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RESUMEN 

Los fármacos pertenecientes a la familia de los β-lactámicos son los antibióticos 

más usados en todo el mundo con un consumo global estimado de decenas de miles de 

millones de dosis diarias definidas. En España, estos fármacos son los antibióticos más 

prescritos, por su eficacia, seguridad y precio, siendo de primera elección para las 

infecciones bacterianas más frecuentes. Estudios recientes revelan que hasta un 10 % de 

la población refiere haber presentado síntomas alérgicos derivados de la administración 

de antibióticos β-lactámicos. En consecuencia, esta población se considera “alérgica” a 

estos antibióticos, obligando en caso necesario a la utilización de antibióticos de segunda 

línea, en ocasiones menos eficaces, seguros y de mayor precio.  

En el diagnóstico de la alergia a antibióticos β-lactámicos existen varios tipos de 

pruebas que sirven para orientar y confirmar la presencia de una alergia, clasificadas 

como ensayos in vivo e in vitro. En lo que se refiere a los ensayos in vivo, la detección de 

los procesos alérgicos más comunes se realiza mediante pruebas de exposición oral 

controladas, y pruebas intraepidérmicas e intradérmicas, observando la reacción que 

producen los diferentes antibióticos β-lactámicos en el paciente. No obstante, a pesar de 

su amplia utilización, estas pruebas tienen sus limitaciones como es el riesgo de inducir 

reacciones alérgicas sistémicas graves. Por todo ello, su práctica requiere personal 

entrenado para su indicación, realización e interpretación, así como para el tratamiento 

de cualquier efecto adverso que se produzca. Estos requisitos limitan la realización de 

este tipo de pruebas a centros hospitalarios especializados y requieren el desplazamiento 

del paciente.  

La aplicación y desarrollo de técnicas de diagnóstico in vitro puede salvar estos 

inconvenientes, teniendo como objetivo llegar a un diagnóstico de la alergia sin que ello 

suponga riesgos e inconvenientes para el paciente y el sistema de salud. Estas pruebas, al 

ser mínimamente invasivas no suponen riesgo de reacciones adversas ni requieren 

preparación previa del paciente. Entre las distintas pruebas serológicas y celulares que se 

pueden emplear, la detección de IgE específica es una de las más extendidas debido a 

que, dada su sensibilidad y especificidad, complementa el diagnóstico clínico de la 

enfermedad alérgica, ofrece seguridad, y proporciona resultados cuantitativos.  
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Los sistemas de diagnóstico in vitro actuales utilizan instrumentación analítica 

cara y aparatosa, así como materiales desechables caros, manejados por personal 

cualificado, por lo que este tipo de pruebas se realizan únicamente por servicios de alergia 

y/o análisis clínicos de grandes centros sanitarios o por compañías especializadas. En 

consecuencia, hay una necesidad de desarrollar nuevos métodos de diagnóstico que 

cumplan los requisitos de sensibilidad, rapidez, sencillez, multiplexado y portabilidad, a 

un precio reducido para su implantación en todo tipo de laboratorios clínicos de los 

diferentes niveles de atención sanitaria.  

Por este motivo, en esta tesis doctoral se plantea como objetivo principal la puesta 

a punto de un inmunoensayo múltiple, utilizando la tecnología de disco compacto para la 

detección y cuantificación in vitro de niveles de IgE específica a un amplio espectro de 

antibióticos ß-lactámicos en muestras de suero humano.  

Las limitaciones más críticas para la determinación de IgE específica multianalito 

mediante métodos inmunoquímicos son las relacionados con la sensibilidad y 

selectividad. Por lo tanto, una parte importante de la tesis se ha centrado en la preparación 

y caracterización de un panel de antígenos β-lactámicos, selección de inmunoreactivos, 

formato y estudio de diferentes parámetros claves del inmunoensayo.  

Otra parte importante de la tesis se ha enfocado en abordar la mejora de la 

reproducibilidad de los resultados. La estrategia ha consistido en estudiar diferentes 

modos de calibración con el objetivo de estandarizar la cuantificación de los métodos de 

diagnóstico in vitro de este tipo de alergias. Para ello, se han evaluado las prestaciones de 

la calibración homóloga, heteróloga y el uso de un patrón interno, comparado sus 

prestaciones analíticas (relación señal ruido, sensibilidad, reproducibilidad, etc.) con el 

sistema de referencia. 

Finalmente, se llevó a cabo la validación del inmunoensayo con un conjunto de 

101 muestras de suero de pacientes y controles. Los resultados obtenidos han sido 

comparados con los obtenidos mediante las técnicas de referencia, mostrando una mejor 

sensibilidad, especificidad, precisión, y linealidad.  

La capacidad múltiplex de la tecnología de disco compacto permitió llevar a cabo 

paralelamente estudios de reactividad cruzada frente a diferentes antibióticos β-

lactámicos tanto de la familia de las penicilinas, como de otras familias, esclareciendo el 
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patrón de reconocimiento. En esta línea de trabajo, el uso de otras estrategias de 

conjugación de haptenos ha resultado en la mejora de la sensibilidad clínica del ensayo, 

identificando nuevos epítopos. Este estudio permitió clasificar los pacientes en cuatro 

perfiles en función del patrón de reconocimiento, lo que podría ser de gran utilidad a la 

hora de establecer tratamientos clínicos alternativos. 

En resumen, las investigaciones realizadas han permitido desarrollar nuevos 

formatos de ensayo y conocimientos inmunoquímicos aplicados a la tecnología de disco 

compacto, aportando nuevas y mejores herramientas de diagnóstico clínico que permiten 

la determinación simultánea de IgE específica de un amplio espectro de antibióticos β-

lactámicos en suero humano por debajo de los niveles alcanzados por los métodos in vitro 

de referencia. A partir de todo ello, se ha desarrollado un sistema de análisis multiplex, 

microfluídico y semiautomatizado. 

 

  



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 Resum 

 

 

RESUM 

Els fàrmacs pertanyents a la família dels β-lactàmics són els antibiòtics més usats 

al món amb un consum global estimat de desenes de milers de milions de dosis diàries 

definides. A Espanya, aquests fàrmacs són els antibiòtics més prescrits, per la seua 

eficàcia, seguretat i preu, i són de primera elecció per a les infeccions bacterianes més 

freqüents. Tot i això, fins a un 10 % de la població reconeix haver patit símptomes 

al·lèrgics derivats de l'administració d'antibiòtics β-lactàmics. En conseqüència, aquesta 

porció de la població es considera “al·lèrgica” a aquests fàrmacs, el que deriva en la 

utilització d'altres antibiòtics, de vegades insegurs i menys eficaços.  

En el diagnòstic de l’al·lèrgia a antibiòtics β-lactàmics hi ha diversos tipus de 

proves que serveixen per orientar i confirmar la presència d'una al·lèrgia, classificades 

com a assaigs in vivo i in vitro. Pel que fa als assaigs in vivo, la detecció dels processos 

al·lèrgics més habituals es realitza mitjançant proves d'exposició oral controlada, i proves 

intraepidèrmiques i intradèrmiques, observant la reacció que produeixen els diferents β-

lactàmics al pacient. Tot i la seva àmplia utilització, aquestes proves tenen limitacions 

com els falsos positius, la falta de selectivitat, i el més important, el risc d'induir reaccions 

al·lèrgiques sistèmiques greus. Per tot això, cal personal format per a la indicació, 

realització i interpretació, així com per a tractar qualsevol efecte advers que es produïsca 

derivat d’aquestes proves. Aquests requisits limiten la realització d’aquest tipus de proves 

a centres hospitalaris especialitzats i impliquen la necessitat de desplaçament del pacient. 

L'aplicació i el desenvolupament de tècniques de diagnòstic in vitro pot vèncer 

aquests inconvenients, i té com a objectiu l’obtenció d’un diagnòstic de l'al·lèrgia sense 

riscos i inconvenients ni per al pacient ni per al sistema nacional de salut. Aquestes 

proves, per ser mínimament invasives, no suposen risc de reaccions adverses ni 

requereixen preparació prèvia del pacient. Entre les diferents proves serològiques i 

cel·lulars que es poden emprar, la detecció d'IgE específica és una de les més esteses pel 

fet que, considerant la seua sensibilitat i especificitat, ajuda al diagnòstic precís de la 

malaltia al·lèrgica, ofereix seguretat i proporciona resultats quantitatius. 

Els sistemes de diagnòstic in vitro en ús utilitzen una instrumentació analítica 

important, emprada per personal qualificat, així com materials d'un sol ús que són cars, 

per la qual cosa aquest tipus de proves es realitzen únicament per serveis d'al·lèrgia i/o 



Metodología bioanalíticas para el diagnóstico in vitro de alergia a antibióticos β-lactámicos  

 
 

d’anàlisis clíniques de grans centres sanitaris o bé per companyies especialitzades en 

diagnòstic clínic. D'altra banda, cap d'aquests assaigs està validat, el que dóna una idea 

de la dificultat per a desenvolupar assajos de diagnòstic d'al·lèrgies, a fàrmacs en general 

i a β-lactàmics en particular, i de les debilitats que tenen els que són utilitzats. En 

conseqüència, hi ha una necessitat que justifica el desenvolupament de nous mètodes de 

diagnòstic que acomplisquen els requisits de sensibilitat, rapidesa, senzillesa, multiplexat 

i portabilitat, a un preu reduït, per a la seua implantació en tot tipus de laboratoris clínics 

dels diferents nivells d'atenció sanitària. 

Per aquest motiu, en la present tesi doctoral es planteja com a objectiu principal 

la posada a punt d'un immunoassaig múltiple, basat en tecnologia de disc compacte per a 

la detecció i quantificació in vitro de nivells d'IgEs específiques d'un ampli espectre 

d'antibiòtics ß-lactàmics a mostres de sèrum. 

Les limitacions més crítiques per a la determinació d'IgE específica multianalit 

mitjançant mètodes immunoquímics són les relacionades amb la sensibilitat, selectivitat 

i processament simultani de diversos assaigs i diferents analits a concentracions molt 

baixes. Per tant, una part important de la tesi s'ha centrat en la selecció d'antígens, 

immunoreactius i format i en la optimització de diferents paràmetres clau en 

l’immunoassaig. 

Una altra part important de la tesi s'ha centrat en assolir la sensibilitat i la 

selectivitat requerides per a determinar els nivells d'IgE específica presents en sèrum. 

D'altra banda, la millora de la reproductibilitat dels resultats també ha estat un objectiu 

crític abordat. L'estratègia ha consistit en estudiar diferents sistemes de calibratge amb 

l'objectiu d'estandarditzar la quantificació dels mètodes de diagnòstic in vitro d'aquest 

tipus d'al·lèrgies.  

Finalment, la validació de l'assaig desenvolupat es va fer amb un conjunt de 101 

mostres de sèrum de pacients i controls. Els resultats obtinguts han sigut comparats amb 

els obtinguts mitjançant les tècniques de referència, mostrant una millor sensibilitat, 

especificitat, precisió i linealitat. 

La capacitat múltiplex de la tecnologia de disc compacte va permetre dur a terme 

paral·lelament estudis de reactivitat creuada davant de diferents antibiòtics β-lactàmics 

tant de la família de les penicil·lines, com d'altres famílies, aclarint el patró de 
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reconeixement. En aquesta línia de treball, l’ús d’altres estratègies de conjugació 

d’haptens ha suposat la millora de la sensibilitat clínica de l’assaig, identificant nous 

epítops. Aquest estudi va permetre classificar els pacients en quatre tipus en funció del 

patró de reconeixement, cosa que podria ser molt útil a l'hora d'establir tractaments clínics 

alternatius. 

En resum, les investigacions realitzades han permès desenvolupar nous formats 

d'assaig i coneixements immunoquímics, i han aportat noves i millors eines de diagnòstic 

clínic in vitro que permeten la determinació simultània d'IgE específica d'un ampli 

espectre d'antibiòtics β-lactàmics en sèrum humà, per baix dels nivells aconseguits pels 

mètodes in vitro de referència. Aquesta informació s'ha fet servir per al desenvolupament 

final d'un assaig multianalit i multimostra d'un sistema semi automatitzat. 
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ABSTRACT 

β-lactam antibiotics are one of the most widely used antimicrobials worldwide. It 

has been estimated that at least tens of billions of doses are consumed daily. In Spain, 

these drugs are the most prescribed antibiotics, due to their efficacy, safety and price. 

These advantages make beta lactam antibiotics the first choice for the most frequent 

bacterial infections. However, up to 10 % of the population reports having presented 

allergic symptoms derived from their consumption. Consequently, this portion of the 

population is considered "allergic" to these antibiotics, forcing the use of less effective, 

safer and more expensive second-line antibiotics. 

In the diagnosis of allergy to β-lactam antibiotics there are several types of tests 

that serve to orient and confirm the presence of an allergy. These diagnostic methods are 

classified as in vivo and in vitro assays. Regarding in vivo tests, the most standardized 

tests are the provocation, prick and intradermal test. The aim of these assays is to observe 

the response produced by the different beta-lactam antibiotics in the patient after oral or 

cutaneous administration. Despite their wide use, these tests have their limitations, such 

as the risk of inducing severe systemic allergic reactions. Therefore, their practice 

requires specialized professionals for their indication, performance and interpretation, as 

well as for the treatment of any adverse effects that may occur. These requirements limit 

the performance of this type of test to specialized hospitals and require the displacement 

of the patient. 

The use and development of in vitro diagnostic techniques can overcome these 

disadvantages and allow the diagnosis of allergy without risks and inconveniences for the 

patient and the health system. In vitro assays are less invasive and therefore neither pose 

a risk of adverse reactions nor require prior preparation of the patient. Among the different 

serological and cellular tests that can be used, the detection of specific IgE is one of the 

most widespread due to its sensitivity and specificity. This technique aids in the accurate 

diagnosis of allergic disease, offers safety and provides quantitative results. 

Current in vitro diagnostic systems use expensive and bulky analytical 

instrumentation and high-cost single-use materials, handled by qualified professionals. 

Therefore, such tests are performed only by allergy and/or clinical analysis services of 

hospitals or by companies specialized in clinical diagnostics. Consequently, there is a 
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need to develop new diagnostic methods that can be implemented in all types of clinical 

laboratories at diverse levels of health care, meeting the requirements of sensitivity, 

speed, simplicity, multiplexing and portability at a reduced price. 

For this reason, the main objective of this doctoral thesis is the development of a 

multiplex immunoassay using compact disc technology for the detection and 

quantification of specific IgE levels to a wide variety of ß-lactam antibiotics in human 

serum samples. 

The most crucial limitations for the determination of multianalyte specific IgE by 

immunochemical methods are those related to sensitivity and selectivity. Hence, an 

important part of the thesis has been focused on the preparation and characterization of a 

pool of beta-lactam antigens, selection of immunoreagents, format and optimization of 

different critical parameters of the immunoassay. 

Another important aspect of the thesis has been focused on improving the 

reproducibility of the results. The strategy consisted of studying different calibration 

systems with the aim of standardizing the quantification of in vitro diagnostic tests for 

this type of allergy. To achieve that goal, the performance of homologous and 

heterologous calibration and the use of an internal standard have been evaluated, 

comparing their analytical performance (signal-to-noise ratio, sensitivity, reproducibility, 

etc.) with the reference system. 

Finally, the validation of the immunoassay was performed with a total of 101 

serum samples from patients and controls. The results obtained have been compared with 

those obtained using the reference techniques, showing improved sensitivity, specificity, 

precision, and linearity. 

The multiplex capability of the compact disc technology allowed carrying out 

parallel cross-reactivity studies against different beta-lactam antibiotics both from the 

penicillin family and from other families, elucidating the recognition profile. Following 

this working line, the use of other hapten conjugation strategies improved clinical 

sensitivity of the assay by identifying new epitopes. This study has allowed the 

classification of patients into four classes according to the recognition profile, which 

could be of interest to establish alternative clinical treatments. 
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In summary, the performed research has allowed the development of new assay 

formats and immunochemical knowledge applied to compact disc technology, providing 

new and improved clinical diagnostic tools that allow the simultaneous determination of 

specific IgE of a broad spectrum of β-lactam antibiotics in human serum below the levels 

achieved by reference in vitro methods. This information has been used for the final 

development of a microfluidic, semi-automated system
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GLOSARIO DE TÉRMINOS 

Antígeno: Cualquier sustancia capaz de activar una respuesta inmunitaria, especialmente 

la activación de linfocitos y generación de anticuerpos. 

Alérgeno: Antígeno que induce una reacción de hipersensibilidad o alergia.  

Determinante antigénico o epítopo: Parte específica de un antígeno que es reconocida 

por el sistema inmunitario.  

Hapteno: Molécula de masa molecular inferior a 1000 Da, que por sí misma es incapaz 

de activar la respuesta inmunitaria, pero puede unirse a transportadores como proteínas 

para dar lugar a antígenos.  

Sensibilidad clínica: Probabilidad de un método de clasificar correctamente a un sujeto 

enfermo. Este parámetro clínico se calcula como: 

𝑆𝑒𝑛𝑠𝑖𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑐𝑙í𝑛𝑖𝑐𝑎 =
𝑉𝑒𝑟𝑑𝑎𝑑𝑒𝑟𝑜𝑠 𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜𝑠

𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑝𝑎𝑐𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒𝑠 𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜𝑠
 𝑥 100 

Especificidad clínica: Probabilidad de que un sujeto sano de un resultado negativo tras 

la realización del ensayo. Este parámetro clínico se calcula como: 

𝐸𝑠𝑝𝑒𝑐𝑖𝑓𝑖𝑐𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑐𝑙í𝑛𝑖𝑐𝑎 =
𝑉𝑒𝑟𝑑𝑎𝑑𝑒𝑟𝑜𝑠 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜𝑠

𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒𝑠 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜𝑠
𝑥100 

Sensibilidad analítica: Capacidad de un sistema para discriminar entre pequeñas 

diferencias de concentración del analito. 

Límite de detección (LOD): Cantidad mínima de analito que puede ser detectada con 

fiabilidad por un método analítico. El límite de detección es calculado interpolando en la 

curva de calibrado, el valor medio de la señal de 10 medidas del blanco más tres veces la 

desviación estándar. 

𝐿𝑂𝐷 = 𝐵𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜 + 3 · 𝑆𝐷𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜 
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Límite de cuantificación (LOQ): Mínima cantidad de analito que puede ser cuantificada 

con fiabilidad por un método analítico. Se calcula interpolando en la curva de calibrado 

el valor medio de la señal de 10 medidas del blanco más 10 veces la desviación estándar.  

𝐿𝑂𝑄 = 𝐵𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜 + 10 · 𝑆𝐷𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜 

EC50: Concentración de analito que produce el 50 % de la señal máxima del sistema. 

Selectividad: Habilidad de un método para determinar analitos particulares en mezclas o 

matrices sin interferencias de otros componentes con un comportamiento similar. 

Desviación estándar relativa (RSD): Es un valor estadístico que describe la propagación 

de los datos con respecto a una media. Este valor se expresa en porcentaje y se calcula: 

𝑅𝑆𝐷 (%) =
𝑑𝑒𝑠𝑣𝑖𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑒𝑠𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟

𝑚𝑒𝑑𝑖𝑎
𝑥100 

Precisión intradisco: Grado de concordancia entre los resultados obtenidos de réplicas 

de un ensayo en un mismo disco expresado en términos de RSD. 

Precisión interdisco: Grado de concordancia entre los resultados obtenidos de réplicas 

de un ensayo en diferentes discos expresado en términos de RSD. 

Robustez: Capacidad de un sistema de mantener una respuesta inalterada tras modificar 

algún parámetro característico del método. 
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1.1. Hipersensibilidad provocada por fármacos  

Los fármacos son sustancias naturales o sintéticas utilizados para el tratamiento 

de enfermedades e infecciones. Su ingesta genera en ciertos individuos reacciones 

adversas que van de leves a graves, llegando incluso a la hospitalización del sujeto y en 

ocasiones a su muerte. Una de estas reacciones adversas es la hipersensibilidad que 

representa el 10 % de todas las reacciones a fármacos.1 

La hipersensibilidad a fármacos es una afección cada vez más común y con 

elevada prevalencia, especialmente en medicamentos como los antibióticos β-lactámicos, 

los antiinflamatorios no esteroideos (AINES), las quinolonas, las sulfonamidas, las 

tetraciclinas, entre otros. Aunque estos son los compuestos que muestran mayor 

incidencia, son muchos los fármacos que provocan reacciones de hipersensibilidad. En la 

Tabla 1 se muestran los fármacos causantes de las reacciones de hipersensibilidad más 

frecuentes.  

Tabla 1. Fármacos causantes de hipersensibilidad. 

Clase Fármaco 

• Antibióticos β-lactámicos, quinolonas, sulfonamidas, 

glucopéptidos, macrólidos 

• Antinflamatorios AINES, ácido acetil salicílico 

• Anticuerpos  

 

Trastuzumab, ibritumomab 

• Quimioterapéuticos 

 

Sales de platino 

• Radio contraste (RCM)  Medios de contraste iodados 

• Anestésicos 

 

o Locales: novocaina, lidocaína 

o Generales: propofol, thiopentone, 

etomidate 

• Anticonvulsivos Carbacepina 

• Tratamiento VIH Abacavir 

• Anticoagulantes Heparina 

• Agentes bloqueantes 

neuromusculares 

 

Succinilcolina, atracurio, mivacurio, 

pancuronio, rapacuronio 
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Las reacciones de hipersensibilidad a fármacos pueden dividirse como no 

inmunogénicas e inmunogénicas, y estas últimas se clasifican siguiendo el sistema 

propuesto por Gell-Coombs (Tabla 2).2,3 

Tabla 2. Clasificación de reacciones inmunogénicas según Gell-Coombs. 

Tipo Mecanismo inmunológico Respuesta Manifestaciones clínicas 

I IgE-dependiente < 60 min 
Anafilaxis, angioedema, 

palpitaciones, paro cardíaco, etc. 

II Citotóxico - mediado por IgG 7-14 días 
Anemia hemolítica, 

trombocitopenia, neutropenia. 

III 
Inmunocomplejo  

(IgG -Complemento) 
7-14 días Vasculitis 

IV Células – T: Tardía (>1h) - 

a) Inflamación monocítica 10-15 días Dermatitis de contacto 

b) mediada por TH2 

inflamación eosinofílica 
2-8 semanas 

Erupción farmacológica con 

eosinofilia (DRESS) 

c) mediada por célula T-

CD8 citotóxica 
4-28 días 

Síndrome de Steve Johnson 

(SJS), Necrólisis epidémica 

tóxica (TEN) 

d) mediada por células T 

inflamación neutrofílica 
24-48 h 

Pustulosis exantemática aguda 

generalizada (AGEP) 

Los fármacos pueden inducir los cuatro tipos de hipersensibilidad inmunogénica, 

siendo los más frecuentes el I y el IV. 

La hipersensibilidad tipo I, mediada por inmunoglobulina E (IgE), conocida 

comúnmente como alergia. Este tipo de hipersensibilidad necesita un proceso previo de 

sensibilización, en el que se produce la activación de los linfocitos T cooperadores (TH2) 

que generan anticuerpos específicos frente al fármaco. La IgE específica se une 

rápidamente a los receptores FcεRI localizados en la membrana de mastocitos o basófilos. 

Cuando el organismo se vuelve a poner en contacto con el fármaco, las IgE específicas 

reconocen el alérgeno y se inicia la cascada que dirige la degranulación de los mastocitos 

y basófilos, liberando histamina, citoquinas y triptasa.4 Estos compuestos activan otras 

células implicadas en las reacciones inflamatorias y provocan los síntomas típicos de las 

reacciones alérgicas, como urticaria y anafilaxis (Figura 1). Este tipo de respuesta se le 

conoce como respuesta inmediata ya que los síntomas se producen en menos de 60 
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minutos de la ingesta o contacto con el fármaco. Las reacciones alérgicas a los antibióticos 

β-lactámicos son las reacciones mediadas por IgE mejor definidas.5 

 

Figura 1. Mecanismo de actuación de la hipersensibilidad mediada por IgE (tipo I). 

A pesar de que el sistema más común de activación de estas células es mediante 

este mecanismo de acción, los mastocitos y basófilos también pueden activarse mediante 

otros mecanismos generando anafilaxis. Este otro tipo de anafilaxis puede ser confundida 

con la generada mediante la hipersensibilidad mediada por IgE. 

Los otros mecanismos de activación pueden ser, por un lado, la anafilaxis no 

inmunogénica (pseudo-alérgica), que no precisa de la activación del sistema inmunitario, 

sino que los fármacos son directamente los responsables de activar la degranulación de 

los mastocitos.6 Este proceso suele estar mediado por receptores como MRGPRX2, que 

al interaccionar con ciertos fármacos, activan la liberación de histamina, factor de 

necrosis tumoral α (TNF), prostaglandina D2 y β-hexosaminidasas, entre otras, 

provocando reacciones anafilácticas (Figura 2).7–9 La respuesta es inmediata, generando 

la reacción en menos de 60 minutos, siendo los síntomas más frecuentes cutáneos y 

respiratorios. Este tipo de respuesta es comúnmente producido por sustancias como las 

quinolonas, opiáceos, vancomicina, RCM, y NMBA y no requiere de una etapa de 

sensibilización, pero es dependiente de la dosis del fármaco.  

Célula 

B
Alérgeno
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T
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IL-4

sIgE
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La anafilaxis inmunogénica también puede ser mediada por inmunoglobulina G 

(IgG) o por el inmunocomplejo IgG-complemento a través de la activación del receptor 

FcγRIII, (Figura 2).10 La anafilaxis mediada por IgG ha sido demostrada en modelos 

animales, observándose una liberación del factor activador de plaquetas (PAF) de 

basófilos, macrófagos o neutrófilos, tras la interacción con el fármaco. La anafilaxis IgG 

dependiente es común en pacientes tratados con anticuerpos o en aquellos que han 

recibido una trasfusión de inmunoglobulina A (IgA).11,12 Por otro lado, se puede realizar 

la activación del complemento, a través de inmunocomplejos. Esta activación conlleva la 

liberación de pequeños fragmentos que resultan de la rotura de componentes del 

complemento (C3a, C5a y C5b-9) que desencadena la degranulación de mastocitos y 

basófilos.13 

 

Figura 2. Esquema de los modos de activación de mastocitos mediados por fármacos. 

La activación de mastocitos y basófilos mediada por IgG o por el sistema del 

complemento requiere una elevada concentración de antígeno, mayor que la necesaria 

para la activación IgE dependiente. Esta diferencia, permite que la IgG actúe como 

mediador y también como bloqueante de la anafilaxis mediada por IgE. Así pues, se ha 

Mastocitos

s

Mastocitos

Cel. T

IgG

IgE

TLR

SCF

PAF

C3a/C5a

Activación

inmunogénica
Activación 

No inmunogénica

Degranulación
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observado que bajas concentraciones de IgG específica conllevan anafilaxis dependiente 

de IgE (Figura 3A), mientras que bajas concentraciones de antígeno y altas 

concentraciones de IgG, producen un bloqueo de los anticuerpos evitándola (Figura 3C). 

Por otra parte, altas concentraciones de antígeno y de IgG provocan que la anafilaxis sea 

mediada por IgG, si la concentración de IgG es mayor que la de antígeno (Figura 3B). 

Por el contrario, si la concentración de antígenos es mayor que la de IgG, se produce 

anafilaxis mediada tanto por IgG como por IgE (Figura 3D).14 El mecanismo de las 

reacciones anafilácticas IgE independiente, es clínicamente indistinguible del mediado 

por IgE, y es promovido por RCM, dextrano y algunos AINES.15,16 

 

Figura 3. Esquema del tipo de anafilaxis generada en función de la relación de 

antígenos y anticuerpos (adaptada).14 

La hipersensibilidad de tipo IV, mediada por las células T, también denominada 

hipersensibilidad no inmediata, se clasifica en 4 subcategorías en función del mecanismo 

de actuación. Su principal manifestación clínica es el exantema maculopapular. 
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1.2. Mecanismo de interacción fármaco-sistema inmunitario 

El estudio del mecanismo de interacción entre un fármaco y el sistema inmunitario 

se ha abordado planteando las siguientes hipótesis: a) hipótesis del hapteno, b) 

prohapteno, c) interacción farmacológica y d) daño celular.17,18 

En la Figura 4 se muestran los esquemas de las cuatro hipótesis de respuesta 

inmunológica que generan hipersensibilidad.  

 

 

Figura 4. Representación de las cuatro hipótesis del mecanismo de interacción fármaco-

sistema inmunitario. 

1.2.1. Hipótesis del hapteno 

Los fármacos generalmente son compuestos de masa molecular inferior a 800-

1000 Da, que son metabolizados, degradados y eliminados sin implicación del sistema 

inmunitario.4 Debido a su baja masa molecular, los fármacos son considerados haptenos. 

Los haptenos son incapaces de inducir una respuesta del sistema inmunitario. Para ello es 

necesario su unión a una proteína o a ADN formando un aducto o conjugado antigénico 

y así poder activar la producción de anticuerpos. Esta conjugación puede afectar a 

cualquier proteína, como proteínas transportadoras (HSA), proteínas de membrana 
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(integrinas), proteínas intracelulares (enzimas) e incluso péptidos unidos al complejo 

principal de histocompatibilidad (MHC).18  

Tras la formación del complejo hapteno-proteína, éste es reconocido por el 

sistema inmunitario como agente extraño o antígeno, estimulando la inmunidad innata. 

Las células presentadoras de antígeno (APC) lo fagocitan y procesan en los lisosomas o 

proteasomas, generando péptidos, que se expresan en la superficie celular mediante el 

MHC, también llamado HLA en humanos. Estos péptidos son denominados 

determinantes antigénicos y son reconocidos por los linfocitos T (CD4). Tras este 

reconocimiento, los linfocitos T se activan y estimulan la producción de anticuerpos, 

conociéndose este proceso como sensibilización (Figura 4A).  

1.2.2. Hipótesis del prohapteno 

Los haptenos deben ser moléculas químicamente activas para dar lugar a 

antígenos. Sin embargo, algunos fármacos no presentan esta propiedad, y aun así son 

capaces de activar el sistema inmunitario. Esto es debido a la generación de 

prohaptenos.19 Estos son moléculas que, siendo inicialmente químicamente inertes, se 

vuelven reactivas tras su modificación metabólica (Figura 4B). Un ejemplo es el 

sulfametoxazol, que es metabolizado en el hígado como hidroxilamina-sulfametoxazol 

por el citocromo P450 y transformado por oxidación en nitroso-sulfametoxazol, siendo 

esta especie química muy reactiva y por lo tanto capaz de conjugarse a proteínas 

intracelulares.20 

1.2.3. Hipótesis de interacción farmacológica 

Los fármacos, además de estimular el sistema inmunitario mediante la formación 

de un complejo hapteno-transportador como sugieren las dos hipótesis anteriores, pueden 

por sí mismos, interaccionar con los receptores de las células T y activar el sistema 

inmunitario, sin necesidad de un anclaje covalente.21 Este tipo de activación del sistema 

inmunitario se denomina hipótesis de interacción farmacológica22 y justifica el hecho de 

que fármacos inertes puedan activar las células T (Figura 4C). Al igual que ocurre con la 

pseudo alergia, este proceso no requiere de una sensibilización previa, pero es 

dependiente de la concentración y de la afinidad del fármaco por el receptor. La 
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interacción fármaco-receptor tiene lugar mediante interacciones electrostáticas, fuerzas 

de Van der Waals o puentes de hidrogeno. 

Esta hipótesis fue planteada tras observar ciertos comportamientos que no eran 

propios de la hipótesis clásica del hapteno. Así, las células presentadoras de antígeno 

fijadas seguían siendo capaces de ser activadas específicamente por el fármaco, activando 

directamente las células T sin necesidad de procesamiento o unión a un transportador. 

Además, el lavado de la célula anula la acción del fármaco, demostrando la inestabilidad 

de la unión. También se observó que la activación de la célula presentadora de antígeno 

tras la exposición al fármaco se realiza en pocos segundos, un tiempo demasiado corto 

para permitir la captación, metabolismo, procesado de las proteínas modificadas a 

péptidos inmunogénicos y la presentación de los péptidos modificados. Así mismo, el 

bloqueo del metabolismo y procesamiento del fármaco no afectaba a la activación 

especifica de las células T.19 

1.2.4. Modelo de daño celular 

La hipótesis del modelo de daño celular establece que no es el antígeno 

directamente el que provoca la respuesta inmunitaria, sino que son algunos fármacos o 

proteasas alergénicas las responsables de provocar el daño celular. Como consecuencia, 

se producen señales químicas que activan las células presentadoras de antígeno, 

generando respuesta frente a aquellas moléculas causantes del daño (Figura 4D).21,23 

1.3. Alergia a antibióticos β-lactámicos 

La utilización generalizada de la penicilina es una de las causas que ha llevado a 

la sensibilización de los individuos y por consiguiente a la aparición de reacciones 

alérgicas. A lo largo de los años se han desarrollado nuevos β-lactámicos modificando la 

estructura original de éstos, mejorando el espectro de actuación y disminuyendo su 

toxicidad. La utilización de nuevos antibióticos hace más complejo el estudio del 

mecanismo de generación de alergia. 

En la actualidad, los antibióticos β-lactámicos son los fármacos que causan el 

mayor número de reacciones de hipersensibilidad, principalmente debido a dos motivos. 

Por un lado, son compuestos químicamente activos y pueden reaccionar con 

biomoléculas, generando antígenos que activan el sistema inmunitario, como sugiere la 
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hipótesis del hapteno. Y por otro lado, estos fármacos son los antibióticos más 

consumidos en la actualidad.1 De hecho, el Centro Europeo de Prevención y Control de 

Enfermedades (ECDC) informó que el consumo de antibióticos en 2018 fue de 18.4 dosis 

diarias por 1000 habitantes, de los cuales el 48 % eran antibióticos β-lactámicos.  

Las diferencias en la estructura química de estos fármacos han contribuido a la 

selectividad de las respuestas por parte de las células T y a la producción de IgE específica 

en pacientes alérgicos. Por lo tanto, es importante entender con mayor profundidad el 

efecto de la estructura química de los antibióticos β-lactámicos en la reacción de 

hipersensibilidad.24 

1.3.1. Clasificación de los antibióticos β-lactámicos 

Los antibióticos β-lactámicos presentan en su estructura un anillo característico 

formado por cuatro átomos (3C y 1N) denominado anillo β-lactámico. Dada su diferencia 

estructural se clasifican en 5 subfamilias: penicilinas, cefalosporinas, monobactamas, 

carbapenemas e inhibidores de la β-lactamasa (Figura 5).  

Esta clasificación depende principalmente de la naturaleza química del anillo 

fusionado con la β-lactama. En el caso de la familia de las penicilinas, el anillo β-

lactámico se encuentra fusionado con un anillo tiolado de 5 miembros, anillo 

tiazolidínico. Además, esta subfamilia presenta en la posición 6 del anillo β-lactámico 

una cadena lateral (R1) que varía de unas penicilinas a otras.  

En el caso de las cefalosporinas, el anillo β-lactámico se condensa con un anillo 

tiolado de 6 miembros, anillo dihidrotiazona. Además, al igual que en las penicilinas 

presenta una cadena lateral en la posición 6 del anillo β-lactama (R1) y otra cadena lateral 

en la posición 3 del anillo dihidrotiazona (R2).  

La familia de las carbapenemas presenta un ciclopenteno como parte de esa 

estructura bicíclica. En algunos casos, uno de los carbonos de este anillo es sustituido por 

un átomo de azufre u oxígeno, generando tiopenemas o oxipenemas, respectivamente. 

Esta familia de fármacos suele presentar hasta tres cadenas laterales distintas (R1, R2 y 

R3) que los diferencian entre sí. 
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Figura 5. Estructura química de las familias de antibióticos β-lactámicos. 

Las monobactamas no presentan ningún anillo fusionado al β-lactámico, exhibiendo 

por lo tanto una estructura monocíclica. Aunque se ha llegado a sintetizar más de un 

antibiótico de esta subclase, actualmente solo aztreonam (AZT) está disponible 

comercialmente. 

Por último, los inhibidores de las β-lactamasas presentan en su estructura, aparte de 

la β-lactama, un anillo de 5 miembros, que difiere del anillo tiazolidínico de las 

penicilinas, en que el átomo de azufre se sustituye por uno de oxígeno o un grupo sulfona. 

Estas sustituciones aumentan la reactividad de la molécula, permitiendo la inactivación 

de las β-lactamasas mediante su unión covalente al sitio activo de esta enzima.25 

Las diferencias estructurales de los β-lactámicos influyen en el espectro de acción 

antimicrobiana. Generalmente, las estructuras hidrofílicas favorecen la acción de estos 
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antibióticos frente a bacterias Gram negativas, mientras que estructuras más lipofílicas 

actúan más eficientemente frente a bacterias Gram positivas. En este contexto, modificar 

la estructura química de un antibiótico β-lactámico mediante la incorporación de grupos 

hidrofílicos/lipofílicos, amplía el espectro de actuación y mejora su actividad 

antimicrobiana. En este sentido, las aminopenicilinas actúan eficazmente tanto frente a 

bacterias Gram negativas como Gram positivas. Sin embargo, aquellas penicilinas que 

presentan en su estructura un grupo carboxilo, en lugar de un grupo amino, como ocurren 

con la carbenicilina (CRB) o ticarcilina (TCC), sólo actúan frente a bacterias Gram 

negativas. La modificación química de estas estructuras también ha sido empleada para 

aumentar la estabilidad y la absorción gástrica de estos antibióticos. La adición de grupos 

amino en la cadena lateral, como es el caso de la amoxicilina (AMX) o la ampicilina 

(AMP), además de incrementar el espectro de actuación, confiere estabilidad estructural 

en medio ácido, ya que la amina protonada actúa desestabilizando el ion imino formado 

durante la ruptura catalítica del anillo β-lactámico, lo que favorece su absorción.26  

1.3.2. Determinantes antigénicos 

Un determinante antigénico o epítopo es la parte específica de un antígeno que es 

reconocida por el sistema inmunitario. De acuerdo con lo establecido en la hipótesis del 

hapteno, los antibióticos β-lactámicos son incapaces de generar por sí mismos una 

respuesta inmunológica. Estos compuestos necesitan anclarse a macromoléculas como 

proteínas para generar un antígeno que active al sistema inmunológico. Así pues, el 

determinante antigénico está compuesto tanto por un metabolito del fármaco como por 

parte de la molécula transportadora a la que se encuentra conjugado.  

A continuación, se presenta una revisión de las estructuras de los haptenos β-

lactámicos conocidos, así como de las macromoléculas implicadas en la generación de 

antígenos y su implicación en la formación del determinante antigénico.  

1.3.2.1. β-lactámicos 

Los antibióticos β-lactámicos, como se ha comentado, poseen una estructura 

altamente inmunogénica, es decir, contienen grupos muy reactivos capaces de unirse a 

diferentes proteínas del suero humano y generar respuesta inmunitaria. A pesar de que 

estos fármacos presentan estructuras muy similares, los grupos reactivos de las cadenas 
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laterales, o la diferencia estructural de los anillos, les confieren diferente estabilidad y 

reactividad, por lo que hay gran variedad de determinantes antigénicos en esta familia de 

fármacos.  

 La identificación de los determinantes antigénicos ayuda a establecer patrones de 

reconocimiento, esclarecer el mecanismo de acción de estos fármacos, y su metabolismo, 

y por lo tanto a prescribir nuevos tratamientos y mejorar el diagnóstico de alergia a 

antibióticos.  

• Penicilinas 

El mecanismo principal para la formación de determinantes antigénicos de las 

penicilinas ocurre mediante reacción entre el grupo carbonilo del anillo β-lactámico, y las 

aminas primarias de las lisinas de las proteínas, en condiciones fisiológicas.27 La unión 

del fármaco a proteínas mediante este mecanismo ha sido ampliamente estudiado, 

concluyendo que genera un aducto estable el cual ha sido aislado y caracterizado.28–30 A 

este aducto proteína-antibiótico, se le conoce como determinante mayor o principal, y a 

los antibióticos conjugados según este mecanismo se les conoce con el sufijo, lloyl. Este 

determinante es considerado el epítopo inmuno-dominante en la respuesta inmunogénica 

a la penicilina G (PG) ya que representa aproximadamente 95 % de las estructuras 

antigénicas en condiciones fisiológicas.31,32 El 5 % restante ha sido atribuido a estructuras 

antigénicas menos comunes denominadas determinantes menores o minoritarios (MDM), 

y su capacidad inmunogénica ha sido poco estudiada. No obstante, varios estudios revelan 

que estos determinantes son clave para la mejora del diagnóstico de alergia a penicilinas 

(Figura 6).33–39  

Otras penicilinas, como es el caso de AMX y AMP, presentan en su cadena lateral 

un grupo electrófilo, NH2. Este grupo funcional puede reaccionar con el grupo carbonilo 

del anillo β-lactámico de otras moléculas de AMX generando dímeros o estructuras 

poliméricas muy inmunogénicas. Por otro lado, la amina primaria puede interaccionar 

con grupos carbonilo del anillo β-lactámico de su propia estructura generando una 

ciclación intramolecular (dicetopiperacina)40–42 como puede observarse en la Figura 7. 

Este compuesto no tiene la capacidad de unirse a proteínas y se ha demostrado mediante 
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diferentes pruebas in vitro que no es reconocido por la IgE de pacientes alérgicos, por lo 

que no es considerado como determinante antigénico.41  

 

Figura 6. Estructura de los determinantes antigénicos de la PG. 

 

Figura 7. Mecanismo de degradación de la AMX.42
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Varios estudios con anticuerpos monoclonales han identificado tres epítopos en la 

estructura de las penicilinas, el anillo β-lactámico, el anillo tiazolidínico y la cadena 

lateral.43–45 A pesar de que todas las penicilinas, presentan estos tres epítopos, no 

muestran la misma inmunogenicidad. Así para la penicilina, la mayor respuesta se 

encuentra frente al anillo β-lactámico abierto, en el caso de la AMX la cadena lateral es 

el epítopo principal. Esto es debido a la disposición espacial que exhiben estas estructuras 

tras la unión con las proteínas. Un estudio con un nano-transportador sintético, demostró 

que mientras la PG orientaba su cadena lateral hacia el interior de la estructura del 

transportador, la AMX orientaba su estructura hacia el exterior, lo cual la hace más 

accesible a la IgE.46 Esto explicaría que gran parte de la población alérgica a AMX tolere 

la penicilina.  

• Cefalosporinas  

En condiciones fisiológicas, al igual que ocurre entre las penicilinas, el grupo 

carbonilo del anillo β-lactámico, interacciona con las aminas primarias de las proteínas, 

generando un grupo amida. Sin embargo, este compuesto es muy inestable, y provoca la 

fragmentación del anillo dihidrotiazina y la eliminación de la cadena lateral R2, dando 

lugar a distintas estructuras que no han sido aún estudiadas (Figura 8A).47,48 En aquellas 

cefalosporinas que no presentan cadena lateral en la posición 3’ (R2), sino que en su lugar 

tienen un sustituyente como es el caso del cefaclor o cefadroxil, la eliminación de esta 

cadena no ha sido confirmada.47 A pesar de la eliminación de la cadena lateral R2, se ha 

observado que, aunque con menos frecuencia que la R1, juega un papel importante en el 

proceso de sensibilización de algunos pacientes.49–51 Con respecto a la cadena R1, se ha 

demostrado es uno de los principales determinantes antigénicos de estos fármacos.50,52–54  

Los resultados de un estudio reciente revelaron que el determinante menor llanyl 

permite una mejora en el diagnóstico de pacientes a esta familia de β-lactámicos.55  
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Figura 8. Mecanismo de conjugación de cefalosporinas (A) y cefalosporinas aminadas 

(B) a proteínas mediante la ruptura del anillo β-lactámico.56 

En el caso de las amino-cefalosporinas, la amina primaria de la cadena R1 

interacciona con el carbono 6, generando el determinante piracinona (Figura 8B). Este 

determinante antigénico, ha mostrado tener una mayor reactividad en pacientes alérgicos 

a las amino-cefalosporinas que la cadena R1.
56 

• Carbapenemas y monobactamas 

Al igual que ocurre con las penicilinas, el ataque nucleofílico del grupo carboxilo 

del anillo β-lactámico de las carbapenemas y monobactamas (MB) con el grupo amino 

de las proteínas, generan un enlace amida muy estable, actuando como determinante 

antigénico.57  
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La producción de anticuerpos monoclonales específicos frente a AZT ha ayudado 

a esclarecer los epítopos causantes de la respuesta inmune. Así, se han identificado tres 

epítopos diferentes, la cadena lateral, el núcleo del antibiótico, y la estructura completa.58 

No obstante, al tratarse de fármacos poco utilizados en el tratamiento de infecciones 

bacterianas, hay pocos estudios sobre la generación de otros determinantes antigénicos 

tras su degradación y metabolismo. 

• Inhibidores de las β-lactamasas 

El ácido clavulánico (CVL) es el inhibidor de β-lactamasas más estudiado, ya que 

es el más consumido. Este compuesto se administra junto con la AMX para mejorar su 

acción, y de ahí su elevado consumo. Presenta una química más compleja que los 

anteriores β-lactámicos. Su capacidad inmunogénica no ha sido muy estudiada a pesar de 

que se han identificado y diagnosticado pacientes alérgicos a este fármaco59,60, llegándose 

a considerar en la actualidad que es el compuesto causante del 30 % de las reacciones 

alérgicas al augmentine.60,61 

Al igual que ocurre con el resto de antibióticos β-lactámicos, el determinante 

antigénico se genera mediante un ataque nucleofílico de las aminas primarias de las lisinas 

de las proteínas séricas con el grupo carbonilo electrófilo del anillo β-lactámico. La 

estructura química resultante es muy inestable y rápidamente se produce la degradación, 

dando lugar a múltiples fragmentos químicamente activos capaces de unirse a grupos 

activos de proteínas (Figura 9).62,63 

La hidrólisis de este fármaco es diez veces más rápida que la de la PG. Además, 

altas concentraciones favorecen su descomposición ya que tanto el clavulánico como sus 

metabolitos actúan como catalizadores en la reacción de degradación.64–66 De los 

fragmentos propuestos como posibles determinantes antigénicos, se ha demostrado que 

sólo uno de ellos (AD-I) presenta la capacidad de ser reconocido por las IgE que se 

expresan en la superficie de los basófilos.67 
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Figura 9. Mecanismo de conjugación y degradación del CVL (adaptada).67 

1.3.2.2. Proteína transportadora o transportador 

Como se ha comentado en la sección 1.3.2, el determinante antigénico está 

formado tanto por parte de la estructura del fármaco como por parte de la proteína 

transportadora. Este hecho se confirmó tras detectar que los anticuerpos presentes en 

suero de pacientes reconocían con diferente grado al fármaco cuando se unía 

covalentemente a diferentes tipos de proteínas trasportadoras o estructuras 

similares.62,68,69 Como prueba concluyente de este hecho, Ariza y colaboradores, llevaron 

a cabo la evaluación de 4 estructuras derivadas de la AMX. Dos de ellas no se encontraban 

unidas a ninguna molécula transportadora, AMX sin tratar y ácido amoxiciloico, y las 

otras dos se conjugaron a butilamina y a albúmina de suero humano (HSA). Tras la 

evaluación de estos determinantes antigénicos con suero de pacientes alérgicos a AMX 

mediante el ensayo in vitro de inhibición RAST, se observó que existían dos grupos de 

pacientes. Un grupo mostró que la IgE reconocía mejor a la AMX sin conjugar. Sin 

embargo, las IgE del otro grupo de pacientes reconocen de modo similar  AMX no 

conjugada y conjugada. Además, en este segundo grupo se observó que, el ácido 

amoxiciloico, que presenta una estructura similar al amoxicilloyl, pero sin la unión al 

transportador, generó una baja interacción a diferencia de su análogo conjugado. Este 

hecho reforzó la idea de que la proteína transportadora juega un papel esencial en el 

reconocimiento antígeno-IgE.63 
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En base a estas evidencias, diversos estudios se han centrado en identificar tanto 

la proteína a la que se une el antibiótico, como los residuos modificados y el tipo de unión, 

generando información relevante de la disposición y exposición del fármaco.  

