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RADIO-ALLERGO Q
IMMUNOSORBENT TEST (RAST)

Fue el primer método desarrollado in vitro

Cortesia de Pharmacia Diagnostic

En la actualidad es una técnica completamente en desuso

Reaccion antigeno anticuerpo, en el que el alergeno se adsorbe covalentemente a una superficie solida
(disco de papel) y después se aflade el suero del paciente.

Los anticuerpos IgE presentes en la muestra se unen al alergeno adsorbido, para visualizar la reaccion se
anade un anticuerpo secundario anti-IgE radio-yodado.
La radiacion detectada es directamente proporcional al nUmero 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, considerandose
positivos los mayores a 3.

No tiene buena Reproducibilidad.



ENZYME LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY (ELISA)

Consiste en la formacion del complejo antigeno- anticuerpo en una placa soélida, donde el
anticuerpo de deteccion se encuentra acoplado generalmente a una enzima oxidante que actuara

sobre un sustrato induciendo el cambio de coloracidon en la solucion.

La placa de reaccion sera analizada en un espectrofotometro donde la absorbancia (logaritmo
negativo de la transmitancia) sera proporcional al numero de complejos anti-IgE- IgE formados,
pudiendo asi estimar la concentracionde inmunoglobulina E o IgE especifica .
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QUIMIOLUMINISCENCIA

Anticuerpo de deteccion 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 concentracion de IgE o IgE especifica

Tienen mejor sensibilidad que los métodos basados
en absorbancia
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FLUORO-ENZIMO-INMUNO ENSAYO (FEIA)

Formacion de los complejos antigeno
anticuerpo; el anticuerpo de deteccion se
encuentra acoplado a una enzima con
capacidad de actuar sobre sustratos que
generen fluorescencia con la reaccion.

B-galactosidasa, que actua sobre el
metilumbeliferil- 3-D-galactosido para que
éste genere fluorescencia.

La fluorescencia sera proporcional a la
cantidad de IgE o IgE especifica
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INMUNOBLOT

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 metodo la intensidad de la marca de reaccion sera proporcional a la
concentracion de anticuerpos IgE.

NG



¢ QUE SIGNIFICA TENER UN NIVEL ELEVADO DE IgE ESPECIFICA
FRENTE A UN ALERGENO?

* Indica una sensibilizacion frente a este y una propension a presentar
sintomas de alergia.

 La sensibilizacion frente a un aléergeno no siempre indica la aparicion de
sintomas de alergia .

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

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



¢ QUE SIGNIFICA TENER UN NIVEL ELEVADO DE IgE ESPECIFICA
FRENTE A UN ALERGENO?

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

» Para comprender la relevancia clinica, es decir, si son 0 no causantes de
sintomas y su magnitud, es importante que los valores de IgE sean
siempre evaluados por un alergista .

* IgE especifica es positiva o negativa, punto de corte el valor 0,35 kUA/L.

 Los niveles de IgE que se asocian a sintomas dependen de cada
alérgeno, por lo que este punto de corte puede ser diferente para cada
alergeno.



¢ QUE SIGNIFICA TENER UN NIVEL ELEVADO DE IgE ESPECIFICA
FRENTE A UN ALERGENO?

*Los niveles de IgE especifica que provocan sintomas para
alérgenos inhalados (polen o acaros del polvo), son superiores
a los de los alergenos alimentarios.

La presencia de un valor bajo o negativo de IgE especifica,
(alergia a los medicamentos), no excluye la posibilidad de estar
sensibilizado/pruebas diagnosticas complementarias.



The Molecular Allergology User's Guide version 2.0 is freely available!
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ALERGIA MOLECULAR

S—IgEY =13.2 kU/L

o s—IgEY =1.2 kU/L
Heat stabile Heat labile Heat stabile
Severe reaction Cross-reactive Predict Asthma and s-IgE =6.9 kU/L

Mild reaction persistent allergy



REACTIVIDAD CRUZADA

* Describe una situacion en la que un individuo ha producido
IgE especifica contra un alergeno, el cual llamaremos
alergeno sensibilizador original; dicha IgE especifica no logra
discriminar a otros alergenos similares (que generalmente son
homaologos con alta similitud e identidad) de igual forma
desencadenando sintomas alérgicos en el paciente.

