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1. RESUMEN

Los granos de polen de olivo y de gramineas son una de las principales causas
de alergia en la regién mediterranea. Concretamente, el polen de gramineas
es la principal causa de polinosis en FEuropa y su alérgeno principal Phl p 5
tiene las tasas més altas de sensibilizacién (>50%) en pacientes con alergia
a este tipo polinico. Por otro lado, el polen de olivo es la segunda causa de
polinosis en el sur de la Peninsula Ibérica y de todos los alérgenos descritos
en el olivo, Ole e 1 es el mds frecuente como agente sensibilizante (> 75 %).
Hasta la fecha, las redes de monitorizaje del polen en el aire han proporcionado
informacién esencial sobre la dindmica del polen en un area determinada. Sin
embargo, investigaciones recientes han revelado que los niveles de polen en el aire
por si solos pueden no proporcionar informacion suficiente sobre la exposicion
real a los aeroalérgenos. El objetivo principal de este estudio es evaluar las
correlaciones entre las concentraciones en el aire de dos de los granos de polen
mas alergénicos, olivo y gramineas, y los niveles de sus alérgenos mayoritarios
Olee 1y Phlp 5, respectivamente, con el fin de determinar si las concentraciones
de polen atmosférico son representativas a la hora de registrar los cambios en los
sintomas de polinosis en la poblacién. Por otro lado, se estudiaron los principales
parametros meteorolégicos para conocer su influencia en el contenido de ambas
particulas en el aire. Finalmente, se han comparado los datos obtenidos con dos
captadores de alérgenos basados en distintos principios, realizando un estudio
comparativo entre ellos y con el polen aerotransportado, con el fin de evaluar

su eficiencia en la captacién.

Los capitulos I y II se centraron en el estudio de la concentracion de granos de
polen de gramineas y olivo y los alérgenos mayoritarios de estos granos de polen
en el aire; el capitulo I se centré en el olivo y el capitulo IT en las gramineas.
La toma de datos se llevé a cabo de 2012 a 2014. El muestreo de polen se
realizé utilizando un captador volumétrico tipo Hirst y para la recoleccion de

alérgenos se emple6 un captador multi-vial Cyclone. Las particulas alergénicas



se cuantificaron mediante un test ELISA doble sandwich.

En el capitulo I, se encontraron correlaciones positivas significativas entre los
niveles de Ole e 1 y las concentraciones de polen aerovagante de olivo. Sin
embargo, hubo ciertos dias, principalmente antes y después de la temporada
de polen, en los que se detectaron ciertas concentraciones de alérgenos aun
cuando no se detectaron granos de polen en la atmédsfera. La distribucién de
ambas particulas biolégicas en el aire fue irregular, y la cantidad de polen por
alérgenos mostré variaciones interanuales, no coincidiendo necesariamente con

la intensidad de la estacion polinica.

En el capitulo II, se observé una correlacion positiva significativa entre el polen
de gramineas y las concentraciones de Phl p 5 durante la estacién polinica,
aunque de forma esporadica se observaron dias con ciertas discrepancias, tal y
como ocurria en el caso anterior. El indice acumulativo anual de polen también
varié considerablemente de un ano a otro, lo mas probable debido a la influencia
de las variables meteorolégicas. Sin embargo, no hubo una relacién clara entre

los alérgenos y las variables meteorologicas.

Por otra parte, en el capitulo ITI, dada la variedad de captadores y métodos
desarrollados para conocer las concentraciones de alérgenos en el aire, se realizd
una comparacién detallada con dos de los més utilizados en Europa - Cyclone
y ChemVol. Asi mismo, se estudiaron los principales pardmetros meteoroldgicos
para determinar su posible influencia en la eficiencia de muestreo. Se analizaron
las concentraciones en el aire de los alérgenos Ole e 1 y Phl p 5 obtenidas con
ambos captadores durante dos anos con una meteorologia muy diferente, 2012
y 2014 y fueron cuantificadas con el test ELISA.

Los resultados se compararon con las concentraciones de polen durante los mis-
mos periodos de estudio. Se observé una correlacién positiva entre las concen-
traciones de alérgenos obtenidas con los dos captadores, asi como con la concen-

tracién de polen durante la estacién polinica. Sin embargo, las concentraciones



anuales acumuladas variaron considerablemente, siendo mayores las detectadas
con el captador Cyclone, probablemente debido a las caracteristicas técnicas y
diferencias en el protocolo empleado con cada aparato. En resumen, a pesar de
estas diferencias observadas, ambos captadores mostraron una distribucion de
aeroalérgenos similar y proporcionaron informacion adecuada para la deteccion
de alérgenos. Los resultados de este estudio contribuyen a un mejor conocimien-
to del comportamiento atmosférico de los dos tipos de polen maés alergénicos
en el sur de Espana y dos de sus principales alérgenos, ademés de ampliar la
informacién en cuestién de cémo se ven afectados los resultados obtenidos segin
el aparato y la metodologia empleada en el estudio. Esta informacién puede ser

de gran importancia en posteriores investigaciones.






1.1. ABSTRACT

Olilve and grass-induced pollinosis is the most common pollen allergy in the
Mediterranean region. Grass pollen is the main cause of pollinosis all over Euro-
pe and its major allergen Phl p 5 has the highest rates of sensitization (>50 %)
in patients with grass pollen-induced allergy. Olive pollen is the second-largest
cause of pollinosis in southern Iberian Peninsula and from all the allergens des-
cribed in olive, Ole e 1 is the most frequent as sensitizing agent (> 75%).
Airborne pollen monitoring networks, thus far, have provided essential informa-
tion on pollen dynamics over a given study area. Nevertheless, recent research
has revealed that airborne pollen levels alone do not always provide a clear
evidence of actual exposure to aeroallergens. The main objective of this study
is to evaluate correlations between airborne concentrations of two of the most
allergic pollen grains, olive and grass, and their major allergens levels, Ole e
1 and Phl p 5 respectively, in order to determine whether atmospheric pollen
concentrations alone are sufficient to chart changes in allergenic symptoms. The
meteorological parameters were also studied to find out their influence in the-
se atmospheric records. Moreover, two allergens samplers have been compared
each other and with airborne pollen monitored using a Hirst-type volumetric

spore trap to examine their efficiency.

Chapter I and II focused on the study of both particles, pollen and allergens,
chapter T about olive and chapter II about grass. Monitoring was carried out
from 2012 to 2014. Pollen sampling was performed using a Hirst type sampler
and a multi-vial cyclone sampler was used to collect aeroallergens. Allergenic

particles were quantified by ELISA assay.

In chapter I, significant positive correlations were found between daily Ole e
1 allergen levels and airborne olive pollen concentrations. However, there were
some events with allergen detection, before and after the pollen season, when no

airborne pollen grains were observed. The correlation between the two biological



particles was irregular, and pollen potency showed year-on-year variations and

did not necessarily match pollen-season intensity.

In chapter IT a significant positive correlation was observed between grass pollen
and Phl p 5 allergen concentrations during the pollen season, but also with some
sporadic discrepancy episodes. The cumulative annual Pollen Index also varied
considerably from year-to-year most likely related to a complex interplay of
meteorological variables. Nevertheless, there was no clear relationship between

allergens and weather variables.

Due to the great variety of samplers and methods developed to know airborne
allergen concentrations, chapter III has been focused on a detailed comparison
of two most used samplers, Cyclone and ChemVol. Moreover, the main meteo-
rological parameters were studied to find out their influence on the sampler’s
efficiency. Ole e 1 and Phl p 5 were monitored over two years with different
weather patterns, 2012 and 2014, and quantified by ELISA assay.

The results were compared with airborne pollen monitored using a Hirst-type
volumetric spore trap during the same study periods. A positive correlation was
detected in the aeroallergens concentrations obtained using the two samplers, as
well as with the pollen concentration during the pollen season. However, cumu-
lative annual Allergen Index varied considerably, higher values were obtained
with Cyclone sampler, probably due to the technical characteristics and differen-
ces in the protocol of both samplers. In brief, despite these observed differences,
both samplers showed similar distribution and provide suitable information for
allergen detection. The findings showed in this study contribute to a better
understanding of the atmospheric behavior of two major allergens related to
airborne pollen in southern Spain. In addition, our research allows extending
the information related to the influence of different samplers and methodology

in the results. This information can be essential for further investigations.
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2. INTRODUCCION

2.1. Contexto de la tesis doctoral

La presente tesis doctoral se centra en el estudio sobre el contenido polinico en
la atmésfera de Cérdoba, concretamente del polen de olivo y gramineas, y la
concentracién en el aire de sus alérgenos mayoritarios, con un mayor ratio de

sensibilidad en la poblacion.

La polinosis, alergia causada por alérgenos aerovagantes del polen, es una de
las enfermedades crénicas mas frecuentes en Europa y estd en aumento en los
ultimos decenios (Bousquet et al., 2007; D’Amato et al., 2007; 2010). Un co-
nocimiento sobre el contenido de polen en el aire es importante para los pa-
cientes que sufren esta enfermedad. Por este motivo, tradicionalmente se han
realizado recuentos de polen en el aire para estimar la exposicién a los ae-
roalérgenos. Hoy en dia se cuenta con diferentes redes de monitorizaje, tanto
a nivel nacional como regional, integradas en la European Aeroallergen Net-
work, EAN (https://ean.polleninfo.cu/Ean/). La Red Andaluza de Acrobio-
logia, RAA (http://www.uco.es/raa/) y la Red Espanola de Aerobiologia, REA
(www.uco.es/rea) forman parte de la EAN y cuentan con bases de datos que se

han venido tomando de forma ininterrumpida desde el ano 1992.

Sin embargo, los niveles de polen pueden no llegar a representar siempre la
exposicién real al alérgeno, ya que, segtin estudios recientes, los niveles de maxi-
ma concentracién polinica no siempre coinciden con los picos de aeroalérgenos
(Ferndndez-Gonzélez et al., 2010, 2011; Rodriguez-Rajo et al., 2011; Galdn et
al., 2013) ni con los sintomas de pacientes que sufren alergia a un tipo polinico

determinado.

Por este motivo, recientemente, ademéas de realizar estudios sobre el contenido

de polen en el aire, se estan desarrollando nuevas técnicas para la deteccién de
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alérgenos en el aire, asi como pruebas inmunoquimicas y moleculares para su

estudio.

2.2. Antecedentes

2.2.1. Aerobiologia

La Aerobiologia, término acufiado por Meier en los anos 30, es una disciplina
cientifica relativamente reciente que estudia la presencia en la atmosfera de mi-
croorganismos y material biol6gico de pequenas dimensiones que se transportan
de forma pasiva por el aire, asi como su dispersién e impacto sobre el medio
ambiente (Emberlin et al., 1999). Por lo tanto, se ocupa de los granos de polen,
virus, bacterias, y las esporas de hongos, levaduras, algas, briofitos y pteridofi-
tos. Estas particulas, debido a su pequeno tamano, pueden ser elevadas a largas

alturas y desplazadas a grandes distancias, incluso intercontinentales.

La presencia en el aire de los diversos tipos de particulas biolégicas suscita un
gran interés a un numero cada vez mayor de investigadores de instituciones
universitarias y sanitarias, debido al incremento del porcentaje de la poblacion

que sufre problemas de salud en relacién con estas particulas (alergias).

Son innumerables los trabajos que se han sucedido en lo referente a técnicas de
analisis, sistematizacion de caracteres polinicos, creaciéon de terminologia pro-
pia y estudios morfoldgicos, siendo cada vez mayor el nimero de campos de la
ciencia en los que se aplica la Aerobiologia, tratdndose de una ciencia convergen-
te de muchas materias como: Botanica, Geologia, Paleobotanica, Arqueologia,

Taxonomia, Agronomia, Apicultura, Farmacologia y Alergologia.

En el siglo XX se han realizado los progresos cientificos més destacables que han

permitido tener un amplio conocimiento sobre el comportamiento de los granos
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de polen y las esporas de hongos en el medio ambiente y su repercusién en el

ser humano.

En Espana fue en la década de los 80 cuando esta ciencia tuvo pleno desarrollo,
con numerosos grupos de investigacion que enfocaron sus estudios en la dindami-
ca de las particulas aerovagantes (Ej. Dominguez-Vilches et al., 1984; Belmonte,
1985; Galdn, 1987; Subiza, 1987; Candau et al., 1989). Habitualmente el moni-
torizaje de polen se realiza a través de redes de muestreo que abarcan distintas
areas de territorio, como son las redes nacionales o regionales, constituyendo
un instrumento fundamental para conocer el contenido del polen atmosférico.
EAN (European Aeroallergen Network) proporciona informacién sobre el con-
tenido de polen en el aire de 32 paises, con cerca de 400 estaciones de muestreo

distribuidas por todo el territorio.

