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RESUMEN

Introduccion

El diagndstico de pacientes polisensibilizados en alergologia presenta desafios debido a las
multiples reacciones y a la dificultad de identificar los desencadenantes. En este sentido, el
diagndstico molecular por microarrays ha mostrado ser prometedor, permitiendo identificar los
alérgenos involucrados y las relaciones de reactividad cruzada.

Objetivos

Este estudio analizé la deteccién de IgE especifica en pacientes sensibilizados a multiples
alérgenos, utilizando dos técnicas de microarrays (ImmunoCAP ISAC y ALEX?). Se analizaron los
perfiles de IgE especifica, la concordancia de los resultados y su relacién con la sintomatologia,
con el fin de determinar si existe asociacion entre los niveles de IgE especifica y la clinica alérgica.

Material y métodos

Se realizé un estudio observacional longitudinal prospectivo de una cohorte de 39 pacientes
alérgicos polisensibilizados en los que se estudiaron los sintomas tras la ingesta de frutas y se
analizo la IgE especifica mediante dos técnicas de microarrays. Para el analisis estadistico se
seleccionaron los componentes alergénicos de las familias de LTP y taumatinas, se emplearon
tests no paramétricos y se establecié un nivel de significacion de p<0,05.

Resultados

El andlisis mostré que mas del 80% de los pacientes presentaron positividad a 6 o mds alérgenos
y se encontrd una alta deteccién de componentes alergénicos positivos en las familias de las LTP
y las taumatinas. La correlacién entre las dos plataformas fue buena para la deteccion de la
taumatina y moderada-leve para las diferentes moléculas de la familia de las LTP. Finalmente,
se observaron diferencias significativas en los valores de IgE y el nimero de LTP positivas en
relacidn con la presencia y gravedad de la sintomatologia.

Conclusiones

La deteccién de IgE especifica es crucial para el diagndstico y tratamiento de pacientes
polisensibilizados. Se ha encontrado sensibilizacién a multiples alérgenos, destacando las
familias panalergénicas de las LTP y la taumatina. Existe concordancia entre las técnicas de
cribado utilizadas y se ha identificado asociacion entre los niveles elevados de IgE especifica
contra LTP y la presencia de sintomas tras la ingesta de frutas en pacientes incluidos en el
estudio.

Palabras clave
IgE especifica, polisensibilizacién, microarrays, familias panalergénicas, diagndstico molecular,
InmunoCAP ISAC, ALEX?.



ABSTRACT

Introduction
The diagnosis of polysensitized patients in allergology presents challenges due to the multiple
reactions and the difficulty of identifying the triggers. In this regard, molecular diagnosis by
microarrays has shown promising in identifying the allergens involved and cross-reactivity
relationships.

Objectives

This study analyzed the detection of specific IgE in patients sensitized to multiple allergens, using
two microarray techniques (ImmunoCAP ISAC and ALEX?). The specific IgE profiles, the
concordance of the results and their relationship with symptomatology were analyzed in order
to determine whether there is an association between specific IgE levels and allergic symptoms.

Material and Methods

A prospective longitudinal observational study was performed on a cohort of 39 polysensitized
allergic patients in whom symptoms were studied after fruit ingestion and specific IgE was
analyzed by two microarray techniques. For the statistical analysis, the allergenic components
of the LTP and thaumatin families were selected, nonparametric tests were used and a
significance level of p<0.05 was established.

Results

The analysis showed that more than 80% of the patients presented positivity to 6 or more
allergens, and a high detection of positive allergenic components in the LTP and thaumatin
families was found. The correlation between the two platforms was good for the detection of
thaumatin and moderate-mild for the different molecules of the LTP family. Finally, significant
differences were observed in IgE values and in the number of positive LTPs in relation to the
presence and severity of symptomatology.

Conclusions

The detection of specific IgE is crucial for the diagnosis and treatment of polysensitized patients.
Sensitization to multiple allergens has been found, highlighting the panallergenic families of LTP
and thaumatin. There is concordance between the screening techniques used and an association
has been identified between high levels of specific IgE against LTP and the presence of symptoms
after fruit ingestion in patients included in the study.

Keywords
Specific IgE, polysensitization, microarrays, panallergenic families, molecular diagnostics,
InmunoCAP ISAC, ALEX?.



INTRODUCCION
Definicion

La alergia es una respuesta exagerada, en la que el sistema inmunitario identifica como
peligrosas sustancias que no lo son. En ocasiones, la reaccidn del sistema inmune contra
antigenos extrafios no se conduce por las vias adecuadas provocando un efecto perjudicial para
el sujeto, esta reactividad alterada se denomina hipersensibilidad. El término alergia hace
referencia a una hipersensibilidad inmediata alérgeno- especifica, mediada por anticuerpos de
clase IgE, que se manifiesta produciendo fenémenos inflamatorios o de destruccidn tisular en
organos, siendo los mas comunmente afectados la piel y las mucosas(1).

Epidemiologia

Las enfermedades alérgicas constituyen un problema global de salud publica, siendo unas de las
enfermedades crénicas mads frecuentes en nuestro medio, afectando principalmente a nifios y
personas jovenes. En las Ultimas décadas su prevalencia ha aumentado de forma exponencial;
se estima que pueden llegar a afectar entre el 30 y el 40% de la poblacidn mundial, con una
mayor incidencia en los paises industrializados(1). Muchas de estas afecciones producen una
importante reduccidon en la productividad laboral y escolar de los sujetos, interfiriendo
notablemente en las actividades cotidianas del paciente; lo que confiere a esta patologia una
gran morbilidad con un importante impacto socio- econdmico.

A su vez, es importante mencionar el incremento de pacientes que padecen alergias complejas
que involucran polisensibilizacion y afectacion de multiples drganos, lo que aumenta la
morbilidad de los sujetos que las padecen y provoca una mayor demanda en servicios de
atencion de salud(1).

Fisiopatologia

La hipersensibilidad de tipo | se manifiesta clinicamente siempre después de un primer contacto
con un determinado alérgeno. En el mecanismo de produccién de la alergia tiene lugar una
secuencia de acontecimientos que se detallan a continuacion(2).

Sensibilizacion

Los alérgenos penetran en el organismo a través de la piel o de las mucosas (respiratoria, ocular,
digestiva, etc.) y ahi son captados por las células dendriticas que presentan péptidos
provenientes del alérgeno a los linfocitos T indiferenciados (ThO) a través del complejo mayor
de histocompatibilidad de clase Il (MHC-II). La interaccidn entre el péptido alergénico y los
receptores de los linfocitos T hace que éstos se activen hacia un perfil Th2 y colaboren con los
linfocitos B, que a su vez se activan diferencidndose a células plasmaticas, produciendo IgE
especifica contra ese alérgeno. Esta IgE pasa al torrente sanguineo, donde se une a los
receptores de alta afinidad FcER-I presentes de forma muy abundante en la superficie de
mastocitos y basofilos, dispersos en tejidos como la piel o las barreras mucosas y sangre
periférica(3).

Reexposicidon

Ante un posterior contacto con el alérgeno, éste vuelve a penetrar en el organismo, siendo
reconocido por las moléculas de IgE presentes en la superficie de mastocitos y baséfilos. Como
consecuencia de la interaccion estas células se activan generando y liberando mediadores de



inflamacién como son, en un primer lugar, histamina, leucotrienos, triptasa y prostaglandinas,
gue producen las manifestaciones rapidas de hipersensibilidad como son la vasodilatacién, el
aumento de la permeabilidad vascular, la broncoconstriccion y la inflamacién. A su vez, los
mastocitos liberan citocinas que activan a los eosindfilos, acudiendo al foco como células
efectoras finales en una fase tardia de la respuesta alérgica(3).

Por otro lado, el alérgeno continda siendo captado por células dendriticas que a su vez activan
los linfocitos Th2 y prosigue la produccién de IgE especifica, de forma que se amplifica la
sensibilizacion al alérgeno.

La fisiopatologia de la hipersensibilidad de tipo | explicada anteriormente se esquematiza en la
figura 1.
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Figura 1. Mecanismos implicados en la hipersensibilidad inmediata alérgeno — especifica.
Wheatley LM, Togias A. Clinical practice. Allergic rhinitis. N Engl J Med. 2015; 372(5):456-63.

Clinica

Las manifestaciones clinicas de la hipersensibilidad de tipo | se deben a la accién de los
mediadores liberados por los mastocitos y pueden presentarse de diferentes formas, algunas de
las cuales se detallan a continuacion, dependiendo del drgano donde tenga lugar la reaccion
alérgica. En su forma sistémica mas extrema, denominada anafilaxia, el compromiso de la via
aérea y las alteraciones hemodindmicas sistémicas hacen que este cuadro pueda ser
potencialmente mortal.

Marcha atopica

Antes de comenzar a explicar las principales manifestaciones clinicas de la hipersensibilidad de
tipo |, se explicara brevemente el concepto de atopia. Se conoce como atopia a la predisposicién
genética a desarrollar sensibilizaciones y producir anticuerpos tipo IgE en respuesta a alérgenos
habituales en el medio. Pese a que se ha demostrado su naturaleza hereditaria, los factores de
riesgo para el desarrollo de atopia estan en estudio ya que existen multiples genes que
contribuyen a su patogénesis, que a su vez interaccionan con factores ambientales regulando la
aparicion de sintomatologia alérgica (1).

La secuencia con la que se presentan las enfermedades alérgicas en estos pacientes se denomina
“marcha atdpica”. Suele comenzar en la infancia y se manifiesta progresivamente durante varios
afios. Los primeros sintomas en aparecer son los dermatoldgicos, seguidos de los
gastrointestinales que surgen al introducir la alimentacién complementaria; transcurridos los



primeros afos de edad comienza a surgir la rinoconjuntivitis, al entrar en contacto con los
polenes ambientales y posteriormente pueden desarrollar un cuadro asmatico.

