
TECNICAS PARA DETERMINAR IGE 
ESPECÍFICA



RADIO-ALLERGO 
IMMUNOSORBENT TEST (RAST)

Fue el primer método desarrollado in vitro 

En la actualidad es una técnica completamente en desuso

Reacción antígeno anticuerpo, en el que el alergeno se adsorbe covalentemente a una superficie sólida 
(disco de papel) y después se añade el suero del paciente. 

Los anticuerpos IgE presentes en la muestra se unen al alergeno adsorbido, para visualizar la reacción se 
añade un anticuerpo secundario anti-IgE radio-yodado. 
La radiación detectada es directamente proporcional al número de complejos Ag-Ab formados.

Muchos métodos modernos y automatizados derivan de esta técnica. 

Se compara con la lectura obtenida de sueros de referencia. 

Método semicuantitativo que utiliza unidades arbitrarias de RAST/mL en una escala que va del 0 al 6, considerándose 
positivos los mayores a 3. 

No tiene buena Reproducibilidad. 



ENZYME LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY (ELISA)

Consiste en la formación del complejo antígeno- anticuerpo en una placa sólida, donde el 
anticuerpo de detección se encuentra acoplado generalmente a una enzima oxidante que actuará 
sobre un sustrato induciendo el cambio de coloración en la solución. 

La placa de reacción será analizada en un espectrofotómetro donde la absorbancia (logaritmo 
negativo de la transmitancia) será proporcional al número de complejos anti-IgE- IgE formados, 
pudiendo así estimar la concentraciónde inmunoglobulina E o IgE especifica .



QUIMIOLUMINISCENCIA

Anticuerpo de detección utilizado, éste se encuentra
conjugado a una enzima generalmente fosfatasa 
alcalina que podrá actuar sobre un sustrato como el 
fosfato de adamantil dioxetano, con la capacidad de 
generar una señal quimioluminiscente, la cual será 
proporcional a la concentración de IgE o IgE especifica 

Tienen mejor sensibilidad que los métodos basados
en absorbancia



FLUORO-ENZIMO-INMUNO ENSAYO (FEIA)
Formación de los complejos antígeno 
anticuerpo; el anticuerpo de detección se 
encuentra acoplado a una enzima con 
capacidad de actuar sobre sustratos que 
generen fluorescencia con la reacción. 

β-galactosidasa, que actúa sobre el 
metilumbeliferil- β-D-galactósido para que 
éste genere fluorescencia. 

La fluorescencia será proporcional a la 
cantidad de IgE o IgE especifica 



INMUNOBLOT

Utilizan como soporte membranas poliméricas, los anticuerpos de detección 
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 reacción será proporcional a la 
concentración de anticuerpos IgE.



¿QUÉ SIGNIFICA TENER UN NIVEL ELEVADO DE IgE ESPECÍFICA 
FRENTE A UN ALÉRGENO?

• Indica una sensibilización frente a este y una propensión a presentar 
síntomas de alergia.

•  La sensibilización frente a un alérgeno no siempre indica la aparición de 
síntomas de alergia .

• Un individuo puede estar sensibilizado a un alimento, y a la vez 
consumirlo sin ningún problema. 

• Diagnostico no se basa solo en pruebas “positivas” o “negativas”, sino en 
base a una interpretación de estas junto a la historia clínica. 



¿QUÉ SIGNIFICA TENER UN NIVEL ELEVADO DE IgE ESPECÍFICA 
FRENTE A UN ALÉRGENO?

• La gravedad de la reacción con un alérgeno en muchos casos se asocia a 
su nivel de la IgE específica, pero esto no se cumple en todos los 
pacientes. 

• Para comprender la relevancia clínica, es decir, si son o no causantes de 
síntomas y su magnitud, es importante que los valores de IgE sean 
siempre evaluados por un alergista .

