINANTES

En las últimas décadas, muchos alergenos de distin-

tas fuentes, se han purificado e identificado en algunos

casos, mediante los métodos químicos clásicos. A finales

de los años 80 se comienzan a aplicar técnicas de biolo-

gía molecular en el estudio de alergenos10, y las técnicas

de ingeniería genética ha permitido la producción de aler-

genos recombinantes. Desde entonces, se han clonado, se-

cuenciado y expresado algunos de los principales alerge-

nos de ácaros, pólenes, animales, insectos, alimentos y

hongos11.

Las proteínas alergénicas recombinantes son produ-

cidas a nivel de distintos sistemas de expresión, pudiendo

tratarse de sistemas procariotas tales como Escherichia co-

li, o sistemas eucariotas tales como las levaduras Sacha-

romyces cerevisiae y Pichia pastoris12.

En los distintos estudios publicados, los alergenos

recombinantes muestran una capacidad para fijarse a la

IgE similar a la que presentan los alergenos naturales, y

muestran una excelente reactividad en los estudios diag-

nósticos realizados tanto in vivo como in vitro13-15.

Los alergenos recombinantes nos han permitido

comprender los mecanismos por los que interaccionan los

alergenos y los anticuerpos a nivel molecular. La aplica-

ción de las técnicas de DNA recombinante en el estudio

de la estructura de los alergenos, ha aumentado nuestro

conocimiento de la estructura primaria de estos, y además

en muchos casos se ha determinado la estructura tridimen-

sional de algunos alergenos y se han mapeado epítopos

conformacionales de células T y B13.

La producción de alergenos recombinantes ha permi-

tido caracterizar muchos alergenos a nivel molecular y

bioquímico. Estos estudios muestran que los alergenos tie-

nen diversas funciones biológicas (pueden ser enzimas, in-

hibidores enzimáticos, lipocalinas o proteínas estructura-

les), aunque en general, la función biológica del alergeno,

no está relacionada con su capacidad de producir respues-

tas de hipersensibilidad IgE mediadas13.

Numerosos trabajos realizados con alergenos recom-

binantes demuestran que son importantes herramientas uti-

lizadas con fines diagnósticos, tanto en estudios in vivo e

in vitro. Permiten aclarar el perfil alergénico que presentan

algunos pacientes polisensibilizados, reconocer la sensibi-

lización a alergenos potencialmente peligrosos como en el

caso de algunos alergenos alimentarios e identificar la pre-

sencia de estos en diversas fuentes16-18. Además sirven para

estudiar la potencial reactividad cruzada entre alergenos
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de la misma especie o de distintas especies no relaciona-

das, como es el caso de los panalergenos19, 20.

Un reciente trabajo de Hauswirth y cols, además de

identificar hipersensibilidad IgE, utiliza los alergenos re-

combinantes para estudiar marcadores celulares de activa-

ción IgE mediada en estudios in vitro con citometría de

flujo21.

Por otra parte, además del uso de los alergenos re-

combinantes con fines diagnósticos, se sugiere su potencial

utilización con fines terapéuticos. Los alergenos recombi-

nantes podrían aportar innovadoras nuevas estrategias en el

desarrollo de inmunoterapia con alergenos22.

AVANCES EN ALERGENOS
RECOMBINANTES A HONGOS

Muchos de los componentes alergénicos son glico-

proteínas y se está desarrollando una importante labor in-

vestigadora para conocer y purificar los principales alerge-

nos fúngicos y comprender la importancia de los

componentes glucídicos y proteicos en la alergia. 

En la actualidad, excepto para algunos alergenos, la

mayoría de los extractos alergénicos de hongos comercia-

lizados no están estandarizados, por lo que el contenido

alergénico de los diferentes extractos no puede ser compa-

rado directamente. 

La mayoría de extractos fúngicos utilizados tanto en

el diagnóstico como el tratamiento contienen otros compo-

nentes y otras proteínas no alergénicas.

La gran variabilidad existente entre los diferentes ex-

tractos es un problema especialmente presente en los ex-

tractos de hongos, ya que pueden existir grandes diferen-

cias de una cepa a otra, por el medio de cultivo, la fuente

de dónde se obtiene, así como el procedimiento por el que

se obtiene el extracto23.

Las técnicas de biología molecular permiten clonar,

caracterizar y producir alergenos únicos, altamente purifi-

cados, en grandes cantidades. Así, en los últimos años se

ha producido un considerable esfuerzo en la obtención de

alergenos fúngicos relevantes purificados. Se han aislado

varios alergenos fúngicos y se han clonado los genes que

codifican estos alergenos. En la actualidad, alrededor de

70 alergenos fúngicos han sido aprobados por El Comité

Internacional de Nomenclatura Alergénica24.

La obtención de algunos de los principales alergenos

fúngicos recombinantes ha sido utilizada con distintos fi-

nes. Por un lado se han utilizado y permiten valorar la

presencia de determinados alergenos en los extractos natu-

rales, así, como se han utilizado para comparar la variabi-

lidad en el contenido de alergenos mayores en distintos

extractos alergénicos comerciales o en distintos lotes de

una misma compañía23, como en el estudio realizado por

Vailes L et al en distintos extractos comerciales de Alter-

naria y Aspergillus. 