Figura 1. Inflorescencia del Olivo (A) y de las gramineas (B).

Estas redes aerobiologicas, ademas de proporcionar valores diarios de concen-
traciones de polen, cuentan con bases de datos historicos que permiten calcular
tendencias en la distribucién del polen aerovagante y realizar previsiones sema-
nales basadas en los conocimientos del momento, en archivos histéricos y en las
previsiones meteorolégicas del area de muestreo. De esta forma, se ofrece una
informacion eficaz a los pacientes y médicos para la prevencién de las afecciones

alérgicas y posibles cuidados clinicos necesarios.
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En la presente tesis doctoral se han estudiado dos tipos polinicos, junto a dos de
sus alérgenos mayoritarios: Ole e 1 del polen de olivo, de gran incidencia en la
regién mediterrdnea y algunas zonas de Norteamérica (D’Amato et al., 2007);
Phl p 5 del polen de la familia Poaceae, también de gran importancia, ya que
muestra las tasas mds altas de sensibilizacién (> 50 %) en pacientes con alergia

a las gramineas (Tripodi et al., 2012).

2.2.2. Granos de polen

El conjunto de las caracteristicas del grano de polen es constante para cada
taxén al que representan. La diversidad que encontramos en cuanto a forma y
estructura sugiere que los distintos tipos polinicos provienen de un extraordi-
nario proceso de transformacién y adaptacién a diferentes factores, como son
las interacciones polen-polen y polen-estigma, las condiciones atmosféricas y el
medio de dispersion, ya sea por accién del viento, el agua o por la accién de

animales.

Estéan rodeados por una pared, la esporodermis, cuya estructura es morfolégi-
ca y estructuralmente muy compleja. Consta fundamentalmente de dos capas
muy diferenciadas: la exina, cuyo componente quimico fundamental es la espo-
ropolenina; y la intina, cuyos componentes principales son celulosa, pectinas y
glucoproteinas (Edlund et al., 2004). Las caracteristicas especificas de la pared
de los granos de polen nos permite el reconocimiento del taxén que los origina;
en ocasiones se puede diferenciar hasta nivel de especie, pero normalmente sélo
nos aproxima a nivel de género o familia. Tiene ademés la funcién primordial
de proteger el contenido celular en su viaje hacia el érgano femenino, ya que
dicha pared es muy resistente a la pérdida de agua y a las distintas condiciones
ambientales (Frenguelli, 2003): contiene carotenoides, que otorgan resistencia
frente a las radiaciones solares (Pacini y Hessse, 2005) y reducen efectos ne-

gativos de los contaminantes atmosféricos (Castillo et al., 2005); y flavonoides,
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que parecen protegerlos frente a ataques de patégenos (Pacini y Hesse, 2005;
Rezanejad, 2009).

El polen de algunas plantas polinizadas por el viento (anemdfilas) es la prin-
cipal causa de polinosis, ya que éstas liberan grandes cantidades de polen a la
atmosfera. Generalmente es muy dificil evitar el contacto con el polen de es-
tas plantas, debido a que en algunos casos pueden estar en el aire durante la
mayor parte del ano, y sus alérgenos pueden persistir durante meses (Taylor
et al., 2004). Sin embargo, en nuestro clima normalmente existe una marcada
estacionalidad, aunque ésta varia segin la zona geografica (Martinez-Bracero et
al., 2015).

En cuanto al polen de especies herbaceas, el polen de gramineas es uno de los
mas importantes desde el punto de vista cuantitativo en Europa y el de mayor

incidencia en alergias (D’Amato et al., 2007).

Respecto al polen de especies arboreas, su incidencia en casos de alergia difiere
en importancia segin el territorio. Por ejemplo el abedul es el mas importante
en el centro y noroeste de Europa, mientras que el olivo y el ciprés son los mas

importantes en el mediterrdneo (D’Amato et al., 2007).

2.2.3. Alérgenos

La alergia al polen, o polinosis, fue descrita por primera vez en Inglaterra
por John Bostock (1819), diferenciando la rinoconjuntivitis alérgica del catarro
comun por infeccion respiratoria y acunando el nombre de “fiebre del heno”. Es-
te término acabd siendo rechazando anos después por él mismo. Posteriormente,
Blackley (1873) describié los sintomas alérgicos, mediante pruebas cutdneas que
se realizé a si mismo y efectud los primeros estudios aerobiolégicos relacionando

estos sintomas con el polen.
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Un alérgeno es una sustancia antigénica ambiental que cuando entra en con-
tacto con el sistema inmunitario de personas susceptibles, puede inducir una
reaccién de hipersensibilidad (alérgica) al generar unos anticuerpos especiales
(IgE en el tipo I). Algunas de las proteinas que forman parte de los componen-
tes estructurales de los granos de ciertos tipos polinicos, son susceptibles de ser

alérgenos.

Muchas de estas proteinas alergénicas, glicoproteinas o lipoproteinas de bajo
peso molecular (Guidés y Almeida, 2005), estan implicadas en los procesos de
hidratacién que siguen a una respuesta de compatibilidad en el reconocimiento

polen estigma (Edlund et al., 2004; Séanchez et al., 2004) durante la polinizacién.

Se trata, por tanto, de proteinas que se difunden facilmente a través de la
pared del grano de polen cuando entran en contacto con un medio acuoso, una
superficie adecuada para la germinacién (Knox, 1993; Casas et al., 1996; Pacini
y Hesse, 2005), y normalmente poseen gran estabilidad ambiental, lo que hace
posible su acumulacion en la atmésfera y la posible observacién de niveles altos

de exposicion.

Es por ello que cuando estas proteinas, libres en la atmodsfera y en ocasiones
en gran numero, se depositan en las mucosas conjuntival, nasal o bronquial
de individuos susceptibles, causan la sintomatologia de la rinoconjuntivitis y el
asma (Moreno-Grau et al., 2006). Sin embargo, no todos los granos de polen son
alergénicos, de hecho, atin no se ha encontrado ninguna caracteristica molecular
comin que especifique por qué una proteina se define como alérgeno (Aalberse,
2000). Un individuo alérgico presenta asimismo una predisposicién genética a

desarrollar respuestas de hipersensibilidad (Garcia-Herndndez, 2010).

Estas proteinas paucimicrénicas (inferior a 10um de didmetro) o submicrénicas
(inferior a 1ym), ademds de encontrarse en los granos de polen, estan presentes
en el aire y pueden ser importantes en las enfermedades alérgicas (Pehkonen y
Rantio-Lehtiméaki, 1994; Spieksma et al., 1995; D’Amato et al., 1998; De Lina-

res et al., 2007; Abou et al., 2012). La naturaleza de estas particulas tiene un
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origen variado: fragmentos producidos por la degradacién fisica de las plantas,
fragmentos de granos de polen, granulos de almidén, aerosoles atmosféricos que
contienen alérgenos fijados a particulas inorgénicas y granos de polen que se
rompen por choque osmético provocado por la lluvia y que liberan alérgenos al
ambiente (Knox et al., 1997). Al no poder identificarse estas particulas con los
recuentos de polen, puede ocurrir que haya discordancia entre la cantidad de
polen en el aire y la clinica. Al inicio y durante la polinizacién, puede suceder
que haya dias en que los pacientes sufran polinosis y el polen esté presente en
el ambiente en bajas concentraciones (Galdn et al., 2013; Buters et al., 2015;
Moreno-Grau et al., 2016).

En los granos de polen de diferentes familias se han logrado purificar numerosos
alérgenos (Martinez et al., 2002; Chapman, 2008; Postigo et al., 2009).

2.2.4. El olivo

Olea europaea L. es una especie caracteristica de la Region Mediterrdnea adap-
tada al clima de la zona. El acebuche (Olea europaea L. var. sylvestris Brot) es
una especie presente en los paisajes de la Peninsula Ibérica como un elemento
més de los ecosistemas mediterrdaneos y de la cultura. El olivo (Olea europaea L.
var. europaea) es un cultivo muy extendido, especialmente en Andalucia. Esta
especie es sensible a las heladas, si bien puede soportar temperaturas de hasta
-10 °C, aunque la resistencia al frio es una caracteristica varietal (Aguilar et al.,
1995). Las altas temperaturas son perjudiciales, sobre todo, durante el periodo
de floracién. Aunque estd bien demostrado que el olivo es una especie tolerante
a la sequia, e incluso mejora el crecimiento vegetativo bajo estas condiciones, se
ha introducido el riego en olivares modernos e intensivos (Barranco et al., 2008;
Lavee, 2011; Martinelli et al., 2012).

El olivar en la Region Mediterranea se encuentra muy extendido debido princi-

palmente a su alta rentabilidad para la obtencion de aceite de oliva, teniendo un
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amplio impacto econémico y social (Aguilera et al., 2015; Orlandi et al., 2017),
por sus conocidos efectos positivos en la salud (Omar, 2010; Salas-Salvado et
al., 2014; Buckland y Gonzalez, 2015).

Espafia es el pais con més superficie dedicada a este cultivo, siendo Andalucia
la comunidad que dispone del 60 % del total del cultivo espaiol, concentrandose

en gran parte en las provincias de Jaén y Cérdoba (Figura 2).

% olivar / SAU total
[:l < 10% superficie

D > 10 y £ 25% superficie
Cl > 25 y< 50% superficie

- >50% supefficie

Figura 2. Distribucién municipal de la superficie de olivar en Andalucia en funcién del
porcentaje que representa respecto a la Superficie Agraria Util (SAU). Junta de Andalucia.
2010.

El periodo de floracién del olivo sucede entre abril y julio en el hemisferio norte,
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desarrollando un importante nimero de inflorescencias, entre 10 y 35 flores cada
una, que se suelen situar frecuentemente en la superficie de la copa, debido a que
el olivo requiere una elevada intensidad de luz para el desarrollo de los brotes
(Barranco et al., 2008).

El proceso de polinizacion en el olivo se considera mixto, pasando de una polini-
zacion entomofila hacia la anemofilia a lo largo del tiempo, debido a la seleccion
de variedades con alta produccién de flores y al cultivo en masa (Barranco et
al., 1998; Rojo et al., 2015). La floracién del olivo se caracteriza por un bre-
ve periodo de polinizaciéon con concentraciones elevadas de polen aerovagante
(Martinez-Bracero et al., 2015; Galdn et al., 2016), pudiendo generar una alta
sintomatologia sobre la poblacién sensible a este polen. Sin embargo, tratdndose
de un grano de polen aerodinamico, se pueden llegar a detectar granos de polen

transportados desde larga distancia (Galdn et al., 2013).

2.2.4.1. Alergia al polen de olivo.

El polen de olivo (Figura 3) es actualmente una importante causa de aler-
gia, y no sélo en la Cuenca del Mediterraneo (D’Amato et al., 2007), ya que su
sensibilizacién en la poblacién estd comprobada en diversas areas biogeograficas
donde se cultiva este drbol (Bousquet et al., 2007). Este polen es considerado
como uno de los mas representados en el aire para toda la regién mediterranea
(Pérez-Badia et al., 2010; Martinez-Bracero et al., 2015; Rojo et al. 2016).

Recientemente se estd observando un aumento en la frecuencia de polinosis dado
el aumento en la superficie dedicada a esta especie (Herndndez et al., 2002) junto
a cambios en las practicas de cultivo, como el cultivo intensivo que debido al
control de agua y uso de fertilizacion, puede provocar un aumento del niimero
de flores por drbol (Ferndndez-Escobar et al., 2008; Rapoport et al., 2012), y

por tanto, de la posible cantidad de polen en el aire.
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Figura 3. Granos de polen de olivo

La prevalencia de las enfermedades alérgicas tipo I o inmediatas es superior al
25% en los paises industrializados (Smith et al., 2014) y estd creciendo en los
ultimos afios (Hjern, 2012), con una tasa del 21 % en Espana respecto a la rinitis
alérgica (Bauchau and Durham 2004). Concretamente en el sur de Espana, el
polen de olivo es la principal causa de sensibilizacién alérgica (Barber et al.,
2008). En Cérdoba, alrededor del 80 % de los pacientes son alérgicos a este
tipo polinico (Sédnchez-Mesa et al., 2005b; Quiralte et al., 2007; Cebrino et al.,
2017). Asimismo, el polen de olivo es el mds abundante de la ciudad de Cérdoba,
representando casi un 40 % del total de la concentracién polinica y llegdndose
a detectar, en ocasiones, valores de hasta 30.000 granos de polen al ano, como
ocurrié en 2009 (Velasco-Jiménez et al., 2013), dando lugar a una importante

intensidad polinica (Figura 4).

