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АННОТАЦИЯ
Общие сведения: Прогресс в понимании молекулярных основ аллергии значительно улучшил качество диагностики аллергии, однако место моно- и мультиплексного анализов в диагностическом алгоритме все еще вызывает споры.
Методы: Цель исследования заключалась в проверке аналитических характеристик недавно выпущенного рынок анализатора Allergy explorer-ALEX® в отобранной популяции субъектов (105 субъектов с аллергией и 15 субъектов без аллергии в качестве отрицательного контроля), в сравнении с эталонным анализатором ImmunoCAP® и кожной инъекционной пробой (SPT).
Результаты: Межаналитическое качественное сравнение показало существенное сходство результатов, полученных с использованием анализатора ALEX® и кожной инъекционной пробы (k = 0,64). Существенное сходство результатов, полученных с использованием анализаторов ALEX® и ImmunoCAP®, было продемонстрировано при обнаружении IgE (k = 0,64 в случае аллергенов воздуха и k = 0,51 в случае пищевых аллергенов), в свою очередь, при обнаружении молекулярных компонентов (k = 0,92 в случае аллергенов воздуха и k = 0,72 в случае пищевых аллергенов) было продемонстрировано более высокое сходство результатов. Количественное сравнение показало низкую корреляцию между ALEX® и ImmunoCAP®.
Заключение: Одновременное обнаружение как IgE, так и молекулярных компонентов с помощью анализатора ALEX® может преодолеть некоторые из основных ограничений, связанных с используемыми в настоящее время средствами мультиплексного анализа. Однако, прежде чем использовать ALEX® в качестве рутинного метода, аналитические характеристики (в частности, связанные с экстрактами) необходимо дополнительно изучить в более широком масштабе.
1. [bookmark: bookmark4]Введение
Молекулярная диагностика аллергии (МА) значительно улучшила качество диагностики аллергии, обеспечив возможность отличить настоящую сенсибилизацию от перекрестных реакций, с важной возможностью выбора иммунотерапии с учетом специфики аллергенов и стратификации риска развития пищевой аллергии [1, 2]. Тем не менее, для полного раскрытия потенциала данного метода необходимо сформировать четкий план диагностического обследования и иметь хороший уровень знаний диагностических методов.
В настоящее время МА может проводиться методом моно- или мультиплексного анализа. Пока что моноплексный анализ является методом выбора в рамках традиционного анализа "сверху вниз"; с помощью такой индуктивной стратегии аллерголог, переходя от клинического анамнеза, кожных инъекционных проб и/или определения IgE сенсибилизации к экстрактам, выбирает, какие молекулы должны быть проверены на основе точной клинической гипотезы. Ценность моноплексных анализов в том, что они позволяют получить количественную оценку, характеризуются высоким уровнем автоматизации (позволяют вводить как экстракты, так и молекулы в одной и той же сессии тестирования) и являются экономически эффективными, когда производятся с использованием надежного диагностического алгоритма. С другой стороны, некоторая сенсибилизация организма может быть пропущена или недооценена. Мультиплексные анализы, в свою очередь, обеспечивают более широкое видение профиля сенсибилизации пациента. Они нужны, когда необходимо протестировать >12-13 молекул (анализы имеют как клиническое, так и экономическое преимущество) или в условиях педиатрической практики из-за малого объема получаемой сыворотки крови. Они являются первым вариантом в случае анализа "снизу вверх" для тех клиницистов, которые решают перейти от широкого лабораторного тестирования к клиническому, а также во всех тех клинических условиях, которые требуют, после первого использования подхода "сверху вниз", расширения панели проверяемых молекул ("U-образный подход") [3]. Однако доступные мультиплексные анализы являются полуколичественными методиками и менее чувствительны в сравнении с моноплексным анализом. Первым мультиплексным анализатором, представленным на рынке и используемым в настоящее время, является микроматричный анализатор (ISAC®, Thermo Fisher, Швеция), который позволяет тестировать 112 различных молекул, как рекомбинантных, так и нативных, с небольшим количеством сыворотки (30 мкл) [4, 5]. Недавно на рынок был выпущен еще один макроматричный анализатор (Allergy Explorer-ALEX®, Macro-ArrayDX, Вена, Австрия). Он отличается от ISAC® тем, что содержит как экстракты аллергенов (157), так и молекулярные компоненты (125), продается как количественный измерительный прибор, а его специфичность может быть улучшена ингибированием реакционной способности кросс-реактивных углеводородных детерминантов (CCD). С технической точки зрения он выполняет одно определение для каждого отдельного аллергена (ISAC выполняет тройной тест на каждый молекулярный компонент) и представляет его в виде макроматрицы.
Насколько нам известно, только одна группа уже опубликовала результаты сравнения ALEX® с представленным на рынке микроматричным анализатором ISAC® [6]. В настоящем исследовании мы описываем эффективность ALEX® и его потенциальный вклад в критическую интерпретацию профилей сенсибилизации IgE.
Целью настоящего исследования было тестирование аналитических характеристик ALEX® в выбранной популяции в сравнении с аналитическими характеристиками ImmunoCAP® (Thermo Fisher, Швеция). Эти два анализатора сравнивались на качественном (межэкспертное сходство) и количественном уровнях. В ходе дальнейшего исследования каждый отдельный анализатор сравнивался с кожной инъекционной пробой с точки зрения качества результатов.
2. [bookmark: bookmark6]Материал и методы
2.1. Выборка
Всего было протестировано 120 сывороток, полученных из двух центров в Италии (отделение аллергии и иммунологии, больница Санта-Мария-дельи Анджели, Порденоне, Италия и отделение лабораторной медицины Буккери, больница Ла Ферла, Палермо, Италия). Средний возраст в популяции, которая включала 58 мужчин и 62 женщин, составлял 29 лет (от 3 до 69 лет). Из общего числа 56 человек страдали от респираторной аллергии и 49 – от пищевой аллергии. При респираторной аллергии 48 пациентов страдали ринитом: 6 умеренно перемежающимся (12%), 2 легко переносимым (4%), 5 умеренно-тяжелым перемежающимся (10%) и 35 умеренно-тяжелым хроническим (70%). Четырнадцать пациентов страдали аллергической астмой. Из общего числа лиц, страдающих пищевой аллергией, 30 пациентов с синдромом LTP (белок, переносящий липиды) [5 пациентов (16,7%) с легкими симптомами, 17 пациентов (56,6%) с умеренными симптомами и 8 (26,7%) с серьезными симптомами] и 19 с аллергией на лесной орех/грецкий орех [5 пациентов с легкими (26,3%), 12 пациентов с умеренными (63,1%) и 2 пациентов (10,6%) с серьезными симптомами]. Клиническая часть исследования, а также конкретные измерения IgE были частью клинической практики каждого участвующего в исследовании центра. Пациенты дали информированное согласие на использование своих клинических данных и сыворотки крови в анонимной форме. Исследование было одобрено экспертным советом соответствующих больниц. С учетом наблюдательного характера исследования официальное утверждение внешним комитетом по этике не требовалось.

