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ABSTRACT

INTRODUCCION: La prevalencia de la alergia a epitelios de animales se ha incre-
mentado en los Ultimos afos, ganando con ello importancia el estudio del perfil de
sensibilizacion detectado por diagndstico molecular. Se pretende determinar el perfil
de sensibilizacion de los pacientes sensibilizados frente a epitelios y comprobar si se
correlaciona con la clinica. Ademas se compara la utilidad de las diferentes pruebas
diagnésticas a la hora de establecer la relevancia clinica de la sensibilizacién en estos
pacientes. MATERIAL Y METODOS: Estudio observacional descriptivo que analiza el
perfil de sensibilizacién mediante diagndstico molecular en una seleccién de pacientes
sensibilizados a epitelios de gato y perro. Se compara el diagndstico molecular realiza-
do mediante técnica ISAC® con la técnica ImmunoCAP®. Se analizan también los re-
sultados de las diferentes pruebas diagnédsticas: tamafio papular en prick test, valor de
IgE sérica especifica frente a extracto completo y frente a componentes alergénicos, y
prueba de provocaciéon nasal. RESULTADOS: Se observa en la muestra un predominio
de la sensibilizacion frente a alérgenos mayoritarios (Fel d1, Can f1 y Can f5), con esca-
sas positividades frente a seroalbuminas (Fel d2, Can f3). Entre las diferentes pruebas
analizadas, la Unica que guarda una buena correlacién con la tolerancia clinica es la
prueba de provocacion nasal. CONCLUSIONES: En la muestra analizada destaca la
elevada sensibilizacion frente a alérgenos especie-especificos en los pacientes sensi-
bilizados frente a epitelio de gato (>95%) pero considerablemente menor en el caso de
los pacientes sensibilizados frente a epitelio de perro (70%). El 29% de los pacientes
no presenté positividad a ninguno de los componentes analizados mediante diagnés-
tico molecular. Las técnicas para el diagnéstico molecular (ISAC® e ImmunoCAP®) en
la sensibilizacion frente a epitelios de animales muestran resultados similares. La Unica
prueba que muestra correlacion con la clinica es la prueba de provocacién nasal.
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Introduccion

La sensibilizacion frente a epitelios de animales es un problema habitual al que se
enfrenta el alergdlogo en la consulta. En las ultimas décadas la sensibilizacién frente
a epitelios de animales ha ido creciendo en los paises occidentales (1, 2) y dicha sen-
sibilizacion se ha asociado a un aumento de la hiperreactividad bronquial (3, 4).

La evitacion del contacto con los animales a los que uno se encuentra sensibilizado
no siempre es suficiente, pues se ha comprobado la presencia de alérgenos en canti-
dad suficiente para producir sintomatologia en colegios y en domicilios en los que no
se convive con animales (4), asi como también se conoce que muchos de los pacien-
tes sensibilizados frente a epitelios de animales nunca han convivido con ellos (5).

Se dispone de diferentes pruebas diagnosticas para abordar el enfoque diagnos-
tico en el paciente con sospecha de sensibilizacion frente a epitelios de animales.
Entre las cuales se encuentran aquéllas que detectan sensibilizacion como los test
cutaneos o la determinacion de IgE sérica especifica frente a extracto completo, el
diagnostico molecular de componentes alergénicos, que permite identificar perfiles
de sensibilizacion y discriminar sensibilizacion real frente a sensibilizaciéon por reacti-
vidad cruzada, y pruebas que permiten establecer la relevancia clinica de la sensibili-
zacién como lo es la prueba de provocacién nasal.

El diagnostico molecular de los componentes alergénicos ha supuesto, una vez
incorporada a la practica clinica habitual del alergélogo, el mayor conocimiento de las
fuentes alergénicas (6), diferenciando los alérgenos mayoritarios y asociados a mayor
clinica de aquéllos alérgenos que son responsables de una clinica de menor inten-
sidad. Este mayor conocimiento de los alérgenos permite también diferenciar una
sensibilizacion real de aquella secundaria a una reactividad cruzada (7), permitiendo
asi mejorar la eficacia de las medidas de prevencién y la eleccion de la inmunoterapia
especifica.

En el presente trabajo, realizado en la Unidad de Alergologia Infantil del Hospital
General Universitario de Elche (Alicante) se plantea como objetivo evaluar la utili-
dad de la deteccién de componentes alergénicos mediante diagndstico molecular asi
como también de otras pruebas diagndsticas utilizadas en la practica clinica habitual
de la unidad.