A dia de hoy, se ha demostrado la presencia de, al menos, 20 proteinas con ac-
tividad alergénica en el polen de olivo, de las cuales 12 han sido caracterizadas
(Ole e 1 - Ole e 12) segun la nomenclatura de la IUIS (Internacional Union of
Immunology Societies) (Rodriguez et al., 2007; Villalba et al., 2014). De todos
los alérgenos descritos, Ole e 1 es el mas frecuente como agente de sensibiliza-
cién (alérgeno principal) (Wheeler et al., 1990; Rodriguez et al., 2002; Alché et

al., 2004). Sin embargo, se ha comprobado que la relevancia de los alérgenos
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depende de la concentracién (Rodriguez et al., 2002) y de los distintos tipos de
alérgenos que encontramos en el aire y, por tanto, de la zona geografica (Barber
et al., 2007). La frecuencia de los individuos alérgicos al polen de olivo, sensi-
bilizados con el alérgeno principal Ole e 1 es muy alta (>75%) (Alché et al.,
2004; Rodriguez et al., 2007; Barber et al., 2008) y constituye més del 10 %
del contenido total de proteinas del polen en las variedades de arboles de la
familia Oleaceae (Cabrera, 2011). Ole e 1 juega, ademds, un papel importan-
te en la hidratacién del grano de polen, y por lo tanto se encuentra en altas

concentraciones (Alché et al., 1999).

¢ | il

~h

\
b

Pollen Index (Estimated)
1,000-1,250
1,250 - 2,200
2,200 - 2,950
2,950 - 4,350
4,350-6,200
6,200-8050
8,050-10,050 |
10,050 - 12,750 '
12,750- 17,700
17,700 - 40,000

w

N
44

"

208800ERA0

s

3

~ 4000000_/4200000

=
f ;
A

N

il

4000000 4200000° 4400000,

N

T T
, 400000 600000
Figura 4. Mapa de intensidad polinica del olivo en Cérdoba (Rojo et al. 2016)

Por otro lado, se conoce reactividad cruzada con polen de otras especies de la
misma familia, y con otras familias botanicas, que puede llegar a intensificar los
sintomas de alergia (Bousquet et al., 1985; Carinanos et al., 2002; Lombardero
et al., 2002; Vara et al., 2016). Ello es debido a la elevada similitud (mayor
del 80 %) que presenta con otros alérgenos de la familia de las oledceas: Fra
e 1 (Fraxinus), Lig v 1 (Ligustrum), Syr v 1 (Syringa) (Barderas et al., 2006;

Rodriguez et al., 2007). Por lo tanto, los anticuerpos Ole e 1 han sido reconocidos
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como un marcador de la sensibilizacién de esta familia botdnica (Belver et al.,
2009 y Vara et al., 2016).

Estudios previos han indicado que Ole e 1 es una proteina localizada tinicamente
en el grano de polen (Villalba et al., 1994). Sin embargo, en trabajos més recien-
tes se presenta la posibilidad de que se encuentre en otras partes de la planta
(Jiang et al., 2005; Bruex et al., 2012), lo que podria explicar la discordancia,
observada en ocasiones, entre concentraciones de polen de olivo y Ole e 1 en el
aire (Galan et al., 2013; Moreno-Grau et al., 2016).

2.2.5. Gramineas

Las gramineas (Poaceae) constituyen una familia muy extensa de especies herbéceas
anuales o perennes, que ha conquistado la mayoria de los nichos ecoldgicos del
planeta, cubriendo casi el 25% de la superficie terrestre (Dyer et al., 1982).
Es la cuarta familia con mayor riqueza de especies después de las compuestas,
orquideas y leguminosas (Heywood et al., 1985), con un total de 700 géneros y
cerca de 10.000 especies descritas (Watson y Dallwitz, 1992). Se trata de una
de las familias mas importantes, tanto por su interés agricola como por ser un
componente esencial de la flora de pastizales, considerada como la primera en

importancia econémica global.

Figura 5. Granos de polen de gramineas
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La mayoria de las gramineas son anemofilas y al tratarse de un grupo muy ex-
tenso, con diversas caracteristicas fenoldgicas, se pueden encontrar especies en
floracién en las distintas estaciones del ano (Leén-Ruiz et al., 2011; Cebrino et
al., 2016). No obstante, la mayoria de las especies presentes en nuestra zona bio-
climatica florecen desde marzo hasta julio, alcanzando su méximo a finales de
mayo (Velasco et al., 2013). El tipo de inflorescencia particular de esta familia
botanica, y la estructura de la flor, permiten la liberaciéon de una gran cantidad
de polen a la atmoésfera. Los géneros mas abundantes que causan polinosis en la
Peninsula Ibérica son: Phleum spp., Dactylis spp., Lolium spp., Trisetum spp.,
Festuca spp., Poa spp., Cynodon spp. y Anthozanthum spp. (Subiza, 2003).
Concretamente, las especies que més contribuyen al espectro polinico de la ciu-
dad de Cérdoba son: Dactylis glomerata L., Lolium rigidum Gaudin., Trisetaria
panicea (Lam.) Paunero y Vulpia geniculata (L.) Link (Leén-Ruiz et al., 2011;
Cebrino et al., 2016).

2.2.5.1. Alergia al polen de gramineas.

El tipo polinico Poaceae (Figura 5) representa a toda la familia botdnica y
tiene un alto contenido de alérgenos, siendo la principal causa de polinosis en
Europa (D’Amato et al., 2007; Burbach et al., 2009) con un 35 % de la poblacién
sensible (De Weger et al., 2013). En Espana, el porcentaje medio de sensibilidad
al polen de gramineas varia segin el area considerada. En el sur de Espana, su-
pone casi un 60 % de la poblacién con sintomas alérgicos (Pereira et al., 2006),
y en la ciudad de Cérdoba més del 70 % de los pacientes alérgicos son sensibles
a este tipo polinico (Sdnchez-Mesa et al., 2005b; Cebrino et al., 2016).

Para producir sintomas no se precisan niveles atmosféricos muy elevados, de 30
a 50 granos de polen/m? de aire, aunque concentraciones inferiores pueden ser
suficientes para sujetos mas sensibles (Subiza, 2001; Cirera et al., 2011). Algunos
afios, se han llegado a detectar en Cérdoba 800 granos de polen/m? durante el

pico de la estacién polinica (Velasco-Jiménez et al., 2013).

23



Aunque no es posible distinguir los granos de polen de gramineas de diferentes
especies a través de microscopia éptica, la identidad y concentraciéon de los
alérgenos en los granos de polen si que varfa entre especies (Gangl et al., 2013)

e incluso durante la vida 1til del polen (Buters et al., 2010).

Las proteinas alergénicas de las gramineas, presentes en el grano de polen o en
otras partes de la planta, se distribuyen en 14 grupos de alérgenos segin las
similitudes fisicoquimicas que presentan, independientemente de la especie de
procedencia (Andersson y Lidholm, 2003; Weber, 2007), y en 10 grupos segin
su elevada reactividad cruzada (nombrados segin la nomenclatura oficial IUIS).
Los grupos 2, 3 y 5 sélo se encuentran en la subfamilia Poideae en regiones
templadas. Los alérgenos del grupo 10 estan presentes en sélo diez especies de
gramineas, y los del grupo 6 sélo se han descrito hasta ahora en Poa pratensis,
Anthozanthum odoratum y Phleum pratense. Los alérgenos del grupo 1 (pre-
sentes en todas las especies de la familia Poaceae) y grupo 5 suponen entre el
80% y el 90 % de los pacientes alérgicos al polen de gramineas, lo que los con-
vierte en alérgenos mayoritarios (Weber, 2007). Phleum pratense es una fuente
importante de alérgenos polinicos en las areas templadas, y debido a que mues-
tra una importante reactividad cruzada con otras especies de la misma familia
(Aleksi¢ et al. 2014), sus extractos y alérgenos son ampliamente utilizados para
el diagnostico de polinosis al polen de gramineas. Concretamente, Phl p 1 y Phl
p 5 son marcadores de sensibilizacién para este tipo polinico, al estar presen-
tes exclusivamente en los granos de polen (Gangl et al., 2013), pero no en los
granulos de almidén u otras partes de la planta (Behrendt et al., 1999). Estos
alérgenos muestran las tasas mds altas de sensibilizacién (> 50 %) en pacientes
con alergia inducida (Tripodi et al., 2012), aunque la prevalencia de sensibiliza-
cién a ambos alérgenos varia significativamente en distintas regiones de Espana
(Barber et al., 2008). Por otro lado, los mismos alérgenos incluidos en el grupo

5 estdn ausentes en las gramineas subtropicales (Davies et al., 2011).

Muchas gramineas también muestran reactividad cruzada con alérgenos de po-

len de otras plantas (Asturias et al., 2002; Weber, 2007) y como resultado,
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diferentes concentraciones polinicas afectan la tasa de sintomas en pacientes
sensibles (D’Amato et al., 2007). Por estos motivos, la alergia debida al polen
de gramineas no puede ser igual en todas las areas y por tanto el concepto de

alérgeno principal no debe ser universal.

2.2.6. Factores que influyen en la concentracién polinica y de alérge-

nos en el aire.

2.2.6.1. La Meteorologia y la situacién geografica.

Durante los tltimos anos se han propuesto diversas causas para explicar el au-
mento de las concentraciones de polen en Europa para la mayoria de los tipos
polinicos alergénicos (Ziello et al., 2012), asi como de pacientes sensibles a ellos
(Beggs, 2004; D’Amato et al., 2007; D’Amato y Cecchi, 2008). Por otro lado,
como se ha indicado anteriormente, diversos estudios han observado variaciones
en las concentraciones anuales de alérgenos y polen, encontrando altas concen-
traciones de polen aun cuando se recogen bajas concentraciones de alérgenos, y

viceversa

Recientes articulos han demostrado que las caracteristicas de la estacién polinica
y la abundancia de alérgenos en el aire se asocian con los diferentes factores
ambientales (D’Amato et al., 2007; Cecchi et al., 2010; Ferndndez-Gonzdlez et
al., 2013, Garcia-Mozo et al., 2014; Rojo et al., 2015). Por tanto, el contenido
de polen en el aire puede variar cada afio respecto a lo esperado (Frei y Gassner,

2008), segun las condiciones atmosféricas de cada momento y lugar.

De esta forma, aunque la temporada de polen generalmente coincide con la
floracion, también depende de ciertos factores meteorolégicos que pueden man-
tener el polen en el aire durante periodos mas o menos largos. Factores que,
en gran medida, determinan la dispersion, el transporte y la deposicién de los

granos de polen (Galdn et al., 1995; Jones y Harrison, 2004). Es importante

25



destacar que las plantas herbaceas, incluyendo las gramineas, suelen manifestar
una respuesta mas inmediata a las condiciones meteorolégicas que las especies
lenosas (Alcazar et al., 2009). La estacién de polen, afectada por las lluvias de
invierno y las temperaturas en primavera, comenzara cuando las condiciones
sean en cada momento favorables para la liberacién de los granos de polen.
También se sabe que los patrones de floraciéon diurna cambian de acuerdo con
factores meteoroldgicos de una forma especifica a cada especie (Subba-Reddi et
al., 1988).

La influencia de las distintas variables meteoroldgicas puede variar segin nos
encontremos antes o durante la estacién polinica. Concretamente las precipita-
ciones que tienen lugar antes de la floracién, al aumentar la disponibilidad de
agua, pueden incrementar el nimero de flores y por tanto la cantidad de polen
emitido a la atmdsfera (Jato et al., 2009; Smith et al., 2009; McLauchlan et
al., 2011). En regiones donde la disponibilidad de agua es un factor limitante,
como el Area Mediterranea, la sequia impide la germinacion de muchas semi-
llas, especialmente en gramineas, reduciendo la intensidad de la floracién y por
tanto de la concentracién polinica (Dahl et al., 2013). En cambio, un periodo de
lluvia ocurrido durante la estacién polinica, produce un lavado de la atmdsfera
y una reduccion del contenido de polen en el aire. Por tanto, la concentracién
ambiental de polen es muy variable y depende, en primer lugar, de la disponibi-
lidad de agua (especialmente en las gramineas) (Clary et al., 2004) y en segundo
lugar de la temperatura (Sdnchez-Mesa et al., 2003), aunque esta tltima estd
m4ds relacionada con el inicio de la estacién polinica (Galdn et al., 2001; Smith
y Emberlin 2006; Rosenzweig et al., 2007). La temperatura es un factor que
influye en la apertura de las anteras y en la dispersién del polen atmosférico
en las regiones templadas (Garcia-Mozo et al. 2009; Jato et al., 2009). Las con-
diciones extremas de la ciudad de Cérdoba, pueden implicar variaciones ano a

ano y dentro de la misma estacién (Sanchez-Mesa et al., 2003).

