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Sensibilidad y especificidad de

la prueba cutanea por puncion

con dos concentraciones del
extracto estandarizado de Culex
quinquefasciatus en ninos alérgicos

Raul L Castro-Almarales?, Mirta Alvarez-Castell4?, Mercedes Ronquillo-Diaz?,
José S Rodriguez-Canosa?, Mayda Gonzalez-Ledn?, Barbara | Navarro-Viltre®,
Daniel Betancourt-Mesia®, Irene Enriquez-Dominguez?, Mary Carmen Reyes-
Zamora®, Yunia Oliva-Diaz', Maytee Mateo-Morejon?, Alexis Labrada-Rosado*

Resumen

ANTECEDENTES: las opciones diagndsticas de las reacciones in-
munoldgicas a la picadura del mosquito son limitadas. En Cuba, las
reacciones mediadas por IgE mas frecuentes son por picadura de Culex
quinquefasciatus.

OBJETIVO: determinar la sensibilidad y especificidad de la prueba
cutdnea por puncion con dos dosis del extracto estandarizado en
unidades de nitrégeno proteico (UNP) de Culex quinquefasciatus
(BIOCEN, Cuba).

MATERIAL Y METODO: estudio analitico efectuado en 100 nifios
entre 2 y 15 afios de edad: 50 pacientes atépicos con antecedentes
de alergia a la picadura de mosquito e IgE sérica especifica positiva
a Culex quinquefasciatus y 50 pacientes atépicos sin antecedentes de
alergia a la picadura de mosquito e IgE sérica especifica negativa a
Culex quinquefasciatus. La prueba cutanea por puncién se realizé por
duplicado en los antebrazos de los pacientes. Las dosis investigadas
fueron 100 y 10 UNP/mL.

RESULTADOS: en la prueba cutanea por puncién con el extracto de
mayor concentracion se obtuvo un tamano del area del habén de 22.09
mm? y con la menor concentracién de 8.19 mm?; una diferencia es-
tadisticamente significativa (p=0.001, prueba t de Student). La prueba
cutdnea positiva se correlacioné en el 100% de los pacientes con la
existencia de IgE especifica. La prueba con ambas dosis mostré 94%
de especificidad y 88% de sensibilidad.

CONCLUSION: la alta coincidencia en el resultado de la prueba cuta-
nea nos muestra que puede sustituirse la concentracion del extracto a
100 UNP/mL por la de menor concentracién, sin perder confiabilidad
en el diagndstico de sensibilizacién al mosquito Culex quinquefasciatus,
utilizando ese método in vivo.

PALABRAS CLAVE: sensibilidad, especificidad, prueba cutanea por
puncién, Culex quinquefasciatus.
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Sensitivity and specificity of prick
skin test with two concentrations

of standardized extract of Culex
quinquefasciatus in allergic children.

Radl L Castro-Almarales?, Mirta Alvarez-Castell6?, Mercedes Ronquillo-Diaz?,
José S Rodriguez-Canosa?, Mayda Gonzalez-Ledn3, Barbara | Navarro-Viltre?,
Daniel Betancourt-Mesia®, Irene Enriquez-Dominguez?, Mary Carmen Reyes-
Zamora®, Yunia Oliva-Diaz!, Maytee Mateo-Morejon?, Alexis Labrada-Rosado?

Abstract

BACKGROUND: Diagnostic options for immune reactions to mosquito
bites are limited. In Cuba, IgE-mediated reactions are frequently related
to Culex quinquefasciatus bite.

OBJECTIVE: To determine the sensitivity and specificity of skin prick test
with two doses of standardized extract in nitrogen protein units (PNU)
of Culex quinquefasciatus (BIOCEN, Cuba).

MATERIAL AND METHOD: An analytical study was conducted on
100 children between 2 and 15 years old. Fifty atopic patients with a
history of allergy to mosquito bite and positive specific serum IgE Culex
quinquefasciatus and fifty atopic patients without a history of allergy to
mosquito bite and negative specific serum IgE to Culex quinquefasciatus.
Skin prick tests (SPT) were performed by duplicates on the forearms of
the patients. Investigated doses were 100 PNU/mL and 10 PNU/mL.

