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OZET

Anahtar kelimeler:

Molekiiler alerji

Yukaridan agagiya yaklasim/ Asagidan
yukarrya yaklagim

Multipleks testler/ singlepleks testler
Allergy explorer-ALEX®

Bilinen: Molekiiler alerji, alerji teshisinin kalitesini 6nemli lgiide artirmigtir; bununla birlikte, tanisal algoritmada tek-
yonlii ve multipleks tahlillerin konumlandirilmasi hala tartisma konusudur.

Yontemler: Calismanin amaci, yakin zamanda ticarilestirilen Allergy Explorer-ALEX®'in segilen bir popiilasyonda (105
alerjik hasta ve 15 negatif kontrol) analitik performansini test etmek, bunu referans InmunoCAP® yontemi ve deri prick
testi (DPT) ile karsilagtirmakti.

Bulgular Tahliller aras: kalitatif kargilagtirma, ALEX® ve DPT (k = 0.64) arasinda 6nemli bir uyum gosterdi. ALEX® ve

ImmunoCAP® arasinda IgE'nin ekstraktlara saptanmasinda 6nemli bir uyum gésterilmistir (inhalantlar i¢in k = 0.64 ve gida
alerjenleri icin k = 0.51), oysa molekiiler bilesenlerin tespiti tizerinde daha yiiksek bir uyum gosterilmistir (inhalantlar igin k
= 0.92 ve gida alerjenleri i¢in k = 0.72). Kantitatif karsilagtirma, ALEX® ve InmunoCAP® arasinda zayif bir korelasyon

gosterdi.

Sonug: Hem ekstraktlarin hem de molekiiler bilesenlerin ALEX® testi ile eszamanli tespiti, su anda kullanimda olan
multipleks testin bazi ana sinirlamalarinin potansiyel olarak tistesinden gelebilir. Bununla birlikte, ALEX®i rutin yontem
olarak kullanmadan 6nce, analitik performansin (6zellikle ekstraktlar i¢in) daha biiyiik 6lgekte daha fazla arastirilmas:

gerekir.

1. Giris

Molekiiler alerji (MA), alerjene 6zgii immiinoterapi segiminde ve gida
alerjisinde riskin tabakalagmasinda 6nemli kademeli gercek duyarliliklar
capraz reaksiyonlardan ayirt etme firsat1 vererek alerji teshisinin kalitesini
o6nemli ol¢iide artirmustir [1, 2]. Bununla birlikte, tam potansiyeline
ulagmak igin, agik bir teshis ¢calismasina ve teshis yontemlerine iliskin iyi
bir bilgi diizeyine dayali olarak uygulanmalidir.

Su anda MA testi, tekli veya multipleks deneylerle gerceklestirilebilir.
Tek yonli tahliller, simdiye kadar, geleneksel bir "yukaridan asagiya"
yaklasimda tercih edilen yontemdir; Bu indiiktif stratejide, alerji uzmamn
klinik gegmisten, deri prick testinden ve / veya IgE duyarlihigindan
ekstraktlara gegerek hangi molekiillerin test edilmesi gerektigini kesin bir
klinik hipoteze gore Singlepleks testler, yiiksek oranda
otomatiklestirilmigtir (ayn1 test seansinda hem ekstraktlari hem de

seger.

molekiilleri dozlama olasilig1 ile), kantitatif degere sahiptir ve saglam bir
teshis algoritmasinda gergeklestirildiklerinde uygun maliyetli olurlar. Ote
yandan, baz
kiigtimsenebilir. Multipleks

hassasiyetler gozden
tahliller, kendi
duyarlilasma profilinin daha genis bir vizyonunu sunar.

kagabilir veya
taraflarinda, hastanin
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12-13'ten fazla molekiilii test etmeye ihtiya¢ duyuldugunda (klinik ve ayni
zamanda ekonomik bir avantaj tagiyan) veya gerekli serum miktarinin az
olmast nedeniyle pediatrik ortamda bunlar kullanilir. Chee "yukaridan
asagrya” yaklasimin ardindan test edilecek molekiillerin panelini
genisletmek ("U sekilli yaklasim") i¢in, genis laboratuar testlerinden
klinige ge¢meyi segen klinisyenler gerektiren tiim klinik kosullarda
"asagidan yukariya" yaklasimda ilk secenek olarak goriir [3]. Bununla
birlikte, mevcut multipleks tahlillerin yar1 kantitatif olma ve tek yonli
yaklagima gére daha az duyarli olma sinir1 vardir. Piyasada bulunan ve su
anda kullanimda olan ilk multipleks tahlil, hem rekombinant hem de
dogal 112 farkli molekiiliin az miktarda serumla (30 pL) test edilmesini
saglayan bir mikrodizidir (ISAC®, Thermo Fisher, Isveg) [4 , 5]. Yakin
zamanda, baska bir makro dizi (Allergy Explorer-ALEX®, Macro-ArrayDX
Wien, Avusturya) ticarilestirildi. ISAC*'dan farklidir ¢iinkii hem alerjen
oziitleri (157) hem de molekiiler bilesenler (125) igerir, dogas1 geregi
kantitatif olarak ticarilestirilir ve dizinin o6zgulligii ¢apraz reaktif
karbonhidrat (CCD) inhibisyonu ile
gelistirilebilir. Teknik agidan bakildiginda, her bir alerjen igin bir

