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Resumen

Después del descubrimiento de la IgE, los avances tecnolégicos han proporcionado nuevas herramientas de
laboratorio para la cuantificacion de anticuerpos IgE especificos de alérgenos en suero vy en la superficie de
baséfilos-mastocitos. Las pruebas in vitro ofrecen numerosas ventajas: cuantificacion precisa, falta de inter-
ferencia de farmacos, seguridad y almacenamiento a largo plazo de las muestras. Los inmunoensayos cuan-
titativos para anticuerpos IgE pueden ser un complemento de las pruebas cutaneas. El reactivo de alergeno
en fase sélida (alergosorbente) o liquida es el componente principal del ensayo que confiere especificidad a la
prueba de anticuerpos IgE. Es el reactivo mas complejo y altamente variable en los ensayos de anticuerpos IgE.
La eleccién de utilizar recombinantes de diagnostico en una Gnica plataforma en lugar de mditiples se realiza
caso por caso (considerando el historial previo y el perfil clinico) y de manera dependiente de los alérgenos.
Aunque la mayor parte de las alergias alimentarias se limitan a una pequena cantidad de posibles desencade-
nantes, estos alimentos son muy complejos al momento de evaluar su potencial alergénico. La posibilidad de
fraccionar el alérgeno y entender algunos de sus componentes como potencialmente importantes para definir
el riesgo de reaccion clinica, reactividad cruzada o persistencia de la alergia, abrié una nueva era en el campo
de la alergia, denominada alergia molecular. La identificacion del componente alergénico responsable de las
reacciones supone una herramienta importante para confirmar la informacién y gravedad de los sintomas,
historia natural de la enfermedad, posibilidad de reactividad cruzada y clinica (marcadores de alergia).
Palabras clave: Alergia alimentaria; IgE; pruebas in vitro; pruebas in vivo; Alergia molecular; Componente

alergénico; Reactividad cruzada.

Abstract

skin tests; Sensitization; IgE-mediated allergy; allergenic extract. After the discovery of IgE, technologi-
cal advances have provided new laboratory tools for the quantification of allergen-specific IgE antibod-
ies in serum and on the surface of basophils-mast cells. In vitro testing offers numerous advantages:
accurate quantitation, lack of drug interference, safety, and long-term storage of samples. Quantitative
immunoassays for IgE antibodies can be an adjunct to skin testing. The allergen reagent in solid phase
(allergosorbent) or liquid is the main component of the assay that confers specificity to the IgE antibody
test. It is the most complex and highly variable reagent in IgE antibody assays. The choice to use
diagnostic recombinants on a single rather than multiple platforms is made on a case-by-case basis
(considering prior history and clinical profile) and in an allergen-dependent manner. Although most food
allergies are limited to a small number of possible triggers, these foods are very complex when evaluat-
ing their allergenic potential. The possibility of fractionating the allergen and understanding some of its
components as potentially important to define the risk of clinical reaction, cross-reactivity, or persistence
of allergy, opened a new era in the field of allergy, called molecular allergy. The identification of the
allergenic component responsible for the reactions is an important tool to confirm the information and
severity of the symptoms, natural history of the disease, possibility of cross-reactivity and clinical symp-
toms (allergy markers).

Key words: Food allergy; IgE; In vitro tests; In vivo tests; Molecular allergy; Allergenic component; Cross

reactivity.

245 Rev Alerg Mex. 2023;70 (4):245-249.



RAST, Inmunoblot, Inmunocap e ISAC en alergia alimentaria

Después del descubrimiento de la IgE, los avances tec-
noldgicos han proporcionado nuevas herramientas de
laboratorio para la cuantificacién de anticuerpos IgE
especificos de alérgenos en suero y en la superficie de
basofilos-mastocitos. Las pruebas in vitro ofrecen nu-
merosas ventajas: cuantificacion precisa, falta de in-
terferencia de farmacos, seguridad y almacenamiento
a largo plazo de las muestras.

Los inmunoensayos cuantitativos para anticuerpos IgE
pueden ser un complemento de las pruebas cutaneas.
En nifos con alergia alimentaria y dermatitis atopica,
los valores de corte para las concentraciones de an-
ticuerpos IgE frente al huevo, la leche, el cacahuete y
el pescado se han derivado para proporcionar valores
predictivos positivos del 95% y negativos del 90%.

