TEST DE ACTIVACION DE BASOFILOS (TAB )/TEST DE .
DEGRANULACION - B
DE BASOFILOS (TDBH)

1. El dosaje de la histamina liberada por basdfilos desafiados con el alergeno
(Test de liberacion de histamina). Mide la cantidad de histamina liberada in vitro

cuando se afiade un extracto alergénico en distintas concentraciones a la sangre del paciente alérgico,
de utilidad limitada en la practica clinica, se emplea en investigacion.

2. La medicion de la cantidad de cisteinil-leucotrienos secretados por basdfilos
enfrentados con el alergeno (Test de liberacién de leucotrienos — Cellular
Antigen Stimulation Test - CAST)

3. El recuento, observado por microscopia optica, de basdfilos que han perdido
sus granulos luego de la exposicion con el alérgeno, (test de degranulacion de
baséfilos humanos - TDBH).

4. La medicion, por citometria de flujo, del aumento en la expresion de

marcadores de activacion en la membrana de basofilos luego de incubarlos con
el alérgeno. CD193 o CD203c, CD63.TAB
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BIOMARCADORES DE BASOFILOS

'£S una proteina granular
lefraespan de 53 Kda

'Esta anclada en los
granulos de fa membrana
de los basofilos

Por CM se detecta Anti
CD63 PE y anti IgE FITC

£s un Ag de superficie,
expresado en basofilos humanos
recientemente reconocida por el
Acm 97A6

'£8 una ecloenzima
multifuncional llamada
pirofoslatasa eclonucleotide
phophodiesterase 3 (E-NPP3)

£ Knol, Depeetment of bumumlogy /Allecgology. University Medionl Cener Utrects, The Netetinds 2015



TEST DE ACTIVACION DE BASOFILOS .
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BIOMARCADORES DE BASOFILOS

-— .{;BKASOFILO EN REPOSO

IgE receptor

CD203¢

proteina quinasa

paalMPK activada por

mitogenos
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TEST DE ACTIVACION DE BASOFILOS (TAB") . .
e

Los basofilos se identifican mediante conjugacion con fluorocromo. © o | °

La activacion es medido usando anticuerpos dirigidos contra CD63 (esta en
lo granulos y migra a la membrana cuando hay activacion ) o CD203c8 (
esta en la membrana y aumenta con la activacion ).

Anticuerpos dirigidos a CD193, CD203c, IgE o0 CD123/ HLA-DR,
consiguiéndose una mayor precision con la combinacion de dos o0 mas
anticuerpos.

Hay otros marcadores que estan al alza y regulado negativamente en
basofilos activados, como CD107a y diaminoxidasa (DAO)
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La sangre, los alérgenos y los anticuerpos se pueden
combinar y calentar. a 37°C durante entre 15 y 45 minutos
en un bafo de agua

Después de eso, la muestra debe ser hemolizada y
analizados por citometria de flujo.
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TEST DE ACTIVACION DE BASOFILOS (TAB) « *

Prueba in vitro para el diagndstico de hipersensibilidad . ©
- Dermatophagoides pteronyssinus, latex, relajantes musculares
veneno , polen, antibidticos B-lactamicos
- Estudiar la presencia de autoanticuerpos anti-IgE o anti- FceRI en
pacientes con Urticaria Cronica.

Urticaria crénica
espontanea (UCE) se
- producen anticuerpos
gy e dirigidos contra la IgE o
i epmberser o fepgetoierig-prmi g ot e contra el receptor de alta
afinidad para IgE (FceRl),
que esta presente en la
Estos anticuerpos pueden activar los superficie de los mastocitos y
basofilos de manera directa basofilos.
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VENTAJAS DEL TAB « "

1. Alta especificidad en el diagnéstico: S 85% -100% y E 83% - 100% de
acuerdo al alérgeno utilizado
En alergia a alimentos y venenos
2. Seguridad de los pacientes: No requiere exposicion in vivo al alérgeno.
3. Variedad de estimulantes: Muchas drogas y los alérgenos ocupacionales
4. Reproducibilidad: La prueba de basodfilos es reproducible
coeficientes de variacién entre 0.89% a 5%.

5. Equipo simple: BAT se puede realizar en cualquier flujo citbmetro requiere un
numero limitado de colores.
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LIMITACIONES DEL TAB . NN

1. Requiere sangre fresca :dentro de las 24 horas posteriores a la extraccion
de sangre/ hasta a 48 horas, pero los resultados pueden ser falsos
negativos.

Un enfoque alternativo es activar, etiquetar, lisar y fijar basofilos en el sitio
clinico, y analizarlos citometria de flujo. lo ideal a las 4 horas j

2. No respondedores: entre el 10% y el 15% de los sujetos (es decir,
basofilos que no responden al alérgeno o el control positivo mediado por IgE
pero solo al control sin IgE control positivo mediado) y sus resultados no
pueden ser interpretado.

3. El ensayo manual requiere mucho tiempo practico.

4. Subjetividad de los analisis de datos.
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TEST DE ACTIVACION DE BASOFILOS (TABi o ®




CONDICIONES PREVIAS

* Los antihistaminicos, entre otros (antidepresivos triciclicos,
corticoides, etc.), pueden modificar TAB y TDBH, inhibiendo la
activacion de las células en respuesta al alérgeno

* Suspender el tratamiento antes de realizar las pruebas in vitro,
puesto que podrian obtenerse resultados falsamente negativos.

 Los antihistaminicos no influyen en las pruebas serologicas por
lo que no es necesaria su suspension para la realizacion de
estos analisis sanguineos.



TEST DE ACTIVACION DE BASOFILOS (TAB") . .
e

Tratamiento con ibrutinib reduce la activacion de basoéfilos (un inhibidor
de la tirosina quinasa de Bruton (BTK), puede reducir la activacion de
basofilos al interferir con la sefalizacion intracelular necesaria para su

activacion y degranulacion) y los esteroides orales puede inducir
basopenia

Se necesitan entre 50 y 100 pl de sangre.

Los alérgenos se anaden ya sea 1/10 del volumen de sangre utilizado, o
en una proporcion igual volumen en funcion del método
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Evaluacion de area bajo la curva, sensibilidad, especificidad y porcentaje de
correctamente clasificados de los diferentes test frente a la prueba de
provocacion

Curva Error Correctamente
IC 95% Sensibilidad | Especificidad

ROC @ Estandar clasificados

Test de activacién

- 0.88 013 063 - 1.00 75.0% 100.0% 95.0%
de basofilos

Reacclion
intradermica

0.69 015 039-098  50.0% 87.5% 80.0%

Prick test 0.59 013 034 -085  25.0% 93.8% 80.0%



TEST DE ACTIVACION DE BASOFILOS (TAB) ¢ °*°

En las reacciones anafilactoideas la utilidad diagnéstica de estas
“ técnicas es insuficiente



TEST DE ACTIVACION DE BASOFILOS (TAB)

[ J

1-El compuesto reactivo no sea la droga en si misma
sino uno de sus derivados metabolicos .

