Métodos diagndsticos en alergia.
Técnicas in vivo e In vitro

M. Fernandez-Benitez

Técnicas in vivo

Podriamos definir las técnicas in vivo, como
aquellas técnicas diagnosticas que se realizan
en el propio paciente, bien sea con el fin de
determinar el alergeno responsable de la
enfermedad, o bien con el fin de llegar a un
diagnostico clinico.

Pruebas cutaneas

Se conoce como alergeno a aquella sustancia
capaz de producir anticuerpos (Ac) en un
organismo sensibilizado y dar lugar a una
reaccion antigeno-anticuerpo (Ag-Ac) al
producirse un nuevo contacto del organismo
con el alergeno. El descubrimiento del anti-
geno (Ag) vy su correspondiente (Ac) especi-
fico, responsable de la reaccion Ag-Acy por
lo tanto de la sintomatologia clinica, es la
base del diagnostico etioldgico en las enfer-
medades alérgicas. Una anamnesis detallada
nos dara el grado de agresividad del antigeno
que buscamos y por lo tanto una pauta para
elegir la prueba diagnostica adecuada, evi-
tando asi riesgos innecesarios para el pacien-
te. En muchas ocasiones es dificil sospechar
el alergeno por la historia clinica y tenemos
que recurrir a realizar las pruebas diagnosti-
cas con los grupos de alergenos que mas fre-
cuentemente sensibilizan, dependientes en
ocasiones del entorno en el que vive el nifio.

Podriamos clasificar los test cutaneos segun
el tipo de sensibilizacion que queramos
estudiar.
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Sensibilizacion de tipo inmediato:
mediada por IgE, para lo cual utilizamos
la prueba del Prick o la prueba intracuta-
nea como métodos mas habituales. La
reaccion objetivada con estas pruebas
estd inducida fundamentalmente por la
degranulacién de los mastocitos cutaneos
al contacto con el alergeno, con la consi-
guiente liberacion de mediadores como la
histamina, triptasa, neuromediadores
etc., responsables de la respuesta inme-
diata. Podemos encontrar una respuesta
tardia a las 6-8 horas, como consecuencia
de procesos asociados a la respuesta ini-
cial, ya que muchos de los mediadores
liberados por los mastocitos activados
son mediadores quimiotacticos que actu-
an atrayendo hacia el lugar de la reaccion
células inflamatorias como eosindfilos,
neutrdéfilos macrofagos, que contribuyen
a perpetuar la inflamacion. Los linfocitos
CD4+ juegan un papel en la puesta en
marcha y regulacion de la respuesta tar-
dia, por la generacién y liberacion de
citocinas.

. Sensibilizacion tardia en la que intervie-

ne la inmunidad celular (linfocitos T),
para lo que utilizamos las pruebas epicu-
taneas, también conocidas como pruebas
del parche. La reaccién alcanza su maxi-
ma expresion entre las 24-72 horas y las
células que participan en el infiltrado son
predominantemente linfocitos del tipo
Thly monocitos.
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Técnicas cutaneas de
hipersensibilidad inmediata

Prick test

Descrita por primera vez por Lewis y Grant
en 1924 y modificada por Pepys en 1970, ha
sido desde entonces la prueba més utilizada
para el diagndstico in vivo.

Se realiza colocando gotas de los extractos
que queremos estudiar y de la solucién con-
trol sobre la superficie volar del antebrazo.
Posteriormente, con una aguja, siendo las
maés estandarizadas las derivadas de la aguja
Morrow-Brown, o bien con aguja hipodérmi-
ca, se hace una puntura a través de la gota y
se inserta en la epidermis con un pequefio
angulo. Hay que tener la precaucion de colo-
car las gotas con una separacién adecuada
con el fin de evitar reacciones enmascaradas.
Es necesario utilizar para cada extracto una
aguja diferente. El prick test es una técnica
segura, en la que es raro que se desencadenen
reacciones sistémicas.

Intracutanea

Era la prueba mas difundida y utilizada de las
pruebas cutaneas antes de que se estableciese
el prick test. Fue introducida por Mantoux en
1908, y adaptada por Schloss en 1912 para el
diagndstico de las enfermedades alérgicas.

Consiste en la inyeccién intradérmica de
0,05-0,07 ml de extracto alergénico, forman-
do una papula de 2-3 mm de diametro. Las
pruebas se pueden realizar en el antebrazo o
en la espalda, al igual que con el prick, man-
teniendo entre los diferentes alergenos una
distancia de al menos 2 cm con el fin de evi-
tar resultados enmascarados en caso de que se
produzcan positividades; si se realizan en la
espalda, también hay que cuidar la distancia a
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la linea vertebral ya que se pueden dar falsos
positivos debido a los reflejos axdnicos.

A diferencia del prick test, las pruebas intra-
cutdneas pueden desencadenar reacciones
sistémicas, en torno a un 0,5% de los pacien-
tes testados, por lo que en la anamnesis se
deben obtener los datos precisos con el fin de
realizar las diluciones adecuadas de los
extractos, y evitar asi posibles reacciones; hay
que tener en cuenta que la concentracion
utilizada en las pruebas intracutaneas es de
1.000 a 10.000 veces menor que la necesaria
para una prueba de prick positiva. En el caso
de una reaccion generalizada se debe aplicar
un torniquete por encima de la inyeccién
para disminuir la absorcion del antigeno, y en
el brazo contrario una dosis de adrenalina
1:1.000, ademas de las medidas habituales en
este tipo de reacciones.

Las precauciones y errores mas frecuentes, asi
como las diferencias existentes entre las dos
técnicas de pruebas cutineas para el estudio
de hipersensibilidad inmediata, podemos ver -
los en las tablas I y 11.