« La similitud es el porcentaje de residuos alineados que son
semejantes en cuanto a propiedades fisicoquimicas tales
como el tamano, carga e hidrofobicidad.



REACTIVIDAD CRUZADA

La identidad se refiere a que tan semejante es una secuencia de
aminoacidos derivada de dos proteinas.

A mayor porcentaje de identidad, mayor probabilidad de
reactividad cruzada.

Homologia es el termino aludido a la ascendencia evolutiva
comun de dos secuencias.

La interaccion de los anticuerpos con las proteinas homologas
puede desencadenar reacciones alérgicas o puede ser
completamente irrelevante para el paciente.



REACTIVIDAD CRUZADA

* Es por eso que el contexto clinico, es decir la reactividad
cruzada clinicamente relevante debe interrogarse
dirigidamente.

 La probabilidad de un cruce antigénico incrementa
cuando dos proteinas homologas tienen mayor similitud e
identidad en sus secuencias



REACTIVIDAD CRUZADA

(RC) se ha :
descrito entre las especies filogenéticamente deniad on Betv 1
cercanos, en lo que cuanto mas corta la distancia 8%  65%  40%
taxondmica, 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

Homologia molecular:
- Similitud de secuencias debida a

que poseen un origen comn

- Comparten una misma funcion: han

de conservarse el mismo

pl

egamiento global

Aspeclos estructurales esenciales
para la estabilidad del core
conservados (dobles hélices B,
hélices a, estructuras f laminar,
guenles‘dnsul,lur?): osible con un
6% de identidad de secuencia.

- Las asa externas, mas e?;uestasy

que alberPan |a mayoria de los
epitopos IgE, tienen mayor

variabilidad.,



REACTIVIDAD CRUZADA

Cuando una proteina distinta al

alérgenos que origino la sensibilizacion
genera un resultado positivo tanto in vitro
\como In Vivo. y
4 )
Ocurre entre acaros y mariscos, polenes

y alimentos vegetales o entre el latex y
frutas.

o /




PANALERGENOS

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

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

Las familias de panalergenos clinicamente relevantes se limitan a :
-pectatoliasas

-Profilinas e
-polcalcinas — Sv

. / "J\' ‘%},« e
-prolaminas 2 é 43*_. cone W

L] . Y (Ciprés joponés) HOﬂgOﬂ | Penicillium citri
-tropomiosinas (L '

g . /PectatO\
- arginin cinasa iasa_/
4 . Cupsl " Malezas

-beta-parvalbuminas /éﬂ g E ks
- lipocalinas

- seroalbuminas para alergenos del reino animal oy



REACTIVIDAD CRUZADA

latex, laurel, canela, laurel,
azafran.

pistacho, mango

abedul, granos, artemisa,
mango, melon, pepino,
zanahoria, tomate, curry
(mezcla de especias), pimiento
rojo, pimienta negra, comino,
cilantro, latex

Aster

lechuga, escarola, alcachofa,
diente de ledn, semillas de
girasol, tarrago, insecticida
piretro

Aves

(El huevo no estd incluido a
menos que sea de gallinas
ponedoras) Pollo, pavo, pato,
ganso, guinea, paloma,
codorniz, faisan

Cebolla

cebolla, Lirio, Ajo, Esparragos,
Cebolletas, Puerros,
Zarzaparrilla

Chocolate

chocolate, Cacao, Cola

Ciruela

cereza, melocoton, albaricoque,
nectarina, cereza silvestre,

almendra

Cebolla cebolla, Lirio, Ajo, Esparragos,
Cebolletas, Puerros,
Zarzaparrilla
Chocolate chocolate, Cacao, Cola
Ciruela cereza, melocoton, albaricoque,
nectarina, cereza silvestre,
almendra
Comino abedul, artemisa, apio
Manzana manzana, pera, membrillo
Mariscos (crustéaceos) cangrejo, Langosta, Camar6n
Melén sandia, pepino, melén, calabaza,
calabaza v otros melones
Menta menta, hierbabuena,
hierbabuena, tomillo, salvia,
sabueso, mejorana, albahaca,
ajedrea, romero, balsamo,
hierba gatera
Molusco ostra, almeja, abulén, mejillon
Mostaza nabo, rdbano, rdbano picante,

berros, coles, kraut, col china,
brécoli, coliflor, coles de
brusela.




