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RESUMEN

Este capitulo es una amplia revision de las diversas tecnologias utilizadas en el diagnéstico molecular
de alergia, incluye algunas técnicas tradicionales de plataforma Unica que dieron origen y fundamento
a las pruebas moleculares basadas en inmunoensayos mdltiples. Los autores discuten la importancia
en la obtencién, caracteristicas, ventajas y limitantes de los alergenos utilizados en estas plataformas y
por Ultimo, se comparan las distintas plataformas, sencillas y mdltiples, considerando su sensibilidad y
especificidad analitica.

INTRODUCCION

Las pruebas diagndsticas de alergia han evolucionado a la par de la tecnologia biomédica
y del conocimiento de los componentes alergénicos, de tal forma que han revoluciona-
do el diagndstico médico. En este sentido podemos definir el diagndstico molecular de
alergia como el uso de tecnologias basadas en diversas plataformas, alergenos recom-
binantes e IgE especificos de epitopes alergénicos que permiten un estudio puntual’?
y en consecuencia, un abordaje médico de precision. Conocer las tecnologias actuales
y sus aplicaciones en el diagndstico molecular de la alergia es fundamental para tomar
una decision terapéutica basada en evidencias.

1. VALOR DIAGNOSTICO DE LA IGE

El descubrimiento de la actividad reaginica en la inmunoglobulina E (IgE) por Ishizaka
en 1966 generd una revolucion en el conocimiento de la alergia que impact6 en el
desarrollo de diversas herramientas de diagnéstico y tratamiento.? Usualmente, la con-
centracion sérica de IgE en individuos sanos se encuentra por debajo de 1 pg/mL, ésta
es una concentracién muy baja de proteinas, por lo que para una correcta medicién se
han desarrollado diversos métodos que reportan la cantidad de IgE sérica en unidades
Ul/mL o kUI/L, de tal forma que 1 kUI/L es equivalente a 1 Ul/mLy a 2.4 ng/mL.*

1.1. Fundamento de los métodos diagnédsticos in
vitro de las enfermedades alérgicas

El fundamento de los métodos diagndsticos basados en la deteccion de anticuerpos

depende de la visualizacién de la reaccién antigeno-anticuerpo (Ag-Ab) (Figura 1). Es
importante recordar que la mayorfa de estos métodos se enfocan en la deteccion de
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la IgE, por lo que se utilizan en el diagnéstico de enfermedades alérgicas mediadas por
este anticuerpo; sin embargo, no existe limitacién técnica para determinar otros isoti-
pos de anticuerpos por las mismas metodologias que seran descritas en este capitulo
y mas bien su limitacién depende de su aplicabilidad clinica, por lo que usualmente
se utilizan en investigacion las determinaciones de isotipos diferentes a la IgE en el
estudio de un paciente alérgico. Bajo esta premisa, es posible identificar y cuantificar
la concentracion de IgE total (/IgE) e IgE especifica ((IgE) a ciertos alergenos a través de
la reaccién antigeno-anticuerpo.”

En todas las metodologfas de deteccién de anticuerpos, |a IgE en el suero del paciente
serd el antigeno para cuantificar y éste sera reconocido a través de un segundo anticuerpo
formando un complejo Ag-Ab. Para llevar a cabo estos ensayos, un anticuerpo especifico
para la fraccién Fc de la IgE deberd ser adsorbido a una fase sélida, generalmente en
superficies de poliestireno o celulosa. Este anticuerpo es el anticuerpo primario o de
captura. Para el caso de la determinacién de la (IgE se facilita una primera interaccién
Ag-Ab con el alergeno cuya especificidad se sospecha, también adsorbido a una fase
s6lida. En ambas determinaciones, |IgE o IgE, un anticuerpo secundario o de deteccion
conjugado a distintas moléculas acorde al método usado permitira la cuantificacién de la
IgE en la muestra del paciente, por ejemplo, una enzima y un sustrato colorido, quimio-
luminiscente o fluorescente. De forma simultanea, en todos estos métodos de medicion
se incluye una curva de calibracién que contiene concentraciones conocidas de IgE
para poder extrapolar los valores obtenidos en la medicién de la muestra, permitiendo
reportar las concentraciones detectadas en unidades estandarizadas como ng, ug o Ul.>®

1.2. Evolucion de las pruebas diagnésticas en alergia

Actualmente existen mdiltiples tecnologias de diagndstico para la identificacién de diver-
sos perfiles de sensibilizacion a alergenos. Estas metodologfas incluyen inmunoensayos
de plataforma dnica para el reconocimiento de un solo alergeno por ensayo (sencillas)
descritos casi inmediatamente después del descubrimiento de la IgE y de plataformas
de deteccién multiple para el reconocimiento de mas de un alergeno por ensayo, las
cuales fueron desarrolladas posterior al afo 2000 (Figura 2).