Sintomas respiratorios

La rinitis alérgica se produce por inflamacién de la mucosa nasal, afecta al 20% de la poblacién
general, y provoca cuadros agudos consistentes en estornudos, rinorrea acuosa, prurito y
obstruccion nasal. Suelen asociar lagrimeo, inyeccidn conjuntival y prurito ocular; asi como
cefalea, mal estar general y somnolencia diurna(4).

El asma bronquial alérgico se caracteriza por la presencia de tos seca persistente, disnea en crisis
y sibilancias en tdrax; suele empeorar por la noche, con el ejercicio o tras la inhalaciéon de humos
o vapores irritantes.

Sintomas cutdneos

Los agentes causales mds comunes son los alimentos, medicamentos o picaduras, los cuales al
entrar en contacto con la piel o mucosas producen la liberacion de histamina por parte de los
mastocitos.

La urticaria aguda, consiste en la aparicion de habones que se extienden por toda la superficie
corporal afectando a la epidermis, estdn acompafiados de intenso prurito y desaparecen tras
varias horas sin dejar lesién residual.

Cuando las lesiones comprometen a capas mas profundas de la piel se produce el angioedema,
una intensa inflamacién del tejido subcutdneo peor delimitada que los habones presentes en la
urticaria. Si esta inflamacién es muy intensa puede producir una deformacién de la zona en la
que aparece y de afectar a la laringe, puede provocar un cuadro de asfixia aguda (2).

Otra afeccion de la piel es la formacién de eccemas, reacciones inflamatorias eritematosas y
edematizadas que pueden presentar vesiculas, engrosamiento o descamacion de la piel. Los
eccemas de causa alérgica pueden ser la dermatitis de contacto, producida directamente al
entrar en contacto los alérgenos con la piel del paciente; o la dermatitis atdpica consistente en
lesiones eccematosas de distribucidon caracteristica asociadas a piel seca e intenso picor. Esta
afeccidn suele relacionarse con cuadros de rinitis, asma y alergia alimentaria (2).

Sintomas digestivos

Las reacciones localizadas en la mucosa oral y faringea, denominadas sindrome de alergia oral,
se manifiestan con prurito local y son muy frecuentes, especialmente en adultos con alergia a
vegetales asociada a alergia al polen. También se puede producir la reaccién alérgica en forma
de clinica digestiva, provocando vémitos, dolor abdominal o diarrea, en las horas préoximas a la
ingesta del alimento(5).

Dentro de la afeccidn digestiva existen cuadros clinicos no mediados por IgE, como son la
enterocolitis inducida por proteinas de la dieta (conocida como FPIES del inglés, Food Protein-
Induced Enterocolitis Syndrome) que cursa con vomitos repetidos y gran afectacion del estado
general; y la esofagitis eosinofilica, consistente en la infiltracién de la pared del tubo digestivo
por eosindfilos, en la que el paciente presenta principalmente disfagia.

Existen ciertos factores, denominados cofactores de alergia alimentaria, que, al asociarse con la
toma de determinados alimentos alergénicos, pueden dar lugar a reacciones mas severas o con
menos cantidad de alimento (5). Los cofactores que mas se han relacionado son el ejercicio, el
alcohol, la toma de antiinflamatorios no esteroideos, el estrés o la toma de IECAS. Es importante



conocerlos ya que se debe evitar la asociacidon de estos con los alimentos causantes de la
reaccion.

Anafilaxia

La anafilaxia se produce tras la degranulacién masiva de los baséfilos al torrente sanguineo. Las
consecuencias de ello son sintomas como hipotensién, broncoespasmo, urticaria aguda,
angioedema, diarrea o vémitos, que suceden al poco tiempo de exposicidn al alérgeno. En los
casos mas graves se puede producir una crisis de asma o angioedema grave o se puede llegar al
shock por colapso circulatorio, pudiendo provocar la muerte del paciente(5).

En estos casos es fundamental identificar el agente causal para evitarlo y prevenir nuevas
reacciones en el futuro; ademas los pacientes en riesgo deben llevar consigo un autoinyector de
adrenalina intramuscular, para suministrarsela ante el contacto con el alérgeno con la aparicion
de los primeros sintomas.

Diagndstico

El diagndstico de las enfermedades alérgicas debe comenzar con una detallada historia clinica y
una cuidadosa exploracidn del paciente. Si estos datos sugieren una hipersensibilidad de tipo |,
se pueden emplear diferentes procedimientos para confirmar el diagndstico de sospecha.

Pruebas cutaneas

Las pruebas cutdneas son el método mas empleado, considerandose el primer nivel para el
diagndstico de la hipersensibilidad de tipo | y se basa en la reproduccién en la piel y a menor
escala del fendmeno de hipersensibilidad. El procedimiento consiste en depositar en la
epidermis una gota del extracto que contiene el alérgeno, punciondndose a continuacién con
una lanceta especial para estas pruebas; la respuesta se observa a los 20 minutos. Si aparecen
papulas pruriginosas generalmente rodeadas de eritema, se puede afirmar que los mastocitos
ahi presentes poseen IgE especifica preformada para ese alérgeno, ya que liberan histamina la
cual produce la inflamacidn. Una prueba positiva indica que el paciente esta sensibilizado a ese
alérgeno, pero no siempre indica que esté causando sintomas(6).

Analisis de IgE en suero

Como ya se ha comentado, la IgE es la principal molécula implicada en los fendmenos de alergia;
por ello en el estudio de un paciente con un posible cuadro alérgico resulta conveniente analizar
los niveles de IgE total presente en el suero. Estos resultaran habitualmente elevados en los
pacientes sensibilizados respecto a los de sujetos no sensibilizados. Sin embargo, no todos los
pacientes sensibilizados presentan niveles elevados de IgE total, y ademads no en todos los
sujetos con una IgE total elevada la causa subyacente es un proceso alérgico.

Por otra parte, es posible analizar los niveles de IgE especifica en suero, capaz de reconocer un
determinado alérgeno, lo que constituye una herramienta muy util en el estudio de la alergia,
ya que ha permitido un mayor conocimiento del mecanismo inmunolégico causante de ésta.
Esta técnica se considera de segundo nivel en el diagndstico alergoldgico y habitualmente, la
determinacidn de IgE especifica en el suero del paciente se realiza mediante una técnica de
fluoroenzimoinmunoandlisis. En este andlisis se enfrenta el suero del paciente, que contiene IgE
especifica, a un alérgeno presente en una fase sélida; de forma que se produce una interaccion
invitro antigeno- anticuerpo en dicha fase sélida. Tras eliminar el exceso de suero de la fase
solida, la IgE adherida al alérgeno se detecta empleando un anticuerpo anti-IgE conjugado con
una enzima. Finalmente, a la fase sdlida se le afiade el sustrato especifico para este enzima de



modo que este proteoliza el sustrato generando un producto fluorescente con una intensidad
proporcional a la cantidad de IgE especifica frente al alérgeno presente en el suero del paciente.
Si la IgE especifica supera los valores de 0,35 KU/I, es indicativo de que el paciente esta
sensibilizado a ese determinado alérgeno, ya que presenta en suero una cantidad significativa
de IgE capaz de reconocerlo al entrar en contacto con el mismo(7).

Existen, en lineas generales, dos tipos de ensayos inmunolégicos para la determinacidn de Igk
especifica en funcidn del nimero de alérgenos que se evallan en cada prueba: la determinacion
singleplex, en la que se hace una sola determinacién por prueba, y la multiplex en la que se
realizan varias determinaciones a la vez (8). Recientemente se han realizado avances en esta
técnica, al emplearse, en lugar del extracto proteico que contiene el alérgeno de interés,
Unicamente el componente alergénico especifico responsable de la sensibilizacién en la mayoria
de los pacientes. Esto permite detectar la presencia de IgE especifica frente a la o las proteinas
concretas que causan la reaccién de hipersensibilidad en cada paciente, aumentando la
especificidad de la prueba diagndstica. Este tipo de método se conoce como diagndstico
molecular, y dado que ha sido el empleado en el presente estudio, se explicarda mas
detalladamente en la parte final de la introduccion.

Tratamiento

En el manejo y tratamiento de las enfermedades alérgicas se diferencia entre el tratamiento
farmacolégico agudo de las reacciones alérgicas y el manejo a largo plazo para evitar posteriores
reacciones, asi como el empleo de terapias inmnuomoduladoras.

Respecto al manejo agudo, se emplean los antihistaminicos, farmacos que anulan el efecto de
los mediadores liberados (histamina y leucotrienos). Para reducir los fendmenos inflamatorios
derivados de la liberacién de mediadores y activacion de eosindfilos, se utilizan ampliamente los
corticoides y, en casos mas especificos anticuerpos monoclonales anti-eosindfilos y anti
interleuquina (IL) 4 y 13. También existen farmacos estabilizantes de los mastocitos y otros
anticuerpos monoclonales que evitan la activacién de la IgE ya adherida al mastocito.

En relacién con el manejo a largo plazo para prevenir futuras reacciones, es fundamental,
siempre que sea posible, evitar el contacto con el alérgeno causante. Por otro lado, existen
técnicas de inmunoterapia especifica que ofrecen la posibilidad de revertir los fendmenos de
hipersensibilidad mediante la administracidn de forma progresiva del alérgeno, de forma que el
paciente desvie la respuesta hacia linfocitos Th1, en lugar de Th2 responsables del fendmeno
alérgico; de manera que, ante un posterior contacto con el alérgeno, éste pasaria desapercibido
para el organismo, sin provocarle ningun tipo de reaccion.

Pacientes polisensibilizados

Al evaluar a un paciente desde el punto de vista alergoldgico, el principal objetivo debe ser
averiguar la etiologia de la enfermedad. Para ello es fundamental realizar una detallada historia
clinica, asi como conocer la aerobiologia de la zona que oriente a cerca de las posibles fuentes
alergénicas con las que puede estar en contacto el paciente.

