CAPITULO 16

Técnicas in vitro

Antonio Peldez Hernandez, Rubén Félix Toledo

Como en cualquier otro proceso de natu-
raleza alérgica mediada por un mecanismo
inmunoldgico de hipersensibilidad inmedia-
ta, los test diagndsticos in vitro de mayor
utilidad son los basados en la determinacion
de la inmunoglobulina E, y en segundo lu-
gar, aquellos que se basan en las conse-
cuencias de la interaccion entre el alergeno
y la IgE especifica fijada a la superficie de las
células sanguineas sensibilizadas, como son
el test de degranulacion de basdfilos y el
test de liberacién de histamina.

1. IGE

El descubrimiento en 1967 de la IgE re-
presentd un enorme avance para el conoci-
miento y diagnostico de las enfermedades
alérgicas. A pesar del tiempo transcurrido
su diagnostico in vitro se apoya fundamen-
talmente en la cuantificacién de esta inmu-
noglobulina.

1.1. IGE SERICA TOTAL

Su determinacion es llevada a cabo por
diversos métodos de inmunoanalisis y aun-
que en un principio se utilizaron casi exclu-
sivamente las técnicas isotdpicas de RIA,
hoy en dia la mayoria de los laboratorios uti-
liza el enzimoinmunoandlisis ya que en la
practica son igual de eficaces con la ventaja
de no precisar isétopos. La mayoria de los
métodos se basan en el Paper Radioinmuno-
sorbent Test (PRIST). En la actualidad se
emplean en la mayoria de los laboratorios
métodos automatizados como el UniCAP

de Pharmacia Diagnostics, sobre todo en Eu-
ropa y el AlaSTAT e Immulite de Diagnostic
Products Corporation (DPC) en EEUU.

En los sujetos normales la IgE se incre-
menta desde el nacimiento hasta la adoles-
cencia decayendo luego lentamente hasta
estabilizarse en la década de los 20 a los 30
anos. En nuestro medio se consideran cifras
elevadas de IgE las que superan las 100-150
KU/l en los adultos.

El interés de la cuantificacion de los ni-
veles de IgE sérica total en la rinitis alérgica
es escaso. Se calcula que del 20% al 30% de
pacientes, como minimo, presentan cifras
dentro del rango de la normalidad'. En un
estudio de Stevens? Unicamente el 49% de
pacientes afectos de rinitis alérgica presen-
taban niveles elevados de IgE total, que
también se encontraba elevada en el 28%
de aquellos que sufrian rinitis no alérgica.
En general las cifras suelen ser superiores en
aquellos pacientes que asocian asma a su ri-
nitis. La posibilidad de hallar valores altos
aumenta con la proximidad del contacto an-
tigénico.

En conclusiéon la determinacion de los ni-
veles de IgE total tiene muy poca especifici-
dad y es de escasa utilidad por lo que no
debe emplearse rutinariamente en el estu-
dio de las rinitis alérgicas.

1.2. IGE SERICA ESPECIFICA

El primer método empleado para su de-
terminacion fue el Radio-Alergo-Sorbent
Test (RAST) del laboratorio Pharmacia, pero
en estos momentos existen otros muchos,
aunque en nuestro medio quizas el mas uti-
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lizado es el UniCAP, una modificacion del
RAST que le aventaja en sensibilidad mante-
niendo una adecuada especificidad. Como
en el caso de la IgE total, suele utilizarse
mas ampliamente la variante enzimatica, en
detrimento de la isotdpica.

La técnica UniCAP-System de Pharmacia
es un Fluoroenzimo-inmunoensayo (figuras
1y 2) en el que la fase sdlida consiste en un
polimero hidrofilico de superficie tridimen-
sional, poroso y elastico de celulosa encap-
sulado en un soporte de plastico. Este
carrier estad activado con bromuro de ciané-
geno y permite una capacidad de fijacion
tres veces superior al antiguo método RAST
de celulosa y unas condiciones dptimas de
reaccion, incluyendo corto espacio de difu-
sion, de tal manera que el punto de equili-
brio puede alcanzarse en tan sdélo 20
minutos. El alergeno siempre esta en condi-
ciones de exceso, pegado a la celulosa. Para
proceder con la técnica necesitamos los re-
activos, el suero o plasma del paciente, un
software para la elaboraciéon de los ensayos
y un equipo de procesamiento automatico.
Tras el diseho del estudio, se procede a in-
troducir 50 ul de suero en el pocillo del
UniCAP y se deja incubar unos 30 minutos a
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TABLA I. Evaluacién como clases de IgE Especifica