determinantlarinin  reaktivite

belirleme gergeklestirir (ISAC, her molekiiler bilesen tizerinde {iglii bir test
gerceklestirir) ve bir makro dizi olarak sunulur.
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Bildigimiz kadariyla, ALEX® sonuglarini piyasadaki mikroarray ISAC®
[6] ile karsilastiran bu yeni dizide yalmizca bir grup yaymnladi Bu
caliymada, ALEX"'in performansini ve IgE duyarlilastirma profillerinin
kritik bir yorumuna potansiyel katkisini agikliyoruz.

Bu ¢aligmanin amaci, segilmis bir popiilasyonda ALEX®in analitik
performansint ImmunoCAP® (Thermo Fisher, Isve) ile karsilagtirarak
test etmekti. Iki yéntem nitel diizeyde (degerlendiriciler aras1 anlasma) ve
nicel diizeyde karsilastirilmistir. Daha ileri bir analiz, her bir yontemi
kalitatif sonuglar agisindan deri prick testleriyle (SPT) kargilagtirmigtur.

2. Aragve yontemler
2.1. Niifus

Genel olarak, Italya'daki iki merkezden (Alerji ve Immiinoloji Birimi,
Santa Maria degli Angeli Hastanesi Pordenone, Italya ve Buccheri
Laboratuar Tip Birimi, la Ferla Hastanesi, Palermo, halya) gelen 120
serum test edilmistir. Incelenen popiilasyonun medyan yasi, 58 erkek ve
62 kadin olmak tizere 29 yil (dagilim 3-69 yas) idi. Rapor edilen
popillasyonun 56's1 solunum alerjisinden ve 49'u gida alerjisinden
etkilendi. Solunum yolu alerjisi alt kiimesinde rinit ile bagvuran kirk sekiz
hasta: 6 hafif aralikli (% 12), 2 hafif kalic1 (% 4), 5 orta-siddetli aralikli (%
10) ve 35 orta-siddetli kalic1 (% 70) idi. On dort hasta alerjik asttimdan
etkilendi. Gida alerjisi popiilasyonundan 30 hasta lipid transfer protein
(LTP) sendromu ile [5 hasta (% 16.7) hafif semptomlu, 17 hasta (% 56.6)
orta semptomlu ve 8 (% 26.7) siddetli semptomlu] ve 19 ceviz / findik
alerjisi idi [hafif semptomlu 5 hasta (% 26.3), orta semptomlu 12 hasta (%
63.1) ve siddetli semptomlu 2 hasta (% 10.6)]. Caligmanin klinik bolimleri
ve spesifik IgE oOl¢imi, katilan her merkezin klinik rutininin bir
pargastydl. Hastalar, klinik verilerinin ve serumlarmmn anonim bir
bigimde kullanilmas: i¢in bilgilendirilmis onam verdi. Calisma, ilgili
hastanelerin i¢ inceleme kurulu tarafindan onaylandi. Caligmanin esasen
gozlemsel niteligi goz 6niine alindiginda, harici bir etik komite tarafindan
resmi bir onay gerekli degildi.

2.2. Yontemler
Sera, ALEX® ile test edildi ve sonuglar, daha 6nce geleneksel yukaridan

agag1 yaklagimini izleyerek klinik endikasyonlar
gerceklestirilen tek pleksli IgE testi ImmunoCAP® ve DPT (seftali icin

tant tizerinde
ALK Abello ve diger tiim ekstreler igin Stallergens) ile elde edilen verilerle
karsilastirildi. ALEX® ile ImmunoCAP®1 karsilagtirma karari, ALEX®
performansina hem kalitatif hem de kantitatif sonuglar agisindan bakma
ve hem ekstraktlari hem de molekiilleri degerlendirme ihtiyacindan

dogdu.

