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Resumen: Los microarrays aplicados a la Alergologia estan basados en la moderna
tecnologia de los biochips. Permite medir simultdneamente en un solo test anticuerpos
especificos frente a componentes alergénicos multiples. El microarray proporciona re-
sultados para mas de un centenar de componentes de mas de 50 fuentes alergénicas.
El ImmunoCAP ISAC (Immuno Solid-Phase Allergen Chip), es una herramienta util, en
particular para los casos mas complejos, como los que tienen una historia clinica incon-
sistente, una respuesta insatisfactoria al tratamiento o pacientes polisensibilizados. Ade-
mas del chip IgE, hay chips para medir los anticuerpos IgG y anticuerpos IgG4. Hasta
hace poco tiempo, estas técnicas se han utilizado en investigacién cuyos objetivos eran
valorar hipersensibilidad alérgica a cannabis, heroina y morfina, en grupos de pacientes
consumidores de heroina y otras drogas de abuso, que acuden a Centros de drogode-
pendencias y en pacientes alérgicos atendidos en los Hospitales. Se han podido diag-
nosticar reacciones adversas graves a morfinicos que podrian haber sido evitadas. Si la
deteccién de sensibilizacion a heroina y morficos (opidceos) fuera posible por estas téc-
nicas, se abriria una via diagnéstico-terapéutica con importantes repercusiones sociales,
legales y de salud. También se tendria un nuevo método para prevenir anafilaxias in-
traoperatorias por morfinicos y otros eventos adversos en el tratamiento del dolor.
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Large-scale clinical applicability of nucleic acid hybridization technology (micro-
arrays) in allergy studies

Abstract: Microarrays applied to the Allergology are based on the modern technology
of the biochips which takes advantage of the ability to measure in a single test specific
antibodies to multiple allergen components. The microarray provides results for more
than one hundred components from nearly 50 different allergen sources. ImmunoCAP
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ISAC (Immuno Solid-Phase Allergen Chip) is a multiarray technology package designed
for the assessment of patients with a history inconsistent, unsatisfactory response to
treatment or polysensitized patients. Specific IgE, IgG and IgG4 antibodies can be mea-
sured. Until recently, these techniques have been used in research to assess allergy to
cannabis, heroin and morphine in drug abusers from rehabilitation centers and allergic
patients treated in hospitals. Today, it is possible to diagnose severe adverse reactions
to morphine that could have been avoided. If sensitization to heroin and morphine
(opiates) may result from these techniques, a diagnostic-therapeutic pathway with im-
portant social, legal and health implications would open. Also would provide a new me-
thod to prevent intraoperative anaphylaxis by morphine and other adverse events in

the treatment of pain.

© 2013 Academia de Ciencias Médicas de Bilbao. All rights reserved.

Introduccién

Las reacciones alérgicas de tipo inmediato son mediadas
por inmunoglobulinas de clase IgE. Las manifestaciones
clinicas mas frecuentes tras la exposicion a determina-
dos alérgenos son: asma, alergia al polen, eccema ato-
pico y sintomas gastrointestinales (1,2).

La identificacion del patréon de sensibilizacion frente
a componentes alérgenos especificos y/o de reactividad
cruzada contribuye a una evaluacidon diagnoéstica mas
detallada del paciente alérgico (3,4).

El diagnéstico clinico definitivo no debe basarse en
los resultados de un solo método diagnéstico, sino que
se debe hacer s6lo después de haber evaluado todos los
datos clinicos y analiticos. En las alergias alimentarias
los anticuerpos IgE circulantes pueden ser indetectables
a pesar de una historia clinica convincente ya que estos
anticuerpos pueden estar dirigidos frente a alergenos
que pueden ser alterados durante el proceso industrial,
la coccién o la digestion y no estar presentes en el ali-
mento original frente al que se esta testando al paciente.

Los anticuerpos IgE especificos circulantes resultan
indetectables o ausentes frente a venenos de clase 0.Por
este motivo los resultados obtenidos no excluyen la exis-
tencia de una presente o futura hipersensibilidad clinica

Figura 1. Esquema de distribucién de los componen-
tes alergénicos en el microarray. Seguido del es-
quema del ensayo. Imagen del barrido del
microscopio confocal de fluorescencia con iluminacion
laser que muestra diferentes intensidades, que van
del negro (negativo) al blanco (positivo fuerte) en una
escala de colores falsos. E informe del ensayo Immu-
noCAP ISAC IgE.

frente a la picadura de insecto.

