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RESUMO

Objectivo: Caracterizar clinicamente um grupo de doentes sensibilizados a fungos; comparar os resultados de dife-
rentes testes diagnosticos; e definir um padrao de reactividade a espécies flngicas comuns numa populagdo de doentes
com alergia respiratoria. Métodos: Entre os doentes que consecutivamente realizaram testes cutaneos (TC) com bate-
ria de fungos entre 2001 e 2005 (n=304), seleccionaram-se vinte com maior reactividade cutanea a pelo menos um dos
seguintes fungos:Alternaria alternata, Aspergillus fumigatus, Candida albicans, Cladosporium herbarum e Penicillium chrysogenum.
Para todos os doentes, analisaram-se os processos clinicos e realizaram-se TC, doseamento de IgE especifica (IgE) e im-
munoblotting (IB) aos cinco fungos mencionados. A concordancia dos exames referidos foi avaliada através do coeficiente
kappa (K) de Cohen. Resultados: No grupo de 20 doentes, com idades compreendidas entre os 20 e os 60 anos, 90%
apresentavam rinite (55% persistente (P) moderada-grave, 39% P ligeira e 6% intermitente ligeira), 80% asma (56% P
moderada, |9% P ligeira e 25% intermitente), 35% sinusite, 5% polipose nasal e 35% conjuntivite. A maioria estava sensi-
bilizada a mais do que um fungo e a outros aeroalergénios. Comparando os resultados dos exames realizados, observou-
-se uma concordancia entre IgE e IB (k=0,240; p=0,009), mas nao entre TC e IgE (k=0,09; p=0,303) ouTC e IB (k=0,036;
p=0,719). No estudo de IB, foram identificadas proteinas com diferentes pesos moleculares, alguns correspondendo a
alergénios ja descritos. Conclusdes: Este estudo vem reforgar a discordancia entre testes in vivo e in vitro na sensibiliza-
¢ao a fungos. Mais estudos e melhores extractos alergénicos sao necessarios. Por enquanto, deve manter-se um elevado

indice de suspeigdao, bem como uma combinagiao de exames complementares no diagnostico de alergia a fungos.

Palavras-chave: Alergénios, alergia a fungos, asma, fungos, IgE especifica, immunoblotting, rinite, sensibilizagao, testes cutaneos.
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ABSTRACT

Objective: To characterise a group of patients sensitised to moulds; to compare different diagnostic test results; and to define
a pattern of reactivity to common fungal species in a population of patients with allergic respiratory disease. Methods: Twenty
patients with the greatest skin reactivity to at least one of the following moulds: Alternaria alternata, Aspergillus fumigatus,
Candida albicans, Cladosporium herbarum and Penicillium chrysogenum were selected from consecutive patients (n = 304)
who had undergone skin prick testing (SPT) to moulds in our Allergy Clinic over a 5-year period (2001-2005).The medical records
of all patients were reviewed and SPT, serum specific IgE (IgE) and immunoblotting (IB) to the 5 moulds listed above were per-
formed.The agreement between the tests was evaluated using Cohen’s Kappa coefficient. Results: In this group of adult patients,
aged 20-60 years old, 90% had rhinitis (55% moderate-severe persistent, 39% mild persistent and 6% mild intermittent); 80%
had asthma (56% moderate persistent, 1 9% mild persistent and 25% intermittent); 35% had sinusitis; 5% nasal polyposis; and
35% conjunctivitis. The majority was sensitised to more than one mould and to other inhalant allergens. Comparing the results of
the three tests performed, an agreement between IgE and IB (k = 0.240; p = 0.009) was found, but not between SPT and IgE
(kK = 0.09;p = 0.303) or SPT and IB (k = 0.036; p = 0.719). In the immunoblotting assays, proteins with different molecular
weights (MW) were identified, some of which correspond to mould allergens already described. Conclusion: This study rein-
forces the inconsistency between in vivo and in vitro tests for mould sensitisation. Further studies and better allergen extracts are
needed. For the time being, a high index of suspicion and combined in vivo and in vitro tests for the diagnosis of allergy to moulds
should be maintained.

Key-words: Allergens, asthma, fungal allergy, fungi, immunoblotting, moulds, rhinitis, sensitisation, skin tests, specific IgE.

INTRODUGAO INTRODUCTION

s fungos sao organismos ubiquos, subsistindo oulds are ubiquitous organisms that subsist in a

em condigoes ambientais diversas, tanto no

ambiente interior como no ambiente exterior!.

wide spectrum of environmental conditions in

both indoor and outdoor environments'. Hu-

A exposicao humana a fungos pode ocorrer por particu-

las fangicas aerossolizadas? (praticamente constante ao

longo do ano), por contacto com espécies saprofiticas (ex:

Candida na flora vaginal) ou infecciosas (ex: dermatomico-

se a Tricophyton®) ou ainda por ingestio de micoproteinas.

Diferentes espécies flngicas tém sido reconhecidas
como causadoras de patologia em seres humanos por meio
de infecgio, alergia, toxicidade ou efeito irritativo®. Os fun-
gos podem estar envolvidos numa grande diversidade de
doencgas alérgicas, através de diferentes mecanismos imu-

nologicos: hipersensibilidade do tipo | (sdo exemplos: rini-

man exposure can occur via aerosolised fungal particles?
(practically constant all year-round), by contact with sa-
prophytic fungi (e.g., Candida in the vaginal flora) or infec-
tions (e.g., dermatomycosis to Trichophyton® species), or
by ingestion of mycoproteins.

Different fungal species are known to cause diease
in humans via infection, allergy, toxicity or irritant ef-
fects®. Moulds can give rise to a wide range of allergic
diseases through different immunological mechanisms:
type | hypersensitivity (e.g., rhinitis, conjunctivitis, asth-

ma, atopic eczema and, rarely, systemic reactions) and
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te, conjuntivite, asma, eczema atopico e, raramente, reac-
¢Oes sistémicas) e hipersensibilidade de outros tipos (por
exemplo: micose broncopulmonar alérgica, sinusite alérgi-
ca flngica e pneumonite de hipersensibilidade).

A prevaléncia de sensibilizagao a fungos ¢é dificil de esta-
belecer e varia entre estudos epidemiologicos. No entanto,
estudos em diversas regides do Mundo indicam que a sensi-
bilizagdo a fungos é comum, particularmente em doentes
asmaticos e em criancas.Num estudo europeu multicéntrico®,
cerca de 3% dos doentes com alergia respiratoria em Portu-
gal e 20% em Espanha estavam sensibilizados a espécies de
Alternaria ou Cladosporium. Num estudo ibérico®, 23% dos
doentes com rinite alérgica estudados na regiao centro de
Portugal estavam sensibilizados a Alternaria alternata. A sensi-
bilizagao a fungos do ambiente exterior tem sido associada a

79 homeadamente

presenca, persisténcia e gravidade da asma
a sensibilizagio a Alternaria alternata'®, cuja elevada contagem
de esporos tem sido associada a*“asma epidémica”. Fungos do
ambiente interior tém sido menos implicados na asma''; no
entanto, alguns estudos recentes mostraram que a presenca
de fungos no ambiente doméstico aumenta a hiperreactivida-
de brénquica e que a sua remogao pode ser benéfica'?.