2. No exista una forma hidrosoluble de la droga
disponible para ser incubada con los basofilos.

3. El farmaco no actue en forma directa en basoéfilos
active el sistema de complemento o el sistema de

quininas-bradiquinina plasmaticos que luego activen

basofilo

4. La reactividad disminuya con el paso del tiempo,

desde que el paciente experimento la reaccion adversa
hasta el momento del analisis.




TEST DE DEGRANULACION DE BASOFILOS HUMANDS
(TDBH) .




TDBH POR MICROSCOPIA -

Se extrae una muestra de sangre del paciente y se aisla la fraccion que
contiene basofilos. Se debe procesar dentro de las 24 horas .

Los basdfilos se exponen al farmaco (droga pura ) sospechoso en un
medio controlado.

Si el paciente es alérgico o tiene hipersensibilidad al estimulo, los basofilos
se activan, sufren cambios morfologicos y liberan los granulos que contienen
mediadores .

Los cambios morfoldgicos tipicos de los basodfilos activados, como la pérdida
de granulos intracelulares, pueden observarse con microscopia optica.
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in vitro Stimulation




TEST DE DEGRANULACION DE BASOFILOS
HUMANOS (TDBH)




v’Se emplean camaras de Neubauer en vez del
hemocitometro.

Se cuenten por lo
menos 50 basoéfilos en
el control negativo.

El porcentaje de degranulacion se obtiene aplicando un calculo.
Como criterio de positividad consideramos un porcentaje de
degranulacion superior a dos desvios estandar de la media obtenida en
individuos no alérgicos.



TEST DE DEGRANULACION DE BASOFILOS HUMANOS

® Hipersensibilidad

a farmacos:
cuando las pruebas
cutaneas no son
viables o estan
contraindicadas

(TDBH)

Evaluacion de
reacciones
pseudoalérgicas:
detectar
reacciones no
mediadas por IgE,
(AINEs, opioides),
donde los basdfilos
se activan
directamente por
mecanismos no
inmunoldgicos.

Alternativa a las
pruebas
cutaneas: Es una
herramienta clave
para pacientes
que no pueden
someterse a
pruebas cutaneas



a )

Requiere habilidades
técnicas: La
interpretacion de los
resultados bajo
microscopia requiere
experiencia en la
identificacién de los

baséfilos y sus

-

\

Menos cuantitativo:
no proporciona una
cuantificacion exacta

\cambios morfolégicosj

\_

de la cantidad de
basodfilos

/

a )

ensibilidad variable:
La sensibilidad del test
puede depender del
tipo de farmaco
utilizado, y de la
capacidad de los
basofilos de activarse
y liberar granulos en el

momento de la prueba.
\_ /




TEST DE TRANSFORMACION LINFOBLASTICA (TTL)

Incubar |la sangre entera con el farmaco in vitro g por
citometria de flujo el porcentaje de linfocitos CD69+ luego
de la estimulacion, comparando con células control no
estimuladas, valorando si se produce una respuesta
inmunologica que explique o confirme la reaccion alérgica
que presenta el paciente.

-DuranteCPeriodos prolongados de tiempo (desde 48 horas
hasta 7 dias)

*Se debe realizar de forma relativamente inmediata tras la
extraccion de la muestra de sangre.



TEST DE TRANSFORMACION LINFOCITARIA (TTL)

La expresion de CDG9 posterior a la
estimulacion in vitro se correlaciona con la
oroliferacion celular, por lo tanto se considera
a deteccion de CD69 como una herramienta
util para el diagnostico de reacciones de
nipersensibilidad a farmacos ( DHRs.)

Es un método seg{_uro comparado a la
pruebas in vivo y tiene la ventaja de que se
pueden evaluar diferentes drogas en el

mMISMo momento.



TEST DE TRANSFORMACION LINFOCITARIA
(TTL)

El perfil de expresidn
de este antigeno de
activacion alcanza un
pico dentro de las 8
horas

La cinética rapida y la
expresion transiente del
CD69 sobre células T
provee una medida
directa de la respuesta a
estimulos reduciendo el

Pido a la activacion

Los marcadores que son
expresados mas tarde
requieren de incubaciones

largas (3-10 dias) y son
vulnerables a la distorsion de
los resultados por artefactos
generados in-vitro.



TEST DE TRANSFORMACION LINFOCITARIA (TTL)

Los TTL detectan Li de memoria, no dara un resultado positivo en
ninguna reaccion de hipersensibilidad a medicamentos que no esté
mediada por una respuesta inmune especifica.

La mayoria de los medicamentos son compuestos de bajo peso
molecular y composicion quimica simple, y sus estructuras no son
reconocibles facilmente por el sistema inmune.

Son moléculas demasiado pequenas para interactuar con los

receptores inmunes con suficiente potencia para activar los Li T o Li
B.

Diagnosticar la alergia a farmacos de tipo retardado



TEST DE TRANSFORMACION LINFOBLASTICA
(TTL) o«

El resultado de la interaccion de medicamentos
con células T conduce :-tolerancia en la
mayoria de los casos- 0 a la induccion de
células T efectoras medicamento especifico

Las interacciones medicamentosas con el TCR
implican un asociado medicamento/péptido
exhibido en el CMH de CPA ( que
forman enlaces covalentes con residuos de

aminoacidos de proteinas)

Sulfametoxazol, deben ser metabolizados o
bioactivados a formas quimicamente reactivas
antes de unirse a proteinas.




TEST DE TRANSFORMACION LINFOCITARIA (TTL)

En su estado original, la mayoria de
farmacos no tienen capacidad
Inmunogeénica.

ol el farmaco es presentado a los LT por
CPA tanto en su forma original como si se
modifica tras su metabolizacion, puede
desarrollar una respuesta mediada por Li T,
0 mediada predominantemente por
anticuerpos, o tener caracteristicas de
ambos tipos de respuesta.



TEST DE TRANSFORMACION
LINFOCITARIA (TTL)

Multiples mecanismos para explicar la activacion de los Li T y la
formacion de Li T de memoria especificos de farmacos

-Haptenacion (hipotesis hapteno-proteina, donde el farmaco se
convierte en un inmunogeno por union irreversible a una
proteina)

- Interaccion farmacologica directa con receptores inmunes

- El repertorio de péptidos alterados (hipotesis concepto p-i
Pharmacological Interaction with Immune Receptors): Algunos
farmacos pueden unirse directamente a los receptores TCR o
MHC sin procesamiento previo, activando los linfocitos T



TEST DE TRANSFORMACION LINFOCITARIA (TTL)

Después de una historia detallada, es crucial evaluar la
asociacion tem?oral entre los sintomas y la exposicion a
los medicamentos con la ayuda de una

linea de tiempo de los medicamentos.