• IgE específica es positiva o negativa, punto de corte el valor 0,35 kUA/L. 
• Los niveles de IgE que se asocian a síntomas dependen de cada 

alérgeno, por lo que este punto de corte puede ser diferente para cada 
alérgeno. 



¿QUÉ SIGNIFICA TENER UN NIVEL ELEVADO DE IgE ESPECÍFICA 
FRENTE A UN ALÉRGENO?

• Los niveles de IgE específica que provocan síntomas para 
alérgenos inhalados (polen o ácaros del polvo), son superiores 
a los de los alérgenos alimentarios.

 
• La presencia de un valor bajo o negativo de IgE específica, 
(alergia a los medicamentos), no excluye la posibilidad de estar 
sensibilizado/pruebas diagnósticas complementarias.
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ALERGIA MOLECULAR 



REACTIVIDAD CRUZADA
• Describe una situación en la que un individuo ha producido 

IgE específica contra un alergeno, el cual llamaremos 
alergeno sensibilizador original; dicha IgE específica no logra 
discriminar a otros alergenos similares (que generalmente son 
homólogos con alta similitud e identidad) de igual forma 
desencadenando síntomas alérgicos en el paciente. 

• La similitud es el porcentaje de residuos alineados que son 
semejantes en cuanto a propiedades fisicoquímicas tales 
como el tamaño, carga e hidrofobicidad.



REACTIVIDAD CRUZADA
La identidad se refiere a qué tan semejante es una secuencia de 
aminoácidos derivada de dos proteínas. 
A mayor porcentaje de identidad, mayor probabilidad de 
reactividad cruzada. 
Homología es el término aludido a la ascendencia evolutiva 
común de dos secuencias. 

La interacción de los anticuerpos con las proteínas homólogas 
puede desencadenar reacciones alérgicas o puede ser 
completamente irrelevante para el paciente. 



REACTIVIDAD CRUZADA

• Es por eso que el contexto clínico, es decir la reactividad 
cruzada clínicamente relevante debe interrogarse 
dirigidamente. 

• La probabilidad de un cruce antigénico incrementa 
cuando dos proteínas homólogas tienen mayor similitud e 
identidad en sus secuencias



REACTIVIDAD CRUZADA

síndromes de reactividad cruzada (RC) se ha 
descrito entre las especies filogenéticamente 
cercanos, en lo que cuanto más corta la distancia 
taxonómica, mayor es la probabilidad de la misma. 

RC también ha se han descrito entre especies 
filogenéticamente distantes. 

En estos casos, los alérgenos responsables suelen 
ser Proteínas Homólogas.



REACTIVIDAD CRUZADA 

Cuando una proteína distinta al 
alérgenos que originó la sensibilización 
genera un resultado positivo tanto in vitro 
como in vivo. 

Ocurre entre ácaros y mariscos, pólenes 
y alimentos vegetales o entre el látex y 
frutas. 



PANALERGENOS
Alergenos pertenecientes a la misma familia de proteínas y que se mantienen presentes a lo 
largo del desarrollo evolutivo de las diferentes especies con un ancestro filogenéticamente 
compartido, ya que su función biológica es importante. 

Su reconocimiento es realmente importante, pues puede traducirse en reactividad cruzada.

Las familias de panalergenos clínicamente relevantes se limitan a :
-pectatoliasas
-Profilinas
-polcalcinas
-prolaminas 
-tropomiosinas
- arginin cinasa
-beta-parvalbúminas
- lipocalinas
- seroalbúminas para alergenos del reino animal



REACTIVIDAD CRUZADA



DIAGNOSTICO POR COMPONENTES

La alergia molecular por 
microarrays ha comprobado 
que los pacientes con IgE 
frente a epitopes lineales 
padecen alergias persistentes 
a alimentos y reacciones más 
graves que aquellos que 
poseen únicamente IgE frente 
a epitopes conformacionales 
que evolucionan a la tolerancia 
del alimento en menos tiempo.