Material y métodos

Se plantea estudio prospectivo observacional descriptivo en el que se analiza el
perfil de sensibilizacién frente a epitelios de animales mediante diagnéstico mole-
cular y se analiza el grado de concordancia con el diagndstico de tolerante o de no
tolerante al alérgeno. Los pacientes son seleccionados de forma aleatoria mediante
muestreo de casos consecutivos entre los pacientes que cumplen los criterios de
inclusién: diagnéstico de rinitis alérgica con o sin asma asociado; sensibilizacion de-
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tectada mediante prueba cutanea de prick frente a extracto de gato y/o perro con-
firmada con deteccidn de IgE sérica especifica frente a extracto completo de gato
y/o perro; disponibilidad para realizacion de prueba de exposicion natural a gato y/o
perro, una prueba de provocacién nasal valorada mediante rinometria acustica y una
analitica sanguinea para analisis de componentes alergénicos mediante diagnosti-
co molecular. Se excluyen pacientes que no tengan dicha disponibilidad, aquéllos
que no colaboren para la realizacion de la provocacion nasal; aquéllos que presenten
contraindicaciones para la realizacién de la provocacién nasal; y aquéllos que hayan
recibido inmunoterapia especifica frente a epitelio de animal en los ultimos 5 afios.

Para el diagnédstico de sensibilizacién alérgica se realizan pruebas cutaneas (Prick
test) con bateria estandar utilizada en la Unidad de Alergologia Infantil y la determi-
nacioén IgE sérica especifica frente a extracto completo se realiza mediante método
ImmunoCAP®.

A los pacientes seleccionados se les instruye en la realizacion de una prueba de
exposicién natural, debiendo permanecer durante un periodo no inferior a dos horas
en el interior de un domicilio en el que de forma habitual vivan gatos o perros en el
interior. La clinica que presenten sera registrada en un documento por parte del tutor
del paciente y permitira clasificar la muestra en tres grupos:

— Grupo 1: pacientes sensibilizados frente a gato y/o perro con sintomatologia alér-
gica tras exposicion al animal al que se encuentran sensibilizados. Sensibilizados
no tolerantes. (Prueba exposicién natural positiva).

— Grupo 2: pacientes sensibilizados frente a gato y/o perro sin sintomatologia alér-
gica tras la exposicion al animal al que se encuentran sensibilizados. Sensibiliza-
dos tolerantes. (Prueba exposicion natural negativa).

— Grupo 3: pacientes sensibilizados frente a gato y/o perro con sintomatologia du-
dosa tras la exposicién al animal al que se encuentran sensibilizados o pacientes
que conviven con el animal al que se encuentran sensibilizados. (Prueba exposi-
cién natural dudosa).

Una vez clasificados en los diferentes grupos se realiza el diagnéstico molecular,
mediante técnica ISAC®. Debido a un problema en el laboratorio del centro, en los
ultimos pacientes seleccionados se ha realizado la determinacién de IgE sérica es-
pecifica frente a componentes alergénicos (diagnostico molecular) mediante técnica
ImMmunoCAP®. Ante dicha circunstancia, se utilizan los datos obtenidos mediante
ambas técnicas para comparar los resultados obtenidos.

La ultima prueba que se realiza es la prueba de provocacién nasal alérgeno espe-
cifica frente extractos estandarizados en unidades biologicas (BU) de gato y/o perro
del laboratorio ALK-Abell6® (8). La Unidad en la que se realiza el estudio cuenta con
personal cualificado y experimentado en la prueba, estando incorporada a la préactica
clinica habitual de la Unidad. La valoracion de la prueba se realiza en dos partes:
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una primera parte en la que se valoran los cambios en la sintomatologia del paciente
tras la inhalacion del extracto alergénico estandarizado mediante un cuestionario de
sintomas. En la segunda parte de la prueba de valora el cambio en el volumen nasal,
medido en el area transversa minima, tras la inhalacién del alérgeno a concentracio-
nes crecientes. Se ha establecido una puntuacién para cada uno de los parametros
valorados y se establece que la prueba de provocacién nasal es positiva cuando se
supera la puntuacién de 4 (9, 10, 11).

Para el analisis estadistico se recurre a la prueba T de Student o U de Mann Wi-
thney para comparacién de medias, test de Chi cuadrado para comparacién de por-
centajes, curvas ROC para establecer los mejores puntos de corte con cada prueba
diagnostica y test de Kappa para establecer la concordancia con la prueba de expo-
sicién natural. Los calculos se realizan mediante el programa informatico SPSS v22.0
de IBM®.