Cualquier estudio con test cutaneos requiere
testificar con un control negativo y un con-
trol positivo. El control negativo habitual-
mente es el conservante utilizado para los

TABLA I.
Precauciones en los test cutaneos

Supervision del médico

-
< Utilizar extractos estandarizados
= Utilizar concentraciones adecuadas
Utilizar control negativo y positivo
Técnica adecuada

Control de medicacién del enfermo

Registrar reacciones
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TABLA 1. Diferencias prick/intracutanea

Prick Intracutinea

Técnica sencilla Si Si
Rapidez Si —
Molesta No Si
Falsos positivos Raro Posible
Falsos negativos Posible Raro
Seguridad Si +
Detecta IgE Si Si

extractos alérgenicos; esto nos permite valo-
rar que no da reaccién inespecifica. Por otra
parte, en aquellos pacientes con importante
dermografismo, la positividad del control
negativo nos sirve para evaluar los resultados
con los extractos e interpretar los falsos posi-
tivos en estas circunstancias.

Para el control positivo habitualmente se
utiliza la histamina; nos permite valorar la
respuesta cutanea y comparar con el resto de
positividades. Por otra parte, detecta la
supresion de reactividad en aquellos pacien-
tes que se encuentran en tratamientos con
farmacos que puedan inhibir la respuesta
cutanea, como por ejemplo los antihistami-
nicos, 0 pacientes con baja reactividad a la
histamina; ademas nos permite valorar si la
técnica esta bien realizada.

Medicion e interpretacion de los
test cutaneos

La respuesta cutdnea inmediata frente a
extractos alergénicos, caracterizada por la
presencia de papula y eritema en el lugar de
la prueba, se obtiene en los primeros 20
minutos, entre 8-10 minutos para la histami-
na y entre 15-20 para los alergenos. Habi-
tualmente utilizamos una regla milimetrada y
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calculamos la media entre el diametro mayor
y menor de la papula y/o eritema. Con el fin
de dejar constancia en la historia clinica del
paciente, con un papel cello sobre la reaccion
se dibuja la papula con un rotulador y se deja
registrado en la historia; sirve para comparar
de forma objetiva las respuestas posteriores.
Otras mediciones més sofisticadas, como las
ultrasénicas o mediante Doppler con laser,
nos permiten cuantificar el grosor y volumen
de la papula y poder estudiar la diferente
reactividad de las pruebas.

Los criterios de positividad de las pruebas han
sido estudiados por diferentes autores, valo-
rando la papula, eritema o ambos. Sabemos
que en prick, positividades de mas de 3 mm de
papula y 10 mm de mécula eritematosa son
susceptibles de sensibilizacion clinica, pero
siempre teniendo en cuenta la reactividad
cuténea individual asi como la utilizacién de
extractos estandarizados. Para las pruebas
intracutaneas seguiremos los criterios de Nor-
man valorando papula y eritema (tabla IlI).
Un test intracuténeo lo consideramos positivo
cuando es un habon de 5 mm de didmetro,
restando ya el diluyente control.

En la interpretacion de las positividades
encontradas hay que ser cautelosos, ya que la
positividad cutanea frente a un antigeno por
si sola no implica la repercusion del antigeno

TABLA 111. Valoracion de las pruebas

intracutaneas, segiin Norman

Grado Eritema Pépula
0 <5mm <5mm
* 5-10 mm 5-10 mm
+ 11-20 mm 5-10 mm
++ 21-30 mm 5-10 mm
+H+ 31-40 mm 5-10 mm seud6podos
+HH+ > 40 mm > 10 mm seuddpodos
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en las manifestaciones clinicas si no hay una
clara relacion con la anamnesis, pudiendo
tratarse de positividades subclinicas o apaté-
genas, que merecen seguir su evolucion. En
otras ocasiones nos obliga a reinterrogar al
paciente y tratar de confirmar si existe reper-
cusion clinica mediante técnicas in vitro o
incluso una prueba de provocacion controla-
da. No obstante, en el caso de los inhalantes
podemos afirmar que los test cutaneos repre-
sentan el método diagndstico mas efectivo
siempre que exista una historia sugestiva.

Hay que tener en cuenta los factores que pue-
den modificar la respuesta; el primer factor es
la edad del paciente, y se sabe que a partir de
los tres meses se puede obtener por prick una
papula significativa con el control positivo
(histamina); no obstante, esta papula va a ser
mas pequefia que en edades posteriores, por
eso cuando realizamos pruebas cutaneas en
lactantes, debido a esta menor reactividad, los
criterios de positividad frente a los extractos
van a tener que compararse con la reactividad
frente al control positivo.

Cuando realizamos un estudio con pruebas
cutaneas, sabemos que los resultados pueden
verse alterados por multiples factores. En pri-
mer lugar porque la técnica no ha sido correc-
ta; en este sentido sabemos que la reactividad
cutanea no es la misma en todas las partes del
cuerpo, asi la espalda es mas reactiva que el
antebrazo, la zona cubital es mas reactiva que
la radial, y la zona distal de la mufieca es
menos reactiva que la proximal. Por otra
parte, ya hemos dicho que la utilizacion de los
extractos influye en la reactividad. Los
extractos no estandarizados dan reacciones
mayores que los estandarizados, muchas de
ellas inespecificas. Hay que tener en cuenta el
ritmo circadiano, existe un pico de reactivi-
dad a Gltima hora de la tarde y la reactividad
es menor en la primera hora de la mafiana.
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Otro factor es también, y dependiendo de los
alergenos que estemos testificando, la esta-
cién del afo; asi por ejemplo, en pacientes
con sensibilizacion al polen de gramineas,
durante la primavera presentaran mayor reac-
tividad debido a la presencia de polenes
ambientales, situacion que tenemos que tener
presente para tomar precauciones, sobre todo
con los test intracutaneos.