• Albumina de suero humano 

La HSA ha sido postulada como la principal proteína para la conjugación de los 

derivados β-lactámicos en condiciones fisiológicas y generación de determinantes 

antigénicos.70 Esta proteína es una de las mayoritarias del suero humano y su función 

principal es la de transportar hormonas o diversos fármacos a través del suero, por lo que 

posee diversos sitios de unión y una alta capacidad de unión de ligandos.71 Se compone 

de 585 aminoácidos, de los cuales 59 son residuos de lisina, principal aminoácido 

implicado en la conjugación de β-lactámicos. 

Uno de los primeros trabajos in vivo que estudió la HSA como proteína 

transportadora unida a la PG concluyó que suministrar este antibiótico generaba 

conjugados HSA-PG, siendo el grado de conjugación proporcional a la concentración del 

fármaco.72 Además, en este trabajo se demostró que 19 de los 34 pacientes tratados con 

penicilina presentaban anticuerpos específicos, principalmente IgG, frente al antígeno, 

HSA-penicilloyl. También, este estudio reveló que la presencia de una serina próxima a 

las regiones de unión y la estructura terciaria de la proteína favorece la unión del fármaco 

al residuo de lisina. 

Otros estudios identificaron in vitro los sitios de unión de estos fármacos a HSA. 

28,29 Los resultados obtenidos indicaron que el enlace hapteno-proteína se encontraba en 

las lisinas 190, 195 y 199 y la serina 193 que se localizan en una pequeña región que une 

el dominio 1 y 2 de la HSA. Otro estudio reveló que además de estos sitios de unión, los 

derivados de la penicilina se encontraron en los residuos lisina 432, 541, 545. 

La utilización de la espectrometría de masas permitió definir con mayor precisión 

tanto las estructuras hapténicas que se unen a las proteínas, como los residuos 

modificados por dichos haptenos, y así poder establecer perfiles de conjugación teniendo 

en cuenta el fármaco utilizado, su dosis y el tiempo de incubación. Sin embargo, la 

mayoría de estos estudios fueron realizados in vitro, partiendo de que la HSA era la 
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principal proteína involucrada en la formación del determinante antigénico que 

reconocían los pacientes alérgicos. 73–76 

 

Figura 10. Residuos de lisina modificados por la PG en la HSA. 

Estudios in vivo con pacientes que han sido tratados con antibióticos β-lactámicos 

durante un periodo prolongado de tiempo han confirmado la presencia de haptenos en la 

mayoría de los residuos encontrados in vitro, excepto en el caso del flucoxacilina y el 

CVL en el que sólo el 45 % y 25 % de los residuos in vitro se encontraban modificados, 

respectivamente.77 La lisina 190 ha sido hallada modificada en todos los estudios 

realizados, tanto in vitro como in vivo, y la lisina 199 también se ve modificada en la 

mayoría de los estudios realizados.21,70,73,74,76,78–80 La lisina 541 es otro de los aminoácidos 

modificados en la mayoría de los casos. Sin embargo, para la piperacilina (PPR) se 

observó que tras evaluar una población de conjugados HSA-PPR, este residuo se 

encontraba conjugado en una mayor proporción de HSA que el residuo 190, que suele ser 

el mayoritario. Además, fue uno de los pocos residuos modificados por AZT.81 Por lo 

tanto, en base a estos estudios se puede concluir que las lisinas 190, 199 y 541 son las 

Residuos más reactivos

Residuos menos reactivos

Residuos modificados en

ensayos in vitro

Lys   190

Lys 

199

Lys 541
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más reactivas en esta proteína y que las 372, 436, 475 y 560 sólo han sido modificadas 

en estudios in vitro (Figura 10).70,76,78,82 Además es importante destacar que aunque la 

HSA presenta 59 residuos de lisina en su estructura primaria, sólo el 10 – 20 % de estos 

residuos se han encontrado modificados en los estudios realizados hasta ahora, indicando 

un bajo rendimiento de conjugación. 

• Otros transportadores de naturaleza proteica.  

Uno de los primeros estudios que demostró que las moléculas de PG se 

conjugaban a HSA para formar el antígeno, también reveló que otras proteínas del suero 

humano formaban conjugados antigénicos, aunque en menor proporción. 72,83 Sin 

embargo, estas proteínas no fueron identificadas hasta 1995, cuando Magi y 

colaboradores señalaron a la transferrina como segunda proteína implicada en estos 

procesos de conjugación.83 Posteriormente, se observó que la AMX84 y el CVL85 

formaban enlaces con las cadenas pesadas y ligeras de las inmunoglobulinas y con la 

haptoglobina y la apolipoproteína A1. Sin embargo, no se encontraron conjugados con 

otras proteínas mayoritarias del suero humano, por lo que se concluyó que la disposición 

espacial de los aminoácidos era clave en la formación del determinante antigénico.21,84,86  

Por otro lado, los antibióticos β-lactámicos no sólo se han observado en proteínas 

séricas circulantes. Un estudio de microscopía confocal de fluorescencia reveló la 

presencia de conjugados β-lactámico/proteína en el interior celular, pero las proteínas no 

fueron identificadas. Se postuló que estos conjugados podrían haberse formado en el 

interior celular o creados extracelularmente y ser internalizados por las células tras su 

conjugación.84 Posteriormente se confirmó que los β-lactámicos presentaban la capacidad 

de internalizarse y formar antígenos con proteínas intracelulares.87  

A pesar de estos estudios de identificación de proteínas transportadoras tanto extra 

como intracelulares, son pocos los trabajos que han evaluado antígenos preparados a 

partir de diferentes proteínas transportadoras, a pesar de que un estudio de Ariza y 

colaboradores demostrara que la naturaleza del trasportador influía considerablemente en 

la sensibilidad de las pruebas in vitro realizadas a pacientes alérgicos.63 
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• Estructuras poliméricas 

La HSA ha sido considerada, hasta el momento, como la proteína responsable en 

la formación de los determinantes antigénicos de los β-lactámicos, sin embargo, no es el 

transportador más usado en la preparación de los antígenos de las pruebas in vitro 

comerciales para el diagnóstico de alergias a β-lactámicos. Como se ha comentado, 

generalmente, en condiciones fisiológicas el anillo β-lactámico se abre de forma que el 

grupo carbonilo reacciona uniéndose a aminas primarias de los residuos de lisina. 

Además, algunos estudios han concluido que el número de β-lactámicos conjugados a la 

proteína es vital para que el reconocimiento molecular β-lactámico-IgE tenga lugar, por 

lo que aumentar la relación molar de β-lactámico en el conjugado conduce a un 

incremento en la sensibilidad de los ensayos.88–90 En este contexto, varios autores 

introdujeron el uso de un polímero de lisina, la Poli-L-Lisina (PLL) como transportador 

para la formación de antígenos  y su posterior evaluación con suero de pacientes alérgicos 

en ensayos in vivo e in vitro.91,92  

Con el objetivo de demostrar esta hipótesis, Mayorga y colaboradores, 

compararon conjugados de HSA y PLL en un estudio basado en la determinación de IgE 

especifica presente en suero de 50 pacientes, alérgicos y controles, y observaron que los 

mejores resultados se obtuvieron utilizando conjugados de PLL.62 Esta mejora en el 

reconocimiento se postuló que era debido a una mayor densidad de haptenos por molécula 

y probablemente a que estos haptenos se encuentran más expuestos.93 Este 

comportamiento fue corroborado por García y colaboradores68 y por Zhenjun Zhao y 

colaboradores en 2000.94 En este último estudio, se determinó que, además de la 

naturaleza del transportador, el reconocimiento se ve afectado por la superficie a la que 

se encuentra unido el antígeno. Además, el efecto de la longitud del polímero de lisina 

fue también evaluada, concluyendo que un aumento en la longitud del polímero no 

mejoraba la capacidad de unión de IgE específica, si bien reducía la relación señal/ruido.62  

Todos estos resultados han conducido a que muchas de las pruebas de diagnóstico 

en uso empleen PLL como transportador para la preparación de los antígenos. 

Actualmente uno de los antígenos más utilizados en el diagnóstico de estas alergias es la 

octa-L-lisina unido a penicilloyl (Figura 11).95 
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Figura 11. Estructura química de los determinantes antigénicos sintetizados con octa-l-

lisina. 

A pesar de las ventajas presentadas por la PLL, como su multivalencia, su 

accesibilidad, y la sencilla modificación química, la utilización de PLL como 

transportador dificulta la caracterización del determinante antigénico debido a la 

distribución aleatoria de los haptenos.46 Así mismo, el plegamiento aleatorio de la 

estructura polimérica hace difícil predecir su estructura tridimensional.  

Alternativamente, se han utilizado otras estructuras poliméricas como los 

dendrímeros a modo de transportador. Los dendrímeros son macromoléculas muy 

ramificadas con una estructura tridimensional de árbol bien definida, y son sintetizados 

mediante la adición de monómeros en capas ramificadas concéntricas, llamadas 

generaciones, alrededor de un núcleo central (Figura 12).102,103   

Los dendrímeros presentan múltiples ligandos idénticos muy reactivos que pueden 

reaccionar con haptenos aumentando la densidad de conjugación, y por ende, la 

sensibilidad del ensayo. Además, presentan una estructura química más estable y más 

fáciles de caracterizar que los transportadores ya existentes. 46,96–101  

L-Lisina

Enlace

Penicilloyl
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Figura 12. Representación de la estructura tridimensional de dendrímeros y dendrones. 

El primer trabajo que describe el empleó dendrímeros como transportador para la 

formación de determinantes antigénicos de fármacos fue llevado a cabo en 2002, 

utilizando dendrímeros de poli(amidoamina) (PAMAM) de tres generaciones diferentes 

(G0, G1, G2).
99 La evaluación de su actividad en el reconocimiento de IgE fue realizada 

con sueros de pacientes alérgicos, mostrando mayor capacidad de reconocimiento que un 

monómero de penicilloyl. En este mismo estudio se observó que esta capacidad de 

reconocimiento era dependiente de la generación del dendrímero y la densidad de 

hapteno.  

El uso de estos compuestos como transportadores en la preparación de antígenos 

ha mejorado la accesibilidad de la IgE, gracias a su estructura ramificada flexible. 96–98,101 

Posteriormente se confirmó que la generación del dendrímero y la química de 

anclaje sobre superficies condicionaba el reconocimiento de la IgE, obteniéndose mejores 

resultados para la generación 4.100 Un aumento en la ramificación química del dendrímero 

(G5 y G6) reduce el reconocimiento debido a fenómenos relacionados con impedimentos 

estéricos, disminuyendo el número de aminos expuestos.96 Con el fin de reducir el 

impedimento estérico, otras aproximaciones han consistido en emplear brazos 

espaciadores que incrementan la hidrofilia de la superficie, la flexibilidad y distancia de 

estas estructuras. El uso de estos brazos espaciadores incrementó el número de 

dendrímeros anclados en la superficie y mejoró el reconocimiento de IgE, aumentando la 

sensibilidad clínica del ensayo.104,105 

1. Núcleo central

2. Espacios vacíos

3. Capas interiores

4. Grupos funcionales

Dendrímero
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Los dendrímeros, además de aumentar la capacidad de inmovilización y mejorar 

el reconocimiento de IgE, pueden conjugarse con dos o más haptenos diferentes 

(dendrímeros híbridos) para detectar simultáneamente IgE específica de pacientes con 

diferentes patrones de reconocimiento, incluyendo pacientes con una respuesta selectiva 

a PG y a AMX. Además, al ser estructuralmente más simples que las proteínas es posible 

su caracterización mediante técnicas de RMN (1D y 2D) y simulaciones moleculares 

dinámicas. Estas técnicas permiten conocer la diferente disposición espacial de los 

haptenos, y pueden ayudar a esclarecer el patrón de reconocimiento de la IgE, 

información muy valiosa para establecer la reactividad cruzada con otros fármacos.46  

Por lo tanto, se confirmó que estos compuestos sintéticos pueden ser utilizados 

como transportador de haptenos abriendo un campo nuevo en la preparación de 

conjugados para el diagnóstico de alergias a fármacos. 

1.3.3.  Reactividad cruzada 

La reactividad cruzada entendida como la capacidad de la IgE de reconocer un 

fármaco diferente al que generó la respuesta inmunitaria es muy frecuente para esta 

familia de antibióticos. Esta propiedad se debe a que, como ya se ha comentado en la 

sección 1.3.2.1, los antibióticos β-lactámicos presentan una estructura química muy 

similar, llegando incluso a compartir la cadena lateral. La reactividad cruzada ha sido 

estudiada principalmente mediante pruebas cutáneas y es expresada en tanto por cien.  

1.3.3.1. Reactividad cruzada entre penicilinas 

Actualmente, se pueden identificar dos grupos de pacientes alérgicos a las 

penicilinas. Aquellos que presentan una respuesta no selectiva, es decir, sensibilizados a 

cualquier penicilina, reconociendo los determinantes comunes (penicilloyl, MDM), y 

aquellos pacientes que presentan una respuesta selectiva.95 En un estudio de Torres y 

colaboradores106 en el que se evaluaron 290 pacientes alérgicos a las penicilinas, se 

observó que el 57.9 % presentaron una respuesta no selectiva, generando reacción a 

diferentes determinantes de PG, tanto mayores como menores. El 42.1 % restante 

presentaban una respuesta selectiva, mostrando reactividad frente a AMX y tolerando la 

PG. Este estudio reveló que la IgE selectiva a AMX reconoce principalmente la cadena 

lateral,27 justificando que exista una elevada reactividad cruzada entre las penicilinas 
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semisintéticas que presentan en su cadena lateral un grupo amino, como la AMX, AMP, 

bacampicilina y pivampicilina.107 El porcentaje de respuesta selectiva varía entre 

diferentes estudios, además el aumento en el consumo de AMX, ha llevado a variar este 

porcentaje de un 40 a un 80 %.61  

En el caso de la hipersensibilidad tipo IV, se observó que el 96.3 % y 95.1 % de 

los pacientes evaluados presentaban reactividad frente a la AMX y AMP, 

respectivamente. Por el contrario, sólo el 40.7 % de estos pacientes presentaban respuesta 

frente a PG108, resultando pacientes no selectivos. Estos resultados fueron similares a los 

que se obtuvieron en el caso de la hipersensibilidad tipo I mediada por IgE.  

La alergia a otras penicilinas semisintéticas como la PPR109, penicilina V (PV) 110–

112 y cloxacilina113 también ha sido observada, mostrando respuestas selectivas. Sin 

embargo, este comportamiento se ha dado en muy pocos casos, por lo que estos resultados 

no son concluyentes.114  

1.3.3.2. Reactividad cruzada entre penicilinas y cefalosporinas 

La reactividad cruzada entre las subfamilias de las penicilinas y cefalosporinas 

oscila entre 0 y 40 %, dependiendo de la estructura química del antibiótico que esté 

implicado en la reacción de hipersensibilidad. La cadena R1 de las cefalosporinas es 

considerada factor clave para producir reactividad cruzada entre las penicilinas y las 

cefalosporinas.  

Los primeros estudios de reactividad cruzada entre penicilinas y cefalosporinas 

establecieron que los pacientes alérgicos a PG mostraban un 10 % de reactividad frente a 

cefalosporinas de primera y segunda generación y un 2 – 3 % con las de tercera 

generación.107 Estudios posteriores establecieron que en pacientes alérgicos a las 

penicilinas se incrementaba la reactividad a las cefalosporinas de primera generación, 

como cefalotina y cefalexina (CFL). Sin embargo, la reactividad era baja en las 

cefalosporinas de segunda y tercera generación.115 Esto es debido a que la cadena lateral 

de las penicilinas y las cefalosporinas de primera generación presenta una estructura 

química similar, por lo que ésta podría formar parte del epítopo responsable de la 

respuesta alérgica. 
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En base a este hecho, diversos estudios han evaluado la reactividad cruzada entre 

las aminopenicilinas, como la AMX y AMP, y las aminocefalosporinas, como cefadroxilo 

y CFL. Estos estudios mostraron un elevado grado de reactividad cruzada entre las 

aminoacefalosporinas que compartían cadena lateral (14 – 38 %) (Tabla 3 y Tabla 4), 

mientras que no mostraron reactividad frente a otras cefalosporinas como cefamandol, 

CFZ o CFD, confirmando la hipótesis de que esta cadena forma parte del epítopo que 

reconocen las IgE presentes en suero de parte de los pacientes alérgicos.116–119 

La reactividad cruzada entre antibióticos de la familia de las penicilinas y las 

cefalosporinas que no comparten la cadena lateral son poco frecuentes. Sin embargo, en 

un estudio de 124 pacientes alérgicos a las penicilinas, 14 dieron resultados positivos a 

las cefalosporinas de los cuales 4 presentaban reacción a cefalosporinas que no 

compartían similitud con la cadena lateral del antibiótico causante de la alergia, 

estableciendo que, aunque en la mayoría de los casos suministrar este tipo de 

cefalosporinas es seguro119–123, puede ser un riesgo hacerlo sin realizar pruebas previas.124 

En el caso de la hipersensibilidad de tipo IV, la frecuencia de la reactividad cruzada entre 

pacientes alérgicos a las penicilinas y las cefalosporinas varia del 2.8 % al 31 %.125,126 

1.3.3.3.  Reactividad cruzada entre las cefalosporinas  

Estudios de reactividad cruzada de pacientes alérgicos a las cefalosporinas han 

mostrado tres patrones diferentes de reconocimiento: a) reactividad cruzada entre la 

cefalosporina implicada en el reconocimiento y la familia de las penicilinas (descrito en 

el apartado anterior), b) respuesta selectiva a la cefalosporina responsable de la reacción 

de hipersensibilidad, y c) reactividad cruzada con otras cefalosporinas.  

Algunos estudios han establecido que entre el 50 y 60 % de los pacientes alérgicos 

presentan una respuesta selectiva.127,128 Sin embargo, el resto muestran reacción a 

diferentes cefalosporinas, principalmente aquellas que contienen en su estructura una 

cadena R1 idéntica o similar a la que causó la hipersensibilidad, como es el caso de la 

cefuroxima (CFR), la cefotaxima (CFO), la ceftriaxona (CFT), y la ceftazidima (CFD) 

(Tabla 3 y Tabla 4). Todas estas cefalosporinas poseen en su cadena R1 un grupo 

metoxiimino, implicado en el epítopo reconocido por los pacientes.51,52,54  

 En pocas ocasiones se ha observado que la cadena R2 esté implicada en el 

reconocimiento, ya que, como explicamos en la generación de los determinantes 
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antigénicos, esta cadena lateral se elimina en el proceso de degradación y anclaje a la 

proteína o transportador. A pesar de este hecho, hay evidencias de reactividad cruzada 

entre la cefoperazona y el cefamandol, los cuales presentan idéntica cadena R2. Por lo que 

se puede concluir que, aunque en menor medida, esta cadena también puede estar 

implicada en la formación del epítopo (Tabla 3 y Tabla 4).51 

Por último, un estudio más reciente concluyó que algunos pacientes presentaban 

reactividad cruzada a cefalosporinas que no compartían similitudes en sus cadenas 

laterales, como, por ejemplo, la CFT y la CFL o la CFZ y la CFL. Además, estos 

pacientes, no mostraron sensibilidad a otras cefalosporinas o penicilinas por lo que la 

estructura química central no podía estar implicada en el reconocimiento. Por lo tanto, 

como sugirieron los autores, la reactividad cruzada podría deberse a un proceso de co-

sensibilización.129  

1.3.3.4. Reactividad cruzada con las carbapenemas 

La reactividad cruzada entre diferentes carbapenemas está poco estudiada, ya que, 

estos antibióticos son menos prescritos y pocos pacientes presentan hipersensibilidad a 

estos fármacos. A pesar de la similitud de la estructura química de las penicilinas y las 

carbapenemas, la reactividad cruzada entre estas dos familias es poco frecuente. Algunos 

estudios con más de 100 pacientes alérgicos a las penicilinas han sido evaluados con 

distintas carbapenemas como el imipenem (IMP) y el meropenem (MRP), mostrando una 

reactividad cruzada por debajo del 1 %.130–134 Esta baja reactividad cruzada entre estas 

dos familias de fármacos, se ha confirmado en estudios clínicos en los que a pacientes 

alérgicos a las penicilinas se le administraban carbapenemas, mostrando una alta 

tolerancia. En el caso de las cefalosporinas, se observó que la reactividad también era 

baja, 1 % para MRP y un 2 % para IMP.135 En un estudio de Nogueraldo y 

colaboradores136, en el que se evaluó la reactividad cruzada entre carbapanemas en 

pacientes alérgicos se observó que los pacientes alérgicos a IMP no mostraban reactividad 

con MRP, pudiendo tolerarlo, y los pacientes alérgicos a MRP no mostraban reactividad 

con IMP. Por lo tanto, concluyeron que no existe reactividad cruzada entre fármacos de 

esta familia, debido en gran parte a que la cadena lateral es muy diferente y juega un papel 

esencial en la formación del epítopo.  
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1.3.3.5. Reactividad cruzada con las monobactamas  

En el caso de las monobactamas, el hecho de que el anillo β-lactámico no esté 

condensado al anillo tiazolidina, hace de AZT un antibiótico que sólo produce 

hipersensibilidad de tipo I a un 0.2 % de las personas a las que se ha administrado.137 La 

estructura de este fármaco apenas provoca reactividad con la familia de las penicilinas, 

sin embargo, en el caso de las cefalosporinas esta reactividad es ligeramente superior al 

3 %. Probablemente, es debido a que este antibiótico comparte cadena lateral con CFD 

(Tabla 3 y Tabla 4).138,139 A pesar de estos datos de reactividad cruzada, un estudio con 

pacientes alérgicos a CFD que dieron positivo mediante prick test a AZT, toleraban su 

administración.140 Sin embargo, estos resultados son poco concluyentes ya que el número 

de pacientes implicados en estos estudios es reducido y por tanto no representativo. 

Tabla 3. Similitud entre las cadenas R1 y R2 de los diferentes antibióticos β-

lactámicos. 
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Tabla 4. Estructura química de las cadenas laterales de los antibióticos β-lactámicos. 
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 R1                              Nombre 

                                                                
 

Penicilina G
Ampicilina

Amoxicilina

Pivampicilina

Mecillinam

Penicilina V

Meticillin

Carbenicilina

Tircacilina

Piperacilina

Cloxacilina

Flucloxacilina

Oxacilina

Cefalexina

Cefadroxil

Cefprozil

Cefamandola

Cefatrizina

Cefonicid

Cefoperazona

Cefaclor
Cefuroxima

Cefoxitina

Cefotaxima

Ceftriaxona

Ceftazidima

Cefazolina

Imipenem Meropenem

Ertapenem Doripenem

AztreonamAztreonam
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1.4. Diagnóstico de alergia a antibióticos β-lactámicos 

Aproximadamente 108 millones de personas de países de occidente están 

etiquetadas como alérgicas a antibióticos β-lactámicos.141 Sin embargo, el 90 % de éstas 

no son realmente alérgicas y toleran su administración.142 Este mal etiquetado es un 

importante problema de salud pública ya que se relaciona con la resistencia bacteriana y 

restringe el uso de sustancias activas frente a bacterias condicionando la administración 

de otros fármacos. 

En general, los pacientes considerados como alérgicos a los antibióticos β-

lactámicos son tratados con fluoroquinolonas, vancomicina, glucopéptidos, 

aminoglucósidos entre otros antibióticos alternativos. Estos fármacos son menos 

efectivos, más tóxicos, más caros y de menor espectro de actuación que los β-lactámicos, 

lo que conlleva tiempos más largos de hospitalización y resistencia bacteriana.143–146 

Como consecuencia se hace imprescindible el desarrollo de sistemas de diagnóstico que 

permitan el correcto etiquetado de pacientes, mejorando la seguridad en la administración 

de fármacos y disminuyendo los costes sanitarios relacionados con esta práctica. 

Actualmente, el protocolo de actuación para el diagnóstico de la hipersensibilidad a 

antibióticos β-lactámicos es complejo e incluye, el historial clínico del paciente y ensayos 

in vivo e in vitro (Figura 13). 

 

Figura 13. Protocolo de actuación para el diagnóstico de alergia a β-lactámicos. 

Historia Clínica
• Tipo y gravedad de los síntomas

• Intervalo de tiempo

La administración-la reacción

La reacción – el estudio.

• Otras enfermedades

Recolección de muestra

No inmediata

>1h
Inmediata

<1h

No alérgico

Hipersensibilidad

tipo I
• No selectiva: positivo a    

varias penicilinas.

• Selectiva: positivo sólo 

a la penicilina causante 

de la reacción.

Hipersensibilidad

tipo IV
• No selectiva: positivo a 

varias penicilinas.

• Selectiva: positivo sólo 

a la penicilina causante 

de la reacción.
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No obstante, aunque la historia clínica del paciente revela información importante, a 

menudo no es concluyente por lo que es necesario el uso de ensayos in vivo e in vitro para 

complementar y establecer un diagnóstico correcto.147 

1.4.1. Ensayos in vivo 

Las pruebas in vivo que se utilizan en la actualidad para el diagnóstico de alergia 

a antibióticos β-lactámicos son ensayos dermatológicos y de provocación.  

1.4.1.1. Ensayos dermatológicos 

Las pruebas cutáneas más utilizados para el diagnóstico in vivo de alergia a 

fármacos son el prick test y la prueba de intradermorreacción (Figura 14). Estas han sido 

consideradas los métodos más válidos para el diagnóstico de alergia a β-lactámicos tanto 

en Europa como en EE.UU.5  

 

Figura 14. Representación de los métodos in vivo de diagnóstico de la alergia a 

antibióticos β-lactámicos: prick test (A) y prueba intradérmica (B). 

El prick test consiste en colocar una gota de una disolución de antibiótico β-

lactámico sobre el antebrazo y pincharlo con una lanceta de forma perpendicular de 

manera que la gota penetre en la capa superficial de la piel. La concentración del alérgeno 

va a depender del riesgo que pueda conllevar la prueba para el paciente. En pacientes que 

presentan reacciones alérgicas severas la concentración del fármaco es mil veces menor a 

la concentración más alta no irritante, que suele variar entre 0.5 y 25 mg/mL en función 

del hapteno utilizado.148 En el caso de un resultado positivo se reproduce la reacción 

alérgica generando eritema y una pápula en la zona de punción de un tamaño superior a 

A B
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3 mm. Esta reacción aparece a los 15 - 20 minutos de la punción. El resultado siempre 

debe compararse con el de los controles que se aplican, tanto positivo (control de 

histamina), como negativo (suero fisiológico) ya que tener respuesta no es necesariamente 

síntoma de alergia. 

Si el prick test es negativo, se realiza la prueba intradérmica que consiste en 

inyectar en la dermis 20 - 50 µL del fármaco a una concentración 10 veces inferior a la 

aplicada en el prick test. En este caso, el resultado es positivo cuando se genera una 

ampolla de al menos 5 mm de diámetro.149 

Los primeros estudios que utilizaron este sistema como metodología para el 

diagnóstico, utilizaban los determinantes mayores y menores de PG. Estos estudios 

obtuvieron diferentes grados de respuesta siendo positivos por encima del 50 % de los 

casos.150 

 El porcentaje de respuesta positiva de los ensayos dérmicos usando los 

determinantes mayores y menores de penicilina ha ido variando en el tiempo con el 

cambio de la prescripción médica y el aumento del consumo de penicilinas sintéticas y 

cefalosporinas.1,5 Entre 1990 y 2000 el porcentaje de positivos que se obtuvo fue del 26 

al 47.5 % de los casos.118,151 Más tarde se observó que la incorporación de AMX y AMP 

mejoraba la sensibilidad clínica en un rango que oscila entre el 50 y 80 %.152–154 A pesar 

de estos resultados los determinantes mayores y menores siguen jugando un papel 

importante en el diagnóstico de la hipersensibilidad inmediata a fármacos (IDH).37 El 

aumento de la reacción de hipersensibilidad a los inhibidores de las β-lactamasas como 

el CVL ha obligado a incluir este compuesto al panel de ensayos dérmicos, obteniendo 

una sensibilidad del 19 % en prick test y 81.2 % en ensayos intradérmicos.59,60 

 En términos económicos, el diagnóstico mediante ensayos dermatológicos oscila 

alrededor de 300 € por paciente, incluyendo tanto los gastos directos como los 

indirectos.155 

Con la incorporación de nuevos antibióticos, la sensibilidad clínica de los ensayos 

dérmicos ha mejorado, aunque en muchas ocasiones es necesario confirmar el diagnóstico 

con otro tipo de prueba como el ensayo de provocación.  
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1.4.1.2. Ensayo de provocación 

El ensayo de provocación es considerado la prueba in vivo de referencia para el 

diagnóstico correcto de alergias a fármacos ya que permite reproducir los síntomas de la 

alergia y clasificarla. Por lo tanto, este ensayo permite tanto diagnosticar el tipo de 

hipersensibilidad como establecer la reactividad cruzada entre fármacos y la tolerancia a 

los mismos.156 Esta prueba consiste en la administración controlada de dosis crecientes 

del fármaco, bajo supervisión médica. Este procedimiento suele utilizarse cuando hay 

discrepancias en los resultados del prick test, o para confirmar el diagnóstico cuando el 

resultado del prick test o los ensayos in vitro son negativos. Sin embargo, esta prueba no 

está recomendada en aquellos pacientes con un historial de reacciones graves.157 Durante 

la realización del ensayo, el paciente debe permanecer en un entorno hospitalario con 

instalaciones de reanimación y cumpliendo un alto nivel de seguridad. Estos requisitos 

conllevan un elevado coste. En 2018 se calculó que una prueba de provocación básica 

supone un coste adicional de 359 dólares al sistema de salud de Estados Unidos. A pesar 

de la gravedad de los síntomas y su elevado coste, muchos autores lo consideran como la 

primera línea del diagnóstico, ya que más del 30 % de los pacientes podían ser 

diagnosticados con precisión solo mediante la prueba de provocación.158 La Tabla 5 

muestra algunas de las ventajas e inconvenientes que presenta este tipo de ensayo. 

Tabla 5. Ventajas y desventajas del ensayo de provocación.159 

Ventajas Desventajas 

• Confirmación o exclusión de 

hipersensibilidad 
• Potencialmente peligrosa 

• Menor uso de antibióticos de amplio 

espectro 

• Obtención de falsos positivos y 

falsos negativos 

• Perfil de seguridad generalmente 

bueno 
• Riesgo de resensibilización 

• Reducción del riesgo de resistencia 

bacteriana 
• Falta de protocolos estandarizados 

• Previsión de alternativas seguras 
• Los síntomas subjetivos podrían ser 

difíciles de interpretar 

 

• Requiere de personal experimentado, 

protocolo de actuación y entornos 

clínicos bien establecidos 
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1.4.2. Ensayos in vitro  

La falta de sensibilidad de las pruebas dérmicas, el riesgo de los ensayos de 

provocación, el alto coste económico de ambos y la necesidad de que las pruebas in vivo 

sean realizadas en un hospital con profesional médico cualificado, son los principales 

motivos por los que se han desarrollado ensayos alternativos más baratos y 

complementarios. En este sentido, los ensayos in vitro están ganando aceptación en la 

práctica clínica de rutina.  

1.4.2.1. Test de activación de basófilos 

El test de activación de basófilos es una de las pruebas in vitro utilizadas para el 

diagnóstico de alergias mediadas por IgE. Este ensayo se basa en la determinación de la 

activación o degranulación de los basófilos tras la estimulación in vitro con el alérgeno 

mediante citometría de flujo. Las dos principales biomarcadores de la activación de los 

basófilos son el CD63, que se encuentra expresado en las vesículas que contienen la 

histamina en basófilos, mastocitos, macrófagos, plaquetas, etc., y que tras la 

degranulación de los basófilos es expresada en su superficie y el CD203c, que se 

encuentra sobreexpresado en la superficie tras la activación de los basófilos, y a diferencia 

del anterior es exclusivo de basófilos y mastocitos.160 El uso de uno u otro marcador en 

la detección de la activación va a depender del fármaco utilizado en la estimulación.161  

El test de activación de basófilos ha demostrado ser útil como ensayo 

complementario a los ensayos in vivo, especialmente en aquellas situaciones en los que 

no hay otro ensayo de diagnóstico disponible, ya que es posible obtener un resultado 

positivo en pacientes que muestran resultados negativos con los ensayos dérmicos.162 Sin 

embargo, estos ensayos presentan algunas desventajas. Por un lado, la prueba debe 

realizarse por personal especializado, debido a la complejidad del ensayo e interpretación 

de los resultados. Además, actualmente no existen protocolos estandarizados de trabajo. 

Por otro lado, se requieren altas concentraciones del β-lactámico, ya que los fármacos 

inducen una menor activación de los basófilos que las proteínas. Así mismo, el fármaco 

debe utilizarse recién preparado para evitar procesos de degradación163 y en un periodo 

de 4 horas desde que se realiza la extracción sanguínea.164 
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Con respecto a las prestaciones clínicas de esta prueba, en estudios llevados a cabo 

con pacientes con alergia a antibióticos β-lactámicos, se observó una sensibilidad media 

del 51.7 % y una especificidad media del 89.2 %.59,165–168 Sin embargo, la sensibilidad 

clínica se ve altamente influenciada por el intervalo de tiempo que trascurre entre la 

reacción alérgica y la realización del ensayo, disminuyendo hasta un 50 %. Por lo tanto, 

no se recomienda la realización de esta prueba 12 meses después de la reacción 

alérgica.164  

1.4.2.2. Ensayo de determinación de mediadores inflamatorios 

Uno de los ensayos in vitro más utilizados para confirmar la anafilaxis, es la 

determinación de triptasa en suero sanguíneo. Se ha demostrado que niveles elevados de 

triptasa en sangre están relacionados con la gravedad de la reacción anafiláctica. Otros de 

los mediadores antinflamatorios que pueden ser determinados en suero tras la reacción 

alérgica provocada por fármacos es la histamina. Esta molécula es el indicador más 

abundante e importante de anafilaxis. El ensayo para la determinación de este mediador 

en suero presenta una sensibilidad y especificidad clínica que oscila entre el 51 – 92 %. 

El problema asociado a la determinación de este biomarcador en suero es que tiene un 

tiempo de vida medio de 20 minutos lo que afecta a la sensibilidad del ensayo. Como 

alternativa se determina también el nivel de metabolitos de histamina (N-metil-histamina 

y ácido acético N-metil-imidazol) en muestras de orina, pudiéndose medir hasta 24 horas 

después de la reacción.147  

1.4.2.3. Ensayo de liberación de histamina 

El ensayo de liberación de histamina (HRT) se basa en la detección de la histamina 

que liberan los basófilos tras la estimulación con el fármaco causante de la alergia.149 Este 

ensayo consiste en estimular las células de una muestra de sangre con el antibiótico objeto 

de estudio y determinar la histamina liberada mediante técnicas fluorimétricas. El HRT 

se ha utilizado para el diagnóstico de reacciones alérgicas a varios alérgenos, pero rara 

vez en fármacos. Existe una variante de este ensayo denominado pasivo, en el que se 

requiere sólo de suero y no células, presentando la ventaja de poder realizar el ensayo 

pasadas las 24 horas de la extracción de la sangre.169 Este método es útil cuando no existe 

ningún otro método in vitro para el diagnóstico de alergias a un fármaco concreto como 

es el caso del CVL. En este contexto, se evaluaron las prestaciones de la prueba HRT en 
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grupos de pacientes alérgicos al CVL. Este ensayo alcanzó una sensibilidad clínica del 

55 % y una especificidad del 85 %, un resultado similar a los obtenidos con los test de 

activación de basófilos.170  

1.4.2.4. Inmunoensayos 

La IgE es otro de los marcadores comunes de hipersensibilidad tipo I. Esta 

macromolécula es una glucoproteína de 190 kDa que puede encontrarse de forma soluble 

en sangre tras una respuesta alérgica o unida a la superficie de los mastocitos mediante el 

receptor de alta afinidad. Al igual que las demás inmunoglobulinas, está constituida por 

una región común o cristalizable (Fc) y una región variable (Fab). Esta región variable le 

confiere selectividad y permite discernir el causante de la respuesta alérgica.  

 En este contexto, la determinación de este biomarcador está tomando cada vez 

más peso en el diagnóstico de alergia. El método más utilizado para su determinación en 

muestras de suero sanguíneo es mediante inmunoensayo. A diferencia del test de 

activación de basófilos, esta prueba no necesita realizarse con sangre recién extraída. 

Además, son ensayos simples, pudiendo realizarse en laboratorios poco equipados. 

Básicamente, el inmunoensayo es un ELISA indirecto, en el que los alérgenos o antígenos 

inmovilizados en una superficie polimérica son reconocidos por la IgE específica presente 

en el suero de los pacientes alérgicos. Este reconocimiento alérgeno-anticuerpo se pone 

de manifiesto mediante el uso de un anticuerpo anti-IgE marcado y detección radiactiva 

u óptica (Figura 15A).  

Algunos inmunoensayos permiten no solo la detección de este biomarcador, sino 

su cuantificación. Diversos estudios han determinado que existe relación entre la 

concentración de IgE específica y la severidad de los síntomas.171 Por lo tanto, cuantificar 

este biomarcador es de gran importancia. Actualmente, el sistema de calibración más 

utilizado en los ensayos in vitro para la determinación de IgE específica es el heterólogo 

(Figura 15B.I). En este tipo de calibración se utiliza un material certificado por la OMS 

de IgE total, como calibrador y presenta la ventaja de ser genérico y poder cuantificar 

indirectamente cualquier IgE específica con una única curva de calibrado.172 

Alternativamente algunos ensayos in vitro realizan una calibración homóloga (Figura 

15B.II), partiendo de suero procedente de pacientes alérgicos con concentración de IgE 

específica conocida y calculada a partir de la calibración heteróloga. 
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Figura 15. Esquema del inmunoensayo para la determinación de IgE específica (A). 

Representación de los sistemas de calibración para la cuantificación de IgE en los 

ensayos in vitro (B). 

Los pacientes alérgicos pueden ser clasificados en función de la concentración de 

IgE específica presente en suero y la severidad de la respuesta alérgica (Tabla 6).  

Tabla 6. Clasificación de pacientes alérgicos de acuerdo con la concentración de IgE 

específica presente en suero. 

Clase Concentración (UI/mL) Nivel 

0 < 0.35 Negativo 

1 0.35 - 0.70 Bajo 

2 0.7 - 3.5 Medio 

3 3.5 - 17.5 Alto 

4 17.5 – 50 Muy alto 

5 50 – 100 Muy alto 

6 > 100 Extremadamente Alto 

Actualmente son varios los ensayos comerciales que se han desarrollado para el 

diagnóstico de este tipo de alergias (Figura 16). La Tabla 7 muestra las diferencias y 

similitudes de algunos de estos ensayos in vitro.  
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Figura 16. Esquema de los principales ensayos comerciales de diagnóstico in 

vitro de reacciones alérgicas a antibióticos β-lactámicos. 
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Tabla 7. Características analíticas y cl ínicas de ensayos in vitro comerciales para la determinación de IgE específica en suero.la determinación de IgE específica en suero. 
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➢ RAST 

La primera prueba in vitro desarrollada para el diagnóstico de alergia a 

antibióticos β-lactámicos fue el ensayo RAST (Radio Allergo Sorbent Test). Este ensayo 

consiste en inmovilizar el antígeno covalentemente sobre una superficie activada de 

sephadex o discos de celulosa, y utilizar un anticuerpo marcado con el isótopo 125I como 

anticuerpo detector. El sistema se desarrolló inicialmente para la determinación de IgE de 

PG y PV, utilizando penicilloyl como determinante antigénico mayor unido a HSA. Sin 

embargo, con el tiempo se han ido evaluando otros trasportadores (PLL, dendrímeros, 

brazos espaciadores…) con el fin de mejorar la sensibilidad clínica de la prueba y se han 

ido incorporando antígenos de otros β-lactámicos, como AMX o diferentes 

cefalosporinas. Hoy en día, el transportador más utilizado es la PLL ya que ha demostrado 

presentar mayor capacidad de conjugación que la HSA. 68,173  

La concentración de IgE presente en una muestra de suero es expresada en 

términos de porcentaje de señal y calculada de acuerdo a la ecuación 1, considerándose 

positivos aquellos pacientes que presentan un valor superior al 2.5 %. Así pues, el ensayo 

RAST es una prueba cualitativa. 

% 𝑅𝐴𝑆𝑇 =
𝑐𝑢𝑒𝑛𝑡𝑎𝑠 𝑝𝑜𝑟 𝑚𝑖𝑛𝑢𝑡𝑜 (𝑐𝑝𝑚) 𝑑𝑒𝑙 𝑑𝑒𝑡𝑒𝑟𝑚𝑖𝑛𝑎𝑛𝑡𝑒 𝑎𝑛𝑡𝑖𝑔é𝑛𝑖𝑐𝑜 − 𝑐𝑝𝑚 (𝑃𝐿𝐿)

𝑐𝑝𝑚 𝑚á𝑥𝑖𝑚𝑜
 𝐸𝑐. 1 

El RAST de inhibición es una variante de este ensayo que consiste en añadir a la 

muestra diferentes concentraciones de otros antibióticos β-lactámicos y evaluar si existe 

reducción de la intensidad de radioactividad debido a un proceso de competición entre 

analitos. Esta variante se utiliza principalmente para evaluar si existe reactividad cruzada 

entre fármacos y si un paciente desarrolla una respuesta heterogénea.  

 El ensayo RAST presenta una sensibilidad clínica de entre el 42.9 y el 75 %, 

ligeramente superior a la obtenida por otros ensayos in vitro. Sin embargo, la 

especificidad del inmunoensayo es más baja (67.7 - 83.3 %).21 Este test de diagnóstico 

presenta un importante inconveniente adicional.  La manipulación de material radiactivo, 

que además del elevado coste económico, supone un riesgo sanitario y ambiental.  
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➢ ImmunoCAP (ThermoFisher) 

Este ensayo para el diagnóstico de alergia es considerado actualmente como el 

método de referencia para la determinación in vitro de IgE. El soporte utilizado para la 

inmovilización de los alérgenos es un polímero hidrofílico altamente ramificado derivado 

de la celulosa que se empaqueta dentro de una cápsula. La capsula desarrollada o cap 

presenta una mayor capacidad de unión que los discos de celulosa convencionales.174 Hay 

caps disponibles para una amplia variedad de alérgenos ambientales y alimentarios. Sin 

embargo, se dispone sólo de cinco caps para antibióticos β-lactámicos (PG, PV, AMX, 

AMP y CFC), formados por el determinante mayor del β-lactámico unido a un polímero 

de lisina (octa-L-Lisina) a través de la amina primaria libre. Este ensayo utiliza un formato 

enzimático fluorescente como modo de detección. 

ImmunoCAP ha supuesto una mejora frente al RAST de primera generación, no 

sólo por la eliminación de material radioactivo sino también por la automatización del 

ensayo y la capacidad de cuantificación de IgE. La cuantificación se realiza mediante 

calibración heteróloga. Los resultados obtenidos se expresan en IU/mL o KU/L. Estas 

unidades pueden ser convertidas a µg de IgE por litro de muestra utilizando el factor de 

equivalencia, 1 IU = 2.4 µg/L.  

Esta prueba de diagnóstico permite cuantificar IgE específica en un rango de 0.1 

KU/L a 100 KU/L y establece 0.35 KU/L como el valor umbral para discriminar un sujeto 

alérgico de uno no alérgico. La sensibilidad y especificidad clínica de este ensayo varía 

en función de la población de pacientes utilizada en el estudio y del β-lactámico 

involucrado en la reacción alérgica, siendo el valor medio de 30 % y 93 %, 

respectivamente (Tabla 8). La especificidad del método es menor para la PV, 

observándose un aumento de falsos positivos (26 %), y cuando la concentración de IgE 

total es elevada.149,175,176  

Actualmente se está contemplando disminuir el umbral a 0.1 KU/L, valor del 

límite de detección del sistema, con el fin de obtener una mayor sensibilidad clínica. Sin 

embargo, esta medida lleva asociado una menor especificidad, especialmente en aquellos 

casos en que la concentración de IgE total es superior a 200 kU/L.176,177 
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Tabla 8. Resumen de los resultados de sensibilidad y especificidad clínica de la prueba 

ImmunoCAP obtenidos en los diferentes estudios realizados hasta la fecha. 

Antibiótico 
Sensibilidad 

(%) 

Especificidad 

(%) 
N Ref. 

PG, AMX, AMP 32 89 58 
178 

PG 32 98 - 179 

AMX 43 98 - 179 

PG, AMX 50 96 129 179 

PG, PV, AMX, AMP 38 87 88 165 

PG, AMX 16 100 37 180 

PG, PV, AMX 27 96 36 181 

PG, AMX, AMP, CFC 0 – 25 83 - 100 45 173 

PG, PV, AMX, AMP 43 95 293 177 

AX, PG, AMP, CEF 17 93 45 173 

AX, PG, CEF 38 83 97 182 

 

➢ 3gAllergy™ Immulite (Siemens) 

La compañía Siemens ha desarrollado un sistema de diagnóstico in vitro de alergias, 

3gAllergy™ Immulite.183 Este sistema utiliza alérgenos biotinilados que son incubados 

en formato homogéneo con la muestra de suero. La IgE específica presente en el suero de 

pacientes alérgicos es capturada en disolución por los alérgenos biotinilados, y a su vez 

estos son capturados por partículas recubiertas con estreptavidina mediante la unión 

específica STV-biotina. Finalmente, el complejo generado es reconocido por un αIgE 

marcado con fosfatasa alcalina y detectado mediante un revelado quimioluminiscente.184  

El sistema Immulite está totalmente automatizado y permite la cuantificación de IgE 

de cuatro antibióticos β-lactámicos (PG, PV, AMP, AMX). Al igual que ocurre con el 

ensayo ImmunoCAP, la cuantificación se lleva a cabo mediante una calibración 

heteróloga utilizando el patrón internacional OMS 75/502. 

 Con respecto a las prestaciones clínicas del ensayo, los estudios realizados establecen 

que el sistema presenta una menor sensibilidad clínica que el método de referencia, pero 

mayor especificidad.181 Sin embargo, estos resultados no son concluyentes ya que este 
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sistema está muy poco extendido y son pocos los estudios que han evaluado sus 

prestaciones para la determinación de sIgE a β-lactámicos. 