Es poco probable que cualquier medicamento que se
comience a administrar mas de 6 a 8 semanas antes de la
reaccion sea causal.

También se debe considerar la vida media del farmaco.



TEST DE TRANSFORMACION LINFOCITARIA (TTL)

La S y la E son dependientes de los farmacos evaluados y
%e8lg%/dlstlntas entidades clinicas involucradas, (S 60-70 %
0.

Han sido reportados TTL positivo para diferentes grupos de
drogas: antibioticos (b-lactamicos, quinolonas,
sulfonamidas, etc.), antiepilépticos (lamotrigina, _
carbamazepina, fenobarbital, fenitoina), antihipertensivos,
anestesicos locales, diuréticos, vitaminas, efc.

Altos valores de activacion no se asocian con la severidad
de los sintomas clinicos, son solo el reflejo de una alta
fretcude_nma de precursores de LT especificos del farmaco en
estudio.



TEST DE TRANSFORMACION LINFOCITARIA (TTL)

Util en pacientes con exantema generalizado de diversos tipos (maculopapular, bulloso, pustular),
en pacientes con DRESS y con reacciones anafilacticas severas “like” IgE mediadas.

Las reacciones de hipersensibilidad generalizadas que involucran la piel y el higado (como ocurre
en DRESS) frecuentemente son positivas para TTL.

Ademas ha sido reportada positividad en pacientes con pancreatitis autoinmune, enfermedad
intersticial de pulmon, fiebre y vasculitis.

En hepatitis medicamentosa, el TTL puede ser positivo y un instrumento util para discriminar entre
hepatitis inmune de reacciones tdxicas por drogas antituberculosas.

Este test es mas bien rara vez positivo en discrasias sanguineas como anemia hemolitica o
aplasica; en NET, donde un TTL positivo es una excepcion y en vasculitis de pequefios vasos
(ANCA-negativas).



TEST DE TRANSFORMACION LINFOCITARIA (TTL)

Idealmente, la evaluacion de alergia a medicamentos deberia llevarse a cabo 4- 8
semanas despues de la resolucion completa de todos los sintomas clinicos en la
mayoria de las DHRs.

La realizacion del mismo durante la reaccion aguda podria dar lugar a resultados
falsos negativos ya que los linfocitos T son fuertemente activados.

Sin embargo se han reportado que reacciones de TTL pueden ser observadas
cuando los test son realizados en estadios agudos (para MP, erupcion maculo
papular, sindrome de Stevens-Johnson (SJS) y la necrdlisis epidérmica toxica
excepto para DIHS/DRESS (Sindrome deHipersensibilidad/Rash por drogas y
eosinofilia con sintomas sistémicas), en los cuales las reacciones positivas de TTL
pueden ser exclusivamente observadas luego de 1-2 meses de producido el debut
de la enfermedad.

Asi en el estadio agudo, un aumento importante en la frecuencia de Li T
regulatorios podria contribuir negativamente a la reaccion de TTL y una vez
recuperado el paciente retornan a sus valores normales.



TEST DE TRANSFORMACION LINFOCITARIA (TTL)

El TTL evalua la respuesta de Li T de memoria, por lo tanto puede permanecer
positivo por muchos afnos.

Ha sido reportado positividad luego de 10-20 afnos posterior al tratamiento con b-lactamicos
0 carbamazepina, los cuales originalmente habian causado DHRs.

Sin embargo, en otros pacientes se observé pérdida de reactividad en un tiempo de 3-4
anos, por lo tanto se recomienda realizar el TTL no mas de este periodo.

La respuesta de los Li de memoria parece ser aun mas intensa para las DHRs no
inmediatas que para las inmediatas.

Por lo tanto, se recomienda evitar de por vida el farmaco implicado y aquellos con posible
reactividad cruzada cuando exista reaccion alérgica a farmacos



TEST DE TRANSFORMACION LINFOCITARIA (TTL)

Existen interferencias por el tratamiento con drogas que pueden dar lugar a falsos
negativos como ocurre con los corticoides, ya que frecuentemente causan
linfopenia y ademas inhiben la secrecion de citoquinas por los Li T.

Otras drogas inmunosupresoras como metotrexato, ciclofosfamida y azatioprima
interfieren en menor medida con la activacion y proliferacion de los Li T y se
puede realizar el test si no hay linfopenia.

También puede haber falsos negativos por ingesta de anticonceptivos orales.

La positividad del TTL frente a un alérgeno concreto indica la presencia de una
sensibilizacion a dicho alérgeno.

Es decir, una propension, no la obligacion, a desarrollar una reaccion alérgica.
Por otro lado, es importante tener en cuenta que la negatividad de esta prueba
frente a un farmaco no excluye la sensibilizacidon a dicho farmaco.



ROL DEL LABORATORIO

» Determinacion de (IgE) es la técnica mas frecuentemente utilizada, aunque también
se puede realizar la determinacion de otras inmunoglobulinas o la deteccion de
mediadores de la respuesta alérgica.

* Pruebas celulares consisten en estimular las células que participan en la reaccion
alérgica, aisladas de la sangre, con el alérgeno sospechoso de provocar la
reaccion, para valorar si se produce una respuesta inmunoldgica que explique la
reaccion alérgica que presenta el paciente.

« La positividad de los analisis de sangre frente a un alérgeno concreto o frente a una

de sus proteinas o componentes, indica la presencia de una sensibilizacion a dicho
alérgeno.

 Es decir, una propension, no la certeza, a desarrollar una reaccion alérgica.

 La negatividad de los analisis de sangre frente a un alérgeno no excluye la
existencia de una sensibilizacion a dicho alérgeno.



ROL DEL LABORATORIO

« Cuantificar los niveles de los anticuerpos IgG especificos frente
a un alergeno, e incluso determinado subtipo de anticuerpo

como la IgG4, anticuerpo que se considera bloqueante de la
reaccion alérgica.

La elevacion de los anticuerpos IgG no sirve en el diagnostico
de alergia alimentaria.

*Los niveles de IgG4 en relacion con los de IgE frente a un
alimento se han asociado a la tolerancia a alimentos, pero su
uso esta reducido a la investigacion.

* Tampoco se puede aplicar con fiabilidad la determinacion de
IgG4 como marcador de mejoria clinica de los pacientes tras
una inmunoterapia.