Efectivamente, certas espécies flingicas contém protei-
nas potencialmente alergénicas, capazes de sensibilizar e
desencadear sintomas de alergia em individuos predispos-
tos' 3. Os fungos, tal como outros aeroalergénios, sio ca-
pazes de produzir proteases, que facilitam a penetragao dos
alergénios na mucosa das vias aéreas, funcionando como
adjuvantes no processo de sensibilizagao, nao so6 a fungos,
mas também a outros aeroalergénios coexistentes, e sao
ainda capazes de produzir substincias imunomoduladoras'4,
que podem potenciar a resposta imunolégica Th2.

Apesar de terem alergenicidade comprovada,a importan-
cia dos fungos na doenga alérgica tende a ser subestimada na
pratica clinica, em parte porque o diagnostico de alergia a
fungos se reveste de algumas dificuldades'>. Em primeiro lugar,
os alergénios flingicos nao estao completamente caracteriza-
dos, e muitos dos extractos actualmente disponiveis para tes-

tes in vivo e in vitro nao estao normalizados, fornecendo resul-

other types of hypersensitivity (e.g.,allergic bronchopul-
monary mycosis, allergic fungal sinusitis and hypersensi-
tivity pneumonitis).

It is hard to establish the prevalence of sensitisation
to moulds, which varies among epidemiological studies.
However, studies in different parts of the world show
that sensitisation to moulds is common, particularly in
asthmatics and children. In a multicentre European study?®,
approximately 3% of patients with respiratory allergy in
Portugal and 20% in Spain were sensitised to Alternaria
or Cladosporium species. In an Iberian study®, 23% of pa-
tients with allergic rhinitis in a Portuguese midlands re-
gion were sensitised to Alternaria alternata. Sensitisation
to outdoor environment moulds has been associated to
asthma and its persistence and severity’. This is par-
ticularly true for sensitisation to Alternaria alternata'%;
high Alternaria spore counts have been associated to
‘asthma epidemics’. While indoor environment moulds
have been less implicated in asthma'!, some recent stu-
dies have shown that moulds in the domestic environ-
ment increase bronchial hyperreactivity and that eradi-
cating these moulds can be beneficial'2.

Some species of moulds contain potentially aller-
genic proteins capable of sensitising and triggering al-
lergic symptoms in susceptible individuals''3. Moulds,
like other inhalant allergens, can produce proteases that
facilitate the penetration of allergens into the airway
mucosa, working as adjuvants in the process of sensiti-
sation to moulds and other co-existing inhalant aller-
gens. They can also produce immunomodulating subs-
tances'4, which can potentiate the Th2 immunological
response.

Despite moulds’ proven allergenicity, their role in
allergic disease tends to be underestimated in clinical
practice, partly since diagnosing allergy to moulds is
somewhat difficult'>. Firstly, mould allergens are not
fully characterised and many extracts currently avai-
lable for in vivo and in vitro tests are not standardised,

leading to inconsistent results'é. As moulds are pleo-
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tados inconsistentes'®. Sendo organismos pleomérficos,pode
haver diferencas entre alergénios presentes em diferentes
formas dos organismos fungicos (por exemplo, dos esporos e
do micélio), que por vezes dependem das condigdes ambien-
tais nas quais os fungos crescem, ou entre alergénios de dife-
rentes estirpes da mesma espécie fungica'”. Métodos de puri-
ficagao de proteinas e condigoes de armazenamento dos
extractos podem também resultar em diferengas na qualidade
dos alergénios entre extractos. Em segundo lugar, os fungos
sao organismos com vias metabolicas complexas, libertando
enzimas (que podem inclusivamente contribuir para a degra-
dacio de proteinas contidas nos extractos alergénicos) e pro-
dutos toxicos, que tornam os procedimentos de diagndstico
in vivo, nomeadamente provas de provocagao especificas, difi-
ceis de realizar e com risco imprevisivel de reacgoes adversas.
Em terceiro lugar; a relagao entre exposicao, sensibilizagao e
doenca alérgica, € menos clara para fungos do que para outros
aeroalergénios. A historia clinica € muitas vezes pobre na de-
terminagao do papel da exposicao a fungos na exacerbagao
dos sintomas, sendo também dificil discriminar outros factores,
como a exposicao concomitante a acaros do pd domeéstico.
Finalmente, uma vez conhecido o resultado do teste diagnos-
tico, a sua interpretagao nao ¢ linear dada a frequente polis-
sensibilizagdo dos doentes e a reactividade cruzada entre
fungos, cujo significado clinico é ainda desconhecido"'®.

Os objectivos do presente estudo foram: |) caracterizar
clinicamente um grupo de doentes sensibilizados a fungos;2)
comparar os resultados de diferentes testes diagnosticos; e
3) definir um padrao de reactividade a espécies flingicas co-

muns numa populagdo de doentes com alergia respiratoria.

METODOS

Seleccdo de doentes e desenho do estudo
Analisaram-se os resultados dos testes cutaneos de alergia

por picada (TCA) consecutivamente realizados no Servigo de

Imunoalergologia dos Hospitais da Universidade de Coimbra

entre Janeiro de 2001 e Dezembro de 2005, e nos quais tinha

morphic organisms, there could be differences in the
allergens found in the organisms’ different forms (such
as the spores and the mycelia, which sometimes de-
pend on the environmental conditions in which moulds
grow) or in the allergens of different strains of the
same fungal species'”. Protein purification methods and
extract storage conditions could also lead to diffe-
rences in the quality of allergen extracts. Secondly,
moulds are organisms with complex metabolism that
release enzymes (that may inclusively contribute to
the degradation of the proteins contained in the al-
lergen extracts) and toxic products.This makes in vivo
diagnostic procedures, namely specific challenge tests,
hard to perform and also carries an unpredictable risk
of adverse reactions.Thirdly, the relationship between
exposure, sensitisation and allergic disease is less clear
for moulds than for other inhalant allergens. The cli-
nical history is often unhelpful in determining the role
exposure to moulds played in exacerbating symptomes.
It is also hard to discriminate other factors, such as
concomitant exposure to house-dust-mites. Finally,
once the result of the diagnostic test is known, its
interpretation is not straightforward in view of pa-
tients’ frequent polysensitisation and moulds’ cross-
reactivity, the clinical significance of which still remains
unknown '8,

Our aims in this study were: |) to clinically charac-
terise a group of patients sensitised to moulds; 2) to
compare different diagnostic test results; and 3) to de-
fine a pattern of reactivity to common fungal species
in a population of patients with allergic respiratory

disease.

METHODS

Patient selection and study design
We analysed the results of skin prick tests (SPT) to

moulds consecutively performed at our Immunoallergo-
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sido utilizada uma bateria de extractos flingicos (n= 304 doen-
tes). Seleccionaram-se os doentes com testes cutineos posi-
tivos a pelo menos um dos seguintes fungos (n=129): Alterna-
ria alternata, Aspergillus fumigatus, Candida albicans, Cladosporium
herbarum e Penicillium chrysogenum (anteriormente designado
Penicillium notatum). De entre estes, seleccionaram-se os doen-
tes com maior reactividade cutinea a pelo menos um dos
referidos fungos (n=40), isto é, com um didmetro de papula
acima da média dos diametros na populagao de doentes con-
siderada (4 mm)'®. Foram analisados os processos clinicos dos
doentes para recolha de dados demograficos (sexo e idade) e
clinicos (presenca e gravidade da doenga alérgica e investigagdo
diagnéstica prévia, incluindo testes cutaneos de alergia por
picada). Este grupo seleccionado de doentes foi convidado a
participar no estudo, tendo 20 doentes aceite o convite.
Todos os participantes responderam a um questionario
padronizado sobre a(s) sua(s) doenca(s) alérgica(s) — pre-
dominantemente asma e rinite — a sua persisténcia, gravi-
dade e factores precipitantes,bem como a sazonalidade dos

sintomas, medidas de evicgdo alergénica adoptadas, trata-

mento em curso e seu efeito sobre os sintomas alérgicos.