Tablo 1a
Inhalantlar iizerinde tahliller arasi anlasma: 6ziitler
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ALEX*'de farkl: alerjenler ve bilegenler, bir kartus ¢ipte bir nitroseliiloz
membran tizerine lekelenir ve bu daha sonra ¢alkalama altinda 0,5 mL 1: 5
seyreltilmis serum ile inkiibe edilir. Ozellikle, serum seyreltici bir CCD
inhibitori igerir; ek 6n inkiibasyon olmaksizin bu prosediiriin ardindan
tiretici,% 851ik bir CCD inhibisyonunu garanti 1ki
inkiibasyondan sonra, gipler yogun bir sekilde yikanir ve alkalin fosfataz

eder. saat
ile isaretlenmis 6nceden hazirlanmis bir antikor IgE seyreltisi eklenir ve 30
dakika inkiibe edilir. Bagka bir kapsamli yikama déngiisiiniin ardindan,
enzim substrati eklenir ve sekiz dakika sonra reaksiyon tamamlanir.
Membranlar kurutulur ve her bir alerjen noktasi igin renk reaksiyonunun
yogunlugu, ¢ift sarjli bir cihaz kamerast ile 6lgiiliir.

Ozel yazilim, goriintiileri dijitallegtirir ve alerjenleri, bilesenleri ve
bunlarin puanlarini kUA / mL cinsinden listeleyen bir rapor hazirlar.
Toplam IgE de ol¢iliir. Son olarak, <0,35 kUA / L, 0,35-1 kUA / L, 1-5
kUA / L, 5-15 kKUA / L ve> 15 kUA'ya karsilik gelen azalan spesifik IgE
konsantrasyonlariyla dért noktanin reaksiyona sokulmasiyla rastgele bir
kalibrasyon egrisi elde edilir. / L [6]. Hem ImmunoCAP hem de ALEX®
i¢in 0.35 kUA / L konsantrasyonunu pozitif olarak degerlendirdik.

2.3. Istatistiksel analiz

ALEX® ve ImmunoCAP® arasindaki degerlendiriciler arasi anlagma,
kalitatif sonuglar (pozitif-negatif) i¢in hesapland;; Cohen'in kappa
katsayis1 (k), pozitif ve negatif anlagma, dikkate alinan her bir oziit ve
molekiil i¢in degerlendirildi. Ek olarak, her bir yontem, deri prick testi
(DPT) sonuglarryla kalitatif uyum agisindan degerlendirildi.

Geleneksel olarak varsayildigi gibi, kappa sonuglari su sekilde
yorumlanmustir: k <0 uyumsuz, 0.01-0.20 hicbiri ile hafif arasi, 0.21-0.40
adil uyusma, 0.41-0.60 orta diizeyde uyusma, 0.61-0.80 o6nemli ve
0.81-1.00 neredeyse mitkemmel uyum.

iki farkli yontemle (ALEX®'e karsi InmunoCAP®) tespit edilen IgE'nin
kantitatif degerleri arasindaki iligkiyi arastirmak icin Bland Altman
grafikleri kullanild.

Tiim istatistiksel analizler, MedCal istatistiksel yazilimi, stirtim 10.4.5
(Mariakerke, Belgika) kullanilarak gergeklestirildi.

3. Sonuglar
3.1. Inhalantlar icin testler arast anlasma

ImmunoCAP® ve ALEX® sonu¢ kargilastirmasi ilk olarak kalitatif
diizeyde yapildi. Inhalan alerjenleri (polenler + toz akarlari) éziitler igin
genel olarak 6nemli bir degerlendiriciler arasi anlagma gostermistir (k =
0.64). Inhalantlar arasinda en diisitk anlagma pelin (k = 0.26), kanarya otu
(k = 0.16) ve selvi (k = 0) igin gozlendi (Tablo la).Inhalant molekiiler
bilesenler, yakupotu 6zleri {izerinde gézlemlenen anlagsma profiline gore
Amb a 1 i¢in gozlemlenen en disiik performans (k = 0.35) ile genel olarak
neredeyse mitkemmel bir uyum (k = 0.92) gésterdi. Aksine, Art v 1 ve Cup
a 1 i¢in anlagma sirasiyla 1 ve 0.87'lik bir k degerine ulast1 (Tablo 1b).