SENSIBILIDAD ALIMENTARIA -

Eieaociones adversas a alimentos }
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( Inmunomediadas ] [ No inmunomediadas J
A4 l
IgE IgG Deficiencias enzimaticas
Alergia Alergia Efectos famacolégicos
tipo | Tipo Il Efectos quimicos
Reaccion alérgica Intolerancia Intolerancia
alimentaria re—— alimentaria

U. Terminologia comun

Sensibilidad alimentaria
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SENSIBILIDAD ALIMENTARIA

\
- La sensibilidad a los alimentos NO es una enfermedad en el

sentido mas estricto

= Se intensifican los sintomas de enfermedades inflamatorias ya

existentes
-+ posibles sintomas inespecificos y multiples.
— a menudo mal diagnosticado

- Laintolerancia a varios alimentos s comun
- Reaccion retardada (horas/dias) despues del consumo



SENSIBILIDAD ALIMENTARIA

A menudo inflamacidén cronica

Sintomas persistentes durante
dias

NO pone en peligro la vida

Dieta de eliminacion o rotacion
— alivio de los sintomas

Reintroducir pequenas cantidades del alimento @ . ‘
perjudicial



4 )

Relacionan los
alimentos con
reacciones de
HS mediada
por
inmunoglobulina
tipo 19G.

4 )

La continua ingestion
de los alimentos a
los que se es
sensible provoca una
constante presencia
de anticuerpos en el
torrente sanguineo.
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4 )

hipersensibilidad tipo Il
y lll, /inmunocomplejos
entre /tipo IgG.

\_ /

SENSIBILIDAD ALIMENTARIA

4 )

La precipitaciéon de
estos
inmunocomplejos a
nivel vascular da lugar
al inicio de un proceso
inflamatorio
responsable de los
dafios en los tejidos
proximos a la reaccion
inmunoldgica.

\_ /

4 )

Esto se refleja
en multiples y
variados
sintomas

- J




SENSIBILIDAD ALIMENTARIA

/Gastrointestinal: '\ (Neuronales: " [ cardiovascular:
' SlI, enfermedad de Crohn, | | Fatiga crénica, insomnio, Palpitaciones
dolor abdominal, diarrea, ansiedad, depresion, e

estreﬁim.iento, hinchazén, encefalitis, dolor de cabeza, Piel:

\(heaom ) \.migrafia, hiperactividad (ross)/ |  Eczema, erupciones,
- g ~ -, \_manchas

' Respiratorio: | | Musculoesquelético: ) p—

Asm‘; rinitis. sinusitis Dolor articular, artritis Metabdlico:

G Aralakanite Caad reumatoide, dolor muscular, Aumento de peso,
P : ) |_fibromialgia /| pérdida de peso

~ Muchos sintomas posibles—dificil identificar la causa

~ La pruebade IgG puede ser atil ~diagnéstico—dietade eliminaciéon o
rotacion

%



O\

IGG ALIMENTOS

- Existen 4 subclades de lgG: IgG1, lgG2, lgG3 e lgG4
~ 2 vaniadones de prueba para ka determinacidn de anticuerpos IgG: IgG total, solo IgG4

TGV RAGSES 'vfj} j;‘zf;: e ':..\i..\?a'«'..- rad
Abundancia 6% 2% o 4%
Concentracién sérica media (mg/ml) 9 3 1 05

Neutralizacién ot e —t R
Opsonizacién 4
Activacion del complemento +

~ 1gG1 e IgG3 tienen fuertes propiedades proinflamatorias

= lgG4 tiene propiedades antiinflamatorias

= IgG4 juega un papel en la alergia dasica tipo | y se considera un antagonista de
IgE £
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IgG4 -

4 . . .
Los anticuerpos con la misma especificidad o
reactividad cruzada, pueden competir con la IgE por la
union antigenica y prevenir o suprimir la respuesta
alergica.

N y

/Esto ocurre con la inmunoterapia alérgeno especifico, la
cual estimula una respuesta Th2 modificada, causando
una intensa regulacion en alta de 1gG4 e IgA2, que
\pueden competir por la union al alergeno con IgE.

/
4 )
Se cree que esta desviacion inmune alérgeno especifica

de IgE hacia IgG4 e IgA2, puede contribuir al éxito de la
iInmunoterapia alérgeno especifica

O\ /




RA-M6G

lgG4

IGG4 ALTERNARIA TENUIS (slgG4 - IgG4 alérgeno-
especifica)

RA11G

IGG4 APIS MELLIFERA (Abeja) - Veneno (slgG4 -
IgG4 alérgeno-especifica)

RA-M3G

IGG4 ASPERGILLUS FUMIGATUS (slgG4 - 1gG4
alérgeno-especifica)

RA-D201G

IGG4 BLOMIA TROPICALIS (slgG4 - 1gG4 alérgeno-
especifica)

RA-G5G

IGG4 CESPED PERENNE DE CENTENO - LOLIUM
PERENNE - BALLICO (slgG4 - IgG4 alérgeno-
especifica)

RA-G6G

IGG4 CESPED TIMOTHY - POA PRATENSIS (slgG4 -
IgG4 alérgeno-especifica)

RA-D2G

IGG4 DERMATOPHAGOIDES FARINAE (slgG4 -
IgG4 alérgeno-especifica)

RA-D1G

IGG4 DERMATOPHAGOIDES PTERONYSSINUS
(slgG4 - 1gG4 alérgeno-especifica)
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FRECUENCIA DE ALERGIA IGE MEDIADA A HEETARES TATE
ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDES (AINE)

DESCRIPCION DE NUESTRA EXPERIENCIA DESDE 2013 A 2016

INTRODUCCION
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1 Mastrar | frecuencia de alergin a AINE-IE mediada en nuestra poblacidn de pacientes con sospecha de alergia & AINE en &l periodo comprendida entre ‘.~.\
OBJET'VDS noviembre de 2013 a abril de 2016. o,

2 Conocer e distribucion por eded de los pacientes que presentan anticuerpas IgE especificos 2 AINE durante el periodo estudiada.
3. Establecer los AINE mas representativas involucrados en los pacientes con presencia de anticuerpos IgE especificos.