Seguidamente, independentemente do resultado dos TCA
anteriores, os doentes foram submetidos a TCA aos cinco
fungos referidos e a colheita de sangue para determinagao
de IgE especifica sérica (IgE) e immunoblotting (IB) as mesmas
espécies fungicas. Foi obtido consentimento informado pre-

viamente a inclusao dos doentes no estudo.

Testes cutaneos de alergia por picada

Os TCA foram realizados utilizando um procedimento
normalizado na face anterior do antebraco do lado nao do-
minante do doente, utilizando extractos comerciais Bial
Aristegui® das seguintes espécies fungicas: Alternaria alterna-
ta, Aspergillus fumigatus, Candida albicans, Cladosporium herba-
rum e Penicillium chrysogenum. Uma solugao salina a 0,9% foi
utilizada como controlo negativo e uma solugao de histami-
na com concentragao de 10 mg/ml foi utilizada como con-
trolo positivo. Os resultados foram avaliados 15 minutos

depois, medindo a papula resultante como a média de dois

logy Department, between January 2001 and December
2005, using a panel of fungal extracts (n = 304 patients).
We selected patients with positive tests to at least one
of the following moulds (n = 129 patients): Alternaria al-
ternata, Aspergillus fumigatus, Candida albicans, Cladosporium
herbarum and Penicillium chrysogenum (formerly known as
Penicillium notatum). Of these, we selected patients with
the greatest cutaneous reaction to at least one of the
moulds listed above (n = 40), i.e. with wheal diameter
larger than the population’s mean (4 mm)'%.We analysed
the patients’ records to collect demographic (gender and
age) and clinical data (any allergic disease and its severity,
prior diagnostic work-up including SPT).The 40 selected
patients were invited to take part in the study and 20
accepted.

All patients answered a standard questionnaire on any
allergic disease(s) -mainly asthma and rhinitis—, its persis-
tence, severity and triggers, if symptoms were seasonal,
avoidance measures practiced, treatment and its effect on
the allergic symptoms. Next, irrespective of the results of
prior SPTs, patients underwent SPT to the 5 moulds
listed and had a blood sample taken for serum specific IgE
(IgE) and immunoblotting (IB) to the same fungal species.
Patients’ informed consent was obtained prior to inclusion

in the study.

Skin prick tests to moulds

The SPTs were performed in the usual way on patients’
non-dominant inner forearm using Bial Aristegui® com-
mercial extracts to Alternaria alternata, Aspergillus fumigatus,
Candida albicans, Cladosporium herbarum and Penicillium
chrysogenum. A 0.9% saline solution was used as negative
control and a |10 mg/ml histamine solution as positive con-
trol. Results were assessed after |5 minutes by measuring
the resulting wheal as the mean of 2 orthogonal diameters
including that of the largest. A wheal diameter equal to or
larger than 3 mm relative to the negative control was a
positive result both in the SPT performed during the study

and in interpreting the earlier SPTs.
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diametros ortogonais, incluindo o de maiores dimensoes.
Um didametro de papula maior ou igual a 3 mm relativamente
ao controlo negativo foi considerado um resultado positivo,
tanto nos TCA realizados durante o estudo como na inter-

pretacao dos registos de TCA realizados anteriormente.

IgE especifica e immunoblotting

O doseamento de IgE especifica sérica as cinco espécies
fungicas seleccionadas foi realizado utilizando o sistema Im-
munoCAP® seguindo as instrugdes do fabricante (Phadia).
Para efeitos de analise estatistica, o valor de IgE especifica foi
considerado positivo quando maior ou igual a 0,35 KU/L.

A deteccao de IgE especifica as mesmas espécies fun-
gicas por immunoblotting foi realizada recorrendo a mate-
rial, equipamento e instrugdes da DPC-Amerlab/Siemens
Diagnostics®. Para efeitos de anilise estatistica, foram con-
siderados resultados positivos aqueles em que pelo menos

uma banda de ligacao a IgE especifica foi identificada.

Anidlise estatistica

Foram analisados os resultados obtidos nos diferentes
exames diagnosticos (TCA, IGE e IB) para os cinco fungos
e em todos os doentes. O coeficiente kappa (K) de Cohen
foi utilizado como medida de avaliagdo da concordancia
dos resultados dos trés exames, segundo os critérios de
positividade expostos. Valores de p inferiores a 0,05 foram

considerados significativos.

RESULTADOS

Populacdo estudada

Cento e vinte e nove doentes, com idades compreen-
didas entre 15 e 60 anos, apresentaram TCA positivos a
pelo menos uma espécie flingica na bateria de fungos do
nosso centro, no periodo de tempo considerado. As es-
pécies fingicas mais frequentemente implicadas foram:
Aspergillus fumigatus (46%), Aspergillus niger (36%), Alternaria
tenuis (34%), Cladosporium herbarum (38%), Penicillium ro-

Serum specific IgE and immunoblotting

Specific IgE to the 5 moulds in question was performed
using the ImmunoCAP® system in line with the manufac-
turer’s instructions (Phadia). For statistical analysis, IgE
was considered positive when equal to or greater than
0.35 KU/

Immunoblotting (IB) to the same 5 moulds was per-
formed using the DPC-Amerlab/Siemens Diagnostics®
material, equipment and instructions. For statistical analy-
sis, results in which at least one specific IgE binding band

was identified were considered positive.

Statistical analysis

We analysed the results gleaned in the SPT, IgE and IB
tests to the 5 moulds in all patients.The agreement of the
three tests was evaluated using Cohen’s Kappa coefficient,
in line with the positive criteria above. p values below 0.05

were considered significant.

RESULTS

Study population

One hundred and twenty nine patients aged between
I5 and 60 years old had positive SPT to at least one mould
during the time period in question.The moulds most fre-
quently implicated were:Aspergillus fumigatus (46%), Asper-
gillus niger (36%), Alternaria tenuis (34%), Cladosporium her-
barum (38%), Penicillium roqueforti (32%), Fusarium moniliforme
(31%), Curvularia spicifera (29%), Candida albicans (28%) and
Rhizopus nigricans (26%), with the majority of patients
polysensitised.

The mean age of the patients in our study group
was 37 years (standard deviation |12, range 20-60 years)
and 75% were female (Table I). Ninety percent of pa-
tients had rhinitis (55% moderate-severe persistent,
39% mild persistent and 6% mild intermittent), 80% had
asthma (56% moderate persistent, | 9% mild persistent
and 25% intermittent), 35% had conjunctivitis, 35%
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queforti (32%), Fusarium moniliforme (31%), Curvularia spici-
fera (29%), Candida albicans (28%) e Rhizopus nigricans
(26%), estando a maioria dos doentes polissensibilizada.