➢ Hytech 288 plus 

Hytech es uno de los ensayos de diagnóstico de la empresa Hycor.185 Este ensayo 

utiliza una fase solida activada a la que el alérgeno va anclado covalentemente, un 

anticuerpo marcado con fosfatasa alcalina como detector y p-nitrofenil fosfato como 

sustrato. El sustrato tras ser trasformado por la fosfatasa genera un compuesto coloreado 

cuya intensidad (absorbancia) se relaciona con la concentración de IgE.  

Este sistema permite analizar de forma automática 50 muestras de suero y 288 

alérgenos por muestra. Su catálogo de alérgenos es de los más amplios que actualmente 

existen pudiendo evaluar 8 β-lactámicos diferentes (PG, PV, AMX, AMP, CFL, CFR, 

CFC y CFO). Sin embargo, no hay estudios que evalúen las prestaciones clínicas del 

ensayo para la determinación de sIgE a estos fármacos.  

➢ Noveos  

Un sistema reciente comercializado también por la empresa Hycor es la prueba de 

diagnóstico Noveos. Este ensayo, al igual que Immulite, utiliza micropartículas con 

estreptavidina capaces de unir selectivamente los alergenos biotinilados y emitir 

fluorescencia. Tras la inmovilización de los alérgenos y posterior incubación con la 

muestra, el reconocimiento alérgeno-IgE se pone de manifiesto utilizando un αIgE 

marcado con HRP y revelado quimioluminiscente (CLIA). La combinación de 

fluorescencia y quimioluminiscencia hace que el ensayo sea más fiable. Este ensayo 

presenta la ventaja de utilizar sólo 4 μL de suero por ensayo, 10 veces menos que otras 

pruebas de diagnóstico in vitro, y una sensibilidad inferior a 0.1 UI/mL. Además, este 

ensayo reduce las interferencias con otras moléculas, como carbohidratos o biotina, 

presentes en suero, mejorando su selectividad. El tiempo total de ensayo es de 80 minutos 

y permite realizar decenas de ensayos simultáneamente. Aunque este sistema ha mostrado 

buenos resultados para múltiples alérgenos aún no ha sido validado para la determinación 

de IgE frente a β-lactámicos.  
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➢ Dr. Fooke 

La compañía Dr Fooke, dispone de dos ensayos in vitro para el diagnóstico de 

alergias a antibióticos β-lactámicos, los ensayos EAST y REAST.186  

El ensayo EAST presenta un formato similar al usado en el sistema de diagnóstico, 

Hytech (Fig. 16). Sin embargo, en la metodología REAST, el αIgE es la especie 

inmovilizada sobre la superficie de los discos de celulosa en lugar del alérgeno, de forma 

que este anticuerpo captura la IgE presente en la muestra de suero, tanto específicas como 

no específicas. En la siguiente etapa, se añade el alérgeno biotinilado que es reconocido 

por la IgE específica capturada en la etapa anterior del ensayo. Este reconocimiento es 

puesto de manifiesto gracias a la adición de STV marcada con HRP, que se une 

específicamente al complejo con biotina. El ensayo se revela con TMB. Este tipo de 

ensayo es considerado “ensayo reverso” y es especialmente útil cuando en la muestra 

existen otros componentes, como la IgG, que pueden unirse al alérgeno. A diferencia de 

los ensayos comercializados por Thermofisher y Hycor, este ensayo no se encuentra 

automatizado. 

Al igual que ocurre con los sistemas de la empresa Hycor, la sensibilidad y 

especificidad clínica de los ensayos EAST y REAST no ha sido evaluada para la 

determinación de IgE especifica de ninguno de los 4 antibióticos β-lactámicos incluidos 

en su catálogo (PG, PV, AMX y AMP). 

• PolyCheck  

Los ensayos de diagnóstico descritos anteriormente no permiten la determinación 

simultánea de IgE frente a varios alérgenos. Aunque actualmente existen multitud de 

sistemas multiplex para la determinación de alergia tanto ambiental como alimentaria, 

como ImmunoCAP ISAC, ninguno de ellos ha sido aplicado a la determinación de sIgE 

a fármacos, posiblemente porque la concentración es muy baja (< 10 UI/mL) en 

comparación con el resto de alergias. El único sistema comercial que actualmente permite 

el análisis de alergia a varios β-lactámicos simultáneamente es Polycheck.187 Este ensayo 

presenta dos modalidades, una automatizada y otra manual. El ensayo consiste en 

inmovilizar varios alérgenos en una membrana en forma de tira reactiva. Seguidamente 

la IgE específica presente en la muestra de suero reconoce los alérgenos inmovilizados y 

este reconocimiento se pone de manifiesto en 3 etapas, primero se añade un anticuerpo 
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monoclonal αIgE marcado con un ligando, seguidamente se añade una proteína conjugada 

a la fosfatasa alcalina capaz de unirse específicamente al ligando del anticuerpo primario 

y por último se añade BCIP como revelador. La intensidad del precipitado azulado es 

medida mediante escaneado de la membrana y tratado con un software propio. Este 

sistema permite la evaluación de sIgE frente a 10 fármacos diferentes, de los cuales 5 son 

antibióticos β-lactámicos (PG, PV, AMX, AMP, CFC). Sin embargo, las prestaciones 

clínicas del ensayo no han sido evaluadas en este sistema para la determinación de IgE 

especifica frente a antibióticos β-lactámicos.  

Recapitulación de las limitaciones de las pruebas de diagnóstico in vitro de 

alergias a antibióticos β-lactámicos 

Los ensayos in vitro disponibles actualmente presentan limitaciones que los hace 

poco fiables para el diagnóstico de alergias a estos fármacos. Entre ellas destacan las 

siguientes: 

1. Baja sensibilidad clínica. Los ensayos in vitro en uso presentan una 

sensibilidad clínica por debajo del 50 %. Esta baja sensibilidad puede ser debida al 

antígeno utilizado. Como se ha comentado, el determinante antigénico juega un papel 

crucial en el reconocimiento de IgE específica, ya que cada individuo genera sIgE a 

diferentes epítopos. Por lo que el uso de un único determinante antigénico puede dar lugar 

a falsos negativos, disminuyendo la sensibilidad del sistema. En consecuencia, una 

estrategia interesante para mejorar la sensibilidad del ensayo consistiría en usar diferentes 

determinantes simultáneamente, evaluando tanto el hapteno utilizado, como la proteína 

de conjugación, ya que ambos pueden influir en el reconocimiento de IgE específica. 

Además, la falta de sensibilidad puede deberse a la baja conjugación del hapteno y al 

tiempo que transcurre entre la reacción alérgica y el análisis clínico.149 

2. Ausencia de estandarización en la cuantificación IgE.188 Los 

inmunoensayos in vitro en uso utilizan la estrategia de calibración heteróloga. La falta de 

patrones específicos de IgE ha llevado a una discordancia entre los resultados obtenidos 

entre diversas pruebas in vitro, lo que hace difícil establecer relaciones entre la 

concentración de IgE y los síntomas alérgicos. 

3. Reactividad cruzada. Como ya se ha comentado, existe una elevada 

reactividad cruzada entre fármacos, tanto de la misma familia como de otras familias, por 
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su similitud estructural. La determinación de IgE específica a sólo 3-5 antibióticos, la 

mayoría de ellos de la familia de las penicilinas, hace que no se consiga evaluar la 

reactividad cruzada global con otros β-lactámicos, no pudiéndose establecer patrones de 

reconocimiento. La limitada información clínica impide el uso de toda esta familia de 

fármacos en pacientes alérgicos.  

4. Detección monoanalito. La mayoría de los inmunoensayos desarrollados 

hasta ahora determinan la presencia de una única IgE específica de alérgeno β-lactámico 

por ensayo. Esto redunda en una información parcial. Para obtener un diagnóstico 

completo es necesario realizar diversas determinaciones, lo que conlleva un aumento del 

tiempo, costes y volumen de muestra. 

5. Elevado coste. Los inmunoensayos comerciales actuales utilizan equipos 

muy voluminosos y de elevado coste para llevar a cabo la automatización y lectura de los 

resultados. Este problema conlleva que solo estén disponibles en hospitales de referencia 

y no en centros de atención temprana o consultorios médicos, aumentando los tiempos de 

espera. La IgE es un biomarcador cuya concentración disminuye con el tiempo desde que 

trascurre la respuesta alérgica, por lo que un aumento en los tiempos de espera se asociad 

a un descenso de la sensibilidad clínica de los inmunoensayos in vitro.  

A pesar de estas limitaciones, son pocas las investigaciones que se centran en el 

desarrollo de nuevos ensayos de diagnóstico que mejoren las prestaciones tanto clínicas 

como analíticas. En los últimos 5 años, solamente se han desarrollado dos nuevos ensayo 

in vitro para el diagnóstico de alergia a estos fármacos, uno de ellos basado en SPR101 y 

otro basado en el concepto de magneto-ELISA.39 El resto de las investigaciones se han 

centrado en la obtención de nuevos determinantes antigénicos y su aplicación en el ensayo 

RAST.  

En este contexto, y con el fin de disponer de una metodología avanzada que supere 

las limitaciones de las pruebas de diagnóstico en uso, en esta tesis doctoral se propone la 

utilización de la tecnología de disco compacto para desarrollar un nuevo ensayo in vitro 

en formato micromatriz para el diagnóstico simultaneo de alergias a diversos fármacos 

de la familia de los β-lactámicos. Esta tecnología ha sido propuesta dada su elevada 

sensibilidad, versatilidad, bajo coste y capacidad analítica para procesar decenas de 

muestras de suero simultáneamente.  
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1.5. Ensayos bioanalíticos basados en tecnología de disco compacto.  

La tecnología de disco compacto fue desarrollada conjuntamente por Philips y 

Sony en 1979. Desde que se comercializó para el almacenamiento de datos en 1982 se ha 

utilizado masivamente, permitiendo reducir los costes de producción tanto del disco 

compacto como del lector de discos, alcanzando un precio que oscila entre 0.1 - 0.25 € y 

20 - 300 €, respectivamente. Estas ventajas hicieron posible su utilización como sistemas 

analíticos y su aplicación en biosensado, siendo el grupo SYM de la UPV pionero en su 

estudio, desarrollo e implementación práctica.  

La aplicación analítica de la tecnología de disco compacto aprovecha la capacidad 

del disco para implementar sistemas microfluídicos y llevar a cabo ensayos (lab-on-a-

disc) y la lectura de los resultados (disco compacto integrado). 

1.5.1.  Lab on a disc 

Los dispositivos lab-on-a-disc aprovechan la fuerza centrífuga generada por la 

rotación del disco compacto, para mover líquidos a través de canales y cámaras que tienen 

integrados y llevar a cabo ensayos automatizados (Figura 17).189 Aunque los dispositivos 

lab-on-a-disc pueden ser aplicados en muchos campos, el 44 % de los trabajos publicados 

hasta la fecha utilizando esta tecnología, se centran en biosensado.190 

Estos sistemas permiten integrar y miniaturizar las etapas de un inmunoensayo y 

el tratamiento de muestra, consiguiendo su completa automatización si necesidad de 

utilizar componentes complejos como sistemas de aspirado, bombas, etc.,  simplificando 

el ensayo y reduciendo la intervención humana.191,192 

Los materiales utilizados para su fabricación suelen ser termoplásticos, como 

policarbonato, copolímero cíclico de olefina, polimetilmetacrilato y poliestireno. Estos 

polímeros presentan interesantes propiedades ópticas como su elevada transparencia por 

lo que el sistema de detección utilizado en estos dispositivos es óptico. 

 Los dispositivos Lab-on-a-disc, al utilizar equipos de electrónica de consumo son 

altamente competitivos tecnológicamente y relativamente baratos comparados con otros 

analizadores. Además, la automatización y la compatibilidad con formatos en 
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micromatriz conlleva una mejora de la reproducibilidad en las determinaciones y un 

aumento en la capacidad de trabajo.191  

 

Figura 17. Ejemplo de dispositivos lab-on-a-disc. 

1.5.2. Sistemas integrados basados en tecnología de disco compacto 

Los sistemas integrados de disco compacto utilizan un disco compacto tipo CD, 

DVD o Blu-ray como soporte en el que se realizan ensayos, y, a diferencia de los 

dispositivos lab-on-a-disc, un lector de disco compacto como transductor de los 

resultados analíticos. 

Los CD y DVD están constituidos por PC. Este polímero de naturaleza 

hidrofóbica (ángulo de contacto cercano a 90º) permite depositar sobre su superficie 

volúmenes de bioreceptores y/o muestra del orden de nanolitros, muy próximos entre sí, 

sin solaparse. Además, el disco presenta una elevada capacidad de trabajo, ya que posee 

una superficie de 92 cm2 que permite la disposición de cientos de puntos que pueden ser 

utilizados íntegramente para evaluar cientos de antígenos, o dispuestos en forma 

ordenada, en columnas y filas dando lugar a micromatrices para analizar simultáneamente 

multitud de muestras.193  
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El formato de micromatriz reduce los tiempos, la cantidad de reactivo y el 

volumen de muestra necesario, en comparación con los métodos convencionales. Al 

mismo tiempo, los ensayos en este formato han demostrado alcanzar una alta sensibilidad, 

gracias a la elevada densidad de analito.  

Sin embargo, el desarrollo de ensayos multiplexados en formato micromatriz con 

fines bioanalíticos también presenta particularidades a tener en cuenta (Tabla 9). Así, hay 

que valorar el número de sondas que forman las matrices, ya que a medida que incrementa 

el número de analitos a determinar puede aumentar la reactividad cruzada. Además, es 

necesario controlar el volumen y morfología de las gotas dispensadas para mantener la 

reproducibilidad de los resultados.194,195 A pesar de estas consideraciones, los ensayos en 

formato micromatriz para su aplicación en el campo ambiental, agroalimentario y clínico, 

cada vez está alcanzando un mayor interés, debido principalmente a la gran información 

que aporta.  

Tabla 9. Ventajas e inconvenientes del formato de micromatriz. 

Ventajas Limitaciones  

Multiplexado 
Reactividad cruzada 

Bajos volúmenes de muestra Irreproducibilidad 

Reducción del tiempo de ensayo Baja disponibilidad de reactivos 

Bajo coste  

Alta sensibilidad  

 

La adsorción pasiva es la vía más frecuente de inmovilización de receptores sobre 

la superficie de los discos compactos. Este tipo de inmovilización lábil ocurre por 

reacción de las biomoléculas mediante fuerzas de Van der Waals, interacciones 

hidrofóbicas, electrostáticas o puentes de hidrógeno con la superficie de policarbonato 

del disco. Este tipo de inmovilización presenta algunos inconvenientes como, baja 

reproducibilidad, requiere que la masa molecular del receptor sea suficientemente grande 

para generar múltiples puntos de unión con la superficie, es sensible a cambios de pH y 

temperatura, exhibe una orientación espacial aleatoria y puede llevar a cambios 
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conformacionales y desnaturalización de proteínas. A pesar de ello, su sencillez, bajo 

coste, y efectividad la convierte en el método habitual de inmovilización de biomoléculas 

en soportes poliméricos.  

Sin embargo, en algunos casos, ya sea por el tipo de superficie de trabajo o por el 

tipo de bioreceptor a inmovilizar, como ocurre con las moléculas de baja masa molecular 

como haptenos y oligonucleótidos, la adsorción pasiva no muestra buenos rendimientos 

de inmovilización. En estos casos, la superficie debe modificarse químicamente para 

generar grupos funcionales capaces de unirse a grupos reactivos de las biomoléculas, por 

inmovilización covalente. Este tipo de anclaje es fuerte, rápido y estable. Además, 

permite la unión selectiva y orientada de biomarcadores. Sin embargo, el anclaje 

covalente de receptores necesita de una funcionalización previa de la superficie que puede 

no ser homogénea y encarece los costes del ensayo. Esta estrategia de inmovilización en 

la tecnología de disco compacto requiere trabajar en unas condiciones especiales, como 

el uso de temperaturas, reactivos y disolventes que no alteren las propiedades físicas ni 

ópticas del soporte.  

La Figura 18 muestra algunas de las estrategias de funcionalización realizadas 

hasta la fecha en PC.  

 

Figura 18. Esquema de funcionalización química de policarbonato. 

Otro sistema utilizado en la tecnología de disco compacto que permite la 

inmovilización de receptores de forma orientada y con una elevada selectividad es la 

inmovilización por afinidad. Este sistema consiste en inmovilizar sobre la superficie 

mediante adsorción pasiva moléculas que presentan una fuerte afinidad por otros ligandos 

NaBH4

APTES
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específicos. Algunos de los receptores más utilizados son: proteína G o proteína A para 

la inmovilización orientada de anticuerpos, concanavalina A para la inmovilización de 

azúcares, y estreptavidina/avidina para la inmovilización de compuestos biotinilados.  

Tras el reconocimiento analito-bioreceptor, esta interacción debe ser traducida a 

una señal fisicoquímica medible. La tecnología de disco compacto, a diferencia de los 

dispositivos lab-on-a-disc tradicionales, utiliza un lector de discos convencional para 

realizar la transducción y procesamiento de la señal. Hasta ahora son dos los modos de 

detección que se han desarrollado para la lectura y obtención de resultados. Uno de ellos, 

se basa en el análisis de errores en la lectura. La principal ventaja de este modo de 

detección es que no requiere modificaciones en el hardware del lector. El segundo modo 

de lectura de resultados se basa en medir la atenuación de la intensidad del haz reflejado 

al interaccionar con la superficie del disco (Figura 19).   

 

Figura 19. Diagrama del cabezal óptico del lector de discos (A). Intensidad del haz 

reflejado en un blanco (B) y una muestra positiva (C). 

Este modo de detección es el utilizado por el grupo coordinado por el Dr. Ángel 

Maquieira. A diferencia del análisis de errores, este requiere la modificación del hardware 

del lector de disco compacto para digitalizar las señales detectadas por el fotodiodo del 

OPU. Esta innovadora estrategia de lectura ofrece una mayor resolución óptica y por lo 

tanto una mayor sensibilidad analítica.197 
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Así pues, para poder leer y transducir la información correspondiente a la 

interacción analito-sonda es necesario que se produzca una atenuación en la intensidad 

del haz reflejado. Sin embargo, el complejo analito-receptor no genera cambios 

apreciables con el sistema de lectura de discos compactos, por lo que es necesario recurrir 

a sistemas de amplificación de la señal. El método de amplificación más común es el uso 

de marcadores como enzimas, que catalizan la conversión de un sustrato en un producto, 

principalmente coloreado, o nanopartículas capaces de atenuar la intensidad del haz del 

láser. A la hora de elegir el marcador hay que tener en cuenta que, si se utiliza una enzima, 

ésta debe generar un producto insoluble. Por otro lado, este producto debe ser capaz de 

absorber o dispersar la luz a la longitud de onda de emisión del láser. El lector de discos 

escanea la superficie con uno de los láseres que dispone, según se utilice CD (780 nm), 

DVD (650nm) o Blu-ray (405 nm). Por consiguiente, el tipo de disco utilizado como 

soporte va a jugar un papel fundamental en la selección del sistema de amplificación.  

Uno de los sistemas de amplificación más empleados utiliza nanopartículas de oro 

y posterior revelado con nitrato de plata e hidroquinona. El oro funciona como catalizador 

de la reacción de reducción de Ag+ a Ag0, lo cual genera sobre la superficie un precipitado 

plateado. Este sólido absorbe y dispersa la luz a todas las longitudes de ondas del visible 

y por lo tanto puede ser utilizado en los tres tipos de disco compacto. También se han 

empleado marcadores enzimáticos, como la peroxidasa de rábano picante (HRP) capaz 

de oxidar el sustrato 3,3’,5,5’-tetrametilbencidina (TMB) generando un precipitado azul 

intenso; o la fosfatasa alcalina (PA), que genera un precipitado rojo al catalizar la reacción 

del sustrato conocido como Fast Red. Este tipo de marcadores, a diferencia de los 

anteriores, presentan elevada selectividad, ya que en ausencia de marcador la reacción no 

es favorable. Así, el producto resultante de la oxidación de la TMB absorbe luz a una 

longitud de onda de 652 nm, y el producto de reacción del sustrato Fast Red a 405 nm, 

siendo estos, por lo tanto, los sustratos adecuados para trabajar con los discos DVD y BR, 

respectivamente.  

Otra práctica de amplificación menos utilizada es el uso de marcadores coloreados 

sin la necesidad de realizar un posterior revelado. Para ello, se han empleado diferentes 

marcadores como nanopartículas de oro de 10 - 250 nm de diámetro, nanorods, 

nanopartículas de plata, partículas magnéticas, partículas de poliestireno, quantum dots o 

nanotubos de carbono, entre otros. Sin embargo, los ensayos desarrollados con estos 



Metodología bioanalíticas para el diagnóstico in vitro de alergia a antibióticos β-lactámicos  

56 

 

marcadores han presentado una menor sensibilidad analítica que los que han empleado 

un revelador.198  

1.5.3. Aplicaciones de la tecnología de disco compacto integrado 

Algunas de las aplicaciones desarrolladas hasta ahora utilizando la tecnología de 

disco compacto se resumen en la Tabla 10.  

Tabla 10. Aplicaciones analíticas de la tecnología de disco compacto integrado. 

Campo Analito Superficie Inmovilización 
Formato 

de ensayo 
LOD 

M
ed

io
 a

m
b

ie
n

te
 Fármacos 

sulfasalazina, 

sulfametoxazol, 

tetraciclina, 

metalaclor, 

sulfatiazol 

DVD/CD 
197–200 

Adsorción 

Competitivo 

0.003-0.16 

ng/mL 

DVD201 Covalente(C) 
0.03-0.04 

ng/mL 

Insecticidas 

atrazina, 

clorpirifos, 

malatión, fentión, 

ácido fenoxibenzo 

DVD197–

199,202,203 
Adsorción 

Competitivo 

0.01-0.37 

ng/mL 

DVD201 Covalente(C) 
0.01-0.9 

ng/mL 

Toxinas204 Microcistina BR Adsorción Competitivo 0.4 ng/mL 

D
ia

g
n

ó
st

ic
o
 M

éd
ic

o
 

Cáncer203 
Marcador tumoral 

(AFP) 
CD Adsorción Sándwich 8 ng/mL 

Alergia205 

sIgE frente 

alérgenos 

ambientales 

DVD Adsorción Indirecto 0.63 ng/mL 

LUPUS206 TRIM y TROVE DVD Adsorción Sándwich 
11-58 

U/mL 

Cardiopatías 
207 

Proteína C 

reactiva, 

troponina  

mioglobina 

BR Covalente (A) Sándwich 30 ng/mL 

Embarazo208 HCG DVD Covalente (A) Sándwich 
1.5 

mIU/mL 

Virus209 Influenza A DVD Covalente (C) Sándwich 29 ng/mL 

Infecciones210 IgG total CD Covalente (A) Sándwich 25 ng/mL 

 

Polimorfismos  
ADN 

CD211 Covalente (C) 

Indirecto - 

BR212 Afinidad 
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Tabla 10. Aplicaciones analíticas de la tecnología de disco compacto integrado (continuación). 

Campo Analito Superficie Inmovilización 
Formato 

de ensayo 
LOD 

A
li

m
en

ta
ri

o
 

Alérgenos 

β-lactoglobulina, 

gliadina, caseína, 

ovalbúmina213 

DVD Adsorción Competitivo 
10-80 

ng/mL 

β-lactoglobulina, 

gliadina, 

caseina213,214 

DVD Adsorción Sándwich 
1.2-120 

ng/mL 

ADN de avellana, 

cacahuete y 

soja215,216 

DVD Afinidad Indirecto 1 ng/mg 

Toxinas217 Aflatoxina B1 BR Covalente (A) Competitivo 0.27 ng/mL 

Metales 

pesados218 
Pb2+ y Hg2+ CD/DVD Covalente(A) Indirecto 10 nM 

Salmonella ADN Salmonella 

DVD 

Afinidad216,219

–223 
Indirecto 

6-176 

CFU/mL 

Covalente 

(A)224 
Indirecto 2 nM 

BR Covalente225 Indirecto 1 pM 

Cronobacter  
ADN 

Cronobacter 

DVD220,223 Afinidad Indirecto 
7-17 

CFU/mL 

BR204 Afinidad Indirecto 
10 

CFU/mL 

Campilobacter
216,221 

ADN 

Campilobacter 
DVD Afinidad Indirecto 

11-176 

CFU/mL 

Otros Drogas226 
Cocaína y 

morfina 
DVD Covalente (A) Competitivo 1-5 ng/mL 

 

Podemos concluir que la sensibilidad de los ensayos desarrollados utilizando la 

tecnología de disco compacto permite la determinación de analitos a bajas 

concentraciones, por debajo de 2.4 ng/mL, como es el caso de fármacos, sIgE a alérgenos 

ambientales, o toxinas. Además, estos trabajos han demostrado que esta tecnología 

permite la determinación simultanea y selectiva de diversos analitos. Esta capacidad para 

el cribado multianalito hace de esta tecnología una buena herramienta analítica para la 

evaluación de la selectividad, expresada como reactividad cruzada.199 

Todos estos ejemplos demuestran el enorme potencial que presenta la tecnología 

de disco compacto en el campo del biosensado. 
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Actualmente, los ensayos in vitro en uso para la determinación de IgE específica 

a β-lactámicos carecen de sensibilidad clínica suficiente para realizar un diagnóstico 

eficaz. Se postula que esta baja sensibilidad clínica puede ser consecuencia de varios 

factores, destacando dos de ellos, la falta de paneles de antígenos y la baja sensibilidad 

analítica de los ensayos. Además, el volumen y elevado coste de los equipos que se 

utilizan en las pruebas in vitro hacen que estos sistemas estén disponibles únicamente en 

grandes hospitales, por lo que se ralentiza el diagnóstico.  

En este contexto, el objetivo principal de esta tesis doctoral es el desarrollo de 

ensayos in vitro más sensibles, selectivos, robustos, portables y de bajo coste para el 

diagnóstico de reacciones alérgicas a antibióticos β-lactámicos utilizando la tecnología 

de disco compacto integrado. Para alcanzar este objetivo principal y abordar las 

limitaciones de los ensayos actuales, se plantearon los siguientes objetivos particulares.  

1. Mejorar la sensibilidad analítica de las pruebas in vitro para la determinación 

fiable de IgE específica en suero sanguíneo, mediante el estudio y puesta a 

punto de diferentes formatos de ensayo. 

2. Diseñar ensayos multiplex que permitan determinar simultáneamente IgE 

específica para 8 antígenos diferentes. 

3. Evaluar el efecto de la proteína transportadora en el reconocimiento de IgE 

específica en suero de pacientes alérgicos. 

4. Estandarizar los resultados de los ensayos in vitro para el diagnóstico de 

alergias a β-lactámicos mediante el estudio de diversas estrategias de 

calibración. 

5. Obtener perfiles de sensibilización de pacientes alérgicos mediante el análisis 

de reactividad cruzada. 

6. Validar el ensayo in vitro desarrollado con un conjunto amplio de muestras 

representativas de suero de pacientes y controles y comparar los resultados 

con el ensayo de referencia actual y otros ensayos automatizados.  
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3.1. Reactivos y disoluciones  

Los antibióticos utilizados en la preparación de los antígenos han sido: sal potásica 

de penicilina V (PV), sal sódica de ampicilina (AMP), sal sódica de piperacilina (PPR), 

trihidrato de meropenem (MRP), ceftriaxona (CFT), sal disódica de carbenicilina (CRB) 

sal disódica de ticarcilina (TCL) aztreonam (AZT), sal sódica de mecillinam (MZL), 

cefoxitina (CFN), ceftazidima (CFD), cefaclor 96 % (CFC), cefalexina (CFL), sal sódica 

de ertapenem (ERT), imipenem (IMP) suministrados por Sigma-Aldrich (Madrid, 

España); sal sódica de penicilina G 98 % (PG), sal sódica de cefotaxima (CFO), 

amoxicilina 96 % (AMX) adquiridos a la empresa Acros Organics (Geel, Bélgica) y 

cefuroxima (CFR) comprado a Abcam (Cambridge, Reino Unido). 

Los reactivos etanolamina 98 %, carbohidrazida 98 %, clorhidrato de N-(3-

dimetilaminopropil)-N′-etilcarbodiimida 98 % (EDC), N-hidroxisuccinimida (NHS) y 

Tween 20 fueron suministrados por Sigma-Aldrich (Madrid, España).  

Los kits y dispositivos utilizados en esta tesis fueron: filtros concentradores de 

proteínas PES, 10-100K MWCO suministrado por Sigma-Aldrich (Madrid, España); EZ-

Link NHS-PEG4-Biotin, Slide-A-Lyzer MINI con MWCO de 10K, HiTrap S, HiTrap Q, 

HiTrap proteína G comprados a Thermo Fisher Scientific (Madrid, España) y el kit de 

conjugación HRP adquirido a la empresa Abcam (Cambridge, Reino Unido). 

Los inmunorreactivos y proteínas utilizadas a lo largo de esta tesis fueron: 

albúmina de suero bovino (BSA), albúmina de suero humano 96 % (HSA), histona tipo 

III-S (H1), poli-L-lisina (PLL) de 15.000 – 30.000 Da de masa molar, suero humano AB+ 

suministrados por Sigma-Aldrich (Madrid, España); proteína azul (BP), estreptavidina 

HRP de alta sensibilidad (STV-HRP) adquiridos a Thermo Fisher Scientific (Madrid, 

España); IgG de cabra preabsorbida anti-IgG de ratón (GAM-HRP), IgE humana 

recombinante (rIgE) adquiridos de Abcam (Cambridge, Reino Unido); sustrato 

colorimétrico de la enzima HRP, Ep(HS)TMB-mA comprado a SDT-reagents 

(Baesweiler, Alemania); IgG monoclonal específico de IgE humana (mAb1)  

suministrado por Eurofins-Ingenasa (Madrid, España); IgG policlonal de cabra especifico 

frente a IgE humana (pAb), IgG monoclonal específico de IgE humana (mAb2), receptor 

de alta afinidad de la fracción constante de la IgE (FcεR1 y FcεR1-biot), tampón de 

dilución de anticuerpos (DB), antígeno C1-PG, IgE quimérica específica frente a PG 
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proporcionados por la empresa Dr. Fooke Laboratorien (Neuss, Alemania) y Omalizumab 

obtenido de Novartis International AG (Basilea, Suiza). El patrón de IgE total (OMS 

11/234) utilizado para la preparación de la curva de calibrado heteróloga procedía del 

Instituto nacional de patrones biológicos y controles (Hertfordshire, Reino Unido).  

La IgG humana utilizada como proteína transportadora en la preparación de 

antígenos de PG se obtuvo tras la purificación por cromatografía de afinidad del suero 

AB humano. El suero humano artificial (qIgE) se obtuvo mediante la fusión del dominio 

Fc de IgE y el dominio FcεRI (CD64) con la IgG policlonal específica para el AZT, tal y 

como se describe en el artículo de Offermann y colaboradores227 y se empleó como 

patrón interno. Los anticuerpos de conejo específicos frente a AZT, MRP y CFT, fueron 

obtenidos tras la inmunización de conejos por la empresa Dr. Fooke. El antígeno utilizado 

en la inmunización fue preparado siguiendo el protocolo 3.2.2.1. 

Los tampones utilizados durante esta tesis doctoral han sido: tampón de impresión 

de antígenos (NaCO3 50 mM, pH 9.6), tampón de conjugación A (carbonato sódico 0.5 

M pH 11.0), tampón de conjugación B (MES 0.1 M pH 4.7), tampón de conjugación C 

(Acetato sódico 3M pH 5.5), PBS 1X (Na2HPO4 8 mM, 2 mM KH2PO4 2 mM, NaCl 137 

mM, KCl 2.7 mM), tampón de la muestra de electroforesis (Tris base 141 mM, Tris HCl 

(106 mM), LDS (2 %), EDTA (0.51 mM) SERVA Blue G-250 (0.22 mM), phenol red 

(0.175 mM), pH 8.5), tampón de elución (glicina 0.1M pH 2.7), tampón de neutralización 

(Tris 1 M pH 9.0), tampón de trabajo de electroforesis (EDTA 1mM, SDS 0.1 %, Tris 50 

mM, MOPS 50 mM), tampón método TNBS (NaCO3 4 % (m/v)) y tampón de lavado 

(PBS-T (Na2HPO4 8 mM, 2 mM KH2PO4 2 mM, NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM, 0.05 % 

(v/v) Tween-20, pH 7.4)), tampón de purificación A (Tris 50 mM pH 7.5), tampón de 

purificación B (Tris-NaCl (50 mM/1 M) pH 7.5). Todos los tampones utilizados se 

filtraron a través de membranas de nitrocelulosa con un tamaño de poro 0.45 μm. 

3.2. Instrumentación 

La concentración de antígenos y anticuerpos, así como la cuantificación de grupos 

amino siguiendo el método TNBS, se obtuvo a partir de la medida de absorbancia a 280 

y 350 nm, respectivamente, utilizando un espectrofotómetro ultravioleta-visible de 

espectro completo, Nanodrop 2000 de ThermoFisher (Madrid, España). Los resultados 

obtenidos tras realizar el método Bradford para la cuantificación de antígenos se midieron 
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con el lector de placas Victor 1420 (Wallac/Perkin Elmer; Waltham, MA). Los filtros 

preconcentradores usados en la purificación e intercambio de tampón de los reactivos se 

utilizaron con la centrifuga 5415D (Eppendorf; Hamburgo, Alemania). Los geles de 

electroforesis se corrieron en una cubeta Mini gel Tank (ThermoFisher; Madrid, España) 

conectada a una fuente de alimentación PolyScience 500. La separación de poblaciones 

de los antígenos mediante cromatografía de intercambio iónico se realizó con ÄKTA™ 

Start. La liofilización de los reactivos se llevó a cabo utilizando un Lyoquest de la 

empresa Telstar (Terrassa, Barcelona). La masa molar de las proteínas y antígenos se 

determinó con un equipo MALDI-TOFTOF 5800 de ABSciex (Framingham, MA). El 

análisis elemental de los conjugados de Histona (C, H, O, S) se realizó con un analizador 

Flashmart (Thermofisher- Madrid, España). Un equipo UV FHR (Ottendorf, Okrilla) se 

utilizó para irradiar y activar la superficie de PC del DVD. Las medidas de ángulo de 

contacto de la superficie de PC se realizaron con un equipo Attension Theta Lite de la 

empresa Biolin Scientific (Västra Frölunda, Suecia). Un espectrómetro Bruker Avance 

III 600 MHz equipado con una criosonda QCI Cryo 5m (1H/19F/15N/13C) de Bruker 

(Billerica, MA) se utilizó para la obtención de los espectros RMN. La impresión de los 

antígenos y anticuerpos sobre la superficie del disco compacto se realizó con el 

dispensador de líquidos sin contacto Biodot AD1500 (BioDot Inc.; Irvine, CA). La lectura 

y adquisición de los resultados obtenidos tras la realización del inmunoensayo se realizó 

con un lector Labplayer desarrollado por el grupo SYM del IDM (Valencia, España). 

3.3. Preparación de reactivos 

3.3.1. Purificación de Inmunoglobulina G 

La inmunoglobulina G procedente de suero humano no alérgico y de suero de 

conejo inmunizado se purificó mediante inmunoafinidad utilizando una columna HiTrap 

de proteína G. 

En primer lugar, la columna fue equilibrada con 10 mL de PBS 1X. Seguidamente, 

se añadió 1 mL de suero sanguíneo a un caudal de 1 mL/min. Posteriormente, se eliminan 

las impurezas y otros componentes del suero no unidos pasando 10 mL de PBS 1X. Las 

IgG capturadas en la columna se eluyeron usando 5 mL de glicina 0.1 M pH 2.7 

recolectando cada mL en un vial que contenía 0.05 mL de tampón de Tris 1 M pH 9, con 

el fin de neutralizar el pH del tampón de elución. Finalmente, la concentración de proteína 
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de cada fracción se calculó a partir de su absorbancia a 280 nm. El cambio del tampón de 

elución a PBS 1X se llevó a cabo utilizando filtros preconcentradores Amicon 100K.  

3.3.2. Preparación de antígenos 

Los antígenos se prepararon conjugando los derivados β-lactámicos con los 

grupos amino de las lisinas libres de los transportadores mediante: 1) hidrolisis básica del 

anillo β-lactámico, 2) activación del grupo carboxílico del anillo tiazolidina por medio de 

la química de la carbodiimida y 3) reacción de Mannich. 

3.3.2.1. Hidrólisis básica 

El determinante antigénico mayor se obtuvo a través de la lisis del anillo β-

lactámico siguiendo el protocolo de Baldo y colaboradores, con ligeras modificaciones 

(Figura 20).94 Así, 10-100 mg del antibiótico β-lactámico se disolvieron en 0.5 mL de 

tampón carbonato 0.5 M pH 11.0. A la disolución resultante se le añadieron 2 mg del 

transportador, y se dejó reaccionar durante 24 horas a 37 ºC. El exceso de antibiótico fue 

eliminado mediante el uso de filtros preconcentradores de 10 K, utilizando PBS 1X como 

diluyente. Finalmente, la concentración de antígeno se determinó mediante el método de 

Bradford. La disolución de los antígenos se alicuotó y almacenó a -20 ºC hasta su uso.  

 

Figura 20. Esquema de la formación de antígenos mediante hidrolisis básica del anillo 

β-lactámico. 

La conjugación de los antibióticos β-lactámicos que presentan un grupo amino en 

su estructura (AMX, AMP, CFL y CFC) se realizó adicionando, cada dos horas durante 

un total de 8 horas, 10-100 mg del antibiótico a una disolución de 2.0 mg de proteína 

preparada en 0.5 mL de tampón carbonato 0.5 M pH 11.0. Transcurrido ese tiempo la 
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disolución resultante se dejó incubar durante toda la noche a 37 ºC. La purificación y la 

cuantificación de los antígenos se realizó siguiendo el protocolo descrito anteriormente.  

Los antígenos utilizados para la inmunización de conejos se prepararon utilizando 

KLH como proteína transportadora a una relación molar hapteno/proteína de 10.000. 

3.3.2.2. Química de las carbodiimidas 

Los antibióticos β-lactámicos presentan en su estructura química un grupo 

carboxílico en el anillo tiolado anexo a la β-lactama. Este grupo carboxílico puede unirse 

a los grupos amino de las proteínas mediante la química de la carbodiimida, generando 

antígenos de los denominados “determinantes menores” o derivados llanyl (Figura 21).  

 

Figura 21. Esquema de la formación de antígenos mediante la química de las 

carbodiimidas. 

Para llevar a cabo la preparación de estos antígenos, en primer lugar, se 

disolvieron 0.03 mmoles de antibiótico β-lactámico en 0.5 mL de tampón MES 0.1 M pH 

4.7. Seguidamente, a esta disolución se añadieron 0.06 mmoles de EDC/NHS diluidos en 

0.2 mL de tampón MES pH 4.7. La mezcla resultante se dejó reaccionar durante 15 

minutos a temperatura ambiente y, seguidamente se añadieron 0.09 μmoles de proteína 

disuelta en 0.5 mL de tampón PBS 1X pH 7.5. Finalmente, la mezcla se dejó reaccionar 

durante 24 horas a 37 ºC. Trascurrido el tiempo de reacción, el antígeno resultante se 

purificó por exclusión molecular utilizando los filtros preconcentradores Amicon de 10 

K y PBS 1X como diluyente. La concentración del antígeno se determinó mediante la 

medida de la absorbancia a 280 nm. La disolución de los antígenos fue alicuotada en 

diversas fracciones y almacenadas a -20 ºC hasta su uso.  
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3.3.2.3. Reacción de Mannich 

Otra de las rutas de conjugación estudiadas fue la unión del antibiótico a la 

proteína mediante la reacción de condensación de Mannich. Esta reacción se basa en 

condensar los hidrógenos activos de los antibióticos β-lactámicos y una amina mediante 

el uso de formaldehído (Figura 22). Para llevar a cabo esta conjugación, se disolvieron 

0.03 mmoles de antibiótico β-lactámico en 0.5 mL de H2O desionizada. Seguidamente, a 

esta disolución se añadieron 0.09 μmoles de proteína diluida en 0.2 mL de H2O 

desionizada. A la mezcla resultante se le adicionaron 250 mL de acetato sódico 3 M, pH 

5.5 y 0.1 mL de formaldehído al 37 %. Finalmente, la mezcla se dejó reaccionar durante 

24 h a 37 ºC y oscuridad. Trascurrido el tiempo de reacción el antígeno resultante se 

purificó mediante filtros preconcentradores Amicon de 10 K, utilizando PBS 1X como 

diluyente. La concentración de antígeno se cuantificó mediante la medida de la 

absorbancia a 280 nm. Las disoluciones de los antígenos fueron alicuotadas y 

almacenadas a -20 ºC hasta su uso.  

 

Figura 22. Esquema de la formación de antígenos mediante la reacción de Mannich. 

3.3.3. Preparación de reactivos auxiliares 

3.3.3.1. Marcaje de anticuerpos con HRP 

El marcaje del anticuerpo mAb1 con la enzima HRP se llevó a cabo utilizando el 

kit HRP Conjugation, siguiendo las instrucciones del fabricante. Para ello, en primer 

lugar, 1 μL del agente modificador del kit se añadió a 10 μL de una disolución de 1.0 

mg/mL de anticuerpo en PBS 1X. La disolución resultante se añadió al tubo que contenía 

10 μg de enzima HRP liofilizada. La mezcla se homogenizó con ayuda de una pipeta y se 

dejó incubar en oscuridad. Transcurridas 3 horas, se llevó a cabo la etapa de bloqueo, 

añadiendo a la disolución 1 μL de quencher. Finalmente, la disolución se almacenó a 4 

ºC hasta su uso. 
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3.3.3.2. Biotinilación de antígenos y anticuerpos 

La biotinilación de antígenos se llevó a cabo como sigue: 2.0 mg de antígeno se 

hicieron reaccionar con 30 µL de una disolución 20 mM de agente biotinilante preparada 

en agua destilada. Transcurridos 30 minutos de reacción, el antígeno biotinilado se 

purificó mediante filtros de concentración con un valor de corte molecular de 10 KDa. 

Finalmente, la concentración del antígeno biotinilado se determinó mediante el método 

Bradford y la disolución se almacenó a -20 ºC hasta su uso. La biotinilación de los 

anticuerpos utilizados en esta tesis se realizó siguiendo el protocolo anteriormente 

descrito con ligeras modificaciones. En este caso, se mezclaron 0.1 mL de anticuerpo a 

1.0 mg/mL en PBS 1X con 1 µL de una disolución 20 mM de agente biotinilante 

preparado en agua destilada. Transcurridos 30 minutos, la mezcla se llevó a un dispositivo 

de diálisis de 10K (Thermo Scientific Slide-A-Lyzer MINI con MWCO de 10K) para 

eliminar el exceso de biotina. El proceso de diálisis se realizó durante 3 horas en 0.5 L de 

PBS 1X, cambiando el tampón cada hora. Finalmente, la concentración de anticuerpo 

biotinilado se cuantificó midiendo la absorbancia de la disolución a 280 nm y se almacenó 

a 4 ºC hasta su uso.  

3.4. Cuantificación y caracterización de reactivos 

3.4.1. Cuantificación de proteínas mediante el método Bradford 

La concentración de los antígenos se obtuvo determinando su contenido en 

proteína siguiendo el método de Bradford. En primer lugar, se efectuó el calibrado 

utilizando la proteína transportadora como calibrador. Para ello, se utilizó una placa de 

96 pocillos y se añadieron en cada pocillo 25 μL de concentraciones crecientes de proteína 

(0-400 mg/L) por cuadruplicado. Seguidamente, los antígenos se diluyeron a 1/10, 1/20 

y 1/40 en PBS 1X por duplicado. Posteriormente, se añadió en cada pocillo 200 μL de 

reactivo de Bradford diluido 1/5 (v/v) en agua. Finalmente, la reacción se dejó incubar 

durante 5 minutos en oscuridad y pasado ese tiempo, se midió la absorbancia a 595 nm. 

La concentración de los antígenos se determinó interpolando la señal de absorbancia de 

las muestras en la curva de calibrado aplicando el factor de dilución correspondiente.  
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3.4.2. Determinación de grupos aminos libres 

El grado de conjugación de los antígenos fue determinado midiendo la variación 

de amino libres en la molécula transportadora antes y después de la reacción de 

conjugación con el antibiótico. La cuantificación de estos grupos se realizó siguiendo el 

método TNBS.228 Para ello, 0.1 mL de 0.2 mg/mL de los antígenos en tampón NaHCO3 

al 4 % pH 8.5, se hicieron reaccionar con 0.05 mL de 0.01 % de TNBS durante 2 horas a 

37 ºC. A continuación, se añadió 0.1 mL de SDS al 10 % y 0.025 mL de HCl 1 M para 

parar la reacción. Finalmente, se midió la absorbancia de la disolución resultante a 335 

nm. El número de aminos libres se calculó interpolando la señal de absorbancia en una 

curva de calibrado realizada con glicina como calibrador. El grado de conjugación de los 

antígenos fue expresado en porcentaje y calculado según la ecuación 2.  

% Conjugación =
[NH2] transportador-[NH2] antígeno

[NH2] transportador
× 100 Ec.2 

3.4.3. Electroforesis 

Los antígenos fueron caracterizados mediante electroforesis SDS-PAGE, usando 

mini geles NuPAGE 4 - 12 % Bis-Tris y geles de acrilamida del 10 y el 12 %, bajo 

condiciones reductoras.  

Para ello, en primer lugar, se disolvieron 2.0 μg de antígeno o de proteína 

transportadora en 2.5 μL del tampón de carga de muestra, 1 μL de agente reductor y agua 

hasta un volumen de 10 μL. La disolución resultante se calentó a 80 ºC durante 10 minutos 

en un termobloque. Las muestras y el patrón de diferentes masas moleculares se cargaron 

en los pocillos del gel y se corrieron a 100 V. Transcurridos 15 minutos, el voltaje se 

aumentó a 200 V y se dejó correr durante 40 minutos más. A continuación, el gel se tiñó 

con una disolución de azul brillante R de Coomassie durante toda la noche. Finalmente, 

el gel se lavó con agua destilada y se destiñó tres veces con una mezcla 4/1 (v/v) de ácido 

acético/metanol durante 8 horas, hasta la completa eliminación del exceso de colorante. 

Finalmente, el gel resultante fue rehidratado con agua destilada y escaneado.  
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3.4.4. Cromatografía de intercambio iónico 

La purificación de los antígenos fue realizada mediante cromatografía de 

intercambio iónico. El principio de separación de las poblaciones de antígeno se basa en 

el diferente punto isoeléctrico de las especies con distinto grado de conjugación. Así, 

aquellas poblaciones que tienen un menor número de antibiótico unido presentaron un 

punto isoeléctrico mayor y por lo tanto eluyen a una menor concentración de NaCl, que 

los que tienen un mayor número de antibióticos conjugados 

 Para llevar a cabo esta purificación, en primer lugar, la columna¸ HiTrap Q HP 

anión Exchange o HiTrap SP HP catión Exchange, se acopló al equipo ÄKTA start y se 

llevó a cabo el lavado del sistema con H2O destilada y posteriormente con el tampón de 

purificación A (Tris 50 mM pH 7.5). Tras el equilibrado del sistema con el tampón, se 

preparó la muestra. Para ello, 0.5 mL de 4.5 mg/mL de antígeno se diluyeron en tampón 

A hasta un volumen final de 10 mL, con el fin de disminuir las sales provenientes del 

tampón PBS 1X. Posteriormente, se procedió a la inyección de la muestra y paso por la 

columna. La disolución no retenida se recogió para ser evaluada posteriormente. 

