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Resumen

Antecedentes: La alergia causada por parasitos de las legumbres es un campo

escasamente estudiado y con pocos articulos publicados al respecto.

Objetivo: Determinar el origen de los sintomas alérgicos (urticaria de contacto, asmay
anafilaxia) presentados por un grupo de trabajadores agrarios que trabajaban en
contacto con guisantes, los cuales habian sido tratados con fosfuro de aluminio (EPA)
como plaguicida, y estudiar si los mismos estan relacionados con una reaccion de

hipersensibilidad contra proteinas especificas del parasito, o del propio guisante.

Material y métodos: Se realizé un estudio observacional, analitico, de casos y controles
retrospectivo. 6 pacientes que trabajaban expuestos al contacto directo y al polvo de los
guisantes y 5 controles con sintomas de alergia a legumbres, fueron seleccionados para
participar en el estudio. Se prepararon extractos de guisantes sanos e infestados,
tratados y no tratados con EPA, de cuerpos enteros de B. pisorum y de B. lentis, los
cuales fueron usados para pruebas de prick cutaneos, provocacion bronquial y oral.
Asimismo, se llevaron a cabo una prueba abierta, pruebas de parche con insecticidas
comunes, un analisis molecular y una inmunotransferencia de IgE mediante la técnica
de Western blot.

Resultados: Tanto las pruebas in vivo como in vitro mostraron resultados positivos al
contacto de proteinas de B.pisorum con los pacientes. La inmunotransferencia IgE
revel6 una banda significativa, comun a todos los pacientes que habian trabajado con
los guisantes infestados tratados con EPA. No se detect6 respuesta a proteinas
especificas del guisante en ninguna de las pruebas en los pacientes. Los controles, por
el contrario, si que mostraban respuestas positivas a extractos de legumbres. La prueba

de provocacion oral fue negativa en todos los casos.

Conclusiones: Bruchus pisorum es responsable de la urticaria de contacto que
presentaban los pacientes, y podria ser causa del asma profesional y de las reacciones
anafilacticas presentes en nuestros pacientes. Las reacciones pueden deberse tanto al

contacto directo con la piel, como a la inhalacién de particulas del insecto.

Palabras Clave: Bruchus pisorum, guisante, urticaria de contacto, alergia profesional.
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1|Introduccion

Alrededor del mundo, las legumbres son una parte fundamental de la dieta de muchas
culturas, por lo que el cultivo y cuidado de estas plantas tiene una gran importancia tanto
alimentaria como econdémica. La familia de las leguminosas es amplia e incluye el
cacahuete y la soja, dos de las causas mas frecuentes de alergia alimentaria en nuestro
medio (1). Como muchos de los cultivos realizados por el ser humano, las legumbres
son habitualmente infestadas por parasitos especificos, cuyas proteinas pueden ser
causa de reacciones de hipersensibilidad en personas susceptibles, tanto por el
contacto directo con la piel, como por la inhalacion de particulas con potencial alergénico
procedentes del parasito. En la literatura se recogen mdultiples casos de reacciones
adversas tras la ingestion de legumbres, e incluso esta descrita la aparicion de asma
tras la inhalacién de vapores de coccion de ciertas legumbres, pero las descripciones

de este tipo provocadas por los parasitos son muy raras (2,3).

El guisante (Pisum sativum) es la segunda leguminosa de grano templado mas cultivada
del mundo y la primera de Europa. Como la mayoria de los cultivos, el guisante puede
resultar dafiado por una variedad de plagas y enfermedades. Las multiples especies de
Bruchus parasitan habitualmente las legumbres y pueden ser causa de pérdidas
sustanciales de los cultivos. Una de las plagas mas intratables y dafiinas en todo el
mundo es el escarabajo del guisante (Bruchus pisorum, Coleoptera: Bruchidae, Bp) que
causa pérdidas de rendimiento de semillas de hasta el 50% (4). Los ejemplares adultos,
que miden entre 3.5 y 5 mm de largo y se pueden distinguir a simple vista, tienen la
capacidad de volar y pueden emitir espiculas para defenderse. Las distintas especies
de estos escarabajos infestan distintos tipos de cultivos, siendo los mas importantes:

Bruchus lentis en lentejas, Bruchus rufimanus en alubias y Bruchus pisorum en

guisantes (Figural) (5).
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FIGURA 1 Representacion del
Bruchus pisorum, dentro y fuera del
guisante (A). Vista general de un
adulto (B). Detalle del pronoto,
mostrando dientes que sobresalen
(flecha) (C). Detalle del fémur
posterior con una larga espicula
(flecha)(D).

Bruchus pisorum es una especie proveniente de Asia menor, pero que a raiz del
desarrollo del comercio internacional se distribuyé por todo el mundo, incluyendo las
regiones mediterrdneas de Europa, como Espafia (6). El impacto de las invasiones
bioldgicas de especies exdticas (no autdctonas) en la conservacion de la biodiversidad
y el funcionamiento de los ecosistemas nativos es cada vez mas evidente y constituye
un problema en crecimiento. Este problema reside en el delicado equilibrio entre el

deterioro ecolégico y las sustanciales pérdidas econémicas debido a las plagas (6,7).

