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Resumen

La alergia es un problema a nivel mundial, que afecta cada vez a un nUmero mayor de personas, una de
las mas comunes es la alergia al polvo doméstico, donde los acaros tienen un papel fundamental.
Dermatophagoides pteronyssinus es el principal causante de estas alergias ya que esta presente en la
mayoria de hogares europeos. Las vacunas existentes hasta ahora se han desarrollado a partir de acaros
que crecen en medios de cultivo que pueden contener alérgenos o derivados animales, causa por la cual
se pueden originar reacciones de hipersensibilidad a los alérgenos presentes en estos medios. El objetivo
de este trabajo es desarrollar un medio de cultivo nuevo, de origen vegetal, que no contenga alérgenos
distintos a los propios del acaro
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Introduccién

La alergia afecta a un 15-20% de la poblacién mundial [1], pudiendo llegar a ocasionar muchas
complicaciones y molestias en la poblacion segin la OMS [2]. Su incidencia en la poblacion adulta
espafiola es de un 21.6%, mas frecuente en mujeres y en los nicleos urbanos [3]. Una de las alergias mas
comunes es la producida por el polvo doméstico, donde los acaros tienen un papel fundamental. En 1698,
Floyer indicé que la inhalacion del polvo era uno de los principales factores desencadenantes de esta
patologia. Son habituales en la mayoria de las viviendas ya que se encuentran en camas, alfombras y
polvo del suelo [1].

Reacciones de hipersensibilidad y alérgenos

La hipersensibilidad es una respuesta desmesurada o incorrecta de la inmunidad adquirida o especifica
contra sustancias inocuas. Las sustancias que desencadenan la reaccion alérgica se llaman alérgenos [7].
En la alergia, la predisposicion genética es un condicionamiento muy importante, pero si no existen una
serie de contactos con alérgenos de una duracién minima, la enfermedad no se desarrollarad. No todos los
alérgenos son reconocidos con la misma frecuencia o intensidad por todos los individuos sensibilizados,
los alérgenos mayores son aquellos que son reconocidos por mas del 50% de una poblacion de pacientes
sensibles al extracto al cual pertenece el alérgeno [2]. Que sea alérgeno mayor no implica que sea el
mayoritario. [8]

Los acaros son animales presentes en la atmosfera, que penetran en el organismo por via respiratoria y
provocan asma, dermatitis y rinitis. [1, 2, 3, 9]. Sus alérgenos tienen una estructura similar y debido a ello
pueden darse casos de reacciones cruzadas, por lo que, alérgenos de diferentes especies pueden
desencadenar una misma respuesta inmune. [9,11]

El tratamiento de eleccion de la alergia se basa en la evitacion del alérgeno mediante la educacion del
paciente y el tratamiento farmacoldgico. Si ninguna de estas opciones fuera suficiente, se recomendaria la




inmunoterapia con alérgenos. [12]. La inmunoterapia consiste en la administracion de vacunas de
extractos alergénicos, intentando modificar o regular la respuesta inmune de la alergia.

Dermatophagoides pteronyssinus

Dermatophagoides pteronyssinus, es el causante de la mayoria de las alergias al polvo doméstico,
afectando a un 15-20% de la poblacion. Se alimenta sobre todo de escamas humanas u organismos
presentes en colchones, sofas y alfombras [4]. Las condiciones Optimas para el crecimiento del D.
pteronyssinus varian entre 25-30°C de temperatura y 75-80% de humedad relativa. La humedad es el
factor climatico que mas limita el crecimiento y ciclo de vida de los acaros, por ello se ven limitados a
habitats hiimedos [6,16]. Se han caracterizado aproximadamente 17 alérgenos, aunque los principales y
en los que nos vamos a centrar son Der p 1 y Der p 2 con un peso molecular de 24 kDa y 15 kDa
respectivamente [25]. Un detallado analisis protedmico revelard que los extractos generados bajo unas
condiciones determinadas no contienen alérgenos del medio de cultivo y que los alérgenos mayores de
los 4caros del polvo doméstico se encuentran entre las proteinas del extracto D. pteronyssinus. [15]