DIAGNOSTICO POR COMPONENTES

e Provee informacién adicional cuando el prick test y/o IgE sérica
especifica no son concluyentes

La alergia molecular por
microarrays ha comprobado
que los pacientes con IgE
frente a epitopes lineales

. padecen alergias persistentes

e Posibilidad de reconocer los perfiles de sensibilizacion a difere
proteinas y caracterizar los diferentes cuadros clinicos (individ
sensibilizados pero tolerantes)

e Evaluacion de reacciones cruzadas ( sensibilizacion a familia

proteinas) a alimentos y reacciones mas
graves que aquellos que
e Prediccion de persistencia y reacciones graves poseen unicamente IgE frente
a epitopes conformacionales
e Eleccién inmunoterapia que evolucionan a la tolerancia

del alimento en menos tiempo.



DIAGNOSTICO POR COMPONENTES -

[ ( J
.. [ _d
] ° -® . (
’ C ®
T, . El uso de moleculas® ® .  ©
;Fuente alergénica completa alergénicas .

individuales (en lugar
de extractos) ha
introducido una nueva
area de investigacion
molecular de alta
resolucion diagnostico
de alergia (también
denominado
"componente resuelto
diagnostico”, CRD ) y
cambid nuestra
comprension de
perfiles de
sensibilizacion y
reactividad cruzada

| Extracto alergénico

Componentes alergénicos especificos de especie

Componentes alergénicos de reactividad cruzada




ALERGENOS UTILIZADOS EN EL DIAGNOSTICO IN VITRO ~ . .

s s : i ®
Se muestran las fuentes alergénicas de las que se obtienen los extractos alergénicos y de ellos la ® .
purificacion de los componentes alergénicos,

pasto comun (Phleum pratense) y algunos de sus alergenos (Phlp 1, Phl p 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 ultimos :antigenos recombinantes.

Fuente alergénica Extracto alergénico

_’ _’ e e e e

...°.. .. - - L
L% o o * * *
0e® o 0%, - © B .
°.,.‘. o0
*

Polen de pasto
: (\ Q\ 2

Phip1 Phip5 Phip7 Phip12



DIAGNOSTICO POR COMPONENTES

Prick test / IgE sérica especifica

Extracto LECHE

completo ‘
1

Diagnostico por componentes ( Microarray ISAC)

Componentes| Bos ds Bosdg Bosd 6 Bosd8 Bos d lactoferrina
Bosd 4, Bosd 6 Bos d 8 Caseina Bos d lactoferrina
alactoalbumina .Riesgo de .Riesgode .Riesgode
Bosdgs, reacciones con reacciones con todas reacciones con leche
Blactoglobulina leche fresca las formas de leche fresca

Principal . Niveles altos . Niveles bajos son
.Reacciones con leche alergenode la relacionados con marcadores de
fresca carne de vaca persistencia tolerancia
.Niveles bajos son .Termolabil . Niveles bajos son .Termolabil
marcadores de marcadores de
tolerancia tolerancia
.Termolabil .Termoestable




DETERMINANTE DE CARBOHIDRATOS .

DE REACTIVIDAD CRUZADA

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

Estos epitopos 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
sintomas aléergicos, pero pueden inducir la produccion de
(\ anticuerpos IgE en individuos sensibles.



ANTICUERPOS IgE ANTI CCD

» Los pacientes alérgicos presentan anticuerpos IgE especificos contra epitopes
peptidicos

» ~ 25% de los pacientes alérgicos también expresan anticuerpos IgE Anti-CCD

g Anticuerpo igE Anti-CCD
O Asalmente sin relevancia clinica
Gicoprotetre | Y

(allergeno) o

Anticuerpo IgE contra epitope

) -7/ peptidico

= potencial relevancia clinica

« Dificultan la interpretacion de resultados
positivos!
« IgE Anti-CCD —*marcador de reaccion cruzada

e



Una banda CCD positiva:

IGE ANTI CCD
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Indica presencia de anticuerpos IgE anti-CCD

Podria explicar reacciones multiples en ausencia de sintomas
clinicos coincidentes

Podria diferenciar entre reaccion cruzada y polisensibilizacion
verdadera

NO excluye la presencia de real polisensibilizacion coexistente!
Como eliminar anticuerpos IgE anti-CCD para evitar resultados falsos
positivos?