ICAP + AL+ ICAP + AL- ICAP-AL + ICAP-AL- Pos agreem 95% CI Neg agreem 95% CI k
Cim poleni 22 4 0 7 0.92 0.83-0.99 0.78 0.56-0.99 0.7
Pelin otu 2 8 0 23 0.33 0.0-0.67 0.85 0.75-0.95 0.26
Kanarya otu 2 12 0 19 0.25 0.0-0.5 0.76 0.62-0.89 0.16
Hus 20 3 0 10 0.93 0.85-1 0.87 0.72-1 0.8
Zeytin agaci 15 2 0 16 0.93 0.85-1.02 0.94 0.85-1.02 0.88
Selvi 0 14 0 19 0 0-0 0.73 0.73 0
Pellitory grass 2 1 0 30 0.8 0.41-1.1 0.98 0.95-1 0.78
Alternaria 6 0 1 26 0.92 0.77-1 0.98 0.94-1 0.9
Dermatoph. Pt. 14 2 1 6 0.9 0.79-1 0.8 0.57-1 0.7
Dermatoph. Ph. 10 5 0 8 0.8 0.62-0.97 0.76 0.55-0.96 0.58
Tiimii 93 51 2 164 0.77 0.72-0.83 0.86 0.82-0.89 0.64
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Tablo 1b
Inhalantlar iizerinde tahliller aras1 anlasma: molekiiler bilesenler.
ICAP +AL+ ICAP +AL- ICAP-AL + ICAP-AL- Pos agreem 95% CI Neg agreem 95% CI k

Phip1 26 0 1 6 0.9811 0.94-1 0.9231 0.77-1 0.9043
Phlp 5 17 0 0 16 1 1 1 1 1
Artv 1" 2 0 0 31 1 1-1 1 1-1 1
Amb a 17 4 9 0 20 0.47 0.17-0.76 0.81 0.69-0.93 0.35
Betv1 18 0 1 14 0.97 0.92-1 0.96 0.89-1 0.93
Olee1” 12 0 0 21 1 1 1 1 1
Cup al® 19 1 1 12 0.95 0.882-1 0.92 0.81-1 0.87
Parj2 3 0 0 30 1 1 1 1 1
Altal 7 0 0 26 1 1 1 1 1
Derpl 11 0 0 12 1 1 1 1 1
Der p 2 7 0 0 16 1 1 1 1 1
Der p 23 15 0 0 8 1 1 1 1 1
Tumi 129 10 3 191 0.95 0.92-0.97 0.96 0.94-0.98 0.92

2 Native in ImmunoCAP®.
b Native in ALEX®.
¢ Native in InmunoCAP® and ALEX®.

3.2. Besin alerjenleri igin tahliller arasi anlasma

Guda alerjenleri i¢in genel anlagma, 6zler i¢in orta diizeyde bir anlagma
(k = 0.47) ve molekiiler bilesenler i¢in 6nemli bir anlagma (k = 0.72) ile
sonug¢landi.

Verilerin elestirel bir yorumuna olanak saglamak i¢in, gida alerjenleri
i¢in anlagma iki farkli popiilasyon alt grubu tizerinde gergeklestirilmistir.

flki, Palermo'da segilmis bir popiilasyondur ve tipik bir Akdeniz
ornegi (30 Ornek) olarak belirtilen, lipid transfer protein (nsLTP)
duyarlihig; ile kesin olarak karakterize edilmistir [7]. Ikincisi, ceviz / findik
duyarliligs icin segilen bir popiilasyondur (19 6rnek). LTP'ye duyarl: hale
getirilmis popiilasyonda seftali 6zleri ve Pru p 3 mitkemmel bir uyumla
sonuglandy; bunun tersine, hem yer fistig1 6ziitii (k = 0.25) hem de Ara h9
(k = 0.63) daha diigiik uyum gosterdi (Tablo 2a). Ceviz / Findik duyarhilig
olan hastalarda Cor a 8 i¢in daha yiiksek uyum ve Cor a 14 ile 2S Albumin
ailesi i¢in en diigiik uyum gozlenmistir (k = 0.21) (Tablo 2b). Tiim
sonuglar Tablo 2a ve 2b'de ayrintili olarak verilmistir, ancak bunlar
ozellikle pozitif / negatif Orneklerdeki dengesizlikten derinden
etkilenmistir.

3.3. ImmunoCAP® and ALEX® vs Yontemleri rutin klinik uygulama
baglaminda degerlendirmek i¢in ALEX® ve ImmunoCAP*® sonuglarini
DPT sonuglariyla karsilagtirdik. Her bir yontem arasindaki karsilagtirma,
hem ImmunoCAP® (k = 0.73, aralik 0.66-0.81) (Tablo 3a) ve ALEX® (k =
0.62, aralik 0.53-0.70) i¢in 6nemli bir uyum gosterdi (Tablo 3b).

En diisiik anlasma ImmunoCAP® ile DPT analizinde pellitory ¢imen
i¢in ve 6nceki analizden beklendigi gibi ALEX® degerlendirmesinde pelin,
kanarya otu ve selvi i¢in gozlenmistir.

Tablo 2a
Guda alerjenleri tizerinde testler arasi anlagma: LTP'ye duyarl popiilasyon.