RESULTADOS i’§

FRECUENCIA DE PACIENTES CON PRESENCIA DE ANTICUERPOS |GE ESPECiFICS A AINE

o
Solicitudes de IgE especifica de N 43,2 % pacientes : Presencia de anticuerpos anti gk a AINE
117 pacientes

Edad promedio de los pacientes 41 31105 pesesssseniea
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k Pacientes n=117 |
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AINE MAS REPRESENTATIVOS INVOLUCRADOS EN LOS PACIENTES CON PRESENCIA DE ANTICUERPOS | GE ESPECIFICOS.
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REACTIVIDAD MULTIPLE. PACIENTES CON PRESENCIA DE
ANTICUERPOS |GE ESPECIFICOS A MAS DE UN AINE

55,6 % de los pacientes fueron positivos a un solo AINE

% : % [BUPROFEND e
: - 3 combinadas con AAS, doscon
. T : diclofenac y una con dipirana.
CONCLUSIONES 4%, s Lo , '
En nuestra poblacién, durante el periodo comprendido entre 2013- - ,
2016, la dipirona y el ibuprofeno, independientemente de |z edad, y en e i ot it
acuerdo con [a bibliografia son los AINE més comdnmente relacionados & Digoa i O
a hipersensibilidad mediada por IgE. o I : -
La determinacion de IgE especifica para AINE mediante el REFERENCUAS

método de ELISA aporta una herramienta valida para sustentar it oSN e
EI dlagnéSﬁCD de a|EI'g|a, 3unque al Igual que las pl'l.lebas Tioms L, . vt e o g ogbmiao ty rcncn  TNEATAAC) rg logy bameds roup f i s gy 3072 4 110
cutaneas un resultado negativo no lo excluye. S R = e L &

Timan ), o2 . el bl o g g ypaTasn ety Wt % hvwical ey drage vl e O bemeanc A, vl 0 (S 4



FRECUENCIA DE IGE ESPECIFICAS SERICAS PARA LOS PRINCIPALES GRUPOS
DE ALERGENOS REALIZADOS EN UN LABORATORIO DE LA CIUDAD DE HHFARESTAIE
MAR DEL PLATA. DESCRIPCION DE NUESTRA EXPERIENCIA DESDE 2012 A 2017.

Gentili Maria Patricia, Maffioli Monica, Mayo Daiana, Uiiates Belén, Ranocchia Romina.
Area Inmunologia Fares Taie Instituto de Analisis \Rivadavia 3343 Mar del Plata , Buenos Aires Argentina. Contactoinmunologia@farestaie.com.ar.

INTRODUCCION

El dagnosiico de dlefgla requiers |3 comiinacian 02 una Niona ofnica, ensayos In Wi y 13 defiection o2 1gE especitca. Las pRUeDas i 10 MUNCa eslan exsias e ri2sgo, r2on por |3 que cuantifcar IgE especiica 52 Nan Converioa &n Lna haTamienta esendal en os
aigartmos diagnésticos. Su Inconveniante principal es que detectan ‘senshillZacan que esta poco relaconada con ‘Jerga dink’. La procadildad de dlergla dinkca pusde ser samicuantiicada 3 parr def reslitad de na prueda de 1gE especifca Esta reiackin seve
Influenciada por factores del paciente como |3 edad, (@ etnla, |3 naturaieza g 3 reaction Alangica, cosxstencia o8 oas enfermedades cinicas (Hes comD damatiis at5pia / eczema, 3 reglan geograncs, |3 exposician al poien, |3 dieta, 105 facines ambientales

Mumedad), & eiecicin, & 86Tes fisca Y emociond, |as INfeccionss ¥ 108 medcamentos.

: compartimiento sanguineo de! paciente (transusiones sanguineas, PIoteinas heterdiogas, QuImintErapia, AIMINSTACin 02 SUSDS 0 rE3000NSs aNaflsicas Slstémicas recentes).
InmunceLpreslan Importante. L3 inmunoterapla radiciond puede aterar detamminatos meldos, dada | posibilkdad potencidl o2 genarar munogiobulnas Wmammmmmmﬁmmmﬁmmwmwammw
resultada de IgE especifica tenfiendo en cuenta carmcleristicas de presentacion del paclents (protablidad pre-iest). La presenda e cada uno de estos factores especiicos ded padents Indica que un packente 25 mas 0 MENDS pOpEnsd a tener akengia dlinkca con un
dterminacs resuitado de A prusba {probabiidad post-test). Las prusbas de cibade en INdhiduos no afectacds, oon pruebas de IgE aspecifioa tiane Un bajo valor predctivg Fosivg de aproxdmadameant e S0%. £n las poblacionss donde 12 probanlicad e aerga dinksa es
YO, & valor pradicthe posiv de 13 prueha cutanes (PC) o de |2 I0E especifica puesde ser superior 3 85%.

OBJETIVOS
1. Mestrar [a frecuencia de IgE especticas séricas para los principales grupos de alergenos con sospecha de alergia en nuesira poblacion de pacientes entre los afios 2012 3 2017.
2. Establecer los alergenos mas representativos/grupe y las clases predominantes invalucrados en los pacientes con presencia de anticuerpos IgE especificos.

MATERIALES Y METODO

Pacientes: Se realizé un estudio retrospectvo en &l periodo comprendide entre los afios 2012 a 2017, Un total de 7308 solicitudes de pacientes con sospecha de alergia acudieron a Instituto de Analisis Fares Taie y se les realizd
Ia determinacion de IGE especifica para uno o varios alergenes utiizando el método de ELISA.

Evaluacian de IgE especifica mediante ELISA (Enzimoinmuna ensayo en fase solida): utiza pocfilos sensibilizados con anticuerpas humanos ant-IgE. Durante [a primera incubacion, &l Anti-IgE en fase salida capturan las IgE
ge |a muesira de suero, tanto especificas de alergenos como no especificas de alérgenos. Despues de un lavado inicial para efiminar cualquier posible nterferenca de otras inmunoglobulinas, (por ejemplo, IgG), se anade el
conjugado ant-igE-Biona ales pecillos que previamentz habian side incubades con los calibradores y los diversos alérgencs. Durante esta segunda incubacion, el conjugado anf-igE-Biotna se une a la IgE de los calbradores.
Despues del lavado, el conjugado de Estreptavidina-Peroxidasa se afade a todos los pocillos. Esto reacciona tanto con el Anti-lgE-Bioting, unido a los pocios de los calibradores, y con &l conjugado de Alergeno-Sioting, unidos a
ks pocflos de ks muestras. 1 ditime lavado efimina las especies no reaczionadas. Finalmentz, La adicion del cromogenc-sustrato pemuite L3 deteczion del conjugado de Estreptavidina-Peraxidasa. E color que s2 desarralla s
cormelaciona con |a concentracion de g de los calibradores. Los resultados son obtenides por interpolacion contra la curva de calibracion (0 - 0.28- 0.72- 3.8 - 18- 50 - 100 KIUIL) y se expresan en terminos tanto de unidades

como de clases (12,345 y 8 jde posiividad (Allergen A, Radim).



