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RESUMEN

En el presente trabajo se estudia la fiabilidad del
test de activación de basófilos (TAB) en el diagnóstico
“in vitro” de alergia a betalactámicos y a metamizol y
se analiza la sensibilidad y especificidad de la técnica.

Para ello se estudian 58 pacientes alérgicos a anti-
bióticos betalactámicos con prueba cutánea positiva
frente a algún derivado de la penicilina y 30 controles
sanos que toleraban betalactámicos, y 26 pacientes
alérgicos a metamizol con una reacción inmediata y 30
controles sanos que toleraban el medicamento.

La sensibilidad del TAB en alergia a betalactámicos
fue del 52,8% y la especificidad del 92,6%. Para meta-
mizol la sensibilidad fue del 42,3% y la especificidad del
100%. El valor predictivo positivo del TAB en alergia a
betalactámicos fue del 18,9% y el valor predictivo nega-
tivo del 98,4%. Para metamizol el valor predictivo posi-
tivo de la técnica fue del 100% y el valor predictivo
negativo del 99,4%.

La utilización conjunta de TAB y CAP (IgE específi-
ca) permite diagnosticar un 65% de los pacientes alér-
gicos a betalactámicos.

El uso combinado de pruebas cutáneas y TAB en
alergia a metamizol detecta el 70% de los casos.

El TAB es una técnica útil, no invasiva en el diag-
nóstico “in vitro” de la alergia a betalactámicos y meta-
mizol.

Palabras clave. Alergia a medicamentos. Diagnos-
tico “in vitro”. Expresión de CD63. Alergia a metamizol.
Alergia a betalactámicos.

ABSTRACT

In this paper we study the reliability of the
basophil activation test (BAT) in the “in-vitro”
diagnosis of allergy to betalactams and to metamizol,
and the sensitivity and specificity of the technique are
analyzed.

To this end, we studied 58 patients allergic to
betalactam antibiotics with a positive cutaneous test
facing any derivative of penicillin and 30 healthy
controls who tolerated betalactams, and 26 patients
allergic to metamizol with an immediate reaction and
30 healthy controls who tolerated the medicine.

Sensitivity to BAT in allergy to betalactams was
52.8%, and specificity was 92.6%. For metamizol,
sensitivity was 42.3% and specificity was 100%. The
positive predictive value of BAT in allergy to
betalactams was 18.9% and the negative predictive
value was 98.4%. For metamizol, the positive predictive
value of the technique was 100% and the negative
predictive value was 99.4%.

The joint use of BAT and CAP (specific IgE) makes
it possible to diagnose some 65% of patients allergic to
betalactams.

The combined use of cutaneous tests and BAT in
allergy to metamizol detects 70% of the cases.

BAT is a useful, non-invasive technique in the “in-
vitro” diagnosis of allergy to betalactams and
metamizol.

Key words. Allergy to medicines. “In-vitro”
diagnosis. CD63 expression. Allergy to metamizol.
Allergy to betalactams.
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INTRODUCCIÓN

Las reacciones alérgicas a medicamen-
tos representan, en numerosas ocasiones,
un grave problema diagnóstico. Esto se
debe, por una parte, al riesgo potencial de
los métodos in vivo, y, por otra, a la falta
de pruebas in vitro o al bajo rendimiento
de las mismas, especialmente para ciertos
medicamentos.

En nuestro país, los antibióticos beta-
lactámicos constituyen la primera causa
de reacciones mediadas por IgE frente a
medicamentos y las pirazolonas la segun-
da en lo que a frecuencia se refiere1. Existe
la posibilidad de determinar IgE específica
frente a betalactámicos pero, hasta el
momento, no existe ningún tipo de test
diagnóstico in vitro que haya demostrado
una efectividad comprobada en el diagnós-
tico de alergia a pirazolonas.

Los basófilos constituyen una fracción
minoritaria de leucocitos en sangre perifé-
rica (<0,2%), son capaces de liberar el con-
tenido de sus gránulos tras un proceso de
activación dependiente del estímulo anti-
génico. La degranulación ocurre tras el
puenteo entre receptores de IgE por
acción de un alergeno bivalente. Esta acti-
vación provoca la fusión intracitoplasmáti-
ca de los gránulos y la fusión de la mem-
brana de éstos con la membrana plasmáti-
ca, con lo que las moléculas expresadas en
la membrana granular (CD63), se expresan
en la membrana del basófilo cuando éste
se encuentra activado2.