Materiales y métodos

Cultivo de acaros

Los acaros fueron cultivados en un medio de cultivo compuesto por levadura de cerveza (S.cerevisae) y
Hesperidina a partes iguales de la siguiente manera:

Preparacion del medio de cultivo

Se usaron matraces Erlenmeyer de 50 ml a los cuales se les colocod un tapon de celulosa que permite el
intercambio gaseoso con el exterior. Los matraces se esterilizaron en autoclave Telstar a 121°C, 20
minutos. Se peso6 a partes iguales la levadura de cerveza y la hesperidina en una balanza AND GH-300 y
se trituré en un molinillo ultracentrifugo Retsch ZM200 a 8000 rpm utilizando una criba de acero de
80um de luz de malla. El medio de cultivo, una vez triturado fue sometido a un ciclo de calor seco de 2
horas a 80°C en el horno Telstar HED 0.25D.

Inoculacién de los cultivos

Previamente a la inoculacion de las cepas de referencia, los medios de cultivo fueron acondicionados en
condiciones de temperatura y humedad relativa fijadas segun el cultivo y desarrollo de los acaros [5, 6].
El indculo de referencia para iniciar el nuevo cultivo fue D. pteronyssinus. En campana se afladieron 5 g
del indculo de referencia a 25 g de medio de cultivo en frasco Roux de 500 ml, se homogeneizo
cuidadosamente y repartioé el contenido a lo largo del frasco. Las condiciones de cultivo fueron de
25°+2°C y 754+5% de humedad relativa. [6]. Semanalmente, se aireo el cultivo y se observo bajo la lupa
estereoscopica Euromex XE1671 para comprobar el estado de los mismos y la evolucion del cultivo.

Cuantificacién de los cultivos

Tanto el recuento de acaros vivos como de 4dcaros muertos se realizo bajo la lupa estereoscopica, pesando
entre 40-100 mg del cultivo. El recuento de acaros vivos, tanto adultos como ninfas y larvas, se realizé
retirandose del medio con una aguja enmangada y depositandolos en un eppendorf con alcohol 70° para
su montaje posterior. Los dcaros muertos se cuantificaron aiadiendo Azul de lactofenol. El resultado de
ambos contajes se expreso en n® acaros /g.

Purificacion de materia prima de acaros

La purificacion de los acaros del medio de cultivo, previamente congelado a -32°C, se realizd mediante
tamizacion. Para realizar la purificacion, usamos la tamizadora CISA BA200N con un ciclo de 40
minutos con aire comprimido usando tamices Filtra (Didmetro 200) de 400, 200, 125 y 75 pm, 7
segundos agitando y 3 en reposo y una amplitud de 2 cm. Tras este ciclo se recogi6 la fraccion de 400 pm
y se le aplico 1 ciclo de 5 minutos con dos tamices de 400 y 200 um, sin aire, 7 segundos agitando y 3 en
reposo, una amplitud de 1 cm y 3 ciclos en las mismas condiciones anteriores, recogiendo siempre la
fraccion de 400 pm. La materia prima purificada se peséd al final de cada ciclo de purificacion y se
congeld a -32°C hasta su posterior procesado.

Montaje de las preparaciones de acaros e identificacion

Previamente al montaje se mantuvieron los acaros en un eppendorf con etanol 70°, al menos 1 semana,
para eliminar particulas adheridas y aumentar la transparencia del acaro. Bajo la lupa estereoscopica y
con ayuda de una aguja enmangada, se seleccionaron los 4caros, y se colocaron en un portaobjetos que



contenia una gota de liquido de Hoyer [18] en su superficie y se coloco el cubreobjetos. Se dejo secar
antes de proceder a su visualizacion.

Control de calidad
Determinacion de la Humedad relativa

Se determin6 la humedad relativa de los medios de cultivo horneados segtin el método de Karl-Fischer,
basado en la reaccion que el didxido de azufre y el yodo realizan con el agua. La medida se realizé en un
coulémetro Mettler Toledo C20, se afiadiéndose 10 mg de muestra al vaso de valoracion. El resultado se
expreso en % de humedad relativa contenido en la muestra.