Establecer un diagnostico diferencial entre la alergia debida a la inhalacién de particulas
de la propia leguminosa, y la alergia provocada por proteinas especificas del parasito
no es sencillo debido a la alta resistencia a la digestién de las proteinas de cubierta de

las legumbres, y a la falta de extractos estandarizados de los parésitos.

Los guisantes verdes son la verdura procesada mas comiunmente consumida tanto en
los Estados Unidos, como en el Reino Unido (8). Estan descritos los siguientes
alérgenos de los guisantes: Pis s1, una proteina de 44kDa y 7S, parecida a la viciclina
(8); Pis s2, una convinciclina de 63kDa (8); Pis sIFR, una isoflavin reductasa (9) y Pis
s8, una profilina (10). La mayoria de los sintomas alérgicos causados por los guisantes,
son debidos a la fraccion de albumina, aunque las fracciones de las globulinas y las
glutelinas también contribuyen a su poder alergénico. Estas y otras proteinas con
morfologias y caracteristicas muy similares se encuentran en otros tipos de legumbres,
lo que explica la reactividad alérgica cruzada entre algunos de estos alimentos (8). Una
caracteristica diferencial de algunos de estos alérgenos de legumbres es su gran

resistencia a la degradacion térmica, quimica e incluso proteolitica (11).
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La albumina mantiene su reactividad, incluso después de calentarla a 60°C durante 30

minutos o hervirla a 100°C durante 5 minutos.

Los guisantes han provocado asma tras la inhalacion de sus vapores de cocina (12) y
asma ocupacional tras la exposiciéon a la harina de guisantes (13). Se ha descrito la
aparicion de asma profesional en granjeros e ingenieros agronomos causado por el
parasito de las lentejas Bruchus lentis (Coleoptera: Bruchidae) (5,14). En estos articulos
se demostrd que tanto las pruebas cutdneas como las pruebas de provocacion eran
positivas cuando se aplicaban extractos de guisantes infectados, o del insecto, pero
resultaban negativas cuando se aplicaban extractos de guisantes sanos, tanto hervidos

como crudos.

En este trabajo estudiamos pacientes con sintoma de hipersensibilidad inmediata
(urticaria de contacto, asma y anafilaxia) en relacién con la inhalacion de particulas de
guisantes infestados por Bruchus pisorum (Figura 1). Se estudiaron alérgenos distintos
que pudieran ser causantes de la sintomatologia, y al igual que en estudios previos, se

realizaron pruebas tanto in vitro como in vivo.

2| Objetivo e hipotesis

Determinar el origen de los sintomas alérgicos (urticaria de contacto, asma y anafilaxia)
presentados por un grupo de trabajadores agrarios que trabajaban en contacto con
guisantes. Planteamos la hipétesis de que esta sintomatologia pueda estar en relacion
con un insecto que parasita habitualmente esta planta (Bruchus pisorum) (Eigural). Se
trata de discernir si el sustrato alergénico es derivado de los antigenos propios del

parasito, o si se debe a proteinas especificas del guisante.
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3| Material y métodos

3.1|Tipo de estudio

Se realizo un estudio observacional analitico de casos y controles retrospectivo, con los
pacientes que acudieron al servicio de Inmunopatologia y alergia del HURH de

Valladolid presentado sintomas de asma ocupacional, urticaria de contacto y anafilaxia.

3.2|Pacientes

Seleccionamos seis pacientes, tres agricultores y tres ingenieros agrénomos, con
sintomas de alergia inmediata (urticaria de contacto, asma y anafilaxia) tras el contacto
con polvo de guisantes infestados por Bruchus pisorum y se estudid su posible
hipersensibilidad mediada por inmunoglobulina IgE. Las lesiones cutaneas eran
papulosas, tipo habon, y aparecieron tras la exposicion de la piel a Bruchus pisorum
vivo, desapareciendo por completo a los 30 minutos. También presentaron lesiones en

las yemas de los dedos que desaparecieron totalmente en unas horas (Figura 2).

FIGURA 2 Lesiones presentes en las
yemas de los dedos de un ingeniero
agronomo después de manipular
guisantes infestados con Bruchus
pisorum. El eritema, que se acompafié
de prurito, aparecio justo tras el contacto
con los guisantes, lo que sugiere una

urticaria de contacto.

Estos pacientes, debido a sus profesiones, habian trabajado durante afios con guisantes
sanos e infestados sin presentar ninguna sintomatologia. En esta ocasion, los sintomas
comenzaron tras el uso de un plaguicida nuevo para controlar la infestacion de la planta
del guisante, el fosfuro de aluminio. Este es un fosfato, que al contacto con el agua

libera H3P, fosfano en estado gaseoso, la cual tiene actividad insecticida y rodenticida.