Seguidamente, se seleccionó el método predefinido del sistema IEX gradient 1 mL 

HiTrap, que consiste en eluir la proteína mediante el uso de concentraciones crecientes 

del tampón B. Finalmente, la disolución eluida se recogió en fracciones de 0.8 mL en el 

colector de fracciones y se midió la absorbancia a 280 nm por el propio equipo generando 

un espectro de elución. Finalizado el programa, el equipo y la columna se lavaron con 

agua destilada. Estos experimentos se realizaron en colaboración con la Dra. Patricia 

Casino Ferrando de la Universitat de València. 

3.4.5. Maldi-TOF 

La determinación de la masa molecular de los antígenos se determinó mediante 

espectrometría de masas de tiempo de vuelo (MALDI-TOF). Este análisis másico fue 

realizado por el Laboratorio de Proteómica del Servicio Central de Soporte a la 

Investigación Experimental (SCSIE) de la Universitat de València. Para ello, en primer 

lugar, tanto los antígenos como las proteínas transportadoras, H1 y HSA, se diluyeron 

1/10 (v/v) en una disolución que contenía 10 mg/mL de ácido sinapínico (Bruker) en        

70 % acetonitrilo y 0.1 % de ácido trifluoroacético. Seguidamente, 1 μL de la disolución 
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resultante se dispensó sobre la placa de MALDI y se dejó secar a temperatura ambiente. 

Posteriormente, cada una de las muestras se analizaron utilizando un equipo MALDI 

TOFTOF 5800 (ABSciex) en modo lineal de 7500 a 855000 m/z. Finalmente, los 

resultados obtenidos fueron evaluados y representados en SigmaPlot 14.0. 

3.4.6. Análisis elemental 

La determinación del porcentaje de C, N, H y S de los antígenos y de la proteína 

H1 requirió en primer lugar, la eliminación de las sales del tampón PBS 1X en el que 

estaba disuelto. Para ello, se llevó a cabo un proceso de intercambió de tampón de 1 mL 

a 5.0 mg/mL de antígeno con filtros preconconcentradores Amicon 10 K utilizando H2O 

MiliQ como diluyente. Seguidamente, la muestra se congeló a -60 ºC y se liofilizó durante 

8 horas. Finalmente, 1 mg de la muestra liofilizada se introdujo en una cápsula de estaño 

y se añadió una pequeña cantidad de pentóxido de vanadio (V2O5) para facilitar la pirólisis 

a 1020 ºC. Este análisis se llevó a cabo en el SCSIE de la Universitat de València y los 

resultados fueron expresados en porcentaje. 

3.5. RMN-STD 

Los experimentos de RMN se realizaron en un equipo Bruker Avance III de 

600MHz equipado con una criosonda, QCI Cryo 5m (1H/19F/15N/13C) para 1H, 15N, 13C, 

y 19F con desacoplamiento en 2D. Los espectros se asignaron a partir de los valores de las 

bases de datos, siempre que fue posible. En el caso contrario se asignaron mediante 

métodos convencionales, en las mismas condiciones de disolvente, tampón y 

concentración en las que se registraron los experimentos RMN-STD. Los resultados de 

los experimentos de RMN se registraron usando las secuencias implementadas por el 

fabricante, 2D COSY, TOCSY, NOESY, HSQC.  

Los experimentos RMN-STD fueron realizados empleando las secuencias 

implementadas en la biblioteca de experimentos de Bruker usando como elemento de 

supresión de disolvente el módulo watergate por 3-9-19; un periodo de spinlock para 

destruir las señales residuales de la proteína; y pulsos de purga entre experimentos para 

eliminar las señales residuales. La irradiación selectiva se efectuó con un tren de pulsos 

gausianos de baja intensidad (3.2 mW) de 50 ms espaciados por un tiempo de 1 ms. Para 

evitar la influencia de las velocidades de relajación de los diferentes protones en los 
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resultados se empleó la velocidad inicial de crecimiento STD0 para la comparación de los 

valores de saturación. El valor STD0 se calculó a partir de la evolución del STD con el 

tiempo de saturación (tsat), ajustado a la ecuación 3, donde el parámetro a representa el 

máximo de la curva de crecimiento de STD (STDmax), b es una constante de velocidad 

relacionada con las propiedades de relajación de un protón concreto que mide la velocidad 

de crecimiento del STD (ksat). Los valores de STD0 se obtienen del producto de los 

coeficientes a x b. 

𝑆𝑇𝐷 − 𝐴𝐹(𝑡) = 𝑎(1 − exp (−𝑏𝑡𝑠𝑎𝑡)) 𝐸𝑐. 3 

Estos experimentos se realizaron en colaboración con el Dr. Pedro M. Nieto-Mesa 

del instituto de investigaciones químicas (CSIC/US) de Sevilla.  

3.6. Protocolos de ensayo 

3.6.1. Microarraying 

Los ensayos desarrollados durante esta tesis doctoral para la determinación de IgE 

específica de diversos antibióticos β-lactámicos consistieron en inmunoensayos de tipo 

directo o reverso en formato micromatriz. La generación de las micromatrices o 

microarraying sobre la superficie del disco compacto se realizó mediante la impresión de 

25 nL de los reactivos, diluidos en PBS o tampón carbonato pH 9.6 utilizando un 

dispensador sin contacto (AD 1500 BioDot, Inc., Irvine, CA). Los reactivos utilizados en 

la impresión variaron en función del formato de ensayo y las condiciones a evaluar. El 

microarray incluía en todos los casos, un control negativo, principalmente 40 mg/L de 

HSA y un control positivo, 10 mg/L de rIgE o IgG. Sobre la superficie de un DVD se 

generaron un total de 20 micromatrices idénticas de 5 filas de dos reactivos por fila, cada 

uno con dos replicas y una distancia entre el centro de los puntos de 1.2 mm (Figura 23). 

A continuación, el disco se incubó durante toda la noche a 37 ºC. y transcurrido ese tiempo 

el disco se lavó con PBST y H2O desionizada. Finalmente, el DVD se secó mediante 

centrifugación a 8000 rpm. 
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Figura 23. Esquema del diseño de cada una de las 20 micromatrices impresas en la 

superficie del DVD. 

3.6.2. Ensayo indirecto de determinación de IgE de tres etapas 

El protocolo del ensayo indirecto de tres etapas consistió en añadir sobre la matriz 

de puntos 25 µL de concentraciones crecientes (0 - 25 UI/mL) de suero humano artificial 

(IgE quimérica específica a PG; qIgE). Tras 30 minutos de incubación a temperatura 

ambiente, el disco se lavó con PBST y posteriormente con agua desionizada. A 

continuación, se añadieron 25 µL del anticuerpo detector marcado con HRP (1/800 pAb-

HRP y 1/400 mAb-HRP) preparado en DB y se dejó incubar sobre la matriz durante 30 

minutos. A continuación y tras el lavado del disco, se añadió 25 µL de la disolución de 

sustrato (TMB). La reacción enzimática se detuvo tras 15 minutos lavando la superficie 

del DVD con abundante agua desionizada (Figura 24). 

 

Figura 24. Esquema del inmunoensayo de determinación de sIgE de tres etapas. 
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3.6.3. Ensayo indirecto de determinación de IgE de cuatro etapas 

El protocolo de ensayo fue como sigue: Sobre la matriz se añadieron 25 µL de 

muestra y tras 30 minutos de incubación a temperatura ambiente, se llevó a cabo el lavado 

y secado del disco. Seguidamente, se añadieron 25 µL de anticuerpo primario a 1.0 mg/L 

en DB en el caso del mAb1 o 2.0 mg/L en DB en el caso de mAb1-biot, y se dejó incubar 

sobre la matriz durante 15 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se 

procedió al lavado del DVD con PBST y H2O desionizada, y secado mediante 

centrifugación. Posteriormente, se adicionaron sobre cada matriz 25 µL de una dilución 

de GAM-HRP a 1/100 preparada en DB o de una dilución 1/500 de STV-HRP y se dejó 

incubar durante 15 minutos. Finalmente, se efectuó el revelado durante 15 minutos con 

TMB (Figura 25).  

 

Figura 25. Esquema del inmunoensayo multiplex de determinación de IgE especifica 

de cuatro etapas utilizando GAM-HRP (A) y STV-HRP (B) como especies detectoras. 
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3.6.4. Ensayo reverso de determinación de sIgE  

Otro de los ensayos evaluados y puesto a punto fue un inmunoensayo reverso no 

competitivo en formato de micromatriz para la determinación singleplex de IgE 

especifica frente a antibióticos β-lactámicos. En este caso, se inmoviliza el αIgE sobre la 

superficie del DVD en lugar de los antígenos. Este ensayo consistió en añadir sobre las 

matrices 25 µL de concentraciones crecientes de qIgE anti-PG (0-25 UI/mL). Tras 30 

minutos de incubación y posterior lavado y secado del disco, se añadieron 25 µL a 1 mg/L 

de antígeno biotinilado preparado en DB dejándose incubar sobre la matriz durante 15 

minutos a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se procedió al lavado del disco 

con PBST y H2O desionizada, y secado mediante centrifugación. Posteriormente, se 

dispensaron sobre cada matriz 25 µL de una dilución 1/1000 de STV-HRP y se dejaron 

reaccionar durante 15 minutos. Finalmente, el revelado se llevó a cabo añadiendo 25 µL 

de TMB y parando la reacción al cabo de 15 minutos con H2O desionizada (Figura 26). 

 

Figura 26. Esquema del inmunoensayo reverso de determinación de sIgE. 
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desionizada y se secó mediante centrifugación a 800 rpm. Seguidamente, se añadieron 

sobre la matriz 25 µL de una dilución 1/400 de un anticuerpo de cabra específico a la 

fracción constante de la IgG de conejo marcada con HRP (GAR-HRP) y se dejó incubar 

durante 15 minutos. Finalmente, se procedió al revelado añadiendo sobre cada matriz 25 

µL de TMB, paralizando la reacción tras 5 minutos con H2O desionizada (Figura 27). 

 

Figura 27. Esquema del inmunoensayo de evaluación de reactividad cruzada 

con IgG especifica frente a β-lactámicos. 
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el disco se lavó con agua destilada, eliminado el exceso de reactivo. Seguidamente se 

añadió 1 mL de carbohidrazida 5 mM y se dejó reaccionar durante 1 hora a temperatura 

ambiente. El exceso de reactivo se eliminó lavando el DVD con agua destilada (Figura 

28).  
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Figura 28. Esquema de modificación química de la superficie del disco para el anclaje 

de antibióticos β-lactámicos. 

 Posteriormente, se llevó a cabo el anclaje covalente del fármaco, siguiendo dos 

rutas de conjugación. Para ello, se dispensaron en formato de micromatriz sobre la 

superficie del disco activado 25 nL de disoluciones de concentración creciente de 

antibiótico (0.1 - 100 mM) en tampón carbonato 0.5 M pH 11 y en tampón MES 0.1 M 

pH 4.7 + EDC/NHS 46 mM. Tras una hora de reacción a temperatura ambiente, se lavó 

el disco con agua destilada y se secó mediante centrifugación (Figura 29). 

 

Figura 29. Esquema de las rutas de anclaje covalente de antibióticos β-lactámicos a la 

superficie de policarbonato aminada. 
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disolución de 0.25 % de BSA, 1 nM de EDTA y 0.05 % de Tween durante 1 hora. 

Finalmente, se realizó el ensayo indirecto de cuatro etapas usando GAM-HRP descrito en 

la sección 3.6.3A.  
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3.6.7. Caracterización de la modificación química de la superficie 

Las variaciones de la hidrofobicidad superficial del PC tras su modificación 

química se estimaron mediante la medida del ángulo de contacto con el equipo Attension 

Theta Lite (Biolin Scientific). Para ello, sobre la superficie del disco se añadió, por 

triplicado, 1 μL de agua destilada (18 mΩ) a temperatura ambiente. Las imágenes 

generadas fueron procesadas con el programa OneAttension (versión 3.1; Biolin 

Scientific). 

3.7. Estrategias de calibración 

Durante esta tesis doctoral se evaluaron 4 estrategias de calibración (Figura 30). 

 

Figura 30. Representación esquemática de las cuatro estrategias de calibración 

evaluadas. 
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una de las concentraciones de IgE total evaluada (0-25 UI/mL) se ajustaron a una curva 
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indirecto no competitivo, en el que los antígenos se inmovilizaron, en formato de 

micromatriz, por adsorción sobre la superficie de PC del DVD y posteriormente el 

reconocimiento sIgE-antígeno se puso de manifiesto mediante el uso de mAb1 y un 

anticuerpo secundario marcado (GAM-HRP). En este caso el calibrador utilizado fue un 

material de referencia propio, preparado a partir de un conjunto de pacientes positivos 

con concentración conocida de IgE específica frente a PG y AMX. Al igual que en el caso 

anterior, las señales obtenidas para cada una de las concentraciones de IgE específicas 

fueron ajustadas a una curva logística de cuatro parámetros. La calibración homóloga 

interna (3) se basó en el uso de controles positivos, en este caso IgE recombinante (rIgE), 

impresos en la matriz. Las señales obtenidas para cada una de las concentraciones de 

control positivo se relacionaron con la calibración (2) permitiendo construir una curva de 

calibrado en cada matriz.  

La estrategia de calibración con patrón interno (4) consistió en inmovilizar sobre la 

matriz antígenos de PG, AMX y AZT, este último como antígeno específico del patrón 

interno. Seguidamente, se adicionó 4.25 UI/mL de patrón interno (qIgE anti-AZT) a las 

diluciones seriadas del calibrador homólogo. Finalmente, las señales obtenidas para los 

antígenos de PG y AMX fueron normalizadas siguiendo la ecuación 4 y ajustadas a una 

curva logística de cuatro parámetros.  

𝑆𝑒ñ𝑎𝑙 𝑛𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙𝑖𝑧𝑎𝑑𝑎 =
𝑆𝑒ñ𝑎𝑙 𝑑𝑒𝑙 𝑎𝑛𝑡í𝑔𝑒𝑛𝑜 𝑑𝑒 𝑃𝐺 𝑜 𝐴𝑀𝑋

𝑆𝑒ñ𝑎𝑙 𝑑𝑒𝑙 𝑎𝑛𝑡í𝑔𝑒𝑛𝑜 𝑑𝑒 𝐴𝑍𝑇
 𝐸𝑐.  

 

Figura 31. Esquema del diseño de la matriz del ensayo con las distintas estrategias de 

calibración (panel I). Los paneles II-V muestran los resultados de la evaluación de 

diluciones 1/4 del patrón de IgE total (calibración (1) y (3)). Los paneles VII-XI muestran 

los resultados de la evaluación de diluciones 1/4 de un conjunto de muestras de 

concentración conocida de IgE dopada con 4.5 UI/mL de patrón interno (calibración (2), 

(3) y (4)). 
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Gracias a la elevada capacidad de trabajo de la tecnología de disco compacto, las 

cuatro estrategias de calibración estudiadas se evaluaron simultáneamente siguiendo el 

patrón de impresión representado en la Figura 31. 

3.8. Muestras de suero sanguíneo 

Las muestras de suero sanguíneo utilizadas provienen de 52 pacientes alérgicos a 

antibióticos β-lactámicos y 49 controles no atópicos y se obtuvieron siguiendo el 

protocolo normalizado por el Hospital Universitari i Politècnic La Fe de Valencia. En 

primer lugar, las muestras de sangre se recogieron en tubos de recolección sin 

anticoagulantes (BD Diagnostics, Madrid, España). Seguidamente, las muestras se 

dejaron reposar durante 60 minutos a temperatura ambiente para inducir su coagulación. 

A continuación, los tubos se centrifugaron durante 15 minutos a 2000 rpm. El suero 

resultante se alicuotó en crioviales y se almacenó a -80 ºC hasta su uso.  

 Los participantes del estudio dieron el consentimiento informado por escrito de 

acuerdo con los protocolos aprobados por la junta de revisión de ética del Hospital 

Universitari i Politècnic La Fe (registro no. COBIOPHAD). Los procedimientos seguidos 

se ajustaban a la Declaración de Helsinki de 1975, revisada en 2008. Los pacientes fueron 

diagnosticados siguiendo el procedimiento descrito en el protocolo de la Red Europea de 

Alergia a Medicamentos (ENDA) basado en historial clínico, pruebas cutáneas, pruebas 

in vitro (ImmunoCAP y test de activación de basófilos) o pruebas de provocación de 

fármacos, siempre que fuera necesario (Tabla A1.1-A1.4). 

3.9. Lectura y adquisición de datos 

El sistema de lectura de resultados del lector de discos consta de tres partes: (1) 

una tarjeta de adquisición de datos de alta velocidad (DAQ); (2) una tarjeta de 

alimentación e interfaz (PIC); y (3) una unidad de disco óptico (ODD).  

El DAQ comprende tres bloques funcionales principales para lograr la detección 

de la señal, la adquisición analógica, y deserialización y transmisión de datos. La 

detección de la señal implica el procesamiento analógico (acondicionamiento y 

preamplificación) de la señal de reflexión óptica obtenida del fotodiodo del cuadrante de 

la unidad de captación del ODD, así como la detección digital de la señal de disparo. La 
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adquisición analógica se realiza con el convertidor analógico-digital LT2323 (ADC) que 

digitaliza la señal de reflexión.  

 El bloque de deserialización convierte la salida digital en serie del SPI (Serial 

Peripheral Interface) del ADC en datos paralelos de 16 bits. Para ello, se utiliza una FPGA 

(Field Programmable Gate Array) Cyclone III que también gestiona la configuración de 

la frecuencia de muestreo y la interfaz con el transceptor USB para la transferencia de 

datos a alta velocidad. El PIC suministra la tensión para el DAQ, la unidad de disco óptico 

y los componentes electrónicos del HUB y del puente SATA. Además, proporciona la 

interfaz de comunicación con el ordenador externo a través de un conector USB tipo B. 

El ordenador se conecta al HUB interno con cuatro puertos USB. Un puerto se conecta a 

la tarjeta de adquisición de datos, y otro se conecta al puente SATA para comunicarse 

con la unidad de disco óptico.  

La lectura de los discos se realiza de la siguiente manera. El DVD se introduce en 

la bandeja del lector y se realiza una simulación de la grabación del disco, de la misma 

manera, como se haría con cualquier disco grabable. El lector escanea el disco moviendo 

el conjunto de captación óptica láser desde el radio interior al exterior mientras el disco 

gira a una velocidad angular constante. El sistema logra una resolución optoelectrónica 

de 5.5 μm. El lector se controla mediante un software personalizado (BIODISK), que se 

ejecuta en un ordenador personal conectado a través de una interfaz de bus serie universal 

USB 2.0. Durante este proceso, el haz láser (λ 650 nm) escanea la superficie del disco, 

pudiendo correlacionar las variaciones de la potencia óptica del haz reflejado con la 

concentración de analito (IgE, IgG, etc.), que es proporcional a la densidad óptica del 

precipitado de TMB. 

Posteriormente, el haz reflejado se detecta por el fotodiodo de la unidad de 

captación óptica del ODD (señal diferencial de RF) y la señal es digitalizada mediante el 

DAQ. El software personalizado funciona bajo Windows (Windows W7 y W10) y está 

escrito en lenguaje Microsoft Visual C ++. Este software genera una imagen tipo tiff para 

cada una de las 20 micromatrices impresas en el disco. Un algoritmo de análisis de 

imágenes y datos identifica cada uno de los puntos impresos en la matriz. El análisis de 

datos genera las señales digitales y los parámetros de calidad (concentración, cálculo de 

errores y controles) para cada punto, restando el fondo local del valor medio de la señal 
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del punto. En la Figura 32 se muestra un esquema electrónico del lector de discos 

empleado en este trabajo. 

 

Figura 32. Esquema electrónico del lector de discos compactos tipo DVD.  
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El desarrollo de pruebas in vitro con buenas prestaciones analíticas para el 

diagnóstico de alergia a antibióticos β-lactámicos es un desafío. Actualmente, la IgE es 

el único biomarcador específico relacionado con alergia. Los niveles de esta 

inmunoglobulina aumentan en sangre circulante tras una respuesta alérgica. A diferencia 

de otros marcadores de hipersensibilidad tipo I como la histamina o la triptasa, la IgE 

tiene una zona de reconocimiento específica al alérgeno (paratopo) que le confiere 

selectividad y proporciona información valiosa acerca del epítopo responsable de la 

respuesta alérgica. Sin embargo, la concentración de IgE en sangre es generalmente muy 

baja, inferior a 24 ng/mL, en la mayoría de los pacientes alérgicos a antibióticos β-

lactámicos. Por lo tanto, un diagnóstico correcto requiere disponer de métodos con una 

elevada sensibilidad analítica. Además, como consecuencia de la baja concentración de 

IgE en sangre, es conveniente trabajar con muestras de suero sanguíneo sin diluir. Esto 

dificulta el proceso de análisis ya que este tipo de muestra es compleja en su composición 

presentando un elevado número de interferentes que pueden afectar a la determinación 

selectiva de IgE específica. Por lo que, además de una elevada sensibilidad, el ensayo 

debe presentar una buena selectividad. 

Obtener un ensayo con las características analíticas requeridas para el diagnóstico 

in vitro de alergias a antibióticos β-lactámicos pasa por considerar una serie de aspectos 

clave, por ello en esta tesis doctoral se planteó, en primer lugar, la puesta a punto y 

selección del formato del ensayo para la determinación de IgE específica a PG, como 

sistema modelo. Seguidamente, se abordó la preparación y caracterización de diferentes 

antígenos de PG y AMX. Posteriormente se evaluaron las prestaciones analíticas y 

clínicas del ensayo analizando muestras de suero de pacientes y controles. A 

continuación, se estudiaron diferentes estrategias de calibración para la cuantificación de 

IgE específica en muestras de suero humano de pacientes alérgicos. Los resultados 

obtenidos tras el uso de las diferentes estrategias de calibración se compararon con los 

obtenidos por el método de referencia (ImmunoCAP). Además, se utilizó la capacidad 

multiplex de la tecnología de disco compacto para evaluar la reactividad cruzada de los 

pacientes alérgicos a otros β-lactámicos, con el fin de obtener patrones de sensibilización. 

Finalmente, se compararon los resultados obtenidos en la plataforma de disco compacto 

y los obtenidos con un sistema microfluídico y semiautomatizado (COBIOPHAD), 

utilizando las condiciones y reactivos del ensayo puesto a punto en disco tipo DVD. 
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4.1. Puesta a punto del ensayo de detección de IgE específica a fármacos 

Como se comentó anteriormente, el ensayo determinación de IgE específica en 

muestras de suero sanguíneo en la plataforma de disco compacto debe ser selectivo, 

sensible y preciso, para poder ser usado como herramienta fiable de diagnóstico in vitro 

de alergia a β-lactámicos. Es por ello que el criterio empleado para seleccionar reactivos 

y formato de ensayo se ha basado en los parámetros analíticos: selectividad, 

reproducibilidad (RSD), relación señal/ruido (S/N) y sensibilidad (LOD, LOQ y EC50), 

principalmente. 

4.1.1. Estudio de la inmovilización del antígeno 

4.1.1.1. Inmovilización mediante adsorción pasiva de los antígenos 

La puesta a punto de un inmunoensayo heterogéneo para la determinación de IgE 

requiere, en primer lugar, estudiar las condiciones de inmovilización de las sondas 

(antígenos o anticuerpos) en la superficie del disco.   

Estudios previos y datos bibliográficos muestran que el PC presenta un buen 

rendimiento de inmovilización de sondas de naturaleza proteica por adsorción pasiva. Sin 

embargo, el rendimiento de inmovilización depende de la concentración de impresión de 

la sonda y el pH del medio, parámetros clave que hacen que el ensayo muestre una elevada 

sensibilidad analítica.  

Para llevar a cabo el estudio de selección de la concentración de impresión, varias 

concentraciones del antígeno comercial C1-PG (1.25-40 mg/L) se inmovilizaron en la 

superficie en tampón carbonato 50 mM pH 9.6. Seguidamente, se realizó el ensayo 

indirecto de cuatro etapas usando GAM-HRP descrito en la sección 3.6.3A de Materiales 

y Métodos, utilizado como muestra qIgE anti-PG a diferentes concentraciones (0, 1.56 y 

6.4 UI/mL). Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 33. 
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Figura 33. Estudio del efecto de la concentración de impresión de antígeno en la 

señal analítica del ensayo. 

Como se puede observar, la señal analítica aumenta hasta alcanzar la saturación a 

una concentración de impresión de 20 mg/L. Concentraciones superiores al valor de 

saturación no llevaron a un incremento en la intensidad de la señal analítica, de modo que 

no se observan diferencias estadísticamente significativas entre 20 y 40 mg/L (ANOVA, 

p = 0.160). Sin embargo, la reproducibilidad de las señales obtenidas a 20 mg/L fue hasta 

dos veces más baja que la obtenida con 40 mg/L, siendo la RSD para las concentraciones 

de qIgE 1.6 y 6.4 UI/mL de 12 y 4 % para la concentración de 20 mg/L y 8 y 2 % para 40 

mg/L, respectivamente. En base a estos resultados se seleccionó 40 mg/L como 

concentración óptima de impresión. 

Es importante señalar que, para alcanzar el máximo rendimiento de 

inmovilización, la proteína debe encontrarse en un medio que favorezca su adsorción 

sobre la superficie. En este contexto, se estudió el efecto del pH del tampón de impresión. 

Para obtener un buen rendimiento de inmovilización es necesario que el pH del medio 

sea superior al punto isoeléctrico (pI) del antígeno. Los antígenos utilizados en esta tesis 

doctoral son conjugados hapteno-proteína, preparados con diferentes transportadores, 

todos ellos con un punto isoeléctrico inferior a 7.0, por lo que se utilizaron medios de 

impresión con pH superior a este valor.  
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Figura 34. Efecto del pH del tampón de impresión en la sensibilidad del ensayo 

de determinación de IgE.  

Este estudio se llevó a cabo inmovilizando el antígeno sobre la superficie del disco 

a una concentración de 40 mg/L en tampón carbonato pH 9.5 y PBS 1X pH 7.5 y 

utilizando qIgE anti-PG como muestra a concentraciones crecientes en un rango de 0-25 

UI/mL. Los resultados obtenidos muestran que el pH del tampón de impresión afecta 

considerablemente a la inmovilización del antígeno (Figura 34). Los mejores resultados 

se obtuvieron a pH 9.5, alcanzando un LOD y EC50 de 0.4 y 3.5 UI/mL, respectivamente, 

2.5 veces mayor sensibilidad que la obtenida utilizando PBS 1X pH 7.5, (LOD 1.1 UI/mL 

y EC50 8.9 UI/mL). Estos resultados coincidieron con lo esperado, ya que el tampón 

carbonato tiene un pH dos puntos por encima del punto isoeléctrico de los antígenos 

utilizados. En base a estos resultados se seleccionó el tampón carbonato pH 9.5 como 

tampón de impresión. 

La proteína transportadora que forman parte del antígeno, además de interaccionar 

con la superficie, puede interactuar inespecíficamente con los componentes de la muestra, 

generando una señal que puede ser confundida con el reconocimiento antígeno-

anticuerpo. Para llevar a cabo el estudio de selectividad del ensayo, se inmovilizaron 

sobre la superficie del disco, en formato micromatriz, una batería de antígenos preparados 

con diferentes antibióticos β-lactámicos. Seguidamente, se evaluó la selectividad del 

reconocimiento siguiendo el ensayo indirecto de cuatro etapas usando GAM-HRP 
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(3.6.3.A) y utilizando como muestra disoluciones de diferentes qIgE específicas a PG, 

AZT, CFT y MRP a una concentración de 10 UI/mL.  

 

Figura 35. Estudio de selectividad del ensayo con antígenos de diferentes familias de 

antibióticos BL. 

Como se observa en la Figura 35, la qIgE especifica a PG reconoció únicamente 

a los antígenos formados por los antibióticos β-lactámicos pertenecientes a la familia de 

las penicilinas (PG, AMX, PV y PPR), no observándose señal con aquellos antígenos 

preparados con miembros de las otras familias (AZT, CFT y MRP) ni en la proteína 

transportadora sin conjugar (HSA). De igual manera, la qIgE especifica a CFT, MRP o 

AZT reconoció específicamente a los antígenos de CFT, MRP y AZT, respectivamente, 

no reaccionando con el resto de los antígenos estudiados. Además, ninguno de los 

antígenos inmovilizados mostró señal inespecífica en el blanco (0 UI/mL de qIgE). Estos 

resultados revelaron que el ensayo desarrollado era selectivo.  

4.1.1.2. Inmovilización covalente de haptenos  

Los antibióticos β-lactámicos son compuestos de baja masa molecular (300 - 600 

g/mol) y no presentan apenas grupos reactivos capaces de interaccionar con la superficie 

del disco compacto mediante fuerzas de Van Der Waals, electroestáticas, o puentes de 
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hidrógeno. Es por ello que los β-lactámicos necesitan conjugarse, principalmente a 

proteínas, para favorecer y facilitar su inmovilización por adsorción pasiva. Sin embargo, 

el uso de estas proteínas puede afectar a la sensibilidad y selectividad del ensayo. Por un 

lado, las proteínas que componen los antígenos pueden interaccionar inespecíficamente 

con componentes de la muestra enmascarando el reconocimiento o dando lugar a señal 

inespecífica. Y, por otro lado, aunque estas proteínas suelen presentar un elevado número 

de grupos lisina, puede ocurrir que sólo unos pocos de estos grupos se encuentran 

accesibles, como ocurre con HSA, en la que únicamente 8-10 residuos de los 60 que 

presenta se encuentran modificados. Además, estos grupos modificados pueden no quedar 

expuestos y accesibles al reconocimiento de la IgE tras la inmovilización. 

Con el fin de disminuir las interacciones inespecíficas y mejorar el reconocimiento 

de los determinantes antigénicos se planteó la inmovilización directa de los antibióticos 

mediante anclaje covalente sobre la superficie del disco compacto. Este tipo de 

inmovilización permite también la inmovilización direccionada del epítopo. 

Atendiendo a la estructura química de los antibióticos β-lactámicos, se puede 

observar que todos ellos presentan un anillo β-lactámico que puede ser hidrolizado y 

anclado a la superficie del disco (ruta A), y un grupo carboxilo en el anillo condensado 

con la β-lactama que puede ser utilizado como punto de anclaje (ruta B). Por lo tanto, 

para poder inmovilizar covalentemente el antibiótico sobre la superficie del DVD es 

necesario generar grupos amino que puedan unirse a los dos grupos anteriormente citados. 

Otra estrategia es generar grupos carboxilo en la superficie de PC y unir el antibiótico 

mediante la química de las succinimidas al grupo amino presentes en la cadena lateral de 

algunos β-lactámicos, como la AMX, AMP, CFC. Sin embargo, esta vía, no permite el 

anclaje de otros antibióticos β-lactámicos que generan comúnmente respuesta alérgica, 

como la penicilina y la PPR, entre otras.  

Para llevar a cabo la inmovilización covalente se activó el PC según el protocolo 

descrito en la sección 3.6.6 y se estudió el efecto del tratamiento fisicoquímico de 

funcionalización en la hidrofobicidad de la superficie mediante la medida de ángulos de 

contacto. Los resultados se muestran en la Tabla 11. 
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La superficie de PC sin tratar es muy hidrofóbica, presentando un ángulo de 

contacto cercano a 90º. Tras la irradiación de la superficie con luz ultravioleta, ésta se 

volvió muy hidrofílica (11.6º) por la generación de grupos carboxílicos. Posteriormente, 

se realizó una hidrolisis básica de la superficie, recuperando parcialmente la 

hidrofobicidad (60º). Seguidamente, los ácidos carboxílicos generados se hicieron 

reaccionar con EDC/NHS, como se indica en el protocolo de activación anteriormente 

descrito. Esta modificación disminuyó la tensión superficial de 60º a 73º. Las etapas 

posteriores, no generaron cambios de la hidrofobicidad de la superficie. 

Tabla 11. Ángulos de contacto obtenidos en la activación química del DVD (n=3). 

Etapas de 

modificación química 

Ángulo de 

contacto (º) 
Figuras 

DVD sin tratar 91.2 ± 0.4 

 

Irradiación UV 11.6 ± 5.3 
 

NaOH 59.6 ± 1.7 
 

EDC/NHS 70.8 ± 5.3 

 

Carbohidrazida 71.6 ± 1.8 

Etanolamina 73.2 ± 3.2 

BSA/EDTA/Tween 20 73.9 ± 2.1 

A continuación, se estudió el efecto de la concentración de antibiótico en la 

respuesta del ensayo. Para ello, se inmovilizó PG covalentemente sobre la superficie del 

disco a diferentes concentraciones (0.1-100 nM), y posteriormente, se evaluó el 

rendimiento de anclaje siguiendo el ensayo indirecto de cuatro etapas usando GAM-HRP 

(sección 3.6.3A de Materiales y Métodos) utilizando como muestra qIgE anti-PG a 25 

UI/mL.  

Como se observa en la Figura 36, en las dos rutas de anclaje estudiadas, la señal 

de reconocimiento mejoró conforme aumentó la concentración de PG inmovilizada, 

alcanzando el valor máximo para una concentración de 10 mM. Sin embargo, las señales 
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obtenidas para la penicilina anclada mediante la ruta A (lisis básica) fueron 

significativamente más altas que las obtenidas para la ruta B.  

Esta diferencia en la señal puede deberse, por un lado, a un peor rendimiento de 

inmovilización de los haptenos mediante la ruta B y, por otro lado, a la estructura del 

determinante antigénico, ya que la qIgE fue producida frente determinante mayor de los 

BL, por lo que presentará una mayor afinidad por los determinantes generados mediante 

la ruptura del anillo β-lactámico (ruta A), que por los mantienen esa estructura intacta 

(ruta B).  

En base a estos resultados se seleccionó la ruta de anclaje A, como vía de 

inmovilización covalente del antibiótico β-lactámico.  

 

Figura 36. Variación de la señal con la concentración de inmovilización para el anclaje 

del antibiótico siguiendo la lisis básica del anillo β-lactámico (ruta A) y la química de la 

carbodiimida (ruta B). 

Uno de los puntos más importantes en la inmovilización de compuestos mediante 

anclaje covalente es la selectividad del ensayo, ya que en ocasiones la muestra puede 

interaccionar con la superficie activada dando lugar a señales inespecíficas. Para ello, se 

evaluó la selectividad del ensayo inmovilizando covalentemente sobre la superficie del 
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DVD un panel de antibióticos β-lactámicos (MRP, AZT, PPR, CFR, AMX, AMP, PG, 

penicilina V) siguiendo la ruta A. 

 Como se muestra en la Figura 37, los blancos no presentaron señal inespecífica 

para ninguno de los fármacos inmovilizados. Además, se observó que conforme aumenta 

la concentración de qIgE anti-PG incrementa la señal analítica para los fármacos de la 

familia de las penicilinas, pero no detecta los de las otras familias. Estos resultados 

indicaron que, el reconocimiento es selectivo, existiendo reactividad cruzada entre 

miembros de la misma familia, pero no con otros de las diferentes familias. 

 

Figura 37. Evaluación del reconocimiento obtenido de la sIgE anti-PG frente a 

diferentes β-lactámicos inmovilizados sobre la superficie del disco mediante anclaje 

covalente. 

Para confirmar la selectividad del ensayo se utilizó una disolución de IgE anti-

AZT a una concentración de 17 UI/mL (Figura 38). En este caso, como se esperaba, esta 

qIgE sólo reconoció el antibiótico análogo (AZT), confirmando la selectividad del 

ensayo.  
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Figura 38. Esquema del diseño de impresión de antibióticos inmovilizados 

covalentemente sobre la superficie (I), imagen de los resultados obtenidos con 25 

UI/mL de qIgE anti-PG (II) y 17 UI/mL de qIgE anti-AZT(III). 

La sensibilidad del ensayo covalente se comparó con la obtenida en el ensayo por 

adsorción pasiva siguiendo el ensayo indirecto de cuatro etapas usando GAM-HRP 

(sección 3.6.3A de Materiales y métodos) y utilizando concentraciones crecientes de qIgE 

anti-PG (0 – 25 UI/mL) como calibrador (Figura 39). 

 

Figura 39. Curvas de calibrado del ensayo para la determinación de IgE especifica anti-

PG mediante en anclaje covalente de PG (n=3) e inmovilización pasiva de C1-PG 

(n=10). 

Como se observa en la Figura 39 ambas curvas de calibrado presentan una pendiente 

similar, 1.9 y 1.6 para la inmovilización por adsorción pasiva y covalente 
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respectivamente. Sin embargo, el ensayo por inmovilización pasiva presentó mayor 

sensibilidad, con valores de LOD y LOQ de 0.4 y 1.0 UI/mL respectivamente. Estos 

parámetros analíticos fueron 2.2 veces más bajos que los obtenidos por inmovilización 

covalente (Tabla 12). En base a estos resultados se seleccionó la inmovilización pasiva 

para el ensayo de determinación de IgE específica frente a fármacos, si bien la vía de 

inmovilización covalente es muy prometedora.  

Tabla 12. Prestaciones analíticas obtenidas para los dos tipos de inmovilización. 

 
LD 

(UI/mL) 

LQ 

(UI/mL) 

EC50 

(UI/mL) 

Intervalo de trabajo 

(UI/mL) 

Adsorción 0.4 1.0 4.2 0.5 – 10 

Covalente 0.9 1.8 6.9 0.9 - 12.5 

 

4.1.2. Estudio del tiempo de incubación de la muestra 

Uno de los puntos clave en el desarrollo de un ensayo de detección de 

biomarcadores es demostrar su aplicabilidad en muestras reales. En el caso de del 

diagnóstico de alergia a BL, la muestra a analizar es suero sanguíneo. Esta muestra es 

compleja en su composición y afecta, por un lado, a la sensibilidad del ensayo, ya que los 

componentes del suero dificultan la difusión del analito dando lugar a una cinética de 

reconocimiento lenta o pueden interaccionar con los antígenos inmovilizados en la 

superficie mediante enlaces no covalentes, enmascarando el lugar de unión del analito y 

por lo tanto interfiriendo en el grado de reconocimiento. Por otro lado, estos interferentes 

pueden afectar también a la selectividad del ensayo, ya que la interacción no específica 

de los componentes de la muestra tanto con la superficie del disco compacto como con 

los antígenos inmovilizados puede dar lugar a señales inespecíficas. Con el fin de 

minimizar este efecto y maximizar la sensibilidad del ensayo se planteó estudiar el efecto 

del tiempo de incubación del suero en las prestaciones analíticas del ensayo.  

Para ello, se prepararon diluciones de un suero representativo con concentración 

conocida de IgE específica frente a PG, utilizando un suero control como diluyente. Estas 

diluciones se incubaron durante distintos tiempos (5 - 60 min) en el disco con antígeno 
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C1-PG inmovilizado. Las etapas de detección y revelado se llevaron a cabo como 

establece la sección 3.6.3.A de Materiales y Métodos. La Figura 40 muestra los resultados 

obtenidos. 

Como se observa, la señal analítica obtenida para las diluciones 1/8, 1/16, 1/32 

incrementó conforme aumentó el tiempo de incubación de la muestra hasta alcanzar la 

máxima señal a 30 minutos. Un aumento del tiempo no llevó una mejora en el 

reconocimiento en la mayoría de las diluciones evaluadas, y por contra, se observó un 

incremento de la señal inespecífica en el blanco (cero).  

Tras el estudio estadístico (ANOVA multifactorial de dos variables) se determinó 

que para las concentraciones 0.3, 0.6 y 1.2 no existían diferencias estadísticamente 

significativas entre 30 y 60 minutos (p > 0.3). Sin embargo, había diferencias entre 5, 15 

y 30 minutos (p < 0.05). En el caso del blanco (suero control), los resultados mostraron 

que no había diferencias significativas entre 5, 15 y 30 min, pero sí que las había para 60 

minutos. De acuerdo a estos resultados se concluyó que 30 minutos era el tiempo de 

incubación óptimo, en términos de sensibilidad y selectividad del ensayo.  

 

Figura 40. Efecto del tiempo de incubación de la muestra de suero en el 

reconocimiento de la IgE específica. 

 *No hay diferencias estadísticamente significativas, **Hay diferencias estadísticamente significativas. 
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4.1.3. Estudio del formato de ensayo 

4.1.3.1. Ensayo indirecto 

El formato de ensayo es otro de los factores clave en el desarrollo de un 

inmunoensayo sensible para la determinación de IgE específica a antibióticos β-

lactámicos. Inicialmente se planteó la puesta a punto de un ensayo de tres etapas 

evaluando el efecto de la concentración de anticuerpo detector y la especie detectora en 

la sensibilidad del ensayo.  

En este contexto, se llevó a cabo la titulación de dos especies detectoras, un 

anticuerpo monoclonal (mAb-HRP) y otro policlonal (pAb-HRP) en un rango de 

diluciones que varió entre 1/100-1/3200, siguiendo el ensayo indirecto de tres etapas 

descrito en la sección 3.6.2 de Materiales y Métodos, y utilizando las concentraciones de 

0 y 17 UI/mL de qIgE anti-PG como calibrador. 

 

Figura 41. Titulación de la especie detectora, anticuerpo detector pAb-HRP (A) y mAb-

HRP(B), en un ensayo de determinación de IgE específica de tres etapas. 

Como puede observarse en la Figura 41A el ensayo con anticuerpo policlonal 

proporcionó señales inespecíficas elevadas para las diluciones 1/100, 1/200 y 1/400, 

disminuyendo la relación S/R, siendo ésta 1.2, 2.2, 3.4, 32.6 para las diluciones 1/100, 

1/200, 1/400 y 1/800, respectivamente. Sin embargo, las diluciones de anticuerpo detector 

1/1600 y 1/3200 generaron señales analíticas más bajas y por lo tanto, una menor relación 

S/R (< 31). Por ello, se seleccionó 1/800 como dilución óptima.  
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En el caso del anticuerpo monoclonal (Figura 41B), a diferencia de lo ocurrido en 

el caso anterior la relación S/R se mantuvo constante (~ 28) entre las diluciones 1/100-

1/400. Sin embargo, diluciones mayores de anticuerpo detector provocaron una 

disminución de la relación S/R. Así pues, con el fin de obtener una mayor sensibilidad y 

disminuir el volumen de anticuerpo detector consumido, se seleccionó 1/400 como 

dilución óptima.  

Una vez establecida la concentración óptima de anticuerpo detector, se llevaron a 

cabo calibrados, utilizando diluciones seriadas de qIgE como patrón, para comprobar la 

sensibilidad de los ensayos. 

 

Figura 42. Estudio comparativo de la sensibilidad del ensayo indirecto de tres etapas de 

detección de IgE específica frente a PG utilizando pAb-HRP y mAb-HRP como especie 

detectora. 

Como se observa en la Figura 42, el ensayo con el anticuerpo pAb-HRP mostró 

un LOD de 1.1 UI/mL, dos veces más bajo que el obtenido con el anticuerpo detector 

mAb1-HRP, (LOD = 2.3 UI/mL). Sin embargo, aunque el ensayo con el anticuerpo pAb-

HRP mostró una mayor sensibilidad, el límite de detección del ensayo fue 3.3 veces más 

alto que el valor de corte de los métodos in vitro de referencia (0.35 UI/mL), impidiendo 

identificar pacientes alérgicos de la categoría 1 de la clasificación RAST (valores de IgE 

comprendidos entre 0.35-0.7 UI/mL).  
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Con el fin de mejorar la sensibilidad analítica del ensayo, se planteó añadir una 

etapa de amplificación adicional. El aumento del número de etapas puede realizarse 

marcando con biotina el anticuerpo anti-IgE humana, y posteriormente utilizar 

estreptavidina marcada con HRP como segunda etapa de detección. Esta estrategia es 

especialmente útil en ensayos tipo sándwich en el que los dos anticuerpos, detector y 

captura, son de la misma especie y presentan reactividad con el anticuerpo secundario. 

Además, la biotina tiene una elevada afinidad por la estreptavidina por lo que puede llevar 

a un aumento considerable de la sensibilidad del ensayo. 

Para la puesta a punto de este formato de ensayo, en primer lugar, se realizó un 

estudio del efecto de las concentraciones de anticuerpo biotinilado y del marcador STV-

HRP en la S/R. Para ello, primero se seleccionó la concentración de anticuerpo biotinilado 

óptima manteniendo constante la concentración de STV-HRP (1/200). Una vez 

seleccionada esta concentración se varió la dilución de STV-HRP en el rango 1/50-

1/1600. Las titulaciones se realizaron siguiendo el ensayo indirecto de cuatro etapas con 

STV-HRP (sección 3.6.3B), utilizando 0 y 1.7 UI/mL de IgE quimérica anti-PG como 

muestra. 

 

Figura 43. Titulación de la concentración de Ab-biot (A) y la STV-HRP (B) en un 

ensayo indirecto de 4 etapas. 

Los resultados representados en la Figura 43A muestran que la señal de 

reconocimiento aumentó conforme se incrementó la concentración de anticuerpo 

biotinilado, hasta alcanzar su máximo de señal a 2.0 mg/L. Concentraciones superiores 

no generaron señales más altas, sin embargo, la RSD aumentó del 14 al 20 %, por lo que 

se seleccionó 2.0 mg/L como concentración óptima. Por otro lado, en el ensayo de 
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titulación de STV-HRP (Figura 43B) se observó que altas concentraciones del detector 

(1/125), provocaban señal inespecífica en los blancos, disminuyendo la S/R. Además, la 

reproducibilidad del ensayo fue baja, presentando una RSD por encima de 35 %. 

Conforme el detector se diluyó, la S/R mejoró, alcanzando la mejor respuesta a una 

dilución de 1/500. 

Tras seleccionar las concentraciones óptimas de los anticuerpos de detección, se 

llevó a cabo la selección del anticuerpo biotinilado. Para ello, se evaluaron 4 anticuerpos 

(mAb1, mAb2, pAb y Omalizumab) y un receptor (FcεR1) siguiendo el ensayo indirecto 

de cuatro etapas descrito en la sección 3.6.3B de Materiales y Métodos, y utilizando qIgE 

anti-PG como muestra (0-25 UI/mL).  

Como se observa en la Figura 44A, el anticuerpo utilizado en la etapa de detección 

es clave y afecta a la sensibilidad del ensayo. Los anticuerpos mAb1, mAb2 y el receptor 

de la IgE, mostraron un mayor reconocimiento que el pAb y Omalizumab. Las señales de 

reconocimiento se compararon mediante ANOVA multifactorial de dos variables y se 

determinó que no existían diferencias estadísticamente significativas entre mAb1, mAb2 

y FcεRI (P > 0.8), pero sí las había con el pAb y Omalizumab (P < 0.05).  