2. DIFERENCIAS TECNICAS EN LOS DIVERSOS METODOS UTILIZADOS
EN LAS PRUEBAS DIAGNOSTICAS PARA DETERMINACION DE IGE

2.1. Radio-Allergo Immunosorbent Test (RAST)
El ensayo radio-alergo-inmunosorbente o RAST fue el primer método desarrollado in

vitro para la determinacion de IgE especifica. Aunque en la actualidad es una técnica
completamente en desuso, se incluye en este capitulo por su importancia histérica, ya
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Figura 1:
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Figura 2: Evolucion de las pruebas diagnésticas de alergia. Se muestran los momentos mas relevantes en el desarrollo de las pruebas diag-
nosticas de alergia, desde el inicio con las pruebas de diagndstico in vivo en 1880 (que contintan al dia de hoy), pasando por el descubrimiento de
la IgE y la explosién ulterior de los inmunoensayos de deteccion. Tres momentos relevantes se indican en la figura: la caracterizacion bioquimica y
molecular de los alergenos (que continla a la fecha, pero cuya expansion mas importante fue antes del afio 2000), el desarrollo y autorizacién para
comercializacion de las plataformas singleplex y, el desarrollo y autorizacién para la comercializacion de las plataformas multiplex. El diagnostico
molecular de alergia surge formalmente cuando la biologia molecular y la biotecnologia permitieron la inclusion de los alergenos recombinantes en
las diversas metodologias diagnosticas. Es importante mencionar que la autorizacion para la comercializacion de las diferentes plataformas de diag-
nostico molecular ocurre en tiempos posteriores a su desarrollo y en diferentes momentos entre paises, ya que depende de sus propias entidades
regulatorias sanitarias.

que este método destacé por ser no invasivo, evitando la exposicion directa del paciente
a los alergenos a evaluar® y dando pie al desarrollo técnico-cientifico posterior en la
determinacion de IgE.

Esta prueba se basa en el principio de la reaccién antigeno anticuerpo, en el que
el alergeno se adsorbe covalentemente a una superficie solida y después se anade el
suero del paciente. Los anticuerpos IgE presentes en la muestra del paciente se unen
al alergeno adsorbido, para visualizar la reaccion se afade un anticuerpo secundario
anti-IgE radio-yodado. La radiacién detectada es directamente proporcional al nimero
de complejos Ag-Ab formados.”

2.2. Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)

El método de ELISA o ensayo de inmunoadsorcién ligado a enzimas es una técnica
ampliamente utilizada en una gran diversidad de determinaciones clinicas y también
se usa en la cuantificacién de IgE.

El fundamento de este método consiste en la formacion del complejo antigeno-
anticuerpo en una placa sélida, donde el anticuerpo de deteccién se encuentra acoplado
generalmente a una enzima oxidante que actuara sobre un sustrato induciendo el cambio
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de coloracion en la solucion. La placa de reaccién serd analizada en un espectrofoté-
metro donde |a absorbancia (logaritmo negativo de la transmitancia) sera proporcional
al nimero de complejos anti-IgE- IgE formados, pudiendo asi estimar la concentracion
de inmunoglobulina E en la muestra de los pacientes®? (Figuras 3 y 4).

El método de ELISA sustituy6 los métodos que utilizaban marcadores radioac-
tivos por ser un método seguro, sencillo en su proceso y rdpido en la obtencién
del resultado.

2.3. Quimioluminiscencia

Los métodos basados en quimioluminiscencia tienen un procedimiento muy similar
al de ELISA. A diferencia del anticuerpo de deteccién utilizado, éste se encuentra
conjugado a una enzima generalmente fosfatasa alcalina que podra actuar sobre un
sustrato como el fosfato de adamantil dioxetano, con la capacidad de generar una sefial
quimioluminiscente, la cual sera proporcional a la concentracién de IgE. Los métodos
basados en quimioluminiscencia tienen mejor sensibilidad que los métodos basados
en absorbancia' (Figura 5).