2.2. Методы
Сыворотки были протестированы с помощью ALEX® и результаты сравнивались с данными, полученными с помощью ImmunoCAP® для моноплексного анализа IgE и кожных инъекционных проб (ALK Abello для персика и Stallergens для всех других экстрактов), которые ранее проводились по клиническим показаниям в рамках обычного подхода диагностики сверху вниз. Решение сравнить ALEX® с ImmunoCAP® было принято в связи с необходимостью оценить эффективность ALEX® как с точки зрения количественных, так и качественных результатов, а также оценить как экстракты, так и молекулы.
В ALEX® различные аллергены и компоненты попадают на нитроцеллюлозную мембрану в картридже, которая затем инкубируется с 0,5 мл 1:5 раствора сыворотки в процессе перемешивания. В частности, растворитель сыворотки содержит CCD-ингибитор; следуя этой процедуре без дополнительной предварительной инкубации, производитель гарантирует CCD-ингибирование на уровне 85%. После инкубации в течение двух часов щелочную фосфатазу тщательно промывают, добавляют предварительно разбавленный анти-человеческий IgE, помеченный щелочной фосфатазой, и выдерживают в течение 30 минут. После еще одного цикла интенсивной промывки добавляется субстрат ферментативной реакции, и через восемь минут реакция завершается. Мембраны высушиваются, и интенсивность цветовой реакции для каждого пятна с аллергеном измеряется с помощью прибора с зарядовой связью.
Специальное программное обеспечение переводит изображения в цифровой формат и готовит отчет, в котором перечисляются аллергены и компоненты, и их оценка в кЕ/мл. Также измеряется общее содержание IgE. Наконец, произвольная калибровочная кривая получается в результате реакции с четырьмя точками с понижающимися концентрациями специфического IgE, соответствующими < 0,35 кЕ/л, 0,35-1 кЕ/л, 1-5 кЕл, 5-15 кЕ/л и > 15 кЕ/л [6]. Мы считали результат положительным при концентрации >0,35 кЕ/л как в случае ImmunoCAP®, так и в случае ALEX®.
2.3. Статистический анализ
Межэкспертное сходство между ALEX® и ImmunoCAP® было рассчитано для качественных результатов (положительные-отрицательные); коэффициент каппа Коэна (k), положительное и отрицательное сходство оценивалось для каждого отдельного рассматриваемого экстракта и молекулы. Кроме того, каждый отдельный метод оценивался с точки зрения качественного сходства с результатами кожной инъекционной пробы (SPT).
Как традиционно предполагается, значения каппа интерпретируются следующим образом: k ≤ 0 нет сходства, 0,01-0,20 нет или незначительное сходство, 0,21 -0,40 несущественное сходство, 0,41-0,60 умеренное сходство, 0,61 -0,80 существенное и 0,81-1,00 почти полное сходство.
Для исследования корреляции между количественными значениями IgE, обнаруженными двумя различными методами (ALEX® и ImmunoCAP®), использовались графики Блэнда-Альтмана.
Все статистические анализы проводились с использованием статистического программного обеспечения MedCal версии 10.4.5 («Мариакерке», Бельгия).
3. [bookmark: bookmark7]Результаты
3.1. Межаналитическое сходство в случае аллергенов воздуха 
Сравнение результатов ImmunoCAP® и ALEX® впервые было проведено на качественном уровне. Аллергены воздуха или ингаляционные аллергены (пыльца + пылевые клещи) показали существенное межэкспертное согласие на экстракты (k = 0,64). Среди ингаляционных аллергенов наименьшее сходство наблюдалось в случае полыни (k = 0,26), амброзии (k = 0,16) и кипариса (k = 0) (Таблица 1a). Молекулярные компоненты ингаляционных аллергенов показали в целом почти полное сходство (k = 0,92), при этом самые низкие показатели наблюдались в случае Amb a 1 (k = 0,35) в соответствии с профилем сходства, наблюдаемым на экстрактах амброзии. Напротив, сходство по Art v 1 и Cup a 1 достигало значения k соответственно 1 и 0,87 (Таблица 1b).
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Таблица 1 a
Межаналитическое сходство в случае аллергенов воздуха: экстракты
	