También puede interferir en los resultados la
toma de medicacion, como ocurre conlos anti-
histaminicos. Dependiendo del tipo de antihis-
taminico tendremos que suspenderlo dias antes
de realizar las pruebas; por ejemplo, el astemi-
zol entre 30-60 dias, cetiricina entre 3-10 dias,
difenhidramina 1-3 dias, hidroxicina 1-10 dias,
ketotifeno 5 dias, por nombrar algunos de ellos.
Otros farmacos como los beta- adrenergicos no
influyen en la respuesta; en cuanto a los corti-
coides, parece que Unicamente influyen los
administrados por via tépica cutanea y sobre
todo en la respuesta tardia, al igual que pasa
cuando hay corticoterapia prolongada por via
sistémica.

La inmunoterapia especifica por un tiempo pro-
longado también puede modificar la respuesta
cutanea al alergeno en estudio. Se ha visto dis-
minucién de la respuesta sobre todo con inmu-
noterapia frente a veneno de himendpteros y
algunos neumoalergenos, utilizando este para-
metro para ver la respuesta al tratamiento.

Técnicas cutaneas de
hipersensibilidad tardia

Pruebas epicutaneas

Estas técnicas las utilizamos para estudiar la
hipersensibilidad tardia de tipo tuberculinico
(reaccion tipo 1V de la clasificacion de Gell y
Coombs). Este tipo de pruebas se pueden rea-
lizar por via intradérmica, como es el caso de
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la prueba del PPD, o aplicando directamente
el alergeno sobre la piel, prueba del parche o
prueba epicuténea; tienen especial interés en
las dermatitis de contacto y hay estudios en
las dermatitis atdpicas.

El objetivo de estas pruebas es reproducir la
lesién cuténea, limitando local y temporal-
mente la reaccion.

La prueba consiste en la aplicacion de una
determinada sustancia, a una concentracion
ya establecida, sobre la piel del paciente en un
lugar sensible. Para ello, utilizamos las zonas
paravertebrales y la cara anterior del antebra-
z0. Esta sustancia se mantiene 48-72 horas.

La sustancia a testar se coloca sobre una
superficie algodonosa y una capa aislante
que queda fijada a la piel mediante espara-
drapo; la piel debe estar limpia y libre de
lesiones. Se recomendara no mojar la zona;
si se presenta prurito intenso, acudir a la
consulta antes de las 48 horas; no exponerse
a las radiaciones solares etc., ya que pueden
modificarse los resultados.

Los parches se levantan a las 48 horas, y se
marcan los puntos de las diferentes pruebas
con el fin de poder identificarlos al realizar la
lectura pasados 15-20 minutos. Las reacciones
pueden ser desde eritema hasta péapulas, vesi-
culas o ampollas (tabla 1V). En el caso de

TABLA V.
Valoracion de los tests epicutaneos

Grado Reaccién

+ Eritema minimo
Eritema bien definido

++ Eritemay papulas

+++ Eritema, papula y vesiculas

++++ Eritema, papula, vesicula, ampolla
y/o necrosis
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pruebas negativas, es conveniente volver a
ver al paciente a las 24 horas siguientes por si
hubiera aparecido alguna reaccion.

En el resultado de estas pruebas podemos
obtener falsos negativos por fallos en la técni-
ca, como mala oclusion de la prueba, dilucién
no adecuada de la sustancia o también cuan-
do el enfermo se encuentra en tratamiento
con corticoides.

Pruebas de funcion respiratoria

La exploracion funcional respiratoria nos
sirve para confirmar el diagnostico de asma,
cuantificar la gravedad de la enfermedad,
monitorizar la evolucion y objetivar la res-
puesta al tratamiento.

En cualquier definicién que tomemos de asma
bronquial, nos habla de la obstruccion al flujo
aéreo reversible de forma espontanea o tras
broncodilatador. En todo paciente con sospe-
cha de asma bronquial, deberia hacerse una
prueba de funcidn respiratoria, siempre que la
edad del nifio lo permita. En concreto, una
espirometria basal y tras broncodilatador nos
servira para el diagnostico funcional de asma
bronquial. En lactantes y nifios pequefios que
no cooperan en este tipo de prueba, se utiliza-
ran, si es necesario, otro tipo de pruebas como
dilucidn de gases, pletismografia o el chaleco
insuflable; no obstante son de mayor comple-
jidad y precisan de sedacion.

Espirometria

La espirometria permite el estudio de: a)
capacidad vital forzada (CVF), pardmetro
indicador del volumen pulmonar; b) flujo
espiratorio en el primer segundo (FEV;),
parametro indicador del volumen pulmonar y
del flujo espiratorio; c¢) flujos espiratorios
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medios 0 mesoflujos (FEV,5.750,), parametro
que indica el flujo espiratorio y que es inde-
pendiente del esfuerzo, tiene un inconvenien-
te que es la gran variabilidad de un enfermo a
otro, incluso de una prueba a otra en el mismo
paciente, por lo que no se debe valorar de una
forma aislada; d) flujo espiratério maximo
(PEF) pico espiratorio de flujo, y €) Cociente
FEV,/CVF, que es un parametro indicador de
flujo espiratorio.

Cada uno de estos parametros nos va a dar
una informacién de gran importancia en el
asma bronquial. La disminucion del FEV,
orienta hacia una obstruccion de via aérea
central (mayor de 2 mm de diametro), el
FEV 575y, informa de la via aérea periférica
(menor de 2 mm de diametro) y la relacién
FEV,/CVF nos informa del grado de obstruc-
cién. En cuanto al PEF, al que se ha dado gran
importancia en la monitorizacion del asma
bronquial, sobre todo en la edad pediétrica, ya
hay estudios suficientes que nos indican que
su fiabilidad es relativa y tiene indicaciones
muy precisas, como objetivar la variabilidad
en un asma inestable o ver la respuesta al tra-
tamiento de una manera puntual, pero no se
puede tomar como Unico criterio.