La obtención de alergenos recombinantes tiene di-

versas aplicaciones clínicas. Así, además de permitir la

identificación del perfil de sensibilización alergénica que

presentan los pacientes alérgicos a hongos mediante estu-

dios in vitro e in vivo. También podrían ayudar a la identi-

ficación de determinadas patologías y a su diagnóstico di-

ferencial. En la actualidad se han obtenido 22 alergenos

recombinantes de Aspergillus fumigatus, y algunos estu-

dios destacan un distinto patrón de sensibilización alergé-

nica en los paciente afectos de Aspergilosis broncopulmo-

nar alérgica, respecto a pacientes afectos de otros tipos de

patologías alérgicas por Aspergillus25-27.

La obtención de alergenos purificados ha permitido,

por otra parte identificar las distintas proteínas alergénicas

y definir sus características y propiedades biológicas. Por

lo que se definen distintos grupos de proteínas (enolasas,

alcalin-serin-proteasas, manganeso-superóxido-dismutasas,

factores de transporte nuclear, etc.)28-31. Esto a su vez ha

permitido realizar estudios de reactividad cruzada, que se

ha demostrado tanto entre distintas especies de hongos co-

mo entre hongos y otros alergenos como el látex (enolasas

y manganeso superóxido dismutasas)29, 32, 33.

HIPERSENSIBILIDAD A FUSARIUM

Las especies de Fusarium se distribuyen en numero-

sas plantas y están presentes en diferentes tipos de suelo.

Pueden ser importantes fitopatógenos del arroz, caña de

azucar, sorgo y maíz. También pueden afectar a plátanos,

tomates y melones. Su esporulación es más intensa en pe-

riodos cálidos y húmedos. Durante los meses fríos o en

estaciones secas, las especies de Fusarium sobreviven en

los restos de plantas y el suelo. Diferentes especies de Fu-

sarium son productoras de micotoxinas. Se han asociado

con diferentes patologías alérgicas como rinitis perenne,

asma, enfermedad broncopulmonar alérgica y de carácter

profesional en recolectores de fresas y otros agricultores1.

En algunos estudios epidemiológicos se describe la

presencia de sensibilización a Fusarium en pacientes alér-

gicos, aunque en menor frecuencia que la encontrada con
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otros hongos como Alternaria, Cladosporium, Penicillium

o Aspergillus. Sin embargo, el diagnóstico de alergia a es-

te hongo no es habitual en la práctica clínica diaria, y, por

otra parte son muy escasos los trabajos publicados sobre

la patología alérgica asociada a este hongo en concreto34.

Esto podría deberse en parte tanto a la falta de ex-

tractos comerciales estandarizados de Fusarium, como a

una baja sensibilidad de la determinación de IgE sérica es-

pecífica. Por otra parte, es esencial que los extractos aler-

génicos, además de una elevada calidad, tengan una ade-

cuada estabilidad. Recientemente se ha publicado un

trabajo que demuestra que los extractos alergénicos de Fu-

sarium tienen una estabilidad muy baja. Por todos estos

factores podríamos encontrarnos ante un alergeno infra-

diagnosticado.

Recientemente nuestro grupo ha tenido la oportunidad

de realizar un estudio en colaboración con otros investigado-

res y con Michael Hoff del Instituto Paul Erhlich de Alema-

nia. Se llevó a cabo un estudio para identificar, aislar y ca-

racterizar potenciales alergenos de Fusarium culmorum, con

el fin de obtener material alergénico de referencia estable. Se

estudian 52 pacientes alérgicos a hongos procedentes de

Alemania, Suiza y Barcelona. Mediante estudios de immu-

noblotting y EAST (enzimoallergosorbent test), se determina

la capacidad fijadora de IgE específica de un extracto co-

mercial y de un extracto propio de Fusarium culmorum. Me-

diante técnicas de biología molecular se obtienen alergenos

recombinantes, siendo valorada posteriormente su capacidad

fijadora de IgE. 26 pacientes presentan sensibilización a Fu-

sarium. Se aislaron 3 clones de alergenos Fus c 1; Fus c 2 y

Fus c 3. Un 50% de los 26 pacientes sensibilizados a Fusa-

rium presentaban IgE específica frente a rFus c 2. Mediante

la combinación de rFus c 1 y rFus c 2 se podían diagnosticar

un 81% de los pacientes sensibilizados a este hongo35.

CONCLUSIONES

Muchos de los problemas derivados del uso de pro-

ductos alergénicos naturales para el diagnóstico y tratamien-

to de las enfermedades alérgicas podrían resolverse con la

utilización de alergenos recombinantes obtenidos por inge-

niería genética. La utilización de extractos de alergenos re-

combinantes podría sustituir en un futuro a los alergenos

naturales, ya que además de tener una composición más

uniforme, aportaría un diagnóstico alergénico más preciso. 

Fusarium culmorum, como otras especies de hongos

pueden ser neumoalergenos infradiagnosticados. En con-

traste con los extractos naturales, que presentan una gran

variabilidad y una baja estabilidad, los nuevos alergenos

recombinantes pueden servir como un estable material de

referencia. Aunque, aún hacen falta más estudios para de-

terminar los diferentes alergenos, la obtención de alergenos

recombinantes podría suponer una mejoría sustancial en el

diagnóstico y tratamiento de las enfermedades alérgicas.
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