2.4. Fluoro-enzimo-inmuno ensayo (FEIA)

Aligual que los métodos mencionados anteriormente, el fundamento del FEIA consiste
en la formacion de los complejos antigeno anticuerpo; sin embargo, el anticuerpo de
deteccion en este método se encuentra acoplado a una enzima con capacidad de
actuar sobre sustratos que generen fluorescencia con la reaccién. Una de las enzimas
utilizadas con mayor frecuencia es la p-galactosidasa, que actta sobre el metilumbeliferil-
B-D-galactésido para que éste genere fluorescencia. De manera similiar a los métodos
previamente descritos, |a fluorescencia sera proporcional a la cantidad de IgE presente
en la muestra del paciente'" (Figuras 5 y 6).

2.5. Inmunoblot
Esta técnica es semejante a las anteriores, con las diferencias puntuales en el tipo de

soporte donde se absorben los alergenos o antigeno de captura, y el sustrato utilizado
en el revelado de las reacciones.

Filtro
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Luz incidente
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Figura 3: Caracteristica de la lectura por espectofotometria. EI cambio en la coloracién de la solucion es producto de la reaccion enzimatica con el
sustrato y secundario a la reaccién Ag-Ab. La variacién colorimétrica se detecta a través de la lectura de la absorbancia de la muestra.
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Figura 4: Grafica de absorbancia y concentracion de proteina en la metodologia de ELISA. En cual-
quier método de ELISA cuantitativo y ante un control positivo, los valores de la absorbancia indican la
concentracion de la proteina que se pretende identificar, en este caso IgE total o especifica.

Los inmunoblots utilizan como soporte membranas poliméricas, los anticuerpos
de deteccion se encuentran conjugados a fosfatasa alcalina y el sustrato que por lo
general se utiliza es el nitro azul de tetrazolio 5-bromo-4-cloro-3’-indolfosfato, los
cuales al reaccionar forman precipitados coloreados sobre la membrana. En este
método la intensidad de la marca de reaccién sera proporcional a la concentracién
de anticuerpos IgE."""3

2.6. Inmunoensayo en chip

En esta metodologia los alergenos son inmovilizados en el chip permitiendo que reac-
cionen con la IgE del paciente. Al usar este método algunas plataformas comerciales
utilizan la técnica de florescencia, mientras que otras prefieren técnicas colorimétricas
para realizar la medicién en el chip.™

2.7. Determinacion de IgE especifica en
las metodologias descritas

Para la determinacion de (IgE, en las técnicas anteriormente mencionadas, el alergeno
o componente alergénico deberd ser adsorbido en el soporte al realizar la determina-
cién. Los anticuerpos del paciente presentes en el suero deberan reaccionar en primera
instancia y de manera especifica con su antigeno (alergeno); finalmente, para determi-
nar la concentracion de (IgE se seguirdn las mismas rutas metodolégicas descritas con
anterioridad para la IgE total.®"

3. ALERGENOS UTILIZADOS EN EL DIAGNOSTICO POR LABORATORIO

La importancia de la determinacion de la especificidad de la IgE en la clinica de-
pende de una adecuada interaccion Ag-Ab, en el que el antigeno corresponde al
alergeno que se pretende asociar a la sintomatologfa alérgica. En este sentido, el
uso y desarrollo de la tecnologia enfocada en la extraccion y purificacién de los
alergenos marcé la primera etapa en el desarrollo de las técnicas de determinacion
de (IgE. Posteriormente, el desarrollo de la biologia molecular y la biotecnologia
permitieron controlar de una manera muy puntual la expresion y pureza de cier-
tas proteinas, avanzando al uso de alergenos recombinantes en las metodologias
sefaladas con anterioridad y marcando el inicio del diagnéstico molecular de la
alergia’ (Figuras 2 y 7).
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3.1. Extractos alergénicos

Los extractos alergénicos son resultado del proceso de extraccion con solventes de las
fuentes alergénicas naturales. Los procesos a los que las fuentes primarias de alergenos
son sometidas permiten obtener una mezcla de distintos componentes tanto alergéni-
cos como no alergénicos, lo que representa una limitante en cuanto a la precision del
diagnéstico y su verdadero impacto clinico.