La técnica de espirometria consiste en una
maniobra de capacidad vital forzada; es
decir, a partir de una espiracion normal efec-
tuar una inspiracion maxima, unos segundos
de apnea y una espiracion forzada hasta el
volumen residual.

Es necesario que el personal que realiza la
prueba esté entrenado y sepa dar una expli-
cacion adecuada al nifio. Se deben realizar
un minimo de tres maniobras de capacidad
vital forzada y un mé&ximo de ocho, esco-
giendo la mejor de las curvas. Hoy en dia
casi todos los espirometros detectan si la
prueba esta bien realizada.
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La posicion del paciente debe ser sentado
erecto, con pinzas nasalesy utilizar boquillas
tamafio adecuado y no deformables. Los
espirdmetros deben ser calibrados de forma
diaria, y cada laboratorio de funcion pulmo-
nar deberia tener sus tablas de referencia.

Los pardmetros espirométricos nos permiten
clasificar las alteraciones de la capacidad
ventilatoria y establecer el grado de altera-
cion funcional. Las alteraciones de tipo obs-
tructivo cursan con un aumento de la resis-
tencia de vias aéreas, y las que cursan con
una reduccion del volumen pulmonar, es
decir una capacidad vital forzada (CFV),
serian alteraciones de tipo no obstructivo.
Hay patologias que cursan con caracteristi-
cas de ambos tipos de alteracion ventilato-
ria, reduccion de volumen y limitacion al
flujo aéreo; en este caso hablaremos de alte-
raciones ventilatorias de tipo mixto.

De acuerdo con los criterios de la Americam
Thoracic Society, se considera un patron de
tipo obstructivo cuando el cociente
FEV,/CVF <75% (80% en nifios), permane-
ciendo la CVF normal o ligeramente dismi-
nuida. Dependiendo del ritmo de disminu-
cion del FEV,, tendremos diferentes grados
de obstruccion (tabla V).

TABLA V. Grados de insuficiencia

ventilatoria obstructiva

Grados FEV, previsto
Normal 3 100

Leve <1003 70
Moderada <703 60
Moderadamente grave <603 50
Grave <503 34
Muy grave <34
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Test de broncodilatacion (TBD)

El test de broncodilatacion se deberia realizar
en todo paciente asmético al hacer la espiro-
metria, ya que por minima que fuese la obs-
truccion, si el test es positivo significa que exis-
te una obstruccién al flujo aéreo, y no podra
considerarse una funcién pulmonar normal.

No existe una normativa establecida sobre la
metodologia del test de broncodilatacion.
No obstante, el Comité de Asma de la
Sociedad Espafiola de Inmunologia Clinicay
Alergologia Pediatrica recomienda dos dosis
inhaladas de salbutamol (0,2 mg), preferible-
mente con camara espaciadora con un minu-
to de intervalo entre ambas, esperando 10-
20 minutos con el nifio sentado y repitiendo
la espirometria forzada. Consideraremos un
test de broncodilatacion positivo cuando
exista un FEV, 3 12% sobre el FEV; basal, o
bien un FEV1 3 9% sobre el FEV, tedrico, o
un FEF 5 754, 3 35%.

Los porcentajes de incremento del FEV; res-
pecto al valor basal, se calculan: FEV; post-
FEV,pre/FEV,pre 100. El porcentaje respecto
al valor tedrico se calcula como: FEV;post-
FEV,pre/FEV,tebrico 100.

En algunas ocasiones podemos observar que
con 0,2 mg de salbutamol el test de broncodi-
latacion es negativo, pudiéndose recurrir a 0,4
mg, o bien a una pauta corta (10 dias) de cor-
ticoides orales.

Pruebas de provocacion

Las pruebas de provocacion consisten en
poner de manifiesto la sintomatologia clinica
referida por el paciente tras la exposicion al
alergeno, cuando no es posible demostrarlo
por otras técnicas diagndsticas. De la propia
definicién podemos deducir que son pruebas
que conllevan un riesgo para el paciente, por
lo que hay que tomar todas las precauciones.
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Este tipo de pruebas las utilizamos cuando
por la historia clinica y las diferentes técnicas
del laboratorio es dificil encontrar el factor
etiologico pese a que éste se sospecha. Otras
veces existe una discordancia entre la histo-
ria clinica y los resultados de los test, in vivo
e in vitro y es necesario demostrar cual de los
alergenos tiene repercusién clinica. En oca-
siones, este mismo tipo de pruebas las utiliza-
mos con el fin de demostrar una tolerancia al
alergeno.

Las pruebas de provocacion pueden ser bron-
quiales, nasales, conjuntivales u orales, depen-
diendo del alergeno que queramos estudiar y
del érgano de choque.

Pruebas de provocacion bronquial

En ocasiones es dificil demostrar que existe
una obstruccidn reversible al flujo aéreo, o bien
tenemos dificultad por la historia clinica para
determinar si la sintomatologia es compatible
con el diagndstico de asma bronquial. Otras
Veces, Nos encontramos con que existe una dis-
cordancia entre la historia clinica, los resulta-
dos de los tests cutaneos o las diferentes prue-
bas de laboratorio, debiendo recurrir entonces
a las pruebas de provocacién bronquial.