Todos los pacientes manipulaban los guisantes sin guantes, ya que nunca habia sido

necesario, no habiendo presentado problemas anteriormente.
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Asimismo, todos los pacientes consumian guisantes y otras legumbres en su dieta de
forma habitual, sin presentar problemas. A modo de controles, se incluyeron en el
estudio cinco pacientes con sensibilidad a otras legumbres (lentejas y cacahuetes). Las
caracteristicas clinicas tanto de los pacientes como de los controles se detallan en la

Tabla 1. Todos los participantes firmaron consentimientos informados por escrito.

3.3|Identificacion de plagas

Se recogieron especimenes vivos de parasitos procedentes de guisantes con los que
trabajaban los pacientes y se identificaron como Bruchus pisorum (Frélich 1799), de la
orden de las Coleopteras, siguiendo las claves dicotébmicas de Yus-Ramos et al.
(Figural) (6). Para el andlisis microscopico se utilizé la técnica de microscopia

electrénica de barrido.

3.4|Extractos de diagndstico

Los extractos usados para las pruebas fueron preparados a partir de guisantes (Pisum
sativum) sano e infestados, tanto crudos como hervidos. Los guisantes tratados con
fosfuro de aluminio (EPA, ISO, cédigo CA DPR Chem code 3541. Cas no.7803.51-2),
los infestados con Bruchus pisorum (Figura 1) y con el parasito de las lentejas Bruchus
lentis fueron usados para las pruebas de prick cutaneo (SPT), de provocacién bronquial

(BCT), de provocacion oral y para las determinaciones in vitro.

Los guisantes sanos y aquellos infestados por parasitos vivos tratados con fosfuro de
aluminio, fueron reducidos a un fino polvo. Se prepararon los extractos (guisantes
infestados, no infestados y cuerpos enteros de Bruchus) en una solucién salina
tamponada con fosfato al 5% PBS (del inglés phosphate-buffered saline). Se
centrifugaron después estos preparados a 17700g durante 30 minutos y, después de
una didlisis (peso molecular de corte en 3.5 kDa), se esterilizaron pasandolos a través
de un filtro con un poro de 0.22 um el cual evita el paso de endotoxinas a los sueros
finales. Determinamos la concentracion de proteinas de los extractos usando el método
de Lowry (15). Una parte de los extractos fueron glicerinados para ser usados en
pruebas de prick cutaneo (SPT). Otra parte se ajustdé a Img/ml con solucion salina estéril
al 0.9% para la prueba de provocacion bronquial (BCT). El resto se utilizé para la
realizacién de los estudios in vitro. Para el preparado usado en la prueba de provocacién
oral, los guisantes puros e infestados fueron hervidos durante 30 minutos. La

concentracion proteica de los extractos obtenidos se encuentra detallada en la Tabla 2.
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Tabla 1 Datos clinicos y demogréficos de los pacientes y los controles seleccionados. Resultados de las pruebas in vivo e in vitro.

Prick Prick Prick OAT (o] BC con extracto BC con Patch T
Paciente/ Edad Sintomas Guisantes sanos Guisante infestado Bruchus Con Guisantes de guisante extracto de Pesticides
Sexo/Ocupa (afios) Etapa CU crudos/hervidos (crudo/hervido) pisorum Bruchus infestados infestado Bruchus 48/h/72H
cion Tratado con EPA vivos
1. ABC/M/ 43 Asma -/- 6x6/3x3 4x4 + NR + + =
agrénomo
2. AIG/F/ 47 Urticaria de contacto -/- 5x5/3x3 5x7 + - + + -
agronomo VK-M estadio 3
3.1AC/F/ 42 Asma/ urticaria de -/- 5x5/3x3 5x5 + = = 4t =
agronomo contacto VK-M estadio 2
4. GHT/M/ 54 Urticaria de contacto -/- 3x3/3x3 3X3 + - + + -
agricultor VK-M estadio 2
5.Jcc/m/ 57 Anafilaxia/urticaria de -/- 3x3/3x3 2x2 + = + 4t =
agricultor contacto
VK-M estadio 3
6. IDG/M/ 56 Asma/Urticaria de -/- 5x5/3x3 5x5 + - + + -
agricultor contacto VK-M estadio 1
7. Control 32 Urticaria/asma +/+ -/- = = = = =
provocada por lentejas
8. Control 37 Urticaria-Esofagitis por -/- -/- - - - - - -
cacahuetes
9. Control 18 Asma y anafilaxia por +/+ -/- - - NR + = =
lentejas
10. Control 42 Urticaria por -/- -/- - - - - - -
cacahuetes
11. Control 30 Urticaria por lentejas -/- -/- - - - + + =

Abreviaturas: BC: Bronquial challenge (provocacion bronquial). CU: Contact urticaria (urticaria de contacto). NR: No realizado. OAT: Open application test (test
abierto de aplicacion). OC: oral challenge (provocacién oral). Patch T pesticides: test de parche para otros pesticidas y productos de uso agricola. VK-M: von
Krogh G, Maibach HI.
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Tabla 2 Concentracion proteica de los diferentes extractos obtenidos para las pruebas

de diagnéstico.