Los microarrays o micromatrices aplicada a la Aler-
gologia estan basados en la moderna tecnologia de los
biochips. El ImmunoCAP ISAC (Phadia Uppsala, Suecia),
es un test diagnoéstico in vitro muy avanzado que emplea
la tecnologia biochip. Permite medir simultdaneamente

Figura 2. Esquema del ImmunoCAP ISAC.

en un solo test anticuerpos especificos frente a compo-
nentes alergénicos multiples (103), empleando Unica-
mente pocos pl de suero o plasma. El microarray
proporciona resultados para mas de un centenar de
componentes de mas de 50 fuentes alergénicas. Los aler-
genos se seleccionan previamente e incluyen marcado-
res para la reactividad cruzada (5-9).

El ImmunoCAP ISAC (Immuno Solid-Phase Allergen
Chip), es una herramienta util, en particular para los
casos mas complejos, como los que tienen una historia
clinica inconsistente, una respuesta insatisfactoria al tra-
tamiento o pacientes polisensibilizados. Ademas del
chip IgE, hay chips para medir los anticuerpos IgG y an-
ticuerpos IgG4 (10-12) (Figura 1).

El ImmunoCAP ISAC IgE es un ensayo in vitro para la
determinacién semicuantitativa de los anticuerpos IgE
especificos en suero o plasma humano. Esta concebido
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Figura 3. Exploracién de ImmunoCAP ISAC. Los alér-
genos estan alineados de tres en tres y en vertical.
Para visualizar el resultado de la fluorescencia, la ima-
gen se muestra en el modo de colores falsos. Debajo
esta la escala lineal de la pantalla de colores falsos.

para su uso en el diagnéstico in vitro junto con otros re-
sultados clinicos. Es una plataforma multiplexin y de mi-
croinmunoensayos que permite determinar, en el panel
actual, hasta 103 componentes alergénicos, nativos y re-
combinantes de aeroalergenos, alimentos y drogas, pu-
diendo proporcionar un perfil de sensibilizacién del
paciente alérgico de una manera mas especifica y com-
pleta.

El ImmunoCAP ISAC IgE es un inmunoensayo de fase
sélida. Los componentes alérgenos que estan inmovili-
zados en un sustrato sélido en un formato de microarray
se incuban con muestras de suero o plasma humano
para detectar anticuerpos IgE especificos. La unién de
los anticuerpos IgE especificos a los componentes alér-
genos inmovilizados se detecta afiadiendo un anticuerpo
anti-Igk humano marcado mediante fluorescencia se-
cundaria. El proceso sigue con la adquisicion de image-
nes utilizando un escaner para microarray adecuado. Se
determinan las unidades estandar ISAC para IgE especi-
fico (ISU) y los resultados son determinados mediante
el propio software (MIA, microarray image analysis soft-
ware) (13,14).

Los componentes de alergenos purificados se inmo-
vilizan en el biochip. Es un ensayo de dos fases, los anti-
cuerpos del suero del paciente se unen a los
componentes de alergenos inmovilizados. Tras una fase
de lavado breve, se detectan los anticuerpos unidos a los
alergenos mediante un anticuerpo fluorescente.

Los resultados del test se calculan con un escaner de bio-
chip y se evaltian empleando el software Phadia MIA.
ImmunoCAP ISAC es una prueba semicuantitativa y los
resultados se expresan en unidades ISAC Standardised
Units (ISU) (figura 2). Hasta el momento actual, estas
técnicas se han utilizado en proyectos de investigacion

cuyos objetivos eran valorar hipersensibilidad alérgica
a cannabis, heroina y morfina, en grupos de pacientes
consumidores de heroina y otras drogas de abuso, que
acuden a Centros de drogodependencias y en pacientes
alérgicos atendidos en los Hospitales. Se han podido
diagnosticar reacciones adversas graves a morfinicos
que podrian haber sido evitadas.