Determinacion del contenido proteico de la muestra

Se realizd mediante la técnica de Bradford [19] midiéndose a una A= 595nm en el espectrofotometro
Biotek Powerwave XS2. Se elaboré una curva patron por triplicado con BSA a 1mg/ml de concentracion
en agua pura. El rango de concentraciones usado fue de 2-10 pg/ml. Las muestras a analizar fueron
diluidas previamente a una concentracion de 40 mg/ml en agua pura. Se usé como blanco reactivo de
Bradford. Se incubaron las muestras durante 5 minutos a temperatura ambiente y se procedio a la lectura
de las muestras. Cada muestra se analizé por triplicado. Los valores de absorbancia obtenidos fueron
interpolados en la curva patrén de BSA para obtener las concentraciones de proteina de las muestras
problema expresadas en mg proteina/g.

Identificacion de alérgenos
Electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-Page)

Se empled el método Laemmli (1970) con ligeras modificaciones introducidas por los fabricantes de los
equipos de electroforesis utilizados (Mini-Protean II, Bio-Rad). Las muestras se analizaron a una
concentracion de 0.5 pg de proteina por calle. Se mezclaron 80 pl de muestra+20 pl de tampédn de
muestra, se calenté 5 minutos a 100° C vy, tras su enfriamiento, se centrifugd a 14.000 rpm durante 5
minutos y a 4° C en la centrifuga Centrifuge 5415R (eppendorf).

Se cargaron 2 pl de patréon de pesos moleculares y 10 pl de muestra por pocillo en un gel de agarosa
12,5%. La electroforesis se desarrolld a 200 V durante 45 minutos en una cubeta de electroforesis
conteniendo tampoén de electroforesis.

Tincién de plata

Los geles se colocaron en una placa Petri con fijador de plata durante 30 minutos en agitacion suave, se
lavaron 2 veces durante 10 minutos con agua pura y se afiadio la tincion de plata. Tras 8-10 minutos
manteniendo el gel en oscuridad y en agitacion suave, se par6 la reaccion con acido acético 7% durante 5
minutos. Se lavo finalmente con agua pura, manteniendo el gel en estas condiciones hasta su revelado en
el transiluminador BioRad ChemiDoc XRS+.

Western-blot

Las proteinas separadas previamente por SDS-Page, se transfieren a una membrana de Polifluoruro de
vinilideno (PVDF de Trans-Blot Turbo, BioRad). La transferencia se realizo a 2.5 V (para dos geles)
durante 7 minutos en el BioRad Trans-blot Turbo. Se bloque6 la membrana durante 1 hora en tampon
PBS-T 0.5%, después se incub6 toda la noche con el suero humano de pacientes sensibilizados a D.
pteronyssinus diluido 1:1000 en PBS-T 0.5% a 4° C. La membrana se lavé con PBS-T 0.05% 4 veces
durante 5 minutos. Finalmente se incubd con anticuerpo de ratdén anti- IgE humano conjugado con
peroxidasa (Mouse antiHuman IgE (Fc)-HRP; Clone B3102E8, Southern Biotech) a dilucion 1:1000
durante 2 horas. Tras el lavado y afiadir los reactivos de revelado Western Ligtning Plus-ECL (Luminol
Reagent y Oxidizing Reagent, 1:1), se procedié al revelado en el transiluminador BioRad ChemiDoc
XRS+. Todo el proceso se realizd en agitacion constante y temperatura ambiente salvo especificacion
concreta.

Se cargaron 2 pg prot/calle de los diferentes sueros de pacientes sensibilizados a D. pteronyssinus
(dilucién 1:1000), Phleum pratense (1:10), citricos (1:10), naranja (1:25) y vino (1:10). Ademas se cargd
un control positivo frente a D. pteronyssinus.

La obtencion y tratamiento de las imagenes obtenidas mediante las técnicas de SDS-PAGE y Western-
blot se realiz6 con el programa informatico Quantity One de Bio-Rad.