Resultados
Caracteristicas de la muestra:

Se preseleccionaron un total de 136 pacientes mediante muestreo de casos conse-
cutivos, siendo de los mismos el 55% varones y el 45% restante mujeres. La media de
edad se situé en los 10.6 afios. Los pacientes se clasificaron en tres grupos diferentes
por cada alérgeno en el momento de la preseleccion en funcion de la anamnesis,
modificandose posteriormente el grupo tras la realizacién de la prueba de exposi-
cion natural al animal. Algunos pacientes, si presentan sensibilizacion frente a ambos
epitelios analizados, se engloban en varios grupos. La distribuciéon entre grupos se
detalla en la Tabla 1.

Tabla 1
Grupo Preseleccion (N=136) Muestra final (N=114)
Grupo 1 Gato 44% (60) 53% (60)
Grupo 2 Gato 24% (33) 14% (16)
Grupo 3 Gato 33% (45) 33% (37)
Grupo 1 Perro 35% (47) 29% (33)
Grupo 2 Perro 34% (46) 35% (40)
Grupo 3 Perro 32% (44) 36% (41)

Una vez realizada la preseleccion no se pudieron evitar algunas pérdidas de pa-
cientes, siendo éstas finalmente de 22 (30% de la muestra). El principal motivo para
pérdida de seguimiento fue el no cumplir los criterios de inclusién (por no someterse
a prueba de provocacion nasal o a la analitica sanguinea).
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Todos los pacientes seleccionados presentaban rinitis alérgica, siendo la mayoria
de moderada intensidad (muy leve intensidad 13%, leve intensidad 34%, moderada
intensidad 47%, severa intensidad 6%). Hasta el 49% asociaban asma en diferentes
estadios de gravedad, siendo el mas frecuente el episédico infrecuente y el persisten-
te moderado (asma bronquial episddico infrecuente 35%, episddico frecuente 19%,
persistente moderado 35%, persistente severo 12%).

Los pacientes seleccionados, en su mayor parte eran pacientes polisensibilizados,
siendo la sensabilizacion mas frecuente frente a acaros del polvo doméstico (91 pa-
cientes) y frente a polen de olivo (92 pacientes). 72 de los pacientes estaban sensibi-
lizados tanto a epitelio de gato como epitelio de perro.

Diagnéstico molecular:

Se realizdé diagndstico de componentes alergénicos, obteniéndose 84 muestras
por técnica ISAC® y 30 muestras por técnica ImmunoCAP®. Inicialmente en todos
los pacientes se recurria a la técnica ISAC®, pero tras un problema a nivel de labora-
torio, se produjo un cambio en la técnica y se empez6 a utilizar ImnmunoCAP®.

En pacientes sensibilizados frente a epitelio de gato, en las muestras analizadas por
ISAC® se aprecia una elevada prevalencia de sensibilizacién especie especifica, prin-
cipalmente a Fel d1 (93% de los pacientes), con escasa sensibilizacion frente a Fel d4
(4% de los pacientes). El 93% de los pacientes estaban sensibilizados frente a Fel d1 o
Fel d4. Se detecto presencia de sensibilizacion frente a seroalbuminas (Fel d2, Can f3,
Equ c3) en el 9% de los pacientes, aunque sélo en un paciente (2%) se dio la circuns-
tancia de positividad frente a seroalbuminas sin sensibilizacién especie-especifica. En
tres pacientes, a pesar de cumplir criterios de inclusion (IgE sérica especifica y prueba
cutanea positiva frente a epitelio de gato), no se detecto sensibilizacion frente a alérge-
nos especie-especificos ni frente a alérgenos de reactividad cruzada (Tabla 2).

Tabla 2. Componentes alergénicos en pacientes sensibilizados frente a epitelio de gato

ISAC (KU/I) ImmunoCAP (KU/I) Valor p
Fel d1 93% 96% 0.537
Fel d4 7% 19% 0.014
Fel d2 9% 0% 0.003
Can f3 9% 0% 0.003

En los pacientes sensibilizados a epitelio de gato en los que se realizo el diagnéstico
molecular por ItlmunoCAP®, destaca que el 96% presentaban sensibilizacion frente
aFeld1y el 19% frente a Fel d4. Todos los pacientes presentaban sensibilizacién es-
pecie-especifica (Fel d1 o Fel d4). No se detectd ningun paciente con sensibilizacion
frente a seroalbuminas en la muestra analizada, pero en el 4%, a pesar de presentar
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IgE sérica especifica frente a extracto completo positiva, y pruebas cutaneas frente a
epitelios de gato positivas, no se detectd ninguna sensibilizacion frente a alérgenos
especie-especificos ni frente a alérgenos de reactividad cruzada (Tabla 2).