RESULTS: SPT with the highest concentration obtained a mean wheal
size of 22.09 mm? and for lower doses of 8.09 mm?, a statistically sig-
nificant difference (p=0.001, Student’s t test). Positive skin test correlated
in 100% of patients with the presence of specific IgE. Testing with both
doses showed a 94% of specificity and 88% of sensitivity.

CONCLUSION: The diagnostic accuracy of SPT using both doses of
standardized extract was similar, which justifies its use for diagnosis of
sensitization to Culex quinquefasciatus in patients with symptoms of
allergy to mosquito bite.

KEYWORDS: sensitivity; specificity; skin prick test; Culex quinquefas-
ciatus
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quinquefasciatus son las especies mas comunes

en el mundo.™ En Cuba, estas dos Gltimas espe-

Existen mds de 3,500 especies de mosquitos,
de los que Aedes vexans, Aedes aegyptiy Culex

cies son las mas comunes.’
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Las reacciones a la picadura de mosquito pue-
den ser inmunolégicas o no inmunolégicas.’ De
las reacciones inmunoldgicas a la picadura del
mosquito Culex quinquefasciatus, las mediadas
por IgE son las mas frecuentes.! Estas reacciones
pueden ser locales, pequefias o grandes, v sis-
témicas, con o sin peligro para la vida. Algunos
autores consideran que el término alergia a la
picadura de mosquito debe reservarse inicamen-
te cuando el paciente tenga reacciones locales
grandes, atipicas o sistémicas.®®

El diagndstico de alergia a la picadura de mos-
quito se obtiene a través de una anamnesis
minuciosa y un examen fisico detallado, aunado
a la deteccién in vivo o in vitro de IgE especifica
a los alergenos del mosquito.'*”

La prueba cutanea por puncién es el método
menos costoso, mas rapido y practico para de-
tectar hipersensibilidad tipo | a los alergenos del
mosquito. En la actualidad, en todo el mundo
se dispone de diferentes extractos de mosquitos
para uso diagnéstico por prueba cutanea.’

En el Centro Nacional de Biopreparados (BIO-
CEN), en Cuba, se produce un extracto del
mosquito Culex quinquefasciatus, estandarizado
a 200,000 unidades de nitrégeno proteico (UNP/
mL), pero se desconoce la dosis éptima a admi-
nistrar para obtener el maximo de sensibilidad
y especificidad en adultos y en nifios.

El objetivo de este estudio es determinar la sensi-
bilidad y especificidad de la prueba cutinea por
puncién utilizando dos concentraciones del extracto
alergénico estandarizado de Culex quinquefasciatus,
de produccién nacional (BIOCEN, Cuba), en ninos
alérgicos a la picadura de este mosquito.

MATERIAL Y METODO

Estudio analitico, controlado y prospectivo para
validar la prueba cutanea por puncion utilizando
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dos dosis del extracto del mosquito Culex quin-
quefasciatus. Se realiz6 en 100 sujetos (grupo
A: 50 pacientes atépicos con antecedentes de
alergia a la picadura de mosquito e IgE sérica
especifica positiva a Culex quinquefasciatus y
grupo B: 50 pacientes atépicos sin antecedentes
de alergia a la picadura de mosquito e IgE sérica
especifica negativa a Culex quinquefasciatus),
entre 2 y 15 anos de edad que acudieron con-
secutivamente a la consulta de Alergologia del
Hospital Universitario General Calixto Garcia y
tres consultorios del médico familiar del Gua-
tao, perteneciente al Policlinico Docente Pedro
Fonseca, La Lisa, La Habana, en el periodo de
marzo de 2011 a marzo de 2012. Se ocultaron
los resultados cuantitativos de las determinacio-
nes séricas de IgE especifica al mosquito Culex
quinquefasciatus, registrandose el dato después
de realizada la prueba cutanea por puncion. Los
investigadores del laboratorio de BIOCEN hicie-
ron una lista de todos los pacientes a realizarse
la prueba cutanea por puncién. Este proceso se
realiz6 en el Departamento de Alergenos de BIO-
CEN por personal ajeno al estudio. Este listado
fue abierto al finalizar el ensayo para asignar a
los pacientes a su respectivo grupo.