La molécula CD 63 es una proteína gra-
nular tetraespan de 53 Kda que se expresa
no sólo en los gránulos del basófilo y en la
superficie de éste cuando se activa, sino
también en monocitos, macrófagos y pla-
quetas. La expresión de este marcador se
correlaciona con la degranulación, lo que
hace que esta molécula sea un marcador
ideal de activación del basófilo3.

El test de activación de basófilos (TAB)
mide la expresión de la proteína CD63 pre-
sente en estado de reposo en los gránulos
citoplasmáticos de los basófilos inactivos,
que se expresa en su superficie cuando se
activan. Esta molécula puede ser detecta-
da mediante citometría de flujo, utilizando
dos anticuerpos monoclonales: Anti CD63
PE y anti IgE FITC.

La citometría de flujo ha sido confirma-
da como un método fiable para cuantificar
la degranulación de basófilos tras el estí-
mulo antigénico en reacciones de hipersen-
sibilidad tal y como demostrara Nagakawa
y col2. Posteriormente, Knol y col3 observa-
ron cómo estimulando basófilos con FMLP
la expresión de CD 63 aumentaba 100
veces. Por otra parte, Gane y col4 demues-
traron que más del 80% de las células que
expresan CD 45 e IgE de alta densidad son
basófilos. Estos mismos autores observa-
ron un aumento en la expresión de CD 63
tras estímulo Ag. En 1994 Saint-Laudy5-7 apli-
có esta técnica al diagnóstico alergológico
utilizando 2 marcadores: anti-IgE-FICT (Fce
RI) y anti-CD63-PE como marcador de acti-
vación. Posteriormente se han publicado
estudios que demuestran la fiabilidad diag-
nóstica de este método como herramienta
de diagnóstico “in vitro”.

Paris-Kohler y col8 describieron el uso
del kit comercial “Basotest” para el diag-
nóstico de la alergia al polen de ciprés; refi-
rieron que el método tiene una sensibili-
dad del 91% y una especificidad del 100%.
En cuanto a la investigación en alimentos,
Mouneret-Vautrin et al9 concluyeron de su
estudio que la citometría de flujo da resul-
tados comparables al test de liberación de
leucotrienos (LTC4) y es más eficiente que
el test de liberación de histamina en el
diagnóstico de alergia alimentaria. Esta
técnica también ha sido utilizada para la
investigación de sensibilización al veneno
de himenópteros10. En cuanto a los medi-
camentos, Moneret y col11 utilizaron un
ensayo de citometría de flujo a tres colores
(IgE, CD45, CD63) en 4 pacientes con anafi-
laxia inducida por drogas miorrelajantes,
correlacionando los resultados con prue-
bas intradérmicas positivas. Abuaf y col12

estudiaron la activación de basófilos por
drogas miorrelajantes utilizando el ensayo
“BASIC”, que mide los cambios en la inten-
sidad de la fluorescencia en oposición del
porcentaje de células positivas. Los auto-
res demuestran una curva dosis-respuesta
característica, pero señalan que las con-
centraciones altas de la droga pueden
actuar como activadores inespecíficos de
basófilos.

Hemos estudiado la fiabilidad diagnós-
tica de esta técnica en el diagnóstico “in
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vitro” de la alergia frente diferentes medi-
camentos, tales como antibióticos betalac-
támicos y metamizol.

MATERIAL Y METODOS

Tab en alergia frente a
betalactámicos

Se estudió un grupo de 58 pacientes
con clínica de alergia a antibióticos beta-
lactámicos y que presentaban pruebas
cutáneas positivas a al menos uno de los
alergenos probados: MDM, PPL, penicilina,
ampicilina, amoxicilina y cefalosporinas.
Como controles se incluyeron 30 sujetos
sanos.

Se incluyeron en este grupo 58 pacien-
tes, 21 de los cuales eran varones y 37
mujeres, con una edad media de 51,5 años
(ds 15,2), seleccionados por presentar una
reacción alérgica inmediata tras la admi-
nistración de betalactámicos.

