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La hipersensibilidad es definida como una reaccion inadecuada o exagerada del sistema
inmune frente a sustancias que las considera como nocivas llamadas alérgenos, y que en
la mayoria de las personas no causan ninguna reaccion. De acuerdo a la clasificaciéon de
Coombs y Gell se dividen en:

)} Alergia o hipersensibilidad I: mediada por IgE, es una reaccion secundaria a la ingesta,
inhalacién o contacto con una particula o sustancia. Es imprescindible que el individuo haya
sido previamente sensibilizado; es decir, haber estado en contacto.

)} Hipersensibilidad ll: reaccion producida por la interaccion antigeno-anticuerpo en la super-
ficie de las células, lo que genera una reaccién de citotoxicidad.

} Hipersensibilidad lll: reacciones por inmunocomplejos de anticuerpos IgG e IgM que se
depositan en los tejidos desencadenando una respuesta inmunitaria con activacion del
complemento.

} Hipersensibilidad IV: o retardada, generalmente por contacto cutaneo, es mediada por
células, no por anticuerpos.

Para el diagndstico de este tipo de patologias, principalmente hipersensibilidad | y IV, con-
tamos con varios tipos y subtipos de técnicas que se realizan directamente en el paciente o
en el laboratorio, y que iremos desarrollando a lo largo de este capitulo.

Nuestro objetivo principal es realizar una revision de esas técnicas y de su correspondiente
interpretacion.

|. TECNICAS PARA EL DIAGNOSTICO
DE ALERGIAS

Los métodos diagndsticos en alergia cuentan con técnicas in vivo,
que podrian definirse como las técnicas que se realizan sobre el propio
paciente, y técnicas in vitro, correspondientes a pruebas de laborato-
rio que confirman el diagnéstico de las anteriores o que se llevan a cabo
ante la imposibilidad de realizacion de los test in vivo por circunstancias
especiales de los pacientes. Comprenden las siguientes técnicas:
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la liberacion de mediadores quimicos como histamina, triptasa, neuro-
mediadores, etc., encargados de la respuesta inmediata.

) Prick test: es una técnica de lectura inmediata, de bajo costo y eficaz
para la confirmacién diagnéstica, que realizada de manera correcta
se evitan posibles falsos positivos o negativos. Es importante tener
en cuenta que es un método seguro de diagnéstico y que las proba-

Se debe utilizar una bilidades de reaccion sistémica son muy bajas.

aguja diferente para Se realiza sobre el antebrazo del paciente colocando unas gotas de un

cada extracto. control positivo (histamina), uno negativo (solucion salina fisioldgica)

y de los extractos que se quieran estudiar en ese paciente. Entre las

gotas debe haber una separacion adecuada de 2 cm con el objetivo

de evitar reacciones enmascaradas. A continuacién, con una aguja
hipodérmica se realiza una incisién en la epidermis con una pequena
angulacion, es decir, no de manera perpendicular.

RECUERDA QUE

Ejemplo de prick test

Antebrazo de un paciente con: 12 gota de control (+), 22 de control (-)
y 32 correspondiente al alérgeno que se va a estudiar.

RECUERDA QUE
La concentracién de )} Intracutanea: es una prueba que presenta ciertas similitudes y
los extractos es de algunas diferencias con respecto al anterior. Se basa también en la
1.000 a 10.000 veces inyeccion de extractos alergénicos (0,05-0,07 ml), pero a nivel intra-
menor que la utilizada dérmico del antebrazo generando una papula de 2-3 mm, de ahi la
para prick test. importancia de mantener una distancia de 2 cm por lo menos entre
cada alérgeno para evitar errores en los resultados. Se utilizan las
mismas sustancias para los controles positivo y negativo.
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Ejemplo prueba intracutanea

Papula de 10 mm.

Una situacion importante ocurre en lactantes: a partir de los 3 meses
de edad se produce una papula significativa con la histamina, por lo
que la interpretaciéon de la reaccién frente a los extractos estudiados
se la evalla comparandola con la papula del control positivo y no con
los criterios antes mencionados.

AMPLIA TUS CONOCIMIENTOS

Siempre que se realizan pruebas cutaneas in vivo, se deben tomar las precau-
ciones correspondientes:

) Supervisiéon de un médico.