Prueba cutanea por puncion

A todos los pacientes incluidos se les realizé la
prueba cutanea por puncién por duplicado en
ambos antebrazos con las dos concentraciones
(100 y 10 UNP/mL) del extracto alergénico del
mosquito Culex quinquefasciatus, a 200,000
UNP/mL. En conjunto, se utilizaron dos con-
troles: negativo (solucién diluente de extractos
alergénicos [VALERGEN]: solucién tampdn-fos-
fato que contiene fenol 0.4% y albimina sérica
humana 0.03%) y positivo (solucién de histamina
HCI, 10 mg/mL). La prueba cutanea por puncién
se realiz6 seglin los procedimientos descritos
por Dreborg.® La prueba se consider6 positiva
cuando se obtuvo un didmetro medio de habén
igual o mayor a 3 mm con el extracto alergénico
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y negativa cuando sel didmetro medio del habon
fue menor de 3 mm. Para considerar vélida la
prueba, el didmetro medio del habén producido
por la histamina debia ser igual o mayor a 3 mm
y por el control negativo menor a 3 mm."°

El tamano medio (area) de la reaccién fue la
variable primaria. La misma se calculé mediante
la siguiente expresion:

A = nd?/4

Donde d es el diametro promedio del habén
calculado segtn se describid.

Todos los pacientes permanecieron 30 minutos
en la consulta después de realizada la prueba
cutanea, de acuerdo con lo establecido en el
protocolo.

Procesamiento de la sangre y obtencion del
suero

Para la obtencién del suero se extrajeron 10
mL de sangre dos semanas antes de realizar la
prueba cutdnea por puncion, se colectaron en
tubos Corning de 10 mL, identificados con el
nimero de inclusién del paciente y se enviaron
al Departamento de Alergenos de BIOCEN
para su procesamiento y analisis. El suero se
separé mediante centrifugacién a 6,000 rpm
durante 10 min y se conserv6 a -20°C hasta
su andlisis.

Determinacion de la IgE especifica

Para la determinacién del titulo de IgE alérgeno-
especifico se utilizé un ensayo ELISA indirecto
validado por el BIOCEN para la produccion de
extractos alergénicos, con antigeno fijado a la
fase sélida. Se usaron placas MaxiSorp (Nunc)
de 96 pozos recubiertas durante toda la noche a
4°C con 100 pL del extracto alergénico de Culex
quinquefasciatus, disueltos en tampon de recu-
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brimiento (carbonato 0.034 mol/L-bicarbonato
0.015 mol/L, pH 9.6). Los resultados cuantitati-
vos de la determinacion sérica de IgE especifica
al mosquito no se registraron hasta después de
realizada la prueba cutanea por los investiga-
dores clinicos.

Indicadores evaluados para caracterizar el
ensayo

La eficacia de la prueba se midi6 por los valores
de sensibilidad, especificidad, eficiencia y valo-
res predictivos del resultado positivo y negativo,
respectivamente. Para el calculo de estos valores
se usaron las siguientes definiciones:"

Verdadero positivo (VP): pacientes atépicos con
antecedentes de alergia a la picadura de mos-
quito por historia clinica e IgE sérica especifica
positiva a Culex quinquefasciatus, con prueba
cutdnea por puncién positiva.

Falso negativo (FN): pacientes atopicos con an-
tecedentes de alergia a la picadura de mosquito
por historia clinica e IgE sérica especifica positiva
a Culex quinquefasciatus, con prueba cutdnea
por puncién negativa.

Verdadero negativo (VN): pacientes atopicos sin
antecedentes de alergia a la picadura de mos-
quito por historia clinica e IgE sérica especifica
negativa Culex quinquefasciatus, con prueba
cutdnea por puncién negativa.