El nimero de individuos alérgicos que parecen estar monosensibilizados a un solo alérgeno es
limitado, siendo cada vez mas frecuente que los sujetos alérgicos muestren manifestaciones
clinicas al entrar en contacto con distintas fuentes alergénicas. Esto puede deberse a dos
motivos principalmente: 1) debido a la presencia de una polisensibilizacidn a diferentes fuentes



alergénicas o; Il) debido a la presencia de una reactividad cruzada, en la que los anticuerpos IgE
producidos originalmente contra un componente alergénico determinado pueden unirse a
componentes con una estructura homaloga, pero presentes en una fuente alergénica diferente.
Un ejemplo serian los pacientes alérgicos al polen del abedul (cuyo componente alergénico
principal es la proteina Bet v 1), los cuales pueden presentar reacciones alérgicas al entrar en
contacto con pdlenes de arboles como el castafio, avellano, haya o roble; puesto que estdn
relacionados evolutivamente. Sin embargo, esto no explica el fendmeno de reactividad cruzada
entre especies de plantas no relacionadas evolutivamente. Asi, continuando con el ejemplo, se
han identificado homdlogos al Bet v1 en frutas rosaceas, legumbres, frutos secos y semillas. Para
explicar este fendmeno es necesario analizarlo desde una perspectiva alergénica a nivel
molecular, de modo que la clasificacion molecular ofrece la posibilidad de explicar la alergia a
multiples alérgenos polinicos y alérgenos alimentarios relacionados con el polen, por ello las
moléculas alergénicas se han integrado en familias segun sus similitudes estructurales (9). A
continuacién, se explicaran mas detalladamente los tipos de alérgenos.

Tipos de alérgenos

Los alérgenos se pueden clasificar en funcidn de su naturaleza o de la forma en la que el paciente
se expone a ellos, diferencidndose en: aeroalérgenos, tales como pdlenes, hongos, acaros,
epitelios de animales; alérgenos por via digestiva, como alimentos o medicamentos; o alérgenos
inyectados por picadura de insectos(10).

Las moléculas alergénicas son proteinas, habitualmente de bajo peso molecular, capaces de
inducir la respuesta del sistema inmunitario y la sintesis de anticuerpos tipo IgE, sensibilizando
de este modo a las personas potencialmente alérgicas. Como ya se ha comentado, tras un
segundo contacto con el alérgeno, el paciente previamente sensibilizado manifiesta los sintomas
de la alergia al provocar éste la degranulacion de las células efectoras, mastocitos y eosindfilos.

El organismo reconoce los alérgenos a través de una unidén antigeno —anticuerpo, posible gracias
a un reducido grupo de aminoacidos presente en la proteina alergénica, denominados epitopos
o determinantes antigénicos. Es importante tener en cuenta que en las proteinas alergénicas
hay moléculas propias de la fuente alergénica, que se identifican como marcadores de
sensibilizacion genuina denominados componentes alergénicos, y moléculas de reactividad
cruzada presentes en multiples fuentes alergénicas diferentes, relacionadas o no
taxonédmicamente, y que, debido a su elevada similitud en la secuencia de aminoacidos, son
capaces de inducir reactividad cruzada frente a diferentes extractos alergénicos denominados
panalérgenos.

Panalérgenos

Tal y como se ha comentado, la mayoria de los alérgenos corresponden estructuralmente a
proteinas o polipéptidos, algunos de los cuales son muy similares entre distintas especies, ya
gue poseen estructuras muy conservadas y otras mas diferentes y especificas de la fuente
alergénica.

De entre la gran variedad de alérgenos existentes, el presente estudio se va a centrar en la
familia de los panalérgenos, proteinas presentes en multiples fuentes alergénicas y responsables
de provocar reactividad cruzada entre especies no relacionadas. Este efecto de la reactividad
cruzada se produce ante el reconocimiento de distintos alérgenos por un mismo anticuerpo IgE,
lo cual es posible ya que la IgE reconoce en la proteina alergénica tan solo un limitado numero
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de aminodacidos, denominado epitopo. Por ello es suficiente con que dos proteinas alergénicas
presenten una similitud parcial en su secuencia de aminoacidos para que se produzca el
fendmeno de reactividad cruzada.

Los panalérgenos son moléculas ubicuas en la naturaleza con una estructura que se ha
conservado a lo largo de la evolucidn, por lo que comparten una gran similitud entre diferentes
fuentes. Estan distribuidas ampliamente tanto en el reino animal como en el vegetal, presentan
funciones biolégicas importantes y provocan diferentes sindromes de reactividad cruzada. Las
principales familias de panalérgenos asi como sus principales caracteristicas se recogen en la
Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas de los principales panalérgenos

Alérgeno Funcién Caracteristicas Localizacién Reactividad cruzada

Profilinas Proteina del Termolabil Casi todas las Pélenes y
citoesqueleto de las plantas (pdlenes y alimentos
células eucariotas alimentos)

PR-10 Proteinas de Destruidas Norte de Europa, Sdme polen
defensa, localizadas = con coccidny polinizacion del (abedul) - frutas
en piel y pulpa digestion abedul

Polcalcina Unidn al calcio Polen de Polisensibilizados a

gramineas, arboles  pdlenes
y malezas

Tropomiosina

Musculo de las
células eucariotas

Termoestable

Alérgeno mayor de
los crustaceos

Marisco, acaros,
insectos y anisakis

CCcD Determinantes de Alimentos Sdme polen- frutas
carbohidratos vegetales y polen
Taumatina Proteinas de Resiste a Sdme de alergia
defensa cocciéon y oral y anafilaxia
digestion
LTP Proteina de Termoestable. Rosaceas, pdlenes Anafilaxia por
transferencia de Resiste alimentos
lipidos protedlisis
Albumina Proteina sérica Leche, carne, Legumbres, frutos
epitelios Secos y especias
Quitinasas Proteinas de Termolabil. Latex, fruta, Sindrome latex-
defensa Resiste vegetales frutas
protedlisis

Tabla basada en: Echevarria Zudaire LA. Novedades En Diagndstico Y Prevencién Alergia
Alimentaria. Curso Actualizacion AEPAP 2018. 2018;145-57.

Las distintas proteinas panalergénicas se agrupan en familias segin sea su estructura y
caracteristicas fisico- quimicas, y esto a su vez condiciona su riesgo a originar reacciones mas o
menos graves. Por ejemplo, las profilinas, que pertenecen a familias con alta labilidad al calor o
la digestidn, producen cuadros mas leves y localizados, como son el sindrome de alergia oral;
mientras que otras proteinas mas resistentes al calor o degradacién enzimatica, como son las
proteinas transportadoras de lipidos, llegan a la circulacion sistémica pudiendo producir cuadros
graves de anafilaxia.

La denominacién de los diferentes componentes alergénicos se realiza segun la International
Union of Immunological Societies, Allergen Nomenclature Sub- Committee (IUIS), de forma que
las tres primeras letras corresponden al nombre en latin de la fuente alergénica, la cuarta
representa la primera letra del segundo nombre de la fuente y finalmente se afiade un nimero
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indicando el orden en el que fueron identificados los componentes; un ejemplo seria el
panalérgeno Ara h 9, presente en el cacahuete, cuyo nombre en latin es Arachis hipogea (11).

Sindromes de reactividad cruzada

Tal y cdmo se ha mencionado, el concepto de reactividad cruzada hace referencia a la presencia
de manifestaciones clinicas alérgicas al entrar en contacto con una fuente alergénica sin que se
haya producido una exposicidn previa a ésta. Uno de los factores fundamentales para que este
fenémeno se lleve a cabo es la similitud secuencial entre proteinas de diferentes fuentes
alergénicas, responsables de esta interaccién, lo que ocurre entre las proteinas incluidas en las
diferentes familias de panalérgenos anteriormente descritas (12). La expresion clinica de los
pacientes que presentan sindromes de reactividad cruzada varia mucho, ya que depende de
factores como la alergenicidad de la proteina, su composicién fisico- quimica, temperatura, pH,
etc. Y factores ambientales, como las condiciones de conservacidn y almacenaje, el grado de
maduracién del alimento, el nivel de exposicidn al alérgeno, etc.

Se pueden dar sindromes de reactividad cruzada entre alérgenos inhalantes y alimentos, lo cual
suele ocurrir en pacientes sensibilizados a aeroalérgenos, principalmente pélenes, acaros o
epitelios de modo que estos pacientes desencadenan una reaccidn alérgica al entrar en contacto
con determinados alimentos vegetales o animales no relacionados biolégicamente. Por otro
lado, también se han descrito sindromes de reactividad cruzada entre alimentos vegetales de
familias taxondémicamente relacionadas. El presente estudio se ha centrado en analizar dos
familias de alérgenos, con alta prevalencia en el area mediterrdnea: las Proteinas de
Transferencia de Lipidos (LTP, del inglés Lipid Transfer Protein) y las Taumatinas, responsables
de provocar sindromes de reactividad cruzada que pueden ser de alta gravedad para el paciente.

Proteinas de Transferencia de Lipidos (LTP)

La familia de las LTP esta formada por proteinas de defensa de amplia distribucién en el reino
vegetal y debe su nombre a su capacidad para unir lipidos y transferirlos entre distintos sistemas
de membranas. Estas proteinas se localizan fundamentalmente en la parte externa de diversas
frutas, como rosaceas (melocotdn, manzana, fresa, ciruela, cereza, etc.), uva, kiwi, platano,
citricos (naranja, mandarina, limén); vegetales como lechuga, tomate, espdrrago, cereales,
frutos secos (castafia, avellana, cacahuete), asi como pélenes de olivo, platano de sombra, ciprés
y otros.