De forma general podemos decir que bajo condiciones meteorolégicas normales

durante la estacién polinica, a mayor temperatura y menor humedad, se alcan-
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zardn las mayores concentraciones polinicas (Wan et al., 2002). El ritmo esta-
cional del fotoperiodo también influye en el desarrollo de las gramineas (Laaidi,
2011). Los resultados de Garcia-Mozo et al. (2009) mostraron que la variacién
entre diferentes dreas de estudio podia atribuirse a la latitud, las precipitaciones

acumuladas y la temperatura.

Por otro lado, la temperatura minima (Smith et al., 2009) y las condiciones
meteoroldgicas del ano anterior a la floracién parecen influir especialmente a las
especies leniosas. Concretamente el olivo es altamente dependiente de la tem-
peratura durante los meses que preceden al inicio de la floracién (Galdn et al.,
2005; Rojo y Pérez-Badia, 2015) y precisa unos umbrales éptimos de tempe-
ratura para florecer, con un rango de 5 - 12,5 °C en Andalucia, segtin la zona

bioclimatica donde se encuentre (Galan et al., 2001; 2005).

Varios estudios han observado, ademas, que aunque las principales fuentes de
emisién de polen proceden de dreas locales cercanas (Oteros et al. 2015a),
se pueden detectar concentraciones de polen dispersadas a largas distancias
(Hernandez-Ceballos et al., 2011a; 2011b; Sikoparija et al., 2013; Rojo y Pérez-
Badia, 2015), sobre todo en aquellos casos en los que el tamano de polen es
especialmente pequeno, como es el caso del olivo (Silva Palacios et al., 2000;
Galén et al., 2013; Moreno-Grau et al., 2016).

En el caso de los alérgenos, su concentracion en el aire depende de las condiciones
meteo-climaticas locales y la flora especifica (Barber et al., 2007). Concretamen-
te, su liberacién es un proceso dependiente de temperatura y pH, con valores
méximos a 37 °C y pH 7,4 por ejemplo, en el caso de Phl p 5 (Behrendt et al.,
1999), ademés de otros factores ambientales, como la humedad, las tormentas

y la polucién (Bartra et al., 2007).

De hecho, se ha observado que la misma cantidad de polen puede liberar canti-
dades variables de alérgenos (Buters et al., 2015). Una mayor humedad parece

aumentar la concentraciéon de alérgenos (Fernandez-Gonzdlez et al., 2011; Buters
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et al., 2015) y por tanto los casos de polinosis (D’Amato et al., 2007), siendo
las concentraciones variables en distintas zonas geograficas y a lo largo de la
temporada de polen (Jochner et al., 2015). Por ejemplo, Ferndndez-Caldas et
al. (2007) senal6 que existe una oscilaciéon anual tanto en la potencia alergénica
como en las concentraciones de Ole e 1, que se atribuyen a aspectos ambientales
como temperaturas y precipitaciones. Las distintas especies parecen tener una
menor concentracion de alérgenos en los anos con mayor produccién de polen, y
durante anos con menor produccion de polen, la planta aumenta su expresién,
con el fin de garantizar la eficacia del proceso de fecundacion, tal y como se ha

observado en el olivo (Moreno-Grau et al., 2016).

2.2.6.2. La contaminacién y el cambio climatico.

Las plantas estan continuamente expuestas a estrés ambiental, tanto abidtico

como bidtico, y pueden responder ante estas condiciones de diferentes formas.

Los contaminantes se encuentran entre los principales factores externos a los
que se enfrentan, especialmente en las zonas urbanas, y pueden influir en el
porcentaje de emisién de alérgenos y por tanto, en la sensibilidad de los sujetos
alérgicos (Sudrez-Cervera et al., 2008) o aumentando la reaccién inmune de
los individuos (Bartra et al., 2007; Annesi-Maesano et al., 2012). Adem4s, las
particulas contaminantes del aire pueden actuar como portadores de alérgenos,
ayudando a su dispersiéon y acceso a las vias respiratorias (D’Amato, 2000;
D’Amato et al. 2007; 2010).

Algunos estudios indican que la contaminacién del aire, igualmente, puede pro-
vocar estrés a las plantas y reducir la intensidad de la floracién (Guedes et al.,
2009), de manera que producen menos granos de polen menos y mas pequenos.
Otros estudios, sin embargo, indican que en estos casos los granos de polen au-
mentan el contenido y liberacién de alérgenos por peso (Moreno-Grau et al.,
2016).
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Los principales contaminantes atmosféricos que afectan a las plantas, especial-
mente después de una exposicién a largo plazo, son el ozono, el diéxido de azufre
y el diéxido de nitrégeno (D’Amato et al., 2010). Distintos estudios se han en-
focado en el papel que juegan las particulas diesel (DEP) y sus componentes,
en el aumento de la sensibilizacién a los alérgenos aerotransportados (Riedl y
Diaz-Sanchez, 2005).

Los entornos urbanos se caracterizan, no sélo por el efecto "isla de calor”, sino
también por los altos niveles de contaminantes (NO, COs, particulas...). Con-
cretamente las altas concentraciones atmosféricas de COs pueden causar un
aumento general de la biomasa de la vegetacién (Jablonski et al., 2002), un
aumento de la floracién y por tanto, de la produccién de polen (Rogers et al.,
2006; Ziska et al., 2009; Albertine et al., 2014), y probablemente un aumento en
la alergenicidad del mismo (Singer et al., 2005). Se ha observado, por ejemplo,
que el polen de Phleum pratense libera mas concentracion de alérgenos por po-
len cuando se expone a concentraciones elevadas de NOg, O3 y COo (Motta et
al., 2006, Albertine et al., 2014). Los resultados de Ziska (2003) muestran una
serie de efectos indirectos potenciales sobre determinadas plantas expuestas a
un aumento en la concentraciéon de COs, como cambios en el contenido nutri-
cional de los alimentos o un aumento del uso de herbicidas, asi como posibles
efectos directos, como el aumento del polen de ambrosia. Sin embargo, se han
observado determinadas discrepancias en la relacion de los contaminantes sobre
los sintomas de pacientes alérgicos en determinados tipos polinicos (Cirera et
al., 2011).

La abundancia de alérgenos y ciertos contaminantes en el aire pueden estar
influenciados por los mismos factores, tales como la temperatura y la preci-
pitacién, por lo que sus concentraciones maximas pueden coincidir a menudo
(Cecchi et al., 2010; D’Amato et al., 2010; Cecchi, 2013).

Dependiendo del tipo polinico, las concentraciones de polen pueden ser mas ba-

jas en las ciudades que en las zonas rurales circundantes, aunque un estudio
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a escala continental revela una tendencia creciente en la concentracién anual
de polen en el aire para muchos taxones en Europa, que es méas pronunciada
en zonas urbanas que en zonas semi-rurales o rurales (Ziello et al., 2012). Sin
embargo, las tasas de prevalencia a la polinosis y el asma relacionada con el
polen son, con frecuencia, tanto o mas altas en las ciudades incluso con con-
centraciones polinicas menores (D’Amato, 2002; D’Amato et al., 2010). En el
caso de las gramineas, se ha observado una disminuciéon anual de la cantidad
total de polen en Europa (Emberlin et al., 1999; Ridolo et al., 2006; Jato et al.,
2009), probablemente debido a los cambios en el uso del suelo que han llevado
a una reduccién en los pastizales. En cambio, la frecuencia de la sensibiliza-
cién alérgica de gramineas no disminuye, probablemente por la influencia de la
contaminacién (Cecchi et al., 2010; D’Amato et al., 2010) ya que el aumento
antropogénico de los niveles atmosféricos de CO4 parece ser influyente (Ziello
et al., 2012).

Por otro lado, el cambio climético parece afectar especialmente al drea me-
diterrdnea (Ferndndez-Gonzélez et al., 2005; Parry et al., 2007; Hillel y Ro-
senzweig, 2013), donde las temperaturas estdn aumentando, la precipitacién
disminuyendo y los fenémenos pluviales extremos son cada vez mas frecuentes,
con periodos de sequia més largos (IPCC, 2014). Es probable que las funciones
biolégicas de las plantas que responden tanto a las condiciones de calor y frio, se
estén viendo modificadas por este aumento de temperatura y por la escasez de
agua. Hay evidencias de que el cambio climatico actual estd afectando a los di-
ferentes procesos aerobiolégicos de aeroalérgenos y a los contaminantes (Cecchi
et al., 2010; Zhang et al., 2015). Se espera que afecte al inicio, la duracién y la
intensidad de la estacién polinica (D’Amato y Cecchi, 2008; Ayres et al., 2009;
Galdn et al., 2016). Concretamente se ha observado un adelanto en el periodo
de floracién de forma general (Galan et al., 2005; Beaubien y Hamann, 2011), lo
que podria provocar una temprana liberacion de polen, tal y como se ha obser-
vado en el olivo (Garcia-Mozo et al., 2015) y por tanto, una aparicién temprana

de sintomas de enfermedades alérgicas (Cecchi et al., 2010). Hay estudios, en
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cambio, que muestran una tendencia hacia un inicio tardio en la estacién polini-
ca y una duracién mds corta de la misma (Jato et al., 2009), pero se trata de
una zona meteo-climatica diferente al drea mediterrdnea y con un ntimero bajo

de anos de estudio, que no permite producir resultados concluyentes.

2.3. Caracterizacion del area de estudio

El estudio se ha llevado a cabo en la ciudad de Cérdoba (Figura 6), situada al
sur de la Peninsula Ibérica. Se localiza a 37 °C 53’ N y 4° 45" W y a una altitud
de 123 metros.

Figura 6. Situacién de Cérdoba

Su término municipal, de 1245 Km?, se halla dentro del Valle del Guadalquivir,
rio que lo atraviesa completamente. La orografia se delimita en dos zonas, Sie-
rra Morena al norte y la Campina al sur, seguida de la Sierra Subbética. Sierra
Morena tiene una altitud media de 400 metros donde afloran rocas de gran com-

plejidad, calizas, esquistos y conglomerados, y destacan especialmente las rocas
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metamérficas, principalmente anfibolitas. En la campina encontramos terrenos
bajos con leves ondulaciones del terreno que forman la denominada genérica-
mente campina, con materiales sedimentarios de origen marino depositados en

los primeros momentos de la orogenia alpina (Valle, 2016).

2.3.1. Vegetacién

Respecto a la vegetacién, Sierra Morena se corresponde con la serie mesomedi-
terrdnea luso-extremadurense seco-subhimeda y silicicola de la encina (Quer-
cus rotundifolia Lam.) y sus bosques tipicos serfan los encinares y alcornocales,
con coscojales, madronales, jarales, etc., y a menudo con cultivos de pinos. Sin
embargo no son abundantes los encinares bien conservados, siendo explotados
tradicionalmente en forma adehesada para un aprovechamiento ganadero y ci-
negético. En las zonas mas meridionales de Sierra Morena han sido reemplazadas

por olivares, generalmente de caracter marginal.

La vega y campina de Cérdoba pertenece a la serie climatofila del piso mesome-
diterrdneo (termofila bética con lentisco) y sélo el sector occidental se correspon-
de con el piso termomediterrdneo (bético-algarbiense seco-subhimedo-htimeda
baséfila de la encina) (Costa-Pérez y Valle-Tendero, 2004). No obstante, dada
la intensa roturacién a la que ha llevado la temprana antropizacion del sector,
debido al potencial agronémico del suelo, la vegetacién natural es s6lo marginal
(acebuches, encinas y alcornocal con acebuche). Los cultivos tradicionales son
sobre todo cereales (especialmente trigo y cebada), aunque a medida que se ha
ido introduciendo el regadio en muchas zonas, se ha incrementado la produccién
de algodon, girasol y plantas forrajeras. El olivo estd muy presente en esta zona

y ha crecido en extensién de forma notable durante los ultimos quince anos.

Actualmente, Cérdoba junto con Jaén, Granada y Sevilla, forman la zona mé&s
extensa del mundo dedicada a las plantaciones de olivo (1.549.967 ha), con una

produccién anual de oliva superior a 5.000.000 de toneladas. Dentro de esta
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region, la provincia de Cérdoba es la segunda zona oleicola con 347.107 ha, con
un promedio de 1.000.000 de olivos (Anuario Estadistico de Andalucia 2015).