Los pacientes sensibilizados frente a epitelio de perro en los que se realizé el diag-
nostico molecular por ISAC®, se observa un 73% de positividades frente a alérgenos
especie-especificos (Can f1, Can f2 y Can 5), siendo mayoritaria la sensibilizacién
frente a Can f1 (55%), seguido de Can 5 (35%) y de Can 2 (12%). Se detecté en el
8% de los pacientes sensibilizaciones frente a marcadores de reactividad cruzada:
seroalbuminas como Fel d2 (6%), Can f3 (6%) y Equ c3 (2%). S6lo en un paciente
(2%) se detecto positividad frente a alérgenos de reactividad cruzada sin detectarse
sensibilizacién frente a alérgenos especie-especificos. En el 20% de los pacientes no
se detectd sensibilizacién frente a alérgenos especie-especificos ni frente a alérgenos
de reactividad cruzada (Tabla 3).

Tabla 3. Componentes alergénicos en pacientes sensibilizados frente a epitelio de perro

ISAC (KU/I) ImmunoCAP (KU/I) Valor p
Can f1 55% 35% 0.560
Can f5 35% 53% 0.2
Fel d2 6% 0% 0.136
Can f3 6% 0% 0.136

Los diagnosticos moleculares obtenidos por técnica ImmunoCAP® en pacientes
sensibilizados frente a epitelio de perro presenta resultados similares, con predominio
del alérgeno especie-especifico Can f5 (53% de los pacientes), detectdandose sensibi-
lizacion frente a Can f1 (35% de los pacientes). El 71% de los pacientes presentaban
sensibilizacién especie-especifica. No se detectdé sensibilizacion frente a alérgenos
marcadores de reactividad cruzada (Fel d2, Can f3). Un 29% de los pacientes sensi-
bilizados frente a epitelio de perro no presentaron sensibilizacion frente a ninguno de
los alérgenos testados en el diagnostico molecular (Tabla 3).

Cuando se comparan los resultados obtenidos por diagnostico molecular por
ambas técnicas se observan patrones similares, aunque puntualizando que en los
pacientes sensibilizados frente a gato en los que se realizé la técnica mediante Im-
munoCAP® se detectaron mas sensibilizaciones frente a Fel d4 (7% en los pacientes
estudiados con ISAC frente a 19% en pacientes estudiados con ImmunoCAP®). No
se detectaron sensibilizaciones frente a alérgenos de reactividad cruzada mediante
técnica ImmunoCAP®.

Cuantitativamente, no se observan diferencias estadisticamente significativas en

los valores obtenidos mediante diagnostico molecular entre las muestras analizadas
con ISAC® y las muestras analizadas con ImmunoCAP® (Tabla 4).
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Tabla 4. ISAC VS ImmunoCAP

ISU (KU/1) ImmunoCAP (KU/I) P
Estg’;tr;an?:acgz; 13.56 20.22 0.273
Fel d1 19.60 19.11 0.94
Fel d4 0.8198 0.247 0.53
Fel d2 0.159 0.02 0.3
eto frents & paro 1312 5.48 02
Canf3 0.274 0.014 0.493
Can f1 7.37 2.77 0.218
Canf5 3.11 3.10 0.997

Otras pruebas:

Asumiendo que la prueba de exposicion natural a perro y a gato permite diferenciar
el paciente no tolerante del tolerante, se realiza un andlisis estadistico mediante test
de correlacion de kappa para comprobar la concordancia de la positividad de las dife-
rentes pruebas diagnésticas disponibles en la consulta con el resultado de la prueba
de exposicion natural.

Para ello, inicialmente se establecen los mejores puntos de corte mediante curvas
ROC para cada prueba diagnostica realizada en los pacientes: Tamafio de papula en
Prick, valores de IgE sérica especifica frente a extracto completo, valores de IgE sé-
rica especifica frente a alérgenos especie-especificos obtenida mediante diagndéstico
molecular, provocacién nasal valorada mediante rinometria acustica y puntuacion de
sintomas segun protocolo de la unidad, estableciéndose como positiva la prueba de
provocacion nasal con puntuacion total superior a 4 (9, 10, 11). Para el analisis esta-
distico se descartan los pacientes pertenecientes al grupo 3 (pacientes con tolerancia
dudosa) en ambos epitelios (Tablas 5 y 6).