DIAGNOSTICO POR COMPONENTES
El uso de moléculas 
alergénicas 
individuales (en lugar 
de extractos)  ha 
introducido una nueva 
área de investigación 
molecular de alta 
resolución diagnóstico 
de alergia (también 
denominado 
"componente resuelto 
diagnóstico", CRD ) y 
cambió nuestra 
comprensión de 
perfiles de 
sensibilización y 
reactividad cruzada



ALERGENOS UTILIZADOS EN EL DIAGNOSTICO IN VITRO

Se muestran las fuentes alergénicas de las que se obtienen los extractos alergénicos y de ellos la 
purificación de los componentes alergénicos, 

pasto común (Phleum pratense) y algunos de sus alergenos (Phl p 1, Phl p 5,Phl p 7 y Phl p 12). 

La secuenciación de los extractos alergénicos y sus componentes permitió la clonación y
expresión controlada de los últimos :antígenos recombinantes.



DIAGNOSTICO POR COMPONENTES



DETERMINANTE DE CARBOHIDRATOS 
DE REACTIVIDAD CRUZADA 

Son epítopos glicoconjugados que se encuentran en una 
variedad de alérgenos de diferentes fuentes (por ejemplo, 
alimentos, polen, ácaros del polvo, etc.)

Estos epítopos son estructuras de carbohidratos que pueden 
provocar una respuesta inmune en personas que han sido 
sensibilizadas. 

A menudo, los CCD no son los responsables directos de los 
síntomas alérgicos, pero pueden inducir la producción de 
anticuerpos IgE en individuos sensibles. 
.



ANTICUERPOS IgE ANTI CCD 



IGE ANTI CCD



IGE ESPECÍFICA A CCD

La presencia de IgE específica dirigida a CCD 
puede representar falsos positivos y nula o 
muy poca relevancia clínica. 
Para mejorar la especificidad de las pruebas in 
vitro se han desarrollado alergenos 
recombinantes (prefijo “r”) que están exentos 
de glicosilación o se utilizan inhibidores de 
CCD.



DETERMINANTE DE CARBOHIDRATOS DE 
REACTIVIDAD CRUZADA

Aunque existe un consenso general en el que los anticuerpos contra 
las  estructuras sacarídicas no son clínicamente relevantes, hoy en día 

se conoce que la Galactosa-α-1,3-galactosa (α-gal) y los 
Galacto-oligosacáridos (GOS) están asociados con alergia a alimentos 

y anafilaxis, el primero presente en la carne roja y  el segundo en 
fórmulas lácteas.

EPÍTOPES SACARÍDICAS



SINDROME DE ALFA –GAL O ALERGIA A LA CARNE 
ROJA 

Se desarrolla tras la exposición al alfa-gal, un carbohidrato complejo (galactosa-α-1,3-galactosa) que se 
encuentra en la carne de mamíferos y en productos derivados de ellos. 

Esta alergia se ha relacionado más comúnmente con las picaduras de garrapatas, particularmente de la 
garrapata de los ciervos (Amblyomma americanum).

La sensibilización al alfa-gal se produce generalmente cuando una persona es picada por una garrapata 
que contiene alfa-gal en su saliva. 
La garrapata introduce alérgenos en el torrente sanguíneo, llevando a una respuesta inmunológica.

Tras la primera exposición, el sistema inmunológico produce anticuerpos IgE específicos contra el 
alfa-gal. 

 En exposiciones subsecuentes a alfa-gal, que puede encontrarse en la carne de mamíferos (como res, 
cerdo, cordero) o en productos derivados (como gelatina y ciertos medicamentos), se desencadena una 
reacción alérgica que puede variar en severidad.