Extracto alergénico ) PUETEmE il ¢
extracto

Guisantes sanos hervidos 5.19

Lentejas sanas hervidas 6.22

Guisantes parasitados por B. pisorum y NO tratados 2.90

con fosfuro de aluminio

Guisantes parasitados por B. pisorum y tratados con 3.20

fosfuro de aluminio

Bruchus pisorum 1.00
Bruchus lentis 0.47
Lentejas parasitadas por Bruchus lentis 3.33

3.5|Prueba de puncidn cutanea

Para realizar las pruebas de pinchazo, o prick, cutaneas, se utiliz6 una bateria estandar
de extractos comerciales de ALK-Abell6 (Madrid, Espafia) que contiene compuestos de
polen, acaros, caspa animal, alimentos y mohos. Por otra parte, se utilizaron los
extractos previamente preparados con guisantes sanos y guisantes infestados, y
extracto del cuerpo entero de Bruchus pisorum a una concentracion de 1mg/ml de
proteinas. Incluimos asimismo extractos de acaros de almacén, Bruchus lentis, y de
lentejas infestadas por Bruchus lentis que se prepararon como se describio

anteriormente (14).

Se considero como respuesta positiva a la inoculacion un area de habén media mayor
de 7mm?, o un didmetro mayor de 5mm, pasados 15 minutos del pinchazo. Como
controles internos de la prueba se utilizaron: Fosfato de histamina (10 mg/ml) como

control positivo, y solucion salina estéril al 0.9% como control negativo.

3.6|Pruebas de parche

Tanto los pacientes como los controles fueron expuestos a una bateria compuesta por
los insecticidas mas comunmente usados en los cultivos de leguminosas (propiconazol,
metaldehido, formaldehido, mercaptobenzotiazol, cipermetrina e isoproturon). Los

resultados se recogieron los dias 2, 3y 4 tras la aplicacion del parche.

Los insecticidas fueron testados a una concentracion de 0.01% de acuerdo con el
consejo del comité de ética del hospital; sin embargo, no se puede excluir la presencia

de falsos negativos.
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Un resultado negativo no excluye por completo la posibilidad de dermatitis de contacto
alérgica. Las series estandar incluyen solo sustancias estadisticamente relevantes, pero
no se puede excluir la posibilidad de un agente sensibilizante raro, exotico o nuevo, o la
presencia de algun factor externo que falsee o dificulte la interpretacion correcta de los
resultados (16,17).

No se realizaron las pruebas de parche con fosfuro de aluminio, ni con fosfano (EPA,;
CA DPR Chem code 3541) ya que pueden resultar potencialmente mortales al contacto
con la piel, en caso de ingestibn o de inhalacién accidental, y son productos que
Gnicamente han de ser manipulados por personal capacitado y con las medidas de

proteccién adecuadas.

3.7|Prueba abierta (open test)

También se llevé a cabo una prueba abierta: se aplicaron ejemplares vivos de Bruchus
pisorum sobre zonas de piel de aspecto normal, de 3x3 cm2 de area, en la parte superior
de la espalda o sobre la cara flexora del antebrazo. Los resultados se midieron, en un
primer tiempo, pasados 20, 40 y 60 minutos para estar seguros de detectar cualquier
posible reaccion positiva, las cuales se caracterizan por papulas y eritema en la zona de
aplicacion. La erupcion tipica ocurre en los casos positivos, entre los 15 o0 20 primeros
minutos tras la exposicion, pero se puede prolongar hasta los 45 o 60 minutos. En un
segundo tiempo, buscamos encontrar posibles reacciones tardias, por lo que se

comprueban las zonas a las 7, 48, 72 'y 96 horas.

3.8| Test de provocacién bronquial

Las pruebas de provocaciéon bronquial (BCT) se llevaron a cabo con la misma
metodologia que en estudios previos de este tipo (14). Se inicio con una concentracion
de extracto de 0.01 mg/ml diluido en solucién salina estéril 0.9%, que se usé como
amortiguador. Se usaron los preparados de guisantes infestados y de cuerpo entero de

Bruchus pisorum.

Dos pacientes atépicos, con asma causado por Bruchus lentis, y tres pacientes con
urticaria de contacto causada por legumbres fueron también expuestos a los preparados

actuando como controles.
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3.9|Test de provocacion oral

La provocacion oral se llevé a cabo usando un disefio de doble ciego con placebo
(DBPCFCs por sus siglas en inglés) con guisantes infestados por parasitos, no tratados
con EPA. Se siguieron las reglas propuestas en las Ultimas publicaciones (11) al
respecto de la realizacién de este tipo de pruebas en pacientes con anafilaxis, descritas
por Miller (18) después de que todos los participantes firmaran el consentimiento
informado. Durante la semana previa se preparo6 a los integrantes del estudio, evitando
consumir de forma estricta cualquier alimento sospechoso de poder causar los sintomas
y no tomando ninguna medicacién para el control sintomatico de la alergia. Durante la
prueba se tomaron las medidas oportunas para tratar reacciones graves potencialmente

mortales.