Seguidamente, se evaluó la sensibilidad del ensayo, utilizando las tres especies 

detectoras (Figura 44B). El ensayo llevado a cabo con los detectores mAb (1 y 2) y FcεRI 

mostró límites de detección de 0.8 UI/mL, 1.8 y 2.3 veces más bajo que los obtenidos 

para pAb y omalizumab, respectivamente.  

En comparación con el ensayo de tres etapas, este ensayo mostraba mejores 

prestaciones analíticas (menor LOD) pero insuficiente como prueba in vitro para el 

diagnóstico de alergias a antibióticos β-lactámicos. 
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Figura 44. Respuesta de los anticuerpos biotinilados en un ensayo de 4 etapas (A). 

Curvas de calibrado de qIgE-PG utilizando diferentes anticuerpos de detección (B).  

*No existen diferencias estadísticamente significativas. ** Existen diferencias estadísticamente significativas. 

Otra estrategia planteada para incrementar la sensibilidad del ensayo consistió en 

utilizar un anticuerpo primario sin marcar y un anticuerpo secundario marcado con HRP. 

Este formato de ensayo no es válido con Omalizumab y FcεR1 como anticuerpo de 

detección, ya que en el caso de Omalizumab, el anticuerpo secundario (Anti-IgG humana) 
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interaccionaría con los anticuerpos presentes en la muestra y en el caso de FcεR1, no se 

disponía de anticuerpos secundarios marcados.  

La evaluación de las prestaciones de esta estrategia de ensayo se llevó a cabo 

optimizando las concentraciones de los anticuerpos de detección. Este proceso de 

optimización consistió, en primer lugar, en mantener constante la concentración de 

anticuerpo secundario (1/200) y variar la concentración de anticuerpo primario en un 

rango de concentraciones (0.1-10 mg/L). Una vez seleccionada la concentración de 

anticuerpo primario, se estudió el efecto de la dilución de anticuerpo secundario en un 

rango de 1/50-1/1600.   

 

Figura 45. Titulación de la concentración anticuerpo primario (mAb (A) y pAb (C)) y 

secundario (GAM-HRP (B) y RAG-HRP (D) en un ensayo de determinación de IgE de 

cuatro etapas. 

Como se observa en la Figura 45A, la señal analítica aumentó conforme se 

incrementó la concentración de anticuerpo primario (mAb) hasta alcanzar la máxima 

señal a la concentración de 1.0 mg/L. A continuación, se estudió el efecto de la dilución 

de anticuerpo secundario en la señal analítica (Figura 45B). En este caso la señal se 
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mantiene constante hasta una dilución 1/100, dilución a partir de la cual la señal disminuía 

drásticamente. Por ello, se seleccionó 1/100 como concentración óptima de anticuerpo 

secundario. 

En el ensayo de titulación de anticuerpo policlonal primario (pAb) (Figura 45C), 

se observó que, al igual que ocurre en el caso anterior, los mejores resultados de S/R se 

obtuvieron a 1 mg/L. Finalmente, se estudió el efecto de la dilución de anticuerpo 

secundario (RAG-HRP). Como se muestra en la Figura 45D, las diluciones 1/100 y 1/200 

fueron las que mayor señal específica neta mostraron. En base a estos resultados se 

seleccionó la dilución 1/200 por presentar una mayor reproducibilidad y un menor 

consumo de reactivo en el ensayo.  

Una vez seleccionadas las concentraciones y diluciones de los anticuerpos, se 

evaluó la sensibilidad analítica de los ensayos con los tres pares de anticuerpos de 

detección seleccionados. Para ello, se realizaron tres curvas de calibrado, cada una de 

ellas con un par de anticuerpos de detección distintos (mAb1/GAM-HRP, mAb2/GAM-

HRP, pAb/RAG-HRP) utilizando la IgE quimérica como patrón de calibración (Figura 

46). 

 

Figura 46. Curvas de calibrado obtenidas en un ensayo indirecto de cuatro etapas con 

los diferentes anticuerpos de detección. 
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Los resultados obtenidos mostraron que el ensayo que utiliza el par de anticuerpos 

pAb/RAG-HRP mostró peor sensibilidad que los obtenidos con las otras dos parejas, 

siendo su LOD y EC50 de 0.86 y 2.65 UI/mL, respectivamente. En cuanto a las parejas 

de anticuerpos monoclonales como primarios, ambas presentaron una buena sensibilidad, 

siendo el LOD 0.35 y 0.40 UI/mL para el ensayo realizado con los pares mAb2/GAM-

HRP y mAb1/GAM-HRP, respectivamente.  

A pesar de que no hay diferencias significativas entre ambos ensayos, se observó 

que el binomio mAb2/GAM-HRP daba lugar a falsos positivos cuando se analizaron 

muestras de suero, revelando que el anticuerpo mAb2 interacciona con algún interferente 

del suero (Figura 47). 

Comparando la sensibilidad, en términos de LOD, se observó que el ensayo de 

cuatro etapas utilizando el par de anticuerpo mAb1/GAM-HRP presenta 1.9 veces mayor 

sensibilidad que el realizado con el sistema biotina-STV.   

 

Figura 47. Resultados del análisis de muestras de pacientes alérgicos (P) y controles 

(C) con el ensayo indirecto de cuatro etapas. 
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4.1.3.2. Ensayo reverso 

En la bibliografía se ha descrito que los ensayos de determinación de IgE pueden 

presentar reactividad cruzada con otras inmunoglobulinas presentes en suero como la 

IgG.229 La interacción de estas biomoléculas con los antígenos inmovilizados en la 

superficie, reduce el nivel de reconocimiento específico de la IgE ya que se encuentra en 

menor proporción en el suero sanguíneo. Para solucionar este inconveniente, algunos 

autores han optado por la depleción parcial del suero, eliminado proteínas y otros 

anticuerpos como IgG e IgM. Esta estrategia ha mostrado ser útil, ya que ha mejorado la 

sensibilidad analítica y clínica de los ensayos de determinación de IgE.230 Sin embargo, 

este tipo de estrategias provoca una dilución de la muestra, con la consiguiente 

disminución de la concentración de IgE.  

Otra estrategia que palia este inconveniente es el uso de un ensayo reverso. Este 

ensayo se fundamenta en inmovilizar sobre la superficie un anticuerpo de captura de IgE. 

Esta estrategia permite eliminar la posible interacción de otras biomoléculas de la muestra 

con el antígeno.  

Para poner a punto este formato de ensayo, en primer lugar, se llevó a cabo la 

biotinilación del antígeno, siguiendo el protocolo descrito en la sección 3.3.3.2 de 

Materiales y Métodos y seguidamente, se realizó un estudio de condiciones del ensayo. 

Para ello, se llevó a cabo una titulación de antígeno biotinilado manteniendo constante la 

concentración de STV-HRP (1/100) y posteriormente la titulación de STV-HRP a la 

concentración óptima de antígeno biotinilado, siguiendo el ensayo reverso (sección 3.6.4 

de Materiales y Métodos) y utilizando mAb(1) (20 mg/L) y qIgE anti-PG (0 y 17 UI/mL), 

como anticuerpo de captura y calibrador, respectivamente. 

Como se observa en la Figura 48A, la concentración de antígeno biotinilado que 

mayor señal originó fue 1.0 mg/L. Un aumento o disminución de la concentración del 

antígeno generó una disminución de la señal. En el caso de la titulación de STV-HRP la 

señal se mantuvo constante hasta una dilución 1/2000, dilución a partir de la cual la señal 

neta se reducía significativamente (Figura 48B). 
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Figura 48. Titulación de la concentración de antígeno biotinilado (A) y STV-

HRP (B) de un ensayo reverso de determinación de IgE. 

Una vez seleccionadas las condiciones del ensayo, se evaluó la concentración de 

anticuerpo de captura. Para ello, sobre la superficie del DVD se inmovilizaron 20 mg/L 

de los anticuerpos mAb1, mAb2, Omalizumab y pAb, y seguidamente sobre la superficie 

se realizó el ensayo utilizando diferentes diluciones de IgE quimérica (0 - 17 UI/mL). El 

ensayo con mayor sensibilidad se obtuvo utilizando mAb1 como anticuerpo de captura, 

alcanzando un LOD y EC50 de 1.9 y 6.0 UI/mL respectivamente (Figura 49). El resto de 

anticuerpos estudiados presentaron un LOD y EC50 superior a 2.0 UI/mL y 8.0 UI/mL 

respectivamente.  

 

Figura 49. Sensibilidad obtenida en el ensayo reverso de detección de IgE específica 

con cada uno de los cuatro anticuerpos de captura utilizados. 
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Al comparar la sensibilidad del ensayo reverso con la del ensayo indirecto de 

cuatro etapas, se observó que el ensayo reverso presentó un LOD 7 veces más alto que el 

indirecto. Esta baja sensibilidad pudo deberse, por un lado, a que la conjugación de los 

haptenos β-lactámicos y el marcaje con biotina se realizan a través del mismo grupo 

funcional de la proteína, por lo que el antígeno generado tras la conjugación posiblemente 

presente pocos grupos amino libres que puedan interaccionar con la biotina, dando lugar 

a un bajo rendimiento de biotinilación, y, por otro lado, al rendimiento en la captura de 

IgE específica. Para comprobar esta hipótesis se planteó un ensayo que consistió en añadir 

diferentes cantidades de IgE total (0-1300 UI/mL) a una muestra con 10 UI/mL de qIgE 

anti-PG. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 50. 

 

Figura 50. Evaluación del efecto de la concentración de IgE total en la 

determinación de IgE específica. 

En el ensayo indirecto, la señal no se vio influenciada por la cantidad de IgE total 

en el rango de concentración estudiado. Sin embargo, en el ensayo reverso, se observó 

que ésta se mantenía constante hasta una concentración de tIgE de 84 UI/mL (p = 0.39). 

Concentraciones por encima de este valor producían una disminución de la señal de 

reconocimiento (p < 0.05), siendo 500 UI/mL la concentración que provocaba un 50 % 

de reducción de señal. Este efecto probablemente sea consecuencia de la saturación del 

anticuerpo de captura por exceso de IgE, bloqueando los sitios de unión de la IgE 
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específica. En base a estos resultados se concluyó que este formato de ensayo se ve 

significantemente influenciado por el nivel de IgE total presente en suero lo que afecta 

directamente a la sensibilidad y la cuantificación de la sIgE.  

4.1.3.3. Recapitulación 

La Tabla 13 muestra un resumen de las prestaciones analíticas y características de 

los ensayos de determinación de IgE específica estudiados. 

Como se observa en la tabla, un aumento del número de etapas en el ensayo 

indirecto mejoró considerablemente la sensibilidad, manteniendo constantes los tiempos 

del ensayo y la reproducibilidad. En base a estos resultados el ensayo indirecto de cuatro 

etapas con el par de anticuerpo mAb1/GAM-HRP fue el seleccionado para la 

determinación de IgE específica a β-lactámicos en muestras de suero humano. 

Tabla 13. Características analíticas de los ensayos desarrollados para la determinación 

de IgE específica. 

Formato Etapas 
Especie 

detectora 
Tiempo 

LOD 

(UI/mL) 

LOQ 

(UI/mL) 

RSD 

(%) 

Indirecto 3 pAb-HRP 75’ 1.1 2.4 8 – 30 

Indirecto 4 
mAb1/ 

STV-HRP 
75’ 0.8 1.8 8 – 30  

Indirecto 4 
mAb1/ 

GAM-HRP 
75’ 0.4 1.0 14 – 31  

Reverso 4 
Ag-biot/ 

STV-HRP 
75’ 1.9 4.9 16 – 36  

 

4.2. Puesta a punto del ensayo de IgE total 

Un sistema cuantitativo debe proporcionar los resultados en unidades relacionadas 

con un patrón internacional validado. Actualmente no existen patrones de calibración de 

IgE específica por lo que el método de calibración más aceptado se basa en la 

interpolación de las señales obtenidas en el ensayo de IgE especifica en una curva de 

calibrado de IgE total que utiliza un patrón validado por la Organización Mundial de la 

Salud (OMS). Este tipo de calibración heteróloga se emplea en los principales sistemas 

cuantitativos de diagnóstico in vitro de alergia a fármacos.  
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La calibración heteróloga se realiza con un inmunoensayo tipo sándwich, 

inmovilizando sobre la superficie un anticuerpo de captura específico a la Fc de la IgE. 

La puesta a punto del ensayo de IgE total pasa por estudiar, en primer lugar, las 

condiciones de inmovilización, en lo que se refiere a concentración, pH del medio, y 

selección del anticuerpo de captura.  

La concentración de impresión del anticuerpo de captura se determinó 

inmovilizando sobre la superficie del disco compacto diferentes concentraciones de 

Omalizumab (10 - 40 mg/L). Seguidamente, se realizó el ensayo de cuatro etapas, 

utilizando como calibrador concentraciones crecientes del patrón IgE total validado por 

OMS (0-25 UI/mL) diluido en PBST. Las señales obtenidas para cada una de las 

concentraciones evaluadas se representaron frente a la concentración de IgE total, y se 

ajustaron con un modelo logístico de 4 parámetros.  

 

Figura 51. Efecto de la concentración del anticuerpo de captura en la sensibilidad del 

ensayo. 

Como se observa en la Figura 51, las mejores prestaciones analíticas se obtuvieron 

inmovilizando 20 mg/L de anticuerpo de captura, siendo el LOD y EC50 de 0.06 y 0.56 

UI/mL, respectivamente. Un aumento de la concentración de impresión dio lugar a un 

incremento del LOD y EC50, 0.55 y 0.92 UI/mL, respectivamente, provocado por la 
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aparición señal inespecífica en el blanco. Por el contrario, la inmovilización de 10 mg/L 

produjo una disminución en la sensibilidad en el ensayo, alcanzando un LOD y EC50 de 

0.49 y 4.6 UI/mL, respectivamente. En base a estos resultados se seleccionó 20 mg/L 

como concentración óptima de impresión del anticuerpo de captura. 

Paralelamente, se realizó la selección del tampón de impresión. Para ello se 

inmovilizó sobre la superficie mediante adsorción pasiva 20 mg/L de anticuerpo de 

captura (Omalizumab) preparado en tampón carbonato pH 9.6 y PBS 1X pH 7.4 y se 

realizó el ensayo indirecto de cuatro etapas como en el caso anterior. Como se observa en 

la Figura 52 los mejores resultados se obtuvieron utilizando PBS 1X pH 7.5 como tampón 

de impresión, siendo el LOD y EC50 0.06 y 1.5 UI/mL, respectivamente. El uso de 

tampón carbonato pH 9.5 aumentó la señal inespecífica en el blanco, traduciéndose en un 

aumento del LOD (3.6 UI/mL). Además, este pH incrementó considerablemente el EC50, 

alcanzando un valor de 10.2 UI/mL. Consecuentemente, se seleccionó el tampón PBS 

1X, pH 7.5 como tampón de impresión.  

 

Figura 52. Evaluación del pH del tampón de impresión en la inmovilización del 

anticuerpo de captura. 
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secundario anti-ratón de detección. Para llevar a cabo este estudio se inmovilizaron los 

anticuerpos siguiendo las condiciones anteriormente descritas. El FcεR1 tiene una masa 

molecular menor (~40 KDa231) que los anticuerpos por lo que fue necesario realizar una 

titulación previa de la concentración de inmovilización. Tras evaluar diferentes 

concentraciones en el rango 10 - 160 mg/L, se seleccionó 80 mg/L como concentración 

óptima de impresión. Finalmente, los distintos receptores de tIgE fueron evaluados 

siguiendo el ensayo indirecto de cuatro etapas usando GAM-HRP (sección 3.6.3A de 

Materiales y métodos).  

Como se observa en la Figura 53, El ensayo realizado con la especie de captura 

FcεR1 exhibió un EC50 de 1.4 UI/mL, 2 veces más alto que el obtenido con los 

anticuerpos de captura, Omalizumab y pAb, 0.7 y 0.6 UI/mL respectivamente. Sin 

embargo, aunque estos dos anticuerpos mostraron un EC50 similar, Omalizumab exhibió 

un LOD 2 veces más bajo (0.06 UI/mL) siendo el mejor anticuerpo de captura, en 

términos de sensibilidad analítica. 

 

Figura 53. Evaluación de las especies de captura en un ensayo de determinación 

de IgE total de cuatro etapas. 

Tras seleccionar las condiciones de inmovilización y el anticuerpo de captura, se 

llevó a cabo la calibración con diluciones seriadas (1/4) del patrón de IgE total preparado 

en PBST (n = 20).  
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Los resultados obtenidos se representaron frente a la concentración y 

posteriormente y se ajustaron a una logística de 4 parámetros con un r2 = 0.999 (Figura 

54). Este ensayo de determinación de IgE total mostró una buena sensibilidad analítica, 

con límite de detección y cuantificación de 0.06 y 0.19 UI/mL, respectivamente, y un 

amplio intervalo de trabajo (0.06 - 6.25 UI/mL).  

La reproducibilidad del ensayo fue dependiente de la concentración y osciló en el 

rango de 5 – 30 %. 

 

Figura 54. Curva de calibrado heteróloga para la cuantificación de IgE (R2=0.999). 

Las líneas horizontales delimitan el LOD y LOQ. 

4.3. Preparación de antígenos β-lactámicos.  

Los antígenos β-lactámicos son de origen variable y pueden dar lugar a patrones 

de alergia complejos. Teniendo en cuenta que el epítopo está formado por la estructura 

del antibiótico y una porción de la proteína transportadora implicada en el proceso de 

sensibilización, la naturaleza proteica que compone el antígeno es clave. Con el fin de 

evaluar el papel de la proteína transportadora en la sensibilidad del ensayo, el siguiente 

estudio se centró en preparar antígenos utilizando diferentes proteínas trasportadoras y 

evaluar la capacidad de reconocimiento de la IgE de los pacientes alérgicos.  
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Para la producción de estos antígenos se utilizó como modelo, el hapteno 

resultante de la lisis del anillo β-lactámico ya que es el metabolito principal de estos 

antibióticos y por lo tanto es considerado el epítopo mayor. 

Las moléculas transportadoras utilizadas en este estudio han sido: la proteína azul 

(hemocianina derivada de moluscos), proteína comúnmente utilizada como transportador 

en procesos de inmunización por su elevado número de grupos reactivos, la PLL, 

polipéptido transportador utilizado en las pruebas de diagnóstico in vitro a β-lactámicos, 

la inmunoglobulina G, proteína mayoritaria del suero humano implicada en el proceso de 

sensibilización, la HSA que al igual que la anterior, se encuentra en elevadas proporciones 

en el suero humano y está relacionada con procesos de sensibilización, y la histona H1, 

proteína intracelular con mayor número de residuos de lisina. En la Tabla 14 se recogen 

las principales características de los compuestos estudiados como transportador. 

Tabla 14. Características de los compuestos utilizados como transportador. 

Transportador 

Masa 

molecular 

(KDa) 

Residuos 

de lisina 

ratio 

NH2/KDa 

Concentración 

en suero 

humano 

(mg/mL) 

Proteína azul (BP) 8000 900 
0.1 

- 

Poli-L-lisina (PLL) 15 - 30 100 - 200 
6.7 

- 

Inmunoglobulina G (IgG) 160 80 
0.5 

10  

Albúmina de Suero 

humano (HSA) 
66 60 

0.9 
40  

Histona (H1) 21.5 63 
2.9 

- 

En primer lugar, se estudió el efecto de la relación molar de conjugación para cada 

una de las proteínas ensayadas en el reconocimiento IgE/antígeno, ya que como se 

muestra en la Tabla 14, estas proteínas son de masa molecular y número de lisinas 

variable. En este contexto se prepararon antígenos con relaciones molares 

hapteno/transportador variables (30 – 1.000.000), siguiendo el protocolo descrito en la 

sección 3.3.2.1.  

La selección de la relación molar de conjugación óptima se realizó atendiendo a 

las señales de reconocimiento obtenidas tras la evaluación de diluciones seriadas (1/2) de 
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una muestra de suero humano con elevada concentración de IgE específica anti-PG (9.6 

UI/mL), utilizando el ensayo indirecto de cuatro etapas usando GAM-HRP (sección 

3.6.3A de Materiales y métodos). Estas diluciones seriadas se prepararon utilizando como 

diluyente un suero control preparado a partir de 16 sueros de individuos negativos. 

 

Figura 55. Efecto de la relación molar (β-lactámico/proteína) en el 

reconocimiento de la IgE específica para los antígenos derivados.  

Como se observa en la Figura 55, la señal analítica asociada al reconocimiento 

antígeno-IgE aumenta conforme incrementó la relación molar empleada en la 
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conjugación hasta alcanzar el máximo (relación molar de saturación). Una relación molar 

por encima de este valor no provocó un aumento en las señales, no mejorando por lo tanto 

el reconocimiento antígeno-IgE. En algunas ocasiones como para la BP, IgG o HSA no 

fue posible alcanzar esta relación molar de saturación ya que se había alcanzado el límite 

de solubilidad del antibiótico en las condiciones de conjugación.  

En base a las señales máximas obtenidas para cada una de las concentraciones de 

sIgE evaluadas se seleccionó la relación molar de conjugación. Esta relación molar varió 

entre los transportadores empleados, siendo 1.000.000, 3000, 10.000, 3000, 300, para la 

BP, PLL, IgG, HSA y H1, respectivamente. Las elevadas reacciones molares obtenidas 

indican que el rendimiento de la reacción de conjugación es bajo, ya que hubo que añadir 

en la mayoría de los casos un exceso de hapteno, más de 50 veces. 

Establecida la relación molar óptima, se realizaron curvas de calibrado utilizando 

cada uno de los antígenos preparados. Para ello, se representó la intensidad de las señales 

obtenidas frente a la concentración de IgE especifica anti-PG. Los resultados obtenidos 

para cada uno de los antígenos ajustados a una logística de cuatro parámetros se 

representan en la Figura 56 y en la Tabla 15.  

 

Figura 56. Curva de calibrado para los 5 antígenos de PG seleccionados. 
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En base a la sensibilidad del ensayo establecida en términos de límite de detección 

y EC50, se puede afirmar que, aunque la proteína azul es la proteína con mayor número 

de aminos libre (900), fue con la que se obtuvo el ensayo de menor sensibilidad, con un 

LOQ de 4.7 UI/mL. Esta baja capacidad de reconocimiento de sIgE puede ser debida a 

que su elevada masa molecular (8000 KDa) disminuye el ratio hapteno/superficie y, por 

lo tanto, hay un menor número de epítopos accesibles. Por lo tanto, se evidenció que, no 

es un buen candidato para la preparación de antígenos.  

Resultados similares se obtuvieron con PLL, si bien el ensayo presentó mejor 

sensibilidad (límite de cuantificación 1.7 UI/mL), ésta fue insuficiente atendiendo a los 

niveles de IgE específica que se encuentran habitualmente en pacientes alérgicos a estos 

fármacos. La baja sensibilidad obtenida con este polímero de lisinas es destacable ya que 

es considerado el transportador de referencia en las pruebas in vitro actuales.  

Los ensayos desarrollados utilizando IgG humana conjugada con PG permitieron 

cuantificar IgE específica a unos niveles límite de 0.5 UI/mL, concentración ligeramente 

superior al punto de corte, 0.35 UI/mL, del método de referencia (ImmunoCAP). Por otro 

lado, los ensayos puestos a punto utilizando HSA y H1 como transportadores alcanzaron 

un límite de cuantificación de 0.2 UI/mL. Consecuentemente, se seleccionaron ambos 

antígenos para el análisis de las muestras de suero e identificación de pacientes alérgicos. 

Tabla 15. Resumen de las prestaciones analíticas de los ensayos desarrollados 

utilizando los cinco antígenos estudiados. 

PG-lloyl-transportador 
LOD 

(UI/mL) 

LOQ 

(UI/mL) 

EC50 

(UI/mL) 

Proteína azul 0.5 4.7 Fuera de rango 

PLL 0.5 1.7 6.8 

IgG humana 0.2 0.5 2.3 

HSA 0.1 0.2 0.7 

Histona H1 0.1 0.2 0.8 
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Una vez seleccionadas las condiciones de conjugación, se prepararon antígenos 

de AMX siguiendo las condiciones establecidas para la PG. Tras la realización del ensayo 

indirecto de cuatro etapas usando GAM-HRP (sección 3.6.3A de Materiales y métodos) 

usando como muestra un suero humano con elevada concentración de IgE específica anti-

AMX (7.02 UI/mL) se observó que los antígenos de AMX presentaban una respuesta 

mucho más baja que los antígenos de PG a una concentración de sIgE similar (Figura 57). 

El bajo reconocimiento obtenido, especialmente en el antígeno formado con HSA, fue 

probablemente debido a un menor rendimiento de conjugación. 

 

Figura 57. Comparativa del reconocimiento de la IgE por los antígenos de PG y 

AMX con las proteínas HSA (A) y H1 (B). 

 

Figura 58. Esquema de reacción de la AMX tras la apertura del anillo β-lactámico. 

 

[IgE Específica] (UI/mL)

0.1 0.2 0.4 0.9 1.1 7

S
e

ñ
a

l 
(u

.a
)

0

2000

4000

6000

8000

10000

12000

14000

HSA-AMX 

HSA-AMX-4X 

HSA-PG 

[IgE Específica] (UI/mL)

0.1 0.2 0.4 0.9 1.1 7

S
e

ñ
a

l 
(u

.a
)

0

2000

4000

6000

8000

10000

12000

14000

H1-AMX 

H1-AMX 4X 

H1-PG 

A B

 



Metodología bioanalíticas para el diagnóstico in vitro de alergia a antibióticos β-lactámicos  

122 

 

Si se observa la estructura química de la AMX, ésta exhibe en su cadena lateral 

una amina primaria. Este grupo funcional puede reaccionar con el carboxilo generado tras 

la apertura del anillo de su estructura, dando lugar reacciones de ciclación. 

Alternativamente, el grupo amino puede reaccionar con el grupo carboxilo generado tras 

la ruptura del anillo de otras moléculas de AMX dando lugar a un proceso de dimerización 

(Figura 58). Estos procesos secundarios reducen la capacidad de conjugación de la AMX 

a la proteína transportadora. 

Para mejorar este rendimiento de conjugación, se llevó a cabo la adición de AMX 

recién preparada cada dos horas durante un periodo de 8 horas (H1-AMX-4X y HSA-

AMX-4X). Como se observa en la Figura 57, la señal del ensayo utilizando estos 

antígenos aumentó significativamente, llegando incluso, en el caso del antígeno 

preparado con histona H1, a mejorar el reconocimiento respecto al antígeno de PG a la 

misma concentración de IgE. 

4.3.1. Caracterización de los antígenos  

Los antígenos de HSA y H1 se caracterizaron siguiendo los métodos descritos en 

la sección 3.4. En primer lugar, se evaluó el porcentaje de conjugación de los antígenos 

de PG utilizando el método del TNBS que permite cuantificar el número de grupos 

aminos libres que presenta el transportador antes y después de la conjugación. Así pues, 

no se puede utilizar cuando el hapteno conjugado presenta en su estructura grupos aminos 

como es el caso de la AMX.  

Como se observa en la Figura 59, el porcentaje de conjugación aumentó conforme 

creció la relación molar, siendo en los antígenos de HSA, 7, 6, 13, 65, 76 % para las 

relaciones molares 30, 100, 300, 1000 y 3000, respectivamente. En el caso de los 

antígenos de H1, los resultados obtenidos fueron similares, 12, 25, 56 y 89 % para 30, 

100, 300 y 1000, respectivamente, si bien se observó que el porcentaje de conjugación 

fue significativamente más alto a relaciones molares más bajas comparado con los 

resultados obtenidos con los antígenos de HSA. 
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Figura 59. Resultado de la determinación del porcentaje de conjugación para los 

antígenos de PG utilizando el método del TNBS. 

Estos resultados fueron confirmados mediante electroforesis SDS-PAGE, como 

se muestra en la Figura 60. 

Los antígenos de HSA preparados con relaciones molares 30 y 100 (línea 7 y 8), 

no presentaron diferencias significativas con la proteína sin conjugar (línea 6). Un ligero 

aumento de la masa molar se observó a las relaciones molares superiores (líneas 9 - 11), 

alcanzando el máximo a 3000 (línea 11). La banda de la línea 11 se asocia a una masa 

molecular estimada de 70.000 Da lo que corresponde a un aumento de masa molecular 

del antígeno de aproximadamente 4000 Da respecto a la masa del transportador. Esto 

supone una relación molar PG/proteína de 11. Estos resultados revelaron que la eficiencia 

de conjugación fue baja, (< 1 %). Teniendo en cuenta el número de lisinas que presenta 

esta proteína (59), y los resultados obtenidos en el TNBS (76 %) cabría esperar que el 

número de moléculas de penicilina conjugadas fuese mayor. Esto es probablemente 

debido, a que la mayoría de los grupos lisina no están espacialmente accesibles, 

dificultando la conjugación de la PG. Si comparamos los resultados obtenidos en este 

trabajo con los obtenidos por otros autores se observa que el número de moléculas de 

penicilina conjugada por molécula de HSA fue similar (entre 6 - 8 PG por HSA). 
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En el caso de los antígenos de H1, se observó que, la proteína sin conjugar (línea 

1) mostró dos bandas alrededor de 30 KDa. Esto es debido, por un lado, a su composición 

estructural que hace que esta proteína corra de manera anómala por el gel, apareciendo 

en bandas ligeramente superior de lo esperado teniendo en cuenta su masa molecular 

(21.5 KDa) y, por otro lado, esta proteína es un conjunto de seis isómeros con una 

secuencia primaria similar. Al igual que ocurría con los antígenos de HSA, los antígenos 

de H1 de relación molar 30 y 100 (línea 2 y 3) presentaron bandas similares a las de la 

proteína sin conjugar, mostrando un bajo grado de conjugación, como revelaron los 

resultados obtenidos con el método TNBS y el bajo reconocimiento obtenido en el ensayo 

de determinación de IgE (Figura 55). Sin embargo, un aumento en la relación molar 

produjo una variación considerable de la masa molecular del antígeno. En el caso del 

antígeno producido a relación molar 300 (línea 4), se observó un aumento de la masa 

molecular de aproximadamente 10 KDa, que corresponde a 25 - 30 moléculas de 

penicilina conjugadas por molécula de H1. Un aumento de la relación molar (línea 5), 

produjo una definición de esa banda evidenciando aún más el incremento de la masa 

molecular del antígeno.  

 

Figura 60. Imagen del gel de electroforesis de los antígenos de HSA-PG y H1-PG 

preparados a diferentes relaciones molares. 
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Por otro lado, también se realizó el estudio de caracterización mediante 

electroforesis para los antígenos de AMX (Figura 61). Como era de esperar, se observó 

que los antígenos preparados a relación molar 300 y 3000 con H1 y HSA (1x), 

respectivamente, presentaron un menor aumento de masa molecular, que los antígenos 

preparados con adiciones sucesivas de AMX recién preparada (4x). Un aumento del 

número de adiciones (8x) no produjo un mayor aumento en la masa molecular. Al igual 

que ocurría en el caso de los antígenos de PG, el aumento de la masa molecular del 

antígeno de H1-AMX-4x fue de 10 KDa, estimándose una modificación de 25-30 

residuos de lisina. En el caso del antígeno de HSA, este aumento de la masa molar no fue 

tan evidente. 

 

Figura 61. Imagen del gel de electroforesis de los antígenos de HSA-AMX y H1-AMX.  

Los antígenos de histona exhiben varias bandas debido a sus diferentes isoformas, 

como se observa en los geles de electroforesis anteriores. Por ello, se planteó purificar 

mediante cromatografía de intercambio iónico las poblaciones y así aislar aquellas con 

mayor número de haptenos unidos.  

Los antibióticos β-lactámicos se anclan a las proteínas a través de grupos amino. 

Esta unión genera un cambio del punto isoeléctrico hacia un pH más ácido. Es por ello 

que se utilizó la cromatografía de intercambio iónico para purificar las distintas 

poblaciones de antígeno.  
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Tabla 16. Valores del pI de los antígenos de HSA y H1.  

Proteína pI teórico Nº lisinas 
Nº Lisinas 

conjugadas 

pI teórico del 

antígeno 

HSA 5.9 60 10 4.9 

H1 11.0 63 25 8.5 

Basándose en el punto isoeléctrico teórico de los antígenos preparados (Tabla 16), 

se llevó a cabo la purificación, siguiendo el protocolo descrito en la sección 3.4.4 de 

Materiales y Métodos, y utilizando columnas HiTrap S (columna de intercambio 

catiónico) y HiTrap Q (columna de intercambio aniónico) para el antígeno de histona y 

HSA, respectivamente.  

Al purificar el antígeno H1-PG por cromatografía de intercambio catiónico, se 

observó que todo el antígeno se encontraba en la fracción no retenida. Este resultado 

indicó que el antígeno no fue retenido en la columna debido a que su punto isoeléctrico 

era inferior al tampón de trabajo (7.5). Por lo tanto, el número de moléculas de PG 

conjugadas debía ser mayor al estimado por electroforesis. Este error en la estimación de 

la conjugación puede ser consecuencia de que la proteína H1 presenta un patrón 

electroforético anómalo por su estructura altamente básica. Sin embargo, los antígenos al 

encontrarse conjugados a estos grupos básicos pueden corregir esta anomalía y correr en 

función a su masa molecular real.  

En base a estos resultados, tanto los antígenos de H1 como los de HSA se 

purificaron mediante intercambio aniónico. Los resultados obtenidos se muestran en la 

Figura 62. El antígeno de histona mostró una única banda y el de HSA dos bandas. Sin 

embargo, la banda perteneciente al antígeno de H1 era más ancha, lo que nos indica un 

posible solapamiento de poblaciones. Los antígenos de AMX presentaron un 

comportamiento similar a los antígenos de PG descritos.  
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Figura 62. Cromatograma de intercambio iónico de los antígenos H1-PG y HSA-PG 

por la columna de cromatografía de intercambio iónico.  

Con el fin de establecer el patrón de reconocimiento de las diferentes fracciones 

purificadas (19 - 20 en el caso del antígeno de H1 y 18 - 22 en el caso del antígeno de 

HSA), éstas se inmovilizaron sobre la superficie del disco y se evaluaron con una muestra 

con elevada concentración de IgE anti-PG, siguiendo el ensayo indirecto de cuatro etapas 

usando GAM-HRP (sección 3.6.3A de Materiales y métodos). Los resultados obtenidos 

se presentan en la Figura 63.  

 

Figura 63. Estudio de la sensibilidad alcanzada con los antígenos purificados. 
*No hay diferencias estadísticamente significativas entre poblaciones. 
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Tras la realización del inmunoensayo se observó que no había diferencias 

estadísticamente significativas entre las señales de las diferentes fracciones y el antígeno 

sin purificar. Por lo tanto, al no obtenerse una mejora analítica se procedió a trabajar con 

el conjunto de poblaciones sin purificar. 

 La relación molar BL/transportador de los antígenos preparados se calculó 

también mediante MALDI-TOF.  Los antígenos preparados con la proteína HSA (Figura 

64 y Tabla 18) presentaron la máxima intensidad a masas moleculares 74.476 y 71.306 

Da, para PG y AMX, respectivamente. Esto corresponde a una variación de masa de 7620 

Da en el caso de PG y de 4450 Da en el caso de AMX. Por lo tanto, en base a esta 

diferencia y a los estudios realizados con anterioridad se concluyó que el antígeno de 

penicilina se encontraba 1.8 veces más conjugado que el de AMX. Estos resultados 

concuerdan con los obtenidos en el ensayo de reconocimiento (Figura 57A), en el que se 

observa que antígeno de PG presentó mayor sensibilidad que el antígeno de AMX. 

 A pesar de que el antígeno de AMX se encuentra menos conjugado, se ha 

observado que se alcanzó el rendimiento máximo de conjugación para este fármaco, ya 

que como se comentó anteriormente, un aumento en la relación molar no conllevaba un 

aumento en la masa molecular del antígeno (Figura 61). Este hecho puede deberse a 

impedimentos estéricos y repulsión de cargas que puede generar el grupo amino e 

hidroxilo que presenta este antibiótico en su estructura. 

Tabla 17. Relación molar hapteno/HSA de los antígenos β-lactámicos calculada por 

MALDI-TOF 

Antígeno 
Masa molecular 

HSA (Da) 

Masa molecular 

Antígeno (Da) 

Diferencia 

(Da) 

Relación molar 

BL/proteína 

HSA-PG 66.856 74.476 7620 21 

HSA-AMX 66.856 71.306 4450 12 
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Figura 64. Espectro MALDI-TOF de los antígenos HSA-PG, HSA-AMX y la proteína 

HSA. 

En el caso de los antígenos de H1, la proteína H1 sin conjugar mostró un pico muy 

intenso a 21.987 Da (Figura 65). Sin embargo, el antígeno H1-PG no exhibió ninguna 

señal, lo que nos indicó que la morfología de este antígeno evita su vuelo, no pudiendo 

determinarse su masa molecular mediante esta técnica. El antígeno de H1-AMX-4x, por 

el contrario, presentó una banda ancha a 39.346 Da provocada por las diferentes 

poblaciones BL/proteína que conforman el antígeno, como se describió anteriormente. 

En base a estos resultados se estableció que esta técnica no permite obtener información 

precisa del grado de conjugación, teniendo que recurrir por lo tanto a otras técnicas. 

La proteína H1 no contiene residuos de cisteína a lo largo de su secuencia 

peptídica. Por lo que no presenta átomos de azufre en su composición elemental. Sin 

embargo, tanto la PG como la AMX, exhiben en su estructura química un único átomo 

de azufre en el anillo tiazolidínico, de modo que, se puede estimar el número de haptenos 

unidos a esta proteína midiendo la variación del porcentaje de azufre en la composición 

del antígeno. 
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 Para realizar esta evaluación se llevó a cabo el análisis elemental de los antígenos 

y de la proteína H1 sin modificar, siguiendo el protocolo descrito en la sección 3.4.6 de 

Materiales y Métodos. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 18. 

 

Figura 65. Espectro MALDI-TOF del antígeno H1-AMX y la proteína H1. 

Tabla 18. Composición elemental (N, C, H, S) de la proteína H1 y los antígenos 

H1-PG y H1-AMX-4x. 

Antígeno 
Masa 

molecular (Da) 
N (%) C (%) H (%) S (%) 

H1 21.987 15.2 45.7 7.1 0.0 

H1-PG ND 11.8 48.0 6.3 3.4 

H1-AMX ND 12.4 45.4 6.5 3.2 

ND: No determinada 

El contenido de azufre en los antígenos de PG y AMX correspondía a una relación 

molar de 45 y 41, respectivamente, siendo la masa molecular para cada uno de ellos de 

41.309 y 41.243 g/mol, respectivamente. Estos datos concuerdan con el bajo punto 

isoeléctrico de los antígenos (< 7.5) observado en la cromatografía de intercambio iónico, 

y con los resultados obtenidos mediante las técnicas de electroforesis y MALDI-TOF.  
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Al comparar el grado de conjugación de los antígenos de H1 y HSA, se observó 

que los formados con la proteína H1 se encuentran 2.1 y 3.4 veces más conjugados con 

PG y AMX, respectivamente que los antígenos formados con la proteína HSA.  

4.3.2. Reproducibilidad de la preparación de los antígenos 

La reproducibilidad en la preparación de antígenos β-lactámicos es clave ya que 

es importante que el grado de conjugación se mantenga entre los diferentes lotes, para 

obtener una respuesta homogénea. Para evaluar este parámetro se prepararon 3 lotes de 

los antígenos H1-PG y H1-AMX-4x, uno por semana, siguiendo el mismo protocolo de 

conjugación. 

Los conjugados de los tres lotes fueron inmovilizados sobre la superficie del disco 

compacto en formato de micromatriz y evaluados siguiendo el ensayo indirecto de cuatro 

etapas usando GAM-HRP (sección 3.6.3A de Materiales y métodos). En este estudio se 

utilizaron diluciones seriadas (1/4) de una muestra representativa y de concentración 

conocida de IgE especifica frente a PG y AMX, siento ésta 4.37 y 5.09 UI/mL, 

respectivamente. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 66. 

 

Figura 66. Evaluación de la reproducibilidad de la conjugación de tres lotes de 

antígenos de PG(A) y AMX(B).  

*No hay diferencias estadísticamente significativas. 

Como se puede observar, los tres lotes mostraron una respuesta similar para cada 

una de las concentraciones estudiadas tanto para los antígenos de PG (Figura 66A) como 

de AMX (Figura 66B). Estos datos se confirmaron con un ANOVA multifactorial de dos 
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variables, revelando que no existían diferencias estadísticamente significativas entre las 

señales obtenidas para cada concentración siendo p > 0.05, confirmando la buena 

reproducibilidad en la preparación de los conjugados antigénicos.  

4.4. Evaluación y validación de las prestaciones analíticas del ensayo con los 

antígenos de HSA y H1. 

Las prestaciones analíticas del ensayo desarrollado fueron evaluadas con los 

antígenos de H1 y HSA, determinando la concentración de IgE específica de un conjunto 

de 101 muestras de suero humano, 52 pacientes alérgicos a AMX y 49 donantes sanos no 

atópicos. La concentración de IgE especifica fue calculada promediando los valores 

obtenidos al interpolar las señales en la curva de calibrado heteróloga tras analizar cada 

muestra 10 veces. Los resultados se muestran en las Tablas A2.1 y A2.2.  

En relación a la determinación de la IgE específica frente a PG, los ensayos 

utilizando tanto el antígeno H1 como el HSA detectaron un número similar de pacientes 

alérgicos, 8 y 7, respectivamente. Sin embargo, en algunas muestras sólo se observó 

reactividad frente a los antígenos H1, como fue el caso de los pacientes 18, 29 y 41, 

mientras que la muestra del paciente 49 sólo reaccionó con el antígeno HSA. Además, 

algunos sueros de pacientes alérgicos que presentaban respuesta frente a los dos 

antígenos, mostraban un mayor reconocimiento frente al antígeno de H1, como los 

pacientes 19, y 8, mientras que otros presentaban mayor reconocimiento frente al antígeno 

de HSA como el paciente 17 y 42. Estos resultados podrían indicar la existencia de dos 

epítopos o poblaciones de IgE diferentes con distinta afinidad hacia los antígenos, 

confirmándose de nuevo que la proteína transportadora juega un papel esencial en el 

reconocimiento antígeno-IgE.  

Por otro lado, los resultados relacionados con la determinación de IgE específica 

a AMX revelaron que el antígeno H1 mostró un resultado positivo en un mayor número 

de sueros de pacientes que el antígeno HSA, 22 y 7 pacientes alérgicos, respectivamente. 

Además, los sueros de pacientes que dieron un resultado positivo con el antígeno de HSA, 

también lo dieron con el de H1, pero con este último la respuesta fue mayor. Estos 

resultados revelaron que el antígeno H1 muestra una gran similitud estructural con el 

epítopo principal responsable del proceso de sensibilización. Cabe mencionar que, 
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algunos pacientes que fueron diagnosticados como negativos en la prueba de punción 

cutánea, mostraron resultados positivos en el ensayo desarrollado (concentración de IgE 

específica superior al límite de detección), como fue el caso de los pacientes 21 y 49. 

Además, otros pacientes como el 17 y 41 fueron negativos a la AMX según las pruebas 

de punción cutánea, en cambio se detectó IgE específica en suero, lo que apoya el papel 

complementario de las pruebas in vitro para el diagnóstico de alergia a medicamentos. 

Estos resultados indicaron una buena sensibilidad analítica ya que se permite detectar a 

pacientes que presentan valores de IgE por debajo del 0.1 UI/mL. 

Por otro lado, las 101 muestras analizadas resultaron negativas para los antígenos 

HSA y H1 de AZT (señal por debajo del LOD), utilizados como controles negativos para 

comprobar la selectividad de los ensayos. Esta selectividad fue corroborada tras observar 

que todos los sueros control también mostraron resultados negativos para los antígenos 

evaluados (Tabla A2.2). La reproducibilidad del ensayo se determinó a partir de la 

diferencia de la densidad óptica de las réplicas leídas en un mismo array y disco e 

interdisco (5 discos, 1 array por disco y 2 réplicas por array) y se expresó como desviación 

estándar relativa (RSD). Las RSD interdisco e intradisco variaron del 5 al 8 % y del 15 al 

35 %, respectivamente. 

Para validar un método analítico cuantitativo, uno de los parámetros a evaluar, 

además de la sensibilidad, selectividad y reproducibilidad, es la linealidad del sistema y 

el intervalo de trabajo. Este estudio consistió en calcular experimentalmente, usando la 

curva heteróloga anteriormente propuesta, la concentración de IgE específica por 

disolución seriada (1/2-1/64) de una muestra con 9.6 UI/mL y 7.02 UI/mL de sIgE frente 

PG y AMX, respectivamente, y comparar los valores de concentración obtenidos con el 

valor de concentración teórico para cada dilución.  

Como se observa en la Figura 67, la concentración de IgE específica tanto de PG 

como AMX, disminuyó proporcionalmente con la dilución. El porcentaje de 

recuperación, calculado como el cociente entre [IgE]experimental y [IgE]teórica, para 

cada una de las diluciones evaluadas se muestra en el recuadro de la Figura 67. Los 

ensayos con los cuatro antígenos evaluados presentaron para todas diluciones unos 

buenos porcentajes de recuperación (90 – 117 %), lo cual indica que el método 
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desarrollado permite la cuantificación de muestras de suero en un amplio rango de 

concentración de IgE específica. 

 

Figura 67. Estudio de linealidad utilizando una muestra positiva de concentración 

conocida y un conjunto de controles negativos como diluyente. El porcentaje de 

recuperación para cada dilución representado en la gráfica insertada fue calculado como 

la relación entre el valor experimental y el valor esperado de acuerdo a la dilución. 

Finalmente, se evaluó la exactitud del ensayo calculando el porcentaje de 

recuperación medio (RM) para cada antígeno, entendiendo como valor verdadero el 

obtenido con el ensayo ImmunoCAP (Ecuación 5).  

𝑅𝑀(%) =

∑
[𝑠𝐼𝑔𝐸] 𝑜𝑏𝑡𝑒𝑛𝑖𝑑𝑜 𝑒𝑛 𝐷𝑉𝐷

[𝑠𝐼𝑔𝐸] 𝑠𝑒𝑔ú𝑛 𝐼𝑚𝑚𝑢𝑛𝑜𝐶𝐴𝑃
 𝑥100𝑛

𝑖=1

𝑛
 𝐸𝑐. 5 

Para ello, se tuvieron en cuenta únicamente aquellas muestras de pacientes que 

mostraron resultados por encima del límite de detección del ensayo y del sistema de 

referencia (ImmunoCAP).  

La concentración de sIgE obtenida en el ensayo desarrollado en DVD utilizando 

los antígenos de PG fue considerablemente más baja que la obtenida por el ensayo de 

referencia, mostrando un valor de recuperación medio de 26 y 27 % para los antígenos 
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preparados con las proteínas H1 y HSA, respectivamente. Este resultado reveló la baja 

exactitud del sistema para cuantificar sIgE anti-PG. En el caso de la cuantificación de 

sIgE a AMX, se observó que el ensayo con el antígeno HSA-AMX mostró una exactitud 

baja, con un porcentaje de recuperación medio del 35 %, mientras que utilizando el 

antígeno de H1-AMX-4x, las concentraciones obtenidas se asemejaron más a las del 

método de referencia, con un porcentaje de recuperación medio del 80 %.  