IGE ESPECÍFICA A CCD

En un paciente polisensibilizado a polen, 
alimentos de origen vegetal, látex, veneno 
de himenópteros, descartar sensibilización 
a CCD y únicamente dirigir el abordaje 
diagnóstico hacia la sensibilización que 
ocasione el cuadro clínico: alergia 
respiratoria / alergia alimentaria / alergia al 
látex / alergia al veneno de himenópteros



DIAGNOSTICO DE ALERGENOS PARCIALMENTE DEFINIDOS 

30

El diagnóstico de alérgenos parcialmente 
definidos es un enfoque utilizado en la 
identificación de sensibilizaciones alérgicas 
en pacientes cuyos perfiles alérgicos no se 
pueden atribuir a un único alérgeno 
específico, debido a una variedad de 
factores, incluida la variabilidad en los 
componentes de alérgenos, la reactividad 
cruzada y la exposición a múltiples agentes 
ambientales.



DIAGNOSTICO DE ALERGENOS PARCIALMENTE 
DEFINIDOS 



PLATAFORMAS COMERCIALES DE ANÁLISIS 
SENCILLO (SIMPLETEX)

Phadia 
ImmunoCAP 
(ThermoFisc

her 
Scientific)

Immulite 
(Siemens)

Hytec 
288 

(Hycor 
Biomedi

cal)

Permiten la identificación 
de la especificidad de la 
IgE hacia un alergeno o 
componente alergénico 
por cada reacción de 
detección realizada.



PHADIA IMMUNOCAP (THERMOFISCHER SCIENTIFIC.

Fue la primera plataforma automatizada en utilizar como 
principio de funcionamiento el FEIA, demostrando alta 
concordancia con el RAST en sus resultados.

 Phadia permite utilizar componentes alergénicos nativos y 
recombinantes, los cuales se agrupan dentro de la línea 
ImmunoCAP como polen de pastos, de malezas, de árboles, 
microorganismos, proteínas de animales, ácaros, entre 
otros. 

El equipo Phadia 250 es uno de los más utilizados en los 
laboratorios clínicos y tiene una capacidad de 
procesamiento de 60 pruebas por hora.



HYTEC 288 (HYCOR 
BIOMEDICAL)

Ésta es una plataforma de detección de 
IgE basada en ELISA. 

Fue una de las primeras plataformas 
automatizadas en la detección de IgE. 

Su introducción en el mercado se debió a 
que demostró una excelente 
concordancia con el sistema Phadia, 
cumpliendo los  requerimientos analíticos 
para su uso clínico.



IMMULITE (SIEMENS)

Ésta es una plataforma de detección de IgE que 
tiene como fundamento la quimioluminiscencia.
Ofrece un panel de 26 componentes alergénicos 
recombinantes.

 Immulite 2000 es uno de los equipos más 
comercializados, con capacidad de procesar hasta 
200 resultados por hora, con una sensibilidad de 
hasta 0.1 kU/L.



PLATAFORMAS COMERCIALES DE ANÁLISIS 
SENCILLO (SIMPLETEX)

A la fecha existen numerosos estudios que comparan la determinación de SIgE 
entre las plataformas ImmunoCAP e Immulite; en todos los casos se ha reportado 
una buena correlación y concordancia entre resultados para los distintos 
alergenos.

Hytec 288 pudo acceder al mercado como plataforma de detección única debido 
a la alta concordancia en la determinación de IgE con ImmunoCAP, esta 
concordancia hizo que se incluyera en las recomendaciones de la WAO como 
parte de los equipos de determinación de IgE de uso clínico confiable.



PLATAFORMAS COMERCIALES DE ANÁLISIS 
MÚLTIPLE (MULTIPLEX)

1. 

.

Euroline 
(EUROIMMUN 

AG)

ISACALEX

Permiten a  
través de un 
único ensayo 
determinar la 
concentración de 
IgE específica 
para distintos  
alergenos de un 
panel 
determinado



ISAC
Esta plataforma está basada en la metodología de FEIA en 
chip. 
Actualmente se encuentra vigente la versión ISAC-E112i, 
tiene capacidad de identificar de forma simultánea 112 
componentes alergénicos de 46 distintas fuentes de 
alergenos a partir de 30 ul de suero/plasma del paciente en 
un tiempo aproximado de cuatro horas.