Utilizar extractos estandarizados y en sus correctas concentraciones.

Realizar una técnica adecuada, sin causar dano.

)
) Colocar un control positivo y uno negativo.
)
)

Tener en cuenta la medicacion que haya tomado o esté
tomando el paciente.

) Registrar todas las reacciones que
ocurran en el paciente.




I £ D | TECNICAS DE INMUNODIAGNOSTICO

RECUERDA QUE

Las precauciones
que se deben tomar
son las mismas que
para las pruebas

de sensibilizacion
inmediata.

RECUERDA QUE

Es importante calibrar
los espirdometros
diariamente.

J

Ejemplo de sensibilizacion retardada

|.I.2. Pruebas de funcion respiratoria

Estas pruebas son de gran importancia porque sirven para la confirma-
cion del diagndstico de asma, valoracion de la gravedad, seguimiento
de la clinica y evaluacioén a la respuesta al tratamiento. Se deben realizar
cuando se sospeche esa patologia en los pacientes, siempre y cuando
la edad lo permita; ejemplo de esto es el caso de ninos pequenos, quie-
nes no pueden entender las pautas para una correcta realizacion de estas
pruebas, para estas situaciones se utilizan otros tipos de técnicas mas
complejas que requieren sedacién y que no se tratardn en esta edicion.

Espirometria

La técnica es una maniobra de capacidad vital forzada: a partir de una
espiracién normal efectuar una inspiracion maxima, unos segundos de
apnea y una espiracion forzada. El paciente se encontrard en una posi-
cion adecuada para poder realizar las maniobras respiratorias: sentado
con la espalda a 90°, utilizando pinzas nasales y boquillas de tamano
adecuado y no deformables.

Es imprescindible que el personal se encuentre capacitado y sepa dar
las explicaciones de manera clara y concisa al paciente.

La mayoria de los espirédmetros detectan si la prueba ha sido correc-
tamente realizada. Si no se dispone de equipos modernos, se aconseja
realizar la técnica tres veces y escoger la mejor de las curvas.
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Los
inmunoensayos
enzimaticos y los
radioinmunoensayos
son los métodos
elegidos por su alta
sensibilidad.

|.2.l. Determinacion de IgE sérica total

La IgE esta implicada en las reacciones de hipersensibilidad tipo |, es la
inmunoglobulina que se encuentra sobre la superficie de mastocitos,
eosindfilos y basdfilos, y que tras el reconocimiento de un antigeno des-
encadena la degranulacion de las células anteriores con liberacion de
histamina y otras sustancias quimicas. Su cuantificacion es un test
de rutina en los laboratorios de alergia. Su valor puede tener variaciones
con la edad, el sexo, el proceso alérgico intercurrente, etc.

Valor IgE segiin edad

Edad IgE (KU/I)

6 semanas 0,7
6 meses 2,7
9 meses 2,4
1 afio 7
2 afios 11
3 anos 1
4 afios 20
7 aiios 26
10 afios 39
14 anos 32

La IgE es una proteina monomérica que circula en la sangre en muy
baja concentraciéon, es necesario utilizar métodos diferentes a los usa-
dos para el estudio de otras inmunoglobulinas. Los inmunoensayos
enzimaticos y los radioinmunoensayos son los métodos elegidos
por su alta sensibilidad, capaces de cuantificar pequenas cantidades
de esta proteina.

Inmunoensayos enzimaticos (EIA)
Se utiliza como marcador la actividad enzimatica de una enzima unida
de forma covalente al AC o Ag (Figura 1). Segun el sustrato utilizado

podemos utilizar diferentes equipos de deteccién.

) Equipos colorimétricos: detectan el aumento de color de la reaccion
enziméatica.
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) Equipos fluorométricos: detectan la aparicion de fluorescencia en
el sistema.

) Rx y otros equipos de deteccion valoran la aparicion de la lumi-
nescencia.

El fundamento de esta técnica estd basado en el uso de una Ac anti RECUERDA QUE
IgE pegado a la fase soélida que reconoce la IgE presente en el suero,
finalmente se incorpora un segundo anticuerpo que reconoce otros
epitopos de la IgE con enzima unida de forma covalente, responsable
de la actividad enzimatica (ver Figura 1).