No grupo de 20 doentes incluido no estudo (Quadro 1),
com idades compreendidas entre os 20 e os 60 anos (média
de 37 anos, com desvio-padrao de 12 anos), 75% eram do
sexo feminino. Noventa por cento dos doentes tinham rini-
te (55% persistente moderada-grave, 39% persistente ligeira
e 6% intermitente ligeira), 80% tinham asma (56% persisten-
te moderada, 19% persistente ligeira e 25% intermitente),
35% dos doentes tinham conjuntivite, 35% sinusite cronica,
5% polipose nasal e 5% onicomicose recorrente. Quinze por
cento dos doentes referiram agravamento dos sintomas ex-
clusivamente no ambiente exterior, 30% exclusivamente no
ambiente interior e 25% em ambos (30% nao responderam).
Apenas seis doentes (30%) identificaram a presenca de fun-
gos visiveis no interior das habitagoes como factor de agrava-
mento dos sintomas de asma e/ou rinite. Estes seis doentes
nao diferiram dos restantes catorze relativamente a carac-
teristicas demogriaficas (sexo e idade) e clinicas (tempo de
evolucao da doenga alérgica, proporgao de doentes com
asma e com rinite, gravidade da doenca) por anlise estatis-
tica utilizando o teste U de Mann-Whitney e o teste exacto
de Fischer, conforme apropriado (dados nao apresentados).

Em TCA anteriormente realizados, 19 (95%) dos partici-
pantes estavam polissensibilizados (89% estavam sensibiliza-
dos a acaros do p6 domeéstico, 63% a polenes, 37% a faneros
de animais e 18% a barata) e um doente (5%) estava monos-
sensibilizado a Aspergillus fumigatus. Considerando a bateria
de fungos utilizada no presente estudo, 5% dos participantes
estavam sensibilizados a apenas um fungo (dois a Aspergillus
fumigatus e um a Alternaria alternata), 50% estavam sensibili-
zados a dois fungos —as combinagoes mais frequentes sendo
Alternaria/Aspergillus (4) e Aspergillus/Cladosporium (2) —e 35%
estavam sensibilizados a trés ou mais fungos.

O grupo de participantes no estudo (n=20) nao diferiu
significativamente do grupo inicialmente seleccionado
(n=40) para participar no estudo, em relagao as caracte-

risticas demograficas e clinicas (dados nao apresentados).

chronic sinusitis, 5% nasal polyposis and 5% recurrent
onychomycosis. Fifteen per cent of patients complained
that symptoms worsened only in outdoor environ-
ments, 30% only in indoor environments and 25% in
both. Thirty per cent did not reply. Only 6 patients
(30%) identified the presence of visible moulds inside
their dwellings as a factor that exacerbated asthma and/
or rhinitis symptoms. There were no differences be-
tween these 6 patients and the remaining 14 in demo-
graphic (gender and age) and clinical (length of allergic
disease, proportion of patients with asthma and rhini-
tis, severity of disease) characteristics when analysed
using the Mann-Whitney U and the Fisher exact test,
as appropriate (data not shown).

Prior SPTs showed that 19 (95%) participants were
polysensitised (89% were sensitised to house-dust-mites,
63% to pollen, 37% to animal dander and 18% to cock-
roach) and | (5%) was monosensitised to Aspergillus fu-
migatus. In terms of the panel of moulds’ extracts used in
our study, 15% of the participants were sensitised to only
one mould (2 to Aspergillus fumigatus and | to Alternaria
alternata). Fifty per cent were sensitised to 2 moulds, the
most frequent combinations being Alternaria/Aspergillus (4
patients) and Aspergillus/Cladosporium (2 patients) and 35%
were sensitised to 3 or more moulds.

The study group (n = 20) did not differ significantly
from the group initially selected (n = 40) to take part in
the study in terms of demographic and clinical data (data

not shown).

Comparison of the SPT, IgE and IB results

Table 2 shows the proportion of positive results in each
diagnostic test. We found a statistically significant agree-
ment between IgE and IB (K = 0.240; p = 0.009) and a lack
of agreement between SPT and IgE (k = 0.09; p = 0.303)
and between SPT and IB (k = -0.036; p = 0.719). Similar
data were gleaned in analysing the results in the subgroup
that identified exposure to moulds as triggering symptoms

(data not shown).
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Quadro |. Dados demograficos, clinicos e laboratoriais da populagao estudada. Nos resultados do B, estio sublinhados os pesos
moleculares de proteinas identificadas que podem corresponder a alergénios fungicos conhecidos
Table 1. Demographic, clinical and laboratory data of the study population. In the IB results, the molecular weights of the proteins identified

that could correspond to known mould allergens are highlighted

. L TCA/SPT (mm) IgE (KUIL) 1B (KDa)
Doentes | Sexo/idade | Doenga alérgica
Patients | Gender | age Allergic diesease
Aa Af Ca Ch Pc Aa Af Ca Ch Pc Aa Af Ca Ch Pc
| F/38 R/AICS 0 6 0 0 0 <0.35 | <0.35 | <035 | <035 | <035 | 17.90| - 5153 - -
2 F/28 R/AICIM 4 5 0 5 4 <0.35 | <0.35 | <035 | <035 | <035 | 53.22| - 5073 - -
3 Fl27 RICS/NP 0 7 0 4 3 09 | 234 1.8 06 26 | 53.22| 29.96| - 17.84 | 50.46
6433 | 34.43 3820 71.76
11630 | 38.93 43.55
44.02 46.12
59.60 56.13
61.58 126.26
63.63
67.94
90.49
99.02
106.59
[11.95
119.53
140.80
145.49
4 M/34 RIAIC 6 0 6 5 0 <0.35 | <0.35 | <035 | <035 | <035 | 51.16| - SII3| - -
5 F/20 RIAIC 9 0 5 0 0 216 | <035 | 07 | <035 | <035 | 1565 - 31.84| - -
54.07 49.15
81.47
6 F/44 RICICS 0 5 4 9 0 <0.35 | <0.35 | <0.35 | <0.35 | <035 | 5I.18| 37.07| 1733| - 31.64
37.27
1 M /59 R 4 5 0 0 0 <0.35 | <0.35 | <035 | <035 | <035 | 52.80| - [ [II531] - 2940
8 M/55 RIAICICS 5 3 0 0 0 <0.35 | <035 | <035 | <0.35 | <0.35 | 53.22| - - 46.12| 3549
58.51
9 F/50 A 0 7 0 7 0 <0.35 | <0.35 | <035 | <035 | <035 [ - - SII3| - 34.34
10 F/60 RIAICS 4 0 5 0 0 <035 | <0.35 | <0.35 | <0.35 | <035 | 51.98| - - 48.05| -
1 F/43 R/A 8 7 0 0 0 <0.35 | <0.35 | <035 | <0.35 | <035 [ - - 4993 | 51.72| -
12 F/22 RIA 0 3 0 4 0 <0.35 | <035 | <035 | <035 | L7 - - - 3139 | 30.38
49.24| 35.49
13 M /50 A 4 5 3 0 0 04 0.9 04 08 2 54.07| 3225| - - 13.07
6135 | 37.07 31.90
6535 | 42.95 3121
7474 4844
50.46
70.02
110.76
130.46
14 M/37 R/IAICICS 10 0 0 0 0 6.5 | <035 | <035 | <035 | <035 | 15.53|120.52 | 101.62 | - -
15 F/26 RIAIC 0 0 0 4 10 | <035 | <035 |<035|<035|<035] 5198 - - - -
16 F/32 RIAICS 4 3 3 5 3 <0.35 | <035 | <035 | <0.35 | <0.35 | 8.46| - - - -
14.35
53.22
17 F/36 RIA 0 0 5 0 4 <0.35 | <0.35 | <0.35 | <035 | <0.35 - - 5153 - -
18 F/30 R 4 3 0 0 5 37 <035 | <035 | <035 | <0.35 - - - - -
19 F/23 R 0 5 0 3 0 4.6 06 2.1 14 08 | 5322 - - 3520 -
20 F/33 R 0 3 0 0 0 <035 | 12 42 | <035 | <035 | 24.75| 35 18.76| - 30.88
52.39 26.76 36.37
42.64
46.14
49.93
6229
7352
84.08