Los guisantes infestados se molieron hasta obtener un polvo fino, el cual fue introducido
en capsulas opacas. La dosis de partida para la provocacién dependeria de la respuesta
previa de cada paciente. En el paciente que presento anafilaxia, se comenz6 con una
dosis baja de 5mg, que fue aumentada gradualmente hasta alcanzar los 500mg en una
sola capsula. Si no habia reaccion, la dosis total acumulada administrada seria al menos
equivalente a la cantidad que el paciente habia ingerido previamente. (cuando tuvo la
reacciébn por la que consulta). Como placebo se prepararon capsulas idénticas,
igualmente opacas, pero rellenas de sacarosa en polvo que fueron distribuidas
aleatoriamente a los participantes a lo largo de la prueba. Un paciente y uno de los
controles no firmaron el consentimiento para la provocacién oral con guisantes
infestados. Todos los signos objetivos y sintomas subjetivos fueron registrados al

comienzo de cada ronda de provocacion.

3.10| Determinacion de IgE especifica y diagnostico por componentes

Se determino la IgE especifica contra legumbres usando CAP (Thermo Fisher Scientific,
Uppsala, Suecia). Las IgE contra Pis sl1, Pis s6 y Pis s8 se determinaron con la

plataforma de Bayer Diagnostics, ADVIA-Centaur (Tarrytown, Nueva York).

La proteina Pis sl fue purificada y preparada marcandola con biotina y analizada en el
Centaur de acuerdo a como se hizo en el estudio de Petersen (19). Posteriormente se
realizo un diagnostico resuelto por componentes (CRD) usando un panel tipo ISAC 112
(Thermo Fisher Scientific) de acuerdo con las especificaciones del fabricante. El
diagnostico resuelto por componentes en las alergias alimentarias es un enfoque
utilizado para caracterizar los componentes moleculares de cada alérgeno involucrado

en una respuesta mediada por IgE especifica.

11
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El CRD puede mejorar la precision del diagndéstico y ayudar al médico en muchos
aspectos del estudio de la alergia. Esta técnica permite la sensibilizacién discriminatoria
de los fenbmenos de sensibilizacién cruzada y puede ser Util para estratificar el riesgo

clinico asociado con un patrén de sensibilizacion especifico (20).

3.11]|IgE inmunoblotting (Imnunotransferencia de IgE)

El primer paso fue separar las proteinas de los sueros a estudiar mediante electroforesis
en gel de poliacrilamida con dodecilfosfato de sodio (SDS-PAGE) al 15% en condiciones
reductoras. En cada carril se cargaron 0.5 pug de los extractos proteicos de guisantes
sanos, guisantes infestados, lentejas, lentejas infestadas, Bruchus pisorum y Bruchus
lentis. Las proteinas obtenidas fueron electrotransferidas a membranas de nitrocelulosa
(Hybond-ECL, Amersham Bioscience, Little Chalfont, Reino Unido). Posteriormente se
bloguearon con albumina de suero bovino (BSA) al 5% en PBS durante una hora a
temperatura ambiente. Las membranas se incubaron con una dilucién 1/5 de los sueros
de los pacientes, y con una dilucion 1/1000 de suero de ratdn con anticuerpos anti-IgE
humanos (Mouse Anti-Human IgE Fc-HRP, Southern Biotech, Birmingham, Alabama).
Las proteinas de unién a IgE se detectaron por reaccion inmunoldgica, utilizando
guimioluminiscencia mejorada (Perkin Elmer Life Sciences, Boston, Massachusetts)
siguiendo las instrucciones dadas por el fabricante. Como control negativo se utilizaron
blots con proteinas del extracto electrotransferidas, se incubaron en BSA en vez de en

suero de pacientes.
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4|Resultados

Los resultados de las pruebas realizadas a los participantes del estudio se exponen en
la Tabla 1. Todos los agricultores eran varones, dos de los agrobnomos eran mujeres y
el resto varones. Todos los pacientes tenian més de 10 afios de experiencia trabajando

con guisantes. La edad media de los pacientes fue de 49 afios.

La urticaria de contacto fue el sintoma mas repetido, asociado a asma en tres de los
pacientes. Las lesiones mas frecuentes fueron la urticaria papular en el abdomen y las
lesiones en las yemas de los dedos tras separar los guisantes (Figura 2), ambas
compatibles con una urticaria de contacto. Los sintomas aparecieron 15 minutos
después del contacto de los pacientes con los guisantes infestados, y consistieron en
dolor punzante y prurito. Los pacientes presentaban lesiones eritematosas con picor
inmediato en las yemas de los dedos y lesiones habonosas, de forma predominante en
el abdomen, las cuales sugerian una urticaria de contacto por via aérea. Habitualmente
estos trabajadores manipulaban los guisantes sin guantes ni otras medidas de
proteccién, ya que nunca se habian hecho necesarias. Llegado el momento de la
presentacion de los sintomas, se hizo patente la importancia del contacto con las
proteinas, tanto de las legumbres como del parasito. Los agronomos trabajaban en
mesas de clasificacién, donde los agricultores vaciaban grandes sacos de guisantes
para su separacion y clasificacion. Los agrénomos encontraban con frecuencia insectos
vivos sobre ellos que saltaban desde las mesas al manipular las semillas, o cuando se
cargaban las maquinas sembradoras. Uno de los pacientes presenté anafilaxia tras abrir
una de las bolsas de guisantes, dos pacientes respondieron a Anisakis, uno a

himendpteros (sin asociarse a ninguna picadura) y tres al polen.