Este tipo de pruebas nos ponen de manifiesto
la existencia de hiperreactividad bronquial
(HB), que definimos como "la sensibilidad
anormal de la via aérea, expresada como un
incremento de la obstruccion al flujo aéreo
tras la exposicion a diversos estimulos o agen-
tes farmacoldgicos, quimicos y fisicos". Un pri-
mer tipo de HB es la hiperreactividad bron-
quial inespecifica, que seria aquella obstruc-
cidn al flujo aéreo desencadenada por estimu-
los farmacoldgicos, como la histamina o meta-
colina, o exposicion a estimulos no farmacolé-
gicos, como el ejercicio fisico, soluciones hipo
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o hipertonicas e hiperventilacidn con aire frio.
En la practica diaria en nifios, la mas utilizada
es la prueba de ejercicio y en ocasiones la
metacolina/histamina. Pese a ser una prueba
de gran utilidad diagndstica en nifios, una
determinacion aislada de la hiperreactividad
bronquial inespecifica no puede ser considera-
da ni muy sensible ni especifica para el diag-
nostico de asma, ya que existen otras patologi-
as pulmonares como la fibrosis quistica, inclu-
S0 sinusitis, que pueden cursar con hiperreac-
tividad bronquial. Un segundo tipo de HB es
la hiperreactividad bronquial especifica, que
es aquella que refleja la respuesta bronquial
frente a estimulos especificos (alergenos), que
afectaria exclusivamente a aquellos pacientes
asmaéticos sensibilizados.

Prueba de provocacion con
ejercicio

Sirve para poner de manifiesto la hiperreacti-
vidad bronquial en nifios con asma inducida
por ejercicio puro, que Son muy pocos €asos, y
en nifios con asma bronquial en los que el jer-
cicio es un desencadenante maés.

La prueba consiste en realizar una espirometria
basal y a continuacidn un esfuerzo fisico que se
puede realizar sobre un tapiz rodante con 15°
de inclinacién o en una bicicleta ergométrica.
Diferentes estudios demuestran que la carrera
libre sobre tapiz rodante es mas asmdgena que
la bicicleta. La duracién del ejercicio es de 6-8
minutos, el paciente debe respirar por la boca,
para lo cual utilizaremos unas pinzas nasales.
La intensidad del ejercicio tiene que ser lo sufi-
ciente como para alcanzar una frecuencia car-
diaca subméxima, calculandose ésta como el
80% de la frecuencia cardiaca maxima (220-
edad en afos). Dado que las condiciones
ambientales de humedad, frio, etc., influyen
sobre la hiperreactividad bronquial, debe reali-
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zarse siempre en las mismas condiciones, sien-
do las recomendadas una temperatura ambien-
tal de 20-25 °C y una humedad relativa del
50-60%.

El paciente debe estar asintomaético en el
momento del estudio con una espirometria
basal normal, no debe haber tomado medica-
cion previa (tabla VI) y no debe haber realiza-
do ejercicio fisico, por lo menos en las cuatro
horas anteriores a la prueba, ya que podria
resultar negativa debido al periodo refractario.
No se realizara la prueba si existen otro tipo de
contraindicaciones como patologia cardiaca,
traumatoldgica, etc.

Una vez realizada la prueba, se repite la espiro-
metria a los 5, 10, 15, 20 y 30 minutos de cesar
el ejercicio; se considerara positiva cuando
exista una disminucion del FEV; de un 15% o
mas en relacion con el valor basal. Ademas de
esta caida del FEV,, algunos pacientes presen-
tan tos, sibilancias y opresion torécica, siendo
todo ello reversible tras la administracion de
un broncodilatador de accion répida.

TABLA VI. Farmacos que modifican
la respuesta bronquial

Farmaco Evitacion
b, accion corta 8 horas
b, accion retardada 48 horas
b, oral 24-48 horas
Aminofilina 12 horas
Teofilina 48 horas
Corticoides inhalados 1semana
CGS, ketotifeno 48 horas
Nedocromil 48 horas
Hidroxicina, ceterizina 5 dias
Otros antihistaminicos 48 horas
24 horas
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Prueba de provocacion con
metacolina/histamina

Estos dos agentes farmacologicos son los mas
utilizados después del ejercicio; la eleccion de
uno u otro depende de las preferencias de
cada grupo y de las posibilidades de obtener
las sustancias.

La metacolina ofrece la ventaja de que se pue-
den administrar dosis altas sin grandes efectos
colaterales, Unicamente tos, sudoracion y sia-
lorrea, mientras que la histamina en concen-
traciones superiores a 32 mg/ml produce flus-
hing, cefalea, nalseas y en ocasiones edema de
vias aéreas altas.

Tanto la metacolina como la histamina se
diluyen en una solucion salina tamponada a
la que se afiade fenol al 0,4% con el fin de
evitar la contaminacién.

La técnica consiste en efectuar en primer
lugar una espirometria basal, a continuacion
la inhalacion del diluyente y otra espirome-
tria, y posteriormente se administra metacoli-
na o histamina por via aerosélica en concen-
traciones crecientes, valorandose la espirome-
tria tras cada concentracion. Los resultados se
comparan con la espirometria posterior a la
inhalacién del diluyente.

El método de inhalacion puede ser a volumen
corriente, en el que el aerosol se inhala
mediante una boquilla, con la nariz ocluida y
durante un periodo de tiempo determinado. El
método maés utilizado es el de Cockoft, en el
gue cada solucién aerosolizada se inhala duran-
te dos minutos y el débito del nebulizador se
mantiene constante entre 0,13 y 0,16 ml/min.

Otro método es el método dosimétrico, en el
que el aerosol se genera de forma intermiten-
te, mediante un nebulizador conectado a un
dosimetro. El aerosol se inhala mediante
cinco respiraciones consecutivas a capacidad
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inspiratoria; la valvula se abre coincidiendo
con el comienzo de la inspiracion y se cierra
tras un periodo predeterminado.

En los nifios hay que tener precaucion al
aumentar las concentraciones, debido a que
la hiperrespuesta bronquial es mas intensa
que en los adultos.

El pardmetro de eleccion para objetivar los
resultados es el FEV,; no obstante, pueden
utilizarse otros parametros como la resisten-
cia de vias aéreas o su inversa, la conductan-
cia, asi como la observacion de las aréas de
las curvas flujo volumen. En nifios que no
consiguen mantener el esfuerzo y la atencion
que requiere la prueba, es més recomendable
aconsejar que acudan a la consulta en el
momento de la crisis con el fin de objetivar la
obstruccidn al flujo aéreo y la recuperacion
tras el broncodilatador.