Si la deteccion de sensibilizacion a heroina y morfi-
cos (opiaceos) fuera posible por estas técnicas, se abriria
una via diagnostico-terapeutica con importantes reper-
cusiones sociales, legales y de salud. También se tendria
un nuevo método para prevenir anafilaxias intraopera-
torias por morfinicos y otros eventos adversos en el tra-
tamiento del dolor, por lo que su utilidad en seguridad
alcanzaria a todos los pacientes que fueran intervenidos
quirurgicamente o tratados con analgésicos mayores.
Los resultados de ImmunoCAP ISAC dan un valor de ex-
tremada utilidad para:
¢ Unamejor y mas especifica definicion del patrén de

sensibilizacion del paciente.
¢ Unaherramienta que nos ayuda a instaurar una mas
adecuada y eficaz inmunoterapia especifica.

Las pruebas in vitro basadas en componentes alergéni-
cos permitiran caracterizar con gran detalle los perfiles
de sensibilizacion de los pacientes.

La cuantificacién de los anticuerpos IgE tanto frente
a componentes alergénicos especificos como a compo-
nentes de reactividad cruzada contribuiran a identificar
nuevas fuentes alergénica sensibilizante.

Aunque es una técnica analitica, precisa para su in-
terpretacion en el aspecto de hipersensibilidad a alimen-
tos y farmacos, los conocimientos de la especialidad de
Alergologia, aunque al ser inicialmente una técnica apli-
cada a investigacion, seria util para otras especialidades
biomédicas.

Para analizar InmunoCAP ISAC IgE, se recomienda
utilizar el software MIA (microarray image analyzer).
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Figura 4. Distribucion de la matriz ImmunoCAP ISAC.
Posiciones y nombres de 103 componentes alérgenos.
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Figura 5. Esquema del procedimiento del ensayo.
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Este facilita el analisis automatico de ImmunoCAP ISAC
IgE. Se analizan las imagenes de exploracion del chip y
los resultados se guardan en una base de datos y se no-
tifican al usuario. MIA cuenta con una interfaz para ex-
portar los datos de ImmunoCAP ISAC IgE a ImmunoCAP
Information Data Manager (IDM).

El ImmunoCAP ISAC IgE es un método semicuantita-
tivo en el que los anticuerpos IgE especificos de los com-
ponentes alérgenos se expresan en unidades arbitrarias,
ISU (unidades estandar ISAC para IgE). Los resultados
se presentan de forma semi-cuantitativa en 4 rangos
(tabla 1). El software MIA proporciona directamente
éstos resultados (Figuras 3 y 4).

Utilidad de la técnica de microarray

Estamos asistiendo a un incremento de las enfermeda-
des alérgicas en la poblacién joven. La prevalencia au-
menta en los consumidores de tabaco y en las ciudades.
Enla Comunidad Autonoma de Castilla y Le6n se estima

que existen mas de 500.000 alérgicos (datos de la Aso-
ciacion Castellano Leonesa de Alergia). Los alérgenos
mas importantes son los vegetales y los farmacos.

Nunca se ha hablado de la posible sensibilizacion
alérgica a drogas, al considerar que las reacciones a las
mismas se deberian a causas tdxicas y la hipersensibili-
dad alérgica a causas inmunoldgicas, entendiendo
ambas causas como excluyentes. Sin embargo, no hay
ninguna publicacién que demuestre que ambos meca-
nismos sean independientes.

Todos los clinicos utilizan medicamentos, drogas en
si, que pueden causar efectos téxicos y reacciones de hi-
persensibilidad en pacientes susceptibles. La seguridad
en su aplicacién es una de nuestras mayores responsa-
bilidades.

Nuestro primer proposito era lograr nuevos métodos
que permitan el diagndstico de la hipersensibilidad a
drogas incluso en momentos en que no se estan consu-
miendo, que es la limitacion de las técnicas actuales. Al
utilizar esta tecnologia, ésto se consigue.

Si se demostrara alergia a drogas, se abriran nuevas
vias de deteccién de consumo en laboratorio sin necesi-
dad de que el paciente hubiera consumido la droga en el
momento del andlisis, al ser la respuesta alérgica perdu-
rable en el tiempo y evidenciable por la deteccién de an-
ticuerpos especificos.