Los anticuerpos IgE especificos de alérgeno se miden
en presencia de otros anticuerpos del mismo isotipo
y anticuerpos de diferentes isotipos, pero especificos
para el mismo alérgeno. Esto requiere el reconocimien-
to especifico de los sitios de union para alérgenos (Fab)
y los epitopos especificos de isotipo (Fc) en el mismo
ensayo. Por lo tanto, todos los disefos incluyen una
fase solida para la separacion de anticuerpos IgE uni-
dos y no unidos. Los materiales fuente de alérgenos uti-
lizados en el ensayo deben estar bien caracterizados y
los alérgenos criticos no deben perderse durante la pro-
duccién de reactivos; esto proporciona datos precisos
y reproducibles en la investigacidn clinica de alergias.

El reactivo de alergeno en fase sélida (alergosorbente)
o liquida es el componente principal del ensayo que
confiere especificidad a la prueba de anticuerpos IgE.
Es el reactivo mas complejo y altamente variable en
los ensayos de anticuerpos IgE, en parte debido a la
heterogeneidad de la mayor parte de los extractos de
alérgenos y las diferentes formulas quimicas utilizadas
para insolubilizar o marcar las proteinas alergénicas.
En un intento por mejorar la capacidad de unién de an-
ticuerpos del disco de papel, histéricamente se utiliza-
ron en la investigacién diversos alergosorbentes a base
de carbohidratos (ademas del sephadex y el papel),
como la celulosa microcristalina y agarosa. Sin embar-
go, el avance mas significativo en los ensayos clinicos
fue el desarrollo de un polimero portador hidréfilo en-
capsulado al que se acoplaba covalentemente el alér-
geno. Este polimero se configuré en forma de una pe-
quena taza y se denominé CAP. Su capacidad de union

a proteinas alergénicas fue superior a la del disco de
papely mas facil de usar que la agarosa o las particulas
de celulosa. Su uso en el sistema CAP de Pharmacia
mejoro la capacidad general de unidn de anticuerpos
del alergosorbente, lo que condujo a una cinética de
ensayo mas rapida y sensibilidad mejorada.

En la actualidad existen cinco ensayos para detectar
la IgE especifica de alérgenos en suero humano. De
acuerdo con los datos de la Encuesta de Competencia
en Alergia Diagndstica del Colegio de Patologos Esta-
dounidenses, se observo que el ensayo quimiolumi-
niscente de Hitachi Chemical Diagnostics (formalmen-
te MAST), el Hycor Hy-Tech EIA (formalmente Ventrex
RAST) y el Thabest IgE son tecnologias de primera
generacion de uso poco frecuente que reportan resul-
tados cualitativos (positivo-negativo) o semicuantita-
tivos (clase-grado). El sistema CAP de Pharmacia vy el
Alastat de Diagnostic Products Corporation son ensa-
yos de segunda generacion que han logrado un alto
grado de cuantificacion, semiautomatizacion y buen
rendimiento analitico. En los Ultimos ahos, ambos en-
sayos han hecho la transicion a sistemas de tercera
generacion automatizados, auténomos y con pulsador,
conocidos como sistemas Pharmacia UniCAP y Diag-
nostic Products Corporation Immulite, respectivamen-
te. La calidad de las mediciones de anticuerpos IgE es-
pecificos de alérgenos notificadas por los laboratorios
de diagnostico clinico de alergia alimentaria no es uni-
formemente equivalente.?

Para examinar prospectivamente el grado de com-
paracion entre los resultados de IgE especifica de
diferentes laboratorios, Szeinbach y sus colabora-
dores evaluaron seis laboratorios de diagndstico que
emplearon cinco métodos diferentes. Se enviaron
alicuotas de 26 muestras de suero que contenian
concentraciones variables de IgE especifica para 17
aeroalérgenos comunes por triplicado a cada labora-
torio durante 6 semanas. En total se analizaron 7813
pruebas. La concordancia entre diferentes ensayos en
uso comercial con una excepcién no fue buena. Esto
fue particularmente cierto alrededor de la region de
corte, donde la mayor parte de los ensayos demostra-
ron una alta imprecision. El sistema CAP de Pharma-
cia utilizado por dos laboratorios diferentes demostro
resultados altamente comparables con buena preci-
sion. Algunos ensayos fueron reproducibles pero no
exactos. Otros no eran reproducibles ni precisos. Los
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resultados de este estudio indicaron que no todos los
laboratorios-ensayos comerciales para IgE especifica
brindan datos reproducibles y precisos. Se detectd un
potencial significativo de diagnostico erréneo para al-
gunos resultados informados.®