A — asma / asthma; R — rinite / rhinitis; C — conjuntivite / conjunctivitis; CS — sinusite croénica / chronic sinusitis; NP — polipose nasal /
nasal polyposis; M — micose / mycosis; TCA | SPT — testes cutdneos de alergia / skin prick tests; Aa — Alternaria alternata; Af — Aspergillus
fumigatus; Ca — Candida albicans; Ch — Cladosporium herbarum; Pc — Penicillium chrysogenum.
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Comparacdo dos resultados de TCA, IgE e IB

O Quadro 2 apresenta a propor¢ao de resultados po-
sitivos em cada exame diagnoéstico. Observou-se uma con-
cordancia estatisticamente significativa entre IgE e IB
(k=0,240; p=0,009) e uma auséncia de concordancia entre
TCA e IgE (k=0,09;p=0,303) e entre TCA e IB (k=-0,036;
p=0,719).Dados semelhantes foram obtidos na analise dos
resultados obtidos no subgrupo que identificou a exposi-
¢ao a fungos como desencadeante dos sintomas (dados

nao apresentados).

Alergénios flingicos e padroées de sensibilizacido
Utilizando a técnica de IB para os cinco fungos seleccio-
nados, observou-se que proteinas com diferentes pesos
moleculares (PM) foram reconhecidas pelas IgE especificas
dos doentes (Quadro 1),algumas possivelmente correspon-
dendo a alergénios fingicos ja identificados?® (Quadro 3).
Com base nos resultados dos TCA, em funcao do nu-
mero de sensibilizagoes as cinco espécies de fungos selec-
cionadas, estabeleceram-se trés grupos de doentes: mono,
bi ou polissensibilizados. Os resultados do IB para cada um
desses grupos de doentes sao apresentados de seguida.
No grupo de doentes sensibilizados apenas a uma es-
pécie fungica (n=3), a IgE sérica do doente monossensibi-
lizado a Alternaria alternata reconheceu uma proteina de
aproximadamente 15,3 KDa, que podera corresponder ao

alergénio major Alt a 1%, Entre os dois doentes monossen-

Fungal allergens and sensitivity patterns

Using the IB to the 5 moulds in question, we found that
proteins with different molecular weights (MW) were re-
cognised by patients’ serum specific IgE (Table I), some
possibly corresponding to fungal allergens already identi-
fied?° (Table 3).

We established 3 patient groups (mono, bi or polysen-
sitised) depending on number of SPT sensitisations to the
5 moulds tested. The IB results for each of these patient
groups are shown below.

In the monosensitised group (n = 3), the IgE of the
patient sensitised to Alternaria alternata recognised a pro-
tein of approximately 15.3 KDa, which could correspond
to the major allergen Alt a 12°. One of the two patients
monosensitised to Aspergillus fumigatus did not recognise
any protein in the extract of this mould and the other
recognised a protein of approximately 34 KDa, which, in
turn, could correspond to four different Aspergillus fumiga-
tus allergens?? (Table 3).

Among patients sensitised to two mould species
(n = 10), of those sensitised to Alternaria alternata, one
did not recognise any protein in the Alternaria alternata
extract and the remaining four recognised a protein of
approximately 53 KDa. One also recognised a protein
which could correspond to Alt a | and one other a protein
of approximately 57 KDa. Sera of patients sensitised to

Aspergillus fumigatus did not recognise any protein in the

Quadro 2. Proporgio de resultados positivos nos TCA, IgE e IB aos cinco fungos estudados (n=20)
Table 2. Proportion of SPT, IgE and IB tests positive to the 5 moulds studied (n=20)

Extractos alergénicos / TCA/ IgE B
Allergen extracts SPT
Alternaria alternata 50 % 30% 75 %
Aspergillus fumigatus 75 % 20 % 25 %
Candida albicans 35% 25 % 55%
Cladosporium herbarum 45 % 15 % 25 %
Penicillium chrysogenum 30% 20 % 40 %
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Quadro 3. Bandas (designadas pelo PM das proteinas) identificadas no IB, possiveis alergénios correspondentes?’, sua fungio e pro-
porgao de doentes cujo soro reconheceu proteinas com peso molecular aproximado
Table 3. Bands (designated by the protein MW) identified in the IB, corresponding to possible allergens??, their function and proportion of patients

whose serum recognised proteins of approximate molecular weight

e PM aproximado|  Alergénios o
Espécies fingicas . . ~ , , , % doentes
e e Approximate possiveis Funcdo da proteina / Protein function % patients
MW (KDa) | Possible allergens
53 Alta 10 Aldeido desidrogenase / Aldehyde dehydrogenase 65
Alternaria alternata 15 Alta Major | Major 2
57 Alta 4 Dissulfeto isomerase / Disulfide isomerase 5
22 Alta7 Flavodoxina / Flavodoxin 5
Aspf9 —-/-
34 Aspf 10 Protease aspartica / Aspartyl proteinase 5
Aspfl3 Serina protease alcalina / Alkaline serine proteinase
Aspf 18 Serina protease vacuolar / Vacuolar serine proteinase
Aspergillus
fumigatus 37 Aspf2 Proteina ligante de fibrinogénio / Fibrinogen binding protein I5
30 Aspf4 -/- 5
44 Asp 23 Proteina ribossémica L3 / Ribosomal protein L3 5
43 Aspf 16 -/- 5
90 Aspf 12 HSP90 / HSP90 5
20 Cana CyP Ciclofilina / Cyclophilin 10
Candida albicans 29 Cana3 Proteina membranar peroxissomica / Peroxisomal membrane protein 10
40 Canal Alcool desidrogenase / Alcohol dehydrogenase 5
Cladosporium 46 Clahé Enolase / Enolase 25
herbarum 53 Clah 10 Aldeido desidrogenase / Aldehyde dehydrogenase 10
ST 34 Pench I3 Serina protease alcalina / Alkaline serine proteinase 30
Penicillium ) . .
T 32 Pen ch 18 Serina protease va.c.uolar | Vacuolar serine perfelnase 25
68 Pen ch 20 N-acetil glucosaminidase / N-acetyl glucosaminidase 10

PM |/ MW — peso molecular / molecular weight.

sibilizados a Aspergillus fumigatus,um ndo reconheceu qual-
quer proteina no extracto deste fungo e o outro reconhe-
ceu uma proteina de aproximadamente 34 KDa de PM,
que, por sua vez, poderia corresponder a quatro diferentes
alergénios de Aspergillus fumigatus*® (Quadro 3).