Como grupo control se incluyeron 30
pacientes no alérgicos (13 varones y 17
mujeres) (52,5 años; 14,9). Todos ellos pre-
sentaban pruebas cutáneas negativas fren-
te a betalactámicos y toleraban su admi-
nistración.

Los criterios de inclusión fueron: histo-
ria de anafilaxia o urticaria-angioedema
inmediatamente tras la administración de
betalactámicos y al menos una prueba
cutánea positiva frente a uno de los reacti-
vos derivados de betalactámicos proba-
dos. En 46 casos referían reacción con
amoxilicina-clavulánico, frente a penicilina
G en 6 casos , frente a cefuroxima en 5
casos y frente a cefazolina en un caso
(n=58).

A todos ellos se les realizaron test cutá-
neos, determinación de IgE específica y
TAB.

Tab en alergia frente a metamizol

Se incluyó un grupo de 26 pacientes
alérgicos a metamizol y 30 controles
sanos.

De los 26 pacientes, 6 eran varones y 20
mujeres (41,6 ± 13,6 años), de los cuales 14
habían presentado anafilaxia, 12 urticaria-
angioedema inmediatamente (menos de

una hora) tras la administración exclusiva
de metamizol. Fueron excluidos del estu-
dio todos los pacientes con historia previa
de intolerancia frente a otros analgésicos
tales como aspirina u otros analgésicos
antiinflamatorios no esteroideos o con his-
toria de urticaria recurrente o crónica. Los
pacientes tenían que estar asintomáticos
durante al menos un año tras la adminis-
tración de pirazolonas.

Once pacientes habían presentado urti-
caria/angioedema y 15 anafilaxia. Los test
cutáneos fueron positivos en 13 pacientes
(50%), dos en prick tests y once en intra-
dermo. El periodo de tiempo medio entre
la reacción clínica y la realización del estu-
dio fue de 16,9 ± 30,6 meses.

Los 30 sujetos controles sanos presen-
taban test cutáneos negativos y test de
provocación oral negativo con metamizol
y aspirina.

Fueron excluidos del estudio pacientes
con infecciones, enfermedades cardiológi-
cas, hepáticas o endocrinológicas. Los
pacientes estaban libres de medicación
con antihistamínicos durante 5 días antes
de la extracción de la muestra (durante 6
semanas para el Astemizol) y al menos un
mes libres de corticosteroides.

Todos los sujetos incluidos en el estu-
dio fueron informados oralmente de la rea-
lización del estudio y firmaron el corres-
pondiente consentimiento informado. Asi-
mismo, el estudio fue aprobado por el
Comité de Ética.

MÉTODOS

Pruebas cutáneas

Las pruebas cutáneas fueron realizadas
de la forma habitual13. Los prick tests, utili-
zando lancetas ALK Abelló, y cuando la
prueba era negativa se pasa a intradermo
con agujas hipodérmicas 261/2 inyectando
0,05 ml de la sustancia a testar en el ante-
brazo. Las concentraciones de betalactá-
micos utilizadas fueron las siguientes: Ben-
zilpeniciloyl-polilisina (PPL) (5 x 10-5 mol/L,
Allergopharma, Hamburg, Germany), mez-
cla de determinantes menores (MDM) (2 x
10-2 mol/L, Allergopharma, Hamburg, Ger-
many), penicilina G sódica (1000 UI/ml;
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Laboratorio Level, Barcelona, Spain),
ampicilina (20 mg/ml, Antibióticos SA,
León, Spain) y amoxicilina (20 mg/ml, Bee-
cham, Toledo, Spain). La concentración de
metamizol fue de 0,1 mg/ml (Boehringer
Ingelheim, Barcelona Spain). Como control
positivo se utilizó hidrocloruro de histami-
na (10 mg/ml) y ClNa 0,9% como control
negativo.

Los resultados se leyeron a los 15 minu-
tos con la técnica prick y a los 20 minutos
con la intradermorreacción, y fueron inter-
pretados como positivos cuando el diáme-
tro de la pápula era mayor de 3 mm con
respecto al control negativo en prick, y
mayor de 5-10 mm con respecto al control
negativo en intradermo.

Determinación de IgE específica

Se determinó IgE específica mediante
CAP (Pharmacia Uppsala, Sweden) en los
casos de alergia a betalactámicos con
peniciloil G, peniciloil V, ampicilina y amo-
xicilina. Resultados iguales o mayores a
0,35 kU/l fueron considerados como posi-
tivos.