RESULTADOS

FRECUENCIADE PACIENTES CON PRESENCIA DE ANTICUERPOS IGE ESPECIFICOS POR GRUPO DE ALERGENOS
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CONCLUSION

Por grupo de alérgenos observamos mayer sensibilizacion para alérgenos de-l polvo, venenos y de mascotas seguidos de alérgenos alimentarios y menor sensibilizacion para alergenos de hongos y de gramineas.
*Cuando se sospecha alergia pmduclda por cada alérgeno especlﬁoo los mas representativos por grupo y sus clases fueron:

acaros de polvo casero la mayoria se encuentra entre mezcla de acaros, Dermatophagoides ptemnyssmus y farinae y para polvo de habitacidn con clases principalmente entre 2-4.

*Un tercio de las IgE especificas fueron positivas para veneno de abeja y de hormiga colorada, principalmente clase 1y 2.

*Mayor sensibilidad para detectar epitelio y caspa gato, con clases 2 y 3. mas que epitelio de pemo con clases 1y 2

Alimentarios: * Un cuarto de las IgE especificas fueron pasrtnras para huevo, mayor deteccion para c!ara (pe yemay ovoalbdmina.

* Un quinto de las IgE especificas fueron positivas para proteinas de la leche de vaca, mayor deb para fraccion beta-lactoglobulina que para ina y alfadactoglobulina. La menor positividad se observd para
pescados y mariscos y semilla de soya (clase 1 y 2 mayoritariamente).

*Cuando se pecha alergia producida por hongos por cada akérgeno la mayor positividad se observé para mezela de levaduras y en mucha menor medida Alternaria alternata, Aspergillus fumigatus, Cladosporum
herbarum {maxime clases 1y 2);

*Alérgenos de pélenes de gramineas la positividad fue baja y principalmente clases 1y 2.

DISCUSION
Conslderar sl anallsla o8 19E sspeciiicas donade las PC e dificll valoracion 68, paciantss con dermatits at la slevaca senaibllizacion (alimentos Y vensnoe) o dudosas, e
dinci Emmmpcmm;mmm ﬂmumm)lyMWHQ'ymmumm umnﬁummmmmm umnmn(gnm;m]o
uhmdemiulhmasltmqnmpmwuﬂmosm lubles sn sanzlblllzantse ummusuummhmunmhmmmmmnummm

prusbas agua,
an funcion mmumumammmmqﬁwummw &n un future B8 pracisana de sstudios que valoren o puntos de corts a establecer para cada alérgeno
E8gun senaiblliizacion, etc.) y en distintas situacionse clinicas (niNos, adultos, mulissnsibilizados, estacion del aNo, efc.).




ALERGIA RESPIRATORIA IGE MEDIADA A
CEREALES. REPORTE DE UN CASO.

Romina P. Ranocchia!, Lujan Colom
1-Ar=a Inmunciogla- Fares Tale Instou de Analsis,
2 Banicio Ajergia & mMUNGoga Clinica 25 de Mayo,
Contacto: ranoaohl areciale oom.ar

; mwtmteherﬁedeprotemmhﬁehmhspﬂsmasentodoe&mmdo El cereal mas utilizado para el consume humano es el trigo (Triticum ae
otros como el arroz, & maiz, ka cebada, el canteno, hmTodosbsmﬂasmmahhmlquo&:m &5 decir, son hierbas cultivadas y producsn
Hay numerasos y variados alimentos que contienen cereales. Ademds de los productos de panaderia, pasteleria y pasta. los granos son ampliamente utilizados en la industria alime
Laalergndmgo(AT)esmmmentodoelnmdoywnseg\mhedadyhreﬁéndeﬂdﬁaﬂn Aungue el frigo es el grane comunmente involucrade en |2 alergia a los cersale
implicados otras como arroz. maz, centeno, cebada y avena.
EmesmﬁnmdemalummsmsmstbsdeﬁfuenmnumfestaﬂonesdeladergulgEmdaday dependendodelanﬂadehemqon.hmnesbm
semxuﬁeshconumvxndaidesrlmnscpenchyenmbczldmgoedenu.m rinitis, dolor abdominal, vomitos, exacerbacion aguda de la dermatitis atopica y anafila
del trigo; mientras que |a inhalacion de harina de trigo y centeno es la causa principal del asma del panadero y rinitis.
Lzsdeqiasainmhusnnﬁadaspwlﬁpmdensmdehpoi(sensabdlzmmwgﬂMmMsﬁM[nﬁos]oﬁmZ(stmmmmnwmmy du
las personas que presentan rinitis, uﬂleell!%yd?ﬁ%expanmerﬂzelsndrmdeahmum]aalgun limento. En el sindr polen alimento, la comida induce sintomas
sensibilizados a los alérgenos homolegos, presentes en IosmumalemenosAs:.Iosahmumsemtemdosmlosdmmbossoncmdemmmahgﬁﬂn
alimentaria. Entre |as personas con sindrome de alergia oral, el 70 % reacciona a mas de dos alimentos. X
unwmnmmmumwmmgmylosabwusdemanmospeneneaenbsalamsmwaamnade&smw& sido conocida por muchas dé
Festuceae (incluyendo Lolium perennis y Phleum pratensis) y Triticeae (incluido el trigo) compartan grupos de moléculas alergénicas (p. ef.; profilinas del polen, LTP y grupos polen
EdaynﬂmdeATyalwmhsmgemlﬁwrﬂMwlﬁdempﬂo@nm pueden estar implicados. &hwﬁﬁdﬁdﬁmdﬂin@ir i
mnoso:hmkseschhdnaummmalauwalﬁﬂnmdanaumwgm BﬁaqrnstmdeATsebasad&mMnenpmebasuﬂaneas(SFTj éri
wwmmLosmsmsnwﬁnsmlosdmnsmosdemmvelmMsmm Se ven jpor un bajo valor predictivo. En particular, su baja d
hediode:peEosam:ntoscmalessonrnezelasdeprmnasdemgosolmlesenmlsalquemoendeaierposdehﬂwmdeputenmsoluble Lusensaﬂm\ulrodelﬁ :
Msonmusms»ﬂesﬂM%)meelSPTpeommsespecﬁws(w &bdﬁmmpahumabmmdadmzagpmnpohnesdemmmas También se puede evaluar la IgE espec
q:elapmebacomemiwubempuﬂenasdeﬂmendetmp soloesposntivaenelcasodeumab@zdh@ym&nendqo&d&gzao&osmzbsque i =
snn&deshmdeaopaaﬂmsuwulamﬁmdnpﬂomnwymmmwm Elanallstspotwnpnmlnesyelhestdemn&
herramientas para el diagnéstico in vitre de AT y en algunes casos pueden sustituir eficazmente las pruebas funcionales in vivo.
Mnmeel dwwde*@aamdesma&hmaymdﬂosahrgenospnnmpdesdemmngg Mend&emm&mmnbsmbswm&hﬁﬁ
gramineas, y hay reactividad cruzada entre harina de trigo y polen de gramineas, contribuyendo a una disminuida especifidad en el dosaje de espeeﬁcaamnu

#HEARESTAIE

A

Describir un case de alergia respiratoria IgE mediada a cersales diagnesticada en adelescente femenina (17 afios) que ingresa al Servieio de Alergia por un cuadro de rinitis erdnica de
ahos de evolucién (principalmente estacional), con el fin de evaluar la hipdtesis de que la sensibilizacidn al trigo seria la responsable principal de los sintomas de alergia respiratoria.