Entre os doentes sensibilizados a duas espécies flngi-
cas (n=10), considerando aqueles sensibilizados a Alterna-
ria alternata, um nao reconheceu qualquer proteina no
extracto de Alternaria alternata e os restantes quatro re-
conheceram uma proteina de cerca de 53 KDa de PM.Um
deles reconheceu ainda uma proteina que poderia corres-

ponderaAlta | e outro uma proteina de aproximadamen-

extract of this mould. Of the three patients sensitised to
Candida, only one patient’s serum recognised a protein
with 29 KDa, similar to a recognised Candida allergen?.
This patient identified a further two proteins. A second
patient identified a protein other than these and the third
did not identify any protein in the IB to Candida. Of the
patient group with SPT positive to Cladosporium herbarum,
only one patient recognised proteins with MW similar
to those of allergens already identified, one protein of 22
KDa and another of 46 KDa. A second patient in this
group recognised a different protein and the other pa-

tient none. Finally, none of the patients sensitised to
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te 57 KDa de PM. Considerando os doentes sensibilizados
a Aspergillus fumigatus, nenhum dos soros dos doentes re-
conheceu qualquer proteina no extracto deste fungo. En-
tre os trés doentes sensibilizados a Candida,apenas o soro
de um doente reconheceu uma proteina com peso mole-
cular semelhante ao de um alergénio de Candida conheci-
do, com 29 KDa de PM?. Este doente identificou ainda
duas outras proteinas. Um segundo doente identificou uma
proteina diferente destas e o terceiro nao identificou qual-
quer proteina no IB a Candida. Considerando o grupo de
doentes com TCA positivos a Cladosporium herbarum,ape-
nas um doente reconheceu proteinas com PM semelhan-
te ao de alergénios identificados, uma proteina de 22 KDa
e outra de 46 KDa.Um segundo doente reconheceu uma
proteina diferente destas e outro doente nenhuma. Final-
mente, nenhum dos doentes sensibilizados a Penicillium
chrysogenum reconheceu qualquer proteina no extracto
deste fungo.

Considerando o grupo de doentes polissensibilizados
a fungos (n=7), isto &, sensibilizados a mais do que dois
fungos nos TCA, observou-se que,no IB a Alternaria alterna-
ta,um doente nio reconheceu qualquer proteina, e todos
os outros reconheceram uma proteina de cerca de 53 KDa.
Um deles identificou ainda uma proteina de aproximada-
mente || KDa e outra de 15.3 KDa. No mesmo grupo,
cerca de metade dos doentes sensibilizados a Aspergillus
fumigatus (6 doentes) identificaram proteinas no IB: todos
reconheceram uma proteina de aproximadamente 37 KDa,
um doente reconheceu uma de 34 KDa e outra de 43 KDga;
outro doente reconheceu ainda proteinas de 30 KDa, 34
KDa, 44 KDa e 90 KDa, que podem corresponder a aler-
génios flngicos?’. Entre os quatro doentes polissensibiliza-
dos com TCA positivos a Candida, apenas um reconheceu
uma proteina com PM semelhante ao de um alergénio da
Candida albicans identificado como tendo 20 Kda de peso
molecular?. Entre os doentes sensibilizados a Cladospo-
rium e Penicillium, apenas um doente reconheceu possiveis
alergénios no IB:trés proteinas de PM de 45,46 e 53 KDa

e uma proteina de 68 KDa de PM, respectivamente?.

Penicillium chrysogenum recognised any protein in the ex-
tract of this mould.

Considering patients polysensitised to moulds
(n =7),that is, sensitised to more than 2 moulds on SPT,
one patient did not recognise any protein in the IB to
Alternaria alternata and all the others recognised a pro-
tein of around 53 KDa. One of these patients further
identified a protein of approximately | | KDa and another
of 15.3 KDa. In the same group, around half the patients
sensitised to Aspergillus fumigatus (six) identified pro-
teins in the IB:all recognised a protein of approximate-
ly 37 KDa; one patient recognised one of 34 KDa and
another of 43 KDa; a further patient recognised still
more proteins of 30 KDa, 34 KDa, 44 KDa and 90 KDa,
which could correspond to mould allergens2®. Only one
of the four patients polysensitised with positive SPT to
Candida recognised a protein of 20 KDa, similar to a
Candida albicans allergen already identified?’. Only one
of the patients polysensitised to Cladosporium and Peni-
cillium recognised possible allergens in the IB: 3 proteins
of 45,46 and 53 KDa MW and | protein of 68 KDa MW,

respectively?.

DISCUSSION

Our study presents a clinical and laboratory charac-
terisation of a population of patients with allergic respira-
tory disease,in whom SPT showed sensitisation to moulds.
We feel the study population reflects patients where one
considers the possibility of mould allergy with all the dif-
ficulties inherent to its diagnosis.

The majority of patients had allergic rhinitis (90%) and
asthma (80%), more frequently moderate-severe persistent
allergic rhinitis (55%) and moderate persistent asthma
(56%).These proportions were higher than those seen in
the Iberian study already mentioned®, where the popula-
tion with allergic rhinitis sensitised to Alternaria alternata

studied in a Portuguese midlands region, presented mild
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DISCUSSAO

No presente estudo, caracterizamos do ponto de vis-
ta clinico e laboratorial uma populagio de doentes com
patologia alérgica respiratoria, sensibilizados a fungos em
TCA. O grupo de doentes incluido no estudo parece-nos
reflectir aqueles que encontramos na pratica clinica, em
que a alergia a fungos se equaciona e, com ela, todas as
dificuldades inerentes ao seu diagnostico.

A maioria dos doentes apresentava rinite alérgica
(90%) e asma (80%), mais frequentemente rinite alérgica
persistente moderada-grave (55%) e asma persistente mo-
derada (56%). Estas proporg¢oes foram mais elevadas do
que as observadas no estudo ibérico mencionado®,em que
a populagao com rinite alérgica sensibilizada a Alternaria
alternata estudada na regiao centro de Portugal apresen-
tava rinite alérgica intermitente ligeira em 49%, intermi-
tente moderada-grave em |%, persistente ligeira em 25%
e persistente moderada-grave em 25% dos casos, acom-
panhada por asma em 57% do total de casos.

A maior parte dos doentes forneceu uma historia clinica
pouco fiavel relativamente ao papel da exposicao a fungos
como desencadeante dos sintomas respiratérios. E de facto
frequente os doentes nio se aperceberem da sua propria
exposicao a fungos, que geralmente é peranual, e nao a iden-
tificarem como causa possivel do agravamento dos sintomas
respiratérios. No presente estudo, um terco dos doentes
identificou a presenga de fungos, nomeadamente a presenga
de fungos visiveis no interior das habitagoes, como factores
de agravamento dos sintomas respiratorios, apesar de os
fungos indoor serem os menos implicados na doenca alérgica,
de acordo com a literatura''. Nenhum dos doentes reco-
nheceu uma sazonalidade nos seus sintomas que pudesse ser
relacionada com periodos de elevada contagem de esporos
fungicos na atmosfera. Como previamente exposto, este sub-
grupo apresentava caracteristicas demograficas e clinicas
sobreponiveis as dos restantes participantes no estudo.

A maioria dos doentes estava polissensibilizada a mais do

que um fungo e a outros aeroalergénios. O mesmo foi ob-

intermittent allergic rhinitis in 49% of cases, moderate-
severe intermittent in %, mild persistent in 25% and
moderate-severe persistent in 25%, with concomitant
asthma in 57% of all cases.