Test de activación de basófilos

Medicamentos

Antibióticos betalactámicos: concentra-
ciones finales de benzylpenicilina (3,9 y
0,975 mg/ml), ampicilina (2,5 y 0,625
mg/ml), amoxicillina (2,5 y 0,625 mg/ml)
mezcla de determinantes menores (MDM)
(27,5 y 6,87 ng/ml), peniciloil-polylisina
(PPL) (0, 5 y 0,125 mg/ml), cefuroxima
(0,83 y 1,2 mg/ml), y cefazolina (0,4 y 0,16
mg/ml).

Metamizol: (Europharma), 5 y 0,625
mg/ml.

Test de activación de basófilos

Se extraen seis mililitros de sangre
venosa periférica en tubos ACD (Vacutai-
ner, Becton Dickinson, Meylan Cedex,
France) y se guardan a 4ºC, hasta 24
horas. Por cada tubo se pueden estudiar 3
alergenos. Luego se centrifuga durante 10
minutos a 4ºC y a 550 g. Se recogen las
células separadas en el halo sobre los eri-
trocitos y se centrifugan durante 10 min a

4º C a 550 g. Se decanta el sobrenadante y
se añade 500 microl de tapón HEPES, buf-
fer calcio, denominado tampón de esti-
mulación (HEPES 20 mM, NaCl 133mM,
KCl 5mM, Cacl 7 mM, MgCl2 3,5 mM, HSA
1 mg/ml, ph 7,4) que contiene IL3
(2ng/ml) y 10 microl de heparina (5000
UI/ml, ROVI, Madrid, Spain) a cada tubo,
se mezcla y se agita. Cuando el alergeno es
un medicamento añadimos a cada pocillo
10 ml de C5a(Sigma, Madrid, Spain) 10-9 M
en placas en U de poliestireno (Greiner
Microlon, Zaragoza, Spain). Se añade al
pocillo correspondiente 50 ml de las dilu-
ciones de antígeno. Como control positi-
vo hemos utilizado una solución de Ac
monoclonal AntiIgE Le27 (Bühlmann,
Allschwil, switzarland). Como control
negativo añadimos 50 microl de tampón
de muestra. Se añade 50 microl de la sus-
pensión celular de la sangre del paciente,
se agita y se incuba durante 40 minutos a
37º C. Se detiene la reacción añadiendo
100 ml de tampón HEPES ph 7,3 sin calcio
ni magnesio pero con EDTA (HEPES 20
mM, NaCl 133 mM, KCl 5mM, EDTA 0,27
mM), tampón de lavado. Las placas se
centrifugan durante 5 minutos a 4ºC, 1000
g. Los basófilos se marcan añadiendo 20
ml de anticuerpo anti-CD63 PE (Caltag
Laboratories, Burlingama, USA) diluido
1:80 en tubos de citómetro Falcon y anti-
cuerpo anti-IgE FITC (Caltag Laboratories,
Burligame, USA) diluido 1:60 en tampón
de lavado. Se incuba durante 30 minutos a
4ºC (protegidos de la luz), añadimos 4 ml
de reactivo de lisis (Ortho-Mune lytic rea-
gent, Ortho Diagnostic System Inc, San
Fernando de Henares, Madrid) en cada
tubo y los dejamos 5 min a temperatura
ambiente. La lisis celular se para añadien-
do 1 ml de tampón de lavado. Se centrifu-
ga durante 5 minutos a más de 1000 g, se
decanta el sobrenadante y añadimos 500
ml de buffer de lavado en cada tubo. El
análisis de los marcadores de membrana
se hace mediante citometría de flujo en
un citómetro FACScan 448 nm equipado
con un láser argón de 15 nW (Beckton Dic-
kinson) y el análisis de los resultados se
realiza en un software CellQuest. En un
histograma se define “forward scatter” y
“side scatter” y se traza una ventana ini-
cial alrededor de los linfocitos, con el fin
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de seleccionar con ellos los basófilos, que
se encuentran en la zona periférica de
éstos. La segunda ventana se traza alre-
dedor de las células que muestran marca-
je de Anti-IgE-FITC de alta afinidad, defini-
dos como basófilos. En cada tubo medi-
mos al menos 500 basófilos. El otro pará-
metro analizado para identificar los basó-
filos activados es el CD63-PE.