3.2. Alergenos nativos

Los alergenos nativos son alergenos puros. La importancia de los extractos alergénicos
en el desarrollo del diagnéstico molecular de la alergia radica en que estas técnicas
aparentemente rudimentarias permitieron aislar y purificar alergenos particulares, lo
que hoy conocemos como alergenos nativos; identificar los epitopes inmunogénicos
de esos alergenos a través de la demonstracién de su alergenicidad, es decir, demos-
trando su unién con anticuerpos del isotipo IgE provenientes de pacientes alérgicos,
y facilitando su caracterizacion molecular, que incluye la secuenciacion proteica. Sus
cambios postraduccionales (glicosilacién), la identidad, integridad y pureza es lo que
dio pie a su clonacién, expresion y purificacion biotecnoldgica.'> '

3.3. Alergenos recombinantes

Los alergenos recombinantes son alergenos puros que expresan los epitopes inmunogé-
nicos a los que se les ha asociado cierta importancia clinica. Son obtenidos al insertar
el ADN codificante (en bacterias o células eucariotas) para determinados componentes
proteicos o componentes alergénicos presentes en los alergenos nativos. Este proceso
biotecnolégico permite la produccion de grandes cantidades de estos alergenos, mismos
que pueden ser utilizados en las técnicas diagndsticas mencionadas. Este método de
obtencién garantiza la especificidad y precision del resultado, ya que elimina la pre-

Suero del Anti-IgE Fosfato de adamantil
pacuinte dioxetano
SLLS00
Polimero t
Fosfatasa
alcalina
Alergeno

“.: Luz

Fluorescencia

Suero del paciente  Anti-IgE
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Figura 5:

Fundamentos de las técnicas

de quimioluminiscencia y
fluorescencia. En ambas técnicas
la reaccion Ag-Ab permite la
identificacion de la IgE total

0 especifica, en el caso de la
quimioluminiscencia la reaccién
quimica se detecta con luz, en el
segundo caso por fluorescencia.
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Figura 6:

Gréfico de fluorescencia y
concentracion de proteina en la
metodologia FEIA. En este método
la reaccion Ag-Ab es identificada

a través de fluorescencia.

Los valores en unidades de
fluorescencia en presencia de un
control positivo permiten identificar
la concentracion de IgE total o
especifica en el inmunoensayo.
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Figura 7: Alergenos utilizados en el diagndstico por laboratorio. Se muestran las fuentes alergénicas de
las que se obtienen los extractos alergénicos y de ellos la purificacién de los componentes alergénicos, en esta
figura se utilizé como ejemplo el pasto comidn (Phleum pratense) y algunos de sus alergenos (Phlp 1, Phip 5,
Phl p 7'y Phl p 12). La secuenciacion de los extractos alergénicos y sus componentes permitio la clonacion y
expresion controlada de los Gltimos por biotecnologia, denominandose antigenos recombinantes.

sencia de los contaminantes contenidos en las preparaciones de extractos alergénicos
y garantiza la interaccién de la IgE con epitopes especificos de relevancia clinica.

El uso de alergenos recombinantes ha permitido mejorar la sensibilidad y la especifi-
cidad del diagnéstico y hoy dia el uso de plataformas de deteccién mdiltiple hace posible
discernir entre reacciones cruzadas contra distintos alergenos, de aqui la importancia
de las combinaciones de alergenos recombinantes elegidas en la determinacion, ya que
permiten mayor precisién en la interpretacién clinica."”

4. NOMENCLATURA DE LOS ALERGENOS

Como hemos mencionado con anterioridad los avances en la biologia molecular, en
la biotecnologfa, en los métodos de andlisis del genoma y secuenciacion proteica han
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revolucionado el enfoque del diagnéstico de alergia los Gltimos 30 afos. A partir de
los afos 80 se ha trabajado intensamente para reflejar la estructura alergénica en su
nomenclatura, de tal manera que permita identificar desde el nombre similitudes o
diferencias entre alergenos e inferir posibles reactividades cruzadas.

4.1. Limitantes en la nomenclatura de los alergenos

A pesar de que existen acuerdos en el establecimiento de la nomenclatura de los alerge-
nos, también hay limitantes en su aplicacién, ya que con el avance en la caracterizacién
proteica han salido a la luz, tal es el caso de las siguientes estructuras alergénicas:

1. Alergenos diméricos unidos covalentemente. Se trata de alergenos que se pre-
sentan como heterodimeros codificados por genes diferentes, un ejemplo son las
secretoglobinas (SCGB), que poseen una alfa-hélice y una estructura dimérica o
los alergenos mayores Fel d1 y Ory ¢3, que son heterodimeros unidos por tres
puentes disulfuro. Fel d1 también puede formar tetrdmeros compuestos por dos
heterodimeros, provenientes de genes independientes cada uno, por lo que el siste-
ma de nomenclatura actual no permite identificar estas caracteristicas estructurales
asociadas directamente con su alergenicidad. Ademas, Fel d1 es denominado Fel
d1.0101 cuando se refiere al dimero compuesto por dos cadenas diferentes de dos
genes separados, lo que resulta inconsistente. Recientemente se ha renombrado a
las proteinas de Fel d1 como Fel d1.A.0101 para la cadena 1y Fel d1.B.0101 para
la cadena 2, estos cambios permiten dar un poco de luz sobre la importancia de la
estructura y su impacto en la alergenicidad.'®*