Clase IgEKU/I Nivel de Ac
0 <0,35 Ausente o no detectable
1 0,35=x<0,7 Bajo
2 0,7=x<3,5 Moderado
3 3,5=x<175 Alto
4 17,5 = x < 50 Muy alto
5 50 = x < 100 Muy alto
6 = 100 Muy alto

temperatura de entre 18 y 32° C, para que
los anticuerpos IgE especificos se unan al
antigeno. A continuaciéon se produce un la-
vado para eliminar el resto de anticuerpos
que no se han fijado. En el siguiente paso se
anaden 50 ul de solucidon de conjugado (an-
ticuerpos anti-IgE obtenidos de conejo uni-
dos a la enzima beta-galactosidasa) y se
deja incubar 150 minutos para que se unan
a la IgE especifica, tras lo que se produce
otro lavado para eliminar el exceso de anti-
IgE. Seguidamente se anaden 50 ul de la so-
lucion de desarrollo (4-metil-lumbelliferil-
beta-galactdsido) y se incuba durante 10
minutos. En este momento se produce una
reaccion enzimatica que produce fluores-
cencia. A los 10 minutos se afnade la solu-
cion de stop (carbonato sédico) para que se
paralice la reaccion. Por ultimo queda medir
la fluorescencia, que debe realizarse inme-
diatamente tras la reaccidon, aunque perma-
nece estable para la lectura durante 24
horas. El resultado de cada problema debe
extrapolarse a partir de la curva patron de
referencia (estandares de IgE calibrados por
medio del 2° Preparado de Referencia
Internacional (PRI) 75/502 para inmunoglo-
bulina IgE de suero humano de la OMS)
(figura 3). El resultado se expresa en KU/I.
Valores < 0,35 kU/I representa niveles au-
sentes o indetectables de anticuerpo-alerge-
no especificos, y se evalian como clases de
IgE especifica (tabla I).

Otros métodos automatizados para la
cuantificacion de IgE especifica, que se sue-
len utilizar mayoritariamente en EEUU son
las técnicas AlaSTAT e Immulite de Diagnos-
tic Products Corporation (DPC). En estas téc-
nicas tiene lugar una primera reacciéon en
fase liquida. Se acoplan los alergenos espe-

cificos a una estructura polimérica de car-
bohidratos mediante uniones quimicas, ha-
ciendo accesibles todos los epitopos a las
IgE del suero del paciente, lo que permite la
uniéon eficaz a estas moléculas de IgE e in-
crementa la especificidad del analisis.
Posteriormente se une la cadena de carbohi-
dratos al pocillo de la microplaca (AlaSTAT)
(figura 4) o a una bola de poliestireno
(Immulite) (figura 5). Se anade el conjugado
(Anti-IgE) con una enzima, que se une a la
IgE especifica, se lava y se ahade el sustrato,
que inicia una reaccion colorimétrica que se
medira con un espectrofotémetro (AlaSTAT)
0 una reaccidon quimioluminescente, cuya
emision de luz es detectada por un tubo fo-
tomultiplicador (Immulite). El rango de de-
teccion del AIaSTAT es de 0.35 a 100 kU/L,
igual que el UniCAP, mientras que el de
Immulite es de 0.1 a 100 kU/L3.

La determinaciéon de la IgE especifica es
de una mayor utilidad que la de la IgE total.
Correlaciona bien con el resultado de los
test cutdneos, si se utilizan extractos alergé-
nicos estandarizados®. En general la sensibi-
lidad del UniCAP es inferior a la de las
pruebas cutaneas, similar a la del RAST* y
superior a la del AlaSTAT®. La especificidad
es similar a la del RAST#y a la del AlaSTAT>
y mayor a la de las pruebas cutaneas*>.
Estudios que comparan UniCAP con Immun-
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Figura 3. Curva patron de los materiales de referencia (es-
tdndares de IgE calibrados por medio del 2° Preparado de
Referencia Internacional (PRI) 75/502 para inmunoglobuli-
na IgE de suero humano de la OMS).
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Figura 4. Técnica de AlaSTAT de Diagnostic Products Corporation (DPC). Proceso explicado en el texto.

lite concluyen que este ultimo no ofrece
grandes ventajas sobre el UniCAP.

En conclusion, la determinacion de la
IgE sérica especifica es un método comple-
mentario de las pruebas cutaneas a las que
no puede sustituir. Su cuantificacion no es
necesaria, cuando el diagndstico es claro en
base a la anamnesis y el resultado de los
test cutdneos. Tiene utilidad sin embargo,
cuando no es posible realizar las pruebas
cutdneas (necesidad de ingesta de medica-
cién que interfiere con ellas) o su interpre-
tacion es dificil (dermopatias severas).
Puede ser también de utilidad, en pacientes
multisensibilizados, a la hora de determinar
la importancia relativa de cada uno de los
alergenos con vistas al establecimiento de la
inmunoterapia.