La vegetacién que se encuentra dentro de las ciudades puede tener una impor-
tante influencia en la concentracién polinica del aire (Carinanos et al., 2002;
Gonzalo-Garijo et al., 2006). En los jardines de la ciudad de Cérdoba encon-
tramos gran variedad de especies ornamentales que ocasionan problemas de
salud a la poblacién por su caracter alergégeno: Platanus x hispanica Mill. ex
Muenchh, Olea europaca L., Cupressus sempervirens L., Cupressus macrocarpa
Hartw.., Populus alba L., Betula pendula y Phoeniz spp. son algunos de los més
utilizados. Las familias més representadas en los jardines y calles son: Arecaceae,
Asteraceae, Cupressaceae, Fabaceae, Liliaceae, Moraceae, Myrtaceae, Oleaceae,
Pinaceae, Rosaceae y Salicaceae (Velasco et al., 2013), siendo los tipos polinicos
mds abundantes: Cupressaceae, Quercus, Poaceae y Platanus (Martinez-Bracero
et al., 2015). También encontramos especies poco alergénicas como Celtis aus-

tralis L., Schinus molle L. y Cercis siliquastrum L.

Concretamente los captadores se encuentran en el Campus de Rabanales de la
Universidad de Cérdoba al este de la ciudad, a 22 metros de altura sobre el nivel
del suelo. Se trata de una zona proxima a la sierra de Cérdoba y rodeada de
pequenas zonas de cultivo, asi como de herbaceas surgidas de forma espontdnea

y especies tipicas de areas ajardinadas.

2.3.2. Climatologia

Cordoba posee un clima mediterraneo con cierta continentalidad y con influencia
atlantica. Los inviernos son suaves, aunque con algunas heladas que en ocasio-
nes han llegado a ser fuertes. Los veranos son muy calurosos, con importantes
oscilaciones térmicas diarias y temperaturas maximas que, en promedio, son las
mas altas de Europa, sobrepasandose todos los anos los 40 °C, llegando a su-

perar en diversas ocasiones los 45 °C. Aunque las minimas son maés frescas, la
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temperatura media alcanza los 28 °C en julio y agosto. La temperatura media
anual es de 18,1 °C y la precipitacién media anual es de 591 mm segin datos de
AEMET durante 30 anos (1982-2011) (Figura 7).

CE o Altitude: 127m °C: 181 mm: 591 an

2 0

Figura 7. Climograma de la ciudad de Cérdoba. AEMET media de 30 afos (1982-2011).

Las precipitaciones se concentran en los meses mas frios, debido a la citada
influencia atlantica, ya que se producen por la entrada de borrascas desde el
oeste, situacién que se da mas en el periodo de diciembre a febrero. Presenta
una fuerte sequia estival, tipica de los climas mediterraneos. Las lluvias anuales

alcanzan los 600 mm, aunque hay una importante irregularidad interanual.

La temperatura maxima registrada en el Observatorio del Aeropuerto de Cérdo-
ba (situado a 6 km de la ciudad) son los 46,6 °C del 23 de julio de 1995 y los 46,2
°C del 1 de agosto de 2003. La minima ma&s baja corresponde a los —8,2 °C del
28 de enero de 2005. 2015 fue un ano especialmente caluroso con la temperatura
media de las maximas mds alta (40.3 °C)(Tabla 1).
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Mdx. n° de dias de lluvia/mes H 24 (dic 1996)

| |
‘ Mdx. n° de dias de nieve/mes H 2 (ene 2006) ‘
‘ Madz. n° de dias de tormenta/mes H 9 (may 1998) ‘
‘ Prec. mdz. en un dia (l/m2) H 154.3 (02 nov 1997) ‘
‘ Prec. mensual mds alta (l/m2) H 355.0 (dic 1996) ‘
‘ Racha mdz. viento: velocidad y direccién (Km/h) H Vel 126, Dir 210 (18 dic 1989 14:10) ‘
‘ Tem. mdz. absoluta (°C) H 46.6 (23 jul 1995) ‘
‘ Tem. media mensual de las mdz. mds alta (°C) H 40.3 (jul 2015) ‘
‘ Tem. media mensual de las min. mds baja (°C) H -0.9 (feb 2012) ‘
‘ Tem. media mensual mds alta (°C) H 30.5 (jul 2015) ‘
‘ Tem. media mensual mds baja (°C) H 7.2 (dic 1967) ‘
‘ Tem. min. absoluta (°C) H -8.2 (28 ene 2005) ‘

Tabla 1. Datos meteoroldgicos de la ciudad de Cérdoba. Fuente: AEMET (1959-oct 2016)

2.4. Meétodos de muestreo: polen y alérgenos

A lo largo del siglo XX los métodos de muestreo comenzaron a desarrollarse y
mejorarse, con el fin de tener un buen conocimiento de las particulas presentes

en el aire que ocasionaban alergias.

Aunque Wolf et al. (1959) presenté en su dia una critica indicando que el ntimero
de métodos disponibles para el muestreo de particulas en el aire era aproxima-
damente igual al niimero de investigadores, en realidad hay un ntiimero limitado
de enfoques o principios fisicos para la recogida de polen o esporas. Los prin-
cipales son: deposicién gravitacional (Durham, 1946; Tauber, 1967), filtracién
(Cour, 1974), impacto (Perkins, 1957), succién-impacto (Hirst, 1952) e impac-
to en cascada (May, 1945; Andersen, 1958). Se ha demostrado la importancia

de la instalacion de los captadores a una altura elevada cuando se busca estu-
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diar dindmicas polinicas, ya que estd menos dominada por efectos localizados o
contaminacién del aire (Alcdzar et al., 1999; Khattab y Levetin, 2008).

Los primeros muestreadores se basaron en la sedimentacion por gravedad. Un
método simple y poco costoso, pero poseen la desventaja de que s6lo se cuan-
tifican datos en términos de superficie (cm?) y no ofrecen una estimacién de la
concentracién de particulas en volumen de aire. Con estas muestras de polen la
captura estd, ademas, sesgada a particulas mas grandes. Sin embargo, hoy en
dia, ha demostrado ser un método eficaz y es particularmente 1til en lugares
remotos donde el suministro de energia podria plantear un problema (West y
Kimber, 2015).

Otros captadores se basan en el método de impacto, referidos a superficies séli-
das, tales como agar en una placa Petri (muestreador Andersen, SKC Biostage
y muchos otros), en el caso de esporas de hongos que pueden germinar, o cinta
adhesiva, diapositivas o varillas (Hirst, Air-O-Cell, Rotorod), o sobre un liquido
(Coriolis, CIP 10-M). La eleccién del muestreador dependerd generalmente de
la disponibilidad de energia (red o bateria y/o panel solar), el formato mas ade-
cuado para el andlisis, el volumen de aire muestreado por minuto y la duracién
del muestreo (West y Kimber, 2015).

Figura 8. Captador Volumétrico tipo Hirst en el Campus Universitario de Rabanales
(Cérdoba).
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En el caso de estudios continuos sobre el contenido de polen o esporas en el aire,
recientemente, los muestreadores utilizados se basan en andlisis volumétricos
por succion, donde las particulas son atraidas hacia los captadores a través de
bombas, ventiladores o aspiradores. El captador mas utilizado de este tipo es
el Hirst (1952) (Figura 8), con una sencilla estructura formada bésicamente
por tres unidades: unidad de impacto, veleta y bomba de vacio. Esta estructura
basica ha podido mejorarse en modelos posteriores. En los captadores de las
casas comerciales Burkard y Lanzoni se emplea como superficie de impacto una
cinta adhesiva adherida a un tambor circular que gira durante un periodo de
siete dias, de esta forma, se puede realizar el muestreo continuo de la atmdsfera
durante una semana completa, y obtener a partir de él datos diarios y ho-
rarios. Existen otros modelos basados en el mismo diseno, como el captador
Kramer-Collins (G R Electric, Manhattan, KS). Ocasionalmente, se publican
informes aerobioldgicos que utilizan otros métodos de muestreo (Piotrowska y
Weryszko-Chmielewska, 2003). Dado que en los captadores volumétricos se co-
noce el volumen exacto de aire muestreado, tras ser identificados los granos de
polen y/o esporas y contabilizados por microscopia 6ptica, los recuentos de po-
len se expresan como la media diaria de granos de polen por metro ctibico de

aire.

Un dispositivo similar, ampliamente utilizado hasta hace poco en los EE.UU.,
es el Rotorod (Gregory, 1973; Allen, 1981), un muestreador de impacto girato-
rio, relativamente barato y simple de operar, que proporciona informacién sobre
concentraciones promedio durante la duracién del tiempo de muestreo. Consis-
te en una varilla de latéon en seccién cuadrada en forma de U. Los dos brazos
verticales giran a través de 120 litros de aire por minuto y las particulas se reco-
gen por impactacién. Los brazos se retiran después del muestreo y se observan

directamente bajo el microscopio.

Los captadores en cascada presentan la particularidad de separar las particulas
por tamano durante el muestreo. El muestreador Andersen (Andersen, 1958)

aspira a una velocidad de 28,3 L /min., a través de una serie de placas circulares
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de tamano idéntico, perforadas cada una con 400 orificios, progresivamente de
mas grandes a mas pequenos, a través de los cuales se depositan particulas sobre

un medio estéril en placas de Petri.

Cada captador tiene diferentes ventajas e inconvenientes en aspectos relaciona-
dos con la eficiencia en la recoleccién (que varfa generalmente con el tamano de
particula), el consumo de energfa, la longitud del periodo de la muestra, tiempo
que se puede dejar desatendido y la facilidad en la toma y procesamiento de las

muestras.

Respecto al muestreo de alérgenos, se han utilizado distintos muestreadores
de bajo y alto volumen, ademés de pruebas inmunoquimicas y moleculares.
Concretamente se han desarrollado sistemas que ya se utilizaban en el muestreo
polinico con el fin de obtener muestras destinadas a la aplicacion directa de
métodos de diagndstico inmunolégico, particularmente ELISA (West y Kimber,
2015).

El primer captador que comenzé a emplearse en la deteccién de alérgenos fue
un tipo Accu-Vol (CAV, captadores de alto volumen), el cual tomaba gran-
des cantidades de aire y las particulas impactaban en un filtro (Johnsen et al.,
1992). Numerosos investigadores en este campo usan este tipo de muestreado-
res, principalmente debido a la necesidad de recolectar suficiente alérgeno para
la cuantificacién. Estos se suelen combinar con captadores en cascada con el fin
de fraccionar las particulas que se recogen en los filtros por distinto tamano. Un
sistema desarrollado para el muestreo durante largos periodos a un alto volumen
de aspiracion (800 L/min) es el captador por impacto en cascada ChemVol (Bu-
ters et al., 2012) que posee cuatro posibles etapas de captura progresivamente
mas finas. El sustrato de impacto es una espuma de poliuretano que permite re-
ducir el rebote de particulas y facilita el muestreo durante periodos prolongados
(West y Kimber, 2015).

Igualmente se han empleado captadores de bajo volumen (CBV). Se desarrolls

un muestreador de ciclones direccionales, que aspira a un volumen de 16 L/min,
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y recoge las particulas directamente en tubos Eppendorf secos para un posterior
andlisis inmunoldgico o para el recuento de particulas (Emberlin, 1995; Pashley
et al., 2012). Es un método répido y relativamente barato para el muestreo
del contenido de aeroalérgenos en la atmdsfera. Este nivel de automatizacion y
facilidad de procesamiento se ve atenuado por la eficiencia de recogida variable,
va que segin West y Kimber (2015) se pueden acumular particulas por encima
del tubo de recogida y los tubos tienden a llenarse de agua en dias lluviosos. Se
ha desarrollado otro sistema basado en ciclones que tiene un mayor volumen de
flujo (200 L/min) y las muestras se recogen directamente en liquido, pero no es
direccional (Thibaudon y Lachasse, 2006).

Por ultimo, es importante destacar el gran niimero de innovaciones que se estan
llevando a cabo en el desarrollo y uso de dispositivos de muestreo atmosférico,
combinando la ciencia de la microbiologia con los avances en ingenieria y tecno-
logia. Estos incluyen mejoras en la eficiencia de captura, diagnéstico e informes
inalambricos de los resultados o incluso montaje de captadores en plataformas
moviles tales como UAVs (vehiculos méviles auténomos) (Gonzélez et al., 2011)
y vehiculos terrestres para permitir el muestreo en diferentes altitudes y ubica-
ciones en un corto espacio de tiempo. Los sistemas de informacién geografica y
la aplicacién a una red de captadores pueden permitir una mayor predicciéon de
la dindmica de dispersién (Noh et al., 2013).

