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INTRODUCCIÓN

La hipersensibilidad a alimentos su-
pone un 0,3-7% de las consultas de
Alergología. Este tipo de hipersensibi-
lidad ha sido más usualmente estudia-
da en niños, donde la frecuencia es
tres veces mayor que en adultos. Los
mariscos son una causa frecuente de
alergia alimentaria, estimándose en
España que las reacciones de hiper-
sensibilidad IgE mediadas por maris-
co suponen más del 5% de las reaccio-
nes de hipersensibilidad a alimentos
en niños, según datos obtenidos de la
literatura. Dentro de los mariscos, la
gamba ocupa un lugar prevalente, por
lo que ha sido objeto de numerosos
estudios, tanto para identificar sus
alergenos mayores, como para esta-

blecer comunidad antigénica con otros
animales, fundamentalmente con otros
crustáceos, pero también con otros ar-
trópodos (ácaros, insectos...). 

En la primera década de los ochenta
se publican varios trabajos que docu-
mentan la existencia de reactividad
cruzada entre diversos crustáceos y de
éstos con moluscos. Posteriormente,
aparecen trabajos que demuestran la
reactividad cruzada entre gamba y
ácaros, atribuyéndola a la existencia
de una proteína común, la tropomiosi-
na, proteína altamente conservada en
la escala filogenética y que ha sido
identificada como el alergeno mayor
de la gamba y también como un aler-
geno importante en los ácaros en estu-
dios realizados en D. farinae. Tam-
bién se ha relacionado esta proteína
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con la reactividad cruzada de gamba y
cucaracha, larvas de quironómidos,
moscas (caddis fly) y moluscos. Está
por tanto demostrada la reactividad
cruzada entre arácnidos, crustáceos e
insectos, todos ellos filogenéticamente
relacionados, al ser todos artrópodos
como vemos en la figura 1 En nuestro
trabajo comprobaremos además la
existencia de reactividad cruzada de la
gamba con un animal filogenética-
mente no relacionado, el A s c a r i s
s u u m, un nematodo del orden de los
ascáridos (fig. 2) y determinaremos la
proteína responsable de al menos una
parte importante de esta reactividad.

Nos propusimos determinar la posi-
ble existencia de reactividad cruzada

entre gamba, Dermatophagoides pte -
ronyssinus y Ascaris suum, estudiando
una población de sujetos alérgicos a
marisco. La idea surgió de la observa-
ción en la clínica diaria de un número
aparentemente elevado de pacientes
alérgicos a marisco que presentaba
pruebas cutáneas positivas a ácaros y
RAST positivo frente a ácaros y/o As -
caris. Con este objetivo diseñamos el
siguiente estudio.

MATERIAL Y MÉTODOS

Seleccionamos a 18 pacientes alérgi-
cos a mariscos, basando el diagnóstico
en anamnesis sospechosa, pruebas cu-
táneas positivas con extractos comer-
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ciales de marisco y RAST positivo a
marisco; elegimos como grupo control
a 14 pacientes polínicos que toleraban
marisco, no tenían anamnesis sospe-
chosa de sensibilización a ácaros y te-
nían pruebas cutáneas negativas tanto
a marisco como a ácaros. 
Realizamos a todos los pacientes prue-

bas cutáneas en prick y determinación
de IgE específica (RAST) utilizando
extracto comercial de D e r m a t o p h a g o i -
des pteronyssinus estandarizado bioló-
gicamente y extractos elaborados en
nuestro laboratorio de gamba fresca,
gamba cocida (hervidas 15 minutos) y
Ascaris suum.  Las gambas fueron obte-
nidas de un mercado de la zona y los
A s c a r i s nos fueron proporcionados en
un matadero de cerdos. Los extractos
de gamba se prepararon según la técni-
ca de Lehrer, con algunas modificacio-
nes (homogeneización con minipímer
durante 5 minutos en PBS pH 7,2, se