La elevacion de

la IgE no solo

se relaciona con
procesos alérgicos,
sino también con
parasitosis y algunas
) Enfermedades atépicas. inmunodeficiencias.

Existe una serie de enfermedades que cursan la la IgE alta:

) Infecciones parasitarias.
) Cirrosis hepética.
) Mononucleosis.

La determinacion de IgE sérica total tiene un valor limitado por ser depen-
diente de la edad y de otros factores, estando indicado su estudio en:

) Evaluacion de la aspergilosis.
) Estudio de inmunodeficiencia: sindrome Hiper IgE.

Es importante destacar que su cuantificacién también se utiliza para
objetivar la respuesta al tratamiento, ya que su descenso implica remi-
sion de la patologia alérgica.

Figura 1. Determinacion de IgE total. En esta figura se muestra un estudio en fase
sdlida de un Ac anti IgE pegado, reconociendo la IgE presente en el suero. Se anade a
la reaccion un segundo anticuerpo con una enzima unida de forma covalente. En caso
de reaccion aparecera color en el pocillo de la placa en estudio.
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Los basdfilos
de sangre periférica
y los mastocitos de
tejidos son las células
efectoras primarias
de las reacciones
inmediatas mediadas
por IgE.

hiperreactividad bronquial inespecifica. Sirve para evaluar respuesta
al tratamiento en pacientes asmaticos, ya que su disminucién se corre-
laciona con disminucién de las crisis y mejoria de la funciéon pulmonar.

|.2./. Determinacion de triptasa

Se determina en reacciones anafilacticas. Es una proteina que se
encuentra en los mastocitos y se puede detectar a las 3 h de produ-
cida la reaccion.

|.2.8. Test de activacion de basodfilos (TAB)
por citometria

Se trata de una técnica muy sensible y especifica por el uso de la cito-
metria de flujo. En los Ultimos anos su aplicacion clinica se ha dirigido al
estudio de alergias a medicamentos, alimentos y el estudio de procesos
alérgicos con IgE especifica.

La citometria de flujo es una herramienta vélida para el analisis de dife-
rentes tipos celulares. Los granulocitos baséfilos son los leucocitos cir-
culantes menos comunes en la sangre y representan solamente del 0,5
al 1 % de la poblacion total de glébulos blancos (Figura 3). Los baséfilos
de sangre periférica y los mastocitos de tejidos son las células efectoras
primarias de las reacciones inmediatas mediadas por IgE tales como
rinitis, asma y anafilaxia, pero también se encuentran involucradas en
otro tipo de reacciones alérgicas o seudoalérgicas, en las que se implican
mecanismos de activacion, tales como la activacion por complemento
o reacciones no mediadas por IgE 0 mecanismos no inmunolégicos.

Figura 3. En la figura se muestra un basdfilo, tipo de leucocito
cuyos granulos intracitoplasmicos son basicos por su tincion. La
proporcion en la sangre es menor del 1 % del total de glébulos
blancos.
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El TAB esta basado en la capacidad que tienen estas células de acti-
varse tras un estimulo antigeno especifico (alérgeno) y son capaces
de liberar el contenido de sus granulos tras un proceso de activacion
dependiente del estimulo antigénico (Figura 4).

Basofilos Alérgeno Basofilos
aislados activos

®® ®
()

Sangre periférica del paciente

Figura 4. En esta figura se representa la activacion del basdfilo de sangre
periférica dependiente del estimulo antigénico, un alérgeno.

El alérgeno divalente provocaré el puenteo de los receptores de IgE
y con ello una degranulacién (Figura 5). Estos eventos promueven la
fusion intracitoplasmatica de los granulos y la fusién de la membrana

Alérgeno

anti-FceRlI

Sustancia P

AFactor stem cell

IgE

Figura 5. Esta figura refleja el proceso de degranulacion por la activacion que sufren
los basdfilos,; este proceso fisioldgico se ha utilizado para realizar el test de activacion
de estas células.