 

Figura 68. Estudio de correlación entre el ensayo en DVD utilizando calibración 

heteróloga en PBST e ImmunoCAP para los antígenos H1-PG, H1-AMX, HSA-PG y 

HSA-AMX. 

Para confirmar estos resultados se realizó la correlación de Pearson (Figura 68). 

Aunque los ensayos con los antígenos H1-PG, HSA-PG y HSA-AMX presentaron una 

buena correlación (r > 0.9), la pendiente de las rectas fue baja (< 0.5), indicando que el 

ensayo en disco produce una infracuantificación del nivel de IgE en las muestras. Estos 

resultados concuerdan con los obtenidos con el porcentaje de recuperación medio. En el 

caso del ensayo con el antígeno H1-AMX tanto la correlación como la pendiente de la 

recta, muestran resultados pobres, por lo que se concluyó que, aunque el sistema presentó 
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buena sensibilidad, selectividad, precisión y linealidad, no correlaciona bien con el 

método de referencia y, por lo tanto, presenta baja exactitud.  

4.5. Mejora de las prestaciones analíticas del sistema a través de la calibración 

del método 

4.5.1. Calibración heteróloga 

Diversos estudios han determinado que existe una relación entre la concentración 

de IgE especifica con la severidad de los síntomas que presenta el paciente. Por ello, 

desarrollar un método que presente buena exactitud en la cuantificación de IgE es 

fundamental. Uno de los factores que puede afectar a la exactitud del ensayo y por lo 

tanto a la cuantificación de la IgE, es el efecto matriz, ya que el suero sanguíneo es una 

disolución compleja con múltiples compuestos como proteínas, ácidos grasos, azúcares 

etc, que pueden interferir en el reconocimiento antígeno/IgE. Para evaluar este efecto se 

prepararon curvas de calibrado heterólogas, diluyendo los calibradores en PBST y en 

suero de un paciente con hipogammaglobulinemia (sin IgE) como diluyente. Las señales 

obtenidas fueron representadas frente a la concentración y ajustadas a una logística de 

cuatro parámetros como se muestra en la Figura 69.  
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Figura 69. Curva de calibración heteróloga utilizando PBST o suero sin IgE como 

diluyentes del patrón de IgE total (OMS).  
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El ensayo realizado en PBST mostró un límite de detección de 0.06 UI/mL, 2 

veces más bajo que el que presentó el calibrado en suero sanguíneo (LOD = 0.13 UI/mL). 

La variación en la sensibilidad del ensayo se confirmó mediante un estudio ANOVA de 

las pendientes que presentaban los dos ajustes. Este estudio corroboró que existía una 

diferencia estadísticamente significativa entre ambas curvas de calibrado (p < 0.005). Por 

lo tanto, en base a estos resultados se concluyó que los componentes presentes en el suero 

sanguíneo reducen la capacidad de reconocimiento de IgE específica hacia el antígeno. 

Con el fin de estudiar el efecto de la matriz la sensibilidad del ensayo y la 

influencia de la dilución del suero en la señal analítica, diferentes proporciones de PBST-

suero se doparon con 5.0 UI/mL de IgE total. Posteriormente el reconocimiento se evaluó 

mediante el inmunoensayo indirecto de 4 etapas descrito en 3.6.3A.  

Los resultados representados en la Figura 70 muestran una disminución de la señal 

del 37 % cuando se utiliza suero humano como diluyente, en comparación con el PBST. 

Esta señal se recuperó gradualmente en las disoluciones preparadas con mayor proporción 

de PBST alcanzándose el valor máximo de señal a una dilución 1/8 (v/v), no 

observándose, con un 95 % de confianza, diferencias estadísticamente significativas entre 

esta dilución y el PBST (p = 0.62).  

 

Figura 70. Efecto de la dilución del suero en el ensayo de determinación de IgE total. 
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En cuanto a la sensibilidad, diluir el suero con PBST 1/4 y 1/8 (v/v) producía una 

disminución de 1.4 y 2.2 veces el LOD, respectivamente (Tabla 19). Sin embargo, esta 

mejora en la sensibilidad del ensayo fue inferior al factor de dilución, no resultando por 

lo tanto práctica la dilución de la muestra.  

Tabla 19. Límite de detección obtenido para cada una de las diluciones de la matriz.  

Matriz 
Factor de 

dilución 

Límite de detección 

(UI/mL) 

LOD x factor 

(UI/mL) 

PBST - 0.06 - 

1/8 (v/v) 1/8 0.06 0.48 

1/4 (v/v) 1/4 0.09 0.36 

1/2 (v/v) 1/2 0.13 0.26 

Suero - 0.13 0.13 

 Otra estrategia estudiada para disminuir el efecto matriz sin necesidad de recurrir 

a la dilución de la muestra consiste en acondicionarla con surfactantes no iónicos, como 

el Tween 20. Este detergente permite romper los enlaces hidrofóbicos e iónicos que 

ocurren entre las biomoléculas y los compuestos inmovilizados en la superficie, 

reduciendo las interacciones inespecíficas y evitando los falsos positivos.205 En este 

contexto, se estudió el efecto de la adición de Tween 20 en la sensibilidad y especificidad 

del ensayo. Para ello, una muestra de suero con concentración conocida de IgE total se 

acondicionó con diferentes concentraciones de Tween 20 (0 – 2 %) y se evaluó siguiendo 

el ensayo indirecto de cuatro etapas utilizando GAM-HRP (Sección 3.6.3A). 

 Tras la incubación de la muestra de suero acondicionada y lavado de la superficie 

del disco con agua desionizada, se observó que el ángulo de contacto de la superficie 

variaba en función de la concentración de Tween 20 (Figura 71).  
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Figura 71. Ángulo de contacto de la superficie tras la incubación de una muestra de 

suero acondicionada con diferentes concentraciones de Tween 20. 

La superficie el disco en la que se incubó la muestra de suero con baja 

concentración de Tween 20 (0 – 0.25 %) mostraba valores de ángulos de contacto 

comprendidos entre 55 y 65º. Este cambio en la hidrofobicidad fue consecuencia de la 

adsorción pasiva de los compuestos de la muestra sobre la superficie. Sin embargo, 

conforme aumentó la concentración de Tween 20, el ángulo de contacto aumentaba 

alcanzando el máximo a 1.0 % Tween 20 (80 º). Estos resultados indicaron que a esta 

concentración de surfactante se había eliminado la adsorción inespecífica de los 

interferentes sobre la superficie 

No obstante, la adsorción inespecífica de los interferentes de la muestra sobre la 

superficie no afectó a la determinación de IgE. Ya que como se observa en la Figura 72, 

las señales de los blancos (0 UI/mL de IgE específica) se mantuvieron en todos los casos 

por debajo del límite de detección. Esto se debe a que, al ser la IgE una de las proteínas 

minoritarias del suero sanguíneo, éstas no se adsorben sobre la superficie, sino que son 

las proteínas mayoritarias como la HSA y las alfa globulinas las que se quedan 

inmovilizadas. Además, una prueba ANOVA multifactorial de dos variables, indicó que 

para ninguna de las concentraciones de IgE evaluadas existían diferencias 

estadísticamente significativas entre las señales obtenidas para cada una de las 
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concentraciones de Tween estudiadas. Estos resultados revelaron que acondicionar la 

muestra con Tween no influía significativamente en las prestaciones analíticas del ensayo 

de determinación de IgE específica. Por lo tanto, se concluyó que la exactitud y la 

sensibilidad analítica del método es independiente del acondicionamiento de la muestra. 

 

Figura 72. Efecto de la concentración de Tween 20 en la señal de 

reconocimiento de IgE en muestras de suero sanguíneo. 

Una vez establecidas las condiciones del ensayo respecto al acondicionamiento de 

la muestra y de los calibradores, se cuantificó el contenido de IgE específica de las 

muestras tanto de pacientes alérgicos como de controles utilizando la calibración 

heteróloga en suero (Tabla A2.3), y se calculó la correlación y el porcentaje de 

recuperación que presentaban con respecto al método de referencia (Figura 73). Como se 

observa en la Figura 73, al igual que ocurría en la calibración heteróloga en PBST, la 

correlación entre ensayos fue alta (r > 0.87). 

Respecto a la exactitud del ensayo, el porcentaje de recuperación medio para los 

antígenos de PG, H1-PG y HSA-PG, y el antígeno de AMX, HSA-AMX mejoraron 

considerablemente utilizando la calibración heteróloga en suero, siendo éste 76, 77 y 107 

%, respectivamente. 
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Figura 73. Estudio de correlación entre el sistema en DVD utilizando calibración 

heteróloga en suero sanguíneo e ImmunoCAP para los antígenos de PG y AMX. 

Sin embargo, los valores de sIgE anti-AMX obtenidos utilizando el antígeno H1-

AMX fueron considerablemente más altos que los obtenidos mediante ImmunoCAP, con 

un porcentaje de recuperación de 192 %.   

La diferencia entre los porcentajes de recuperación medios obtenidos con los 

antígenos H1-AMX y HSA-AMX puede deberse a la diferencia del grado de conjugación 

de éstos, 60 y 20 %, respectivamente. Sin embargo, en la Figura 57, se observó que, para 

una misma concentración de IgE, el antígeno H1-AMX presentaba una mayor respuesta 

que el H1-PG, cuyo grado de conjugación era similar, indicando que no solo el grado de 

conjugación es crítico en el reconocimiento. Las diferencias obtenidas entre estos dos 

antígenos puede ser consecuencia, por un lado, de que la AMX puede exhibir una mejor 

disposición espacial y accesibilidad para el reconocimiento de la IgE, y por otro, a que 

este antígeno puede presentar una mayor similitud al determinante antigénico generado 

en el proceso de sensibilización de los pacientes. En base a estos resultados se concluye 

que, el sistema de calibración heterólogo puede generar disparidad en los resultados, ya 

que no tienen en cuenta el grado de conjugación del antígeno, la disposición espacial del 

y = 1.2863x - 0.4155
r = 0.956

0

2

4

6

8

10

0 2 4 6 8 10

[s
Ig

E
] 
D

V
D

 (
U

I/
m

L
)

[sIgE] ImmunoCAP (UI/mL)

y = 1.288x - 0.549
r = 0.976

0

2

4

6

8

10

0 2 4 6 8 10

[s
Ig

E
] 
D

V
D

 (
U

I/
m

L
)

[sIgE] ImmunoCAP (UI/mL)

y = 2.0423x - 0.1673
r = 0.879

0

2

4

6

8

0 2 4 6 8

[s
Ig

E
] 
D

V
D

 (
U

I/
m

L
)

[sIgE] ImmunoCAP (UI/mL)

y = 0.8329x - 0.0701
r= 0.931

0

2

4

6

8

0 2 4 6 8

[s
Ig

E
] 
D

V
D

 (
U

I/
m

L
)

[sIgE] ImmunoCAP (UI/mL)

HSA-PG HSA-AMX

H1-PG H1-AMX



Metodología bioanalíticas para el diagnóstico in vitro de alergia a antibióticos β-lactámicos  

142 

 

determinante, ni la afinidad antígeno-anticuerpo. Es por ello, que es necesario establecer 

antígenos de referencia, cuya respuesta con sIgE de los pacientes esté bien estudiada y 

que puedan armonizar las respuestas entre ensayos, o utilizar patrones de calibración 

específicos para cada uno de los alérgenos. A pesar de esta necesidad, actualmente, no se 

comercializan estándares de calibración específica.  

Con respecto a la reproducibilidad de los resultados se observó que, al igual que 

para el ensayo en el que se utiliza la calibración heteróloga en PBST, se ha obtenido una 

RSD media de 34 y 36 % para PG y AMX respectivamente. 

4.5.2. Calibración homóloga 

Con el fin de estandarizar los resultados de los ensayos in vitro se planteó estudiar 

la calibración homóloga como sistema de cuantificación de IgE específica. Para ello, se 

utilizó como patrón de calibración una muestra representativa de concentración conocida 

de IgE. Las señales obtenidas para cada concentración tras la realización del ensayo 

indirecto de cuatro etapas usando GAM-HRP (sección 3.6.3A de Materiales y métodos), 

utilizando H1-AMX-4X y H1-PG como antígenos, se ajustaron a una curva logística de 

cuatro parámetros y se compararon con la curva de calibrado heteróloga (Figura 74), 

realizando una prueba ANOVA de las pendientes y la concentración media efectiva 

(EC50). 

Este estudio reveló que no existían diferencias significativas en términos de 

sensibilidad (EC50 y pendiente) entre las curvas de calibrado heteróloga y homóloga de 

sIgE-PG (p = 0.1590). Sin embargo, sí había diferencias significativas entre la curva 

homóloga de sIgE-AMX y la curva heteróloga (p < 0.005), siendo la pendiente de la curva 

y la EC50 entre 1.8-2 veces más baja en la primera. La diferencia de sensibilidad analítica 

mostrada entre los dos modos de calibración de sIgE-AMX evidenció la necesidad de 

establecer una calibración homóloga para obtener información cuantitativa fiable. 

En cuanto a los límites de detección y cuantificación de las dos estrategias 

estudiadas, se observó que la calibración homóloga de sIgE-PG mostró resultados 

similares a los obtenidos por la heteróloga siendo, el LOD y LOQ de 0.10 UI/mL y 0.41 

IU/mL, respectivamente. Sin embargo, la calibración homóloga de sIgE-AMX mejoró los 

límites de detección y cuantificación a 0.06 y 0.22 UI/mL, respectivamente.  
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La reproducibilidad de las curvas de calibrado homólogas en términos de RSD 

oscilaron entre 20 y 35 %, en el rango de concentraciones de IgE estudiado. 
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Figura 74. Curvas de calibrado heteróloga (n=15) y homóloga (n=30). 

A continuación, se llevó a cabo la cuantificación de las muestras suero de 

pacientes y controles mediante calibración homóloga. Los resultados se muestran en la 

Tabla A2.4. Como era de esperar, el valor de recuperación medio de sIgE anti-PG 

utilizando la calibración homóloga fue similar al obtenido por la calibración heteróloga 

(70 %), ya que las dos curvas de calibrado no muestran diferencias significativas entre sí.  

Sin embargo, la cuantificación de IgE anti-AMX mejoro considerablemente utilizando 

este tipo de calibración, con un porcentaje de recuperación medio de 87 %. 

Finalmente, con respecto a la correlación que presenta este sistema de 

cuantificación con el método de referencia, se observó que para ambos antígenos la r es 

mayor a 0.93 (Figura 75). Además, la pendiente de ambas rectas, parámetro 

estrechamente relacionado con la exactitud, fue similar a 1, por lo que se demuestra que 

la calibración homóloga mejora la exactitud del ensayo y la correlación entre ensayos in 

vitro.  
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La reproducibilidad en la cuantificación de las muestras en términos de RSD 

media, fue similar a la obtenida en los demás sistemas de cuantificación externa 

evaluados, 34 y 35 % para PG y AMX, respectivamente. 

 

Figura 75. Estudio de correlación entre el sistema en DVD utilizando calibración 

homóloga e ImmunoCAP para los antígenos H1-PG y H1-AMX. 

4.5.3. Calibración interna 

De acuerdo con los resultados obtenidos en la evaluación de las distintas 

estrategias de calibración externas se puede establecer que las mejores prestaciones 

analíticas en términos de exactitud se obtienen con la calibración homóloga. Además, esta 

estrategia mejora la correlación con el ensayo in vitro de diagnóstico de alergias de 

referencia.  

Este sistema de calibración, a pesar de las ventajas que ofrece, presenta como 

principal limitación la necesidad de contar con grandes volúmenes de suero humano con 

elevada concentración de IgE específica de cada uno de los alérgenos, para poder realizar 

calibraciones periódicas que aseguren la exactitud de los resultados. Además, es difícil 

mantener la representatividad y reproducibilidad entre diferentes lotes de muestra, 

especialmente para los alergenos menos comunes o aquellos que como la alergia a 

fármacos, presenten bajas o mínimas concentraciones de IgE en suero.  

Con el fin de solventar esta limitación se han planteado en esta tesis el estudio de 

dos modos de calibración interna que permiten la normalización de resultados sin la 

necesidad de utilizar grandes cantidades del patrón de calibración homólogo.  
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4.5.3.1. Calibración interna homóloga 

Una de las estrategias estudiadas en esta tesis consistió en construir una curva de 

calibrado interna a partir de diferentes concentraciones de control positivo. Entre los 

diversos compuestos que pueden ser utilizados como control positivo, se optó por usar 

una IgE recombinante (rIgE) porque ofrece información de todas las etapas del ensayo.  

Para llevar a cabo este tipo de calibración, en primer lugar, se evaluó la 

reproducibilidad de la respuesta del control positivo a diferentes concentraciones (Figura 

76). La reproducibilidad, en términos de RSD, se determinó como resultado del análisis 

de 240 puntos (6 discos, 20 matrices por disco, y 2 réplicas por matriz). 

 

Figura 76. Variabilidad de la respuesta de los controles positivos en el rango lineal. 

Los resultados obtenidos mostraron una variación entre el 11 % y el 23 % para las 

diferentes concentraciones ensayadas. Estos resultados revelan que este control positivo 

es válido por su robustez, permitiendo realizar calibraciones internas con el fin de corregir 

y normalizar los errores sistemáticos del ensayo. 

Las señales medias obtenidas para cada una de las concentraciones de control 

positivo se relacionaron con las correspondientes concentraciones de IgE específica de 

PG y AMX de la curva de calibrado homóloga externa. Así pues, la señal correspondiente 

a una concentración de rIgE de 5 mg/L (5700 u.a) equivale a una concentración de IgE 
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específica de PG y AMX de 1.45 y 0.83 UI/mL, respectivamente (ver curva de calibrado 

homóloga, Figura 74).  

A continuación, se llevó a cabo el análisis de las muestras por quintuplicado, 

cuantificándolas a partir de la curva de calibrado interno. Los resultados se muestran en 

la Tabla A2.5. El uso de este tipo de calibración interna mejoró la reproducibilidad 

reduciendo la RSD de 34 a 22 % para la determinación de IgE especifica de PG y de 35 

a 32 % para la determinación de IgE especifica de AMX. Igualmente mejoró la 

cuantificación alcanzando un porcentaje de recuperación de 85 y 98 % para PG y AMX, 

respectivamente.  

Esta mejora también se vio reflejada en la correlación con el ensayo de referencia, 

alcanzando una r > 0.98 y una pendiente de 1.1 para los dos antígenos, superior a la 

obtenida con los sistemas de calibración externa (Figura 77).  

 

Figura 77. Correlación entre el ensayo en DVD utilizando la calibración homóloga 

interna en suero sanguíneo e ImmunoCAP para los antígenos H1-PG y H1-AMX 

4.5.3.2. Calibración con patrón interno 

Otra estrategia de calibración estudiada fue la calibración basada en patrón 

interno. Este tipo de calibración es ampliamente utilizado en cromatografía y 

espectroscopía de masas. Este método consiste en añadir un compuesto (patrón interno) 

a una concentración determinada, tanto en la muestra como en las disoluciones de 

calibración. Este modo de calibración permite compensar y reducir las desviaciones que 

puedan producirse en los procesos de medición o errores que puedan afectar al ensayo, 

como pueden ser errores de pipeteo, preparación de las muestras, variaciones asociadas a 
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la inmovilización de los antígenos, variaciones de las condiciones ambientales, como 

humedad relativa y temperatura que pueden afectar al reconocimiento antígeno-

anticuerpo, efecto matriz, estabilidad de los reactivos, entre otros.  

Para establecer que un compuesto puede ser usado como patrón interno, éste debe 

cumplir una serie de condiciones, como presentar propiedades fisicoquímicas similares 

al analito, no debe interferir con la determinación del mismo y no debe estar presente de 

forma natural en la muestra a analizar. Por ello, se seleccionó una IgE quimérica 

específica de AZT (qIgE) como patrón interno, ya que presenta una fracción constante de 

IgE que puede ser reconocida por los anticuerpos de detección, sin embargo, la región 

Fab es específica de antígenos de AZT, no interfiriendo en la determinación de IgE anti-

PG o AMX. Además, como se ha demostrado en la sección 4.4 todas las muestras 

evaluadas presentaron resultados negativos para este antígeno.  

Para confirmar que la qIgE puede ser utilizada como patrón interno y aprovechar 

al máximo las ventajas de esta estrategia de calibración, se evaluaron los siguientes 

parámetros: concentración óptima de patrón interno, selectividad del compuesto, 

compatibilidad con la muestra y estabilidad en muestras de suero humano.  

La determinación de la concentración óptima de qIgE se realizó adicionado a un 

conjunto de muestras de suero de controles no alérgicos a β-lactámicos, diferentes 

concentraciones de qIgE y seguidamente se evaluaron siguiendo el ensayo indirecto de 

cuatro etapas usando GAM-HRP (sección 3.6.3A de Materiales y métodos). Los 

resultados se muestran en la Figura 78.  

Se seleccionó como concentración óptima de qIgE el valor de EC50 de la curva, 

que correspondía con 4.25 UI/mL. Además, el uso de esta concentración de dopado 

produce una mínima dilución de la muestra, menor al 10 %, y una buena reproducibilidad, 

siendo el RSD 8 % y 15 % intra e inter-disco, respectivamente. 
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Figura 78. Respuesta analítica del patrón interno frente al antígeno de AZT. 

En este mismo estudio se comprobó que el anticuerpo era específico a AZT ya 

que para ninguna de las concentraciones estudiadas aparecieron señales para los antígenos 

de AMX y PG. Además, se confirmó este resultado comparando las señales obtenidas tras 

analizar diluciones seriadas de una muestra de concentración de IgE específica de PG y 

AMX conocida con y sin adición de patrón interno (Figura 79). 

 Los resultados mostraron que no había diferencias estadísticamente significativas 

entre las señales (p > 0.005), concluyéndose que utilizar este patrón interno no afecta al 

reconocimiento específico antígeno/IgE.  
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Figura 79. Evaluación de la selectividad del patrón interno.  

También se evaluó la estabilidad del patrón interno en suero humano. Para ello, 

se preparó un conjunto de 16 muestras de suero control con una concentración conocida 

de 4.5 UI/mL de qIgE y se incubó durante diferentes tiempos. Las señales obtenidas para 

cada uno de los tiempos evaluados se normalizaron a la señal obtenida a tiempo 0.  

Como se muestra en la Figura 80, no se observaron diferencias estadísticamente 

significativas en la señal normalizada de reconocimiento entre 0 - 4 horas. Sin embargo, 

transcurridas 8 horas se observó una disminución de un 40 % de la señal analítica. Estos 

resultados indican que el patrón interno es estable y compatible con muestras de suero 

humano en las condiciones y duración del ensayo, hasta 4 horas, aunque es recomendable 

no dilatar demasiado el uso de estos patrones una vez preparados. 

Todos estos estudios concluyeron que el uso de qIgE como patrón interno es una 

estrategia interesante para la cuantificación de IgE específica frente a PG y AMX 

presentes en muestras de suero sanguíneo. 
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Figura 80. Evaluación de la estabilidad de la IgE quimérica en suero sanguíneo. 

Seguidamente, se realizaron las curvas de calibrado normalizadas con patrón 

interno. Para ello, se prepararon diluciones seriadas del patrón de calibración homólogo 

con una concentración de qIgE de 4.25 UI/mL y se realizó el ensayo indirecto de cuatro 

etapas utilizando GAM-HRP descrito en la sección 3.6.3A de Materiales y Métodos. Las 

señales obtenidas de cada una de las diluciones se normalizaron utilizando la señal 

obtenida para el antígeno de AZT y posteriormente se ajustaron a una curva logística de 

cuatro parámetros (Figura 81). Las curvas de calibración homólogas estandarizadas con 

patrón interno para la determinación de IgE anti-PG y anti-AMX muestran una 

sensibilidad del ensayo similar a la obtenida en la calibración homóloga externa, siendo 

el límite de detección 0.12 y 0.06 UI/mL para PG y AMX, respectivamente. En cuanto a 

la reproducibilidad, la RSD varió entre el 10 % y el 15 %, dos veces inferior a la 

calibración externa. Esta mejora en la reproducibilidad de los resultados nos proporciona 

una mayor fiabilidad analítica.  
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Figura 81. Curvas de calibrado para la cuantificación de IgE específica frente a 

PG y AMX usando el método del patrón interno. 

La robustez de esta estrategia de calibración se examinó mediante dos estudios en 

paralelo. Por un lado, se determinó si este tipo de calibración permitía corregir los errores 

experimentales en la cuantificación de IgE asociados a la manipulación de las muestras. 

Para ello, las muestras de suero que contenían 2.4, 1.2, 0.6 y 0.3 UI/mL de IgE específica 

frente a PG y 1.76, 0.88, 0.44 y 0.22 UI/mL de IgE específica frente a AMX se doparon 

con 4.25 UI/mL de patrón interno y se analizaron por triplicado. Seguidamente, est as 

muestras se diluyeron con suero control, simulando una pérdida de muestra del 50 y 75%. 

Finalmente, se determinó la concentración de IgE siguiendo la estrategia de calibración 

homóloga externa y de patrón interno. 

 Como se muestra la Tabla 20 y la Tabla 21, la cuantificación de la IgE fue posible 

utilizando una calibración externa, aunque no se corrigieron los errores experimentales 

asociados a la pérdida de muestra. Por el contrario, la introducción de un estándar interno 

en la muestra proporcionó una buena determinación de las concentraciones de IgE 

específica frente a PG y AMX, independientemente del error experimental, exhibiendo 

una recuperación entre el 71 - 127 %. 
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Tabla 20. Resultados de la cuantificación de IgE específica de PG mediante calibración 

homóloga externa y con patrón interno. 

dilución de muestra (%) 
IgE anti-PG (UI/mL) 

2.41 1.21 0.60 0.30 

0 

2.90 ± 0.93a 1.18 ± 0.30 0.76 ± 0.10 0.34 ± 0.11 

2.78 ± 0.40b 1.24 ± 0.19 0.74 ± 0.07 0.29 ± 0.03 

115c 103 123 97 

50 

1.36 ± 0.44a 0.48 ± 0.12 0.29 ± 0.04 0.08 ± 0.03 

2.71 ± 0.29b 1.33 ± 0.20 0.59 ± 0.05 0.36 ± 0.04 

112c 110 97 120 

75 

0.39 ± 0.13a 0.22 ± 0.06 0.13 ± 0.02 < LD 

2.15 ± 0.31b 0.86 ± 0.13 0.69 ± 0.06 0.38 ± 0.04 

89c 71 114 127 
a Calibración homóloga externa. b Calibración con patrón interno c % de recuperación obtenido cuantificando con 

patrón interno.  

Tabla 21. Resultados de la cuantificación de IgE específica de AMX mediante 

calibración homóloga externa y con patrón interno. 

dilución de muestra (%) 
IgE anti-AMX (UI/mL) 

1.76 0.88 0.44 0.22 

0 

1.77 ± 0.27a 1.08 ± 0.25 0.59 ± 0.13 0.19 ± 0.06 

1.74 ± 0.17b 0.83 ± 0.11 0.51 ± 0.12 0.25 ± 0.05 

99c 95 115 111 

50 

0.99 ± 0.15a 0.39 ± 0.09 0.25 ± 0.07 < LOD 

1.73 ± 0.17b 0.78 ± 0.11 0.47 ± 0.11 0.24 ± 0.04 

99 c 89 108 110 

75 

0.44 ± 0.07a 0.11 ± 0.03 < LOD < LOD 

1.82 ± 0.28b 0.79 ± 0.11 0.48 ± 0.11 0.27 ± 0.05 

103c 90 110 123 
a Calibración homóloga externa. b Calibración con patrón interno c % de recuperación obtenido cuantificando con 

patrón interno.  

Por otro lado, se evaluó si este tipo de calibración corregía los errores en la 

cuantificación de la sIgE asociados a las diferencias en la composición de las muestras de 

suero.  

Algunos de los sistemas multiplex de detección in vitro de sIgE, como es 

ImmunoCAP ISAC, muestran reactividad cruzada con otros anticuerpos presentes en el 

suero sanguíneo como IgG o IgM.229,230 Esta tendencia por unirse a los antígenos puede 
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interferir en la unión de la IgE específica que se encuentra en menor concentración en 

suero, repercutiendo en las prestaciones del ensayo. Además, la concentración de IgG 

puede diferir entre pacientes, y esta variación puede afectar a la precisión en la 

cuantificación de sIgE. Como se vio anteriormente, la matriz afecta considerablemente a 

la determinación de IgE llegando a disminuir en un 50 % la sensibilidad del ensayo, por 

lo que es necesario estandarizar la matriz con el fin de poder normalizar la respuesta en 

muestras de pacientes alérgicos y generar valores fiables.  

 

Figura 82. Efecto de la matriz de la muestra de suero en la señal reconocimiento de la 

sIgE anti-PG (A) Efecto de la matriz de la muestra de suero en la señal de 

reconocimiento de la sIgE anti-PG tras la normalización con patrón interno (B). 

*No existen diferencias estadísticamente significativas ** Existen diferencias estadísticamente significativas  

Para este estudio, se utilizó un suero de un paciente con elevada concentración de 

IgE específica frente a PG (10 UI/mL) diluido en tres matrices diferentes: suero humano 

sin tratar, suero humano parcialmente deplecionado (libre de IgG) y PBST. Los resultados 

se muestran en la Figura 82A. Como se observa, la muestra parcialmente deplecionada 

(suero sin IgG) presentó una mayor señal que la del suero sin tratar. Sin embargo, esta 

matriz todavía contenía otros interferentes que afectaban al reconocimiento de IgE por el 

antígeno y por lo tanto a la exactitud y sensibilidad del ensayo, no alcanzándose la señal 

obtenida por la muestra preparada en PBST. A continuación, las muestras fueron dopadas 

con el patrón interno y analizadas. Los resultados obtenidos y representados en la Figura 

82B mostraron que el uso del patrón interno permitió la normalización del efecto matriz, 

no observándose diferencias estadísticamente significativas entre las señales obtenidas 
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para una misma concentración en las tres matrices (p = 0.100). Por lo tanto, los resultados 

revelaron que esta estrategia de estandarización genera una respuesta única 

independientemente de la composición de la muestra. Además, estos resultados indicaron 

la versatilidad del método al permitir evaluar muestras con diferente composición y 

generar resultados precisos sin necesidad de recalibrar u optimizar el ensayo. 

Finalmente, una vez evaluados estos parámetros analíticos, se llevó a cabo la 

cuantificación de las muestras de suero sanguíneo por quintuplicado utilizando la 

estrategia de calibración con patrón interno. Los resultados se muestran en la Tabla A2.5.  

 La estrategia de cuantificación de IgE específica en muestras de suero utilizando 

la calibración con patrón interno resultó ser exacta, alcanzando valores de recuperación 

medios de 93 y 106 % para PG y AMX, respectivamente, ligeramente superiores a los 

obtenidos mediante calibración interna homóloga.  

 

Figura 83. Estudio de correlación entre el ensayo en DVD utilizando calibración con 

patrón interno e ImmunoCAP para los antígenos H1-PG y H1-AMX. 

Con respecto a la correlación de Pearson, se obtuvo un valor de r por encima de 

0.98 y una pendiente similar a 1, lo que confirma que esta calibración permite la 

cuantificación de las muestras con exactitud (Figura 83). 

4.5.4. Resumen comparativo de las prestaciones analíticas de los sistemas de 

calibración estudiados  

La precisión y la exactitud del ensayo son los parámetros analíticos que más se 

ven afectados por la estrategia de calibración. La comparativa de las RSD de los 
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resultados obtenidos tras aplicar las distintas estrategias de calibración (Figura 84) 

determinó que, los métodos de calibración externos presentaban una precisión similar, en 

torno al 35 %. Sin embargo, el uso de calibraciones internas mejora la precisión de los 

resultados, disminuyendo hasta 2.3 veces la RSD.  

 

Figura 84. Diagrama de cajas de la RSD obtenida en los estudios de precisión de las 

diferentes estrategias de calibración estudiadas para la determinación de sIgE de PG (A) 

y de AMX (B).  

La calibración interna basada en controles positivos consigue disminuir la RSD 

de 35 % a 32 y 20 % para la determinación de IgE especifica a AMX y PG, 

respectivamente. Por el contrario, en el caso de la calibración basada en patrón interno 

esta diferencia es más notoria, disminuyendo la RSD de 35 % a 22 y 15 % para la 

determinación de IgE especifica de AMX y de PG, respectivamente.  

Con respecto a la exactitud se demostró que la estrategia basada en calibración 

heteróloga presenta una peor exactitud y menor correlación con el método de referencia 

que las basadas en calibración homóloga, sobre todo, para el antígeno de H1-AMX. 

Además, las estrategias de calibración interna y patrón interno mejoraron hasta en un 20 

% la exactitud del ensayo.  

La mejora de estos parámetros analitos se debe a que estas calibraciones consiguen 

corregir los errores asociados al operador, impresión de los antígenos y otras condiciones 

externas, como humedad relativa, temperatura, etc, que afectan al ensayo. Además, la 

calibración con patrón interno permite también corregir las diferencias asociadas a la 
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composición de la muestra, mejorando la robustez del ensayo con respecto a otros modos 

de calibración interna (Tabla 22).  

Tabla 22. Comparación de las prestaciones analíticas obtenidas con cada uno de los 

métodos de calibración estudiados. 

Estrategia 

de 

calibración 

BL 
LOD 

(UI/mL) 

EC50 

(UI/mL) 

RSD 

(%) 

Recuperación 

(%) 
Robustez 

Heterólogo 

PBST 

PG 0.06 0.8 32 26 
- 

AMX 0.06 0.8 31 80 

Heterólogo 

Suero 

PG 0.12 2.0 34 76 
+ 

AMX 0.12 2.0 36 192 

Homólogo 
PG 0.14 1.8 34 70 

++ 
AMX 0.06 1.0 35 88 

C.I. 

Homólogo 

PG 0.14 1.8 22 85 
+++ 

AMX 0.06 1.0 32 98 

Patrón 

interno 

PG 0.12 1.5 14 93 
++++ 

AMX 0.06 1.0 20 106 
La robustez se ha evaluado atendiendo a 4 parámetros: efecto matriz, naturaleza del antígeno, error del 

operador e impresión y composición de la muestra.  

4.6. Prestaciones clínicas del ensayo 

Uno de los puntos más interesantes del inmunoensayo desarrollado con los 

antígenos de H1 y HSA son las prestaciones clínicas obtenidas. Estas prestaciones fueron 

evaluadas mediante un análisis ROC (Receiver Operating Characteristic), utilizando el 

software MedCalc (MedCalc Ltd. Ostende, Bélgica). Como se vio con anterioridad 

algunos pacientes presentaron mejor reconocimiento para el antígeno HSA-PG, y otros 

para el H1-PG, por lo que para realizar este estudio se unificaron los resultados, 

considerando positivos a aquellas muestras de suero que dieron valores de sIgE por 

encima del límite de detección para alguno de esos dos antígenos. 

 Los resultados obtenidos mediante el inmunoensayo en disco compacto tanto para 

PG como para AMX se compararon con los obtenidos con el método de referencia, 

ImmunoCAP para estos antibióticos (Figura 85).  
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Figura 85. Característica Operativa del Receptor (ROC) de los resultados de 

determinación de IgE especifica frente a PG y AMX de un conjunto de 101 muestras 

mediante el sistema en DVD e ImmunoCAP. 

La sensibilidad del ensayo para AMX (42 %) fue significativamente mejor que la 

obtenida con ImmunoCAP (23 %). La mejora en la sensibilidad clínica se debió al uso de 

antígenos derivados de la histona, que probablemente mimetizan mejor el epítopo natural 

de la reacción alérgica y a la mayor sensibilidad analítica del ensayo (0.06 UI/mL frente 

a 0.35 UI/mL de ImmunoCAP). Con respecto a PG, se observó que el ensayo en disco 

compacto presentó una sensibilidad de 17 % frente al 15 % del obtenidos por 

ImmunoCAP.  

La diferencia de la sensibilidad clínica del ensayo de PG y de AMX, 17 % y 40 % 

respectivamente, se debía principalmente a que los pacientes fueron caracterizados como 

alérgicos a AMX, ya que es éste el fármaco causante de la reacción alérgica, por lo que 

se puede afirmar, que los resultados positivos de alergia a PG son debidos a priori a 

reactividad cruzada.  

Cabe mencionar que los ensayos presentaron una excelente especificidad (100 %), 

y no se detectaron falsos positivos, lo que confirma la validez clínica del ensayo para el 

diagnóstico in vitro de alergia a β-lactámicos. 
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4.7. Patrones de sensibilización 

La determinación de IgE específica de distintos fármacos dentro de la familia de 

los β-lactámicos proporciona información muy útil sobre la respuesta del paciente y el 

posible patrón de reconocimiento. Actualmente, cuando un paciente muestra una 

respuesta alérgica a un antibiótico β-lactámico, se le restringe el uso de todos los fármacos 

pertenecientes a esta familia y se le suministra otros antibióticos, como fluoroquinolonas, 

vancomicina, glucopéptidos, aminoglucósidos, que presentan un estrecho espectro de 

actuación y son más tóxicos y caros. El uso de estos tratamientos alternativos a los β-

lactámicos conlleva un aumento de las infecciones y resistencias bacterianas, e incluso a 

la hospitalización de pacientes. Es por ello necesario esclarecer el patrón de 

sensibilización para clasificar mejor a los pacientes, y poder así establecer tratamientos 

alternativos que disminuyan los problemas médicos asociados al uso de otros antibióticos 

menos eficaces.  

A pesar de esta necesidad, los inmunoensayos actuales de diagnóstico in vitro de 

alergia a antibióticos β-lactámicos solo permiten la determinación de IgE específica de 3-

5 antibióticos, la mayoría de ellos dentro de la familia de las penicilinas. Los antibióticos 

β-lactámicos presentan entre sí una estructura química muy parecida por lo que la 

reactividad cruzada entre diversos fármacos de esta familia es muy común. Diversos 

estudios realizados con pruebas in vivo han demostrado que existen diferentes patrones 

de reconocimiento, y que la cadena lateral juega un papel crucial en la respuesta 

inmunitaria. A pesar de la importancia de la cadena lateral, todos los antibióticos β-

lactámicos evaluados en las pruebas in vitro actuales presentan una cadena lateral muy 

similar, diferenciándose únicamente en un grupo funcional. La falta de estudios de 

evaluación de antibióticos β-lactámicos con cadenas laterales diferentes entre sí, hace 

difícil generar un patrón de reconocimiento claro. 

Gracias a la capacidad multiplex del ensayo desarrollado se pudo determinar 

simultáneamente la reactividad que presentan las muestras de pacientes alérgicos tanto a 

los antígenos de PG, AMX y AZT, como a otros β-lactámicos de la familia de las 

penicilinas y de otras subfamilias.  
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4.7.1. Estudio de reactividad cruzada. 

El estudio de la reactividad cruzada para la obtención de los diferentes patrones 

de reconocimiento asociados a pacientes se llevó a cabo realizando, en primer lugar, una 

primera aproximación con anticuerpos policlonales obtenidos para penicilinas, 

cefalosporinas, carbapenemas y monobactamas. Estos anticuerpos fueron producidos 

mediante la inmunización de conejos con antígenos de PG, AZT, CFT y MRP, preparados 

con el determinante mayor y la proteína KLH.  

Los anticuerpos contenidos en los sueros de conejo fueron purificados siguiendo 

el protocolo descrito en la sección 3.3.1 y titulados mediante el ensayo indirecto de 

determinación de IgG descrito en la sección 3.6.5. Los resultados obtenidos se muestran 

en la Figura 86. 

 

Figura 86. Titulación de los anticuerpos obtenidos tras inmunización. 

Los cuatro anticuerpos respondieron de modo selectivo frente al antígeno 

homólogo, siendo el anticuerpo anti-PG el que exhibió una mayor afinidad aparente, 

alcanzando un EC50 de 0.6 mg/L. Los anticuerpos anti-MRP y anti-AZT presentaron una 

afinidad hacia al antígeno similar, siendo el EC50 de 2.8 y 3.0 mg/L, respectivamente. 

Finalmente, el anticuerpo anti-CFT mostró una menor respuesta que los anticuerpos 

anteriores, con un EC50 de 5.2 mg/L. 
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Una vez realizada la titulación de los anticuerpos, se evaluó la selectividad de 

éstos mediante estudios de reactividad cruzada tanto a antibióticos de su subfamilia, como 

a otros de las otras 4 subfamilias de β-lactámicos. Para ello, se inmovilizaron en la 

superficie del disco compacto, un panel de 18 antígenos β-lactámicos: 7 de la familia de 

las penicilinas, 7 de la familia de las cefalosporinas, 3 de la familia de las carbapenemas 

(CPM) y 1 de la familia de las monobactamas (MB). Las señales obtenidas tras el ensayo 

indirecto de determinación de IgG (sección 3.6.5) de cada una de las concentraciones de 

muestra evaluada se ajustaron a una curva logística de cuatro parámetros y se calculó el 

porcentaje de reactividad cruzada de cada anticuerpo frente a cada antígeno, de acuerdo 

a la ecuación 6.  

𝑅. 𝐶𝑟𝑢𝑧𝑎𝑑𝑎 (%) =
𝐸𝐶50 𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑓𝑒𝑟𝑒𝑛𝑡𝑒

𝐸𝐶50 𝛽 𝑙𝑎𝑐𝑡á𝑚𝑖𝑐𝑜 𝑎𝑛á𝑙𝑜𝑔𝑜
𝑥100 𝐸𝑐. 6 

Tabla 23. Datos de reactividad cruzada mostrada por anticuerpos derivados de 

diferentes β-lactámicos. 

 Fármaco 
IgG  

anti-PG 

IgG 

anti-CFT 

IgG 

anti-MRP 

IgG 

anti-AZT 

P
en

ic
il

in
as

 

AMP +++ - - - 

AMX +++ - - - 

CRB ++++ - - - 

MZL ++ - - - 

PG ++++ + - - 

PPR ++ - - - 

PV ++++ + - - 

TCC ++ - - - 

C
ef

al
o
sp

o
ri

n
as

 CFC - + - - 

CFD - ++ - ++++ 

CFL - + - - 

CFN ++ ++ - +/- 

CFO - ++ - +/- 

CFR - + - - 

CFT - ++++ - - 

C
P

M
 ERP - - - - 

IMP - - - - 

MRP - - ++++ - 

M
B

 

AZT - - - ++++ 

(< 10 %); -/+ (10 – 20 %); + (20 – 50 %); ++ (50 – 70 %); +++ (70 – 90 %); ++++ (> 90 %) 

El porcentaje de reactividad cruzada calculada se relacionó con un código de 

signos y colores. Así, una reactividad cruzada menor del 10 % fue considerada como 
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negativa (-) y se le atribuyó el color anaranjado, entre un 10 – 20 % se estableció como 

reactividad cruzada media (+/-) e identificada con color amarillo, finalmente un valor de 

reactividad cruzadas mayor de 20 % se consideró como un resultado positivo (+) y se 

codificó con color verde. La intensidad de este color se incrementó conforme aumenta el 

porcentaje de reactividad cruzada.  

Como se muestra en la Tabla 23, el anticuerpo anti-MRP, derivado de un 

antibiótico (MRP) perteneciente a la familia de las carbapenemas, reconoce únicamente 

a su antígeno análogo, por lo que es un suero específico, no reconociendo otros β-

lactámicos. Esto es debido a que este fármaco sólo presenta en común con el resto de los 

antibióticos el anillo β-lactámico. La ausencia de reactividad cruzada de este anticuerpo 

con otros β-lactámicos indica que el grupo β-lactama no forma parte del epítopo. 

En el caso del anticuerpo de AZT, perteneciente a la subfamilia de monobactamas, 

se observó que presentaba una elevada reactividad cruzada con una de las cefalosporinas, 

la ceftazidima. Este hecho ya se ha observado en trabajos anteriores en estudios in vivo. 

La elevada reactividad cruzada (92 %) es debido probablemente a que comparten la 

misma cadena R1 (Figura 87).  

 

Figura 87. Estructura química Aztreonam y Ceftazidima. En sombreado las cadenas 

laterales. 

En el caso del Anti-CFT, aquellas cefalosporinas con una cadena R1 similar a la 

CFT, como como CFD y CFO presentaban una mayor reactividad cruzada con este 

anticuerpo, que aquellas cefalosporinas que exhibían una cadena lateral R1 diferente, 

como el CFC y CFL. 

Aztreonam Ceftazidima
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Por el contrario, el anticuerpo anti-PG exhibió reactividad cruzada con todos los 

miembros de esta familia de fármacos, independientemente de su cadena lateral (> 20 %). 

Además, la IgG anti-PG presenta una elevada reactividad cruzada (68 %) con cefoxitina 

(CFN). Atendiendo a la estructura química de estos fármacos (Figura 88) se observó que 

este antibiótico presenta en su cadena lateral un anillo tiolado de 5 miembros, similar al 

anillo tiazol presente en todos los antibióticos de la familia de las penicilinas. Ello apunta 

a que el reconocimiento de la IgG podría darse a través de este anillo.  

 

Figura 88. Estructura química de la PG y otros β-lactámicos. 

Además, cuando se expone la IgG anti-PG frente a fármacos de otras familias con 

similar cadena R1 como CFC y CFL, la reactividad observada fue menor al 10 %. Sin 

embargo, sí que se observa que el anticuerpo muestra interacción frente al mecillinam 

(MZL) cuya cadena lateral es diferente a la PG. Estos resultados indican que, para este 

anticuerpo, la cadena lateral presenta una mínima intervención en el reconocimiento y 

que el epítopo está formado principalmente por el anillo tiazol. 

4.7.2. Mapeo de epítopos del anticuerpo específico frente a la PG 

Los datos de reactividad cruzada frente a los diferentes antibióticos β-lactámicos 

permiten discernir cuales son las regiones de la molécula que pueden estar más implicadas 

en el reconocimiento por el anticuerpo. Sin embargo, no establece con claridad cuál es el 



  Resultados 

163 

 

epítopo responsable del evento alérgico. Para conocer esta información hay que recurrir 

a otras técnicas más complejas, como RMN-STD. Esta técnica ha sido ampliamente 

utilizada para identificar y caracterizar interacciones receptor-ligando, principalmente en 

la industria farmacéutica, donde se ha utilizado para la obtención de nuevos fármacos 

específicos de alta afinidad a diversas biomoléculas diana, como células, receptores, 

proteínas, etc. Gracias a la robustez, selectividad y mínima concentración de receptor, del 

orden de nM, la técnica RMN-STD, se ha aplicado para el diseño y obtención de nuevos 

fármacos, el cribado de ligandos y el mapeo del epítopo de diversos bioreceptores.  

 

Figura 89. Diagrama del proceso de RMN-STD en la identificación de ligandos.  

Proceso de transferencia selectiva de la magnetización de la proteína al ligando (A), espectro de RMN de 

los ligandos fuera de la resonancia (B), espectro de RMN de los ligandos en resonancia (C), diferencia entre espectros 

(D).  