Absorcion
Anti-CCD



IGE ESPECIFICA A CCD

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

D.



DETERMINANTE DE CARBOHIDRATOS DE
REACTIVIDAD CRUZADA

EPITOPES SACARIDICAS

Aunqgue existe un consenso general en el que los anticuerpos contra
las estructuras sacaridicas no son clinicamente relevantes, hoy en dia
se conoce que la Galactosa-a-1,3-galactosa (a-gal) y los
Galacto-oligosacaridos (GOS) estan asociados con alergia a alimentos
y anafilaxis, el primero presente en la carne rojay el segundo en
formulas lacteas.

NG



SINDROME DE ALFA —-GAL O ALERGIA A LA CARNE, -
ROJA : é

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

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

La sensibilizacion al alfa-gal se produce generalmente cuando una persona es picada por una garrapata
qgue contiene alfa-gal en su saliva.
La garrapata introduce alérgenos en el torrente sanguineo, llevando a una respuesta inmunoldgica.

Tras la primera exposicién, el sistema inmunoldgico produce anticuerpos IgE especificos contra el
alfa-gal.

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

NG



IGE ESPECIFICAA CCD

En un paciente polisensibilizado a polen,
alimentos de origen vegetal, latex, veneno
de himenopteros, descartar sensibilizacion
a CCD y unicamente dirigir el abordaje
diagnostico hacia la sensibilizacion que
ocasione el cuadro clinico: alergia
respiratoria / alergia alimentaria / alergia al
latex / alergia al veneno de himenopteros
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DIAGNOSTICO DE ALERGENOS PARCIALMENTE DEFINIDOS

.. el paciente presenta sintomas clinicos, pero no se detecta IgE
especifica in vitro \
Resultado falso negativo?!

El diagndstico de alergenos parcialmente
definidos es un enfoque utilizado en la
identificacion de sensibilizaciones alérgicas
en pacientes cuyos perfiles alérgicos no se
pueden atribuir a un unico alérgeno

« Sintomas no mediados por IgE especifico, debido a una variedad de
factores, incluida la variabilidad en los
componentes de alérgenos, la reactividad

Alergia contra componente sub-representado cruzada y la exposicién a multiples agentes
ambientales.

Posibles interpretaciones:

Intolerancia en lugar de alergia

Alergia contra un metabolito

Muy bajas concentraciones de IgE



DIAGNOSTICO DE ALERGENOS PARCIALMENTE _ .
DEFINIDOS .

T T

IgE contra componentes de extractos
Positivo  Negativo  Gue no estan disponibles (atn) en

ensayos moleculares

Anti-CCD IgE

\
Negativo Positivo  IgE contra componentes que se
perdieron o son muy escasos en el

extracto
Positivo Positivo  IgE contra componentes muy
débil fuerte escasos en el extracto



PLATAFORMAS COMERCIALES DE ANALISIS
SENCILLO (SIMPLETEX)

Phadia
ImmunoCAP
(ThermoFisc
her
Scientific)

Immulite
(Siemens)

Biomedi
cal)



PHADIA IMMUNOCAP (THERMOFISCHER SCIENTIFIC.** = . :

Fue la primera plataforma automatizada en utilizar como C ometel
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 linea

ImmunoCAP como polen de pastos, de malezas, de arboles,
microorganismos, proteinas de animales, acaros, entre

otros.

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

e



HYTEC 288 (HYCOR
BIOMEDICAL)

Esta es una plataforma de deteccién de
IgE basada en ELISA.

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

Su introduccion en el mercado se debid a
gque demostro una excelente
concordancia con el sistema Phadia,
cumpliendo los requerimientos analiticos

(\&ra Su uso clinico.



IMMULITE (SIEMENS)

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

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

NG
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PLATAFORMAS COMERCIALES DE ANALISIS -
SENCILLO (SIMPLETEX) R

A la fecha existen numerosos estudios que comparan la determinacion de SlgkE." °
entre las plataformas ImmunoCAP e Immulite; en todos los casos se ha reportado - “

una buena correlacion y concordancia entre resultados para los distintos
alergenos.