The majority of our patients gave a clinical history
that did not greatly elucidate the role exposure to
moulds played in triggering respiratory symptoms. Pa-
tients frequently do not understand their exposure to
moulds, which is usually year-round and not identified
as a possible cause of exacerbation of respiratory symp-
toms. In our study a third of patients identified the pres-
ence of moulds, namely those visible inside their dwell-
ings, as factors that aggravated their symptoms, even
though indoor moulds are less often implicated in al-
lergic disease, according to the literature''. No patient
recognised a seasonal pattern to his/her symptoms,
which could be connected to periods of high counts of
airborne fungal spores. As stated above, this subgroup
had similar demographic and clinical characteristics to
the other study’s participants.

The majority of patients were polysensitised to more
than one mould and other inhalant allergens. The same
was true in the Iberian study® and seen by Mari et dl. re-
garding allergy to fungi?' and pollens?2. This contributes
to the patients’ difficulty in understanding moulds as trig-
gers of allergic respiratory symptoms. Polysensitisation
to moulds can be explained by co-sensitisation or cross-
reactivity. In our group, co-sensitisation was probably the
phenomenon in question, as the majority of patients were
also sensitised to other inhalant allergens which were
phylogenetically unrelated.

While the clinical significance of cross-reactivity be-
tween moulds is not known, in our patients the only two
cases in which cross-reactivity would be possible,accord-
ing to data suggested by the IB, would be in patients |3
and 20, both having identified a protein of 34 KDa in the
IB to Aspergillus fumigatus and Penicillium chrysogenum.These
bands could correspond to alkaline serine proteinase,

whose cross-reactivity was described by Shen et al.? in
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servado no estudo ibérico® e descrito por Mari et al relati-
vamente 2 alergia a fungos?' e a pdlenes??. Este facto contri-
bui para a dificuldade dos doentes em reconhecer os fungos
como desencadeantes dos sintomas alérgicos respiratorios. A
polissensibilizacao a fungos pode ser explicada por fenémenos
de cossensibilizagao ou reactividade cruzada. No nosso grupo
de doentes, a cossensibilizagao é provavelmente o fenémeno
em causa, uma vez que a maioria apresentava também sensi-
bilizacao a outros aeroalergénios filogeneticamente nao re-
lacionados. Apesar de nao se conhecer o significado clinico
da reactividade cruzada entre fungos, neste grupo de doentes
os Unicos dois casos em que a reactividade cruzada seria
possivel, de acordo com dado sugeridos pelo IB, seriam os
dos doentes |13 e 20, ambos identificando uma proteina de
34 KDa nos IB a Aspergillus fumigatus e Penicillium chrysogenum.
Estas bandas poderiam corresponder a proteases alcalinas
séricas, cuja reactividade cruzada foi descrita por Shen et a?®
em espécies fungicas dos mesmos géneros. E de salientar que
um clustering de reactividade devido a cossensibilizagao e nao
a reactividade cruzada foi descrito por outros autores?*. De
qualquer modo, para confirmar a reactividade cruzada entre
estes fungos, ter-se-ia que proceder a estudos de inibicao.
O painel de espécies fungicas incluido no presente es-
tudo foi seleccionado com base em dados da literatura e
na prevaléncia de sensibilizagao a espécies de fungos na
populagdo portuguesa® 2. No grupo inicial de doentes com
TCA positivos a fungos, as principais espécies sensibilizan-
tes foram Alternaria alternata, Aspergillus fumigatus e Clados-
porium herbarum. Estas sao as espécies fungicas considera-
das mais relevantes em estudos prévios, quer de natureza

126, quer clinica?’. O Peni-

epidemiolégica®, quer ambienta
cillium chrysogenum é também considerado um fungo rele-
vante™ 2%, Maior controvérsia rodeia o papel da Candida
albicans na doenga alérgica respiratéria?®. Curiosamente,
neste estudo, a Candida albicans foi o fungo com maior
proporc¢ao de bandas reconhecida com peso molecular
distinto dos alergénios descritos nesta espécie fungica.
A comparacio dos resultados dos TCA, IgE e IB, mos-

trou auséncia de concordancia entre testes in vivo e in vitro,

fungal species of the same genus.A clustering of reactivity
due to co-sensitisation and not to cross-reactivity has been
described by other authors?*. Inhibition assays would have
been necessary to confirm cross-reactivity between these
moulds.

The panel of fungal species included in our study
was selected based on data in the literature and on
the rate of sensitisation to moulds in the Portuguese

population®?2°

. In the initial group of patients with
positive SPT to moulds, the main sensitising species
were Alternaria alternata, Aspergillus fumigatus and Cla-
dosporium herbarum.These are the mould species con-
sidered the most relevant in prior epidemiological®,
environmental?® and clinical?’ studies. Penicillium chry-
sogenum is also considered a relevant mould>?*. Great-
er controversy surrounds the role played by Candida
albicans in allergic respiratory disease?®. Interestingly,
we found Candida albicans to be the mould with the
higher proportion of bands recognised in the IB with
different MW from the allergens already described for
this fungal species.

Comeparison of SPT, IgE and IB results showed lack of
agreement in the in vivo and in vitro tests, in terms of SPT/
IgE and SPT/IB. Only the IgE and IB tests showed agree-
ment. However, the fact that the same extracts were not
used in the in vitro studies and in SPT could have contri-
buted to the discrepant results observed.

The proportion of patients with positive specific IgE
was lower than the proportion with positive SPT, mean-
ing that IgE seems less sensitive than SPT in diagnosing
allergic sensitisation to moulds. This was seen by Mari

et al.?!

in patients sensitised to one or two fungi, even
if this was not observed by this author in patients sen-
sitised to more than two fungi. However, IB did not seem
to add any information to that gleaned from the IgE
assay, with the added disadvantage of being a costly and
time-consuming technique.

The IB studies showed a great heterogeneity in band

recognition patterns among patients, frequently not
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isto & TCA/IgE e TCA/IB. Apenas a IgE e os estudos de IB
apresentaram resultados concordantes. No entanto, o fac-
to de nao terem sido utilizados os mesmos extractos nos
estudos in vitro e nos TCA pode ter contribuido para a
discordancia dos resultados.

A propor¢ao de doentes com IgE especifica conside-
rada positiva foi menor do que a de doentes com TCA
positivos, isto é, a IgE parece ser menos sensivel do que
os TCA no diagnostico de sensibilizagao alérgica a fungos.
Isto vai ao encontro do observado por Mari et a?' em
doentes sensibilizados a um ou dois fungos, se bem que o
mesmo nao foi constatado por este autor em doentes
sensibilizados a mais do que dois fungos. O IB, por seu lado,
nao pareceu acrescentar informagao a obtida com a de-
terminagao de IgE especifica, com a desvantagem adicional
de ser uma técnica dispendiosa e morosa.

Nos estudos de IB, encontramos uma grande hetero-
geneidade nos padroes de reconhecimento de bandas
entre os doentes, frequentemente nao correspondendo
aos resultados dos TCA. Proteinas com pesos moleculares
diferentes dos de alergénios ja identificados para estes
fungos foram reconhecidas, e, entre os hipotéticos alergé-
nios, a maioria nao correspondia a alergénios major. Re-
sultados semelhantes foram encontrados por Mari et af?'
em doentes polissensibilizados, cujo soro mostrou reacti-
vidade contra muitas proteinas nos extractos fungicos,
com niimero de componentes reconhecidos e intensidade
de fixagdo imunoldgica variaveis. No entanto, os mesmos
autores, em doentes monossensibilizados a Alternaria al-
ternata, relataram uma predomindncia de reactividade a
um componente de |14 KDa, provavelmente correspon-
dendo a Alt a |, um alergénio major. Uma limitagao do
presente estudo pode ter sido a pequena quantidade de
doentes monossensibilizados, resultado do proprio dese-
nho do estudo,em quem a sensibilizagao a fungos poderia
ser mais relevante.