Esta técnica de resonancia magnética nuclear se basa en la transferencia de la 

magnetización entre el receptor y el ligando (Figura 89A) y consiste en comparar por 

diferencia dos espectros, uno obtenido mediante el experimento de RMN en condiciones 

de equilibrio térmico del 1H de todas las especies que se encuentran en disolución fuera 

de la resonancia de las señales de las especies medidas, espectro off-resonance (Figura 

89B), y un segundo experimento en el que las señales de 1H de la proteína son saturadas 

mediante la aplicación de una radiofrecuencia de larga duración y baja potencia en una 

zona del espectro exclusiva de la biomolécula, espectro on-resonance (Figura 89C). 

Aquellos ligandos que interaccionen específicamente con el bioreceptor presentaran 
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regiones a muy corta distancia, menos de 5 Å de la biomolécula, dando lugar a un proceso 

de transferencia de magnetización (NOE). Esta transferencia se traduce en una 

disminución de las señales de los núcleos de 1H del ligando, en comparación a la obtenida 

en el espectro off-resonance. Sin embargo, aquellos ligandos que no interaccionen con el 

bioreceptor, no se encontrarán a suficiente distancia de éste, y, por ende, no se llevará a 

cabo el proceso de transferencia y las señales de los espectros no se verán afectadas. 

Comparando los espectros off-resonance y on-resonance se puede establecer que 

moléculas interaccionan con el receptor (Figura 89D).  

Además, la diferencia de intensidad revela qué parte de la molécula se encuentra 

más cercana al receptor y, por lo tanto, interviene más en el reconocimiento (señales más 

intensas) y cuales menos (señales menos intensas), por lo que RMN-STD, es una técnica 

muy útil de mapeo de epítopos de moléculas pequeñas. Es por ello que se utilizó esta 

técnica para la determinación del epítopo que reconoce el anticuerpo específico a la PG 

como prueba de concepto. Para realizar este estudio de mapeo, en primer lugar, se 

seleccionaron los antibióticos a evaluar. Esta selección se realizó teniendo en cuenta los 

resultados obtenidos en el estudio de reactividad cruzada y las diferencias estructurales 

que presentaban las distintas moléculas frente al fármaco análogo. Por lo tanto, los β-

lactámicos seleccionados para este estudio fueron: MZL, que exhibe una reactividad 

cruzada media (65 %) y una misma estructura cíclica pero distinta cadena lateral a la PG; 

CFN, que al igual que el anterior presenta una reactividad cruzada media (68 %) pero su 

estructura cíclica es diferente a la penicilina; AMX, cuya reactividad cruzada es media 

alta (84 %) y muestra similar cadena lateral a la penicilina; y PG, por ser el antibiótico 

análogo al anticuerpo a evaluar.  

La determinación STD se realizó mediante el protocolo descrito en la sección 3.5 

de Materiales y Métodos. Las señales de STD obtenidas para cada uno de los 1H de los 

antibióticos se expresaron en término de intensidad STD0 entendiendo esta como:  

 𝐼𝑛𝑡𝑒𝑛𝑠𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑟𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑎 (%) =
𝐼𝑛𝑡𝑒𝑛𝑠𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑑𝑒𝑙 𝑆𝑇𝐷0 𝑑𝑒𝑙 1𝐻 𝑎 𝑒𝑣𝑎𝑙𝑢𝑎𝑟

𝐼𝑛𝑡𝑒𝑛𝑠𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑚á𝑥𝑖𝑚𝑎 𝑑𝑒 𝑆𝑇𝐷0 𝑜𝑏𝑡𝑒𝑛𝑖𝑑𝑎
𝑥100 𝐸𝑐. 7 

Como muestra la Figura 90, tras realizarse el STD relativo para cada fármaco, se 

observó que el anticuerpo presentó un reconocimiento similar a toda la estructura de PG. 

Sin embargo, en el caso de la AMX, el reconocimiento se dio principalmente en la 

estructura bicíclica del fármaco, aunque también reconoció la cadena lateral, pero en 
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menor proporción. En el caso de CFN y MZL, los datos concordaron con los expuestos 

anteriormente. La interacción entre el anticuerpo anti-PG y el CFN se produjo 

principalmente por el anillo tiolado que presenta en la cadena lateral, y la interacción con 

el MZL se produjo principalmente por la estructura bicíclica típica de la familia de las 

penicilinas. También fue evaluado el antibiótico MRP, no observándose señales, lo que 

indica que este fármaco no interacciona con el anticuerpo. Estos datos coinciden con los 

obtenidos en el ensayo de reactividad cruzada y confirman la selectividad del anticuerpo. 

 

Figura 90. Intensidad relativa obtenida mediante RMN STD entre el anticuerpo IgG 

anti-PG y los antibióticos β-lactámicos.  

4.7.3. Evaluación de la reactividad cruzada con muestras de pacientes 

alérgicos 

Para corroborar los resultados obtenidos anteriormente se evaluaron muestras de 

suero sanguíneo de pacientes alérgicos a penicilinas con los distintos antígenos β-

lactámicos que dieron resultado positivo con IgG anti-PG, siguiendo el ensayo indirecto 

de cuatro etapas usando GAM-HRP (sección 3.6.3A de Materiales y métodos). Este 

estudio sólo se realizó con muestras de paciente alérgicos a la familia de las penicilinas 

puesto que el CFT, el AZT y el MRP, son fármacos menos prescritos y no se pudo 

disponer de pacientes sensibilizados a estos antibióticos con los que se puedan estudiar y 

establecer patrones de sensibilización. Las señales obtenidas para cada antígeno fueron 

cuantificadas mediante calibración heteróloga en suero sanguíneo ya que no existe ningún 
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material de referencia que permita establecer una calibración homóloga para los 

antibióticos utilizados en este estudio.  

Tabla 24. Concentración de sIgE frente a diversos β-lactámicos en muestras de 

pacientes con IgE específica frente a PG y AMX. 

Paciente 
AMX 

(UI/mL) 

PG 

(UI/mL) 

AMP 

(UI/mL) 

PPR 

(UI/mL) 

CRB 

(UI/mL) 

TCC 

(UI/mL) 

CFN 

(UI/mL) 

MZL 

(UI/mL) 

1 0.26 ± 0.08 < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 

2 <6.5 <6.5 <6.5 1.56 ± 0.57 1.70 ± 0.48 5.08 ± 1.02 0.35 ± 0.11 1.53 ± 0.38 

3 0.32 ± 0.10 < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 

6 0.54 ± 0.16 < LOD 0.47 ± 0.14 < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 

8 6.18 ± 1.85 1.54 ± 0.35 1.65 ± 0.41 0.35 ±0.11 1.56 ± 0.49 1.56 ± 0.47 < LOD 0.56 ± 0.18 

9 1.30 ± 0.39 < LOD 0.37 ± 0.11 < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 

16 0.11 ± 0.05 < LOD 0.21 ± 0.09 < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 

17 0.69 ± 0.21 0.79 ± 0.24 1.03 ± 0.29 0.39 ± 0.18 0.79 ± 0.24 0.60 ± 0.15 0.48 ± 0.14 1.03 ± 0.28 

18 0.67 ± 0.27 1.06 ± 0.35 0.33 ± 0.10 2.77 ± 0.47 ND ND < LOD 1.32 ± 0.27 

19 0.75 ± 0.29 0.97 ± 0.29 1.98 ± 0.42 1.66 ± 0.42 ND ND < LOD 0.50 ± 0.17 

20 0.83 ± 0.12 0.82 ± 0.30 0.49 ± 0.15 0.35 ± 0.17 0.44 ±0.11 0.39 ± 0.15 < LOD 0.26 ± 0.12 

21 <6.5 < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 

27 0.77 ± 0.15 < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 

29 0.28 ± 0.12 0.33 ± 0.12 0.37 ± 0.08 < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 

32 0.47 ± 0.18 < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 

33 0.43 ± 0.09 < LOD 0.15 ± 0.07 < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 

37 0.19 ± 0.07 < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 

40 0.77 ± 0.23 < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 

43 <6.5 <6.5 <6.5 1.60 ± 0.35 5.13 ± 0.98 2.40 ± 0.72 0.47 ± 0.12 0.90 ± 0.21 

52 0.72 ± 0.13 < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 

 

Como se observa en la Tabla 24, todas las muestras de pacientes que presentaron 

una concentración de sIgE anti-PG por encima de 0.35 UI/mL exhibieron reactividad 

frente a todos los fármacos de la familia de las penicilinas, independientemente de la 

cadena lateral. Como ocurría al evaluar la sIgG anti-PG de conejo, la IgE de las muestras 

de suero de pacientes alérgicos interaccionaban con los antígenos preparados con los 

antibióticos TCC y MZL, cuya cadena lateral presenta poca similitud con la PG o la 

AMX. Además, se observó que aquellas muestras que presentaban una elevada 

concentración de sIgE a PG, como es el caso de los pacientes 2, 17 y 43, mostraban 

reactividad cruzada con el antígeno de CFN. Estos resultados confirmaron la hipótesis de 

que el reconocimiento IgE-antígeno se produce principalmente por el anillo tiazolidina, 

común en todos los fármacos de la familia de las penicilinas.  

En el caso de los pacientes que presentan IgE específica frente a AMX, pero no 

frente a PG se observó que existen dos patrones de sensibilización diferentes. El 20 % de 
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las muestras presentaron reactividad frente a la AMP. Al comparar las estructuras 

químicas de las aminopenicilinas con PG (Tabla 4), se observa que la única diferencia 

estructural se encuentra en el grupo amino de la cadena lateral. Así pues, este grupo parece 

estar fuertemente involucrado en el proceso de sensibilización. Por el contrario, el 60 % 

de las muestras sólo exhibieron reactividad frente a AMX. Este elevado porcentaje podría 

deberse a una falta de sensibilidad por el antígeno de AMP. Sin embargo, si se comparan 

las concentraciones de sIgE obtenidas para el antígeno de AMX con los del antígeno de 

AMP, se observa que hay muestras con una elevada concentración de IgE anti-AMX (> 

3.5 UI/mL) que no presentan reactividad frente al antígeno de AMP, como es el caso del 

paciente 21. Por el contrario, se observa que otras con una baja concentración de IgE 

específica frente a AMX (< 0.35 UI/mL), presentan reactividad frente a la AMP, como es 

el caso de los pacientes 16 y 29. Estos resultados permiten concluir que esta falta de 

respuesta frente a AMP se debe a un reconocimiento selectivo a AMX.  

4.7.4. Evaluación de la reactividad cruzada con otras estructuras 

hapténicas. 

Diversos estudios han esclarecido que el determinante mayor, generado tras la 

ruptura del anillo β-lactámico es el metabolito mayoritario y por lo tanto el principal 

causante de la respuesta alérgica. A pesar de ser considerado el determinante antigénico 

principal, se ha observado que el uso de los determinantes antigénicos minoritarios, 

“determinantes menores”, son necesarios para mejorar el diagnóstico clínico de este tipo 

de alergias.  

Con el fin de mejorar la sensibilidad clínica del ensayo in vitro desarrollado, y 

elucidar nuevos patrones de sensibilización, se prepararon antígenos con dos tipos de 

haptenos. Por un lado, el antígeno se obtuvo con el hapteno minoritario más estudiado (-

llanyl), unido a la proteína mediante el grupo carboxílico libre del anillo tiazolo (Ruta B) 

y por otro lado un antígeno preparado mediante la conjugación de la PG, por el carbono 

activado en α de la cadena lateral, con los grupos amino libres de la proteína H1 mediante 

la reacción de Mannich (ruta C). El producto generado mediante la reacción de Mannich 

modifica mínimamente la estructura química del antibiótico, sin embargo, cambia su 

disposición espacial, ampliando el abanico de los patrones de reconocimiento.  
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  Estos antígenos se evaluaron con las 101 muestras de suero humano estudiadas 

en esta tesis doctoral, siguiendo el ensayo indirecto de cuatro etapas utilizando GAM-

HRP (sección 3.6.3ª de Materiales y Métodos). Los resultados de este estudio se 

compararon con los obtenidos para el antígeno anteriormente descrito H1-PG (ruta A).  

 

Figura 91. Resultado de analizar las muestras de pacientes alérgicos con antígenos 

formados por distintas rutas de conjugación. 

En la Figura 91 se muestran los resultados de analizar sueros de pacientes 

positivos a los antígenos preparados con los determinantes menores (ruta B y C). Como 

se puede observar sólo 5 (P2, P8, P17, P19, P43) de 52 muestras de pacientes alérgicos 

evaluados mostraron resultados por encima del LOD. Además, las muestras de pacientes 

que reconocieron los antígenos formados por la ruta B y C también generaron respuesta 

frente al antígeno preparados mediante la ruta A, sin embargo, esta última fue mayor. En 

el caso del estudio comparativo de las rutas B y C, se observó que el antígeno preparado 

por la ruta B exhibía una mejor respuesta frente a la IgE de las muestras de pacientes, que 

el antígeno preparado mediante la ruta C, ya que para este último sólo la muestra del 

paciente 8 mostró un resultado positivo.   

A pesar de que el uso de los determinantes menores de PG y AMX no mejoró la 

sensibilidad clínica del ensayo in vitro desarrollado, se prepararon antígenos del resto de 
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β-lactámicos de la familia de las penicilinas (AMX, AMP, CRB, MZL, PPR, TCC) 

siguiendo la ruta de conjugación B, para ampliar la información analítica.  

Los resultados de la evaluación de los antígenos con 101 muestras de suero de 

pacientes alérgicos y controles, siguiendo el protocolo descrito en la sección 3.6.3A, 

revelaron que, únicamente los antígenos preparados con el determinante menor (-llanyl) 

de los antibióticos CRB (H1-CRB-B) y TCL (H1-TCR-B) eran capaces de detectar IgE 

específica en muestras que resultaban negativas con el determinante mayor (Tabla 25).  

Las muestras de suero de los pacientes 2, 17, 19 y 43 que presentaban reactividad 

frente al determinante mayor, también lo mostraban frente al menor, aunque en menor 

medida, siendo la concentración de IgE frente a estos antígenos significativamente más 

baja. Las muestras de los pacientes 33, 45 y 47 no presentaron reactividad frente a 

ninguno de los antígenos de PG, sin embargo, sí respondieron positivamente para el 

antígeno H1-CRB-B.  

Si observamos la estructura química de PG y CRB (Tabla 4) vemos que el CRB 

presenta una estructura idéntica a PG, a excepción de un grupo carboxílico en la cadena 

lateral, por lo que este grupo podría estar implicado en la formación del antígeno (Figura 

92). Esta hipótesis se confirmó al observar que sólo los fármacos que presentaban en su 

cadena lateral un grupo carboxílico, como el TCC mostraban reactividad frente a estas 

muestras de pacientes.  

Tabla 25. Reactividad de las muestras de pacientes alérgicos a los determinantes 

menores de PG, CRB y TCC. 

Pacientes H1-PG-B H1-CRB-B H1-TCC-B 

2 0.12 ± 0.07 2.2 ± 0.70 3.46 ± 1.15 

8 0.27 ± 0.07 < LOD < LOD 

17 0.11 ± 0.05 0.15 ± 0.08 0.13 ± 0.09 

19 0.20 ± 0.08 0.47 ± 0.17 0.24 ± 0.12 

33 < LOD 1.68 ± 0.35 0.43 ± 0.15 

43 0.17 ± 0.05 0.23 ± 0.14 0.18 ± 0.07 

45 < LOD 0.12 ± 0.09 < LOD 

47 < LOD 6.4 ± 1.8 5.0 ± 1.9 
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Figura 92. Mecanismo de unión de CRB a los grupos amino de la proteína mediante la 

química de la carbodiimida. 

La incorporación de estos determinantes al panel de antígenos del ensayo de 

diagnóstico in vitro de alergias a β-lactámicos desarrollado, llevaría a un ligero aumento 

de la sensibilidad clínica, pasando de un 42 % a un 46 %, sin que se viera afectada su 

especificidad. 

 Por lo tanto, se ratifica que no sólo la estructura química del antibiótico o el 

transportador juega un papel esencial en el reconocimiento, sino que la vía de conjugación 

empleada y por lo tanto la exposición espacial del hapteno, es crucial para disponer de 

ensayos que permitan un correcto diagnóstico de pacientes.  

De acuerdo a los resultados obtenidos tras el análisis de las muestras de pacientes 

con la batería de antígenos, éstos se clasificaron en cuatro grupos en función de su patrón 

de sensibilización (Tabla 26):  

1. Patrón de sensibilización selectivo: la IgE presente en el suero de pacientes 

sólo muestra reactividad frente al antígeno de AMX. Este grupo de pacientes 
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podría tolerar cualquier otro antibiótico β-lactámico, incluso de la familia de 

las penicilinas. 

2. Patrón de sensibilización semi-selectivo: la IgE de las muestras de pacientes 

reconoce la cadena lateral de las aminopenicilinas. Este grupo de pacientes 

podría tolerar los antibióticos de la familia de las penicilinas no aminados y 

cualquiera del resto de las familias que presenten una cadena lateral diferente 

a las aminopenicilinas.  

3. Patrón de sensibilización no-selectivo: la IgE contenida en las muestras de 

suero de pacientes presenta reactividad frente a todos los miembros de la 

familia de las penicilinas, y en rara ocasiones a cefalosporinas con grupos 

tiofeno en su cadena lateral. Este grupo de pacientes podrían tolerar β-

lactámicos de otras familias, como las monobactamas, carbapenemas y la 

mayoría de las cefalosporinas.  

4. Patrón de sensibilización carboxílico: la IgE de los pacientes muestra 

reactividad frente a antígenos preparados mediante la conjugación de los 

antibióticos a través de su cadena lateral. Este grupo de pacientes al igual que 

el anterior no muestra una respuesta selectiva, pudiendo reaccionar a cualquier 

β-lactámico de la familia de las penicilinas. 

Tabla 26. Clasificación de pacientes siguiendo el criterio del patrón de reconocimiento. 

Paciente Clase Paciente Clase Paciente Clase 

1 1 18 3 37 1 

2 3 19 3 40 1 

3 1* 20 3 41 3 

6 2 21 1 43 3 

8 3 27 1 45 4 

9 2* 29 3 47 4 

16 2 32 1 49 3 

17 3 33 4 52 1 
*Muestra reactividad únicamente frente a AMX o AMX/AMP, sin embargo, el fármaco causante de alergia es una 

cefalosporina con cadena lateral distinta a las penicilinas, por lo que en este caso el patrón de reconocimiento podría ser el anillo β-

lactámico. 



Metodología bioanalíticas para el diagnóstico in vitro de alergia a antibióticos β-lactámicos  

172 

 

Esta clasificación es de gran utilidad ya que permitiría establecer posibles 

tratamientos alternativos, evitando el uso de otros fármacos menos eficaces y seguros sin 

necesidad a recurrir a pruebas más invasivas como el prick test o el ensayo de provocación 

que podría generar una respuesta anafiláctica o procesos de sensibilización con otros β-

lactámicos.  

4.8. Comparación de los resultados obtenidos en un inmunoensayo in vitro 

multianalito simultaneo mediante tecnología de disco compacto en dos 

formatos: manual y semiautomatizado 

La automatización es uno de los mayores retos en el desarrollo de un ensayo in 

vitro para la determinación de biomarcadores. Sin embargo, ésta es útil para simplificar 

las operaciones del ensayo, integrar etapas de tratamiento y preconcentración de muestra 

y reducir errores asociados a la manipulación de reactivos, generando resultados más 

precisos y fiables. 

  Actualmente son pocas las pruebas de diagnóstico in vitro de alergias a fármacos 

que se encuentran automatizadas. La mayoría de ensayos se realizan con equipos muy 

voluminosos y de elevado coste, entre 15.000 € y más de 100.000 €, lo que implica un 

aumento del coste del ensayo, estimado en 29.6 € por alergeno. Este coste y la nula 

portabilidad de los equipos conlleva que sólo puedan estar disponibles en grandes 

hospitales, y no en centros de atención primaria o centros especializados, ocasionando un 

aumento de las listas de espera y la saturación del sistema sanitario.  

La concentración de los biomarcadores relacionados con la respuesta alérgica en 

suero sanguíneo, como la histamina, triptasa o la IgE, disminuye considerablemente con 

el tiempo desde que transcurre la respuesta alérgica, por lo que un aumento en las listas 

de espera puede llevar a un mal diagnóstico y a un aumento de falsos negativos en las 

pruebas in vitro. Esta generación de falsos negativos disminuye la sensibilidad clínica de 

estas pruebas, lo que conduce a que no sean incluidas en los protocolos regulares de 

diagnóstico de alergias, teniendo que recurrir a otras pruebas más invasivas y costosas.  

En este contexto se desarrolló, en el marco del programa Horizonte 2020, el 

proyecto COBIOPHAD (Nº688448) cuyo objetivo fue desarrollar un sistema de 

diagnóstico in vitro de alergias a antibióticos β-lactámicos automático, robusto y de bajo 

coste. Ello incluía la preparación y selección de antígeno, el desarrollo de inmunoensayos 
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selectivos, el prototipado de un analizador (hardware) y el desarrollo de un software de 

gestión y análisis de resultados (Figura 93).  

 

Figura 93. Componentes del ensayo in vitro de determinación de IgE específica a β-

lactámicos enmarcado en el proyecto COBIOPHAD. Disco microfluídico 

semiautomatizado (A), esquema del microarray de antígenos (B) y analizador (C). 

Tanto la puesta a punto del inmunoensayo como la selección de reactivos del 

ensayo semiautomatizado se realizó atendiendo a los resultados anteriormente descritos 

para el ensayo de determinación de sIgE en DVD. Además, aunque el ensayo 

semiautomatizado en disco desarrollado en el proyecto COBIOPHAD permite la 

determinación simultánea de un amplio panel de antígenos, en esta tesis nos centramos 

en la evaluación del reconocimiento que presentan las muestras de pacientes alérgicos y 

controles frente a H1-PG y H1-AMX. 

4.8.1. Evaluación de las muestras de suero utilizando el sistema 

semiautomatizado basado en disco compacto 

El desarrollo de una prueba in vitro cuantitativa requiere que los resultados estén 

expresados en unidades aceptadas por el sistema internacional, que puedan ser entendidas 

dentro del sector sanitario y comparables con otras pruebas in vitro. A pesar de que 

durante esta tesis se ha demostrado que el uso de una calibración homóloga mejora la 

correlación entre ensayos y la correcta cuantificación de IgE, actualmente el único patrón 

internacional aceptado por la OMS es un patrón de IgE total. Esta falta de patrones de 

calibración de IgE específica ocasiona que el único método de calibración validado se 

base en una interpolación heteróloga de las señales obtenidas en una curva de IgE total. 
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La curva de calibración heteróloga se obtuvo utilizando concentraciones 

crecientes de IgE total (0 - 50 UI/mL), y siguiendo el ensayo indirecto de cuatro etapas 

utilizando GAM-HRP descrito en el apartado 3.6.3A.  

 

Figura 94. Curva de calibración heteróloga obtenida con el sistema 

semiautomatizado (n=10). 

Este sistema mostró una buena sensibilidad analítica alcanzando un LOD y LOQ 

de 0.17 y 0.53 UI/mL, respectivamente (Figura 94). Estos valores se encuentran 

ligeramente por encima de los obtenidos en la calibración heteróloga del ensayo de disco 

compacto tipo DVD. Por otro lado, al igual que para el sistema en DVD la prueba in vitro 

semiautomatizada mostró un intervalo de trabajo de dos órdenes de magnitud (0.17 - 17.5 

UI/mL).  

 Los resultados del análisis de las muestras de suero, tanto pacientes como 

controles, por duplicado, se muestran en las Tablas A2.6 y A2.7 del anexo 1. Como se 

observa en la Tabla, la reproducibilidad de los resultados de cuantificación de sIgE en las 

muestras de suero (RSD = 20 %) fue 1.7 más baja que la obtenida en el sistema DVD 

utilizando las calibraciones externas (RSD = 35 %). Por lo que concluyó que, el uso de 

un ensayo microfluídico mejoró la precisión de la determinación.  

Con respecto a la exactitud, el ensayo semiautomatizado infracuantifica la 

concentración de sIgE presente en las muestras de suero, exhibiendo un porcentaje de 

recuperación medio de 36 % para ambos antígenos. Para confirmar estos resultados se 
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llevó a cabo el estudio de correlación de Pearson entre los resultados de sIgE del ensayo 

in vitro semiautomatizado con las concentraciones obtenidas mediante ImmunoCAP. Los 

resultados obtenidos se muestran en la Figura 95.  

 

Figura 95. Estudio de correlación entre los resultados de concentración de IgE 

obtenidos por el sistema semiautomatizado (COBIOPHAD) basado en la tecnología de 

disco compacto e ImmunoCAP, para los antígenos H1-PG y H1-AMX. 

La correlación entre ImmunoCAP y el ensayo semiautomatizado fue alta tanto 

para determinación de IgE anti-PG como para IgE anti-AMX, siendo r>0.9, sin embargo, 

la pendiente de la recta fue baja (< 0.45). Estos resultados confirman que el sistema 

semiautomatizado basado en la tecnología de disco compacto infracuantifica 

considerablemente la concentración de IgE. 

Al comparar los resultados de concentración de IgE especifica medidos con el 

ensayo semiautomatizado con los obtenidos con el ensayo en disco tipo DVD mediante 

una correlación de Pearson, se observó que al igual que con ImmunoCAP, los dos 

sistemas correlacionaban bien (r > 0.9). Sin embargo, la concentración de IgE medida 

mediante el sistema semiautomatizado fue significativamente más baja que la obtenida 

con el ensayo en disco DVD en las mismas condiciones de calibración (calibración 

heteróloga), siendo la pendiente menor a 0.35, para los dos antígenos (Figura 96).  
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Figura 96. Estudio de correlación entre los resultados de concentración de IgE 

obtenidos por los sistemas basados en la tecnología de disco compacto manual (DVD) y 

semiautomatizado (COBIOPHAD), para los antígenos H1-PG y H1-AMX. 

Sin embargo, ambos ensayos comparten tiempos de incubación, formato de 

ensayo, reactivos y antígenos, por lo que la infracuantificación de IgE debía estar 

provocada por la composición de la superficie. Para comprobar esta hipótesis, se 

inmovilizó el antígeno de PG (40 mg/L) sobre dos portaobjetos, uno de PC y el otro de 

COP, material del disco semiautomatizado, y tras una incubación de 16 horas a 37 ºC, se 

llevó a cabo el ensayo indirecto de cuatro etapas usando GAM-HRP, descrito en la 

sección 3.6.3A, utilizando diferentes concentraciones (0-25 UI/mL) de qIgE anti-PG 

como muestra. Los resultados obtenidos tras el revelado con TMB se midieron, en este 

caso, utilizando un escáner documental. 

Como se observa en la Figura 97, el ensayo realizado en PC mostró un LOQ más 

bajo que el obtenido para el ensayo realizado en COP, 0.8 y 2.5 UI/mL, respectivamente. 

Estaba menor sensibilidad analítica en la superficie de COP puede ser consecuencia a un 

menor rendimiento de inmovilización de los antígenos, lo cual afectaría a las prestaciones 

analíticas del ensayo.  
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Figura 97. Respuesta de la IgE específica frente a antígenos inmovilizados mediante 

adsorción pasiva en PC y COP. 

4.8.2. Evaluación de las prestaciones clínicas del ensayo in vitro 

semiautomatizado 

Las prestaciones clínicas que presenta el ensayo semiautomatizado de diagnóstico 

in vitro de alergias a antibióticos β-lactámicos basado en la tecnología de disco compacto 

se establecieron tras el análisis de un conjunto de 101 muestras de pacientes alérgicos 

(52) y controles (49), y se comparó con las prestaciones obtenidas tanto por el ensayo 

manual desarrollado durante esta tesis doctoral como por el sistema actual de referencia 

(ImmunoCAP). Estableciendo como valor umbral el LOD del ensayo in vitro 

semiautomatizado, se obtuvo una sensibilidad clínica del 13.5 y 21.2 % para la 

determinación de IgE específica frente a PG y AMX, respectivamente (Tabla 27), y una 

especificidad clínica del 100 % para ambos alérgenos.  

La comparación de las prestaciones clínicas de los sistemas in vitro se determinó 

mediante las curvas ROC (Figura 98). Las pruebas in vitro COBIOPHAD e ImmunoCAP, 

mostraron similares valores de AUC tanto para AMX como PG y similar sensibilidad 

clínica, 13.5 % y 15.4 % para el antígeno de PG, y 21.3 % y 23.1 % para el antígeno de 

AMX, respectivamente. Es importante mencionar que el 75 % de las muestras de suero 
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de pacientes que mostraron resultados positivos en la prueba in vitro ImmunoCAP, 

también presentaron valores de IgE especifica por encima del LOD en el ensayo in vitro 

semiautomatizado. Por lo tanto, podemos concluir que el ensayo semiautomatizado 

basado en la tecnología de disco compacto es muy prometedor ya que presenta similar 

sensibilidad y especificidad clínica que el inmunoensayo de referencia, y además permite 

la determinación multiplex de IgE específica a 10 β-lactámicos diferentes, lo que lleva 

una reducción del volumen de muestra, tiempo y coste del ensayo.  

 

Figura 98. Curva ROC comparativa entre los sistemas basados en disco compacto, 

manual (DVD) y semiautomatizado (COBIOPHAD), e ImmunoCAP para los antígenos 

de PG y AMX. 

Es importante destacar que mejorar el rendimiento de inmovilización de los 

antígenos, mediante tratamiento químico de la superficie de COP, o el empleo de PC 

permitiría alcanzar una sensibilidad clínica similar a la obtenida en DVD. Estos resultados 

hacen del ensayo de determinación de sIgE basado en la tecnología de disco compacto, 

un método competitivo con los sistemas in vitro de referencia.  

Tabla 27. Características y prestaciones clínicas obtenidas para los sistemas de 

detección de IgE especifica a β-lactámicos basados en disco compacto, manual (DVD) y 

semiautomatizado (COBIOPHAD), e ImmunoCAP. 

prueba in vitro 
Corte 

(UI/mL) 

IgE anti-PG IgE anti-AMX 

Sensibilidad 

(%) 

Especificidad 

(%) 
AUC 

Sensibilidad 

(%) 

Especificidad 

(%) 
AUC 

ImmunoCAP 0.35 15.4 100 0.577 23.1 100 0.606 

DVD 0.12 17.3 100 0.587 42.4 100 0.712 

COBIOPHAD 0.17 13.5 100 0.567 21.2 100 0.606 
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Las investigaciones realizadas han concluido con el desarrollo del primer inmunoensayo 

in vitro para la determinación simultánea de IgE específica de antibióticos β-lactámicos 

en suero humano mediante la tecnología de disco compacto. Este desarrollo ha implicado 

estudiar profusamente el efecto del formato de ensayo en las prestaciones analíticas y 

diagnósticas de la prueba in vitro, preparar, caracterizar y seleccionar antígenos de un 

amplio panel de antibióticos β-lactámicos y moléculas carrier, valorar diferentes 

estrategias de calibración y cuantificar niveles de IgE específicas y totales en muestras de 

suero humano de pacientes alérgicos y controles. Las conclusiones más relevantes en 

relación a los objetivos particulares propuestos en la tesis doctoral han sido las siguientes: 

1. La adsorción pasiva de antígenos derivados de antibióticos β-lactámicos en la 

superficie de policarbonato de un disco compacto es una estrategia de inmovilización 

sencilla y práctica que proporciona unas muy buenas prestaciones analíticas al ensayo 

para la determinación de IgE específica en suero sanguíneo frente a las obtenidas por 

inmovilización covalente y directa de antibióticos β-lactámicos. 

 

2. El formato de ensayo de cuatro etapas y el antígeno derivado de la histona H1 son 

clave para identificar pacientes alérgicos con niveles muy bajos de IgE específica (< 

0,35 IU/mL) y discriminar sujetos control. 

 

3. Los antígenos derivados de histona son una alternativa muy prometedora para el 

desarrollo de ensayos in vitro sensibles de alergia a fármacos. Estos antígenos son 

buenos reactivos para mimetizar la estructura del epítopo mayor causante de la 

producción de IgE específica a antibióticos β-lactámicos, mejorando el umbral de 

discriminación de pacientes y controles.  

 

4. El uso de calibradores serológicos específicos de antibióticos β-lactámicos mejora la 

exactitud y precisión del ensayo desarrollado con respecto a la calibración heteróloga 

con el calibrador serológico de IgE total.  

 

5. La calibración homóloga en combinación con el uso de una IgE quimérica específica 

de un antibiótico β-lactámico como patrón interno ha resultado una estrategia fiable 

para cuantificar IgE específica de penicilinas en suero de pacientes alérgicos. Además, 
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permite la estandarización de resultados, reduciendo las variaciones asociadas a la 

manipulación de la muestra.  

 

6. El ensayo multiplex desarrollado ha permitido establecer patrones de sensibilización, 

valorando simultáneamente la reactividad de las IgE de pacientes alérgicos frente a 

antígenos de diferentes antibióticos β-lactámicos. Esta información es especialmente 

útil para la prescripción de antibióticos β-lactámicos alternativos, lo que puede llevar 

a una reducción de costes derivados del uso de antibióticos menos eficaces y 

problemas asociados con la resistencia bacteriana. 

 

7. Se ha identificado un nuevo epítopo como resultado de la unión del grupo carboxilato 

de la cadena lateral de las penicilinas con el grupo amino de la histona H1. Este 

antígeno aumenta significativamente la sensibilidad diagnóstica del ensayo y pone en 

valor la necesidad de identificar nuevas estructuras hapténicas que mimeticen mejor 

los epítopos potenciales de los antibióticos β-lactámicos con el fin de mejorar el 

diagnóstico in vitro de alergia. 

 

8. El uso de plataformas microfluídicas avanzadas en base policarbonato, similares a las 

fabricadas en el marco del proyecto COBIOPHAD, y compatibles con el lector de 

disco compacto simplificarían el protocolo analítico, manteniendo las prestaciones 

analíticas del ensayo. Así pues, esta tesis proporciona las bases para la implementación 

prospectiva del dispositivo como herramienta analítica para realizar estudios in vitro 

de alergia a fármacos, alimentos y aeroalérgenos, así como para la monitorización del 

título de anticuerpos tipo IgE en terapias personalizadas basadas en fármacos 

biológicos derivados de anticuerpos recombinantes humanizados. 

 

En conclusión, se ha desarrollado una metodología de ensayo basada en fundamentos 

inmunoquímicos y tecnología de disco compacto que proporciona información valiosa y 

complementaria del nivel de IgE circulante en suero sanguíneo para realizar un 

diagnóstico in vitro de alergia a fármacos más fiable que el de la prueba de referencia. La 

versatilidad, rapidez y simplicidad del ensayo permite su uso en centros de atención 

primaria, lo que facilitaría el cribado masivo de alergias, disminuyendo el tiempo que 
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transcurre entre el diagnóstico clínico y la reacción alérgica. La disminución de los 

tiempos de espera podría mejorar la sensibilidad diagnóstica, aumentando la fiabilidad y 

proporcionando las pruebas clínicas necesarias para apoyar la toma de decisiones del 

alergólogo, y así mejorar el diseño de estrategias terapéuticas personalizadas y avanzar 

en la identificación de pacientes mal etiquetados como alérgicos a β-lactámicos para 

proceder a su desetiquetado.
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7. ANEXO  1  

 Caracterización clínica de los pacientes 

alérgicos y controles 
 

 



  

 

 

 



  

 

Tabla A1.1. Historial clínico de los pacientes alérgicos a antibióticos β-lactámicos. 

 

ND = No determinado 

 

Nº Nº FE Ref. Sexo
Fecha 

nacimiento

Fecha de la 

reacción

Fecha del 

estudio

Fármaco 

causante
Síntomas Tiempo Alérgeno Tolerancia

1 1 JPM V 1947 25/11/2015 24/06/2016 Augmentine iv Anafilaxia Inmediata Anillo vs CL ND

2 3 JSOJ V 1969 03/03/2013 12/09/2016 Augmentine iv Anafilaxia Inmediata Anillo ND

3 4 MJQR M 1944 05/07/2016 30/09/2016 Cefuroxima vo Anafilaxia Inmediata Anillo ND

4 5 AFM V 1950 01/02/2012 01/12/2016 Augmentine vo Cutánea ND Anillo ND

5 7 BAM M 1962 01/09/2004 09/11/2016 Augmentine vo Anafilaxia Inmediata Anillo ND

6 9 MAHB M 1978 22/06/2015 10/11/2016  Augmentine vo Anafilaxia Inmediata Cadena lateral CFR

7 10 BGD V 1967 10/09/2016 14/11/2016 Augmentine vo Cutánea Tardía Cadena lateral CFR

8 11 ACB V 1936 20/09/2016 18/11/2016 Augmentine iv Anafilaxia Inmediata Cadena lateral CFR

9 13 EVO M 1939 28/10/2016 02/12/2016 Cefazolina iv Anafilaxia Inmediata Anillo ND

10 14 JMR V 1972 2012 13/12/2016 Augmentine vo Cutánea Inmediata Anillo ND

11 16 MDAP M 1962 03/10/2016 16/12/2016 Amoxicilina vo Cutánea Inmediata Cadena lateral CFR

12 20 BGS M 1989 18/09/2013 20/04/2017 Amoxicilina vo Cutánea Inmediata Cadena lateral CFR

13 22 EGM M 1983 2015 23/12/2016 Augmentine vo Anafilaxia Inmediata Cadena lateral CFR

14 23 CPP M 1975 2009 09/01/2017 Augmentine iv Anafilaxia Inmediata Cadena lateral CFR

15 24 ATS M 1963 11/02/2010 25/01/2017 Amoxicilina vo Anafilaxia Inmediata Anillo vs CL ND

16 25 JACM V 1960 01/02/2017 22/03/2017 Augmentine vo Anafilaxia Inmediata Anillo vs CL ND

17 27 FSM V 1949 23/06/2016 10/02/2017 Augmentine vo Cutánea Tardía Cadena lateral CFR

18 29 DGM M 1948 28/11/2016 17/02/2017 Augmentine iv Anafilaxia Inmediata Cadena lateral CFR

19 30 MORH M 1967 17/11/2016 24/02/2017 Amoxicilina vo Anafilaxia Inmediata Cadena lateral CFR

20 35 MTCA M 1960 29/11/2012 26/04/2017 Augmentine vo Anafilaxia Inmediata Cadena lateral CFR

21 36 RAA V 1956 25/03/2017 02/05/2017 Augmentine vo Cutánea Tardía Cadena lateral CFR

22 41 JBML V 1962 25/05/2016 05/05/2017 Amoxicilina vo Anafilaxia Inmediata Cadena lateral CFR

23 45 MCR M 1971 26/01/2012 17/05/2017 Amoxicilina vo Cutánea Inmediata Cadena lateral CFR

24 47 MEFR M 1964 01/03/2017 23/06/2017 Augmentine vo Cutánea Inmediata Cadena lateral CFR

25 48 JMN V 1978 20/03/2017 07/07/2017 Amoxicilina vo Cutánea ND Cadena lateral CFR

26 49 PRR M 1955 24/03/2017 14/07/2017 Augmentine vo Cutánea Inmediata Cadena lateral CFR



 

 

Tabla A1.1. Historial clínico de los pacientes alérgicos a antibióticos β-lactámicos (continuación).  

 

ND = No determinado 

 

Nº Nº FE Ref. Sexo
Fecha 

nacimiento

Fecha de la 

reacción

Fecha del 

estudio

Fármaco 

causante
Síntomas Tiempo Alérgeno Tolerancia

27 50 RPL M 1961 06/05/2017 14/07/2017 Augmentine vo Cutánea Inmediata Cadena lateral CFR

28 51 ICC M 1948 01/09/2016 21/07/2017 Amoxicilina vo Inespecific Inmediata Cadena lateral CFR

29 54 FAL V 1953 02/03/2017 24/10/2017 Augmentine iv Cutánea Inmediata Cadena lateral CFR

30 55 MPCS M 1978 27/10/2016 24/10/2017 Augmentine vo Anafilaxia Inmediata Cadena lateral CFR

31 56 ECG V 1951 08/09/2016 25/10/2017 Amoxicilina vo Cutánea Inmediata Anillo ND

32 57 BLM V 1964 08/09/2017 26/10/2017 Augmentine vo Anafilaxia Inmediata Cadena lateral CFR

33 58 JFB V 1976 01/10/2017 24/11/2017 Amoxicilina vo Cutánea Inmediata Cadena lateral CFR

34 59 IPC M 1971 01/01/2016 29/11/2017 Amoxicilina vo Cutánea Inmediata Cadena lateral Penilevel

35 61 JCBF V 1961 27/12/2016 11/12/2017 Amoxicilina vo Anafilaxia Inmediata Anillo vs CL ND

36 63 LMFR V 1979 30/09/2017 13/12/2017 Augmentine vo Anafilaxia Inmediata Anillo vs CL ND

37 65 MES M 1989 19/12/2012 18/12/2017 Augmentine vo Cutánea Inmediata Cadena lateral Penilevel

38 66 RMSJ M 1971 11/07/2017 03/01/2018 Augmentine vo Cutánea Inmediata Cadena lateral CFR

39 68 JMIP V 1968 19/01/2018 20/02/2018 Amoxicilina vo Cutánea ND Cadena lateral CFR

40 70 JMRD V 1982 10/12/2017 06/03/2018 Amoxicilina vo Cutánea Tardía Cadena lateral CFR

41 71 JMAA V 1982 24/02/2017 06/03/2018 Amoxicilina vo Anafilaxia Inmediata Anillo ND

42 73 MDPC M 1951 10/10/2017 13/03/2018 Amoxicilina vo Cutánea Inmediata Cadena lateral Cefditoreno

43 74 LTG M 1982 09/02/2018 13/04/2018 Augmentine vo Cutánea Inmediata Anillo ND

44 76 VCG M 1963 21/10/2017 11/05/2018 Augmentine vo Cutánea ND Cadena lateral CFR

45 77 ABSF M 1972 16/04/2018 17/05/2018 Augmentine vo Anafilaxia Inmediata Anillo CFR

46 80 SNC M 1970 01/05/2018 25/06/2018 Amoxicilina vo Cutánea Inmediata Cadena lateral ND

47 81 MLLF M 1985 18/02/2009 31/07/2018 Augmentine vo Anafilaxia Inmediata Anillo ND

48 82 MPDM M 1951 27/03/2018 03/07/2018 Augmentine vo Anafilaxia Inmediata CL vs Anillo ND

49 83 AAS V 1997 28/12/2017 11/07/2018 Amoxicilina vo Cutánea ND Cadena lateral CFR

50 92 IMR M 1944 14/11/2018 08/01/2019 Augmentine iv Cutánea Inmediata Cadena lateral Cefditoreno

51 96 JHV M 1955 27/01/2019 14/03/2019 Augmentine vo Anafilaxia ND Cadena lateral CFR

52 98 APS V 1963 08/02/2019 08/04/2019 Amoxicilina vo Cutánea Inmediata Cadena lateral CCFR



  

 

Tabla A1.2. Resultados del ensayo de punción cutánea de los pacientes alérgicos. 

 

ND = No determinado; P = Positivo; N = Negativo; A/C = Amoxicilina/clavulánico 

Nº Nº FE Ref. MDM PPL PG AMP AMX A/C CVL CFR CFT CFZ CFO PPR IMP MRP ERT AZT

1 1 JPM N N N N P P P P N ND ND N N ND ND N

2 3 JSOJ ND P ND ND ND ND ND P ND ND ND ND ND ND ND ND

3 4 MJQR ND ND ND ND P P ND ND P ND ND ND P P ND ND

4 5 AFM ND ND P P P ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND

5 7 BAM N N N P P P ND N P ND P P P ND ND P

6 9 MAHB N N N P P P N N N ND ND N P ND ND P

7 10 BGD N N N P P P ND N ND ND N ND ND N N ND

8 11 ACB N N N P P P ND N ND ND ND N N ND ND ND

9 13 EVO N N N P P P ND N N ND ND P N P ND ND

10 14 JMR N N P P P P ND N N ND ND N ND N ND ND

11 16 MDAP ND ND ND P P P ND N ND ND ND ND ND ND ND ND

12 20 BGS N N N N P P ND N ND ND ND ND ND ND ND ND

13 22 EGM N N N N N ND N N N ND ND N N ND ND N

14 23 CPP P P ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND

15 24 ATS N N N P P P ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND

16 25 JACM ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND

17 27 FSM N N N N N N ND N N ND ND ND ND ND ND ND

18 29 DGM N N N P P P N N N ND ND ND N N ND ND

19 30 MORH ND ND ND ND ND ND ND N N ND ND ND ND N ND ND

20 35 MTCA N N N ND P ND ND N N ND ND ND ND ND ND ND

21 36 RAA N N N N N N ND N ND ND ND ND ND ND ND ND

22 41 JBML N N N N P N ND N ND ND ND ND P ND ND ND

23 45 MCR N N N N P P ND N ND ND ND ND ND ND ND ND

24 47 MEFR N N N P P P N N ND ND ND ND ND ND ND ND

25 48 JMN N N N N P P ND N ND ND ND ND ND ND ND ND

26 49 PRR N N ND ND P P ND N N ND ND ND ND N ND ND

Test de punción cutánea



 

 

Tabla A1.2. Resultados del ensayo de punción cutánea de los pacientes alérgicos (continuación). 

 

ND = No determinado; P = Positivo; N = Negativo; A/C = Amoxicilina/clavulánico 

Nº Nº FE Ref. MDM PPL PG AMP AMX A/C CVL CFR CFT CFZ CFO PPR IMP MRP ERT AZT

27 50 RPL N N N P P P ND N N ND ND ND ND ND ND ND

28 51 ICC N N N N N ND ND N N ND ND ND ND N ND N

29 54 FAL N N N P P P ND N ND ND ND ND ND ND ND ND

30 55 MPCS ND ND N P P ND ND ND N ND ND ND ND ND ND ND

31 56 ECG N N ND ND N ND N N ND ND ND ND ND ND ND ND

32 57 BLM ND ND P ND ND P ND ND N ND ND ND ND ND ND ND

33 58 JFB N N N P P P ND N ND ND ND ND ND ND ND ND

34 59 IPC ND ND ND ND P ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND

35 61 JCBF N N P ND P P ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND

36 63 LMFR N N N ND P P N ND ND ND ND ND ND ND ND ND

37 65 MES N N ND ND P P N ND ND ND ND ND ND ND ND ND

38 66 RMSJ N N N P P P N N ND ND ND ND ND ND ND ND

39 68 JMIP N N P P P P ND N ND ND ND ND ND ND ND ND

40 70 JMRD N N N N P P N N ND ND ND ND ND ND ND ND

41 71 JMAA N N N N N N ND N ND ND ND ND ND ND ND P

42 73 MDPC N N N N P P N N ND ND ND ND ND ND ND ND

43 74 LTG ND ND ND ND ND ND ND N N ND ND N ND P ND ND

44 76 VCG N N N N P P ND N N N ND ND ND ND ND ND

45 77 ABSF N N P ND P ND ND N N ND ND ND ND ND ND ND

46 80 SNC N N P P P P ND N ND ND ND ND ND ND ND ND

47 81 MLLF N N P P P P ND N N ND ND ND ND N ND ND

48 82 MPDM ND ND ND ND ND ND ND P ND ND ND ND ND N ND P

49 83 AAS N N N N ND ND ND N ND ND ND ND ND ND ND ND

50 92 IMR N N P P P P N N ND ND ND ND ND ND ND ND

51 96 JHV N P N N N N ND N ND ND ND ND ND ND ND ND

52 98 APS N N N P P P ND N N ND P N N ND ND ND

Test de punción cutánea



  

 

Tabla A1.3. Resultados de los ensayos in vitro, test de basófilos y de determinación de sIgE de los pacientes alérgicos. 