3.4. Ekstraktlar ve molekiiller arasindaki kantitatif korelasyon
(ImmunoCAP vs ALEX)

Bland-Altman Grafigi, hem 6ziitler hem de molekiiller igin diisiik
titrelerde ALEX® ve vyiiksek titrelerde ImmunoCAP® agir1 tahminini
gosterdi (Sekil 1a ve b).

3.5. Negatif kontrollerin analizi

Ekstreler tizerinde 2335 ve molekiiler bilegenler tizerinde 1875 testi
olusturan 15 negatif kontrol {izerinde bir analiz yapilmistir. Biri hari¢ tim
vakalarda ALEX® sonucu negatifti ve% 0.00042'lik bir yanls pozitif oran
veriyordu.

3.6. CCD analizi

CCD analizi igin veriler, sadece inhalant duyarlilastirilmis popiilasyon
(33 serum) i¢cin mevcuttu.

Beklendigi gibi, ALEX® iizerindeki CCD inhibisyonuna dayanarak,
ImmunoCAP® ve ALEX® arasinda CCD Kkalitatif sonuglarimin
kargilastirmasinda diisiik bir anlagma bulduk (k = 0.11, ICAP + ALEX + n
=1, ICAP + ALEX- n = 10, ICAP- ALEX + n = 0, ICAP-ALEX- n = 22).

11/33 serum (% 33.3), ImmunoCAP® kullanilarak CCD pozitif olarak
sonugland1 ve ALEX® kullanilarak tam bir CCD inhibisyonu goésterdi
(Sekil 2).

4. Tartisma

Calismamiz, polenlere, toz akarlarina ve gida alerjeni ekstraktlarina ve
molekiillerine karsi IgE antikorlarinin tespitinde yeni multipleks test
ALEX®'in performansini arastirdi. ALEX®1 singleplex testi InmunoCAP®
ile karsilagtiran kalitatif ve kantitatif bir analiz yapild1.

4.1. Polen ekstraktlarinin ve molekiillerinin analizi
Polen oziitlerinin analizi, 3/10 6ziitte> 0.81 bir k degeri ile 6nemli bir

ICAP + AL+ ICAP + AL- ICAP-AL+ ICAP-AL- Pos agreem 95%CI Neg agreem 95%CI k
Peach extract 29 0 0 1 1 1-1 1 1-1 1
Peanuts extract 6 13 0 11 0.48 0.23-0.72 0.62 0.44-0.81 0.25
Overall 35 13 0 12 0.84 0.76-0.93 0.65 0.47-0.83 0.51
Prup3 29 0 0 1 1 1-1 1 1-1 1
Arah9 21 4 0 5 0.91 0.82-0.99 0.71 0.84-0.98 0.63
Overall 50 4 0 6 0.93 0.92-0.99 0.75 0.51-0.98 0.71
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Table 2b
Inter-assay agreement on food allergens: Walnut/Hazelnut population.
ICAP + AL+ ICAP + AL- ICAP-AL + ICAP-AL- Pos agreem 95%CI Neg agreem 95%CI k

Ceviz 6ziitii 18 1 0 0 0.97 0.92-1 0 0-0 0
Findik 6ziita 13 5 0 1 0.83 0.69-0.97 0.28 0.15-0.72 0.21
Tumi 31 6 0 1 0.91 0.84-0.98 0.25 0.1-0.6 0.21
Jugr1° 16 3 0 0 0.91 0.81-1 0 0.1-1 na
Cora8 4 0 0 15 1 1-1 1 1-1 1
Cor a 9" 7 1 0 11 0.93 0.8-1 0.95 0.87-1 0.89
Cor a 14" 6 9 0 4 0.57 0.31-0.82 0.47 0.17-0.76 0.21
Tami 33 13 0 30 0.86 0.77-0.94 0.85 0.75-0.93 0.70

@ Native in ALEX®.
b Native in InmunoCAP® and ALEX®.