Todos los pacientes reaccionaron de forma positiva a los SPT correspondientes a los
extractos de guisantes infestados con Bruchus pisorum, tanto crudos como hervidos, y
al extracto de Bruchus pisorum entero. Las pruebas cutaneas fueron, por el contrario,
negativas para los preparados de guisantes sanos en todos los pacientes. Cinco
pacientes asmaticos tuvieron reacciones positivas en los test de provocacion bronquial
con guisantes infestados por Bruchus. Todas las pruebas de provocacién oral fueron
negativas en todos los pacientes y controles para guisantes infestados. Los test de
parches con bateria de pesticidas comerciales fueron también negativas. El test abierto
se realiz6 en cinco pacientes, presentando la totalidad de ellos reacciones cutaneas en
los primeros 20 minutos tras la aplicacion, las cuales desaparecieron en las 24 horas

siguientes.
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En los tres agronomos que ejercian clasificando los frutos en las mesas, se reprodujeron
las mismas lesiones en el abdomen que referian haber sufrido en los episodios ocurridos

mientras trabajaban.

Los resultados del inmunoblotting IgE se muestran en la Figura 3, y de forma mas
ampliada, en el Anexol. Las pruebas llevadas a cabo con suero preparado a partir de
los extractos de Bruchus y guisantes infestados, revelaron la presencia de proteinas
reactivas a la IgE del suero en todos los pacientes y tres de los controles. Por el
contrario, los pacientes no tenian IgE contra las proteinas especificas del guisante,
segun puso de manifiesto la inmunotransferencia y la prueba de IgE especifica para Len

cl. Dos controles fueron positivos para la presencia de lentejas infestadas (7 y 9).

En todos los pacientes se detect6 la presencia comln de tres bandas: una primera
banda de 25 kDa de masa molecular, presente en los dos tipos de guisantes infestados,
pero no asi detectada en los parasitos aislados (B. pisorum y B. lentis); una banda de
18 kDa, relacionada con asma y urticaria de contacto inmediata, ya descrita en estudios
previos de asma debido a Bruchus lentis (14), se hall6 en todos los pacientes y en el
control 7 (este control presenta asma y urticaria de contacto desencadenado por
lentejas) y el control 9 (este participante tenia antecedentes de anafilaxia y asma
relacionado también con las lentejas). Los controles 7 y 9 tuvieron reaccién bronquial
positiva a la exposicion a extracto de guisantes parasitados; una banda de 30 kDa
aproximadamente, con los guisantes infestados y Bruchus pisorum en todos los

pacientes y en el control 9, cuyos sintomas comenzaron al empezar a trabajar en un
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FIGURA 3 Resultado de la inmunotransferencia de IgE con el suero de

los pacientes.
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depésito donde se almacenaban legumbres. Parece razonable pensar que puede haber
proteinas alergénicas compartidas entre las dos especies de Bruchidos, que no serian
termoestables, al contrario que las vinciclinas. Sin embargo, en las pruebas cutaneas,
se objetivaron reacciones tanto para guisantes crudos como para aquellos que fueron
cocinados. El habon del prick test es mas pequefio cuando el guisante infestado se
cocina, aungue es positivo tanto si se cocina como si no. El control 11 tuvo reaccion con
la provocacion bronquial, pero no salié banda en el analisis de IgE, por lo que no se

incluyo.

5| Discusion

Tras analizar los resultados de las pruebas realizadas, se diagnosticé a los trabajadores
que manipulaban guisantes infestados con Bruchus pisorum, de urticaria de contacto,
asma Yy anafilaxia. Estas reacciones se desencadenaron tras cambiar el agente
plaguicida utilizado habitualmente por fosfuro de aluminio (EPA), lo cual pudo inducir
ciertos cambios en el parasito que finalmente provocaron los sintomas de los pacientes.
B. pisorum es una de las plagas mas importantes en cuanto al cultivo del guisante, y el
estudio de mecanismos de resistencia, producidos por la propia planta, contra este
parasito seria clave para la seleccion de cepas resistentes evitaria gran cantidad de

problemas derivados del uso de pesticidas o de los propios parasitos (21).