ND = No determinado; P = Positivo; N = Negativo; A/C = Amoxicilina/clavulánico 

Test

Nº Nº FE Ref. AMX A/C CFR CFT CVL PV PG
PROV 

+
PG PV AMP AMX CFC

1 1 JPM N N N ND N ND ND ND 265 0,04 0,01 ND 0,09 0,03

2 3 JSOJ P P ND ND ND ND ND ND 44 13,6 13,2 13,2 10,2 1,58

3 4 MJQR ND ND ND ND ND ND ND ND 129 0,01 0,03 0,05 0,11 0,01

4 5 AFM ND ND P P ND ND ND ND 105 0 0,02 0,02 0,02 0,03

5 7 BAM N ND ND ND N ND ND ND 23,9 0 0,01 0,03 0,01 0,04

6 9 MAHB ND P N ND ND ND ND ND 13,7 0,03 0 0,38 0,16 0,04

7 10 BGD ND ND ND ND ND ND ND ND 14,3 0 0 0,03 0,01 0,02

8 11 ACB ND ND ND ND ND ND ND ND 7686 2,16 1,91 1,64 1,64 0,79

9 13 EVO ND ND ND ND ND ND ND ND 86,8 0 0 ND 0,82 0,23

10 14 JMR ND N N ND ND ND ND ND 146 0,02 0,03 0,09 0,05 0,03

11 16 MDAP ND ND ND ND ND ND ND ND 1078 0,03 0,02 0,11 0,11 0,11

12 20 BGS ND ND ND ND ND ND ND ND 95,3 0 0,03 0,02 0,01 0

13 22 EGM ND P ND ND ND ND ND ND 32,1 0 0 0,02 0,01 0,01

14 23 CPP ND P N ND ND ND P ND 298 0,02 0,02 0,06 0,07 0,04

15 24 ATS ND ND ND ND ND ND ND ND 174 0,01 0,04 0,06 0,04 0,04

16 25 JACM ND ND ND ND ND ND ND ND 1207 0,04 0,07 0,14 0,24 0,2

17 27 FSM ND P ND ND ND N ND ND 2000 1,83 2,48 1,86 1,52 0,24

18 29 DGM ND ND ND ND ND ND ND ND ND 1,83 0,97 1,91 0,86 0,14

19 30 MORH ND ND ND ND ND ND ND ND 35,6 1,02 0,97 0,88 0,79 0,01

20 35 MTCA ND ND ND ND ND ND ND ND 29,8 0,08 0,06 0,07 0,13 0

21 36 RAA ND ND ND ND ND ND ND ND 124 0 0 0,03 0,95 0,02

22 41 JBML ND ND ND ND ND ND ND ND 206 0,02 0,04 0,05 0,05 0,03

23 45 MCR ND ND ND ND ND ND ND ND 114 0,01 0,01 0,04 0,1 0,01

24 47 MEFR ND ND ND ND ND ND ND ND 126 0,02 0,03 0,05 0,04 0,01

25 48 JMN ND ND ND ND ND ND ND ND 353 0 0,03 0,08 0,15 0,02

26 49 PRR ND ND ND ND ND ND ND ND 11,5 0 0 0,03 0,01 0,01

Test de activación de bsófilos (BAT) IgE 

Total 

(UI/mL

IgE Específica (sIgE) (UI/mL)



 

 

Tabla A1.3. Resultados de los ensayos in vitro, test de basófilos y de determinación de sIgE de los pacientes alérgicos (continuación). 

 

ND = No determinado; P = Positivo; N = Negativo; A/C = Amoxicilina/clavulánico 

Test

Nº Nº FE Ref. AMX A/C CFR CFT CVL PV PG
PROV 

+
PG PV AMP AMX CFC

27 50 RPL ND ND ND ND ND ND ND ND 287 0,12 0,37 0,1 0,29 0,1

28 51 ICC ND ND ND ND ND ND ND ND 273 0,03 0,15 ND 0,07 0,12

29 54 FAL ND N N ND ND ND ND ND 144 0,3 0,27 0,16 0,24 0,12

30 55 MPCS ND ND ND ND ND ND ND ND 63,3 0,01 0,01 0,03 0,01 0,01

31 56 ECG ND ND ND ND ND ND ND AMX 54,7 0,02 0,11 0,17 0,12 0

32 57 BLM ND ND N N ND ND ND ND 228 0,03 0,03 0,09 0,08 0,07

33 58 JFB ND ND ND ND ND ND ND ND 1610 0,17 0,3 0,43 0,46 0,26

34 59 IPC ND ND ND ND ND ND ND ND 33,9 0 0 0,03 0,02 0,01

35 61 JCBF ND ND ND ND ND ND ND ND 23 0 0 0,03 0,03 0

36 63 LMFR ND ND ND ND ND ND ND ND 40,7 0 0,01 0,03 0,03 0,01

37 65 MES ND ND ND ND ND ND ND ND 75,7 0 0,01 0,04 0,12 0,07

38 66 RMSJ ND ND ND ND ND ND ND ND 772 0,01 0,03 ND 0,07 0,04

39 68 JMIP P ND N ND ND ND ND ND 28,9 0 0 ND 0,09 0

40 70 JMRD P ND ND ND ND ND ND ND 18,1 0,03 0,05 ND 0,24 0,03

41 71 JMAA ND ND ND ND ND ND ND ND 135 0,43 0,69 ND 0,99 0,01

42 73 MDPC P ND N ND ND ND ND ND 18,8 0 0 ND 0 0

43 74 LTG ND ND ND ND ND ND ND ND 434 3,01 3,76 ND 7,02 0,14

44 76 VCG ND ND ND ND ND ND ND ND 130 0 0 ND 0,01 0,03

45 77 ABSF ND ND ND ND ND ND ND ND 267 0,03 0,21 ND 0,24 0,08

46 80 SNC ND ND ND ND ND ND ND ND 19,1 0 0 ND 0,03 0,02

47 81 MLLF ND ND ND ND ND ND ND ND 4,4 0,09 0,06 ND 0,06 0,03

48 82 MPDM P ND ND ND ND ND ND ND 55 0,01 0,38 ND 0,05 0,02

49 83 AAS ND ND ND ND ND ND ND ND 224 0,61 0,81 ND 0,97 0,06

50 92 IMR P ND N ND ND ND ND ND 10,1 0 0 ND 0 0,01

51 96 JHV P ND ND ND ND ND ND ND 361 0,02 0,01 0,05 0,05 0,03

52 98 APS P ND ND ND ND ND ND ND 91,1 0,01 0,01 0,03 0,69 0,04

Test de activación de bsófilos (BAT) IgE 

Total 

(UI/mL

IgE Específica (sIgE) (UI/mL)



  

 

Tabla A1.4. Caracterización clínica de los controles utilizados durante esta tesis doctoral. 

 

ND = No determinado; P = Positivo; N = Negativo, A/C = Amoxicilina/clavulánico 

Nº NºFE Ref. Sexo
Fecha 

nacimiento

Fármaco 

causante
PG PV AMP AMX CFC MDM PPL PG AMP AMX A/C CFR Tolerancia

1 1 ACL V 1997 Augmentine iv 18,5 0 0 0,01 0,01 0,01 ND ND ND ND N N ND A/C

2 2 AVM M 1986 Augmentine vo 62,8 0 0 0,04 0,01 0,02 ND ND ND ND ND ND ND A/C

3 3 LFRG V 1963 Peni im 50,2 0 0 0,02 0,01 0,01 N N N N N N ND A/C

4 4 BVA M 1983 Augmentine vo 5,32 0 0 0,02 0,01 0,01 N N N N N N N A/C, CFR

5 5 CRM M 1939 Peni im 23,3 0 0 0,03 0,01 0,02 ND ND ND ND ND ND ND AMX

6 6 EBS M 1947 ND 125 0,01 0,05 0,05 0,06 0,04 N N N N N N ND AMX

7 7 RDS M 1954 Peni im 90,6 0,02 0 0,03 0,01 0,03 N N N N N N ND AMX

8 8 MRN M 1958 Peni im 13,8 0 0 0,03 0,01 0,01 N N N N N N ND PG

9 9 AAC V 1936 Peni im 285 0,01 0,01 0,09 0,03 0,05 N N N N N N ND AMX

10 10 JOH M 1962 Cefuroxima vo 2 0 0 0,01 0 0,01 N N N N N N ND AMX

11 11 GVPC V 1956 Peni im 413 0,01 0 0,08 0,05 0,07 N N N N N N ND PG

12 12 MFA V 1955 Amoxi vo 26 0 0 0,03 0,01 0 N N N N N N ND CFR, CFC

13 13 JGL V 1942 Ceftriaxona iv 319 0,01 0,01 0,1 0,07 0,06 N N N N N N ND CFT

14 14 AGH V 1992 ND 153 0 0 0,04 0,03 0,02 N N N N N N ND AMX

15 15 JFG V 1972 Augmentine vo 310 0,01 0,1 0,04 0,06 0,05 N N N N N N ND AMX

16 16 IMM M 1949 Cefuroxima vo 8,26 0 0 0 0,01 0 N N N N N N ND CFR

17 17 HSM M 1983 Peni im 13,2 0 0 0,01 0 0 N N N N N N ND AMX

18 18 RPD M 1976 Augmentine iv 18,2 0 0 0,02 0 0 ND ND ND ND ND N N A/C

19 19 MAA V 1987 ND 129 0 0 0,04 0,02 0,03 N N N N N N ND AMX

20 20 MJGV M 1957 Ceftriaxona im 2 0 0 0,01 0 0 N N N N N N ND CFT

21 21 OCPB M 1947 ND 36,6 0 0 0 0,02 0 N N N N N N ND AMX

22 22 RTS V 1955 Peni im 7,91 0 0 0,01 0 0 N N N N N N N A/C

23 23 FGO M 1952 ND 45,1 0 0 0,01 0,01 0 N N N N N N ND AMX

24 24 MRSR M 1969 ND 603 0,01 0,01 0,07 0,07 0,07 N N N N N N ND PG

25 25 JAB M 1968 Peni im 74,9 0 0 0,03 0,02 0,01 N N N N N N N PG

Test de punción cutáneaIgE 

Total 

(UI/mL)

IgE Específica (sIgE) (UI/mL)



 

 

Tabla A1.4. Caracterización clínica de los controles utilizados durante esta tesis doctoral (continuación). 

 

ND = No determinado; P = Positivo; N = Negativo, A/C = Amoxicilina/clavulánico 

 

 

 

Nº NºFE Ref. Sexo
Fecha 

nacimiento

Fármaco 

causante
PG PV AMP AMX CFC MDM PPL PG AMP AMX A/C CFR Tolerancia

26 26 YGYR M 1996 Amoxi vo 50 0 0 0,03 0 0 ND ND ND ND N ND N AMX

27 27 LHB V 1950 ND 91,9 0 0 0,02 0,03 0,02 N N N N N N ND PG

28 28 YDD M 1960 ND 10,6 0 0 0,02 0,01 0,02 N N N N N N ND AMX

29 29 MLBC M 1973 ND 88,6 0 0 0,03 0,02 0,02 N N N N N N ND AMX

30 30 DPO M 1946 Cefazolina iv 21,7 0 0 0,03 0 0,02 N N N N N N ND CFZ

31 31 DSP M 1969 Ampicilina im 15 0 0 0,02 0,02 0,01 N N N N N N ND PG

32 32 DIC M 1963 Amoxicilina vo 68,2 0 0,01 0,04 0,02 0,01 N N N N N N ND AMX

33 33 EBP M 1969 ND 15 0 0 0,02 0,01 0,01 N N N N N N ND AMX

34 34 MJM M 1968 Amoxicilina vo 41,9 0 0 0,02 0,02 0,01 ND ND ND ND ND ND ND ND

35 35 VPM M 1957 Cefazolina iv 20 0 0 0,02 0,01 0 N N N N N N ND CFZ

36 36 MPPB M 1987 Peni 76,8 0 0 0,04 0,02 0,02 N N N N N N ND AMX

37 37 MCGA M 1972 ND 151 0,01 0,01 0,06 0,07 0,05 N N N N N N ND AMX

38 38 PVMT V 1969 ND 77 0,02 0 0,03 0,05 0,04 N N N N N N N AMX

39 39 AIM M 1936 ND 21,7 0 0 0 0,01 0 N N N N N N N AMX

40 40 JMA M 1955 ND 38,5 0 0 0,02 0,05 0 N N N N N N N AMX

41 41 MPSM M 1955 Amoxi iv 12,3 0 0 0,01 0 0 N N N N N N ND AMX, CFR

42 42 FJMR V 1951 Augmentine vo 724 0,02 0,04 0,06 0,05 0,07 N N N N N N N AMX, CFR

43 43 MJIC M 1958 Peni im 28,8 0,03 0 0,03 0,01 0,02 N N N N N N N AMX

44 44 EPUM M 1986 ND 127 0,02 0,01 0,04 0,02 0,03 N N N N N N N AMX

45 45 SAC M 1981 Augmentine 413 0,08 0,06 0,09 0,1 0,06 N N N N N N N AMP, A/C

46 46 MHA V 1935 ND 11,1 0,01 0,01 0,04 0,02 0 N N N N N N N AMX

47 47 LBM M 1996 Amoxicilina vo 182 0,02 0,03 0,07 0,05 0,01 N N N N N N N AMX

48 48 ASV M 1949 Peni im 65,7 0 0,06 0,05 0,02 0 N N N N N N N AMX

49 59 IGR M 1939 Peni im 432 0,02 0,04 0,09 0,09 0,06 N N N N N N N AMX

Test de punción cutáneaIgE 

Total 

(UI/mL)

IgE Específica (sIgE) (UI/mL)



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8. ANEXO 2  

 Concentración de sIgE de pacientes y 

controles 
 



 

 

 

 

 

 



  

 

Tabla A2.1. Concentración de sIgE en suero de pacientes alérgicos para los antígenos PG, AMX y AZT determinados mediante la 

tecnología de DVD y cuantificados mediante una curva de calibración heteróloga en PBST. 

 

LOD = 0.06 UI/mL 

Nº Nº FE REF
PG 

ImmunoCAP
H1-PG DVD

HSA-PG 

DVD

 Amx 

ImmunoCAP

H1-AMX 

DVD

HSA-AMX 

DVD

H1-AZT 

DVD

HSA-AZT 

DVD

1 1 JPM 0.04 <LOD <LOD 0.09 0.11 ± 0.04 <LOD <LOD <LOD

2 3 JSOJ 9.60 5.22 ± 0.19 9.25 ± 1.89 7.03 7.46 ± 1.57 3.00 ± 1.02 <LOD <LOD

3 4 MJQR 0.01 <LOD <LOD 0.11 0.13 ± 005 <LOD <LOD <LOD

4 5 AFM 0.00 <LOD <LOD 0.02 <LOD <LOD <LOD <LOD

5 7 BAM 0.00 <LOD <LOD 0.01 <LOD <LOD <LOD <LOD

6 9 MAHB 0.03 <LOD <LOD 0.16 0.22 ± 0.06 <LOD <LOD <LOD

7 10 BGD 0.00 <LOD <LOD 0.01 <LOD <LOD <LOD <LOD

8 11 ACB 2.16 0.59 ± 0.10 0.43 ± 0.05 1.64 1.44 ± 0.41 1.46 ± 0.84 <LOD <LOD

9 13 EVO 0.00 <LOD <LOD 0.82 0.61 ± 0.14 0.25 ± 0.10 <LOD <LOD

10 14 JMR 0.02 <LOD <LOD 0.05 <LOD <LOD <LOD <LOD

11 16 MDAP 0.03 <LOD <LOD 0.11 <LOD <LOD <LOD <LOD

12 20 BGS 0.00 <LOD <LOD 0.01 <LOD <LOD <LOD <LOD

13 22 EGM 0 <LOD <LOD 0.01 <LOD <LOD <LOD <LOD

14 23 CPP 0.02 <LOD <LOD 0.07 <LOD <LOD <LOD <LOD

15 24 ATS 0.01 <LOD <LOD 0.04 <LOD <LOD <LOD <LOD

16 25 JACM 0.04 <LOD <LOD 0.24 0.11 ± 0.10 <LOD <LOD <LOD

17 27 FSM 2.14 0.31 ± 0.10 0.39 ± 0.04 1.02 0.29 ± 0.08 0.11 ± 0.04 <LOD <LOD

18 29 DGM 1.83 0.41 ± 0.14 <LOD 0.86 0.32 ± 0.09 <LOD <LOD <LOD

19 30 MORBH 1.02 0.38 ± 0.11 0.22 ± 0.12 0.79 0.31 ± 0.07 0.15 ± 0.06 <LOD <LOD

20 35 MTCA 0.08 0.32 ± 0.09 0.32 ± 0.08 0.13 0.30 ± 0.07 0.12 ± 0.01 <LOD <LOD

21 36 RAA 0.00 <LOD <LOD 0.95 2.29 ± 0.31 <LOD <LOD <LOD

22 41 JBML 0.02 <LOD <LOD 0.05 <LOD <LOD <LOD <LOD

23 45 MCR 0.01 <LOD <LOD 0.10 <LOD <LOD <LOD <LOD

24 47 MEFR 0.02 <LOD <LOD 0.04 <LOD <LOD <LOD <LOD

25 48 JMN 0.00 <LOD <LOD 0.15 <LOD <LOD <LOD <LOD

26 49 PRR 0.00 <LOD <LOD 0.01 <LOD <LOD <LOD <LOD



 

 

Tabla A2.1. Concentración de sIgE en suero de pacientes alérgicos para los antígenos PG, AMX y AZT determinados mediante la 

tecnología de DVD y cuantificados mediante una curva de calibración heteróloga en PBST (continuación). 

 

LOD = 0.06 UI/mL 

Nº Nº FE REF
PG 

ImmunoCAP
H1-PG DVD

HSA-PG 

DVD

 Amx 

ImmunoCAP

H1-AMX 

DVD

HSA-AMX 

DVD

H1-AZT 

DVD

HSA-AZT 

DVD

27 50 RPL 0.12 <LOD <LOD 0.29 0.30 ± 0.17 0.14 ± 0.05 <LOD <LOD

28 51 ICC 0.03 <LOD <LOD 0.07 <LOD <LOD <LOD <LOD

29 54 FAL 0.30 0.14 ± 0.06 <LOD 0.24 0.12 ± 0.05 <LOD <LOD <LOD

30 55 MPCS 0.01 <LOD <LOD 0.01 <LOD <LOD <LOD <LOD

31 56 ECG 0.02 <LOD <LOD 0.12 <LOD <LOD <LOD <LOD

32 57 BLM 0.03 <LOD <LOD 0.08 0.19 ± 0.07 <LOD <LOD <LOD

33 58 JFB 0.17 <LOD <LOD 0.46 0.17 ± 0.04 0.07 ± 0.04 <LOD <LOD

34 59 IPC 0.00 <LOD <LOD 0.02 <LOD <LOD <LOD <LOD

35 61 JCBF 0.00 <LOD <LOD 0.03 <LOD <LOD <LOD <LOD

36 63 LMFR 0.00 <LOD <LOD 0.03 <LOD <LOD <LOD <LOD

37 65 MES 0.00 <LOD <LOD 0.12 0.08 ± 0.02 <LOD <LOD <LOD

38 66 RMSJ 0.01 <LOD <LOD 0.07 <LOD <LOD <LOD <LOD

39 68 JMIP 0.00 <LOD <LOD 0.09 <LOD <LOD <LOD <LOD

40 70 JMRD 0.03 <LOD <LOD 0.24 0.30 ± 0.13 <LOD <LOD <LOD

41 71 JMAA 0.43 0.10 ± 0.04 <LOD 0.99 0.13 ± 0.05 <LOD <LOD <LOD

42 73 MDPC 0.00 <LOD <LOD 0.00 <LOD <LOD <LOD <LOD

43 74 LTG 3.01 0.54 ± 0.19 1.48 ± 0.77 7.02 2.68 ± 0.47 3.17 ± 0.68 <LOD <LOD

44 76 VCG 0.00 <LOD <LOD 0.01 <LOD <LOD <LOD <LOD

45 77 ABSF 0.03 <LOD <LOD 0.24 <LOD <LOD <LOD <LOD

46 80 SNC 0.00 <LOD <LOD 0.03 <LOD <LOD <LOD <LOD

47 81 MLLF 0.09 <LOD <LOD 0.06 <LOD <LOD <LOD <LOD

48 82 MPDM 0.01 <LOD <LOD 0.05 <LOD <LOD <LOD <LOD

49 83 AAS 0.61 <LOD 0.19 ± 0.08 0.97 0.17 ± 0.06 <LOD <LOD <LOD

50 92 IMR 0.00 <LOD <LOD 0.00 <LOD <LOD <LOD <LOD

51 96 JHV 0.02 <LOD <LOD 0.05 <LOD <LOD <LOD <LOD

52 98 APS 0.01 <LOD <LOD 0.69 0.29 ± 0.07 <LOD <LOD <LOD



  

 

Tabla A2.2. Concentración de sIgE de los controles para los antígenos PG, AMX y AZT determinados mediante tecnología de 

DVD*. 

 

*Todos los controles mostraron resultados de sIgE por debajo del LOD independientemente del sistema de calibración utilizado.  

 

Nº Nº FE REF
PG 

ImmunoCAP
H1-PG DVD

HSA-PG 

DVD

 Amx 

ImmunoCAP

H1-AMX 

DVD

HSA-AMX 

DVD

H1-AZT 

DVD

HSA-AZT 

DVD

HSA-AZT 

DVD

1 1 ACL 0 <LOD <LOD 0.01 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

2 2 AVM 0 <LOD <LOD 0.01 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

3 3 LFRG 0 <LOD <LOD 0.01 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

4 4 BVA 0 <LOD <LOD 0.01 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

5 5 CRM 0 <LOD <LOD 0.01 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

6 6 EBS 0.01 <LOD <LOD 0.06 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

7 7 RDS 0.02 <LOD <LOD 0.01 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

8 8 MRN 0 <LOD <LOD 0.01 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

9 9 AAC 0.01 <LOD <LOD 0.03 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

10 10 JOH 0 <LOD <LOD 0 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

11 11 GVPC 0.01 <LOD <LOD 0.05 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

12 12 MFA 0 <LOD <LOD 0.01 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

13 14 AGH 0 <LOD <LOD 0.03 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

14 15 JFG 0.01 <LOD <LOD 0.06 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

15 16 IMM 0 <LOD <LOD 0.01 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

16 17 HSM 0 <LOD <LOD 0 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

17 18 RPD 0 <LOD <LOD 0 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

18 19 MAA 0 <LOD <LOD 0.02 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

19 20 MJGV 0 <LOD <LOD 0 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

20 21 ODPB 0 <LOD <LOD 0.02 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

21 22 RTS 0 <LOD <LOD 0 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

22 23 FGO 0 <LOD <LOD 0.01 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

23 24 MRSR 0.01 <LOD <LOD 0.07 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

24 25 JAB 0 <LOD <LOD 0.02 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD



 

 

Tabla A2.2. Concentración de sIgE de los controles para los antígenos PG, AMX y AZT determinados mediante tecnología de DVD 

(continuación)*. 

 

*Todos los controles mostraron resultados de sIgE por debajo del LOD independientemente del sistema de calibración utilizado. 

Nº Nº FE REF
PG 

ImmunoCAP
H1-PG DVD HSA-PG DVD

 Amx 

ImmunoCAP
H1-AMX DVD

HSA-AMX 

DVD
H1-AZT DVD HSA-AZT DVD HSA-AZT DVD

25 26 YGYR 0 <LOD <LOD 0 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

26 27 LHB 0 <LOD <LOD 0.03 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

27 28 YDD 0 <LOD <LOD 0.01 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

28 29 MLBC 0 <LOD <LOD 0.02 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

29 30 DPO 0 <LOD <LOD 0 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

30 31 DSP 0 <LOD <LOD 0.02 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

31 32 DIC 0 <LOD <LOD 0.02 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

32 33 EBP 0 <LOD <LOD 0.01 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

33 34 MJM 0 <LOD <LOD 0.02 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

34 35 VPM 0 <LOD <LOD 0.01 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

35 36 MPPB 0 <LOD <LOD 0.02 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

36 37 MCGA 0.01 <LOD <LOD 0.07 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

37 38 PVMT 0.02 <LOD <LOD 0.05 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

38 39 AIM 0 <LOD <LOD 0.01 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

39 40 JMA 0 <LOD <LOD 0.05 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

40 41 MPSM 0 <LOD <LOD 0 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

41 42 FJMR 0.02 <LOD <LOD 0.05 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

42 43 MJIC 0.03 <LOD <LOD 0.01 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

43 44 EPUM 0.02 <LOD <LOD 0.02 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

44 45 SAC 0.08 <LOD <LOD 0.1 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

45 46 MHA 0.01 <LOD <LOD 0.02 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

46 47 LBM 0.02 <LOD <LOD 0.05 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

47 48 ASV 0 <LOD <LOD 0.02 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

48 59 IGR 0.02 <LOD <LOD 0.09 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD



  

 

Tabla A2.3. Concentración de sIgE en suero de pacientes alérgicos para los antígenos PG, AMX y AZT determinados mediante la 

tecnología de DVD y cuantificados mediante una curva de calibración heteróloga en suero. 

 

LOD = 0.12 UI/mL 

Nº Nº FE REF
PG 

ImmunoCAP
H1-PG DVD

HSA-PG 

DVD

 Amx 

ImmunoCAP

H1-AMX 

DVD

HSA-AMX 

DVD

H1-AZT 

DVD

HSA-AZT 

DVD

1 1 JPM 0.04 <LOD <LOD 0.09 0.26 ± 0.10 <LOD <LOD <LOD

2 3 JSOJ 9.60 13.35 ± 2.84 12.10 ± 2.32 7.03 20.61 ± 1.91 6.30 ± 1.25 <LOD <LOD

3 4 MJQR 0.01 <LOD <LOD 0.11 0.32 ± 0.12 <LOD <LOD <LOD

4 5 AFM 0.00 <LOD <LOD 0.02 <LOD <LOD <LOD <LOD

5 7 BAM 0.00 <LOD <LOD 0.01 <LOD <LOD <LOD <LOD

6 9 MAHB 0.03 <LOD <LOD 0.16 0.54 ± 0.17 <LOD <LOD <LOD

7 10 BGD 0.00 <LOD <LOD 0.01 <LOD <LOD <LOD <LOD

8 11 ACB 2.16 1.54 ± 0.33 1.11 ± 0.15 1.64 5.20 ± 2.98 2.94 ± 1.05 <LOD <LOD

9 13 EVO 0.00 <LOD <LOD 0.82 1.63 ± 0.41 0.63 ± 0.23 <LOD <LOD

10 14 JMR 0.02 <LOD <LOD 0.05 <LOD <LOD <LOD <LOD

11 16 MDAP 0.03 <LOD <LOD 0.11 <LOD <LOD <LOD <LOD

12 20 BGS 0.00 <LOD <LOD 0.01 <LOD <LOD <LOD <LOD

13 22 EGM 0 <LOD <LOD 0.01 <LOD <LOD <LOD <LOD

14 23 CPP 0.02 <LOD <LOD 0.07 <LOD <LOD <LOD <LOD

15 24 ATS 0.01 <LOD <LOD 0.04 <LOD <LOD <LOD <LOD

16 25 JACM 0.04 <LOD <LOD 0.24 0.27 ± 0.17 <LOD <LOD <LOD

17 27 FSM 2.14 0.79 ± 0.28 1.00 ± 0.11 1.02 0.73 ±0.22 0.25 ± 0.05 <LOD <LOD

18 29 DGM 1.83 1.06 ± 0.37 <LOD 0.86 0.83 ± 0.23 <LOD <LOD <LOD

19 30 MORBH 1.02 0.97 ± 0.29 0.56 ± 0.31 0.79 0.80 ± 0.18 0.35 ± 0.10 <LOD <LOD

20 35 MTCA 0.08 0.82 ± 0.23 0.81 ± 0.03 0.13 0.76 ± 0.19 0.28 ± 0.04 <LOD <LOD

21 36 RAA 0.00 <LOD <LOD 0.95 7.29 ± 2.75 <LOD <LOD <LOD

22 41 JBML 0.02 <LOD <LOD 0.05 <LOD <LOD <LOD <LOD

23 45 MCR 0.01 <LOD <LOD 0.10 <LOD <LOD <LOD <LOD

24 47 MEFR 0.02 <LOD <LOD 0.04 <LOD <LOD <LOD <LOD

25 48 JMN 0.00 <LOD <LOD 0.15 <LOD <LOD <LOD <LOD



 

 

Tabla A2.3. Concentración de sIgE en suero de pacientes alérgicos para los antígenos PG, AMX y AZT determinados mediante la 

tecnología de DVD y cuantificados mediante una curva de calibración heteróloga en suero (continuación). 

 

LOD = 0.12 UI/mL 

Nº Nº FE REF
PG 

ImmunoCAP
H1-PG DVD HSA-PG DVD

 Amx 

ImmunoCAP

H1-AMX 

DVD

HSA-AMX 

DVD

H1-AZT 

DVD

HSA-AZT 

DVD

27 50 RPL 0.12 <LOD <LOD 0.29 0.77 ± 0.46 0.35 ± 0.17 <LOD <LOD

28 51 ICC 0.03 <LOD <LOD 0.07 <LOD <LOD <LOD <LOD

29 54 FAL 0.30  0.33 ± 0.16 <LOD 0.24 0.28 ± 0.14 <LOD <LOD <LOD

30 55 MPCS 0.01 <LOD <LOD 0.01 <LOD <LOD <LOD <LOD

31 56 ECG 0.02 <LOD <LOD 0.12 <LOD <LOD <LOD <LOD

32 57 BLM 0.03 <LOD <LOD 0.08 0.47 ± 0.19 <LOD <LOD <LOD

33 58 JFB 0.17 <LOD <LOD 0.46 0.43 ± 0.11 0.30 ± 0.12 <LOD <LOD

34 59 IPC 0.00 <LOD <LOD 0.02 <LOD <LOD <LOD <LOD

35 61 JCBF 0.00 <LOD <LOD 0.03 <LOD <LOD <LOD <LOD

36 63 LMFR 0.00 <LOD <LOD 0.03 <LOD <LOD <LOD <LOD

37 65 MES 0.00 <LOD <LOD 0.12 0.19 ± 0.06 <LOD <LOD <LOD

38 66 RMSJ 0.01 <LOD <LOD 0.07 <LOD <LOD <LOD <LOD

39 68 JMIP 0.00 <LOD <LOD 0.09 <LOD <LOD <LOD <LOD

40 70 JMRD 0.03 <LOD <LOD 0.24 0.77 ± 0.36 <LOD <LOD <LOD

41 71 JMAA 0.43 0.23 ± 0.10 <LOD 0.99 0.31 ± 0.12 <LOD <LOD <LOD

42 73 MDPC 0.00 <LOD <LOD 0.00 <LOD <LOD <LOD <LOD

43 74 LTG 3.01 1.40 ± 0.54 3.13 ± 0.87 7.02 9.69 ± 2.92 5.1 ± 1.69 <LOD <LOD

44 76 VCG 0.00 <LOD <LOD 0.01 <LOD <LOD <LOD <LOD

45 77 ABSF 0.03 <LOD <LOD 0.24 <LOD <LOD <LOD <LOD

46 80 SNC 0.00 <LOD <LOD 0.03 <LOD <LOD <LOD <LOD

47 81 MLLF 0.09 <LOD <LOD 0.06 <LOD <LOD <LOD <LOD

48 82 MPDM 0.01 <LOD <LOD 0.05 <LOD <LOD <LOD <LOD

49 83 AAS 0.61 <LOD 0.48 ± 0.04 0.97 0.42 ± 0.16 <LOD <LOD <LOD

50 92 IMR 0.00 <LOD <LOD 0.00 <LOD <LOD <LOD <LOD

51 96 JHV 0.02 <LOD <LOD 0.05 <LOD <LOD <LOD <LOD

52 98 APS 0.01 <LOD <LOD 0.69 0.72 ± 0.20 <LOD <LOD <LOD



  

 

Tabla A2.4. Concentración de sIgE en suero de pacientes alérgicos para los antígenos PG y AMX determinados mediante la 

tecnología de DVD y cuantificados mediante una curva de calibración homóloga. 

 

LOD = 0.14 UI/mL para sIgE anti-PG y 0.06 UI/mL para sIgE anti-AMX 

 

Nº Nº FE REF
PG 

ImmunoCAP
H1-PG DVD

 Amx 

ImmunoCAP
H1-AMX DVD Nº Nº FE REF

PG 

ImmunoCAP
H1-PG DVD

 Amx 

ImmunoCAP

H1-AMX 

DVD

1 1 JPM 0.04 <LOD 0.09 0.10 ± 0.03 27 50 RPL 0.12 <LOD 0.29 0.38 ± 0.28

2 3 JSOJ 9.60 12.76 ± 0.17 7.03 9.16 ± 2.62 28 51 ICC 0.03 <LOD 0.07 <LOD

3 4 MJQR 0.01 <LOD 0.11 0.13 ± 0.05 29 54 FAL 0.30 0.21 ± 0.05 0.24 0.11 ± 0.05

4 5 AFM 0.00 <LOD 0.02 <LOD 30 55 MPCS 0.01 <LOD 0.01 <LOD

5 7 BAM 0.00 <LOD 0.01 <LOD 31 56 ECG 0.02 <LOD 0.12 <LOD

6 9 MAHB 0.03 <LOD 0.16 0.23 ± 0.09 32 57 BLM 0.03 <LOD 0.08 0.20 ± 0.10

7 10 BGD 0.00 <LOD 0.01 <LOD 33 58 JFB 0.17 <LOD 0.46 0.17 ± 0.05

8 11 ACB 2.16 1.28 ± 0.47 1.64 2.16 ± 0.74 34 59 IPC 0.00 <LOD 0.02 <LOD

9 13 EVO 0.00 <LOD 0.82 0.90 ± 0.25 35 61 JCBF 0.00 <LOD 0.03 <LOD

10 14 JMR 0.02 <LOD 0.05 <LOD 36 63 LMFR 0.00 <LOD 0.03 <LOD

11 16 MDAP 0.03 <LOD 0.11 <LOD 37 65 MES 0.00 <LOD 0.12 0.08 ± 0.02

12 20 BGS 0.00 <LOD 0.01 <LOD 38 66 RMSJ 0.01 <LOD 0.07 <LOD

13 22 EGM 0 <LOD 0.01 <LOD 39 68 JMIP 0.00 <LOD 0.09 <LOD

14 23 CPP 0.02 <LOD 0.07 <LOD 40 70 JMRD 0.03 <LOD 0.24 0.37 ± 0.21

15 24 ATS 0.01 <LOD 0.04 <LOD 41 71 JMAA 0.43 0.25 ± 0.07 0.99 0.12 ± 0.05

16 25 JACM 0.04 <LOD 0.24 0.12 ± 0.01 42 73 MDPC 0.00 <LOD 0.00 <LOD

17 27 FSM 2.14 0.76 ± 0.27 1.02 0.34 ± 0.13 43 74 LTG 3.01 1.43 ± 0.44 7.02 4.93 ± 1.05

18 29 DGM 1.83 1.11 ± 0.28 0.86 0.40 ± 0.13 44 76 VCG 0.00 <LOD 0.01 <LOD

19 30 MORBH 1.02 1.02 ± 0.39 0.79 0.38 ± 0.11 45 77 ABSF 0.03 <LOD 0.24 <LOD

20 35 MTCA 0.08 1.01 ± 0.42 0.13 0.36 ± 0.11 46 80 SNC 0.00 <LOD 0.03 <LOD

21 36 RAA 0.00 <LOD 0.95 3.38 ± 0.58 47 81 MLLF 0.09 <LOD 0.06 <LOD

22 41 JBML 0.02 <LOD 0.05 <LOD 48 82 MPDM 0.01 <LOD 0.05 <LOD

23 45 MCR 0.01 <LOD 0.10 <LOD 49 83 AAS 0.61 <LOD 0.97 0.18 ± 0.08

24 47 MEFR 0.02 <LOD 0.04 <LOD 50 92 IMR 0.00 <LOD 0.00 <LOD

25 48 JMN 0.00 <LOD 0.15 <LOD 51 96 JHV 0.02 <LOD 0.05 <LOD

26 49 PRR 0.00 <LOD 0.01 <LOD 52 98 APS 0.01 <LOD 0.69 0.33 ± 0.12



 

 

Tabla A2.5. Concentración de sIgE en suero de pacientes alérgicos para los antígenos PG y AMX determinados mediante la 

tecnología de DVD  y cuantificados mediante dos sistemas de calibración interna. 

 

LOD de la calibración interna homóloga = 0.14 UI/mL para sIgE anti-PG y 0.06 UI/mL para sIgE anti-AMX, 

LOD de la calibración con patrón interno = 0.12 UI/mL para sIgE anti-PG y 0.06 UI/mL para sIgE anti-AMX. 

Nº 

Paciente
ImmunoCAP

Interna 

Homóloga

Patrón 

interno
ImmunoCAP

Interna 

Homóloga

Patrón 

interno

1 0.04 < LOD < LOD 0.09 0.11 ± 0.02 0.21 ± 0.07

2 9.56 11.10 ± 2.79 11.62 ± 2.52 7.03 8.00 ± 2.50 8.22 ± 2.71

3 0.01 < LOD < LOD 0.11 0.17 ± 0.06 0.11 ± 0.03

6 0.03 < LOD < LOD 0.16 0.17 ± 0.07 0.25 ± 0.03

8 2.16 1.42 ± 0.19 1.28 ± 0.19 1.64 1.63 ± 0.54 1.19 ± 0.32

9 0 0.07 ± 0.09 < LOD 0.82 0.70 ± 0.06 0.72 ± 0.24

16 0.04 0.10 ± 0.10 < LOD 0.24 < LOD 0.25 ± 0.05

17 2.14 0.89 ± 0.29 1.17 ± 0.22 1.02 0.33 ± 0.10 1.01 ± 0.27

18 1.83 1.07 ± 0.30 1.35 ± 0.21 0.86 0.50 ± 0.22 0.67 ± 0.14

19 1.02 0.99 ± 0.19 1.43 ± 0.19 0.79 0.39 ± 0.17 0.94 ± 0.16

20 0.08 1.18 ± 0.41 1.68 ± 0.22 0.13 0.59 ± 0.25 1.13 ± 0.11

21 0 < LOD < LOD 0.95 5.38 ± 1.09 2.97 ± 0.52

27 0.12 < LOD < LOD 0.29 0.42 ± 0.11 0.34 ± 0.03

29 0.3 0.35 ± 0.07 0.27 ± 0.05 0.24 0.35 ± 0.13 0.10 ± 0.02

33 0.17 < LOD < LOD 0.46 0.31 ± 0.10 0.15 ± 0.04

37 0 < LOD < LOD 0.12 0.14 ± 0.10 < LOD

40 0.03 < LOD < LOD 0.24 0.12 ± 0.04 0.21 ± 0.07

43 3.01 3.00 ± 0.60 3.25 ± 0.48 7.02 7.58 ± 0.86 7.34 ± 0.41

52 0.01 < LOD < LOD 0.69 0.89 ± 0.28 1.00 ± 0.20

sIgE Anti-PG sIgE Anti-AMX



  

 

Tabla A2.6. Concentración de sIgE en suero de pacientes alérgicos para los antígenos PG y AMX determinados por el sistema 

basado en disco compacto semiautomatizado (COBIOPHAD). 

 

LOD = 0.17 UI/mL 

Nº Nº FE Ref. ImmunoCAP COBIOPHAD ImmunoCAP COBIOPHAD Nº Nº FE Ref. ImmunoCAP COBIOPHAD ImmunoCAP COBIOPHAD

1 1 JPM 0.04 < LOD 0.09 < LOD 27 50 RPL 0.12 < LOD 0.29 < LOD

2 3 JSOJ 9.60 4.43 ± 0.76 7.03 3.35 ± 1.83 28 51 ICC 0.03 < LOD 0.07 < LOD

3 4 MJQR 0.01 < LOD 0.11 < LOD 29 54 FAL 0.30 < LOD 0.24 < LOD

4 5 AFM 0.00 < LOD 0.02 < LOD 30 55 MPCS 0.01 < LOD 0.01 < LOD

5 7 BAM 0.00 < LOD 0.01 < LOD 31 56 ECG 0.02 < LOD 0.12 < LOD

6 9 MAHB 0.03 < LOD 0.16 < LOD 32 57 BLM 0.03 < LOD 0.08 < LOD

7 10 BGD 0.00 < LOD 0.01 < LOD 33 58 JFB 0.17 < LOD 0.46 0.20 ± 0.06

8 11 ACB 2.16 1.25 ± 0.20 1.64 0.73 ± 0.06 34 59 IPC 0.00 < LOD 0.02 < LOD

9 13 EVO 0.00 < LOD 0.82 0.28 ± 0.02 35 61 JCBF 0.00 < LOD 0.03 < LOD

10 14 JMR 0.02 < LOD 0.05 < LOD 36 63 LMFR 0.00 < LOD 0.03 < LOD

11 16 MDAP 0.03 < LOD 0.11 < LOD 37 65 MES 0.00 < LOD 0.12 < LOD

12 20 BGS 0.00 < LOD 0.01 < LOD 38 66 RMSJ 0.01 < LOD 0.07 < LOD

13 22 EGM 0 < LOD 0.01 < LOD 39 68 JMIP 0.00 < LOD 0.09 < LOD

14 23 CPP 0.02 < LOD 0.07 < LOD 40 70 JMRD 0.03 < LOD 0.24 < LOD

15 24 ATS 0.01 < LOD 0.04 < LOD 41 71 JMAA 0.43 < LOD 0.99 < LOD

16 25 JACM 0.04 < LOD 0.24 < LOD 42 73 MDPC 0.00 < LOD 0.00 < LOD

17 27 FSM 2.14 0.47 ± 0.02 1.02 < LOD 43 74 LTG 3.01 0.94 ± 0.21 7.02 0.73 ± 0.33

18 29 DGM 1.83 < LOD 0.86 0.22 ± 0.02 44 76 VCG 0.00 < LOD 0.01 < LOD

19 30 MORH 1.02 0.48 ± 0.01 0.79 0.52 ± 0.04 45 77 ABSF 0.03 < LOD 0.24 < LOD

20 35 MTCA 0.08 0.44 ± 0.21 0.13 0.68 ± 0.07 46 80 SNC 0.00 < LOD 0.03 < LOD

21 36 RAA 0.00 < LOD 0.95 0.19 ± 0.06 47 81 MLLF 0.09 < LOD 0.06 < LOD

22 41 JBML 0.02 < LOD 0.05 < LOD 48 82 MPDM 0.01 < LOD 0.05 < LOD

23 45 MCR 0.01 < LOD 0.10 < LOD 49 83 AAS 0.61 0.20 ± 0.05 0.97 < LOD

24 47 MEFR 0.02 < LOD 0.04 0.21 ± 0.01 50 92 IMR 0.00 < LOD 0.00 < LOD

25 48 JMN 0.00 < LOD 0.15 < LOD 51 96 JHV 0.02 < LOD 0.05 < LOD

26 49 PRR 0.00 < LOD 0.01 < LOD 52 98 APS 0.01 < LOD 0.69 0.21 ± 0.04

sIgE Anti-AMXsIgE Anti-PG sIgE Anti-AMX sIgE Anti-PG



 

 

Tabla A2.7. Concentración de sIgE en suero de controles para los antígenos PG y AMX determinados por el sistema basado en disco 

compacto semiautomatizado (COBIOPHAD). 

 

LOD = 0.17 UI/mL 

 

 

Nº Nº FE REF ImmunoCAP COBIOPHAD ImmunoCAP COBIOPHAD Nº Nº FE REF ImmunoCAP COBIOPHAD ImmunoCAP COBIOPHAD

1 1 ACL 0 <LOD 0.01 <LOD 25 26 YGYR 0 <LOD 0 <LOD

2 2 AVM 0 <LOD 0.01 <LOD 26 27 LHB 0 <LOD 0.03 <LOD

3 3 LFRG 0 <LOD 0.01 <LOD 27 28 YDD 0 <LOD 0.01 <LOD

4 4 BVA 0 <LOD 0.01 <LOD 28 29 MLBC 0 <LOD 0.02 <LOD

5 5 CRM 0 <LOD 0.01 <LOD 29 30 DPO 0 <LOD 0 <LOD

6 6 EBS 0.01 <LOD 0.06 <LOD 30 31 DSP 0 <LOD 0.02 <LOD

7 7 RDS 0.02 <LOD 0.01 <LOD 31 32 DIC 0 <LOD 0.02 <LOD

8 8 MRN 0 <LOD 0.01 <LOD 32 33 EBP 0 <LOD 0.01 <LOD

9 9 AAC 0.01 <LOD 0.03 <LOD 33 34 MJM 0 <LOD 0.02 <LOD

10 10 JOH 0 <LOD 0 <LOD 34 35 VPM 0 <LOD 0.01 <LOD

11 11 GVPC 0.01 <LOD 0.05 <LOD 35 36 MPPB 0 <LOD 0.02 <LOD

12 12 MFA 0 <LOD 0.01 <LOD 36 37 MCGA 0.01 <LOD 0.07 <LOD

13 14 AGH 0 <LOD 0.03 <LOD 37 38 PVMT 0.02 <LOD 0.05 <LOD

14 15 JFG 0.01 <LOD 0.06 <LOD 38 39 AIM 0 <LOD 0.01 <LOD

15 16 IMM 0 <LOD 0.01 <LOD 39 40 JMA 0 <LOD 0.05 <LOD

16 17 HSM 0 <LOD 0 <LOD 40 41 MPSM 0 <LOD 0 <LOD

17 18 RPD 0 <LOD 0 <LOD 41 42 FJMR 0.02 <LOD 0.05 <LOD

18 19 MAA 0 <LOD 0.02 <LOD 42 43 MJIC 0.03 <LOD 0.01 <LOD

19 20 MJGV 0 <LOD 0 <LOD 43 44 EPUM 0.02 <LOD 0.02 <LOD

20 21 ODPB 0 <LOD 0.02 <LOD 44 45 SAC 0.08 <LOD 0.1 <LOD

21 22 RTS 0 <LOD 0 <LOD 45 46 MHA 0.01 <LOD 0.02 <LOD

22 23 FGO 0 <LOD 0.01 <LOD 46 47 LBM 0.02 <LOD 0.05 <LOD

23 24 MRSR 0.01 <LOD 0.07 <LOD 47 48 ASV 0 <LOD 0.02 <LOD

24 25 JAB 0 <LOD 0.02 <LOD 48 59 IGR 0.02 <LOD 0.09 <LOD

sIgE Anti-PG sIgE Anti-AMX sIgE Anti-PG sIgE Anti-AMX
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