Igualmente, el analisis de alto rendimiento mediante microscopia para recuento e
identificacion de los distintos tipos polinicos ha sido asistido por el uso de técni-
cas automatizadas de reconocimiento de imdgenes (p. ej. www.aeromedi.org)
con el fin de reducir la carga de trabajo y obtener un rapido informe de las
concentraciones de polen. Oteros et al. (2015b) obtuvo buenos resultados con
un sistema de monitoreo de polen basado en reconocimiento de imagenes, total-
mente automatizado, BAA500, un impactador virtual de 3 etapas a 60 m®/h.
Cerca del 95 % del polen identificado fue reconocido correctamente. Sin embar-
go, aun se precisan mejoras; en comparaciéon con la identificacion manual por

microscopia éptica, el 27 % del total del polen capturado no fue recogido en el
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informe automético.

Estudios recientes se han centrado mas en la mejora de técnicas post-muestreo
aplicadas para aumentar precisién en la identificaciéon de particulas mediante
el uso de técnicas tales como: métodos inmunolégicos (por ejemplo, ELISA,
dispositivos de flujo lateral), diagnésticos basados en el ADN (por ejemplo, PCR,
TwistDX y LAMP), y biosensores (por ejemplo, el muestreador automatico
SYield, que transmite los resultados sin necesidad de llevar la muestra a un
laboratorio (Heard y West, 2014).

2.4.1. Captador de polen utilizado en el estudio

El captador volumétrico tipo Hirst (Hirst, 1952), es el método propuesto por
la European Aeroallergen Network (EAN) y la Red Espafiola de Aerobiologia
(REA). Este captador succiona 10 L/min de aire de forma continua, permitiendo
conocer el volumen de aire muestreado y la concentracién diaria y horaria de
granos de polen en el aire, presentando estos resultados como niimero de granos
de polen/m? de aire. Por este motivo, este ha sido el captador empleado para
nuestro estudio (Figura 8). Para la obtencién de los datos polinicos se han
seguido las recomendaciones que se detallan en el Manual de Calidad y Gestién
de la REA (Galdn et al. 2007) y los minimos requerimientos de la European
Aerobiology Society (EAS, 2011; Galdn et al., 2014).

2.4.2. Captadores de alérgenos utilizados en el estudio

Los captadores de alérgenos empleados en este estudio se basan en un sistema
de captacién basado en las fuerzas centrifugas de origen ciclénico (Cyclone) y un
captador en cascada de alto volumen (ChemVol). En ambos casos se pueden rea-
lizar cuantificaciones de alérgenos mediante técnicas moleculares y enzimaticas,

como ELISA.
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— Muestreador Burkard multi-vial Cyclone (Figura 9) (Williams et al.,

2.5.

2001), de bajo volumen. Las particulas se recogieron en un vial Eppendorf
seco de 1,5 ml durante 24 horas con un flujo de aire de 16,5 1/min. Ocho
viales se disponen en una ruleta automética que permite el cambio de los
Eppendorf cada 24 horas y permite una autonomia de una semana. Pos-
teriormente las muestras son almacenadas a -40 °C hasta la extraccién de
los aeroalérgenos (Ferndndez- Gonzélez et al. 2010; Rodriguez-Rajo et al.
2011).

Captador de alto volumen ChemVol (Albany, NY, EE.UU.) (Figura 9)
con un caudal de 800 L/min. Las particulas se recogieron en filtros de

poliuretano a diferentes niveles, que deben ser renovados tras 24 horas

y almacenados a -80 °C hasta la extraccién de las proteinas alergénicas
(Buters et al. 2010).

y

Figura 9. Captador Cyclone (izquierda) y Captador ChemVol (derecha) el Campus

Universitario de Rabanales (Cérdoba).

Cuantificacion inmunoquimica de alérgenos

La técnica ELISA (Enzime Linked Inmuno Absorbent Assay: “ensayo por in-

munoadsorcién ligado a enzimas”) es una técnica muy comun que consiste en

detectar el antigeno o anticuerpo (nuestra proteina alergénica) a través de dos
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componentes acoplados: un anticuerpo (que se une al antigeno de forma especifi-
ca) y una enzima (que se activa y senala la unién al antigeno). La aparicién de
colorantes permite medir indirectamente mediante espectrofotometria (Figura

10) el antigeno en la muestra.

Figura 10. Espectrofotémetro y placa utilizada en el andlisis de cuantificacién alergénica.

Aunque existen diferentes técnicas para conocer la concentracién de anticuer-
pos o antigenos, cuando el objeto de los ensayos es estudiar concentraciones
de alérgenos en muestras o extractos, el ELISA sdndwich (Figura 11) es la
mejor alternativa y la mas recomendable al ser la técnica que proporciona ma-
yor sensibilidad y especificidad. Por otro lado, es menos comprometida para el
medio ambiente. Schappi et al. (1996) presenté los primeros resultados con un
test ELISA doble sdandwich para determinar alérgenos de Betula (Bet v 1) y
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gramineas (Phl p 5).

En nuestro estudio, la estraccién de alérgenos del captador Cyclone se realizé
siguiendo el método recomendado por Takahashi et al. (2001), y modificada
por Moreno-Grau et al. (2006), cuyo tampdn de extraccién emplea bicarbonato
amonico (NH4HCO3). La extraccion de las muestras del captador Chemvol se
realizé siguiendo la metodologia de Buters et al. (2010), que emplea solucién

salina con fosfato (PBS) como tampén de extraccion.

tampon tampén tampén tampén

lavador lavador lavadoer lavadoer

Se cubre con Se afiads ol Se anade el Se afiade la Se afiade el
el anticuerpo antigeno a anticuerpo encima y el agente de
primero. medir (estracto secundario. sustrato. paro y se
Bolinien). mide el color.

Figura 11. Diagrama del test Elisa doble sandwich
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3. OBJETIVOS

El objetivo general de esta tesis ha sido realizar un estudio sobre el comporta-
miento de dos de los alérgenos mayoritarios y de importante ratio de sensibilidad
en la poblacién, asi como compararlos con la concentraciéon de polen en el aire
y estudiar la relacién existente entre ellos y las variables meteorologicas de la
atmosfera de Cérdoba. Se han utilizado varios captadores con el fin de deter-
minar el método de captura mas eficiente. Para ello, nos hemos planteado los

siguientes objetivos especificos en cada uno de los diferentes capitulos.

Capitulo I

1. Cuantificar el contenido del alérgeno mayoritario Ole e 1 y del polen de

olivo en la atmoésfera de Cérdoba.

2. Realizar un estudio comparativo entre Ole e 1 y los granos de polen de
olivo en el aire, y determinar la produccién potencial de aeroalérgenos por

polen.

3. Estudiar la relacién existente entre las concentraciones polinicas y de

alérgenos en la atmosfera con los principales pardmetros meteoroldgicos.

Capitulo II

1. Cuantificar el contenido del alérgeno Phl p 5 y del polen de gramineas en

la atmosfera de Cordoba.

2. Realizar un estudio comparativo entre el contenido de Phl p 5 y los granos
de polen de gramineas en el aire, y determinar la produccién potencial de

aeroalérgenos por polen.

3. Estudiar la relacién existente entre las concentraciones polinicas y de

alérgenos en la atmosfera con los principales pardmetros meteoroldgicos.
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Capitulo II1

1. Realizar un estudio comparativo sobre el comportamiento de distintos
aeroalérgenos utilizando muestreadores de alto y bajo volumen para de-

terminar el método de captura mas eficiente.

2. Estudiar la relacion de alérgenos detectados por cada uno de los captadores

con el contenido de polen en el aire.

3. Estudiar la influencia de los pardmetros meteorolégicos en los distintos

métodos de muestreo empleados.
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Abstract Olea europaea L. pollen is the second-largest cause
of pollinosis in the southern Iberian Peninsula. Airborne-
pollen monitoring networks provide essential data on pollen
dynamics over a given study area. Recent research, however,
has shown that airborne pollen levels alone do not always
provide a clear indicator of actual exposure to aeroallergens.
This study sought to evaluate correlations between airborne
concentrations of olive pollen and Ole e 1 allergen levels in
Cérdoba (southern Spain), in order to determine whether at-
mospheric pollen concentrations alone are sufficient to chart
changes in hay fever symptoms. The influence of major
weather-related variables on local airborne pollen and allergen
levels was also examined. Monitoring was carried out from
2012 to 2014. Pollen sampling was performed using a Hirst-
type sampler, following the protocol recommended by the
Spanish Aerobiology Network. A multi-vial cyclone sampler
was used to collect aeroallergens, and allergenic particles were
quantified by ELISA assay. Significant positive correlations
were found between daily airborne allergen levels and atmo-
spheric pollen concentrations, although there were occasions
when allergen was detected before and after the pollen season
and in the absence of airborne pollen. The correlation between
the two was irregular, and pollen potency displayed year-on-
year variations and did not necessarily match pollen-season-
intensity.

> M. P. Plaza
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Cordoba, Edificio C-4, Celestino Mutis, Campus de Rabanales,
14071 Coérdoba, Spain

Keywords Olive - Aeroallergens - ELISA - Airborne pollen -
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Introduction

Hay fever caused by pollen allergens is among the most com-
mon chronic diseases in Europe, and its incidence has risen
over recent decades (Bousquet et al. 2007; Cecchi et al. 2010).
Airborne pollen concentrations have traditionally been used as
a means of estimating exposure to aeroallergens and as the
basis for information provided to local allergy-sufferers.
Today, national and regional monitoring networks provide
essential data on the spatial and temporal distribution of air-
borne pollen.

However, recent research has shown that airborne pol-
len concentrations alone do not always provide a clear
indication of actual allergen exposure; nor do they always
coincide with symptom intensity in patients sensitive to a
given pollen type (D’Amato et al. 2007; Brito et al. 2011).
Variations in aeroallergen concentrations have been ob-
served under certain environmental conditions (De
Linares et al. 2007; Fernandez-Gonzalez et al. 2010;
Buters et al. 2012). Differences in pollen potency reported
for different sites in Europe may well be attributable to
specific local conditions, including long-range transport
and other factors (Buters et al. 2012; Galan et al. 2013).

Olive pollen (Olea europaea L.) is the second largest cause
of pollinosis in the southern Iberian Peninsula (Sanchez-Mesa
et al. 2005), and it is the leading cause of hay fever in some
areas of Andalusia, where up to 80 % of patients suffering
from allergy are sensitized to this pollen type (Sanchez-
Mesa et al. 2005; Barber et al. 2008). Ole ¢ 1 is the most
representative allergen, accounting for over 10 % of the total
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An accurate estimation of the allergen concentration in the atmosphere is essential for allergy sufferers.
The major cause of pollinosis all over Europe is due to grass pollen and Phl p 5 has the highest rates of
sensitization (>50%) in patients with grass pollen-induced allergy. However, recent research has shown
that airborne pollen does not always offer a clear indicator of exposure to aeroallergens. This study aims
to evaluate relations between airborne grass pollen and Phl p 5 concentrations in Cérdoba (southern
Spain) and to study how meteorological parameters influence these atmospheric records. Monitoring
was carried out from 2012 to 2014. Hirst-type volumetric spore trap was used for pollen collection,
following the protocol recommended by the Spanish Aerobiology Network (REA). Aeroallergen sampling
was performed using a low-volume cyclone sampler, and allergenic particles were quantified by ELISA
assay. Besides, the influence of main meteorological factors on local airborne pollen and allergen con-
centrations was surveyed. A significant correlation was observed between grass pollen and Phl p 5
allergen concentrations during the pollen season, but with some sporadic discrepancy episodes. The
cumulative annual Pollen Index also varied considerably. A significant correlation has been obtained
between airborne pollen and minimum temperature, relative humidity and precipitation, during the
three studied years. However, there is no clear relationship between allergens and weather variables. Our
findings suggest that the correlation between grass pollen and aeroallergen Phl p 5 concentrations varies
from year-to-year probably related to a complex interplay of meteorological variables.

© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

prevalence of this allergen is also an optimal marker for grass
pollen concentrations, since it occurs solely in Poaceae pollen

Grass pollen is the major cause of pollinosis in Europe (Burbach
et al, 2009) and one of the most important airborne allergen
sources worldwide. It contains various allergens, the major group 5
allergen (http://www.allergome.org/) has been considered on this
study a major source of grass pollen in temperate areas, Phl p 5 is
associated with the highest rates of sensitization (>50%) in patients
with grass pollen-induced allergy (Tripodi et al, 2012). The

* Corresponding author.
E-mail address: 002piplm@uco.es (M.P. Plaza).

http://dx.doi.org/10.1016/j.atmosenv.2016.09.008
1352-2310/© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

grains (Andersson and Lidholm, 2003).