2. Epitopes sacaridicas. También conocidos como determinantes carbohidratos de
reaccion cruzada (CCDs). Son epitopes carbohidrato que contienen o-1,3-fucosa
y/o B 1,2 xilosa expresados en glicoproteinas de plantas e insectos y que son
responsables de la reaccién cruzada por IgE entre las diferentes fuentes alergé-
nicas. Aunque existe un consenso general en el que los anticuerpos contra las
estructuras sacaridicas no son clinicamente relevantes, hoy en dfa se conoce que
la Galactosa-a-1,3-galactosa (a-gal) y los Galacto-oligosacaridos (GOS) estan aso-
ciados con alergia a alimentos y anafilaxis, el primero presente en la carne roja y
el segundo en férmulas lacteas."°

Cuatro sitios
de reaccién

Componente
alergénico

Determinacion
por triplicado

4

—

Anti-IgE humano
fluoro-conjugado

T
Inmunoglobulina
(en la muestra
del paciente)

o

Figura 8: Immuno Solid-phase Allergen Chip (ISAC). ISAC es una plataforma de deteccion multiple
basada en la reaccion Ag-Ab que se demuestra por fluorescencia. Las determinaciones se realizan en un
chip y permiten la identificacion multiple de diversos alergenos.
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Figura 9:

Allergy Explorer (ALEX). ALEX
es una plataforma de deteccion
multiple basada en la reaccion
Ag-Ab que se demuestra con un
cambio en la coloracion de la
muestra inducida por la reaccion
enzima-sustrato (ELISA)
posterior a la interaccion de la
IgE con su alergeno.

El uso de estas plataformas en México
se encuentra restringido por regulacién
de la autoridad sanitaria. Pero algunos
laboratorios comerciales pueden
procesarlas envidndolas a laboratorios
de referencia en cumplimiento de
la (NOM-007-SSA3-2011 para la
organizacién y funcionamiento de los
laboratorios clinicos).
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Numeracion de los alergenos. Como hemos mencionado, la numeracion en
el nombre de los alergenos corresponde al orden en que fueron descubiertos y
aunque se ha reconocido la importancia de la conservacién de las secuencias y
estructuras entre especies relacionadas (ver seccién de nomenclatura en isofor-
mas y variantes) y debido a la gran cantidad de publicaciones que actualmente
existen que no consideraron estos puntos (ej. Fel d2 y Can f3), se ha determina-
do no cambiar la nomenclatura de esos alergenos para evitar mayores confusio-
nes"lS-ZO

Actualizacién en el registro de alergenos. Por otra parte, también se ha reco-
nocido que existe un sobreregistro de alergenos a partir de secuencias gendmicas
parciales, tal es el caso de la enolasa Sal s2 y la aldolasa Sal s3 de salmén, que
fueron publicadas sin demostrar su reactividad alergénica real contra IgE, en este
punto se ha sugerido que para futuros registros se debe tener evidencia de alerge-
nicidad con IgE obtenida de pacientes alérgicos o comparar la proteina recombi-
nante versus la nativa para identificar si las isoformas y/o variantes descritas tienen
la misma potencia alergénica.'®2

5. PLATAFORMAS COMERCIALES

Dentro de las plataformas comerciales para la deteccion de IgE especifica se encuentran
las denominadas “singleplex” o de plataforma sencilla y las plataformas “multiplex”, de
plataforma mdltiple o de microarreglos. Las plataformas sencillas permiten la identifica-
cion de la especificidad de la IgE hacia un alergeno o componente alergénico por cada
reaccion de deteccion realizada. Por otra parte, las plataformas miiltiples permiten a
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través de un Gnico ensayo determinar la concentracion de IgE especifica para distintos
alergenos de un panel determinado.”’

Se destaca con una bandera las plataformas que se encuentran en nuestro pafs o
cuyos resultados pueden ser subrogados a otros laboratorios internacionales autorizados
en México.