deneyler arasi anlasma gosterdi; en diigitk anlagma selvi (k = 0), pelin (k =
0.26) ve kanarya otu (k = 0.16) i¢in gozlendi. Tablo 1a'da bildirildigi gibi,
ImmunoCAP® ¢ogu zaman pozitif iken ALEX® negatif kalir. Varsa, bu tiir
sonuglarin Kklinik ilgisini arastirmak icin klinik verileri analiz ettik.
Polisensitize edilmis hastalarda klinik olarak ilgili alerjenin tanimlanmasi
genellikle zordur, ancak calisilan popiilasyonda hastalar semptomlarini
bildirmek igin App Allergy monitoriinii kullandilar ve bu da semptom
skorlarin1  polen sayimlariyla eglestirme imkani verdi.  Biyiik
tutarsizliklara sahip iki alerjen olan yakupotu ve selvi iizerinde yapilan
analiz, yakupotu i¢in 3/12 (% 25) hastada ve selvi i¢in 3/14 (% 21.4)
hastada ImmunoCAP sonuglarinin klinik ilgisini ortaya ¢ikardi. IgE icin
dogrudan molekiiler bilesenlerle elde edilen sonuglar karsilagtirilirken,
genel uyum neredeyse milkemmeldi (k = 0.92), en diisiik performans
Amb a 1 (yakupotu major belirleyicisi) igin gozlemlendi. Diger tiim
molekiiller i¢in sonuglar, farkli molekiiller arasinda iyi bir tutarhlik
gostermektedir (0,87 ila 1 arasinda degisen k). Selvi poleni molekiiler
bileseni (Cup a 1) ve pelin molekiiler bileseni (Art v 1) neredeyse
mitkemmel bir uyum gosterdi, béylece 6zii belirlemede gézden kagan selvi
ve pelin duyarlilig olan hastalarin tanimlanmasina izin verdi.

Ekstraktlar ve molekiiler bilesenler izerinde yapilan birlesik analiz
sonucunda bazi tutarsizliklar bulduk. Kapsaml analizde, {i¢ durumda
(pelin igin 2 ve zeytin 6zii i¢in 1) CCD varligl, ImmunoCAP?® 6ziitlerinde
yanlis pozitif sonuglar vermis olabilir. Diger iki hastada, analiz iki yontem
arasinda sadece oOziitler agisindan degil, aynm1 zamanda molekiiler
bilesenler agisindan da anlasmazlik gosterdi; ImmunoCAP®da yakupotu
ve Amb a 1 pozitif ve ALEX*'de negatif; Amb a 1, InmunoCAP®'de dogal
ve ALEX"de rekombinant oldugundan, bu durumlarda CCD'nin de bir
rol oynamis olabilecegi goz ardi edilemez. $u ana kadar yakupotu igin
gozlemlenen diisiik k, CCD paraziti 15181nda dikkatlice yorumlanmalidir.

Ayrica, Hemmer ve arkadaglar1 tarafindan yakin zamanda bildirildigi
tizere, ImmunoCAP'de kat1 faz alerjen tagiyicist olarak kullanilan seliiloz,
yiiksek anti-CCD IgE antikor diizeyine sahip hastalarda glikosile olmayan
rekombinant alerjenlerle yanls pozitif test sonuglarina neden olmak i¢gin

Tablo 3a
DPT ve I mmunoCAP arasindaki anlagma

yeterli miktarda CCD igerebilir [8].

Her durumda, rapor edilen hususlardan herhangi biri i¢in,% 95 CI
tarafindan yansitilan numune sayisindaki sinirlamanin
bakilirken dikkate alinmasi gerektigi dikkate alinmalidur.

sonuglara

4.2. Besin alerjenlerinin analizi

Her iki popiilasyonda da beklendigi gibi, ekstreler molekiillere kiyasla
daha diisiik bir uyum gosterdi.

Molekiiler bilesenler agisindan anlagma Pru p 3 igin mitkemmele
yakin ve Ara h 9 igin orta diizeydeydi; ancak ALEX®in negatif sonuglar
verdigi ikincisinde ImmunoCAP” diisiik titrelerde (<1 kU / L) pozitifti.

Ceviz / findik duyarlilastirilmis popiilasyon iizerinde yapilan analiz,
LTP ailesi iiyesi igin neredeyse mitkemmel bir uyum oldugunu ortaya
koydu (Cor a 8); depolama proteini ailesi arasinda iyi bir uyum seviyesi
sadece Cor a 9 (11S globulin) i¢in gozlendi ve Cor a 14 (2S albiimin)
disinda, 6 hasta Cor a 14 i¢in ALEX® {izerinde negatif ve InmunoCAP®
tizerinde yiiksek titrelerde pozitif sonugland: (> 1 kU / 1). Cor a 14'lin
ALEX"de dogal ve ImmunoCAP®da rekombinant oldugunun alt:
gizilmelidir. ImmunoCAP®*1n kabuklu yemis alerjisinin belirlenmesinde
daha yiiksek hassasiyeti, su anda kullanilmakta olan multipleks yontemle
(ISAC®) karsilastirildiginda da yakin zamanda gosterilmistir [9].