The Poaceae family comprises ca. 10,000 species (Watson and
Dallwitz, 1992) flowering mostly during spring, from April to June
in the Mediterranean area of Europe, although the pollen season of
grass can last until September in northern, central and eastern
Europe (D’Amato et al., 2007; Puc, 2011). A total of 420 species grow
in Andalusia (Garcia Rollan, 1985). In the Andalusian city of
Cérdoba, the grass pollen curve is mainly associated with only some
species, including Arrhenatherum album, Dactylis glomerata, Lolium
rigidum, Trisetaria panicea and Vulpia geniculata (Le6n-Ruiz et al.,
2011; Cebrino et al., 2016). Although pollen release in other


http://www.allergome.org/
mailto:o02piplm@uco.es
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.atmosenv.2016.09.008&domain=pdf
www.sciencedirect.com/science/journal/13522310
http://www.elsevier.com/locate/atmosenv
http://dx.doi.org/10.1016/j.atmosenv.2016.09.008
http://dx.doi.org/10.1016/j.atmosenv.2016.09.008
http://dx.doi.org/10.1016/j.atmosenv.2016.09.008




Capitulo |l







Aerobiologia
DOI 10.1007/s10453-017-9475-5

@ CrossMark

ORIGINAL PAPER

Aeroallergens: a comparative study of two monitoring

methods

M. P. Plaza - P. Alcazar - M. J. Velasco-Jiménez - C. Galan

Received: 13 December 2016/ Accepted: 9 February 2017
© Springer Science+Business Media Dordrecht 2017

Abstract Olive and grass pollen grains are the major
causes of hay fever in the Mediterranean region. A
number of samplers and methods have been developed
in recent years in order to obtain reliable data
regarding airborne allergen concentrations. This paper
reports on a detailed comparison of two samplers—
Cyclone and ChemVol—and on the parameters that
could influence their efficiency. Airborne concentra-
tions of two key olive and grass allergens, Ole e 1 and
Phl p 5, respectively, were monitored over two years
with different weather patterns, 2012 and 2014.
Allergenic particles were quantified by ELISA assay,
and results were compared with pollen concentrations
monitored using a Hirst-type volumetric spore trap
over the same study periods. The influence of weather-
related parameters on local airborne pollen and
allergen concentrations was also analysed. Although
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a positive correlation was detected between results
obtained using the two samplers during the pollen
season, results for the cumulative annual Allergen
Index varied considerably. The two samplers revealed
a positive correlation between pollen concentrations
and both minimum temperature during the warmer
year (2012) and maximum temperature during the
cooler year (2014); a negative significant correlation
was observed in both cases with rainfall and relative
humidity. In summary, although some differences
were observed between the two samplers studied, both
may be regarded as suitable for allergen detection.

Keywords Olive - Grass - Aeroallergens - Cyclone
sampler - ChemVol sampler - Airborne pollen

1 Introduction

Pollen allergy is among the most prevalent causes of
seasonal respiratory disease in Europe. Exposure to
allergens derived from pollen grains, microsome
particles or other parts of the plant, is an important
risk factor for the development of allergic symptoms
such as rhinitis and conjunctivitis (Fernandez-Caldas
et al. 1992; D’ Amato et al. 1991) and of asthma (Eder
et al. 2006; Cecchi et al. 2010); it is also associated
with allergen sensitization (De Weed et al. 2002; Brito
et al. 2011). Air sampling has traditionally been used
to analyse atmospheric bioaerosol composition
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7. DISCUSION GENERAL

Este estudio se ha centrado en la relacion entre las concentraciones de polen y
de los aeroalérgenos en la atmésfera de Cérdoba, asi como en la influencia de los
parametros meteorologicos. Se han estudiado los tipos polinicos Olea europaea
L., y Poaceae, con sus alérgenos mayoritarios Ole e 1 y Phl p 5, de gran inci-
dencia en el area mediterranea. Concretamente en Cérdoba, las concentraciones
polinicas del olivo son muy elevadas durante la estacion polinica, con una media
diaria entre 50 y 4000 granos de polen/m*® (Velasco et al., 2013). Debido a la
gran extensién de este arbol en nuestra region, se trata del tipo polinico mas
abundante de la ciudad de Cérdoba, representando casi un 40 % del total de la
concentracién polinica de la atmdsfera (Velasco et al., 2013; Martinez-Bracero
et al., 2015).

Por otro lado, las gramineas, representan aproximadamente el 10 % del total del
polen registrado en la ciudad de Cérdoba, con una media diaria desde 25 a 900
granos de polen/m? durante la estacién polinica (Velasco et al., 2013). Este tipo
polinico supone la segunda causa de alergias en la ciudad (Sdnchez-Mesa et al.,
2005b; Cebrino et al., 2016) y en toda Europa se llegan a registrar pacientes con
sintomas alérgicos aun cuando las concentraciones de polen de gramineas son
bajas (D’Amato et al., 2007; 2010).

En los ultimos anos se han realizado estudios similares comparando la concen-
tracién de polen y alérgenos en el aire, por ejemplo, en el caso de las gramineas
(Ferndndez-Gonzdlez et al., 2010; 2011), abedul (Buters et al., 2012), olivo
(Galan et al., 2013), abedul y gramineas (Jochner et al., 2015), y pldtano de
sombra (Alcdzar et al., 2015). En estos estudios se ha intentado establecer,
ademads, una relacién entre estas particulas bioldgicas en el aire y las condicio-
nes meteorolégicas, senalando la importancia de la humedad atmosférica en los
procesos de emisién de polen y aeroalérgenos en el aire. En el caso del polen, un

descenso en la humedad ambiental permite la liberacién de polen a la atmdsfera
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una vez la antera ha madurado, por el contrario, la lluvia provoca una dismi-
nucién del contenido de polen en el aire debido al lavado de la atmodsfera. En
cambio, distintos estudios han puesto de manifiesto el papel de la humedad en
la emisién de alérgenos desde el polen (Brito et al., 2011; Ferndndez-Gonzalez
et al., 2011; Buters et al., 2015). La hipdtesis que se plantea es la posibilidad de
que los granos de polen u otras particulas vegetales expuestos a una determina-
da humedad y a ciertos contaminantes atmosféricos, pueden llegar a romperse,
o simplemente liberar particulas mas pequenas que pueden entrar por las vias
respiratorias y provocar sintomas cuando los granos de polen estan ausentes
(Fernédndez-Gonzdlez et al., 2010; 2011; Brito et al., 2011; Buters et al., 2012,
2015). Otros estudios indican que la ruptura del polen puede ocurrir directa-
mente en las anteras como fuente de alérgenos (Taylor et al., 2002). Por otro
lado, varios estudios han destacado el posible papel del cambio climético en la
emisién de un polen con mayor contenido de alérgenos (D’Amato et al., 2007;
2015).

Sin embargo, nuestros resultados (capitulos I y IT) no han puesto de manifiesto
este papel de la humedad durante la estaciéon polinica, probablemente debido
a las caracteristicas especificas de la zona de estudio, con un clima muy seco y
célido la mayor parte del ano. En cambio, durante el afio mas lluvioso (2012),
la cantidad de aeroalérgenos por polen fue mayor que durante los otros 2 anos.
Esto indica que los aumentos puntuales de humedad registrados durante los
episodios tormentosos, generalmente durante la primavera en Cérdoba, pueden
causar una liberacién creciente de alérgenos, con la posibilidad de permanecer

en el aire el resto de la temporada (Ferndndez-Gonzélez et al., 2011).

Los resultados de nuestro estudio ponen de manifiesto una correlacion signifi-
cativa entre la concentracion de aeroalérgenos y el polen en el caso de los dos
tipos polinicos estudiados, con coeficientes de determinaciéon (R?) bastante ele-
vados (capitulos I y II). Sin embargo, hay determinados dias, tanto fuera de la
estacién polinica como durante la misma, donde el nivel de aeroalérgenos no se

explica por la concentracién de polen. Estos mismos resultados fueron obtenidos
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por Fernandez-Caldas et al. (1992), Rantio-Lehtimaki et al. (1994), Cabrera et
al. (2002), Brito et al. (2011) y Gonzdlez-Parrado et al. (2014). Por otra parte,
segiin D’Amato et al. (1994) los sintomas de los pacientes estan més relacionados

con los niveles de alérgenos que con las concentraciones polinicas.

Aunque generalmente las mayores concentraciones de alérgenos coinciden con
las altas concentraciones de polen durante la estacién polinica, se ha registra-
do cierta concentracién de alérgenos en el aire cuando las concentraciones de
polen son muy bajas, incluso fuera de la estaciéon polinica. Esta circunstancia
posiblemente sea debida a su transporte a larga distancia, algo puesto de mani-
fiesto por diferentes autores que han detectado aeroalérgenos antes y después de
estacién polinica (Galdn et al., 2013; Rojo y Pérez-Badia, 2015; Moreno-Grau
et al., 2016). Los aeroalérgenos se transportan adheridos a particulas méds pe-
quenas que los granos de polen, y por lo tanto pueden transportarse con mayor
facilidad desde dreas mas distantes que los granos de polen y permanecer en la
atmosfera durante cierto tiempo fuera de la estacién polinica. En el caso de las
gramineas, este comportamiento se puede explicar, ademds, por las diferentes
especies de la familia Poaceae que florecen en distintas estaciones, contando con
algunas especies con floracién invernal y otonal, y a que diferentes especies pue-
den presentar diferentes alérgenos (Andersson y Lidholm, 2003; Ferreira et al.,
2004).

Por otro lado, muchos autores coinciden en que las condiciones meteoroldogi-
cas que se registran durante la estacién polinica poseen un considerable efecto
sobre la cantidad de polen en el aire (Fornaciari et al., 1997; Huynen et al.,
2003; Ferndndez Gonzélez et al., 2013). La temperatura desempena un papel
clave en el inicio de la estacién polinica (Aguilera et al., 2014). En el capitulo
I observamos como el clima calido en 2014 probablemente causé una floracién
temprana de los olivos, y por lo tanto un comienzo temprano de la estacién
de polen. Por el contrario, el invierno mas seco y frio de 2012 dio lugar a un
retraso en el inicio de la estacién polinica. Se observé, ademas, una correlacién

significativa entre la temperatura y las concentraciones de alérgenos, pudiendo
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ser éstos méds sensibles que los granos de polen a la temperatura (Brito et al.,
2011; Galén et al., 2013). En el capitulo IT se presenta una clara variacién en la
temporada de floracién de las gramineas de un ano a otro, dependiendo de las
condiciones climdticas locales (Branzi y Zanotti, 1992; Emberlin et al., 1999; Es-
trella et al. 2006). Concretamente la latitud y otros factores ambientales, como
la disponibilidad de agua y la temperatura, son los responsables de las princi-
pales variaciones interanuales de las concentraciones de polen en el aire y de
la longitud de la estacién (Sdnchez-Mesa et al., 2005a; Cenci y Ceschia, 2000;
Garcia-Mozo et al., 2009; Puc, 2011), afectando especialmente a las herbaceas, y
fundamentalmente durante el perfodo pre-pico de la estacién polinica (Sdnchez-
Mesa et al., 2003). Nuestros resultados muestran una correlacién significativa
negativa entre las concentraciones de polen y la humedad relativa o la precipi-
tacion en las gramineas. Sin embargo, no se observaron correlaciones claras de
estos factores meteoroldgicos con las concentraciones de alérgenos. Cérdoba po-
see unas condiciones climéticas con excasez de humedad durante la primavera,

y por ello, el efecto de la humedad no se ha visto claramente reflejado.

El analisis de la correlacién entre la direccién del viento y las concentraciones de
polen de gramineas llevadas a cabo en el capitulo II refleja la mayor frecuencia
de vientos procedentes del oeste durante la emisién del polen, lo que conlleva a
una mayor influencia de las fuentes de polen ubicadas al oeste de la ciudad. Es
importante senalar que la eficiencia en el muestreo de polen depende también
de la velocidad del viento, siendo menor a velocidades de viento moderadas y
mayor a velocidades de viento altas y bajas (Frenz, 2000). En nuestro estudio,
las concentraciones de polen y la velocidad del viento muestran una correlacién
negativa significativa, indicando la capacidad dispersiva del viento a altas velo-
cidades y parece reafirmar que los vientos ligeros provocan una acumulacion de

granos de polen cerca de la superficie.