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 concentración de SIgE en cuatro grupos:
indetectable < 0.3 ISU-E (< 0.3 kUA/L)
bajo 0.3-0.9 ISU-E
moderado/alto 1-14.9ISU-E (≥ 13 a < 153 kUA/L) 
muy alto > 15 ISU-E (≥ 153 kUA/L)



ALEX
Esta plataforma fue la primera metodología basada en ELISA para la 
determinación simultánea de un gran número de sIgE hacia extractos 
alérgenicos, componentes alergénicos y de T IgE. 

Actualmente se encuentra disponible la versión 2.0 que analiza S
IgE de 120 extractos y 180 alergenos de forma simultánea con 1 mL de 
suero del paciente, además de la IgE total.

 Además, puede bloquear la determinación de S IgE clínicamente 
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 paneles prediseñados por grupo de síntomas o grupo de alergenos como polen de 
pastos, alergenos de caspa y epitelio de animales, ácaros y cucarachas, mohos y levaduras, 
entre otros. 

Los resultados de las determinaciones se presentan con un resumen gráfico, el nombre del 
alergeno, el componente o extracto alergeno específico, la función bilógica y la concentración 
de la S IgE descrita en kUA/L.
 

El reporte final se acompaña de hallazgos de posible sensibilización cruzada y 
recomendaciones para la interpretación y acompañamiento médico para el médico tratante. 

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)



EUROLINE (EUROIMMUN AG)

Basada en la técnica de immunoblot.

 Esta plataforma tiene como fase sólida membranas en forma de tiras con componentes alergénicos adsorbidos
organizados por secciones prediseñadas: inhalatorio, alimenticio, entre otros. 

Euroline ofrece paneles alternativos por sensibilizaciones reportadas en países específicos o personalizadas y 
cuenta con la posibilidad metodológica de reducir los posibles falsos positivos a causa de reacciones cruzadas por 
residuos polisacarídicos

Una plataforma similar, PROTIA Allergy-Q comercializada por Omnia Health, utiliza el inmunoblot para la detección 
de S IgE. 

PROTIA detecta más de 60 alergenos por tira, ofreciendo un total de detección de 134 alergenos diferentes, que la 
haría la plataforma más robusta con la tecnología por blot.
 



PLATAFORMAS COMERCIALES DE ANÁLISIS 
MÚLTIPLE (MULTIPLEX)

En cuanto a la sensibilidad y especificidad entre las plataformas ISAC y ALEX, 
los estudios disponibles han demostrado que ambas tecnologías son muy 
similares y con resultados concordantes (κ = 0.795) de hasta 94.3% tanto para 
resultados positivos como para negativos.

 En esos estudios se muestra una mejor correlación de ciertos alergenos
(LTP, profilina y PR-10) para ISAC, aunque ALEX puede eliminar mejor la señal 
cruzada a través de su sistema de bloqueo de CCDs.
ISAC tiene mejor desempeño para algunos alergenos, pero ALEX incluye 
mayor número de alergenos disponibles para expandir la detección molecular.
 



PLATAFORMAS COMERCIALES DE ANÁLISIS 
MÚLTIPLE (MULTIPLEX)

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 metodología y menor difusión 
comercial podría  explicar la carencia de los 
mismos.



CARACTERÍSTICAS A CONSIDERAR AL ELEGIR
UNA PLATAFORMA ÚNICA O MÚLTIPLE

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

2. Identificación adecuada de los componentes alergénicos: conforme a la historia clínica del 
paciente y con la finalidad de conocer adecuadamente el perfil de sensibilización del mismo.

3. Tipo de paciente: considerar edad, antecedentes de anafilaxia con resultados no concluyentes 
a las pruebas tradicionales complementarias, pacientes con resultados múltiples positivos a la 
prueba cutánea etcétera.