Muchos akéngencs seriransporfados inducen IgE, que reacciona de manera cruzada con 2krgenos afimentarios, y muches pacienfes adulfos afeciados por polinosis también sufren de diferenies tipos de alergias a les alimentos.

Ex.saemcmﬁamnm.alelyamspmummxmzadamhﬁpdmdemmxymm“abbsmdewmmmm;dayawmdadowemmmmfm
evoluiivamente) y alta fass de cosensibilizacion 3 estos siimentos.
2P »

DESCRIPCION, P,

Como antecedentes previos, la paciente presentaba episodios de broncoespasmos relacionados al esfuerzo y sibilancias, y refiere dolores abdomnales ¥ sensauon de “panza rara”
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7, %

Comeo antecedentes previos, la paciente presentaba episedios de bronceespasmes relacionados al esfuerzo y sibilancias, y refiere dolores abdominales y sensacion de “panza rara”
con ecografia abdominal y analisis parasitoldgicos normales. Antecedentes familiares: padre asmatico. Test cutaneos positivos para mezcla de gramineas y acaros (ano 2015).

Al momento de la consulta al Servicio de Alergia (Abril de 2017) acusaba sintomas de rinitis: rinorrea, estornudes y prurite nasal. A

contacto con gramineas.

SPT (Alergo Pharma)

IGE ESPECIFICA SERICA (KUIL)

ESTUDIOS
COMPLEMENTARIOS

Polenes Arbokes I8MPIANos y
tardios (14)

Pélenas da compuestas (1+)
Polenes Ot gramineas (2++)
Trigo (2+)

Leche de vaca (-

Huovo (=)

Harina de Trgo (47,80 KUIL; Clase 4)
Cobada (2,38 kUL, clase Nl
Centena ( 0,30 kU/L clase 1)

Avena (0.30 kUL elase )

TQE Serica total: 1506 Urmi.

Hemagrama, hepatagrama, IgA, g6
a lgM normales.,
Antitransglutaminasa 1gA; < 1,9 CU
(VR: Positivo, > 20 CU), Igh: 124
mgidL, anti péptidos de gliadina IGG
#IBA: 0.5 CU (VR: Positiva, > 20
cuy, i lga:

o refiere ap de “renchas en la piel” al

Se realiza SPT {Alergo Pharma) con extractos estandarizados para
aefoalergenos comunes y alrmenwsy se determina IgE especifica sérica

Tou ylntlulllanl luﬁ 216 U (VR:
Positivo, > 20 U).

1saye |
nonndnadoCLSHLANA} Se descarta enf dad celi;
serologicas.

Y y quimicluminiscencia
mediante prueb

Para corroborar un posible sindrome de alergia oral, especificamente alergia al trigo mediante sensibilizacion con aeroalergencs, se indica una dieta estricta de eliminacion de
alimentos que contengan trigo. Tras dieta libre de gluten (DLG) durante 1 mes y medio en ausencia de tratamiento habitual para la rinitis hay clara mejoria de su sintomatologia
respiratoria. El alergista indica reintroducir los alimentos con trigo en la dieta y se repite el laboratorio de IgE especifica para trigo: 16,8 KU/L (Clase 3), cebada: 1,75 KWL (Clase Hll),

centeno y avena: 0,27 KU/L y 0,268 KU/L (Clase I). Ademas, se analizaron IgE esp

ifica para gr

: 22,3 KUIL (Clase 4), IgE arroz: 0,49 KU/L (Clase ll) e IgE gluten: 0,27 KU/L (Clase

I). La paciente manifiesta la reaparicion de sintomatologia de rinitis alérgica aseciada a la ingestion de estos alimentos.
A futurc, adem3s de la DLG, probablemente se proponga un tratamients con inmunotarapia con el objetivo de desensibilizaria para los asroalergenss, para evaluar si hay

concomitantemente una mejoria de la sintomatologia respiratoria.

« Asi, un resultado pos 'wo de los anticuerpos IgE especificos séricos sumado a un SPT positive

para el trigo y para polen de gramineas respalda Ia suposicion de que las molestias son la
consecuencia de una alergia. Mas ain, la introduceién de la DLG y |a consecuente mejoria

linica al elimi de

a estricta el alérgeno cerrcbora un diagnostico de alergia

respiratoria a los cereales, posiblemente un sindrome polen alimento (paciente sensibilizada
primariamente con alérgenos del polen de gramineas).

~+ Ademais, |a pacients presenta valores bajos IgE especifica para gluten en relacidn a los niveles
de IgE especifica para trigo nos permite pensar que quizas hay otras proteinas involucradas en
la sensibilizacion al trigo (ej: LTP, profilinas).

+ La positividad de las IgE senus espeelﬁcas para cebada, centeno, avena y arroz es
de

F—

res cruzad. 0

en la estr de estos

probablemente cor

por la

alimentes (principalmente por el gluten).
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La interpretacion de la sensibilizacion al trige con @ sin s
de gramineas es un problema clinico. La precision del di
trigo podria mejorarse midiendo las respuestas de IgE
del trigo, los cuales ayudarian a distinguir entre Ia
la exposicion ocupacional y las pruebas serologicas
de trigo debideo a la reactividad cruzada con el polen
Actualmente, el conocimients de los alérgenos del tr
alergias alimentarias y respiratorias tiene, al men
limitaciones: 1) amplia variabilidad en el campo clinico e
manifestaciones clinicas de los pacientes; 2)
purificados muestran una baja prevalencia d
podria explicarse, en parte, por la hetero,
los patrones de sensibilizacion; 2) muches
in vitro a los alérgenos de trigo, mientras
procedimientos de diagndstico in vivo y
informacidn relativa a datos clinicos sobr
sensibilizacion y la tolerancia oral de los los pacientes
con alergia respiratoria; 5) estudios m%mﬁe alergenes

naturales y recombinantes; ¥ 6) no hay re:
reactividad eruzada eon otros cereales |



TEST DE DEGRANULACION DE
BASOFILOS

Hipersensibilidad a medicamentos evaluada por Test de BIERES T |
Degranulacién de Basofilos (TDBH). <