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

NG



PLATAFORMAS COMERCIALES DE ANALISIS *
MULTIPLE (MULTIPLEX)

Permiten a Euroline
través de un (EUROIMMUN
Gnico ensayo AG)
determinar la
concentracion de
IgE especifica
para distintos
alergenos de un
panel |
determinado

NG




ISAC

Esta plataforma esta basada en la metodologia de FEIA en
chip.

Actualmente se encuentra vigente la version ISAC-E112i,
tiene capacidad de identificar de forma simultanea 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 concentracion de SIgE en cuatro grupos:
indetectable < 0.3 ISU-E (< 0.3 kUA/L)

bajo 0.3-0.9 ISU-E

moderado/alto 1-14.9I1SU-E (= 13 a < 153 kUA/L)
muy alto > 15 ISU-E (= 153 KUA/L)

NG
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0000 . L IE

ALEX

Esta plataforma fue la primera metodologia basada en ELISA para la
determinacion simultanea de un gran numero de sIgE hacia extractos
alérgenicos, componentes alergenicos y de T IgE.

. Componente Y
alergénico

| Anti-IgE humano
enzimo-conjugado

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

Ademas, puede bloquear la determinaciéon de S IgE 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.

NG



ALEX o SIS

Contiene paneles predisefiados por grupo de sintomas o grupo de alergenos como polerrde- *©
pastos, alergenos de caspa y epitelio de animales, acaros y cucarachas, mohos y levadurase . g
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 bildgica y la concentracion
de la S IgE descrita en kUA/L.

El reporte final se acompana de hallazgos de posible sensibilizacion cruzada y
recomendaciones para la interpretacion y acompafamiento 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 kUAJ/L)

NG



EUROLINE (EUROIMMUN AG) o °° N
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Polen de abedul

Basada en la técnica de immunoblot.

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

Euroline ofrece paneles alternativos por sensibilizaciones reportadas en paises especificos o personalizadas y
cuenta con la posibilidad metodologica de reducir los posibles falsos positivos a causa de reacciones cruzadas por
residuos polisacaridicos

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

PROTIA detecta mas de 60 alergenos por tira, ofreciendo un total de deteccion de 134 alergenos diferentes, que la
&Ia plataforma mas robusta con la tecnologia por blot.
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PLATAFORMAS COMERCIALES DE ANALISIS
MULTIPLE (MULTIPLEX) é

En cuanto a la sensibilidad y especificidad entre las plataformas ISAC y ALEX,® S ‘

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 correlacion de ciertos alergenos

(LTP, profilina y PR-10) para ISAC, aunque ALEX puede eliminar mejor la sefal
cruzada a traveés de su sistema de bloqueo de CCDs.

ISAC tiene mejor desempeno para algunos alergenos, pero ALEX incluye
mayor numero de alergenos disponibles para expandir la deteccion molecular.
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PLATAFORMAS COMERCIALES DE ANALISIS *
MULTIPLE (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 metodologia y menor difusion
comercial podria explicar la carencia de los

MISMOS.
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CARACTERISTICAS A CONSIDERAR AL ELEGIR .

UNA PLATAFORMA UNICA O MULTIPLE o« .

.‘ . ®
1. Costo: considerar el precio de la prueba que se pretenda solicitar, valorando si €l Costo unltarlo. R
es mejor que el multiple o viceversa. s

2. Identificacion adecuada de los componentes alergénicos: conforme a la historia clinica del
paciente y con la finalidad de conocer adecuadamente el perfil de sensibilizacion del mismo.

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

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

En todos los casos de determinaciones de IgE especifica se debe realizar la solicitud

de IgE total; el indice S IgE/TIgE se ha considerado un biomarcador util en el monitoreo clinico de
la eficacia de la inmunoterapia con alergeno.
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ALERGIA MOLECULAR /ALERGIA POR ’
COMPONENTES

- Mejorar el diagnostico en los pacientes polisensibilizados a alimentos,
inhalantes y/o venenos de heminopteros.

* Evitar errores diagnoésticos, especialmente en pacientes donde no se
observa una clara correlacion entre la positividad de los test
convencionales de alergia y los sintomas.