El contenido de LTP en estos vegetales se localiza principalmente en la piel y su cantidad
depende de varios factores, como son su madurez, almacenaje y tratamientos recibidos, por lo
que la alergenicidad es variable. Una de las caracteristicas principales de estos alérgenos es su
alta resistencia a la hidrdlisis por enzimas digestivas, asi como a la hidrélisis térmica o al
procesamiento con microondas o ultrasonidos, lo que permite a estas proteinas sensibilizar
tanto por via digestiva como por via inhalada, debido a la reactividad cruzada que presentan con
alérgenos homoélogos de pdlenes (13). Los pacientes sensibilizados a las LTP presentan un perfil
muy heterogéneo de modo que existen pacientes Unicamente sensibilizados a vegetales ricos
en LTP, principalmente a frutas rosaceas como el melocotén (Pru p 3), mientras que otros
pueden estar sensibilizados Unicamente a alérgenos del polen y finalmente un tercer grupo de
pacientes en los que se puede desencadenar una reaccion alérgica a alimentos que contengan
LTP en un contexto de sensibilizacidén a estas proteinas presentes en el polen. Esta sensibilizacion
puede provocar una amplia variedad de sintomas, desde sindrome de alergia oral hasta
sintomas digestivos o sistémicos, incluyendo la anafilaxia. La gravedad de la sintomatologia
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clinica, la asociacidon a cofactores y la dificultad de prever a cuantas proteinas LTP estd
sensibilizado un paciente hacen de esta poblacidn un grupo de pacientes con alergia alimentaria
de alto riesgo.

Se ha producido, durante la ultima década, un avance en el tratamiento de estos pacientes
desde el campo de la inmunoterapia especifica, administrada por via oral, sublingual o
epicutanea. Los estudios publicados hasta la fecha revelan resultados prometedores, mejorando
en estos pacientes la tolerancia a diversos alimentos ricos en LTP. Esta inmunoterapia se indica
principalmente en pacientes con reacciones graves o alergias multiples que conviven con dietas
muy restrictivas.

Taumatinas

Las taumatinas (TLP del inglés Thaumatin-Like Proteins) son polipéptidos de unos 200
aminodcidos que deben el nombre a su elevada similitud de secuencia con la taumatina, una
proteina que confiere sabor dulce y que fue descrita originalmente en el arbusto
Thaumatococcus dniellii.

Estas proteinas alergénicas presentan importante prevalencia en el area mediterranea,
pertenecen al grupo 5 de proteinas relacionadas con la patogénesis, familia PR-5, y su expresion
en vegetales estd inducida por infecciones de patdgenos como virus, bacterias y hongos, o por
condiciones adversas ambientales como el estrés osmético. Las taumatinas estan presentes en
pdlenes, cereales y frutos secos, ademas de diversas frutas y verduras como kiwi, platano,
cereza, manzana, melocotdn, uva, pimiento, lechuga o col. Son proteinas estables y resistentes
a altas temperaturas y digestién enzimdtica por lo que permanecen intactas en alimentos
procesados pudiendo provocar en el paciente desde un sindrome de alergia oral hasta una
reaccion anafilactica. Aunque la literatura existente hasta la fecha pone de manifiesto su notable
prevalencia y potencial alérgico en Espafia, actualmente el diagndstico de sensibilizacién a
taumatinas es limitado ya que Unicamente se dispone de dos extractos purificados, la proteina
nAct d2, procedente del kiwi y la mMal d2, procedente de la manzana, lo que limita el
diagndstico de los pacientes sensibilizados a las taumatinas (14).

Diagnostico molecular

Tradicionalmente, el diagndstico de la alergia IgE mediada se ha realizado utilizando extractos
completos de fuentes alergénicas, los cuales presentan dos principales limitaciones: Por un lado,
su dificil estandarizacién en cuanto al contenido; y, por otro, la diversidad de moléculas de
diferente naturaleza, cuya cantidad fluctia en funcidn del origen de la materia prima, el
momento de extraccion y el procedimiento mediante el que esta se ha llevado a cabo.

Como ya se ha mencionado, las proteinas alergénicas estan formadas por moléculas propias de
la fuente alergénica y moléculas de reactividad cruzada denominadas panalérgenos. Por tanto,
al emplear en el diagndstico extractos alergénicos completos, no es posible diferenciar si la
prueba positiva se debe a una sensibilizacidon genuina a una fuente alergénica particular o si se
trata de un fendmeno de reactividad cruzada. Es por esto por lo que el diagndstico molecular
por componentes ha supuesto un gran avance en el area de la Alergologia en esta ultima década,
ya que ha permitido verificar si los pacientes polisensibilizados estdn verdaderamente
sensibilizados a alérgenos especificos de diferentes fuentes alergénicas o si por el contrario
estan sensibilizados a panalérgenos y lo que padecen es un sindrome de reactividad cruzada.
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Ademas, el diagndstico molecular ha supuesto un importante avance en el ambito de la alergia
por distintas razones, ya que permite distinguir pacientes con alergia leve de otros en riesgo de
padecer reacciones graves, permite detectar sensibilizaciones a alérgenos insospechados,
ofrece la posibilidad de optimizar la indicacién de inmunoterapia y ademas posibilita establecer
determinados patrones especificos para diferentes areas geograficas (15).

Las técnicas para el diagndstico in vitro de IgE especifica mds frecuentemente usadas son los
ensayos tipo Immuno-CAP, en los que la unién antigeno-anticuerpo se revela mediante
anticuerpos especificos ligados a un marcador fluorescente. Como ya se ha comentado
previamente, estas pueden llevarse a cabo mediante plataformas de analisis singleplex, en las
que sélo es posible analizar la presencia de IgE especifica frente una molécula alergénica por
ensayo, o multiplex, que permiten la determinacidn de IgE especifica frente a una gran cantidad
de componentes alergénicos a la vez . Actualmente se emplean principalmente plataformas
basadas en el uso de microarrays que contienen un gran numero de moléculas alergénicas, tanto
especificas como de reactividad cruzada. Estas plataformas permiten un multi- diagnéstico por
componentes accesible a profesionales cualificados y son una herramienta informativa que
puede abrir nuevas puertas al actual conocimiento acerca de los mecanismos de sensibilizacion.
Actualmente la plataforma mds empleada es la denominada ISAC, la cual ha estado disponible
desde el afio 2001. Pero recientemente se ha comercializado otra técnica, denominada ALEX, la
cual contiene un microarray mas amplio. El presente estudio se ha centrado en comparar estas
dos plataformas que se detallan mds concretamente a continuacidon y cuyo proceso para la
deteccion de IgE especifica queda reflejado en el apartado de material y métodos.

Immuno CAP ISAC (Thermo Fisher Scientific Inc.)

A dia de hoy, uno de los arrays mds empleado es la prueba de IgE especifica multiplex
denominada ISAC (del inglés, Immuno Solid- Phase Allergen Chip). Esta prueba consiste en un
microarray de componentes alergénicos en fase sélida, en el que dichos componentes estan
guimicamente preactivados e inmovilizados en el fondo de un pocillo en un portaobjetos de
vidrio mediante un proceso realizado industrialmente denominado punteado. El array ISAC
permite la determinacién de IgE especifica de un total de 112 alérgenos especificos o
panalérgenos de mas de 50 fuentes alergénicas diferentes.

ALEX 2 (Allergy Explorer)

En el pasado aiio 2019 se introdujo en el mercado una nueva técnica de analisis multiplex
llamada ALEX? (del inglés, Allergy Explorer de Macroarray Diagnostic), la cual permite la
deteccion simultdnea de IgE total y especifica contra un total de 295 alérgenos, siendo 117
extractos alergénicos y 183 componentes moleculares. El funcionamiento es similar al descrito
para ISAC, pero con la peculiaridad de disponer de una matriz de alérgenos mas ampliay con la
posibilidad de detectar tanto IgE total como IgE especifica frente a extractos alergénicos como
componentes moleculares, todo ello en un mismo ensayo (16).
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OBJETIVOS

En la actualidad, el diagnéstico de sensibilizaciéon a distintos alérgenos en los pacientes
polisensibilizados pasa por la realizacién de un nimero muy elevado de determinaciones de IgE
especifica frente a distintos alérgenos, cuyo resultado resulta en ocasiones de dificil
interpretaciéon y ademds supone un elevado gasto sanitario. Las técnicas de cribado de
polisensibilizacién basadas en microarrays permiten la determinacién simultanea de IgE
especifica frente a un amplio nimero de alérgenos especificos. Estas técnicas permiten, ademas,
evaluar la presencia de panalérgenos, lo cual tiene gran trascendencia a la hora de aconsejar la
evitacién de distintos grupos de alimentos, de evaluar la importancia clinica de los alérgenos
inhalados o de programar una inmunoterapia especifica con alérgenos.

La técnica de microarrays disponible actualmente en el Servicio de Inmunologia del Hospital
Clinico Universitario Lozano Blesa es la denominada InmunoCAP ISAC, que cuenta con una matriz
de 112 componentes; pero recientemente ha salido al mercado otro array denominado ALEX?,
gue cuenta con un panel de alérgenos y componentes ampliado. Es por ello que en el presente
estudio se ha planteado la comparacidon de ambas pruebas diagndsticas, asi como la correlacidn
de los resultados obtenidos en estas con la clinica padecida por los pacientes a estudio.

De esta forma, se busca determinar si existe asociacidn entre la obtencién de un mayor nivel de
IgE especifica en el microarray y una clinica mas grave en esos pacientes; y de asi serlo cual de
las dos técnicas detecta mejor esta relacion.

Objetivo general

El presente estudio tiene como objetivo principal evaluar la deteccién de IgE especifica obtenida
por dos técnicas de microarrays: InmunoCAP ISAC y ALEX?, en pacientes sensibilizados a
multiples alérgenos.

Objetivos especificos
Los objetivos concretos del presente trabajo son:

1. Analizar los perfiles de determinacion de IgE especifica frente a distintos alérgenos en
pacientes alérgicos polisensibilizados empleando dos técnicas de cribado de
polisensibilizacidon basadas en el empleo de microarrays.