La aplicacion de los ensayos de hibridacion de acidos
nucleicos a gran escala (micromatrices o microarrays)
mediante el ISAC, hara posible que podamos disponer
de biochips o paneles de alérgenos o epitopos, pegados
a placas de silice, pudiéndose utilizar miles en un solo
ensayo. Esto nos permitira saber el mapa de sensibiliza-
cion de cada paciente a las drogas implicadas, valorar su
relevancia clinica, las posibles reactividades cruzadas y
el pronoéstico de su enfermedad. También servira para
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Figura 6. Algoritmo de trabajo utilizado en los pacientes de nuestro Hospital.



prevenir eventos adversos por medicacion analgésica 'y
anestésica. Aunque la interpretacion de sus resultados
dependa de un especialista, se cuenta con otras especia-
lidades hospitalarias implicadas.
En la figura 5, aparece recogido el esquema del pro-
cedimiento del ensayo de los microarrays.
Todo esto pretende colaborar en la obtencién de los
siguientes objetivos:
¢ Impulsar la investigacion en los profesionales sani-
tarios como proceso de generacidn, gestion e inter-
cambio de conocimiento, en un sistema de salud
moderno.
e Mejorar la efectividad de la practica clinica y dismi-
nuir los efectos adversos en los pacientes.

En la Figura 6 aparece recogido el algoritmo de trabajo
seguido en nuestro centro para el estudio de los pacien-
tes.

En el Anexo 1 se recogen los resultados de un estu-
dios mediante microarrays de un paciente estudiado en
nuestro Hospital. El paciente tiene 54 afios de edad.
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Anexo 1.
Resultados de los microarrays de un paciente de 54 ainos, atendido en el hospital.

1. Sumario de los resultados positivos IgE
Componentes aeroalergenos especie-especificos

Polen de gramfneas

Grama mayor nCynd 1 Graminea grupo 1 5,5 ISU-E

Hierba Timotea rPhip 1 Graminea grupo 1 .13 ISU-E
rPhlip 2 Graminea grupo 2 2,3 ISU-E
nPhip 4 Enzima cortadora de berberina 0,4 ISU-E
rPhip 5 Graminea grupo 5 1,1 ISU-E
rPhip 6 Graminea grupo 6 1,2 ISU-E

Polen de arboles

Polen de olivo nOlee 1 Olivo grupo 5§ 2,1 ISU-E |

Animales

Gato rFeld 1 Uteroglobina 4,1 ISU-E

Acaros

D. farinae (HDM) rDerf2 Familia NPC2 0,4 ISU-E

L. destructor (storage mite) rlepd2 Familia NPC2 0,9 ISU-E

Otros componentes especie-especificos

Venenos
Veneno de avispa papelera rPold 5 Antigeno 5 0,5 ISU-E
Veneno de avispa comun Vesv5 Antigeno 5 0,9 ISU-E

Profilina
Abedul rBetv 2 Profilina 2 ISU-E
Latex rHevb 8 Profilina 4,4 ISU-E
Mercurial rMera 1 Profilina 3,5 ISU-E
Hierba Timotea rPhip 12 Profilina 0,7 ISU-E
ISAC unidades estandarizadas(ISU-E) Nivel

<03 Indetectable

0.3-09 Bajo E
1-149 Moderado /alto s
215 Muy alto RS




2. Resultados IgE por grupos de proteinas
imentarios e SCITIC

Clara de huevo ‘

Yema de huevo / Carne de pollo
Leche de vaca

Bacalao
Gamba

Anacardo
Nuez de Brasil
Avellana

Nuez

Semilla de sésamo

Cacahuete

Soja

Trigo sarraceno

Trigo

pecie-espe
nGal d
nGald 2
nGald 3
nGald 5
nBos d 4
nBosd5
nBosd 8
nBos d lactoferrin
rGadc 1
nPenm 2
nPen m 4

rAnao 2
rBere 1
nCora9
ndugr1
nJugr2
nSesi1
rArah 1
rAra h 2
rArah 3
nAra h 6
nGly m5
nGly m 6
nFage 2

rTria 14

Ovomucoide

Ovoalbimina
Conalbumina/Ovotransferrina
Livetina/Albimina sérica
Alfa-lactoalbumina
Beta-lactoglobulina