Todos los pacientes del estudio habian trabajado con guisantes durante un largo periodo
de tiempo, y ademas presentaban signos y sintomas de atopia. Las legumbres son una
gran causa de alergia alimentaria tanto en edad pediatrica como en adultos
sensibilizados. Ya se habian descrito casos de alergia a los vapores de coccién de los
guisantes (3), asma ocupacional por exposicion a harina de leguminosas (13) o asmay
rinoconjuntivitis mediada por IgE en pacientes que inhalan o ingieren lentejas
parasitadas por Bruchus lentis (5). El problema de nuestro estudio radica en establecer
el diagnostico diferencial entre una alergia causada por el escarabajo B. pisorum, y una
causada por las propias proteinas del guisante, ya que este insecto se alimenta
mayoritariamente de guisantes, y por tanto puede haber sido tan solo un vehiculo del

potencial alergénico de la planta.
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Los resultados sugieren que los sintomas presentes en los pacientes eran, en efecto
causados por el contacto directo del insecto sobre la piel sin proteccién, o tras la
inhalacién de particulas de Bruchus pisorum presentes en el ambiente de trabajo de
estas personas. Esto explica las lesiones aparecidas en las yemas de los dedos al
manipular guisantes infestados (Eigura 2), o la aparicion de lesiones
papulares/habonosas en el abdomen de los agrénomos, y que muchas veces
encontraban insectos vivos en su regazo. De la misma manera, no se puede descartar
que partes alergénicas del cuerpo del parasito penetraran la piel, ya que, aunque estos
pequenos insectos no poseen las estructuras anatbmicas necesarias para picar, si que
pueden morder y provocar microtraumatismos por los que un alérgeno pudiera penetrar,

lo que es una posibilidad improbable debido a su pequefio tamafio.

De esta forma, la explicacién mas razonable es que el contacto directo o la inhalacién
sean los dos mecanismos que con mayor probabilidad causen la urticaria de contacto y
el resto de los sintomas alérgicos. Esta hip6tesis se refuerza al notificar que ninguno de
los pacientes presentd signos de hipersensibilidad a las legumbres ni a alérgenos de
reaccién cruzada, pero si tuvieron resultados positivos tras el contacto con legumbres

parasitadas en las SPT y BCT.

Como recomendaciones, se les sugirié a los pacientes comenzar a utilizar equipos de
proteccion (guantes, mascarillas, gafas y buzos con cuello y pufios sellados) durante la
manipulacion de las cosechas. Al paciente que presento el episodio anafilactico se le
instruyo en el uso de jeringuillas de adrenalina autoinyectables. Los sintomas de la
urticaria de contacto se trataron con metilprednisolona y antihistaminicos a dosis
decrecientes, mejorando notablemente. No fue este el caso de los sintomas asmaticos,
ya que los pacientes que lo sufrieron siguieron presentando episodios y sintomatologia,
aunque de menor gravedad que en anteriores ocasiones. Con todas estas
recomendaciones e intervenciones, todos los pacientes pudieron seguir trabajando con

normalidad.

Durante los afios previos a la aparicién de los sintomas, el insecticida utilizado para el
control de plagas era el fosfato de magnesio. Segun la normativa del Ministerio de
Agricultura en el momento del estudio, el insecticida usado era, exclusivamente, fosfuro
de aluminio (EPA, 1SO.21), que es un compuesto muricida que fue utilizado para
controlar la plaga de topillos que transmitian la tularemia en nuestra region en afios
anteriores. Este quimico no pudo usarse en las pruebas con pacientes debido a su alta

toxicidad si es inhalado, ingerido, o al contacto con piel y mucosas.
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Las pruebas de contacto con insecticidas comerciales comunes que pueden causar
dermatitis de contacto fueron negativas (22), lo que concuerda con el tipo de lesién
presentada, ya que no es tanto una dermatitis, sino una urticaria de contacto, que si es
explicable tras el contacto, la mordedura, la inhalacién o la penetracién en la piel de las

espiculas presentes en el cuerpo de Bruchus pisorum (Eigura 4).

El uso de productos quimicos para el control de plagas se ha hecho necesario para el
cultivo de extension a gran escala necesario para satisfacer la demanda de productos
agricolas, pero también son fuente de toxicidad directa, y como se est4 demostrando,
tienen la capacidad de inducir cambios proteinicos en algunos parasitos, multiplicando
su poder alergénico. Ahora mismo se estan buscando alternativas mas seguras que los
pesticidas para el control de los parasitos de las leguminosas, como la seleccion de
cepas con resistencias intrinsecas a estos insectos. Esta via de la seleccion de cepas,
tras la identificacion genética de marcadores de resistencia, presenta resultados
preliminares prometedores. Para descifrar el control genético subyacente a las
resistencias previamente identificadas en P. sativum ssp. Syriacum, (RIL F), se han
desarrollado lineas endogamicas recombinantes, después de la identificacion genética
de siete genes potenciales localizados con QTL (ldentificacion de loci de rasgos

cuantitativos) (4).