2. Analizar la correlacién y concordancia de los resultados en la determinacién de IgE
especifica frente a distintos alérgenos en pacientes alérgicos polisensibilizados
empleando dos técnicas de cribado de polisensibilizacidn basadas en el empleo de
microarrays.

3. Analizar la correlacion de los resultados en la determinacion de IgE especifica frente a
distintos alérgenos con la sintomatologia en pacientes alérgicos polisensibilizados
empleando dos técnicas de cribado de polisensibilizaciéon basadas en el empleo de
microarrays.
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MATERIAL Y METODOS
Disefio del estudio

El presente trabajo es un estudio observacional longitudinal prospectivo de una cohorte de
pacientes alérgicos polisensibilizados controlados en el Servicio de Alergologia del Hospital
Clinico Universitario Lozano Blesa de Zaragoza.

El periodo de reclutamiento estuvo comprendido entre marzo y octubre del 2022, en el cual se
incluyeron para el estudio aquellos pacientes que cumplieron con el siguiente criterio de
inclusion:

- Pacientes que acuden a la consulta de Alergologia por sintomas compatibles con alergia
respiratoria y/o alimentaria y presentan pruebas cutaneas intraepidérmicas positivas a
dos o mas alergenos.

Asi mismo, se excluyeron aquellos pacientes que presentaron pruebas cutdneas
intraepidérmicas negativas o positivas a un Unico alérgeno.

Se seleccionaron para el estudio los primeros 40 pacientes consecutivos que cumplieron el
criterio de inclusién previamente descrito. Durante la realizacion de las pruebas, en uno de los
pacientes no se pudo realizar el microarray ALEX? por problemas técnicos, por lo que finalmente
el estudio incluye 39 pacientes.

El suero de estos pacientes fue en un primer momento analizado mediante la técnica analitica
InmunoCAP ISAC, ya que es el método de diagndstico molecular actualmente incluido en la
Cartera de Servicios del Servicio de Inmunologia del Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa,
y posteriormente se informé a los pacientes a estudio del empleo de sus muestras para ser
analizado con otro método de deteccidn de IgE especifica, la técnica ALEX2.

Definicion de variables

Manifestaciones clinicas

Para cada uno de los pacientes a estudio se recogieron los datos clinicos correspondientes a los
sintomas padecidos al entrar en contacto con frutas, en concreto identificando si presentaban:
sindrome de alergia oral, urticaria, angioedema, rinitis-conjuntivitis, asma, célico abdominal,
hipotensidn o shock anafilactico.

Posteriormente, para simplificar el andlisis estadistico, se decidié la agrupacidon de estos
sintomas en cuatro grados, expuestos en la tabla 2.

Tabla 2. Grados de sintomatologia
Grado 0 1 2 3 |
Sintomas = Nosintomas @ Sindrome de alergia oral = Urticaria o angioedema | Shock o anafilaxia

Pruebas analiticas

Tal y como se ha mencionado previamente, las muestras de suero de los pacientes incluidos en
el estudio fueron analizadas por dos técnicas de deteccion de IgE especifica basadas en el
empleo de microarrays, ImmunoCAP ISAC y ALEX?, anteriormente descritas en el apartado de
introduccién, y cuyas técnicas de realizaciéon pasan a detallarse a continuacidon de manera mas
precisa.
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ImmunoCAP ISAC®

Esta técnica se basa en el empleo de un microarray que contiene 112 componentes moleculares
diferentes, los cuales interaccionan con la IgE especifica presente en el suero del paciente.

El analisis consta de dos fases, una primera en la que se pone en contacto el suero del paciente
con los alérgenos presentes en el array situado en el portaobjetos para permitir la generacion
de la reaccidn antigeno- anticuerpo y una segunda en la que se afiade un anticuerpo anti- Igk
conjugado con un fluorocromo que permitira la deteccién de las IgE especificas adheridas a las
moléculas alergénicas cuantificando la fluorescencia generada. Finalmente se procesan las
imagenes cuantificando la fluorescencia obtenida, lo que indica las concentraciones de Igk
adheridas a cada uno de los componentes alergénicos. Para ello se emplea un programa de
analisis, el Microrray Analyzer (MIA), que procesa la imagen obtenida y elabora un informe
enumerando los resultados de los componentes alergénicos detectados en unidades
internacionales estandarizadas ISAC (ISU), que se representan en un rango de 0,3 a 100,
ofreciendo una indicacidon semi-cuantitativa de las concentraciones de IgE especifica (17).

(@)

Figura 2. Andlisis molecular mediante el chip de alérgenos en fase sélida ISAC 112°. De:
Harwanegg C, Laffer S, Hiller R, Mueller MW, Kraft D, Spitzauer S, et al. Microarrayed
recombinant allergens for diagnosis of allergy. Clin Exp Allergy. 2003;33(1):7—13.

(a) Proceso de “punteado” de la Micromatriz en un portaobjetos de vidrio.

(b) Incubacién del suero del paciente con las moléculas alergénicas y unidon de los
anticuerpos anti- IgE conjugados con fluorocromo.

(c) Analisis de la fluorescencia generada en el microarray por un escaner laser.

ALEX?

Este microarray contiene un total de 295 reactivos (117 extractos de alérgenos y 183
componentes moleculares) depositados en una membrana de nitrocelulosa. El proceso analitico
comienza recubriendo el portaobjetos con 0,5 ml de suero del paciente, diluido a una
concentracién 1:5, con una solucion que incluye un inhibidor de Determinantes de
Carbohidratos Cruzados Reactivos (CCD). Tras la incubacion con el suero, los chips se lavan y se
incuba con un anticuerpo de deteccion de IgE humana conjugado con fosfatasa alcalina. Después
de otro ciclo de lavado se aifade el sustrato enzimdtico y pasados unos minutos se completa la
reaccién que se mide con una cdmara de dispositivo de carga acoplada (CCD). Un software
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digitaliza las imagenes obtenidas y redacta un informe, enumerando los extractos y
componentes alergénicos detectados, asi como su valor en kUA/L 4.

Datos analiticos

Los datos analiticos que se recogieron inicialmente fueron los de la IgE especifica contra los
diferentes componentes alergénicos comunes analizados en los dos microarrays empleados en
el estudio, ImmunoCAP ISAC® y ALEX?, los cuales se enumeran en la Tabla 3.

Tabla 3. Alérgenos comunes en ISAC® y ALEX?

Actd 1 Betv 2 Derp1l Lepd2
Actd 2 Blagl Der p 10 Mald 1
Actd 5 Blag2 Derp 2 Meral
Alng1l Blag5 Der p 23 Musm 1
Altal Blot5 Equcl Oleel
Alta6 Bosd 4 Equc3 Olee7
Ambal Bosd5 Fage 2 Olee9
Anao2 Bosd 6 Feld 1 Parj2
Anao3 Bosd 8 Feld 2 Penm 1
Anis 1 Canfl Feld 4 Penm 2
Anis 3 Canf2 Gadcl Penm 4
Apigl Canf3 Gald1 Phlp1
Arah1 Canf4 Gald2 Phlp 12
Arah2 Canf6 Gald 3 Phlp 2
Arah3 Cheal Gald 5 Phlp 5
Arah 6 Clahg Glym 4 Phlp 6
Arah8 Cor a 1.0401 Glym5 Phlp 7
Arah9 Coral4d Glymé6 Plaal
Artv1 Cora8 Hevb 1 Plaa3
Artv 3 Cora9 Hev b 3 Plall
Aspfl Cryjl Hevb 5 Prup 3
Aspf3 Cupal Hev b 6.01 Salk1
Asp f6 Cynd1 Hev b 8 Sesil
Berel Derf1l [Jugrl Trial4
Betv 1 Derf2 [Jugr3 Tria 19.0101
TriaaA TI

Los datos correspondientes a los 101 componentes alergénicos especificos indicados en la Tabla
3 se emplearon para hacer el estudio descriptivo de los resultados obtenidos.

Debido a la gran cantidad de familias alergénicas y a la imposibilidad de analizar todas ellas en
el presente trabajo, se decidié seleccionar aquellas moléculas alergénicas pertenecientes a las
familias de las LTP y de las taumatinas, puesto que son algunos de los componentes mas
frecuentemente implicados en sindromes de reactividad cruzada en nuestro medio y cuyo
estudio puede ser de importancia para el correcto diagndstico de pacientes polisensibilizados.
En un primer momento, al realizar el andlisis de la concordancia entre ambas técnicas
diagndsticas, se estudiaron los datos obtenidos para el total de moléculas pertenecientes a la
familia de las LTP y la taumatina. Posteriormente, al analizar la relacidn entre la cantidad de IgE
especifica obteniday la clinica padecida por los sujetos, se decidié seleccionar un menor nimero
de moléculas de LTP estudiando las 4 que mayor cantidad de positivos presentaban; estos
componentes pasan a detallarse en |la Tabla 4.
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Tabla 4. Moléculas de la familia de las LTP

LTP
Moléculas totales Arah9 Jugr3 Olee?7 Parj2 Plaa3
Artv3 Cora8 Tria 14 Prup 3
Moléculas seleccionadas Arah9 Prup3 Cora8 Plaa3

Respecto a la familia de las Taumatinas, al contar con una Unica molécula comun en ambas
técnicas (Act d 2), se analizé de igual manera en los diferentes test estadisticos.

Analisis estadistico

En primer lugar, se realizé un andlisis estadistico descriptivo de los resultados obtenidos tras la
determinacidn de IgE especifica frente a los alérgenos incluidos en las dos técnicas de cribado
de polisensibilizacién empleadas en el estudio (ImmunoCAP ISAC® y ALEX?). Tal y como se ha
mencionado y dado el gran numero de variables a estudiar, en el presente trabajo se
seleccionaron los componentes alergénicos pertenecientes a las familias de las LTP y de las
taumatinas.