* Evitar errores terapéuticos en la composicion de las vacunas alérgicas.
« Evaluar aquellos casos mas complejos, como son aquellos con una
historia clinica inconsistente o con una respuesta insatisfactoria al
tratamiento.

 Evaluar pacientes con anafilaxia idiopatica.

» Detectar sensibilizaciones no sospechadas.
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ALERGIA MOLECULAR /ALERGIA POR
COMPONENTES

ImmunoCAP ISAC® allergen components
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ALERGIA MOLECULAR /ALERGIA POR

COMPONENTES

Componentes moleculares o alérgenos con una utilidad demostrada para la toma de decisiones clinicas en diversas condiciones

alérgicas
Alérgeno / 2
Enfermedadalérgica  Componente Solucién al Problema Diagnéstico p"‘f,‘ﬁ:'m&“""“
molecular

Anafilaxia por veneno Apim1 Vesv 1 Vesv Mejordiferenciacion en pacientes doblements ALE, SUI, AUS ESL,
insectos 5.Pold5 sensibilizados a veneno de avispay abeja EUA ITA POL ESP
Anafilaxi Aumento de sensibilidad de deteccion IgE especifica
: A Vesv5s a través de discriminar el veneno de avispa con Ves v5 ALE SUI AUS
insectos recombinante
Anafilaxia inducida por
ejercicio dependiente trigo Tria 19 Alérgeno marcador de AIEDTA AR, FINS;&IN. ALE,
y alimentos (AIEDTA)

. Alérgenos marcadores predictivos de reacciones severas
Alergia a mani Arah2 Arahé por la ingesta de man/ EUA GER ALE AUS

: : 2 Alérgeno marcador para reacciones anafilacticas tardias a
Alergiaacarneroja a-Gal lacamerojay TR EUA SUE ALE AUS
Alergia polinica, Anafilaxia Dcterminantcs Marcador de amplia reactividad cruzada basada en IgE, sin
por veneno insectos mmcm relevancia clinica ITA,HOL, ALE, AUS
Anafilaxia a veneno - ; Predictivo de pacientes en riesgo de falla terapéutica para
insectos Apim 10, Apim 3 inmunoterapia con veneno de abeja ALE,SUI
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Actinidia deliciosa Kiwi, Plantas, Kiwi Verde Fruto E W Actd(Fruit] 0
Actinidia deliciosa Kiwi, Plantas, Kiwi Verde Fruto M Cysteine Protease, Food Actd1l 0
Actinidia deliciosa Kiwi, Plantas, Kiwi Verde Fruto M LTP; 9k-LTP Actd 10 0
Actinidia deliciosa Kiwi, Plantas, Kiwi Verde Fruto M Thaumatin Actd 2 0
Actinidia deliciosa Kiwi, Plantas, Kiwi Verde Fruto M Kiwellin Actd5 0

: Animales, Insectos, Mosquito,
Aedes communis kissctosMordida Saliva E /4 Aed ¢ 0
Allium cepa Cebolla, Plantas Bulbo, Semilla E " Allc 0
Allium porrum Plantas, Puerro Hoja, Brote E /4 Allp 0
Allium sativum Ajo, Plantas Bulbo E /4 Alls 0
Alternarnia alternata Hongos, Mohos, Alternaria Cuerpo entero M Alt a 1-related Altal 0
Alternaria alternata Hongos, Mohos, Alternaria Cuerpo entero M Enolase Alt 3 6.0101 0
Amaranthus cruentus Amaranto, Plantas, Hautli Semilla E /4 Ama cr 0
Ambrosia, Plantas,
Ambrosia artemisiifoli Polen E Amb a 0
B wrrlie Artemisia/Ambrosia-Especies relacionadas i
; it Ambrosia, Plantas, Amb a 1-like; Pectate
Anbrosia artamisiifig Artemisia/Ambrosia-Especies relacionadas Folen g Lyase Gl ’
CCD-bearing Protein
Ananas comosus Anand, Pifia Americana, Plantas, Férmaco  Fruto, Tallo M (XF); Cysteine Protease, Anac?2 0
Food
Anacardium occidentale Anacardo, Plantas Semilla E /4 Ana o [Seed] 0
Anacardium occidentale Anacardo, Plantas Semilla M 2S Albumin Anao3 0
Anas platyrhynchos Animales, Pato, Aves Huevo E /4 :r:t:]lligg 0
Anas platyrhynchos Animales, Pato, Aves Huevo E /4 Ana p [Egg yolk] 0
Anisakis pegreffii Animales, Gusanos, Pardsitos, Anisakis Larva E /4 Ani pe 0
Anisakis simplex Animales, Gusanos, Parasitos, Anisakis Cuerpo entero E Y/ Anis 0
Anisakis simplex Animales, Gusanos, Parasitos, Anisakis Cuerpo entero M Serine protease inhibitor Anis1 0
Anisakis simplex Animales, Gusanos, Parasitos, Anisakis Mdasculo M Tropomyosin Anis 3 0
Apium graveolens Apio, Plantas, Apio Nabo Véstago E v/ Api g [Stalk] 0
) ] . ; , Fagales-related, Group 3
Apium graveolens Apio, Plantas, Apio Nabo Hoja, Raiz M 1: Bet v 1ike Api g 1.0101 0
. . Abeja, Animales, Himendpteros, Insectos, .