Caseina

Transferrrina

Parvalbumina

Arginina kinasa

Proteina de unién al calcio
sarcoplasmatico

Proteina de almacenamiento, 118
globulina

Proteina de almacenamiento, 2S
albamina

Proteina de almacenamiento, 11S
globulina

Proteina de almacenamiento, 2S
albumina

Proteina de almacenamiento, 7S
globulina

Proteina de almacenamiento, 2S
albimina

Proteina de almacenamiento, 7S
globulina

Proteina de
almacenamiento,conglutina
Proteina de aimacenamiento, 11S
globulina

Proteina de almacenamiento, 2S
albimina

Proteina de almacenamiento,
Beta-conglicinina

Proteina de almacenamiento,
Glicinina

Proteina de almacenamiento, 28
albumina

Proteina transportadora de lipidos
(LTP)

<0,3 ISU-E
<0,3 ISU-E
<0,3 ISU-E
<0,3 ISU-E
<0,3 ISU-E
<0,3 ISU-E
<0,3 ISU-E
<0,3 ISU-E
<0,3 ISU-E
<0,3 ISU-E
<0,3 ISU-E

<0,3 ISU-E
<0,3 ISU-E
<0,3 ISU-E
<0,3 ISU-E
<0,3 ISU-E
<0,3 ISU-E
<0,3 ISU-E
<0,3 ISU-E
<0,3 ISU-E
<0,3 ISU-E
<0,3 ISU-E
<0,3 ISU-E
<0,3 ISU-E

<0,3 ISU-E



Componentes alimentarios especie-especificos

Trigo rTria 19.0101 Omega-5 gliadina 3 ISU-E
nTriaaA_Tl Alfa-Amilasa / Inhibidor de <0,3 ISU-E

tripsina
Kiwi nAct d 1 Cistein proteasa <0,3 ISU-E

nActd 5 Kiwelina <0,3 ISU-E

Alergeno mayofitétib deI pé:séadb‘y panélergeno de este grupo. Marcador de reactividad cruzada entre diferentes especies de
pescado y anfibios.Proteina estable al calor y la digestién causando reacciones con alimentos cocinados.

Componentes aeroalergenos especie-especificos

Gfama mayor Graminea grupo 1

Hierba Timotea Graminea grupo 1 13 ISU-E
Graminea grupo 2 2,3 ISU-E
Enzima cortadora de berberina 0.4 ISU-E
Graminea grupo 5 1,1 ISU-E

Graminea grupo 6

Protei | d

Abedul rBetv 1 Proteina PR10 <0,3 ISU-E
Cedro del Japén nCryj1 Pectato liasa <0,3 ISU-E
Ciprés nCupa Pectato liasa <0,3 ISU-E
Polen de olivo nOle e 1 Olivo grupo 5 2,1 ISU-E

Olee 9 Beta-1,3-glucanasa <0,3 ISU-E
Platano de sombra rPlaa1 Inhibidor putativo de la invertasa <0,3 ISU-E

nPlaa2 Poligalacturonasa <0,3 ISU-E

Ole e 1 es también un marcador de la sensibilizacion al fresno.

Pectato liasa <0,3 ISU-E
Defensina <0,3 ISU-E
Proteina relacionada con Ole e1 <0,3 ISU-E

Ambrosia
Artemisa
Chenopodium

Parietaria Proteina transportadora de lipidos  <0,3 ISU-E
(LTP)
Plantago Proteina relacionada con Ole e1 ISU-E
Sal ISU-E
Perro rCanf1 Lipocalina <0,3 ISU-E
rCanf2 Lipocalina <0,3 ISU-E
rCanf5 Arginina esterasa <0,3 ISU-E
Caballo rEquc1 Lipocalina <0,3 ISU-E
Gato rFeld 1 Uteroglobina 4,1 ISU-E
rFeld 4 Lipocalina <0,3 ISU-E
Lipocalina

Ratérn

rAlta 1

Alternaria Glicoproteina acidica

rAlta 6 Enolasa

Aspergillus rAsp f 1 Mitogilina
rAspf3 Proteina peroxisomal
rAsp f 6 Superoxido Mn dismutasa

Cladosporium

rClah8

B. tropicalis (HDM) Blot5 Acaro grupo 5 <0,3 ISU-E
D. farinae (HDM) nDer f 1 Cistein proteasa <0,3 ISU-E
rDerf2 Familia NPC2 0,4 ISU-E