Deteccion de actividades enzimaticas

Se usé el sistema de deteccion Api-Zym®, segun las recomendaciones del fabricante. Es un método semi-
cuantitativo de deteccion de actividades enzimadticas. Se analizé el medio HL T80 como valor enzimatico
basal y las muestras que hemos ido recogiendo semanalmente.



Ensayo de ELISA

La materia prima estuvo en agitacion entre 48 y 72 horas en camara fria, después se realizo la dilucion
correspondiente para conseguir una concentracion de 1 mg/ml.

Todo el proceso se realizo a temperatura ambiente, tras cada paso del proceso se lavo la placa con PBS-T
0.05%, las diluciones se realizaron en BSA 1% en PBS-T 0.05%. El volumen de reaccion en el ELISA de
cuantificacion son de 100 pl /pocillo y en la inhibicion de 50 pl /pocillo.

ELISA cuantificacion

Se utilizé para determinar qué cantidad de alérgenos mayores de D. pteronyssinus (Der p 1 y Der p 2)
estan presentes en la muestra de materia prima. (Se realizé el ensayo para cada alérgeno por separado).

Se prepararon las muestras a varias diluciones entre % y 1/64. La recta patréon se realizé usando el
standard del grupo I a250 ng/ml) y del grupo II a 100ng/ml para la primera concentracion de cada recta
patron. Cada placa se activé con anticuerpo monoclonal anti Der p 1 y anticuerpo monoclonal anti Der p
2, respectivamente, diluido en tampdén carbonato/bicarbonato sédico pH 9.6 a una dilucion 1:1000
incubando la placa a 4°C toda la noche. Tras el lavado, se bloqueo la placa con BSA al 1% en PBS-T al
0.05% durante 30 minutos.

Tras lavar la placa, se afadieron las muestras y las rectas patron, incubandose 1 hora. Tras el posterior
lavado, se incubd la placa con el anticuerpo biotinilado (Anti Der p 1 mAb Bo 1 y Anti Der p 2 mAb Bo
2, dilucién 1:1000) durante 1 hora.

Los valores de absorbancia de la muestra, se interpolaron en la curva patrén, obteniendo asi la
concentracion de alérgenos mayores de grupo I y II presentes en la muestra.

ELISA inhibicion
Se utiliz6 para medir la actividad alergénica de la materia prima de D. pteronyssinus. La muestra se
diluyo6 a 500 pg/ml y se hicieron diluciones seriadas % hasta 7,81 pg/ml.

La placa se activd con extracto de referencia de D. pteronyssinus a 250 pg/ul en tampoédn
carbonato/bicarbonato sodico pH 9.6 y se incub6 a 4°C toda la noche. Tras el lavado, se bloquea la placa
con 200 pl/pocillo con BSA 1% en PBS-T 0.05% durante 1 hora.

Las muestras se prepararon incubando 100 pl de la dilucion correspondiente con 100 pl del suero humano
(diluido previamente a razén de 1:8) durante 1 hora en rotacion. El control positivo que se usé fue el
suero + BSA y el control negativo fue unicamente BSA.

Tras lavar la placa, se afiadieron las diluciones por triplicado y se incub6 2 horas. Después de volver a
lavar, se anadio el Anti-IgE (Operon 1:1000) y se incub6 30 minutos. Al volver a lavar la placa, se
incub6 30 minutos con el anticuerpo a-IgG (Anti-ratéon de Sigma, dilucién 1:500). Al volver a lavar la
placa, se incub6 30 minutos con Streptavidina-peroxidasa a 1 mg/ml (1:250). Finalmente, tras lavar la
placa, se afiadid H202 en ABTS (1:1000). La reaccion se visualizoé a 405 nm en el LabSystems Multiscan
Ascent La actividad alergénica fue calculada en base a su Ag50.