Apis mellifera Abeja Europea Veneno E /4 Api m [Venom] 0
Apis mellifera Abeja, Animales, Himendpteros, Insectos, Veienc M Phospholipase A2; Apim 1 a

Aheia Flironea

CCD.haearinag Pratain (XF)
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Fecha de nacimiento: 01/01/1900 Fecha muestra: 29/03/2017
Codigo APC: ITROMCAAM79180 Fecha test:  31/03/2017
Codigo de ejemplo: CAAMSER 68964 Fecha imprenta: 26/05/2017
Nombre Latino Nombre Comun Tejido Tipos Nombre molécula  Alérgeno Valor
o
Artemisia vulgaris pUTSIDisR, Fontes, R0h, Polen M Atvldike; Defensin  Artv1 0
Artemisia/Ambrosia-Especies relacionadas
Aspergillus fumigatus Hongos, Aspergillus, Mohos Cuerpo entero E /4 Asp f 0
Aspergillus niger Hongos, Aspergillus, Mohos Cuerpo entero E /4 Asp n 0
Aspergillus restrictus Hongos, Aspergillus, Mohos Cuerpo entero M Ribotoxin Asprl 0
Asparagus officinalis Espérrago, Plantas Tallo E /4 Aspa o 0
Bertholletia excelsa Plantas, Semilla de Brasil Semilla E /4 Bere 0
Abedul Plateado, Plantas,
Betula verrucosa Abedul/Avellano/Roble-Especies Polen E /4 Bet v [Pollen]
relacionadas
Abedul Plateado, Plantas, Fagales. G 1:B
Betula verrucosa Abedul/Avellano/Roble-Especies Polen M lj?:ees' roup L;iBetV  petv1.0101
relacionadas
Abedul Plateado, Plantas,
Betula verrucosa Abedul/Avellano/Roble-Especies Polen M Profilin Betv 2.0101 0
relacionadas
Beta vulgaris Plantas, Remolacha Hoja, Semilla E V4 Beta v [Leaf] 0
Animales, Cucaracha Alemana,
Blattella germanica Cucarachas, Insectos, Cucarachas y otras  Cuerpo entero E /4 Blag 0
plagas
Animales, Cucaracha Alemana,
Blattella germanica Cucarachas, Insectos, Cucarachas y otras  Cuerpo entero M Cockroaches, Group 1 Blagl 0
plagas
Animales, Cucaracha Alemana,
Blattella germanica Cucarachas, Insectos, Cucarachas y otras  Cuerpo entero M Aspartic Protease Blag2 0