4.3. SPT vs ImmunoCAP ve ALEX®

ImmunoCAP* ve ALEX® ile DPT arasindaki anlasma her iki yontem
i¢in de 6nemli olarak rapor edildi. Bununla birlikte, ALEX® muhtemelen
oziitlerdeki diisiik alerjen konsantrasyonundan dolay: pelin, kanarya otu
ve selvi tizerinde zayif bir anlasma gosterdi. Hem ImmunoCAP® hem de
ALEX®in DPT ile mitkemmel olmaktan ¢ok uzak bir anlagsma sundugu
unutulmamalidir. Deri testi ile in vitro test arasindaki tartigma
baglaminda [10,11], bu veriler DPT'nin duyarlilig1 ve bilesimi ve simdiye
kadar teshis  algoritmasindaki ik
konumlandirilmasiyla ilgili endiseleri ortaya ¢ikarmaktadir. DPT igin

bunlarin adim  olarak
literatiir raporlary, DPT duyarliiini 97-99'a kadar artirma garantisi olan

klinik ge¢misi olan inhalantlar i¢in% 70-95 duyarlilik ve% 80-97 6zgiilliik.

SPT + CAP+ SPT + CAP- SPT -CAP + SPT-CAP- Pos agreem 95% CI Neg agreem 95% CI k

Cim poleni 25 2 1 5 0.94 0.87-1 0.76 0.51-1 0.71
Pelin otu 5 2 5 21 0.58 0.31-0.86 0.85 0.75-0.96 0.45
Kanarya otu 8 0 6 19 0.72 0.5-0.9 0.86 0.75-0397 0.6

Hug 18 1 5 9 0.85 0.74-0.97 0.75 0.55-0.94 0.61
Zeytin agaci 12 1 5 15 0.8 0.64-0.95 0.83 0.7-0.96 0.63
Selvi 11 3 3 16 0.78 0.61-0.95 0.84 0.71-0.96 0.62
Pellitory grass 2 2 1 28 0.57 0.13-1.0 0.94 0.89-1 0.52
Alternaria 5 0 1 27 0.90 0.73-1 098 0.94-1 0.89
Dermatoph. Pt. 16 1 0 6 0.96 0.91-1 0.92 0.77-1.1 0.89
Dermatoph. Ph. 15 1 0 7 0.96 0.9-1 0.93 0.8-1 0.9

Tiimii 117 13 27 153 0.85 0.8-0.89 0.88 0.84-0.92 0.73
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Tablo 3b
SPT ve ALEX arasindaki uyum.
DPT+ AL+ DPT + AL - DPT -AL + DPT - AL - pos agreem 95% CI neg agreem 95% CI k
Cim poleni 22 5 0 6 0.89 0.80-0.98 0.7 0.45-0.95 0.61
Pelin oto 1 6 1 25 0.22 0.13-0.58 0.87 0.78-0.96 0.14
Kanarya otu 1 6 0 25 0.4 0-0.78 0.89 0.8-0.97 0.33
Hus 17 2 3 11 0.87 0.76-0.98 0.81 0.65-0.97 0.68
Olive tree 11 2 4 16 0.78 0.6-0.95 0.84 0.71-0.96 0.62
Selvi 0 14 0 19 0 0-0 0.73 0.59-0.86 0
Pellitory grass 2 2 0 29 0.66 0.23-1.1 0.96 0.92-1 0.63
Alternaria 5 0 2 26 0.83 0.6-1 0.96 0.91-1 0.79
Dermatoph. Pt. 15 2 0 6 0.93 0.85-1 0.85 0.66-1 0.79
Dermatoph. Ph. 10 6 0 7 0.76 0.58-0.94 0.70 0.47-0.92 0.50
Tami 85 45 10 170 0.77 0.69-0.81 0.86 0.82-0.89 0.62
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Sekil 1. a. Genel ekstreler i¢in Altman Grafigi b. Genel olarak molekiiler bilesenler i¢in
Altman Grafigi.

Besin alerjenleri tizerindeki performans, alerjene ve yaklasgim tipine bagh
olarak sirastyla% 30-90 ve% 20-60 oraninda bildirilen duyarlilik ve 6zgilliikle
daha dustktir (6zit vs prick testi ile delme) [12,13].

birlikte, ~major
standardizasyonu, partiden partiye tutarlilik ve kurum ici referans materyalin
kullanimi, DPT sonuglarinin yorumlanmasi igin hala resmi onyargi temsil
etmektedir.[13-16]. Bu senaryoda ve verilerimize dayanarak, multipleks
testin (hem oziitleri hem de molekiilleri igeren) uygulanmasi, 6zellikle disiik
miktarda alerjen (DPT o6ztiilerinde) veya zayif stabilite durumunda , en

HBununla ve mindr alerjenik determinantlarin
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ve singleplex test ImmunoCAP® arasinda dogrudan bir karsilagtirma
bildiren ilk ¢alismadir.

Sonuglar, hem inhalantlar hem de gida alerjenleri i¢in IgE'nin
belirlenmesinde 6ziitlerde molekiiler bilesenlere gore biraz daha diisiik bir
anlasma ile iki yontem arasinda 6nemli bir uyum gosterdi.