Resultados

Crecimiento de D. pteronyssinus en medio compuesto por Hesperidina y Levadura de cerveza
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Grafica 1. N° de 4caros/g vivos segun cultivo

En la grafica 1 podemos ver como se desarroll6 el crecimiento del cultivo en medio HL T80 comparado
con un cultivo en medio estdndar durante varias semanas. El valor maximo obtenido para el cultivo en
medio HL T80 fue de 28428 vivos y 4340 acaros muertos a las 4 semanas. Mientras que el cultivo en
medio estandar a las 5 semanas presentaba 23088 vivos y 11765 muertos. Podemos observar cémo el



D. pteronyssinus en medio de cultivo de origen vegetal

nimero de acaros del medio HL T80, tanto vivos como muertos, desciende tras la cuarta semana. El
cultivo crecido en medio HL T80 alcanza un nimero mayor de vivos que el crecido en medio estandar,
mientras que los muertos tienen un niimero similar.

Purificacion de materia prima de acaros

La purificacion se realiz6 en varios dias y se obtuvo una pureza del 81,25%, frente al 90% de pureza de la
materia prima estandar. El rendimiento medio fue de 9-10% y cantidad total 70 g, siendo en medio
estandar algo inferior en ambos casos. (Imagen 1a)

Montaje de las preparaciones de acaros e identificacion

Todos los acaros utilizados fueron identificados como pertenecientes a la especie D. pteronyssinus
(Imagen 1b)

Imagen 1 A.- Materia prima de D. pteronyssinus tras su tamizacion, vista bajo lupa estereoscopica.
B.- D. pteronyssinus, microscopio 10X

Control de calidad
Determinacion de la Humedad relativa

Nuestro medio de cultivo presentd una humedad del 4.52%, siendo la humedad relativa maxima permitida
para el medio estandar de un 10%, pudiendo comprobar asi que nuestro medio de cultivo esta dentro de
especificaciones.

Determinacion del contenido proteico de la muestra

Se obtuvo una concentracion de proteina de 4.593 mg prot/g para el medio de cultivo HL T80. Este valor
es inferior al obtenido en los medios usados anteriormente (7,902 mg prot/g medio de cultivo).

En el caso de la materia prima de D. pteronyssinus se obtuvo un valor de 5.032 mg prot/g materia prima.
El contenido en proteinas es inferior a lotes anteriores del mismo acaro purificado crecido en medio
estandar (13,53 1mg/g materia prima).

Identificacion de alérgenos
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Fig. 1. A.- SDS-PAGE teiiido con plata, standard (1), medio estandar 2 pg prot/calle (2-4), medio HL
T80 2 ng prot/calle (5-7). B.- SDS-PAGE teiiido con plata, standard (1), D. pteronyssinus materia
prima 0.5 pg prot/calle (2-4), D. pteronyssinus 002-12 SAP 0.5 pg prot/calle (5-7) C.- Perfil D.
pteronyssinus HLT80 MMP 0.5 ug prot/calle
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Tincion de plata (HL T80 y D. pteronyssinus HL T80)

Las muestras del medio de cultivo HL T80 y estandar fueron cargadas en un SDS-PAGE Yy tefiidas con
tincion plata, apareciendo una banda a 30 kDa en el medio nuevo y estando ausente la de 20 kDa con
respecto al medio de cultivo estandar. (Figura 1a)

Las muestras de la mat(ea%ia prima crecida en medio de cultivo HIfb>l"80 y crecida en P]EC)TSO fueron
cargadas eh ur? SDS-PAGE ¥ tefiidas’ con tincion plata} apdreciendo 6las bandas caracteristicas
correspondientes a Der p 1 y Der p 2 en las muestras de los diferentes medios de cultivo. (Figura 1by lc)

Western-blot

Se enfrentd el medio de cultivo HL T80 a sueros de pacientes sensibilizados a diferentes alérgenos (Fig.
2). No se obtuvieron bandas significativas ni pertenecientes a alérgenos.
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Fig. 2. Western-blot HL T80 vs D. pteronyssinus, standard (1, 5, 8, 11 y 14), D. pteronyssinus 002-12
SAP 2 pg prot/calle (2), HL T80 (3-4). Western-blot HL T80 vs Phleum pratense, HL T80 2 ng
prot/calle (6-7). Western-blot HL T80 vs Citricos, HL T80 2 pg prot/calle (9-10), Western-blot HL
T80 vs Naranja, HL T80 2 pg prot/calle (12-13), Western-blot HL T80 vs vino, HL T80 2 pg
prot/calle (15-16).