FIGURA 4 (a) dos tipos de espiculas en las elytras de B. pisorum: agrupadas
(amarillo) y solitarias (azul). (b) Detalle ampliado de la morfologia de las
espiculas. (c) Detalle de una espicula solitaria.
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6| Conclusion

Las proteinas especificas de Bruchus pisorum pueden causar urticaria de contacto
mediada por IgE, asma y anafilaxia en pacientes que inhalen particulas de guisantes
infestados. Sugerimos que nuestros pacientes tuvieran urticaria de contacto
inmunoldgica, la cual ocurre con mas frecuencia en pacientes atopicos (todos nuestros
pacientes eran atopicos). Es necesaria la exposicion previa al alérgeno para provocar la
sensibilizacion; en nuestro caso todos los pacientes trabajaban con guisantes. Dentro
de las enfermedades profesionales, la urticaria de contacto tiene una frecuencia baja
(<0.4%), pero puede progresar al desarrollo de una reaccion anafilactica (23). La
urticaria de contacto, provocada por la inhalacién de partes del insecto, puede preceder
al asma y a la anafilaxia, por lo que el conocimiento de que legumbres podrian estar
infestadas, asi como los métodos para evitar que esto ocurra son potencialmente

importantes.
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8| Anexos

Anexo 1. Tabla con los resultados tipificados, simplificados y ordenados de la inmunotransferencia IgE (Inmunoblotting).
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11

Guisantes (A) | B.pisorum (B)
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INTRODUCCION

 Las legumbres son un alimento muy consumido en todo el mundo, y de igual forma, representan una de las causas mas
comunes de reacciones alérgicas.

 Las leguminosas son habitualmente infestadas por parasitos especificos, cuyas proteinas pueden ser causa de reacciones de
hipersensibilidad tipo | en personas susceptibles.

* EnelsurdeEuropa la plaga mas importante del guisante es el Bruchus pisorum.

* Aunque en la literatura cientifica se han descrito ampliamente reacciones de hipersensibilidad a las legumbres, rara vez se han
descrito casos de alergia al propio parasito.

 Tras un brote urticaria de contacto, asma y anafilaxia entre trabajadores que manipulaban guisantes, se plantea la hipotesis de si
el origen de este brote esta en el guisante o en su parasito.

OBJETIVO

FIGURA 1. (Arriba) B.pisorum dentro de semillas de guisante, en
estado de larva (izquierda) y en forma adulta (derecha). (Abajo)

Determinar la causa de urticaria, asma y anafilaxia en SSpEcio Eaesedeias EenerE de Eyaieu seulie

agricultores y agronomos que trabajan manipulando

guisantes. Discernir si el sustrato alergénico es derivado RESULTADQOS

de los antigenos propios del parasito (Bruchus pisorum),

o si se debe a proteinas especificas del propio guisante. Tabla 1. Datos demograficos de casos y controles y resultados de las pruebas in vivo.
Prick Prick brick Bruchus OAT ocC BC con extracto Patch T
Guisantes Paciente/ Edad Guisantes sanos Guisante infestado (crudo/hervido) isorum Con Bruchus  Guisantes de guisante 8¢ dzo;ri)::j:to Pesticides
Sexo/Ocupacién (afios) (crudo/hervido) Tratado con EPA vivos infestados infestado 48/h/72H
e Alergia pura a los 1. ABC/M/
} guisantes , 43 /- 6x6/3x3 4x4 ¥ NR + ¥
agronomo
e Reactividad cruzada con 2. AIG/F/
47 -/- 5x5/3x3 5x7 + = &t +
otras legumbres agrénomo
3. 1AC/F/
42 -/- 5x5/3x3 5x5 = - - +
agronomo
4. GHT/M/
54 -/- 3x3/3x3 3X3 + - + +
agricultor
, . 5.JCC/M/
Pa ra S ItOS agricu|tor 57 -/- 3X3/3X3 2x2 + - + +
. 6. IDG/M/
e Bruchus pisorum . 56 -/- 5x5/3x3 5x5 + - + +
_ _ agricultor
* Guisantes infestados _ H— 2 o .
8. Control 37 -/- -/-
9. Control 18 +/+ -/- NR +
10. Control 42 -/- -/-
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Se ha llevado a cabo un estudio observacional analitico de casos y ! - :
controles retrospectivo de pacientes que acudieron al servicio de = b
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. . . . . . ’ = -y I «
inmediata (urticaria de contacto, asma y anafilaxia) después de la _
inhalacion de polvo de guisantes infestados por Bruchus pisorum. : . :
Como controles se escogieron 5 pacientes con sintomas alergicos N ITETE |
inmediatos debido a la sensibilizacion previa de la lenteja y el cacahuete. . | I
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Las proteinas alergénicas de Bruchus pisorum son e = -— : T N .
18 Wla X X | X x X X X X X ¥ X x | x X ¥ ol
capaces de provocar urticaria de contacto mediada por - B

IgE, anafilaxia y asma profesional en aquellos pacientes Figura 3. Resultados de la inmunodeteccion de IgE.
Las pruebas llevadas a cabo con suero preparado a partir de los extractos de Bruchus y

liz& di | 160 fundidad d d | que inhalan parthUIaS de gwsantes infestados o por guisantes infestados, revelaron la presencia de proteinas reactivas a la IgE del suero en
Se realizo un estudio a ergoliogico en prorundida e todas las contacto directo con el pa rasito. todos los pacientes y dos de los controles (7 y 9). Por el contrario, los pacientes no
posibles fuentes alergénicas implicadas para valorar el origen de la tenian IgE contra las proteinas especificas del guisante.
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