En este punto, es importante senalar que los granos de polen y los alérgenos
tienen un origen distinto de emisién, asi como tamanos diferentes, y por tanto,

un comportamiento diferente en cuanto al proceso de transporte y /o dispersion.
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El contenido de polen en el aire es consecuencia de la emisién polinica durante
el estado fenoldgico de la floracién en plantas aneméfilas, mientras que la libe-
racién de aeroalérgenos del polen estd también ligada a la exposicién del polen
a contaminantes, o a una alta humedad ambiental antes de episodios tormento-
sos. Por otra parte, las plantas, bajo procesos de estrés o situaciones extremas,
pueden reducir la intensidad de la floracién y, por lo tanto, generar una menor
concentracién de polen (Guedes et al., 2009), pero los granos de polen pueden
llegar a producir mas alérgenos como estrategia para asegurar la polinizacion
(Moreno-Grau et al., 2016).

En nuestra investigacion, se ha observado una clara correlacién significativa
positiva entre las concentraciones de polen de ambos taxones (olivo y gramineas)
en el aire y los niveles de sus principales alérgenos Ole e 1 y Phl p 5 (p <0,01)
durante todos los anos de estudio, lo que indica que los granos de polen han sido
la fuente principal de aeroalérgenos en el aire. Por este motivo, podriamos pensar
en la posibilidad de que los granos de polen sean un buen indicador de la cantidad
de alérgenos en el aire y un dato importante para la prevenciéon de alergias.
Sin embargo, como muestran estudios recientes (Jato et al., 2010; Fernandez-
Gonzdlez et al., 2011; Buters et al., 2015; Jochner et al., 2015), la relacién
entre las dos variables no suele ser constante durante el periodo de estudio,
ya que se obtiene diferente relacién polen/alérgenos (Allergy potency) en los
distintos anos de estudio. Por ello, se considera fundamental que se establezcan
las concentraciones de aeroalérgenos como referencia para el seguimiento de los
pacientes, especialmente en el caso de alergias a las gramineas (Brito et al.,
2010).

El interés del polen como portador de alérgenos ha llevado al desarrollo de redes
de monitoreo en EE.UU. (Ziska et al., 2011), Europa (www.ean.polleninfo.eu) y
en otras partes del mundo. Desde comienzos del siglo veinte, se ha utilizado una
amplia variedad de métodos de muestreo y analisis del contenido de polen at-
mosférico, y a dia de hoy se siguen desarrollando nuevos métodos. Sin embargo,

aun quedan varios problemas por resolver. Por ejemplo, de momento no se ha
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definido ningtin método de muestreo tinico para la deteccién y analisis de todos
los tipos de bioaerosoles, y actualmente no hay protocolos estandarizados para la
mayoria de ellos. Solo en el caso de la deteccién de polen y esporas se cuenta con
un método estandarizado en Europa, que posee el método volumétrico tipo Hirst
(Hirst 1952) como requisito basico y donde todos los miembros que participan
siguen unos requisitos minimos (Galdn et al. 2014) propuestos por European
Aerobiology Society (EAS). Sin embargo, en el caso de los aeroalérgenos, no se
cuenta con un método estandar y existe una amplia variedad para su estudio.
Estos captadores abarcan desde dispositivos de impacto, algunos con posibili-
dad de separar tamanos distintos de particulas, hasta ciclones o dispositivos de
sedimentacién (Raulf et al., 2014).

Por lo tanto, los resultados de diferentes estudios son a menudo dificiles de com-
parar debido a las diferencias en el disenio del captador, el tiempo de recoleccién,

el flujo de aire y el método de anélisis (Grinshpun et al., 2016).

Esto complica el uso de los resultados del muestreo para su evaluacién. De he-
cho, en distintas ocasiones se ha puesto de manifiesto que el uso de diferentes
captadores de alérgenos no permite hacer comparaciones fiables (Levetin, 2004;
Raulf et al., 2014), por ello en el capitulo III se ha realizado una compara-
cion entre dos de los captadores de alérgenos mas empleados en los tltimos
anos en Europa: Cyclone (Rodriguez-Rajo et al., 2011; Alcazar et al., 2015) y
ChemVol (Buters et al., 2012, 2015; Jochner et al., 2015). A pesar de las claras
diferencias metodolégicas en la toma de muestras, las concentraciones diarias
de aeroalérgenos registradas por los dos captadores siguieron una distribucién
diaria similar durante la temporada de polen, aunque se detectaron diferencias
en cuanto a las concentraciones de alérgenos, siendo éstas mds altas cuando se
obtienen con Cyclone. Estas diferencias tienen sentido ya que ambos captadores
se basan en principios diferentes, contando ademds, con un protocolo distinto de
extraccion de alérgenos (Cyclone utiliza PBS y ChemVol NH4HCO3). Por otro
lado, Cyclone posee una veleta que orienta el orificio de captacion de particu-

las en la direccién del viento, lo que puede justificar la mayor concentracién
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de alérgenos observada con este método. Sin embargo, las concentraciones de
alérgenos detectadas por ambos captadores estan correlacionadas significativa-
mente (99 %, p<0,01), ademds de estar correlacionadas con las concentraciones
de polen (99 %, p<0,01), por lo que ambos captadores muestran eficacia en el

muestreo de alérgenos.

Por otra parte, tal y como muestran otros estudios (Buters et al. 2015; Jochner
et al. 2015), se observé una importante diferencia en el ntimero de alérgenos por
grano de polen (pg/pollen - AP) durante los dos anos de estudio y, en nuestro
caso ademds, segun el captador utilizado, obteniendo valores més elevados con
el Cyclone. Sin embargo, estas diferencias en AP son mucho menos marcadas

en 2014, un ano mas himedo y frio que 2012.

Por este motivo, se ha estudiado, ademas, la relacién entre la concentracién de
granos de polen y de alérgenos detectados con ambos captadores y las distintas
variables meteoroldgicas, tratando de identificar qué pardmetros pueden influir
en la eficacia de las dos metodologias. Se observé una correlacién negativa signi-
ficativa entre las concentraciones de polen y de alérgenos con las precipitaciones
y la humedad relativa en ambos anos y con ambos captadores, excepto con

Cyclone en 2012 para ambos tipos polinicos.

Tanto en el caso del polen como de los alérgenos se observaron correlaciones
positivas significativas en ambos captadores, con la temperatura minima duran-
te el ano mds célido y mds seco (2012) y con la temperatura méxima durante
el afo més frio (2014). Ciertos estudios indican que la temperatura tiene una
correlacion més alta con las concentraciones de alérgenos que con las concen-
traciones de polen (Brito et al., 2011; Galan et al., 2013). Sin embargo, en el
presente estudio, esto sélo ocurri6 en el 50 % de los casos, lo que sugiere que
las concentraciones de alérgenos no son siempre més sensibles que el polen a los

parametros meteorologicos.

Respecto a la velocidad del viento, aunque la correlacion con ambos captadores

fue significativa, el grado de significacién fue generalmente mayor con Cyclone,
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lo que reafirma la importancia en la captacion de alérgenos de la veleta que

posee este captador.

Aunque ambos captadores se muestran apropiados en la deteccién de aeroalérge-
nos, en cualquier caso, el captador empleado dependera del objetivo del estudio

a realizar, de la zona de muestreo y del tipo de datos que se quieran recopilar.
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8.

CONCLUSIONES

Capitulo I

“Correlation between airborne Olea europaea pollen concentrations and levels of
the major allergen Ole e 1 in Cordoba, Spain, 2012-201}".

1. La correlacién entre las concentraciones del polen aerovagante de olivo y

su alérgeno mayoritario Ole e 1 es positiva y significativa. Sin embargo,
la relacién alérgenos/polen varia a lo largo de los anos estudiados y no
siempre un aumento de los granos de polen en el aire supone una mayor

concentracion de alérgenos y viceversa.

. Se detectan pequenas concentraciones de alérgenos cuando las concen-

traciones de polen son muy bajas o nulas, como ocurre al principio y al
final de la estacién polinica. Por ello, aunque los datos de concentraciones
polinicas en la atmésfera proporcionan informacién 1til, la monitorizacién
de los alérgenos es una herramienta importante para la evaluacién de la

exposicién real al alérgeno, especialmente para la prevencion de alergias.

. La correlacion entre la concentracién diaria de Ole e 1 y la humedad

durante la estacién polinica no es significativa, debido a las caracteristicas
especificas del clima de la zona de estudio, muy seco y calido la mayor parte
del ano. No obstante, los aumentos especificos de humedad observados
durante episodios tormentosos pueden causar una liberaciéon puntual de

aeroalérgenos.

Capitulo II

“Mismatch in aeroallergens and airborne grass pollen concentrations”
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1. Existe una correlacién positiva y significativa (p <0,01) entre las concen-
traciones del alérgeno mayoritario Phl p 5 y de polen de Poaceae durante
la estacién de polen. Sin embargo, se observan determinados dias con dis-
crepancias de forma esporddica y valores variables de alérgenos/polen en

los distintos anos de estudio.

2. Concentraciones elevadas de granos de polen de gramineas en el aire no
siempre implican concentraciones altas de alérgenos, ya que ambas particu-
las estan bajo diferentes procesos de produccion, liberacién y transporte.
Las correlaciones varian dependiendo del ano y de las condiciones climati-

cas predominantes.

3. Fundamentalmente, la intensidad y duraciéon de la estacion polinica depen-
de de la temperatura minima, la lluvia y la humedad relativa. Sin embargo,
las concentraciones de alérgenos dependen también de otros factores ex-
ternos. Por lo tanto, para determinar de forma precisa la exposicion a los
aeroalérgenos, es importante analizar tanto el polen como la concentracion

de alérgenos.

Capitulo II1

“Aeroallergens: a comparative study of two monitoring methods”

1. Los datos de aeroalérgenos obtenidos con ambos captadores, Cyclone y
ChemVol, estan correlacionados entre si y con la concentraciéon de polen.
Por ello, ambos son apropiados en el muestreo de alérgenos No obstante,
se observan variaciones en los resultados debido a diferencias en el pro-
cedimiento de muestreo y en la extraccion de alérgenos. El uso de uno u

otro dependera del tipo de datos que se van a recopilar.
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2. El captador Cyclone recoge mayor cantidad de aeroalérgenos, probable-
mente debido a su diseno, ya que posee una veleta que orienta el orificio

de captacién en la direccion del viento.

3. El uso de diferentes protocolos para el muestreo, complica la comparacién
de resultados de diferentes estudios. Existe una clara necesidad de estan-
darizacion de los procedimientos de muestreo y analiticos que permitan

estimar la exposicion a aeroalérgenos.
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8.1. CONCLUSIONS

Chapter 1

”Correlation between airborne Olea europaea pollen concentrations and levels of
the major allergen Ole and 1 in Cdrdoba, Spain, 2012-20147.

1. The correlation between olive airborne pollen concentrations and its major
allergen Ole e 1 is positive and significant. However, Allergy Potency varies
over the three studied years and not always an increase of pollen grains in

the air implies a greater allergen concentration and vice versa.

2. Small allergens concentrations are detected when pollen concentrations
are very low or even zero, as occurs at the beginning and at the end of the
pollen season. For this reason, although pollen concentrations in the at-
mosphere provide useful information, allergen monitoring is an important

tool for the evaluation of allergen exposure mainly for allergy prevention.

3. The correlation between the daily allergen concentration and the humidity
during the pollen season is not significant, due to the specific characte-
ristics of the climate in the study area, very dry and warm most of the
year. Nevertheless specific increases in humidity observed during stormy

episodes may cause an aeroallergens release.

Chapter 11

”Mismatch in aeroallergens and airborne grass pollen concentrations”

1. There is a positive and significant correlation (p <0.01) between Phl p

5 concentrations and Poaceae pollen during the pollen season. However,
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certain days are observed with sporadic discrepancies and variable Allergy

Potency in the different years of study.

2. High grass pollen concentrations do not always imply high allergen con-
centrations, since both particles are under different production, release
and transport processes. The correlations vary depending on the year and

the prevailing climatic conditions.

3. The intensity and duration of the pollen season depends mainly on the
minimum temperature, rainfall and relative humidity. However, allergens
concentrations depend also on other external factors. Therefore, in order
to determine a precise exposure to aeroallergens, it is important to analyze

both: pollen and aeroallergens concentration.

Chapter III

” Aeroallergens: a comparative study of two monitoring methods”

1. Aeroallergens concentration obtained with both sensors, Cyclone and Chem-
Vol, are correlated and also with the pollen concentration. Therefore, both
samplers are suitable for allergen detection. However, variations are ob-
served in the results due to differences in the sampling procedure and
extraction of allergens. The use of a specific method will depend on the

type of data to be collected.

2. The Cyclone sampler collects a greater amount of aeroallergens, probably
due to its design, since it has a vane that directs the capture hole in the

direction of the wind.

3. The use of different protocols for sampling complicates the comparison of
results from different studies. There is a clear need for standardization of
sampling and analytical procedures that allow estimation of aeroallergen

exposure.
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