ALEX®, kantitatif bir analiz gergeklestirerek multipleks IgE antikor
testlerine atanan ana sinirlardan birinin tstesinden geliyor. Teknik
ozellikler, birinci nesil multipleks testlere kiyasla enstriimantasyon
maliyetlerini potansiyel olarak azaltabilir. Uygulama agisindan, ALEX®
multipleks test teknolojisinin tiim avantajlarini artirir. Nihai sonucu
etkileyebilecek faktorlerin net bir sekilde tanimlanmasiyla birlikte
6grenmesi kolay bir yontem olarak sunulur. ISAC® ile karsilastirildiginda,
tgli tayin yerine her alerjen igin tek bir tayin yapilmasini gerektirir.
Bununla birlikte, bu 6zellik hata yonetimi ve sonuglarin yorumlanmasi
acisindan bir 6n test endisesi olsa bile,
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bizim ayarimizda ImmunoCAP® sonuglaryla yapilan anlagma, verilerin énemli
bir tutarhiliginin tanigidir.

Bununla birlikte, rutin klinik ortamda ALEX® degerinin dogrulanmasi
gerekir. Ozellikle, ileri ¢aligmalar, bazi reaktiflerin optimizasyonu, analitik
duyarlilik (6zellikle saptama siniri-LoD igin) ve tanisal duyarlilik ve 6zgiillitk
tizerine odaklanmalidir. ABelirtildigi gibi, numune boyutundaki sinir, 6zellikle
tek oziit / molekiiler bilesenin degerlendirilmesinde anlasma oranini
etkileyebilirdi. Ek olarak, IgEmin aracilik ettigi insan bagisiklik tepkisinin
poliklonal oldugu ve genetigin etkilerine tabi oldugu unutulmamalidir. Alerjen
oziitleri heterojen olabilir ve ince molekiiler seviyede standardize edilmesi zor
olabilir ve Muellerin [19] vurguladigi gibi, rekombinant molekiiller
ongoriilemeyen davraniglara sahip olabilir. En az 300 farkli reaktifin analiz
edilmesiyle elde edilen ok biiyiik miktardaki veriler iizerinde yapilan kapsamli
bir analizin yan1 sira ailesel kiimelenmis bilesenlerin (6r. LTP'ler,
tropomyiosinler) degerlendirilmesi bu sapmanin azaltilmasina yardimci
olabilir.

Hem 6ziitlerin hem de molekiiler bilesenlerin varligi, analitik performansi
kolaylastirmada ve muhtemelen hizlandirmada bir rol oynamalidir, ancak
"asagidan yukariya" bir yaklagimda referans teknik olarak ALEX®i
kullanmadan 6nce, verilerin biiyiik 6lgekte dogrulanmasi ve klinik verilerin
1s1g1inda yorumlanmas: gerekir.

Her durumda, saglam bilimsel verilere dayandiginda yeni bir multipleks
testin varligi, Molekiiler Alerji ortaminda aragtirmaya bir destek saglar.

Bu makale Istanbul Alerji tarafindan cevrilmistir. Istanbul Alerjinin izni
olmadan kopyalanamaz.

78


http://refhub.elsevier.com/S0009-8981(19)30087-7/rf0015
http://refhub.elsevier.com/S0009-8981(19)30087-7/rf0015
http://refhub.elsevier.com/S0009-8981(19)30087-7/rf0015
http://refhub.elsevier.com/S0009-8981(19)30087-7/rf0015
http://refhub.elsevier.com/S0009-8981(19)30087-7/rf0015
http://refhub.elsevier.com/S0009-8981(19)30087-7/rf0015
http://refhub.elsevier.com/S0009-8981(19)30087-7/rf0015
http://refhub.elsevier.com/S0009-8981(19)30087-7/rf0015
http://refhub.elsevier.com/S0009-8981(19)30087-7/rf0025
https://doi.org/10.1186/s40413-017-0164-1

	Evaluation of a new multiplex assay for allergy diagnosis
	Introduction
	Material and methods
	Population
	Methods
	Statistical analysis

	Results
	Inter-assay agreement for inhalants
	Inter-assay agreement for food allergens
	ImmunoCAP® and ALEX® vs SPT
	Quantitative correlation between extracts and molecules (ImmunoCAP vs ALEX)
	Analysis of negative controls
	CCD analysis

	Discussion
	Analysis of pollen extracts and molecules
	Analysis of food allergens
	SPT vs ImmunoCAP and ALEX®
	Inter-assays quantitative comparison

	Conclusion
	Funding
	Author's declaration
	Acknowledgment
	References