En segundo lugar, se realizd un analisis comparativo de los resultados de la determinaciéon de
IgE especifica frente a los alérgenos incluidos en las dos técnicas de cribado de polisensibilizacién
empleadas en el estudio distribuidos en las siguientes familias de panalérgenos: LTP, PR-10,
taumatinas, profilinas y tropomiosinas. Al tratarse de dos variables cuantitativas y continuas, se
analizo el grado de correlacion mediante el coeficiente de determinacién R?, cuyo valor mide la
fuerza de asociacidn entre ambas técnicas, que aumentard conforme mas proximo esté de 1.

Posteriormente, se estudio la concordancia entre las dos técnicas de deteccion de IgE especifica;
para ello se calculd el coeficiente kappa de Cohen para los componentes alergénicos
pertenecientes a la familia de las LTP y taumatinas presentes en ambos arrays. Para el calculo
de los indices kappa se agruparon los datos de IgE especifica obtenidos segun diferentes niveles
de sensibilizacion descritos previamente que se recogen en la Tabla 5 (18).

Tabla 5. Niveles de sensibilizacion

Cantidad de IgE (KU/L) Nivel de sensibilizacion
0 <0,35 Indetectable
1 0,35a<0,7 Bajo
2 0,7a<3,5 Moderado
3 3,5a<17,5 Alto
4 >17,5 Muy alto

Los resultados del analisis Kappa se interpretaron de la siguiente manera: k: 0-0,20: no
concordancia; 0,21-0,40: concordancia leve; 0,41-0,60: concordancia moderada; 0,61-0,80:
concordancia elevada; y 0,81-1,00: concordancia casi perfecta.

En tercer lugar, se ha estudiado la relacidon entre los niveles de IgE especifica para los
componentes alergénicos de la familia de las LTP y taumatina obtenidos en las técnicas de
diagndstico molecular ISAC y ALEX con los cuadros clinicos relacionados tras la ingesta de frutas
que padecen los pacientes a estudio.
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Antes de seleccionar los diferentes test estadisticos a emplear, se estudié la distribucién de las
variables a analizar para establecer si estas seguian o no una distribucidn normal. Al contar con
un tamafio muestral pequeiio (n <50) se aplicé el test Shapiro-Wilk, el cual se plantea como
hipdtesis nula (Ho) que los valores sigan una distribucién normal. Tras realizar el test, los valores
de p obtenidos fueron de <0,001. Puesto que resultaron menores al nivel de significacién
establecido (p>0,05), se rechazé la hipétesis nula, lo cual supone que las variables no siguen una
distribucién normal, por lo que se deben emplear en el analisis estadistico test no paramétricos.

En primer lugar, se realizd la prueba U de Mann-Whitney, que permite comparar la media de
una variable dependiente y determinar si existen diferencias en dos grupos independientes. Se
empled para valorar si existian diferencias, en la media de los valores de IgE especifica para las
4 LTP seleccionadas y la taumatina, en dos grupos de pacientes, con y sin sintomas.

Posteriormente se realizd el test H de Kruskal-Wallis, que permite comparar la varianza de la
mediana de una variable entre varios grupos. En este caso se empled para determinar si habia
diferencias entre los grupos divididos segun la gravedad de su sintomatologia (definidos en la
Tabla 2) y el nimero de LTPs que habian resultado positivas en las diferentes técnicas. A la hora
de determinar entre que grupos se observaron diferencias significativas, se realizd el analisis
post-hoc denominado de Dwass-Steel-Critchlow-Fligner (DSCF), en el que se compararon dos a
dos los diferentes grados de sintomatologia analizando si se observaban diferencias
significativas en cuanto al nimero de LTP positivas.

Para el analisis estadistico, el nivel de significacién se fija en p< de 0,05, y los paquetes de
software empleados han sido Excel 2010 Office 365 (Microsoft) y Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS) versidén 22.0 con licencia de la Universidad de Zaragoza.

Consideraciones éticas

El estudio realizado en el presente trabajo ha obtenido el informe dictamen favorable desde el
Comité de Etica de la Investigacion Clinica de la Comunidad de Aragén (CEICA) con el nimero de
acta 04/2023 (codigo del proyecto: C.1. P123/074).

Al tratarse de un estudio observacional longitudinal prospectivo de una cohorte de pacientes
alérgicos polisensibilizados controlados en el Servicio de Alergologia del Hospital Clinico
Universitario Lozano Blesa de Zaragoza, los datos que se van a emplear provienen de las pruebas
realizadas en el Servicio de Inmunologia de dicho Hospital, obtenidos a través de la base de datos
Modulab Laboratorio Versién 3.1.01 (Werfen) durante el seguimiento de dichos pacientes. Los
datos se someterdn a un proceso de pseudoanonimizacion, por lo que no se considera necesario
la solicitud del consentimiento informado.
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RESULTADOS
Analisis descriptivo

En primer lugar, se procedid a realizar un analisis descriptivo de los resultados mas
representativos de los obtenidos tras la realizacién de las técnicas diagndsticas ISAC y ALEX en
el grupo de pacientes a estudio, y para ello se analizé la distribucidn de los mismos segun el

numero de alérgenos positivos detectados con ambas técnicas diagnésticas (Figura 3).
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Figura 3. Porcentaje de pacientes segun el nimero de alérgenos positivos en ISAC y ALEX

Como se puede observar en la Figura 3, mas del 80% de los pacientes presentaron positividad
para 6 o mas alérgenos con ambas técnicas, de los cuales mds del 50% presentan sensibilizacion
a entre 11y 20 alérgenos de los analizados en estas plataformas.
Posteriormente, se centrd el analisis en el estudio de los panalérgenos detectados mediante las
técnicas diagndsticas ISACy ALEX. Para ello se realizd un estudio del porcentaje de componentes
alergénicos positivos respecto al total de componentes alergénicos analizados en los pacientes
incluidos en el estudio distribuidos segin la familia de panalérgenos a la que pertenecen
detectados en ambas plataformas (Figura 4).
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Figura 4. Porcentaje de alérgenos positivos en ISAC y ALEX segun familia de panalérgenos
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Tal y como muestra la Figura 4, las dos familias de panalérgenos en las que se detectaron el
mayor numero de componentes alergénicos positivos fueron la familia de las LTP, en la que se
detectd en torno a 30% de alérgenos positivos respecto al total de las LTP analizadas en los
pacientes incluidos en el estudio en ambas plataformas, y la familia de las taumatinas en la que
se detectaron en torno a un 20% de alérgenos positivos sobre el total de taumatinas analizadas
en todos los pacientes en ambas plataformas.

Asi, posteriormente se realizé el andlisis, tanto en la familia de las LTP como en la taumatina,
desglosando sus valores segun los niveles de sensibilizacion anteriormente indicados en la
seccion de Materiales y Métodos (Figura 5).
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Figura 5. Porcentaje de LTP y Taumatinas distribuidos segtin valores de sensibilizacion

En la Figura 5 se puede observar que, dentro de los alérgenos positivos pertenecientes a la
familia de las LTP, los mayores porcentajes se dieron en los valores comprendidos entre 3,5y
17,5 kU/I, que corresponde al nivel alto de sensibilizacion (ver Tabla 5 de Material y Métodos).
En el caso de la taumatina, los mayores porcentajes de alérgenos positivos en ambas técnicas se
dieron en los valores comprendidos entre 0,7 y 3,5 kU/I, que corresponde al nivel moderado de
sensibilizacion (ver Tabla 5 de Material y Métodos). Por otra parte, el porcentaje de los alérgenos
positivos dentro de la familia de las LTP incluidos en los grados moderado, alto y muy alto de
sensibilizacion respecto al total de alérgenos positivos dentro de esta familia supuso un 81,5%
en la plataforma ISAC y del 87,7% en la plataforma ALEX. En el caso de la taumatina, los
porcentajes de alérgenos positivos incluidos en los grados mencionados fueron de 75,1% vy
72,1% en las plataformas ISAC y ALEX respectivamente.
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Estudio de la concordancia

Posteriormente se realizé un andlisis para evaluar la concordancia entre los resultados
obtenidos en ambas técnicas, ISAC y ALEX. Este analisis se realizé para los datos de IgE especifica
obtenidos en las distintas familias de panalérgenos incluidas en ambas plataformas, cuyos
valores se muestran en la Figura 6.
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Figura 6. Relacion entre ISAC y ALEX para las familias de panalérgenos

Tal y como se muestra en las graficas de nube de puntos y en los coeficientes de determinacién
R?, la correlacién més alta entre ambas plataformas se observé en la taumatina, con un valor de
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R? de 0,86, lo que indica una dptima correlacién entre los resultados obtenidos en ambas
plataformas. También se observd una buena correlacién en la familia de las LTP y PR-10, con
unos valores de R? de 0,65 y 0,62 respectivamente. En el caso de la familia de las Profilinas, el
valor de R?fue de 0,45, lo que indicaba una correlacién mas débil, mientras que, en el caso de la
familia de las tropomiosinas, el valor de R? de 0,01 indicaba que la correlacidn fue practicamente
nula entre estas pruebas.

Dado que la familia de panalérgenos de las LTP es uno de los principales objetos de estudio de
este trabajo, se analizd la correlacion entre los valores de IgE especifica obtenidos con ambas
técnicas analiticas, para cada una de las moléculas alergénicas pertenecientes a esta familia
incluidas en las plataformas ISAC y ALEX (Figura 7).
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Figura 7. Correlacion entre ISAC y ALEX para las moléculas pertenecientes a la familia de las LTP

Tal y como se observa en la Figura 7, los componentes alergénicos Par j 2 y Cor a 8 presentaron
una fuerte relacién entre ambas técnicas, con unos coeficientes de determinacién R? de 0,99 y
0,90 respectivamente. Por otro lado, los componentes Ara h 9, Pru p 3, Jur r 3y Pla a3
presentaron una relacion moderada entre ISAC y ALEX, cuyos coeficientes de determinacion
fueron de 0,74, 0,70, 0,61 y 0,56 respectivamente. Finalmente, los componentes Artv 3, Tria 14
y Ole e 7 mostraron unos coeficientes de determinacién bajos, de 0,41, 0,26 y 0,02
respectivamente.