.~ Nuestra experiencia desde 2008 a 2016

e
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INTRODUCCION

Sedenomina reaccion adversa a todo efecio no deseado s la adminisincian de un famaco a dosis teapduiica. En el $0% de los casos es predecible, dependients de |a dosis y explicable por acciones farmacodgicas
conocidas del fammace. En ofms ocasiones &5 impredaciie, ndepandient= de & dosis y S pusde explicar por mecanismios iInmunakigicas ireactiones de hipersenshbilidad) o genéticos (diosincrasial.Las reactiones de
hipersensbiidad & fdrmacos (DHR3) engicban fodas squelias reacciones a TArmacos que panscen sgrgicas. Mas dai 7% de la poblacion podria afectarse por uma reaccin adversa a farmacos. ¥ 15% de elas son reacciones de
hipersensbiidad. Lys DHRs iInmediatas suceden durants s primeras 1-6 horas s la 0tima admnistracidn del #4maco. Son posiblements secundarias a un mecanismo IgE medisdo. E1 Brming reacciones “anaflacioides”
utlzade previaments en ks DHRS no IGE medisdas s ha dejado de usar.

La DHRs Tipo | medadas por ige, como aigunas no medisdas por IgE, activan masiociios y basofios con Iberacion de sus mediadores quimicos responsabies de los simtomas cinkos. 3= denominan serglas a fArmacos, a
aqueias en las que el sistema inmune &5 responsable de i3 reacclon, sho s& denominan hipersensibiidad no a¥rgica o anafiacioidea. Las DHRs no nmediatas suceden en cualgquer momento después de 3 1% hom de
administracion del fArmaco. A menudo, se deben & un mecanismo alérgico dependients de Linfockos T.

Habituamenie estas reacclones son dificles de predecr, requieren modMcackin de tratamientc y pueden ser polenciameants fatales. Un disgndstico conchupente d= DHR &3 preciso, con &f fin de estabiecer [as medidas
preventivas adecuadas. Los emores de clasficacion basados excusiamente &n anamnesis de DHR, pueden infidr 2n ks opciones d= ratamisnto de un determinado pacients y pusde ser mas perjudcial para los pacientes gue un
estudio compieto de alergia a medicamentos. Las hemamientas clinicas gue permiE=n un diagnésiico concluyerte son una historia clinica compiets, prosbas cutdneas sstsndarizadas, prusbas in viro flabies y pruebas de
provocacion a medicamentos.

La prusba de provocackin es & patnon de referencia y &3 it cuando 2 prueba de IgE especiica o las prusbas cutdneas no pueden realizarse. Los sinfomas gue e producen =n ks reacciones Tipe | 500 consecuencia de @
degranuiacitn de los Bastfios sensbilizados, por alo 5= ham diseflade a o largo del bempao e Tastde Degranuiacien de Basofios, &1 Test de Libaracian de Histamina y Gtimamente el Test de Activackin de Bassfios (TAE.)

La uthidad diagndstica del TDEH en aiergla drogas donde no s& produce IgE espackica concuenda con fa conclusion de la Academia Exropea de Alergia & Inmunoiogia Clinica (EAACT) con respecto a l2s tacnicas de activacien de
basofios: siu el resulado &5 postive exishe una aka probabiidad de que & pacient= 23 sensible ¥ f&rmaco en Cusstion, pero un resultado negativo no exciuys no exCiuys una neaccion snafliacioides.

OBJETIVO

Moctrar loc recufadoc de koc TDEH en nuactra pobiacion an un tofal de 452 collottudes de TDBH con cotpacha de alergla a medioamentos y concarvantes de 218 paclentss, que acudieron al laboratorio decde ol 1
da ansro dsl 2008 al 30 de abril sl 2018, 3+ |dendtfoarcn loc ouadroc olinksos Que mothvaron k2 concuita iprinoipaiments uriloaria, angloadema de oara labloc ¥ parpadoc, bronooacpacmo y chook anaflldotios] ¥
meadiands una historla olinica detallada c# corrobord la relacién temporal de Ia adminiciragién de medicamandos relscionada oon lac Mismac.



METODO

El st degraniscion de basifios humanie por microscopla dpfica pusde saguirss gracas 3 I desapaniciin de Iy trckin matacromatics de s granuins choplasmaticos. La fisbiidad de st tcrica depends de lograr L
buena purficacin de estas ctluias, gue consShuyen menos ded 1 % de los lsucockos de sangre perférica,

D forma idea, |3 muesin debe fomarse despuds de un periodo de apmximadaments seis s5manas posisnonss 2 i3 probable rescciin alérgica, con ayuno de 12 hors ¥ sin adminsiackn de medcamenio 28 hors ankes, como:;
estermides o anfhistaminicos. E3 imporianie que &f paciente no padezca una enfermedad de base que requisr adminisiraciin constante de esterides, inmuromodadores, anthistaminicos, efc., ya que &sios factorss afectan el
resuiado de 3 prueka.

Seutliza sangre enier anfroaguiada com heparina temperatura ambiente hasty su procesamienio. Lo deal &5 que lxs mussins s procesen en & dis debido 4 iy (ablidsd de ios basofics, pero 5 o aimacenamisnin & comect,
3 VACES [3 MUSSTA A3 At par sy andlsis 24 v rast 48 horas despuss de by miraccién.

LU0 58 S40ar [ Cap3 de CHLINS MONDMuCisars por CEnTHUpacion &n un gradiente de FicolkHypaque Lys cAiias 5= Bvan dos vaces con PE3, 3 4°C. El bolgn resutante 5= reslspende & PEE. Alcuotas de 45 ul de iy
suspension ceuiar & incuban 15 minutos 3 37 G con S ul de PBG {conirol negativel, 5 ul ded alemeno o de i droga a ensayar, o 5o de fMLP 105 M final comio estimeiante Insspecifico (control posive). Ly reaceidn se frena en
frio. A contiveaclon 32 realtza B coloracion metacromatica durants 2 minuios con Azl de Tokidina 0,1%. 3= reatzs &l recuenio de basdflas &n una camary d2 Meubauer, tomando un &rea de |y cimar donde 32 cusnisn por o
mings 50 basiflas &n &l control nagaive.

Secaicul o porcenisfe de degranulaciin Coma crieno de pasitividad conskdsramos un porceniaje de degranuiin supsdor a dos desvios ectindar de [ media obienida &n indhiduos no sikmices

3equn Bikilografia a prusta de Sheley ez pasitva cuanda es il o mayor 3l 20%.



RESULTADOS

PORCENTAJE DE PACIENTES CON TORH POSITIVOS

n)

458 solicitudes de TDBH de 219 pacientes .
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