conservan a 4° C hasta el día siguiente,
se centrifugan a 3000 rpm y 4°C duran-
te 15 minutos,  se recoge el sobrenadan-
te, se dializa durante 24 horas frente a
PBS y finalmente se pasa por filtro de
0,8 y 0,2µm y se almacena congelado;
el de gamba cocida se preparó al 33%
p/v y el de gamba fresca al 10% p/v (a
mayor concentración se transformaba
en gelatina). La concentración proteica
final medida por método Bradford fue
de 1,35 mg/ml para gamba cocida y
3,16 mg/ml para gamba fresca. El ex-
tracto de A s c a r i s se preparó según téc-
nica de McGibbon a 20% p/v, siguien-
do pasos similares a los anteriores, pero
manteniendo la diálisis 48 horas, la
concentración proteica final obtenida
fue de 3,35 mg/ml.

El estudio de alergenicidad de los di-
ferentes extractos se llevó a cabo me-
diante SDS-Page Inmunoblotting y el
estudio de comunidad antigénica se
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PRICK RAST

Gamba cocida 18/18 18/18

(100%) (100%)

Gamba fresca 16/18 18/18

(88,8%) (100%)

Ascaris 16/18 13/18

(88,8%) (72,2%)

Dematophagoides pt. 15/18 15/18

(83,3%) (83,3%)

Tabla  I
Resultados de Prick test y Rast



realizó mediante RAST inhibición e
inhibición de inmunoblotting. 

RESULTADOS

A continuación se detallan los resul-
tados obtenidos en el estudio.

Pruebas cutáneas (prick) (tabla I)

— 100% de los pacientes positivas
frente a gamba cocida.

— 89%  positivas frente a gamba
fresca y Ascaris.

— 83% positivos frente a D. pte -
ronyssinus.

IgE específica (RAST) (tabla I):

— 100% positivo frente a gamba
tanto fresca como cocida.

— 83% positivo frente a D. Pte -
ronyssinus.

— 72% positivo frente a Ascaris.

RAST Inhibición

Fase sólida gamba cocida (fig. 3) 

Es inhibido por gamba fresca y gam-
ba cocida con similar intensidad, sien-
do la CI50 (concentración inhibitoria
50) de 0,83 y 0,68 mg/ml respectiva-
mente; el As c a r i s es el que le inhibe
con mayor intensidad, CI50 0,195
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RAST- INHIBICIÓN

Fase  sólida Ascaris

Log conc. inhibidor (mg/ ml)
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mg/ml y el D. pt es prácticamente in-
capaz de inhibirlo, CI50 308 mg/ml.

Fase sólida gamba fresca (fig. 4):

Se inhibe consigo misma y con As -
c a r i s con similar intensidad, CI50 de
0,40 y 0,29 mg/ml respectivamente; la
mayor inhibición la consigue la gam-
ba cocida con una CI50 de 0,075
mg/ml; en este caso el D. pt es inca-
paz de inhibir a la gamba fresca.

Fase sólida Áscaris (fig. 5): 

Llama la atención la intensa inhibi-
ción tanto con gamba fresca como co-
cida con una CI50 que tiende a 0, mu-
cho más intensa que consigo mismo
que se inhibe con una CI50 de 1,62
mg/ml; la inhibición conseguida con

el D.pt es como en los casos anterio-
res muy pobre, CI50 89 mg/ml.

Fase sólida D. pteronyssinus (fig. 6):

Se produce una intensa inhibición
tanto con As c a r i s como con gamba
cocida y fresca siendo las CI50 de
0,38  0,37 y 0,89 mg/ml respectiva-
mente; esta inhibición es mayor que la
que consigue el D . p t consigo mismo,
en la que se obtiene una CI50 de 9,55
mg/ml. 

SDS-Page

Mediante este método se realizó la
identificación de las bandas proteicas
de los extractos con los siguientes resul-
t a d o s :

— Con tinción de Coomassie (fig. 7)
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se objetivaron 28 bandas proteicas en
el extracto de As c a r i s, 10 en el de
gamba cocida, 16 en el de gamba fres-
ca y 3 en el de D. pteronyssinus.

— Tras tinción de plata (fig. 8) se
obtuvieron 35 bandas en el extracto de
As c a r i s, 24 en el de gamba cocida y
27 en el de gamba fresca.