5.1. Plataformas comerciales de analisis sencillo

Dentro de las plataformas comerciales mayormente extendidas para la determinacién
de IgE especifica se encuentran:

1. Phadia ImmunoCAP (ThermoFischer Scientific). Fue la primera plataforma auto-
matizada en utilizar como principio de funcionamiento el FEIA, demostrando alta
concordancia con el RAST en sus resultados.?? Phadia permite utilizar componen-
tes alergénicos nativos y recombinantes, los cuales se agrupan dentro de la linea
ImmunoCAP como polen de pastos, de malezas, de arboles, microorganismos,
proteinas de animales, dcaros, entre otros. El equipo Phadia 250 es uno de los
mas utilizados en los laboratorios clinicos y tiene una capacidad de procesamien-
to de 60 pruebas por hora.*

2. Hytec 288 (Hycor Biomedical). Esta es una plataforma de deteccién de IgE ba-
sada en ELISA. Aunque este equipo nunca se ha comercializado en nuestro pars,
vale la pena mencionarlo debido a que fue una de las primeras plataformas au-
tomatizadas en la deteccién de IgE. Su introduccién en el mercado se debié a
que demostré una excelente concordancia con el sistema Phadia, cumpliendo los
requerimientos analiticos para su uso clinico.?*#

3. Immulite (Siemens). Esta es una plataforma de deteccién de IgE que tiene como
fundamento la quimioluminiscencia.?® Ofrece un panel de 26 componentes aler-
génicos recombinantes. Immulite 2000 es uno de los equipos mds comercializa-
dos, con capacidad de procesar hasta 200 resultados por hora, con una sensibili-
dad de hasta 0.1 kU/L.%

Es importante mencionar que existen otras plataformas para determinacién sencilla
basadas en quimioluminiscencia como el Advia Centaur (Siemens),” esta plataforma
si fue comercializada en México; sin embargo, su uso cada vez se ha ido restringiendo
mas debido a una sustitucién paulatina por Immulite. Otro punto que ha contribuido
a la sustitucion de esta plataforma ha sido que algunos autores han reportado menor
desempefio con baja concordancia entre resultados y menor sensibilidad y especificidad
para Advia comparada con Immulite.?*=°

5.2. Comparativa entre plataformas de analisis sencillo
A la fecha existen numerosos estudios que comparan la determinacién de IgE entre

las plataformas ImmunoCAP e Immulite; en todos los casos se ha reportado una buena
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Figura 10: Euroline. Es una plataforma de deteccion mdltiple basada en la reaccion Ag-Ab que se demuestra por inmunoblot. Las determinaciones
se realizan en una membrana de nitrocelulosa y los resultados son leidos con un escéner, lo que permite la identificacion de multiples alergenos.
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En México no se cuenta con equi-
pos para procesamiento y analisis
con esta técnica; sin embargo, las
muestras pueden ser enviadas a
laboratorios de referencia.

En México se cuenta con equipos
para procesamiento y andlisis con
esta técnica.

En México se cuenta con equipos
para procesamiento y andlisis con
esta técnica.

correlacion y concordancia entre resultados para los distintos alergenos.”'*? Como se
mencioné con anterioridad, Hytec 288 pudo acceder al mercado como plataforma
de deteccién tnica debido a la alta concordancia en la determinacién de IgE con Im-
munoCAPB*% esta concordancia hizo que se incluyera en las recomendaciones de la
WAO como parte de los equipos de determinacién de IgE de uso clinico confiable.**

5.3. Plataformas comerciales de analisis multiple

Actualmente las plataformas multiplex para identificacién de IgE especifica mas conocidas
son Immuno Solid-phase Allergen Chip (ISAC) y Allergy Explorer (ALEX).

1.

ISAC. Es fabricada por Phadia y comercializada por Thermo Fischer Scientific, fue
la primera plataforma multiplex desarrollada y autorizada para la identificacién de
IgE.** Esta plataforma estd basada en la metodologia de FEIA en chip. El sistema
ISAC utiliza unidades estandarizadas ISAC (ISU-E) en un rango de 0.3 a 100 ISU-E
equivalentes a 0.3-100 kUa/L; clasifica la concentracién de SIgE en cuatro grupos:
indetectable < 0.3 ISU-E (< 0.3 kUA/L), bajo 0.3-0.9 ISU-E, moderado/alto 1-14.9
ISU-E > 13 a < 153 kUA/L) y muy alto > 15 ISU-E (> 153 kUA/L) (Figura 8).2***
Actualmente se encuentra vigente la versiéon ISAC-E112i, tiene capacidad de iden-
tificar de forma simultanea 112 componentes alergénicos de 46 distintas fuentes de
alergenos a partir de 30 mcl de suero/plasma del paciente en un tiempo aproxima-
do de cuatro horas.*