Aplicacion de técnicas de estudio de hipersensibilidad | |3 I

v V valérg;ms

IgE Y v

v

Y IgE

Anti CD63

CD63
Basoéfilo

Basofilo activado

Figura 7. Test de activacion de basdfilos. En el TAB se valora la activacion de estas
células por la aparicion de un nuevo marcador CD63. Un anticuerpo monoclonal nos
permitira su deteccion y conocer la cantidad de células positivas.

Las ventajas que ofrece el TAB:

) Es una técnica que reproduce in vitro los mecanismos de hipersensi-
bilidad celular implicados en una reaccion alérgica de tipo inmediato.

) Permite el diagndstico de reacciones alérgicas y pseudoalérgicas
especialmente para medicamentos, que no son detectables mediante
técnicas seroldgicas, tales como la determinacion de IgE especifica.

) Los resultados se obtienen en unas pocas horas.

) Se pueden testar en paralelo varios alérgenos con una cantidad de
sangre pequena.

) Evita, en muchos casos, la realizacion de la prueba de exposicién al
alérgeno.

Por todo lo comentado, se aconseja su utilizacion en la rutina diagnos-
tica en los laboratorios de inmunologia.



Iﬁ £ | TECNICAS DE INMUNODIAGNOSTICO
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ReESUMEN

v’ La hipersensibilidad es una reaccién inadecuada o exagerada del sis-
tema inmune frente a sustancias que considera nocivas.

v En este capitulo se han tratado de forma meticulosa las técnicas
necesarias que ayudan a cuantificar la respuesta inmune frente a
determinados antigenos. Estas técnicas enumeradas en este capi-
tulo in vitro/in vivo son muy necesarias para realizar un diagndstico
diferencial y personalizado al paciente en estudio.

GLOSARIO

Acaro: subclase de aracnidos, diminutos, que pueden ser terrestres o
acuaticos; el acaro del polvo es causante de alergias.

Alérgeno: agente que genera reacciones de hipersensibilidad mediada
por IgE.

Ampolla: lesiéon cutanea de contenido liquido, mayor a 5 mm.
Asma: enfermedad cronica inflamatoria de las vias aéreas.

Broncoespasmo: estrechamiento de la luz bronquial por contraccion
de la musculatura de los bronquios, produciendo dificultad respiratoria.

Eosinéfilo: tipo de leucocito, de nucleo bilobulado y grénulos en su
citoplasma.

Epifora: presencia de lagrimeo continuo.
Epitelio: tejido de una o varias capas de células unidas que recubre
toda la superficie. Los principales que generan alergia son el epitelio

de perro, gato o caballo.

Eritema: enrojecimiento de la piel debido a un proceso inflamatorio que
genera exceso de riego sanguineo.
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EJERCICIOS

. En una muestra de 2 ml de sangre periférica con EDTA de una persona
sana, valora la proporcion de leucocitos, linfocitos y basofilos presentes
mediante el uso de un citometro de flujo.

— ¢Cuél seria la proporcién de basoéfilos del total de leucocitos?

. En una muestra de 2 ml de sangre periférica con EDTA de una persona
con alergia a las gramineas, valora la proporcion de leucocitos, linfoci-
tos y basofilos presentes mediante el uso de un citometro de flujo.

— ¢Cuél seria la proporcién de basoéfilos del total de leucocitos?
— ¢Encontrarias diferencias en el nimero total de leucocitos, linfocitos T, lin-
focitos B y basoéfilos? Razona tu respuesta.

. Cogiendo el total de basdfilos, haced un marcaje especifico frente a
CD63 y calculad el porcentaje de células positivas en la sangre de una
persona normal.

. Coge sangre de un individuo sensibilizado y alérgico frente a gramineas
para realizar el marcaje frente a CD63. (Encontrarias diferencias del nu-
mero de basofilos frente al apartado anterior? Razona tu respuesta.

EVALUATE TU MISMO

1. ¢Qué tipo de hipersensibilidad es la mediada con anticuerpos IgE especi-
ficos?:
Q a) Hipersensibilidad de tipo IV.
Q b) Hipersensibilidad de tipo |.
Q c) Hipersensibilidad de tipo |l.
Q d) No existe una hipersensibilidad mediada por estos anticuerpos.
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