Posteriormente, se llevo a cabo el analisis estadistico para evaluar la concordancia entre las dos
pruebas diagndsticas. Para ello, se calcularon los indices Kappa de Cohen, que permitieron medir
el acuerdo entre los resultados de IgE especifica obtenidos para la familia de las LTP y la
taumatina. Para su estudio, los valores de IgE se agruparon segun los rangos establecidos en el
apartado de Material y Métodos (Figura 8).
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Figura 8. Andlisis Kappa de Cohen entre ISAC y ALEX para la familia de las LTP y la taumatina

En la figura 8 se observa que el indice Kappa en el analisis de concordancia en la familia de las
LTP fue de 0,59, en el caso de la taumatina, de 0,46, lo que supone una concordancia moderada
entre las dos técnicas empleadas para ambas familias de panalérgenos.

Finalmente, se calcularon los indices Kappa para cada uno de los diferentes componentes
alergénicos pertenecientes a la familia de las LTP y la taumatina (Figura 9).

Se puede observar que los componentes Art v 3, Cor a 8, Jur r 3 y Pru p 3 mostraron una
concordancia elevada para las moléculas, con unos indices Kappa entre 0,6 y 0,8 mientras que
los componentes Ara h 9, Plaa 3, Tri a 14 y Act 2 mostraron una concordancia moderada con
indices Kappa entre 0,4 y 0,6. Para el componente Par j 2, se observé una concordancia leve con
un indice Kappa de 0,3; mientras que, en el componente Ole e 7, la concordancia fue nula, con
un indice Kappa de -0,035.
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Estudio de la asociacion entre los valores de IgE y |a clinica

Por ultimo, se analizd la relacidon de los valores de IgE especifica frente a los componentes
alergénicos de la familia de las LTP y la taumatina en los pacientes incluidos en el estudio y su
asociacion con la presencia de determinados sintomas tras la ingesta de frutas.

En primer lugar, se realizd el test estadistico no paramétrico U de Mann-Whitney, para
determinar si existian diferencias significativas entre el grupo de pacientes con y sin sintomas
en las medias de los valores absolutos de las 4 LTP seleccionadas en el estudio (Prup 3, Arah 9,
Cor a 8 y Pla a 3) y la taumatina Act d 2, determinadas tanto en la plataforma ISAC como en
ALEX. Los valores del test quedan reflejados en la Tabla 6.

Tabla 6 Test U de Mann- Whitney

ISAC ALEX |
Estadistico p Estadistico p
Prup3 70,5 0,047 65,0 0,027
Arah9 56,0 0,010 56,0 0,010
Cora8 72,0 0,033 64,0 0,018
Plaa3 68,0 0,025 60,0 0,013
Actd 2 92,0 0,121 80,0 0,057

Dado que los valores de p obtenidos en el test han resultado menores que el nivel de
significacién establecido (p<0,05), se rechaza la hipdtesis nula, aceptando que si existian
diferencias significativas entre la media de los valores absolutos de la IgE especifica frente a las
LTP seleccionadas en los pacientes con y sin sintomas. Estas diferencias se observaron tanto en
la plataforma ISAC como ALEX. Por otro lado, para la taumatina Act d 2, el valor de p obtenido
es >0,05 por lo que no existian diferencias entre los valores absolutos de IgE especifica frente a
este componente alergénico entre ambos grupos de pacientes en ninguna de las dos
plataformas.

A continuacion, se llevé a cabo el test estadistico H de Kruskal-Wallis para examinar la existencia
de diferencias entre 4 grupos de pacientes, clasificados segun la gravedad de sus sintomas, en
relacidon al nimero de LTP positivas detectado por ambas técnicas. Este andlisis se realizd
considerando tanto el total de moléculas pertenecientes a la familia, como enfocandose en las
cuatro moléculas previamente seleccionadas. Los resultados del test se exponen en la Tabla 7.

Tabla 7 Prueba H de Kruskal- Wallis

ISAC ALEX

X’ gl p X gl p
LTP totales (nimero positivos) 9,45 3 0,024 10,00 3 0,019
LTP seleccionadas (nimero positivos) 9,25 3 0,026 9,25 3 | 0,026

LTP totales: Prup 3; Arah 9; Cora 8;Plaa 3; Artv 3; Jurr3; Olee7; Parj2; Tria 14
LTP seleccionadas: Prup 3; Arah 9; Cora 8;Plaa 3

Grados por sintomatologia: 0 = no sintomas; 1 = SAO; 2 = urticaria/angioedema; 3 = shock/anafilaxia
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Los valores de p obtenidos fueron <0,05, por lo que existian diferencias significativas entre al
menos dos de los grupos definidos segun la gravedad de su sintomatologia en cuanto al nimero
de LTP positivas, tanto del total de moléculas como de las 4 seleccionadas.

Sin embargo, la prueba H de Kruskal-Wallis no indica entre cuales de los 4 grupos creados se
observan estas diferencias; para ello es necesario realizar el andlisis post-hoc denominado de
Dwass-Steel-Critchlow-Fligner (DSCF). En esta comparativa, se analizaron dos a dos los
diferentes grupos definidos por su gravedad en la sintomatologia, estudiando entre cuales de
ellos se observaban diferencias significativas en relacién al nimero de LTP positivas detectados
en ambas técnicas. Los resultados de la prueba se exponen en la Tabla 8.

Tabla 8 Comparaciones dos a dos de Dwass-Steel-Critchlow-Fligner respecto al total de LTP

LTP totales (nimero positivos)

ISAC ALEX
Grado sintomatologia W p w P
0 1 3,50 0,064 4,05 0,022
0 2 1,51 0,709 0,69 0,962
0 3 3,94 0,027 3,65 0,049
1 2 -1,69 0,632 -2,44 0,312
1 3 0,13 1,000 -0,21 0,999
2 3 1,93 0,524 2,01 0,485

Al realizar la comparacion por parejas de los grados de sintomatologia, se observaron diferencias
significativas en cuanto al nimero de LTP positivas entre los grupos 0y 1 en la plataforma ALEX,
y entre los grupos 0 y 3, tanto en ISAC como en ALEX, ya que son las comparaciones en las que
el nivel de p fue <0,05. En el resto de los grupos comparados no se han observado diferencias
significativas en ninguna de las dos plataformas.

Tabla 9 Comparaciones dos a dos de Dwass-Steel-Critchlow-Fligner respecto a las LTP
seleccionadas

LTP seleccionadas (niimero positivos)

ISAC ALEX
Grado sintomatologia w P w p
0 1 3,55 0,058 3,55 0,058
0 2 0,69 0,962 0,69 0,962
0 3 3,10 0,075 3,41 0,075
1 2 -2,48 0,296 -2,48 0,296
1 3 -0,60 0,974 -0,60 0,974
2 3 2,22 0,397 2,22 0,397

En el analisis comparativo de los grupos definidos por la gravedad de la sintomatologia, no se
encontraron diferencias significativas en cuanto al nimero de positivos en las cuatro LTP
seleccionadas (Prup 3, Arah 9, Cora 8y Pla a 3), observandose valores de p>0,05. Sin embargo,
cabe destacar que las comparaciones entre los grupos Oy 1 y 0 y 3 mostraron una tendencia
cercana a la significacién con valores de p alrededor de 0,05, tanto en los resultados obtenidos
con la plataforma ISAC como en los obtenidos con ALEX.
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DISCUSION

Como ya se ha mencionado, la determinacién de IgE especifica es una herramienta clave a la
hora de realizar un correcto diagndstico y tratamiento en los pacientes polisensibilizados. En
este trabajo se ha estudiado la determinacidon de IgE especifica contra moléculas panalergénicas
mediante dos técnicas diagndsticas en un grupo de pacientes con multiples sensibilizaciones. Se
han analizado los diferentes valores obtenidos con cada una de las técnicas y se ha estudiado la
asociacion de estos con la presencia de determinados sintomas en los pacientes.

Estudio de IgE especifica en pacientes polisensibilizados

Se realizé un analisis descriptivo de los resultados obtenidos tras la realizacidn de las pruebas,
cuyos resultados reflejan que los pacientes a estudio pertenecen en efecto a la categoria de
polisensibilizados, ya que en el 80% de estos se ha detectado sensibilizacién a 6 o mas
componentes alergénicos con ambas técnicas diagndsticas, y un 50% de estos presentan IgE
especifica contra entre 11 y 20 moléculas, lo que reafirma su polisensibilizacién.

Posteriormente se procedio al estudio de las familias de panalérgenos presentes en el array. En
primer lugar, se analizé el porcentaje de alérgenos positivos pertenecientes a cada una de estas
familias, lo que mostré como las dos familias con mayor nimero de positivos eran la familia de
las LTP y la de las taumatinas, con un 30 y 20% de moléculas positivas respectivamente. Estos
datos resultan acordes con lo esperado, ya que estas dos son las familias de panalérgenos mas
frecuentemente implicadas en procesos de polisensibilizaciéon en nuestro medio.

Ademas, para ambas familias se estudié a su vez el porcentaje de IgE detectada perteneciente a
cada uno de los diferentes grados de sensibilizacion, constatandose que, al detectarse una
sensibilizacidn positiva a alguna molécula perteneciente a estas familias en mas del 70% de los
casos, el nivel detectado fue entre moderado v alto.