Madera y su grupo de estudio investigaron la obten-
cién de resultados similares de laboratorios certifica-
dos por la Ley de Mejora de Laboratorios Clinicos, que
usaron tres sistemas comunes para la determinacion
de anticuerpos IgE con muestras de suero y anticuer-
pos quiméricos IgE de ratén-humano, con especifici-
dad y cantidad conocidas. Sesenta muestras de caca-
huate y 20 de soya se enviaron para la determinacion
de anticuerpos IgE en tres sistemas diferentes: Im-
munoCAP, Immulite y Turbo radioalergosorbent test
(RAST). También se incluyeron anticuerpos IgE quimé-
ricos humanos-ratdn especificos para el principal alér-
geno de abedul Bet v 1 y para el alérgeno de acaros
del polvo Der p 2. La evaluacion cualitativa utilizdé un
punto de corte de 0.35 kUA/L y demostro algunas di-
ferencias en la capacidad para detectar la sensibiliza-
cion de anticuerpos IgE, y el Turbo RAST resultd el mas
variable. Sin embargo, se encontraron diferencias con-
siderables en la evaluacién cuantitativa con Immulite
sobrestimando y Turbo RAST subestimando sIgE en
comparacion con ImmunoCAP. Se observaron discre-
pancias similares con las muestras de anticuerpos IgE
quiméricos de raton-humano. Estos hallazgos tienen
implicaciones clinicas potencialmente serias, pues
cada sistema es ampliamente utilizado. Por lo tanto,
es importante que los laboratorios informen qué sis-
tema estan utilizando. El hecho de que dos sistemas
presenten sus resultados en las mismas unidades no
significa que los resultados sean necesariamente co-
rrectos o intercambiables.?

Wang y su grupo determinaron si las concentraciones
de IgE derivadas de diferentes ensayos fueron equi-
valentes a los medidos por ImmunoCAP, e incluyeron
prospectivamente a 50 pacientes del consultorio de
alergias pediatricas de Mount Sinai. Para cada mues-
tra cegada se midieron las concentraciones de IgE es-
pecifica para huevo, leche, cacahuate, gato, abedul y
Dermatophagoides farinae en diferentes laboratorios,
cada uno utilizd un sistema de ensayo diferente (Pha-
dia ImmunoCAP, Agilent Turbo-MP y Siemens Immuli-
te 2000). Los resultados se analizaron para determinar
si las mediciones de IgE eran equivalentes. Las cifras

de IgE especifica para alérgenos alimentarios se co-
rrelacionaron con datos clinicos y se determinaron
umbrales que pronosticaron la probabilidad de enfer-
medad clinica en el 50 0 95% de los sujetos. Existie-
ron grados variables de concordancia entre los tres
ensayos. Immulite 2000 sobrestimo todas las con-
centraciones de IgE especificos en comparacién con
ImmunoCAP. Turbo-MP sobreestimado para huevo y
subestimado para abedul y D. farinae. Se observaron
diferencias para leche, cacahuate y gato, sin tendencia
a la sobrestimacion o subestimacion. Ademas, diver-
sos valores para alérgenos alimentarios discreparon
alrededor del 50 y 95% de los valores predictivos po-
sitivos para la reactividad clinica. Las discrepancias en
las concentraciones de IgE especifica de tres ensayos
diferentes pueden conducir potencialmente a un tra-
tamiento alterado. Los valores predictivos de reactivi-
dad clinica asociados con concentraciones de IgE es-
pecifica de alimentos determinados por ImmunoCAP
no deben aplicarse a los resultados de otros ensayos.®

La confirmacion diagndstica de alergia a cierto alimen-
to en particular requiere la exposicién controlada a ese
producto. El principal beneficio de una prueba de labo-
ratorio en la investigacién de alergias alimentarias es
el intento de eximir al paciente de la prueba de provo-
cacién oral y sus riesgos inherentes.

En los ultimos afos, con el desarrollo continuo de las
pruebas de diagndstico moleculares, es posible rea-
lizar ensayos de plataforma simple utilizando alérge-
nos recombinantes o purificados (es decir, no solo con
extractos de alérgenos), y de esta forma aumentar la
sensibilidad, especificidad y precision diagnostica. La
eleccion de utilizar recombinantes de diagnostico en
una Unica plataforma en lugar de multiples se reali-
za caso por caso (considerando el historial previo y el
perfil clinico) y de manera dependiente de los alérge-
nos (es decir, fuente de alérgenos y disponibilidad de
recombinantes Unicos).®’

Aunque la mayor parte de las alergias alimentarias
se limitan a una pequena cantidad de posibles des-
encadenantes, estos alimentos son muy complejos
al momento de evaluar su potencial alergénico. Cada
alimento es un conjunto de proteinas que pueden es-
timular el sistema inmunitario de diferentes formas
para producir IgE especificas y provocar reacciones
graves. Incluso en algunos alimentos los carbohidra-
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tos se han descrito como desencadenantes de reac-
ciones alergicas. Esta posibilidad de fraccionar el alér-
geno y entender algunos de sus componentes como
potencialmente importantes para definir el riesgo de
reaccion clinica, reactividad cruzada o persistencia de
la alergia, abrié una nueva era en el campo de la aler-
gia, denominada alergia molecular.®’

Existen avances importantes con los principales alér-
genos.® ISAC (Sistema Inmune de Alérgenos en Fase
Solida). La cantidad de alérgenos inmovilizados en
este microensayo esta creciendo y actualmente se
encuentra disponible una versién con 112 alérgenos
(ISAC112). La pequena cantidad de material requerida
para el proceso de identificacion (de 0.1 a 1 ng) permi-
te el uso de moléculas naturales altamente purificadas
y recombinantes.