Para la interpretacién de los resultados utiliza-
remos el PC20 (concentracion de metacolina
0 histamina que produce una caida del FEV,
de un 20%). Este valor se obtiene a partir de
una curva que se construye representando en
abscisas las concentraciones del agonista, sin
tener en cuenta las dosis acumulativas (escala
logaritmica), y en las ordenadas los descensos
del FEV; en relacion con la espirometria obte-
nida tras el diluyente. El calculo mateméatico
de la PC20 se expone en la tabla VII. También
se puede utilizar una férmula matematica loga-
ritmica, con el inconveniente de que los cal-
culos son més complicados. Hoy en dia
muchos espirometros incluyen estos calculos y
nos representan el area de la curva. Otros
resultados que se pueden obtener a partir de
los datos obtenidos son el indice de reactivi-
dad, el estudio de la respuesta méaxima y la
pendiente de la curva dosis-respuesta, que nos
sirven para identificar de una forma mas exac-
ta la hiperreactividad bronquial. La interpre-
tacion de los resultados, teniendo en cuenta el



Protocolos diagnosticos y terapéuticos en pediatria

TABLA VII. Célculo matematico del PC20

(20 -R1) (C2 - C1)

PC20 mg/ml =

(R2-R1)

C1 = Concentracion de agonista que produce una caida FEV, inmediatamente menor del 20%.
C2 = Concentracion de agonista que produce una caida FEV, inmediatamente mayor del 20%.

R2, R1 = Caidas del FEV,; producidas por C2 y C1.

calculo matematico para la PC20, seria la
indicada en la tabla VIII.

Debido al riesgo que entrafia esta prueba es
necesario en el lugar donde se realice tener
preparada medicacion de urgencia. Es acon-
sejable previo a la realizacion de la prueba
solicitar el consentimiento informado.

Pruebas de provocacion bronquial
especifica

Este tipo de pruebas buscan inducir el
broncospasmo de forma deliberada con el fin
de confirmar la etiologia de la enfermedad. Se
utilizan cuando existe una discordancia entre
la historia clinica y los resultados de las
diferentes técnicas in vivo e in vitro. No estan
indicadas cuando el asma estd bien filiada,
cuando el paciente presenta sintomas o alto
grado de sensibilizacién, o en pacientes con
otros factores de riesgo.

TABLA VIII. Interpretacion de
resultados en funcion del PC20

PC20 Interpretacion

> 16 mg/ml Normal reactividad
4-16 mg/ml Limite reactividad
1-4 mg/ml Leve reactividad

< 1 mg/ml Moderada/grave
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En cuanto a la metodologia, es similar a la pro-
vocacion con metacolina o histamina pero con
un mayor riesgo, dado que vamos a administrar
el alergeno. Hay ademas que tener en cuenta
que se pueden detectar reacciones tardias a las
4-8 horas, e incluso retardadas a las 24 horas.

La prueba se iniciard con una espirometria
basal. A continuacion se efectla la inhala-
cién del diluyente utilizado para el alergeno.
Si la espirometria permanece inalterable, se
continda la prueba administrando concentra-
ciones crecientes del antigeno, valorando la
respuesta tras cada concentracién. Una caida
del FEV, >15% del basal (el obtenido tras el
diluyente) se considera una prueba positiva.

Si no ingresamos al paciente, es conveniente,
con el fin de determinar las respuestas retar-
dadas, monitorizar el PEF durante al menos
24 horas. En este tipo de pruebas, al igual que
en las anteriores, es preciso contar con la
medicacion necesaria para tratar la crisis de
asma que se nos pueda presentar, de la misma
manera que es conveniente solicitar el con-
sentimiento informado.

Prueba de provocacion conjuntival

La prueba consiste en depositar en el fondo
del saco conjuntival el diluyente que utiliza-
remos con el alergeno, se esperan 15 minutos
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y se objetiva la sintomatologia. Si es negativa,
empezaremos con la dilucion mas alta del
alergeno en estudio, depositdndolo en el saco
conjuntival. Para ello utilizaremos diluciones
100-1.000 veces mayores que la concentra-
cién que nos dio positivo en el test cutaneo,
dependiendo de la sensibilizacion del enfer-
mo, e iremos probando diferentes concentra-
ciones; de esta forma, evitaremos reacciones
importantes. Se considera una prueba positi-
va cuando se objetiva inyeccién conjuntival,
epifora, prurito ocular y fotofobia.

Al igual que en otras pruebas de provocacion,
el enfermo debe estar asintomatico y evitar
farmacos que puedan enmascarar los resulta-
dos. Es recomendable solicitar el consenti-
miento informado, dado que es una prueba
que no esta libre de riesgo.

Prueba de provocacion nasal

Fue introducida por primera vez por Blackley
en 1873, a la vez que la prueba de provoca-
cién conjuntival, quien observé que deposi-
tando granos de polen en las cavidades nasa-
les de pacientes con rinitis estacional se des-
encadenaban los sintomas tipicos de estornu-
dos, hidrorrinorrea y prurito, que podian
durar horas e incluso algunos dias.

La prueba consiste en hacer inhalar mediante
nebulizacion el alergeno en estudio, siendo
los mas frecuentes los inhalantes como polen,
acaros, hongos o epitelios. Hay que tener pre-
caucion debido a que pequefias particulas del
aerosol de alergeno pueden alcanzar la via
aérea bronquial y desencadenar broncospas-
mo. La respuesta se puede presentar de forma
inmediata a la provocacion, o de forma mas
tardia. El enfermo tiene que estar asintomati-
€O Yy no seguir medicacion que pueda enmas-
carar los resultados.
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En la interpretacion de la prueba podemos
valorar sintomas clinicos como salvas de
estornudos, rinorrea acuosa, prurito nasal y
aumento de la resistencia de la via aérea
nasal mediante rinomanometria, pero tam-
bién nos permite el estudio de la secrecién
nasal, estudio de las células, asi como los
diferentes mediadores que se liberan en la
respuesta inmediata y tardia de las reaccio-
nes mediadas por IgE.