Se realiz6 un Western-blot a la materia prima obtenida de medio de cultivo HL T80 comparandola con la
obtenida en medio de cultivo estandar. Se comprobd que aparecian los alérgenos mayores en ambos
cultivos. Se pueden apreciar las bandas caracteristicas de los alérgenos mayores Der p 1 y Der p 2 con un
peso molecular de 24 kDa y 15 kDa, respectivamente (Fig. 3).
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Fig. 3. A.- Western-blot D. pteronyssinus materia prima 2 mg prot/calle (2-4), D. pteronyssinus 002-
12 SAP 2 mg prot/calle. (5-7) B.- Perfil cromatografico de D. pteronyssinus materia prima 2 mg
prot/calle. C.- Perfil cromatografico de D. pteronyssinus 002-12 SAP 2 mg prot/calle.

Deteccion de actividades enzimaticas

El medio de cultivo posee una actividad enzimatica basal. El medio de cultivo en la semana 1 presenta
una actividad esterasa, leucina arilamidasa, fosfatasa 4cida y la B-galactosidasa. En la semana aparece la
actividad de la N-acetil-B-glucosaminidasa, a-mannosidasa y a-fucosidasa.

Al realizar el mismo ensayo al Lepidoglyphus destructor, otra especie de &caro diferente, vemos
diferencias en dicho perfil enzimatico. En este caso se diferencia en que posee actividad enzimatica
fosfatasa alcalina al inicio del cultivo y leucina arilamidasa, tripsina y B-galactosidasa cuando el cultivo
esta maduro.



Ensayo de ELISA
ELISA cuantificacion

La cantidad de alérgenos mayores de la materia prima crecida en medio HL T80 fue comparada con la
obtenida del medio estandar. (Limite Der p 1: 0,157- 0,628 pg/ml, limite Der p 2: 0,502 - 2,008 pg/ml).
Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 1.

ng/ml pg/ml ng/ml pg/ml
Der p 1 patrén 249,5 0,25 Der p 2 patrén 794,18 0,794
Der p 1 MPP 279,15 0,279 Der p 2 MPP 664,85 0,665

Tabla 1: Cantidad de alérgenos de Der p 1 y Der p 2 de D. pteronyssinus y una muestra patron.

ELISA inhibicién
La potencia alergénica de la materia prima crecida en medio HL T80, expresada como Ag50, fue de
76,712 ng de materia prima/ml.

Discusidn

Para la produccion de extractos alergénicos destinados al diagnéstico y tratamiento especifico de la
alergia es imprescindible el cultivo de los acaros en condiciones Optimas [5], por lo que cualquier
contaminacion con agentes infecciosos, material humano o animal, hace que no se pueda utilizar con el
fin de producir extractos para su uso in vivo en humanos [15]. Segin la EMA, el extracto alergénico es de
origen biologico natural, contiene una mezcla de moléculas alergénicas y no alergénicas y es
administrado para el diagnostico y tratamiento de la alergia y las enfermedades alergénicas [13], ademas,
los medios de cultivo en los que se hacen crecer los 4caros para producir extractos alergénicos, deben ser

preferiblemente sintéticos y estar libres de cualquier material derivado de animales y de posibles
alérgenos. [14]