La evaluacion de multiples alergias alimentarias re-
quiere un enfoque diferente a las situaciones en las
que estan involucrados uno o mas alimentos. La mul-
tisensibilizacion alimentaria implica la presencia de
alérgenos de estructura similar, que se encuentran en
diferentes fuentes alergénicas, entre especies o den-
tro de ellas.

El uso de pruebas con extractos naturales (mezcla de
proteinas) puede identificar anticuerpos sin reactividad
clinica secundaria. La medicién de IgE para componen-
tes proteicos permite una mejor comprension del re-
pertorio de sensibilizacion individual y puede llevarse
a cabo para uno solo, para algunos o multiples compo-
nentes. La evaluacion multiple esta indicada en pacien-
tes polisensibilizados a alimentos derivados de plantas
(frutas, trigo, soya, nueces, mani), polenes o latex.’

En este contexto, el ISAC permite conocer el perfil del
paciente polisensibilizado y el posible pronostico de la
gravedad de las reacciones, en funcién del componen-
te reactivo (proteinas de almacenamiento, LTP, PR-10,
profilinas, CCD). Sus resultados son comparables con
ImmunoCAP (fluorescencia enzimatica), a pesar de
la menor sensibilidad (método semicuantitativo). Las
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situaciones en las que intervienen alérgenos alimen-
tarios y respiratorios representan la indicacion precisa
para la evaluacion por parte del ISAC.”

La identificacion del componente alergénico responsa-
ble de las reacciones supone una herramienta impor-
tante para confirmar la informacion y gravedad de los
sintomas, historia natural de la enfermedad, posibilidad
de reactividad cruzadayy clinica (marcadores de alergia).
Las prolaminas son las principales proteinas de alma-
cenamiento de la mayor parte de las semillas de los ce-
reales y, como tales, son importante fuente de proteina
en ladietahumanay animal. Ademas, las prolaminas de
trigo son los principales componentes del gluten, cuyas
propiedades determinan la calidad de la harina de trigo
utilizada en diversos procesos tecnoldgicos, incluida la
panificacién. Las albuminas 2S, un grupo de proteinas
de almacenamiento presentes en vegetales, nueces,
legumbres, semillas oleaginosas y cereales se asocian
con sintomas clinicos importantes.*®

Las profilinas son ejemplos de panalérgenos identi-
ficados en el polen de arboles, pastos y malezas, en
alimentos derivados de plantas y en latex. Asi, la sen-
sibilizacién a la profilina es un factor de riesgo para
reacciones alérgicas a multiples fuentes de polen y
alérgenos alimentarios.'* Puesto que son sensibles a
la desnaturalizacion por calor y la digestion gastrica,
la sensibilizacion rara vez ocurre a través del conducto
gastrointestinal. De hecho, el consumo de alimentos
crudos en pacientes sensibilizados por la profilina pro-
voca reacciones leves y restringidas a la cavidad oral.?

Las proteinas de transferencia de lipidos (LTP) son par-
te de la superfamilia de las prolaminas y se encuentran
en la piel de las frutas, pero no en la pulpa, lo que pue-
de explicar por qué algunas personas sensibilizadas
con las LTP pueden tolerar mas facilmente las frutas
después de haberlas pelado.** También se han iden-
tificado LTP en polen de arboles y malezas, alimentos
derivados de plantas y latex, lo que justifica la posible
reactividad entre especies. El potencial alergénico de
las LTP esta influenciado por varios factores: ubicacién
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y estabilidad frente a la desnaturalizacion proteolitica
y térmica. Ademas, pueden actuar como auténticos
alérgenos alimentarios, capaces de inducir sintomas
severos, pues resisten el procesamiento de los alimen-
tos y el ambiente agresivo del aparato gastrointestinal
(alta resistencia al calor y protedlisis).** La sensibiliza-
cion a las LTP se caracteriza por diferencias geografi-
cas y es probable que multiples vias de sensibilizacion
se asocian con sintomas graves de alergia alimentaria.
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