Este estudo reflecte as limitagdes no diagndstico de sen-
sibilizagdo e alergia a fungos. Estas limitagdes partem logo da

historia clinica, ja que os doentes geralmente nao reconhecem

corresponding to SPT results. Proteins with different
MW from the allergens already identified for these
moulds were recognised and the majority of the pos-
sible allergens did not correspond to major allergens.
Similar results were found by Mari et al.?' in polysen-
sitised patients whose serum showed reactivity against
many proteins in the fungal extracts, with variable num-
ber of recognised components and intensity of immu-
nological fixation.The same authors, however, describe
a predominant reactivity to a component of 14 KDa in
patients monosensitised to Alternaria alternata, probably
corresponding to Alt a |, a major allergen.A limitation
of our study could have been the small number of
monosensitised patients, a result of the study design,
in whom sensitisation to moulds could have been more
significant.

This study reflects the limitations in diagnosing allergy
to moulds. These stem from the clinical history, in that
patients generally do not recognise moulds as possible
triggers of allergic symptoms. More studies into environ-
mental exposure to moulds and into mycology are needed
for a better characterisation of the organisms and their
allergens. In addition, the importance of allergen avoidance
measures to moulds should be reassessed.

Despite efforts to improve mould allergen extracts?’
over the last few decades, the available preparations are
not yet standardised, nor are they representative of pa-
tients’ exposure and, thus, are not reliable for diagnosis®.
Commercial extracts from different manufacturers give
variable results®.We used the mould allergen extracts nor-
mally used in our Centre. The importance of moulds in
respiratory allergy however demands allergenic extracts
for diagnosis that are of the best quality, standardised,
stable, well characterised and representative of patients’
environmental exposure. As the allergenic extracts cur-
rently available are far from ideal and there is no correla-
tion between in vivo and in vitro tests, both of these have
to be balanced when the possibility of allergy to moulds

is considered.
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os fungos como potenciais factores desencadeantes dos sin-
tomas alérgicos. Sao necessarios mais estudos sobre a expo-
sicao ambiental a fungos e também na micologia, de maneira
a obter uma melhor caracterizagao dos organismos e dos seus
alergénios.Para além disso,a relevancia das medidas de evicgao
alergénica no que respeita a fungos deve ser reavaliada.
Apesar dos esforcos ao longo das ultimas décadas para
melhorar os extractos alergénicos fingicos?’,as preparagoes
disponiveis nao sao ainda normalizadas nem sao representa-
tivas da exposicdo dos doentes, ndo sendo por isso fiaveis
para o diagnostico®. Extractos comerciais de diferentes fabri-
cantes fornecem resultados variaveis®, tendo sido utilizados
neste estudo os extractos alergénicos de fungos habitualmen-
te utilizados no nosso centro. No entanto,a importancia dos
fungos na alergia respiratéria exige extractos alergénicos para
diagnostico de melhor qualidade, normalizados, estaveis,bem
caracterizados e representativos da exposi¢ao ambiental dos
doentes. Actualmente,como os extractos alergénicos dispo-
niveis estao longe do ideal e nao ha correlagao entre os re-
sultados de testes in vivo e in vitro,ambos tém que ser conju-
gados quando se considera a hipotese de alergia a fungos.
Recentemente, varios alergénios moleculares foram
clonados a partir de espécies de Alternaria®, Aspergillus®',
Cladosporium®®32, Candida®® e Penicillium™3. A especificidade
dos alergénios recombinantes nos TCA e testes serologicos
é superior a obtida com os extractos comerciais actualmen-
te disponiveis®4. A utilizagido de alergénios recombinantes
na realizagao de testes de alergia na pratica clinica poderia
melhorar significativamente o diagnostico de alergia a fun-
gos. Os alergénios recombinantes sdo reprodutiveis, estan-
dardizados bioquimica e imunologicamente e passiveis de
serem produzidos em grandes quantidades. Para além disso,
poderiam ser Uteis na definicao de padroes de sensibilizagao
e na distingao entre cossensibilizagao e reactividade cruza-
da quando utilizados em estudos de inibigao. Em relagao ao
Aspergillus fumigatus,um padrao de reactividade a alergénios
recombinantes especificos deste fungo tem sido relaciona-
do com entidades nosolégicas distintas. Hemmann et al*° e

Kurup et aP® mostraram que diferentes alergénios recom-

Several molecular allergens have recently been cloned
from species of Alternaria®, Aspergillus3', Cladosporium3%-32,
Candida?® and Penicillium33.The specificity of the recombi-
nant allergens in the SPT and serum specific IgE assays is
higher than that obtained using the commercial extracts
currently available3#. Using recombinant allergens in al-
lergy tests in clinical practice could significantly improve
diagnosis of allergy to moulds. Recombinant allergens are
reproducible, biochemically and immunologically stan-
dardised and can be produced in great quantities. Further-
more, they can be used to define sensitisation patterns
and distinguish between co-sensitisation and cross-reac-
tivity when used in inhibition assays.The reactivity pattern
and specific recombinant allergens of Aspergillus fumigatus
have been associated with clinically distinct entities. Hem-
mann et al.3®> and Kurup et al.3¢ showed that different re-
combinant allergens can help in differentiating allergic
bronchopulmonary aspergilosis (Asp f 2,Asp f 4 and Asp f
6) from IgE-mediated allergy to the same mould (Asp f |
and Asp f 3).

In conclusion, studies to better understand the role
moulds play in respiratory allergy are needed.VVe need to
minutely characterise the fungal allergens implicated, char-
acterise patient environmental exposure, establish a caus-
al relationship between exposure and symptoms and ob-
tain quality allergen extracts for both diagnosis and
treatment. For the time being, allergists should maintain a
high index of suspicion of allergy to moulds, namely in
patients with respiratory allergy, and use both in vivo and
in vitro tests, particularly SPT and serum specific IgE, for

the diagnosis of allergy to moulds.
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binantes podem contribuir para diferenciar a aspergilose
broncopulmonar alérgica (Asp f 2,Asp f 4 e Asp f 6) da aler-
gia a0 mesmo fungo mediada por IgE (Asp f | e Asp f 3).
Em suma, sdo necessarios estudos para compreender
melhor o papel dos fungos na alergia respiratéria. E preciso
caracterizar exaustivamente os alergénios flngicos implica-
dos, caracterizar a exposicao ambiental dos doentes, estabe-
lecer uma relagao de causalidade entre exposigao e sintomas
e obter extractos alergénicos de qualidade, tanto para o diag-
nostico como para eventual tratamento. Por enquanto, os
alergologistas devem manter um elevado indice de suspeigao
para a alergia a fungos,nomeadamente em doentes com aler-
gia respiratoria, e recorrer simultaneamente a testes in vivo e
in vitro,nomeadamente TCA e doseamento de IgE especifica

sérica, para o diagndstico de sensibilizagao alérgica a fungos.
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