Estudio de la concordancia entre ISAC y ALEX

En la segunda parte de este trabajo se analizd la relacidon entre los valores de IgE especifica
obtenidos mediante las técnicas diagndsticas a estudio, Immuno CAP ISAC y ALEX2. Para ello, se
realizaron, tanto para las diferentes familias de panalérgenos como para las moléculas
alergénicas pertenecientes a la familia de las LTP, las correspondientes rectas de regresion
relacionando los valores obtenidos en ISAC y ALEX. Los resultados del analisis reflejaron una
relacidon dptima para la taumatina, buena para LTP y PR-10, débil para las profilinas y nula para
las tropomiosinas.

Resultados similares a los comentados se observaron en el estudio realizado por Scala y
colaboradores, los cuales representaron, mediante diagramas de Ven, la correlacidn entre las
técnicas ISAC y ALEX para diferentes familias de panalérgenos tanto vegetales como animales.
En estas graficas se representa como los valores de LTP coinciden en un 62%, los de PR-10 en un
72%, los de profilinas en un 71% y los de tropomiosinas en un 28% siendo esta ultima familia de
panalérgenos la que mostraba la peor correlacidén entre ambas técnicas, similar a los resultados
obtenidos en este trabajo (19).

Ademas, se realizo el analisis de la concordancia entre ambas técnicas mediante el analisis del
estadistico Kappa de Cohen. Los resultados obtenidos reflejaron una concordancia elevada-
moderada entre los datos recogidos por ambas técnicas, con unos valores medios del indice
Kappa de entre 0,5 y 0,6; tanto para la familia de las LTP como para la taumatina. Los indices
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Kappa para la gran mayoria de los componentes alergénicos de la familia de las LTP mostraron
valores similares a los mencionados, entre 0,5y 0,6. Estos resultados indican que ambas técnicas
diagndsticas proporcionan resultados equiparables en el estudio de las dos familias de
panalérgenos mas frecuentes de pacientes polisensibilizados en nuestro medio.

En un estudio previo, Bojcukova y colaboradores compararon la plataforma multiplex
ImmunoCAP ISAC con la plataforma ALEX?, estudiando los valores de IgE especifica frente a una
serie de alérgenos inhalantes que incluian pélenes (gramineas: Phl p 1, Phl p5; drboles Bet v 1),
acaros (Der p 1, Der p 2) y epitelio de gato (Fel d 1) en el suero de 198 pacientes. Los resultados
obtenidos mostraron una muy buena correlacién, con unos valores medios de los indices Kappa
de 0,8. Entre otras causas, la diferencia en el tamafio de la muestra analizada y la diferencia en
los componentes alergénicos analizados podrian justificar las diferencias en los valores de los
indices Kappa obtenidos en el mencionado estudio y los de este trabajo.

Por otra parte, en el mencionado estudio se observd una ligera sobreestimacién en la técnica
ALEX? respecto a los valores recogidos por ISAC en los niveles altos de sensibilizacién (16).
Acorde con esos datos, en el presente trabajo también se ha detectado esa diferencia entre
ambas plataformas, describiéndose un mayor porcentaje de pacientes pertenecientes al nivel 4
de sensibilizacidn en la técnica ALEX respecto a ISAC.

Si bien es cierto que los valores de concordancia obtenidos en el estudio previamente
mencionado son mayores a los obtenidos en este trabajo, cabe mencionar que la muestra de
pacientes con la que se realizd aquél era mayor. En este sentido, otro estudio realizado por
Platteel y colaboradores comparaba a su vez las técnicas ISAC y ALEX, cuya muestra de pacientes
era de 49 sujetos (20). En ese trabajo, el valor del indice Kappa obtenido para la familia de las
LTP fue de 0,6, lo que concuerda con los resultados observados en este trabajo para la misma
familia de panalérgenos.

Asociacion entre los valores de IgE y las manifestaciones clinicas

Finalmente se analizd la relacién entre los niveles de IgE especifica y la sintomatologia clinica
presentada por los pacientes tras la ingesta de frutas. Para ello se estudié la asociacién entre la
presencia de estos sintomas y el nimero de componentes panalergénicos positivos en las
pruebas de diagndstico ISAC y ALEX tanto en la familia de las LTP como de la taumatina.

En primer lugar, se realizd el test estadistico U de Mann-Whitney para evaluar si existian
diferencias significativas en relacién a los niveles de IgE especifica frente a moléculas
pertenecientes a la familia de las LTP y la taumatina en los pacientes con y sin sintomas tras la
ingesta de frutas. Los resultados revelaron la presencia de diferencias significativas indicando
que la media de los valores absolutos de las LTP analizadas fue mayor en los pacientes con
sintomas respecto a los que no los presentaron siendo las diferencias detectadas tanto en la
plataforma ISAC como en ALEX. Sin embargo, no se hallaron variaciones en cuanto a los valores
de IgE especifica contra la taumatina, por lo que no se realizaron andlisis adicionales en relacién
a este panalérgeno.

Posteriormente, para analizar de manera mds exhaustiva la asociacién entre la presencia de
sintomas con los valores de LTP, se realizd el test estadistico H de Kruskal-Wallis para estudiar
las variaciones entre el nimero de moléculas de LTP que habian resultado positivas y la gravedad
de los sintomas observados tras la ingesta de frutas.
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Los resultados de este andlisis revelaron la existencia de diferencias significativas respecto al
numero de moléculas de LTP positivas entre los pacientes que no mostraron sintomas y aquéllos
que presentaron la sintomatologia mas grave (anafilaxia o shock anafilactico) observandose
estas diferencias tanto en la técnica ISAC como en la ALEX. No obstante, también se observaron
diferencias en cuanto al nimero de moléculas de LTP positivas entre los pacientes que no
mostraron sintomas y aquellos que lo hicieron en forma de sindrome de alergia oral, pero estas
variaciones sdlo se observaron en la técnica ALEX.

Resultados similares a los comentados se observaron en el estudio realizado por Asero y
colaboradores cuyo objetivo fue la busqueda de un marcador capaz de predecir el riesgo de un
paciente a desarrollar una clinica grave tras la ingesta de determinados alimentos (21). En este
estudio se analizé la sensibilizacién a LTP en 100 pacientes en los que se constaté alergia a
nueces, avellanas, cacahuete tomate, arroz y/o maiz. Para ello se midieron los niveles de IgE
especifica contra los alérgenos presentes en los alimentos mencionados y contra Pru p 3, el
componente LTP presente en el melocotdn, y se estudid su variacién en relacién con la
sintomatologia presentada por los pacientes.

Los resultados detectaron que los pacientes que mostraron niveles mas altos de IgE especifica
contra Pru p 3 se asociaron con una mayor prevalencia de alergia a nuez, avellana y cacahuete.
A su vez, se objetivd como los niveles medios de IgE especifica frente a alimentos fueron
mayores en sujetos alérgicos respecto a aquellos que eran tolerantes, aunque no se observaron
diferencias entre los que presentaron clinica Unicamente oral de los que lo hicieron de forma
sistémica. Las conclusiones a las que se llegd con este estudio fueron que los niveles de IgE
especifica predicen solo de forma parcial la respuesta alérgica de los pacientes, y que las razones
por las que un sujeto termina desarrollando o no clinica grave tras el contacto con un
determinado alérgeno siguen sin estar completamente identificadas.

Esta relacidn entre gravedad de la sintomatologia y el nivel de sensibilizacién también fue
analizada por Rossi y colaboradores, los cuales estudiaron la asociacion entre la gravedad de la
sintomatologia clinica y los niveles de IgE especifica contra componentes alergénicos de la
familia de las LTP (22). Para ello se estudié a 46 pacientes alérgicos al melocotén que se
dividieron segun la gravedad de la reaccién presentada tras el contacto con el alérgeno y se
evalud en todos ellos la IgE especifica contra diferentes alérgenos recombinantes y naturales. El
analisis realizado demostrd que existia una correlacidn directa entre los niveles de IgE especifica
contra la molécula Pru p 3 y la gravedad de los sintomas, siendo esta mucho mayor en los
pacientes que habian presentado sintomatologia sistémica. Los investigadores concluyeron que,
enrelacidn a la alergia a frutas pertenecientes a la familia de las Rosdaceas, la deteccion de niveles
de IgE especifica contra Pru p 3 puede considerarse como una advertencia ante el posible
desarrollo de reacciones alérgicas graves.

En definitiva, los resultados obtenidos en el presente trabajo estan en linea con los obtenidos
en los estudios mencionados ya que en ambos se observd que los pacientes que padecen
reacciones alérgicas presentaron mayores niveles de IgE especifica en suero, pero la
determinacidn de estos niveles no fue suficiente para diferenciar aquellos sujetos que presentan
un sindrome de alergia oral, de los que desarrollan una grave reaccién sistémica.
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CONCLUSIONES

Las conclusiones del presente trabajo son:

1.

La determinacion de IgE especifica es fundamental para el diagnéstico y tratamiento
adecuado de pacientes polisensibilizados siendo el empleo de técnicas de cribado
basadas en microarrays, ImmunoCAP ISAC y ALEX?, un método adecuado para detectar
polisensibilizacion.

Las familias panalergénicas de las LTP y la taumatina son las mas frecuentes en los
pacientes polisensibilizados incluidos en el estudio.

La concordancia detectada entre las dos técnicas de andlisis estudiadas para la
deteccidn de IgE especifica contra las familias panalergénicas de las LTP y taumatina es
moderada- alta indicando que ambas técnicas proporcionan resultados equiparables en
el andlisis de estas moléculas.

Existe una asociacion significativa entre los niveles de IgE especifica contra moléculas
panalergénicas pertenecientes a la familia de las LTP y |la presencia de sintomas clinicos
tras la ingesta de frutas en los pacientes polisensibilizados incluidos en el estudio.
Existe una asociacién entre la presencia de un mayor nimero de componentes positivos
de la familia de las LTP y la presencia de reacciones sistémicas graves tras ingerir frutas,
aunque los niveles de IgE especifica no predicen completamente los sintomas que
experimentardn los pacientes alérgicos tras la ingesta de frutas.
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