ALEX. Es una plataforma comercializada por Macroarray Diagnostics. Esta platafor-
ma fue la primera metodologia basada en ELISA para la determinacién simultanea
de un gran nimero de sIgE hacia extractos alérgenicos, componentes alergénicos
y de [IgE. Actualmente se encuentra disponible la versién 2.0 que analiza [IgE
de 120 extractos y 180 alergenos de forma simultanea con 1 mL de suero del
paciente, ademas de la IgE total. Ademds, puede bloquear la determinacién de
JIgE clinicamente irrelevantes dirigidos contra CCDs. La plataforma tiene formatos
de procesamiento manuales y automatizados, con capacidad de analizar hasta
50 pacientes en un tiempo aproximado de cuatro horas.** ALEX contiene pa-
neles predisefiados por grupo de sintomas o grupo de alergenos como polen de
pastos, alergenos de caspa y epitelio de animales, &caros y cucarachas, mohos y
levaduras, entre otros. Los resultados de las determinaciones se presentan con
un resumen grafico, el nombre del alergeno, el componente o extracto alergeno
especifico, la funcion bilégica y la concentracién de la (IgE descrita en kUA/L. El
reporte final se acompana de hallazgos de posible sensibilizaciéon cruzada y reco-
mendaciones para la interpretacion y acompanamiento médico para el médico
tratante. De manera similar a la plataforma previa, ALEX utiliza una clasificacién
conforme a la concentracién de (IgE obtenida: Negativo o incierto (< 0.3 kUA/L),
baja (0.3 a 1 kUA/L), moderada (1 a 5 kUA/L), alta (5 a 15 kUA/L) y muy alta (>
15 kUA/L)* (Figura 9).

Euroline (EUROIMMUN AG). Es una plataforma comercializada por Perkin El-
mer basada en la técnica de immunoblot.*” Esta plataforma tiene como fase
s6lida membranas en forma de tiras con componentes alergénicos adsorbidos
organizados por secciones predisenadas: inhalatorio, alimenticio, entre otros.
Euroline ofrece paneles alternativos por sensibilizaciones reportadas en paises
especificos o personalizadas y cuenta con la posibilidad metodolégica de re-
ducir los posibles falsos positivos a causa de reacciones cruzadas por residuos
polisacaridicos®” (Figura 10).

Una plataforma similar, PROTIA Allergy-Q comercializada por Omnia Health, uti-
liza el inmunoblot para la deteccién de (IgE. PROTIA detecta mas de 60 alergenos
por tira, ofreciendo un total de deteccién de 134 alergenos diferentes, que la
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harfa la plataforma mas robusta con la tecnologfa por blot.** Ninguna de las dos
plataformas mencionadas se encuentra disponible en México y PROTIA se en-
cuentra s6lo en paises asidticos, principalmente en Corea.

5.4. Comparativa entre plataformas de analisis multiple

En cuanto a la sensibilidad y especificidad entre las plataformas ISAC y ALEX; los estudios
disponibles han demostrado que ambas tecnologias son muy similares y con resultados
concordantes (k = 0.795) de hasta 94.3% tanto para resultados positivos como para
negativos.”® En esos estudios se muestra una mejor correlacién de ciertos alergenos
(LTR, profilina'y PR-10) para ISAC, aunque ALEX puede eliminar mejor la sefial cruzada
a través de su sistema de bloqueo de CCDs. Lo anterior sugiere que ISAC tiene mejor
desempeno para algunos alergenos, pero ALEX incluye mayor niimero de alergenos
disponibles para expandir la deteccién molecular.*” En el caso de Euroline, no existen a
la fecha estudios comparativos con las plataformas ISAC y ALEX, la dificultad técnica en
realizar estos estudios relacionada a su metodologfa y menor difusién comercial podria
explicar la carencia de los mismos.

6. CARACTERISTICAS A CONSIDERAR AL ELEGIR
UNA PLATAFORMA UNICA O MULTIPLE.

1. Costo: considerar el precio de la prueba que se pretenda solicitar, valorando si el
costo unitario es mejor que el multiple o viceversa.