Falso positivo (FP): pacientes atopicos sin antece-
dentes de alergia a la picadura de mosquito por
historia clinica e IgE sérica especifica negativa
Culex quinquefasciatus, con prueba cutdnea por
puncién positiva.

Sensibilidad (S): porcentaje de verdaderos posi-
tivos del total de personas enfermas.

S=VP/(VP + FN) x 100
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Especificidad (E): porcentaje de verdaderos ne-
gativos del total de personas no enfermas.

E=VN/(FP +VN) x 100

Valor predictivo del resultado positivo (VP+):
porcentaje de personas enfermas del total de
personas con resultados positivos.

VP+ =VP/(VP + FP) x 100

Valor predictivo del resultado negativo (VP-):
porcentaje de personas no enfermas del total de
personas con resultados negativos.

VP-=VN/(VN+ FN) x 100

Eficiencia (Ef): porcentaje del total de resultados
verdaderos, ya sean positivos o negativos.

Ef=VP + VN/(VP + VN + FP + FN) x 100

Los cdlculos del tamafio muestral se realizaron
con la ayuda del paquete de programas para
el disefio de experimentos Glaxo-Wellcome
C4-SDP v1.1. El estadigrafo seleccionado para
comparar la respuesta en ambos grupos, asf
como en relacién con los controles fue la me-
diana y la media geométrica del logaritmo del
area del habdn, porque experiencias previas de-
mostraron que la transformacién logaritmica de
los datos iniciales (area) se ajusta mucho mejor
a una distribucién normal. Al aceptar la norma-
lidad de la distribucion de la variable primaria
en la poblacién a estudiar, el error en determinar
la sensibilidad o la especificidad con un error ¢
dado puede estimarse con la siguiente expresion:

n= (Ko s/g)2

donde Ka es el factor de confianza para un nivel
de confianza a.y s es la desviacién estandar (s =
[p(1-p)11/2). Se estimé que los valores de sensibi-
lidad y especificidad se encontrarian entre 85 y

P2 v \
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90%. Entonces, para a=0.05 y e=10% (es decir,
un intervalo de 95% de confianza igual a +10%
del valor determinado), obtuvimos un valor de n
entre 35 y 49 sujetos. Al tomar en cuenta estas
consideraciones, se seleccionaron 50 pacientes
para cada grupo de estudio.

Analisis estadistico de los resultados

Se evalu6 la distribucion estadistica de cada
variable para probar su ajuste a la normalidad
mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov
y de Shapiro-Wilks. Por tanto, para la varia-
ble reactividad cutdnea que se ajusté a la
normalidad se calcul6 la media geométrica y
la mediana del area del habén, asi como sus
respectivos intervalos de confianza de 95% y
se compararon las medias geométricas para
los diferentes productos mediante una prueba
t de Student de muestras pareadas, con nivel
de significacién o menor a 0.05. Se determind
el grado de correlacién de Spearman del tama-
fio de la reacciéon entre diferentes productos,
incluyendo los resultados de todos los pacien-
tes alérgicos. Se calcularon los intervalos de
confianza de 95% (IC95%) de los valores de
sensibilidad, especificidad, valores predictivos
y eficiencia con la expresién:

1C95% = +1.96 [V(1-V)/ n]1/2

Donde V es el valor correspondiente de cada
parametro.

Para las variables demogréficas y clinicas (edad,
sexo, enfermedad registrada) que no se ajustaron
a una distribucién normal se utilizé la mediana
y sus 1C95% en cada grupo; las comparaciones
entre los grupos se realizaron con la prueba U
de Mann-Whitney.