plagas

Animalae Furararha Alamana
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Fecha de nacimiento: 01/01/1900 Fecha muestra: ~ 29/03/2017
Codigo APC: ITROMCAAM79180 Fecha test:  31/03/2017
Codigo de ejemplo: CAAMSER 68964 Fecha imprenta:  26/05/2017
Nombre Latino Nombre Comun Tejido Tipos Nombre molécula  Alérgeno Valor
-]
Castafa, Castafio, Plantas,
Castanea sativa Abedul/Avellano/Roble-Especies Nuez, Semilla E /4 Cas s [Seed] 0
relacionadas
; : 4 ; Cavp
Cavia porcellus Animales, Cobaya, Mamiferos, Roedores Caspa, Orina E M [Epithelium]
Ceratonia siliqua Algarrobo, Plantas Semilla E /4 Cer si [Seed]
Chenopodium quinoa Plantas, Quinoa, Arroz de Perd Semilla E /4 Che qu
Cicer arietinum Garbanzo, Plantas Semilla E /4 Cica
Citrus reticulata Plantas, Mandarino Fruto E /4 Cit r [Fruit]
Cladosporium herbarum Hongos, Mohos, Cladosporium Cuerpo entero E /4 Clah
Avellana, Avellano, Plantas,
Corylus avellana Abedul/Avellano/Roble-Especies Polen E /4 Cor a [Pollen]
relacionadas
Avellana, Avellano, Plantas,
Corylus avellana Abedul/Avellano/Roble-Especies Nuez, Semilla E W Cor a [Seed] 0
relacionadas
Avellana, Avellano, Plantas, Fagales. G v
Corylus avellana Abedul/Avellano/Roble-Especies Polen M ljigkaees. e ot Cora 1.0103
relacionadas
Avellana, Avellano, Plantas,
Corylus avellana Abedul/Avellano/Roble-Especies Semilla M 2S Albumin Coral4 0
relacionadas
Avellana, Avellano, Plantas,
Corylus avellana Abedul/Avellano/Roble-Especies Semilla M LTP; 9k-LTP Coras8 0
relacionadas
Avellana, Avellano, Plantas,
Corylus avellana Abedul/Avellano/Roble-Especies Semilla M 115 Globulin Cora9 0

E | T =3¢

—

i P i - - EE——

il

p— |



UTILIDAD CLINICA DEL DIAGNOSTICO
MOLECULAR

La posibilidad de identificar individualmente las moléculas causantes de la reaccion
alérgica permite una mayor precision diagnostica que se traduce en:

-Posibilidad de explicar reacciones alérgicas inexplicables: por eiemplo como
resulto ante la identificacion de un nuevo alérgeno presente en la orina de perros (la
calicreina prostatica Can f5), capaz de fijar IgE especifica en pacientes alérgicos al
perro que mostraban resultados negativos ante otros alérgenos descritos
anteriormente. Este alér geno redujo el numero de casos falsamente negativos; y al
ser una proteina solo presente en prostata, explicaria porque algunos pacientes
alergicos al perro toleran perras hembra o castrados.



UTILIDAD CLINICA DEL DIAGNOSTICO
MOLECULAR

- Permitir diferenciar la cosensibilizacion de la polisensibilizacion: es decir,
cuando un paciente esta realmente sensibilizado a alérgenos genuinos o primarios de
diversas fuentes alergénicas o se debe a reactividad cruzada a proteinas ubicuas en
distintas especias, siendo solo una la fuente alergénica sensibilizante. Esta diferencia
conlleva diferencias prondsticas y terapéuticas

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



UTILIDAD CLINICA DEL DIAGNOSTICO
MOLECULAR

- Adecuar la indicacion de inmunoterapia: orienta la correcta prescripcion no solo en cuanto
a la composicion del extracto, sino también respecto a su indicacion o no, modificando la
prescripcion en casi la mitad de los pacientes sobretodo en areas con sensibilizaciones
complejas a polenes

*ldentificar riesgos y predecir posibles dianas alérgicas: los pacientes
sensibilizados a moléculas termoestables tienen mayor riesgo de reacciones
sistemicas; por otro lado, las reactividades cruzadas de algunas moléculas puede
alertar sobre posibles reacciones ante aléergenos que las contengan, como por
ejemplo en un paciente sensibilizado a tropomiosina de acaro se puede predecir
posible reaccion a crustaceos.



UTILIDAD CLINICA DEL DIAGNOSTICO
MOLECULAR

- Evitar pruebas de provocacion: en algunos casos se han establecidos
puntos de corte de IgE especifica que son indicativos de probabilidad de

tener sintomas graves y establece la recomendacion de realizar o no esta
prueba.

- Mejorar la caracterizacion de los aléergenos responsables de la

alergia ocupacional: asi como identificacion de nuevos alérgenos en este
campo