Hemos observado que el crecimiento de acaros en el medio de cultivo nuevo es bueno, siendo superior el
recuento de acaros en la misma semana que el realizado en el medio estandar. Se apreci6 como en la
cuarta semana de crecimiento el nimero de acaros vivos y muertos disminuia, este dato no concuerda con
el analisis visual realizado ni con el nimero de acaros obtenidos tras la purificacion. La posible causa de
este dato inusual puede estar en que la muestra obtenida para realizar el contaje en la cuarta semana no
fue representativa del estado del cultivo. Como hemos visto en este trabajo, la forma habitual de
monitorizar los cultivos de acaros es mediante el recuento de los acaros tanto vivos como muertos, sin
embargo, este método a veces ofrece datos errdéneos, por ello se ha desarrollado un método
complementario de monitorizacién de los cultivos basado en la determinacion de la actividad enzimatica
del mismo. Mediante la presencia de actividad enzimatica podemos determinar cuando hay acaros en el
medio de cultivo y el cultivo esta listo para ser purificado. La variacion de la actividad enzimatica que
presenta nuestra materia prima a medida que el cultivo va madurando es caracteristica de D.
pteronyssinus, ya que al compararlo con Lepidoglyphus destructor podemos ver diferencias en el perfil.

En este trabajo hemos podido observar que el medio de cultivo nuevo es diferente al estandar, al presentar
un perfil electroforético diferente, en nuestro medio nuevo aparece una banda a 30 kDa en lugar de la
banda de 20 kDa que aparece en el medio de cultivo estandar. Con estos elementos diferenciadores
podemos identificar ambos medios.

Hemos podido comprobar que el nuevo medio de cultivo esté libre de alérgenos, ya que no reconoce las
IgEs especificas de los pacientes sensibilizados a las principales fuentes alergénicas, como son los acaros
y el polen. Ademéas, por la procedencia del medio de cultivo, se enfrentd al suero de pacientes
sensibilizados a los citricos y al vino, sin mostrar ninguna reactividad especifica, ya que como hemos
comprobado no aparecen bandas de fijacion de IgE especifica. De esta manera podemos decir que el
medio de cultivo es seguro y no producira reacciones cruzadas.

La materia prima obtenida presenta una cantidad de proteina menor que la obtenida en cultivos estandar,
esto puede ser debido a que el cultivo se tamiz6 en una fase muy temprana y la cantidad de proteina en
esa fase de desarrollo del acaro no pueda ser comparada a los niveles de un cultivo maduro. Esto hace
pensar que habria que dejar madurar mas el cultivo para poder comparar niveles de proteina. La
determinacion del acaro mediante microscopia nos hace estar seguros de que el cultivo no presenta
contaminaciones de otras especies de acaros ni hongos, tal y como recomienda la directriz EMA. Se
optimizo6 el método de purificacion con el nuevo medio hasta obtener una pureza de mas del 80%, siendo
las impurezas de origen vegetal por lo que no afectan a la calidad de la materia prima. Esta pureza es muy
alta y comparable a la de cultivos con medios estdndar. Con este método de purificacion se han mejorado



también los rendimientos tras la tamizacion. Se ha confirmado que nuestra materia prima contiene los
alérgenos mayores que producen mayor sensibilizacion en las personas alérgicas, ofreciendo valores de
Der p 1 y Der p 2 practicamente iguales a los de una materia prima validada, y siendo el perfil proteico
general comparable a la de ésta. Por tltimo se estableci6é un pardmetro de potencia alergénica que servira
como referencia para los siguientes cultivos de D. pteronyssinus en este tipo de medios de cultivo.

En base a los resultados obtenidos podemos determinar que el medio de cultivo HL T80 mejora la calidad
de la materia prima obtenida, en comparaciéon con los medios de cultivos estandar, al no presentar
componentes de origen animal y carecer de elementos potencialmente alergénicos, presentando asi un
nivel de seguridad superior al de los medios de cultivo estandar utilizados hasta ahora. Ademas podemos
afirmar que la calidad del cultivo ha mejorado con respecto a los cultivos en medios estandar, en relacion
a los parametros de pureza y rendimiento. Podemos ademas diferenciar una especie de acaro de otra
debido a su perfil enzimatico complementado con el recuento de acaros que se ha realizado de forma
rutinaria. En este trabajo se han puesto apunto las técnicas basicas de control de calidad para asegurar la
seguridad y calidad de la materia prima obtenida a partir del nuevo medio de cultivo para poder ser
utilizada en la fabricacion de tratamientos y diagnosticos de alergia.
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