2. Identificaciéon adecuada de los componentes alergénicos: conforme a la histo-
ria clinica del paciente y con la finalidad de conocer adecuadamente el perfil de
sensibilizacién del mismo.

3. Tipo de paciente: considerar edad, antecedentes de anafilaxia con resultados no
concluyentes a las pruebas tradicionales complementarias, pacientes con resulta-
dos miiltiples positivos a la prueba cutdnea etcétera.

— Importancia de la IgE total en las plataformas de analisis miiltiple

En todos los casos de determinaciones de IgE especifica se debe realizar la solicitud
de IgE total; el indice (IgE/ IgE se ha considerado un biomarcador dtil en el monitoreo
clinico de la eficacia de la inmunoterapia con alergeno.*#'

7. OTROS METODOS DE DETECCION MULTIPLEX DE IGE ESPECIFICA
1. Allergen micro-Bead Array (ABA)

Es una técnica que utiliza la metodologfa de fluorescencia mediante la deteccion
miltiple de microesferas por de citometria de flujo (Cytometric Bead Arrays, CBA).
La diferencia con las técnicas mencionadas previamente es que el alergeno se une
covalentemente a microesferas que pueden ser identificadas en una solucién. La
determinacién de la IgE se logra una vez que ha reaccionado con su alergeno en la
solucién y un segundo anticuerpo policlonal conjugado a un fluorocromo reconoce
a la IgE especifica o utiliza microesferas acopladas directamente al fluorocromo. En
ambos casos la fluorescencia serd identificada a través de la intensidad media de
fluorescencia (MFI), que en presencia de un valor conocido calcula la concentracion
de IgE. Esta técnica también se utiliza para reconocer anticuerpos de otros isotipos
que tengan la capacidad de reaccionar con el alergeno. A la fecha no hay plataformas
comerciales que usen la metodologfa descrita, sélo algunos kits de microesferas que
pueden acoplarse con los alergenos (extractos o recombinantes), por lo que su uso
actual se encuentra limitado a investigacion.*?
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CONCLUSIONES

Al tomar la decision médica de utilizar el diagndstico molecular en enfermedades
alérgicas se deben considerar las siguientes variables: sensibilidad y especificidad de la
técnica; el tipo de alergeno utilizado en la misma (alergenos nativos versus alergenos
recombinantes); y por ltimo, la plataforma (andlisis sencillo o andlisis mdltiple). Es im-
portante recordar que la sensibilidad y especificidad de la técnica varian conforme a la
metodologia utilizada y que ésta puede verse modificada cuando las determinaciones
se realizan de forma manual, ya que al ser operador-dependiente puede generar errores
en el proceso. Esta variable se elimina en las determinaciones automatizadas tanto de
plataformas Gnicas o mdltiples que permitieron el desarrollo del diagnéstico molecular.

También debe considerarse el tipo de alergenos utilizados en la plataforma, ya
que deben ser alergenos en los que se haya demostrado su relevancia clinica; y en el
mismo sentido, saber si la tecnologia que se pretende utilizar es capaz de identificar
los CCDs para eliminar la posibilidad de reacciones cruzadas por determinantes sacari-
dicos compartidos. En el caso de la eleccion de la plataforma andlisis sencillo o analisis
mdltiple debera ser consecuencia de un andlisis profundo de las caracteristicas clinicas
del paciente, del nimero de determinaciones que se requieran y por supuesto, de la
accesibilidad econémica de las mismas.

Conocer cada una de las ventajas y limitaciones de las diferentes técnicas y pla-
taformas utilizadas en el diagnéstico molecular de alergia es primordial para acceder
a la medicina de precisién a la que nos acercan estas tecnologias. En este contexto,
el diagnostico molecular de alergia disminuye los errores diagndsticos e impacta en
el tratamiento al utilizar los resultados de las determinaciones de IgE especifica como
biomarcadores de eleccién en inmunoterapia desensibilizante o en recomendaciones
médicas especificas como dietas de restriccién, entre otras.

Por Gltimo, a pesar de la amplia informacién que pueden ofrecer las determinacio-
nes celulares, sus costos, infraestructura, personal altamente especializado, la falta de
automatizacion en algunas partes del proceso, y sobre todo la falta de evidencia en su
aplicabilidad clinica, no pueden considerarse por el momento como parte del diagnéstico
rutinario de alergia. Tal vez en los préximos afios tengamos la suerte de ser testigos de
una etapa mas en el desarrollo del diagnéstico molecular de alergia y podamos hacer
uso de estas tecnologias en nuestra practica cotidiana.
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