1.3. IGE ESPECIFICA NASAL

Con fines fundamentalmente de investi-
gacioén, se han llevado a cabo determinacio-
nes de los niveles de IgE especifica en las
secreciones nasales, habiéndose encontra-
do una buena correlaciéon entre los test cu-
taneos, los niveles de IgE sérica especifica y
el RAST en las secreciones nasales. Parece

claro que la mucosa nasal es capaz de sin-
tetizar IgE especifica’8, y desde el punto de
vista tedrico es posible que un paciente con
sintomatologia alérgica de inicio reciente,
presente test cutaneos negativos e IgE séri-
ca en niveles normales, pero cifras de IgE en
secrecion nasal elevadas.

De todos modos en la practica y en el
momento actual, la determinacion de los ni-
veles de IgE especifica en secrecién nasal no
se utiliza rutinariamente con fines diagnds-
ticos dado su coste y laboriosidad técnica.

2. DEGRANULACION DE BASOFILOS

Este método diagndstico fue introduci-
do en 1962 por Shelley® y se basa en la pér-
dida de las granulaciones, de caracteristico
color rojo-violaceo, de los basdfilos tras su
incubaciéon con el correspondiente alergeno
especifico.

Su correlacion con los niveles de IgE sé-
rica especifica y las pruebas cutaneas es
muy buena para acaros'®, pélenes™ y otros
alergenos siempre que su calidad sea 6pti-
ma'o.

A pesar de todo y dada su complejidad
técnica no puede ser considerado un test de
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Figura 5. Técnica de Immulite de Diagnostic Products Corporation (DPC). Proceso explicado en el texto.

rutina, sino Unicamente util con fines de in-
vestigacion.

3. TEST DE LIBERACION DE HISTAMINA

Cuando se incuban basoéfilos de pacien-
tes alérgicos, con el alergeno especifico al
que estan sensibilizados, se produce una
degranulaciéon y por tanto liberacion de me-
diadores, entre ellos la histamina, que pue-
de ser medida por métodos fluorimétricos o
de radioinmunoanalisis.

La sensibilidad de la prueba es similar a
la de las pruebas cutdneas' 3y superior a la
del RAST™, pero adolece del mismo proble-
ma que la degranulacién de basofilos, su
gran complejidad técnica que la hacen poco
util en la practica clinica, quedando reserva-
da casi exclusivamente a fines de investi-
gacion.

4. MEDIADORES SECRETADOS DURANTE
LAS REACCIONES ALERGICAS

El desarrollo de inmunoensayos muy
especificos y sensibles ha hecho posible la
determinacion de diversos mediadores libe-

rados durante la reaccion alérgica: PGD,,
CysLT, quininas y ECP, que pueden ser medi-
dos en sangre, orina y secreciones nasales.
Estos mediadores pueden cuantificarse ini-
cialmente o tras la estimulacién con el aler-
geno'. Constituyen un instrumento de
investigacion importante pero no se aplica
al diagnostico sistematico de la alergia.

5. CITOLOGIA

Existen diversas técnicas para la obten-
cion de muestras para el estudio de las cé-
lulas nasales, pero generalmente se lleva a
cabo mediante el estudio de las secreciones
nasales o el lavado nasal, tal como se des-
cribe en otro capitulo de este libro. La valo-
racion de estas muestras debe ser llevada a
cabo por personal experimentado. Su inte-
rés clinico es generalmente escaso por lo
que no es utilizada como técnica de rutina
en el diagnostico de las rinitis alérgicas’®.
Sin embargo puede ser Util para distinguir
las rinopatias inflamatorias de las no infla-
matorias, distinguir entre rinitis alérgica, no
alérgica e infecciosa, distinguir entre rinitis
viricas y bacterianas y seguir la respuesta al
tratamiento.
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6. DETERMINACION DE EOSINOFILIA

El resultado del recuento de eosindfilos
sanguineos es de poca utilidad para el diag-
nostico de las rinitis alérgicas, puesto que
estadisticamente, no existen diferencias sig-
nificativas en comparacién con el grupo
control de sujetos no alérgicos. Cuando la
rinitis se asocia al asma, si se aprecian cifras
significativamente elevadas con respecto al
grupo control, aunque casi siempre en por-
centajes comprendidos entre el 10% vy el
20% del total de linfocitos circulantes.
Ocasionalmente, cuando el paciente se en-
cuentra en una fase de severa agudizacion
clinica, pueden detectarse eosinofilias eleva-
das en pacientes efectos de rinitis alérgicas,
incluso en aquellos que no padecen asma.
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