I m m u n o b l o t t i n g: mostró como ban-
das alergénicas 15 en el extracto de
gamba fresca y cocida y 11 en el ex-
tracto de Ascaris y D.pt. En el extrac-
to de Ascaris destaca una banda de 43
kDa (figs. 9 y 10).

Immunobloting inhibición: se realizó
inhibición del blotting de Ascaris, uti-
lizando gamba fresca en fase libre, ob-
jetivando una inhibición frente a la
banda de 43 kDa específica y dosis
dependiente, siendo la CI50 de gamba
fresca frente a esta banda de 3,4 mg
de proteína/ml (fig. 11).

Como se dijo al inicio, la t r o p o m i o -
s i n a se ha identificado como la pro-
teína responsable de una parte im-
portante de la reactividad cruzada
entre crustáceos y de éstos con otros
artrópodos, por lo que al observar en
nuestro trabajo una reactividad cru-
zada marcada entre gamba, tanto
cruda como cocida, con As c a r i s, nos
planteamos que podía ser la t r o p o -
m i o s i n a existente en el extracto de
áscaris, una de las proteínas implica-
das en la reactividad cruzada encon-
trada. Con este objetivo realizamos
tres ensayos:

— Para identificar la existencia de
tropomiosina en el extracto de Ascaris
realizamos dos ensayos, un SDS-Page
Inmunoblotting del extracto de As c a -
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Fig. 10.

Fig. 11.

Fig. 12.



r i s incubándolo con suero de conejo
antitropomiosina de molleja de pollo
comercializada por Sigma (fig. 12) y
un SDS-Page urea Immunobloting
(fig. 13 y 14), basándonos en lo des-
crito en la literatura sobre la modifica-
ción de la movilidad electroforética de
la tropomiosina en presencia de urea,
observando cómo la banda pasa de
aproximadamente 37-42 kDa a 54-56
kDa. Con estos ensayos comprobamos
que la banda reconocida por los anti-
cuerpos antitropomiosina de pollo y
por las IgE de los pacientes alérgicos
a marisco es la misma y que ésta es la
tropomiosina (fig. 15). 

— Para comprobar que la reactividad
cruzada se debe al menos en parte a la
tropomiosina realizamos un SDS-Pa-
ge immunoblotting inhibición con el
extracto de As c a r i s (fig. 16). Incuba-
mos el extracto de áscaris con un pool
de sueros de pacientes alérgicos a ma-
risco que previamente había sido incu-
bado durante una hora a temperatura
ambiente con la tropomiosina de gam-
ba, electroeluida a partir de un gel de
electroforesis con SDS del extracto de
gamba cruda (fig. 17), banda de 37
kDa. En este ensayo (fig. 16) observa-
mos cómo desaparece completamente
la banda de 43 kDa del extracto de
Ascaris cuando se incuba con el pool
de sueros previamente incubado con
tropomiosina de gamba.

CONCLUSIONES

Por tanto, como conclusiones de este
estudio, podemos decir que:

— Existe reactividad cruzada entre
gamba, D. pteronyssinus (D. pt) y As -
caris. 
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Fig. 13.

Fig. 14.
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— La reactividad cruzada es mayor
entre gamba y áscaris que entre gam-
ba y D. pt.
— Basándonos en los resultados del
RAST Inhibición podemos decir que
el alergeno común en los tres extrac-
tos, se encuentra en una concentra-
ción mayor en As c a r i s y gamba que
en D. pt.

— El alto grado de reactividad cruza-
da entre gamba y Ascaris depende bá-
sicamente de una proteína de 43 kDa
y ésta ha quedado identificada como
tropomiosina.

— Basándonos tanto en nuestro tra-
bajo como en estudios previos pode-
mos decir que la proteína responsa-
ble de la reactividad cruzada entre
A s c a r i s, gamba y D. pt es la t r o p o -
m i o s i n a.

Finalmente quisiéramos agradecer la
colaboración prestada para la realiza-
ción de este estudio a los Laboratorios
Ifidesa-Aristegui, especialmente al Dr.
Borja Bartolomé y al Dr. Serranillos
del laboratorio de nuestro Hospital.
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Fig. 16.

Fig. 17.
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