Prueba de provocacion oral

Se utiliza fundamentalmente para el diagnos-
tico de la alergia alimentaria. También es pro-
vocacion oral la que hacemos en la alergia a
medicamentos.

En la alergia alimentaria, cualquier prueba de
provocacion debe ir precedida de una prueba
de exclusion o eliminacién del alimento que
sospechamos responsable de la sensibiliza-
cién, por lo menos durante una o dos semanas
previas a la provocacion.

Dependiendo de la edad del paciente, hare-
mos una prueba abierta; es decir, el médico y
el paciente conocen lo que se estd adminis-
trando. Este tipo de prueba la utilizamos en
lactantes y nifios pequefios. Se puede hacer
una exposicion a simple ciego en la cual el
paciente desconoce lo que se le administra
pero no el médico, o una prueba a doble ciego,
donde ambos, paciente y médico, desconocen
si se administra el alimento o placebo. Esta
Gltima es la considerada por algunos autores
como la prueba ideal para el diagnéstico.

La administracién del alimento en la prueba
abierta serd tal cual, como leche, frutos secos,
frutas, etc., o bien enmascarado con otros ali-
mentos. Cuando hacemos el estudio a doble
ciego, se prepara liofilizado de 25-500 mg
dependiendo de la intensidad de los sintomas
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o0 grado de sensibilizacion que sospechemaos.
La sintomatologia se puede presentar de
forma inmediata en los casos mediados por
IgE, o de forma mas tardia 24-48 horas, como
ocurre en el caso de la dermatitis atopica.

Es conveniente que la prueba sea objetivada
por el médico en la consulta, o bien ingresan-
do al paciente. De esta manera podemos obser-
var los sintomas y tratarlos, no siendo aconse-
jable que se realice en el domicilio, dado que
no esté libre de riesgo. Es por ello por lo que
también debe solicitarse el consentimiento.

Técnicas in vitro

Los avances de la inmunologia han permitido
estudiar los fenédmenos implicados en las reac-
ciones de hipersensibilidad. Hoy en dia con-
tamos con una serie de técnicas que permiten
establecer un correcto diagnostico alergologi -
co y nos sirven de ayuda en la monitorizacion
del enfermo alérgico y su respuesta al trata-
miento. No obstante, como cualquier otra
técnica hay que ser conscientes de que son un
complemento diagnéstico a la historia clinica
y a las pruebas realizadas in vivo. Podriamos
resumir diciendo que las pruebas in vitro nos
confirman el diagnostico sospechado por la
historia y tests cutaneos, o bien las reservamos
para cuando no se puedan realizar los tests in
vivo, por circunstancias especiales de los
pacientes. Es fundamental que las pruebas de
laboratorio sean sensibles; tienen que detec-
tar resultados positivos en los pacientes alér-
gicos cuando enfrentamos el suero al alergeno
especifico. Por otra parte, tienen que ser espe-
cificas; es decir, tenemos que obtener un
resultado negativo cuando estudiamos el
suero de una persona que no es alérgica al
alergeno que le suministramos.

Podriamos clasificar las técnicas in vitro en
dos grandes grupos: las que estudian la reac-
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cion antigeno-anticuerpo, como serian la IgE
sérica, IgE antigeno especifica e 1gG. y las que
permiten determinar mediadores que se libe-
ran en la reaccién antigeno-anticuerpo, tales
como el test de liberacion de histamina, la
determinacion de leucotrienos, la determina-
cién de triptasa, el test de activacion de baso-
filos, la proteina cationica del eosindfilo, etc.
Otras técnicas, como el Inmunoblotting, nos
permiten el estudio de reacciones cruzadas de
diferentes antigenos y la deteccion de deter-
minantes antigénicos.

Inmunoglobulina E (IgE)

La cuantificacion de esta inmunoglobulina en
suero constituye hoy una técnica de rutina en
el diagndstico alergoldgico. Una de las propie-
dades del anticuerpo IgE es unirse mediante el
receptor Fc a mastocitos y basdfilos, sensibili-
zando estas células de tal forma que, cuando se
encuentran nuevamente con el antigeno espe-
cifico, son activadas y liberan sus mediadores
inflamatorios. No obstante, hay que tener en
cuenta que la elevacion de la IgE no es patog-
nomonica de los procesos alérgicos. Podemos
observar elevaciones en otras patologias como
son las parasitosis, algunas inmunodeficiencias,
etc., e incluso es posible observar niveles nor-
males de IgE en pacientes alérgicos, como es el
caso de los sensibilizados al polen, que fuera de
la estacion polinica pueden presentarse valores
dentro de la normalidad.

Al valorar los resultados de la cuantificacion
de IgE hay que tener en cuenta gque se modifi-
can con la edad, el sexo, los antecedentes fami-
liares de patologia alérgica y el propio proceso
alérgico. En la tabla IX podemos observar los
valores de la IgE total segin la edad.

La valoracion de la IgE también nos sirve para
evaluar la evolucion o respuesta al tratamien-
to etioldgico; sabemos que el descenso de los
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niveles de IgE se considera un criterio de
remision de la enfermedad. En los nifios, el
aumento de una desviacién estandar en fun-
cién de la edad aumenta diez veces el riesgo
de desarrollar una enfermedad alérgica.