El procesamiento de los datos se realizé mediante
las funciones estadisticas del programa Microsoft
Excel v7.0y el paquete estadistico Statistica v4.0.
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Consideraciones éticas

El protocolo lo analizé y aprobé el Comité de
Etica del Hospital Universitario General Calixto
Garcia. Se justificé la inclusién de pacientes
atépicos sin antecedentes de alergia a la pica-
dura de mosquito por historia clinica con IgE
sérica especifica negativa para poder determi-
nar la especificidad. No se realizaron pruebas
de provocacién a la picadura como patrén de
referencia, lo que constituye una limitacion de
nuestro estudio; aunque, como otros autores, se
utilizé el antecedente de alergia a la picadura de
mosquito por historia clinica y la determinacién
de IgE sérica.*® Se obtuvo el consentimiento por
escrito de los padres o tutores de los pacientes,
previa informacion de las particularidades y
riesgos del estudio. Ademas, se obtuvo el con-
sentimiento de los pacientes incluidos mayores
de ocho afios.

RESULTADOS

En el grupo de pacientes alérgicos con IgE sérica
especifica positiva a Culex quinquefasciatus (gru-
po A), 15 pacientes fueron del sexo masculino
y 35 del femenino; en el grupo de alérgicos con
IgE sérica especifica negativa a Culex quinquefas-
ciatus (grupo B), 14 eran varones y 36 mujeres.
En el grupo A, la mediana de la edad fue 7.4
afios, mientras en el grupo B fue 7.7 afos. Las
diferencias de estos parametros entre los dos
grupos no fueron estadisticamente significativas
(p mayor de 0.05). Cuadro 1

En el grupo A, de 50 individuos, 44 mostraron
respuestas cutaneas positivas con ambas concen-
traciones del extracto de Culex quinquefasciatus.
Se obtuvieron respuestas cutdneas negativas
en seis pacientes para las dos concentraciones
investigadas.

En el grupo B, la mayoria de los pacientes mos-
tré resultados cutaneos negativos para las dos

2016 enero-marzo;63(1)

Cuadro 1. Caracteristicas demograficas de los pacientes
incluidos

GrupoA  Grupo B p
n=50 n=50 (U de Mann-
Whitney)
Sexo (M/F) 35/15 36/14 0.84
Mediana de edad 7.4 7.7 0.92
(ahos)
Intervalo (IC 95%) 2-15 2-15

concentraciones del extracto de Culex quin-
quefasciatus (Cuadro 2). Se observé 100% de
coincidencia en el diagnéstico entre las dos con-
centraciones investigadas (p menor de 0.001).

En la prueba cutdnea por puncién con el ex-
tracto de mosquito a 100 UNP/mL se registrd
una media geométrica del area del haboén en los
pacientes positivos del grupo A de 22.09 mm?
(IC 95%: 23.05-29.54), mientras con la concen-
tracion a 10 UNP/mL fue de 8.19 mm? (IC 95%:
11.78-8.82). Figura 1

La diferencia observada fue estadisticamente
significativa (p menor de 0.05). En relacion con el
habén producido por la histamina, las reacciones
hacia las dos concentraciones fueron menores,
la diferencia fue significativa (p menor de 0.001).

Para las dos concentraciones del extracto alergé-
nico de Culex quinquefasciatus se obtuvo 88%
de sensibilidad, 94% de especificidad y 91%
de eficiencia en la prueba cutanea por puncién.
Ademas, el valor predictivo del resultado positivo
fue de 94% vy el del resultado negativo fue de

Cuadro 2. Resultados de la prueba por puncién en ambos
grupos de estudio con las diferentes dosis

Pacientes Mosquito 100 Mosquito 10
Positivos Negativos Positivos Negativos

Alérgicos 44 6 44 6

No alérgicos 3 47 3 47

Total 47 53 47 53
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0+ .
Mosquito 100 Mosquito 10 Histamina

B Mediana O Media geométrica

Figura 1. Mediana y media geométrica del area del
habén (en mm?) en los pacientes positivos del grupo
de alérgicos con IgE positiva para los diferentes pro-
ductos utilizados.

89% para ambas concentraciones investigadas
(Figura 2). Estos valores resultaron superiores a
los declarados inicialmente como aceptables en
el protocolo.

En el transcurso del estudio no se produjeron
eventos adversos.