Análisis estadístico

Los datos fueron analizados mediante
un programa SPSS 10.0. Los datos se expre-
san en medias ± desviación estándar. La
reproducibilidad del TAB fue analizada
mediante el coeficiente de correlación
intraclase. Los valores p<0,05 fueron con-
siderados como significativos.

Para obtener el punto de corte aplica-
mos curvas ROC (Receiver operating cha-
racteristic).

RESULTADOS

Tab en alergia a antibióticos
betalactámicos

Aplicamos curvas ROC para analizar los
puntos de corte y la sensibilidad y especifi-
cidad de la técnica. En nuestros resultados
la sensibilidad de la técnica fue del 50% y la
especificidad 93,3% para un punto de corte
de activación de basófilos mayor de 5% y un
índice de estimulación (IE) mayor de 2 (IE=
activación frente al medicamento/activa-
ción basal). La determinación de IgE especí-
fica mediante CAP (Pharmacia) presenta
una sensibilidad del 38% y una especifici-
dad del 86,7%. La utilización conjunta de
CAP (Pharmacia) y TAB nos permitió la
identificación del 65% de los pacientes.

De los 58 pacientes incluidos en el estu-
dio, 29 fueron positivos en TAB al menos
frente a un betalactámico de los ensayados
(Ejemplos 1 y 2 en Fig. 1). Sólo 2 controles
de los 30 mostraron un TAB positivo.

Figura 1.TAB en alergia a betalactámicos.
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El valor predictivo positivo del TAB fue
18,9% y el valor predictivo negativo 98,4%.
La razón de verosimilitud para un resulta-
do positivo fue del 7,46 (CI 3,7-14,9) y la
razón de verosimilitud para un resultado
negativo 0,54 (CI 0,27-1,08) (Tabla 1).

Tab en alergia frente a metamizol

En 11 casos de los 26 pacientes, el TAB
fue positivo, mientras que todos los con-
troles resultaron negativos. La sensibilidad
de la técnica fue del 42,3% y la especifici-
dad del 100% para un punto de corte de
activación de basófilos mayor de 5% y un
índice de estimulación (IE) mayor de 5. No

existen datos recientes sobre la prevalen-
cia de alergia a metamizol, pero si asumi-
mos una prevalencia similar a la de los
antibióticos betalactámicos (1%), el valor
predictivo positivo del TAB es de 100% y el
valor predictivo negativo es 99,4. La razón
de verosimilitud para un resultado positi-
vo porque la especificidad fue del 100% y
la razón de verosimilitud para un resultado
negativo fue del 0,58 (Tabla 1) (Ejemplos 1
y 2 en Fig. 2).

Reproducibilidad

La reproducibilidad de la técnica es
muy alta, siendo su coeficiente de varia-

Figura 1.TAB en alergia a metamizol.

Medicamento n SE ES P. Corte VPP VPN

Betalactámicos 58 52,8 92,6 > 5-SI >2 18,9 98,4

Metamizol 26 42,3 100 > 5-SI >5 100 99,4

Tabla 1. Sensibilidad, especificidad, puntos de corte y valores predictivos positivo y negativo del TAB
para antibióticos betalactámicos y metamizol.
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ción intraensayo de 0,89 (p<0,0001) para
betalactámicos y de 0,99 (p<0,0001) para
metamizol.

DISCUSIÓN

El diagnóstico in vitro de la alergia fren-
te a medicamentos es un problema difícil y
no resuelto hasta el momento actual. Estu-
dios previos sugieren que las pruebas “in
vivo”, tales como los test cutáneos frente a
penicilina, bencilpenicilina G y determi-
nantes menores de la penicilina (MDM)
pueden identificar hasta un 95% de los
pacientes con alergia frente a betalactámi-
cos14. Según algunos autores15 unas prue-
bas cutáneas negativas frente a PPL, ben-
cilpenicilina G y MDM, permiten la admi-
nistración segura de penicilina. Sin embar-
go, el 5% de los pacientes con historia
positiva y test cutáneos negativos mues-
tran una prueba de provocación positiva.
Las pruebas in vitro que miden IgE especí-
fica frente a betalactámicos no se conside-
ran demasiado fiables16.