Inmunoglobulina E antigeno-
especifica

La determinacion de IgE antigeno-especifica
nos permite conocer la sensibilizacion a un
determinado alergeno, confirmando la sospe-
cha clinica de la historia y la prueba cutanea.
Esta técnica, que en la actualidad se utiliza de
rutina en el diagndstico alergolégico, hay que
interpretarla con cautela, dado que puede
haber resultados falsamente positivos, como
ocurre en aquellos pacientes que presentan
tasas muy altas de IgE, o, lo contrario, falsos
negativos, por ejemplo cuando hay IgG anti-
geno-especifica que impide la unién de la IgE.
Resumiendo, podemos decir que la determi-
nacion por si sola de la IgE antigeno-especifi-

TABLA IX.
Valores de IgE total segin la edad

Edad IgE (KU/l) | +1DE | +2DE
Cordén 0,3

6 semanas 0,7 2,1 6,1
6 meses 2,7 6,6 16,3
9 meses 24 4,2 7,3
1 afio 7 21 58
2 afios 11 26 61
3 afios 11 21 40
4 afios 20 37 70
7 afios 26 75 221
10 afios 39 115 337
14 afios 32 78 187

ca no es diagnostica, pero si necesaria para
llegar al diagnostico etioldgico que nos va a
permitir poder instaurar un tratamiento ade-
cuado de evitacion y/o inmunoterapia.

Los resultados de IgE antigeno-especifica se
expresan en KU/I. y se consideran positivos
valores por encima de 3,5 KU/I; no obstante,
depende también del tipo de alergenos que
estemos estudiando (tabla X).

19G4

La determinacién de IgG4 no es una técnica
de rutina. Se utiliza fundamentalmente para
seguimiento de la respuesta a la inmunotera-
pia, observandose que los pacientes con trata-
miento inmunoterapico presentan 1gG4
aumentada en el curso del tratamiento frente
al antigeno que se esta administrando.

Los anticuerpos 1gG4 se denominan también
anticuerpos blogueantes. Parece ser que tie-
nen un efecto protector, impidiendo que el
alergeno se fije a los receptores de IgE. No
obstante, algunos autores han demostrado
anticuerpos especificos 1gG4 frente a alerge-
nos alimentarios en pacientes con IgE antige-
no-especifica negativa.

TABLA X.
Valores de IgE antigeno-especifica

IgE antigeno especifica (KU/l) | Valoracion
> 0,35 (clase 0) Indetectable
0,35-0,7 (clase 1) Débil
0,7 - 3,5 (clase 2) Moderada
3,5 - 17,5 (clase 3) Elevada
17,5 - 50 (clase 4) Muy elevada
50 - 100 (clase 5) Muy elevada
> 100 (clase 6) Muy elevada
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Test de liberacion de histamina
(TLH)

Mediadores como la histamina son sustancias
biolégicamente activas que se liberan del
mastocito de los tejidos o de los basofilos san-
guineos cuando se produce la reaccion antige-
no-anticuerpo. Este test nos permite estudiar
de una forma directa in vitro la respuesta alér-
gica y conocer la reactividad frente a diferen-
tes alergenos. También se ha observado como
en el transcurso de la inmunoterapia se pro-
ducen modificaciones en la liberacién de his-
tamina antigeno-especifica.

Determinacién de leucotrienos

Los sulfidoleucotrienos son productos del
acido araquidoénico, sintetizados por diferen-
tes células como mastocitos, basofilos, eosing-
filos, etc., y juegan un papel fundamental en
las reacciones de hipersensibilidad inmediata
mediadas por IgE. Se sabe que los baséfilos
generan leucotrienos en respuesta a un anti-
geno de manera IgE dependiente, en presen-
cia de interleucina 3 (IL3), y esta liberacion
de leucotrienos es paralela a la liberacién de
histamina. No obstante, los leucotrienos pue-
den ser generados por otras células inflamato-
rias ademéas de baséfilos y mastocitos, por lo
gue su determinacién también puede ser util
en otros procesos no mediados por IgE, como
puede ser en el asma inducida por aspirina.

Proteina cationica del eosinéfilo
(ECP)

La proteina cationica del eosindfilo es una
proteina que se encuentra en los granulos de
los eosindfilos junto a otras proteinas. En pro-
cesos alérgicos como el asma bronquial se ha

166

podido objetivar como la activacion de los
eosindfilos produce la liberacién de produc-
tos oxidativos y proteinas catiénicas respon-
sables del dafio tisular y de la hiperreactivi-
dad bronquial inespecifica. EI aumento de la
proteina cationica del eosindfilo se relaciona
bien con el aumento de eosindfilos; por otra
parte, la disminucion de la ECP en sangre
guarda relacion con la disminucion de las cri-
sis de asma y la mejoria de la funcién pulmo-
nar. Es un marcador de inflamacion que nos
sirve para evaluar la eficacia del tratamiento;
no obstante, la elevacién de la ECP se puede
producir también en otras patologias en las
que interviene la activacion de los eosinofi-
los, tales como la dermatitis atdpica, enfer-
medades parasitarias, etc.

Determinacion de triptasa

La triptasa es una proteasa neutra de los mas-
tocitos humanos, considerada un marcador de
reacciones mastocitarias, que se libera des-
pués de un estimulo de tipo inflamatorio
junto con la histamina. Se ha comprobado
como se libera en reacciones anafilacticas y
en enfermedades que implican a los mastoci-
tos, como son la rinitis alérgica, el asma bron-
quial y la mastocitosis sistémica. Se puede
detectar en suero a las 3 horas de producirse la
reaccion y hasta 12-14 horas después. En un
individuo normal la triptasa en suero es inde-
tectable. La determinacion de triptasa hoy en
dia esta indicada en las reacciones anafilacti-
cas, aunque también algunos autores la utili-
zan en la monitorizacion de pruebas de pro-
vocacion antigeno-especifica.
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