100%

70%

Mosquito 100

Mosquito 10

M Sensibilidad W Especificidad @ Valor predictivo +

O Valor predictivo - O Eficiencia

Figura 2. Resultados de las variables de eficacia.
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DISCUSION

En este estudio se obtuvo homogeneidad entre
ambos grupos investigados, en relacién con la
edad y sexo. La preponderancia del sexo femeni-
no concuerda con otros autores, que reportaron
esta caracteristica en estudios en los que se
realizaron pruebas cutdneas por puncién.'>
La muestra poblacional es representativa de la
poblacién alérgica cubana, lo que permitiria la
extension de los resultados.

La diferencia encontrada en cuanto al tamafo
de la reaccién cutdnea hacia las dos concen-
traciones coincide con lo reportado por otros
autores.*''> De manera inusitada hubo una
coincidencia total entre los resultados cutaneos
considerados positivos y negativos en ambos
grupos para las dos concentraciones del extrac-
to de Culex quinquefasciatus. El porcentaje de
positividad en el grupo de pacientes alérgicos
fue superior a 90%; sin embargo, otros auto-
res reportaron que las respuestas positivas se
registran en 32%.%'*'® En esta investigacion, la
alta coincidencia en el resultado de la prueba
cutdnea nos muestra que la concentracion del
extracto a 100 UNP/mL puede sustituirse por
la de menor concentracién sin perder confia-
bilidad en el diagndstico de sensibilizacién al
mosquito Culex quinquefasciatus al usar ese
método in vivo.

Si bien encontramos alta coincidencia en los re-
sultados positivos entre las dos concentraciones
investigadas, la de mayor concentracién provocé
reacciones de mayor tamano en los pacientes
alérgicos del grupo A que la de menor concen-
tracion. Esta diferencia podria considerarse una
ventaja de la dosis mayor, porque indica mayor
potencia alergénica y, por tanto, mayor sensibi-
lidad potencial del diagnéstico. Otros autores
expresan que a mayor potencia y concentracion
alergénica del extracto, su capacidad de detectar
individuos sensibles es mayor.’01¢-18
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Los parametros de eficacia para las dos concen-
traciones del extracto de Culex quinquefasciatus
fueron mayores que los reportados (16 a 42%) en
otros estudios,*® lo que pudiera deberse al método
diagnéstico seleccionado como referencia, que en
este caso es el diagndstico clinico basado en la
aparicion de sintomas relacionados con la pica-
dura de mosquito y la determinacion de IgE sérica
especifica a Culex quinquefasciatus. En Cuba, éste
es el primer reporte de la sensibilidad y especifi-
cidad de dos concentraciones de un extracto del
mosquito Culex quinquefasciatus. Los resultados
permiten aseverar que la prueba cutdnea por
puncién realizada con las dos concentraciones
tiene sensibilidad y especificidad altas.

En el ensayo no se reportaron eventos adversos,
lo que evidencia la seguridad de las concen-
traciones investigadas y de la prueba cutanea
por puncién, lo que coincide con reportes
anteriores, que describen la ocurrencia de estos
eventos como sumamente poco frecuentes en
la prueba cutdnea por puncién.’®?® De modo
que la evaluacién de su frecuencia es posible
solamente en estudios poscomercializacion.™
Como reportaron otros autores, la prueba cuta-
nea por puncién es la prueba in vivo que ofrece
menor riesgo para el paciente; es decir, la prueba
cutdnea por puncion es muy segura y rara vez
induce reacciones alérgicas sistémicas.”'%19-2!

CONCLUSION

La prueba cutanea por puncién con las concen-
traciones investigadas es eficaz, sensible y segura
como herramienta diagnéstica de la alergia a la
picadura del mosquito Culex quinquefasciatus.
La alta coincidencia en el resultado de la prueba
cutanea demuestra que la concentracién del
extracto a 100 UNP/mL puede sustituirse por la
de menor concentracion sin perder confiabilidad
en el diagndstico de sensibilizacién al mosquito
Culex quinquefasciatus al utilizar ese método in
vivo en los servicios de Alergologia en Cuba.

2016 enero-marzo;63(1)
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