Tabla 5. Mejores puntos de corte para sensibilizados frente a epitelio de gato

Valor Sensibilidad y Correlacion con tole-
Especificidad rancia clinica (Kappa)
Tamafio papular en prueba S=63.2% e
>
cutanea (Prick test) >4.75 E- 62.5% 0.19 (correlacion débil)
IgE sérica especifica frente a - S=93.3% 0.385 (correlacion débil
extracto completo - E=62.5% '
IgE sérica especifica frente a S=73.3% .
Fel d1 (Diagnéstico molecular) > 8.44 E—75.99% 0.379 (correlacién débil)
Prueba de provocacion nasal S=93.3% o
(puntuacion total) >4 E< 87.5% 0.773 (correlacién buena)
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Tabla 6. Mejores puntos de corte para sensibilizados frente a epitelio de perro

Valor Sensibilidad y Correlacion con tole-
Especificidad rancia clinica (Kappa)

Tamano papular en prueba S=63.2% .
cutanea (Prick test) >45 E- 65.0% 0.28 (correlacién débil)
IgE sérica especifica frente a S=73.7% » .
extracto completo >5.25 Ee 65.2% 0.384 (correlacion débil)
IgE sérica especifica frente a S=722% o

>
Can f1 (Diagnéstico molecular) 1215 E=65.2% 0.384 (correlacion débil
Prueba de provocacién nasal >4 S=100% 0.965 (correlacion muy
(puntuacion total) - E=80.9% buena)

La prueba diagndstica que presenta buena correlacién con la prueba exposicién
natural es la provocacion nasal. El resto de pruebas diagndsticas realizadas no pre-
sentan buena correlacion.

Conclusiones

El perfil de sensibilizacion detectado mediante técnica ISAC® no difiere del detec-
tado mediante la técnica ImmunoCAP®, por lo que ambas técnicas parecen mostrar
buena concordancia a la hora de determina el perfil alergolégico del paciente con
sensibilizacion frente a epitelios de animales. Los valores de Fel d1 en torno al 95%
son similares a los publicados en otros trabajos (12). En el caso de la sensibilizacién
frente a epitelio de perro, los resultados muestran sensibilizaciones frente a alérge-
nos mayoritarios Can f1 y Can f5 algo menores de lo publicado por otros autores (13).
En el caso del epitelio de perro llama la atencion que en el 29% de los pacientes, a
pesar de presentar pruebas cutaneas e IgE frente a extracto completo, no se detecté
sensibilizacién IgE mediada tras el analisis por diagnéstico molecular, lo que sugiere
que para mejorar la técnica, se deberia ampliar los componentes alergénicos testa-
dos.

La sensibilizacion frente a proteinas de reactividad cruzada en la muestra analizada
fue muy baja, pues solo cinco de los pacientes en los que se realizd determinacion
de componentes alergénicos mediante técnica ISAC® presentd positividad frente a
seroalbuminas. En los pacientes en los que se realizé el diagndstico molecular me-
diante técnica ImmunoCAP® no se detecté sensibilizacién frente a seroalbiminas en
ningun caso. Estos resultados deben ser interpretados con prudencia, pues el redu-
cido tamano muestral, y la menor prevalencia de sensibilizacion frente a proteinas de
reactividad cruzada que frente a alérgenos mayoritarios especie-especificos publi-
cada en otros trabajos (14), puede ser la causa de que no se detecten en la muestra
analizada.
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Comparando las diferencias entre los niveles de IgE sérica especifica frente a
extracto completo y frente a componentes alergénicos obtenidos mediante técnica
ISAC® o técnica ImmunoCAP®, se observa que no existen diferencias estadisti-
camente significativas, por lo que ambos métodos parecen ser comparables en la
muestra estudiada.

El diagndstico molecular, al igual que la deteccion de sensibilizacion mediante test
de Prick o mediante deteccion de IgE sérica especifica frente a extracto completo,
no guarda una buena correlacién la prueba de exposicion natural, sirviendo pues
como mero marcador de sensibilizacion. Por otra parte, la prueba de provocacién
nasal, valorada segun el protocolo de la unidad, mediante rinometria acustica y pun-
tuacion de sintomatologia, si que permite diferenciar el paciente tolerante del no
tolerante.
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