La citometría de flujo y concretamente
la detección de CD63 en células activadas
ha resultado útil en el diagnóstico de dife-
rentes patologías alérgicas17-19.

Así, se ha referido su alta fiabilidad en
el diagnóstico in vitro de alergia mediada
por IgE frente a inhalantes tales como Der
p, Lol p.20, polen de ciprés8, látex21 y alerge-
nos alimentarios22.

En pacientes sensibilizados frente a
betalactámicos observamos una activa-
ción de basófilos significativa tras la incu-
bación de las células con dichos antibióti-
cos, en el 50% de los pacientes estudiados
con una reacción clínica inmediata y prue-
bas cutáneas positivas frente a algún reac-
tivo derivado de la penicilina.

En el grupo de pacientes con alergia a
metamizol encontramos que el TAB pre-
senta una especificidad del 100% y una
sensibilidad del 42,3%. Las reacciones
mediadas por IgE frente a pirazolonas
constituyen la segunda causa de alergia a
medicamentos en nuestra área, con reac-
ciones que a menudo son de carácter
grave. Hasta ahora, la única prueba dispo-
nible era la prueba cutánea y la prueba de
provocación, con el riesgo que implica. En
nuestra serie encontramos una sensibili-

dad de las pruebas cutáneas frente a meta-
mizol del 50%, algo mayor que las referidas
por otros autores23,24. Otros autores
encuentran una pobre correlación entre
pruebas cutáneas y alergia a pirazolonas25.

En humanos la determinación de IgE
específica frente a pirazolonas es objeto de
controversia. Así, Kowalski24 no detectó IgE
específica en ningún caso de una serie de
28 pacientes con alergia inmediata frente a
pirazolonas. Wüthrich23 encuentró que el
28% de sus pacientes con reacciones
mediadas por IgE frente a pirazolonas mos-
traban IgE específica positiva frente a 4-
amino antipirina. Otros autores26 encuen-
traron IgE específica positiva frente a 1-
fenil-2.3-dimetil-3-pirazolina-5 en un eleva-
do porcentaje de sus pacientes. Pero la uti-
lidad de estos tests no puede evaluarse
porque no están comercializados.

Con lo que podemos afirmar que en la
alergia frente a metamizol no existen otras
técnicas en el mercado que permitan
detectar una sensibilización in vitro, al
igual que ocurre con otros muchos medi-
camentos tales como heparinas, antibióti-
cos, omeprazol, corticoides, relajantes
musculares, etc.

Hay poco trabajos en la literatura que
validen la fiabilidad de esta técnica en aler-
gia a medicamentos; entre ellos, los reali-
zados por nosotros27-31 documentan la sen-
sibilidad y especificidad del TAB así como
su fiabilidad respecto a otras técnicas
tales como CAP y la determinación de sul-
fidoleucotrienos mediante CAST.

Nuestros resultados confirman que la
sensibilidad del TAB es mayor que la del
CAP (deteminación de IgE específica) en
alergia frente a betalactámicos.

En nuestra experiencia el uso combina-
do de las diferentes técnicas in vivo e in
vitro nos permite identificar una elevado
número de pacientes alérgicos a betalactá-
micos y a metamizol. Tal y como hemos
comentado, la asociación de esta técnica
con la determinación de IgE específica en
alergia frente al grupo de antibióticos beta-
lactámicos, permite detectar una sensibili-
zación en el 65% de los casos. En el caso
del metamizol su asociación a las pruebas
cutáneas nos permite detectar un 70% de
los casos, lo que supone un alto porcenta-
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je de pacientes diagnosticados en cuyos
casos se podría obviar la prueba de provo-
cación.

El test de activación de basófilos pre-
senta una excelente especificidad y una
moderada sensibilidad en el diagnóstico in
vitro de alergia frente a betalactámicos y
metamizol.

La elevada reproducibilidad de esta
técnica, como demuestra el excelente coe-
ficiente de correlación encontrado en
nuestras series, junto con los resultados
obtenidos en nuestras series, nos permite
validar esta técnica para el diagnóstico in
vitro de alergia frente a betalactámicos y
metamizol.

CONCLUSIONES

El test de activación de basófilos es una
nueva y eficaz herramienta en el diagnósti-
co in vitro de la alergia frente a antibióticos
betalactámicos y metamizol.
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