→ Importancia de la IgE total en las plataformas de análisis múltiple
En todos los casos de determinaciones de IgE específica se debe realizar la solicitud
de IgE total; el índice S IgE/TIgE se ha considerado un biomarcador útil en el monitoreo clínico de 
la eficacia de la inmunoterapia con alergeno.



ALERGIA MOLECULAR /ALERGIA POR 
COMPONENTES

• Mejorar el diagnóstico en los pacientes polisensibilizados a alimentos, 
inhalantes y/o venenos de heminópteros.
• Evitar errores diagnósticos, especialmente en pacientes donde no se 
observa una clara correlación entre la positividad de los test 
convencionales de alergia y los síntomas.
• Evitar errores terapéuticos en la composición de las vacunas alérgicas.
• Evaluar aquellos casos más complejos, como son aquellos con una 
historia clínica inconsistente o con una respuesta insatisfactoria al 
tratamiento.
• Evaluar pacientes con anafilaxia idiopática.
• Detectar sensibilizaciones no sospechadas.



ALERGIA MOLECULAR /ALERGIA POR 
COMPONENTES



ALERGIA MOLECULAR /ALERGIA POR 
COMPONENTES









UTILIDAD CLÍNICA DEL DIAGNÓSTICO 
MOLECULAR
La posibilidad de identificar individualmente las moléculas causantes de la reacción 
alérgica permite una mayor precisión diagnóstica que se traduce en: 

- Posibilidad de explicar reacciones alérgicas inexplicables: por ejemplo como 
resultó ante la identificación de un nuevo alérgeno presente en la orina de perros (la 
calicreína prostática Can f5), capaz de fijar IgE específica en pacientes alérgicos al 
perro que mostraban resultados negativos ante otros alérgenos descritos 
anteriormente. Este alér geno redujo el número de casos falsamente negativos; y al 
ser una proteína solo presente en próstata, explicaría porque algunos pacientes 
alérgicos al perro toleran perras hembra o castrados. 

 



UTILIDAD CLÍNICA DEL DIAGNÓSTICO 
MOLECULAR
• - Permitir diferenciar la cosensibilización de la polisensibilización: es decir, 
cuando un paciente está realmente sensibilizado a alérgenos genuinos o primarios de 
diversas fuentes alergénicas o se debe a reactividad cruzada a proteínas ubicuas en 
distintas especias, siendo solo una la fuente alergénica sensibilizante. Esta diferencia 
conlleva diferencias pronósticas y terapéuticas

• - Distinguir entre moléculas que son clínicamente relevantes de otras con menor 
importancia: por ejemplo, la sensibilización a ovomucoide implica mayor riesgo de 
persistencia de la alergia al huevo que en el caso de sensibilización a ovoalbumina. 



UTILIDAD CLÍNICA DEL DIAGNÓSTICO 
MOLECULAR

• - Adecuar la indicación de inmunoterapia: orienta la correcta prescripción no solo en cuanto 
a la composición del extracto, sino también respecto a su indicación o no, modificando la 
prescripción en casi la mitad de los pacientes sobretodo en áreas con sensibilizaciones 
complejas a pólenes

• Identificar riesgos y predecir posibles dianas alérgicas: los pacientes 
sensibilizados a moléculas termoestables tienen mayor riesgo de reacciones 
sistémicas; por otro lado, las reactividades cruzadas de algunas moléculas puede 
alertar sobre posibles reacciones ante alérgenos que las contengan, como por 
ejemplo en un paciente sensibilizado a tropomiosina de ácaro se puede predecir 
posible reacción a crustáceos.



UTILIDAD CLÍNICA DEL DIAGNÓSTICO 
MOLECULAR

•- Evitar pruebas de provocación: en algunos casos se han establecidos 
puntos de corte de IgE específica que son indicativos de probabilidad de 
tener síntomas graves y establece la recomendación de realizar o no esta 
prueba. 

•- Mejorar la caracterización de los alérgenos responsables de la 
alergia ocupacional: así como identificación de nuevos alérgenos en este 
campo