	ICAP + AL + 
	ICAP + AL-
	ICAP-AL+
	ICAP-AL-
	Пол. согласие.
	95% CI
	Отр. согласие.
	95% CI
	k

	Пыльца травы
	22
	4
	0
	7
	0,92
	0,83-0,99
	0,78
	0,56-0,99
	0,7

	Полынь
	2
	8
	0
	23
	0,33
	0,0-0,67
	0,85
	0,75-0,95
	0,26

	Амброзия
	2
	12
	0
	19
	0,25
	0,0-0,5
	0,76
	0,62-0,89
	0,16

	Береза
	20
	3
	0
	10
	0,93
	0,85-1
	0,87
	0,72-1
	0,8

	Оливковое дерево
	15
	2
	0
	16
	0,93
	0,85-1,02
	0,94
	0,85-1,02
	0,88

	Кипарис
	0
	14
	0
	19
	0
	0-0
	0,73
	0,73
	0

	Постенница
	2
	1
	0
	30
	0,8
	0,41-1,1
	0,98
	0,95-1
	0,78

	Альтернария
	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

	Всего
	93
	51
	2
	164
	0,77
	0,72-0,83
	0,86
	0,82-0,89
	0,64
	



Таблица 1 b
Межаналитическое сходство в случае аллергенов воздуха: молекулярные компоненты
	
	ICAP + AL +
	ICAP + AL-
	ICAP-AL+
	ICAP-AL-
	Пол, согласие
	95% CI
	Отр, согласие
	95% CI
	k

	Phl p 1
	26
	0
	1
	6
	0,9811
	0,94-1
	0,9231
	0,77-1
	0,9043

	Phl p 5
	17
	0
	0
	16
	1
	1
	1
	1
	1

	Art v 1a
	2
	0
	0
	31
	1
	1-1
	1
	1-1
	1

	Amb a 1a
	4
	9
	0
	20
	0,47
	0,17-0,76
	0,81
	0,69-0,93
	0,35

	Bet v 1
	18
	0
	1
	14
	0,97
	0,92-1
	0,96
	0,89-1
	0,93

	Ole e 1b
	12
	0
	0
	21
	1
	1
	1
	1
	1

	Cup a 1c
	19
	1
	1
	12
	0,95
	0,882-1
	0,92
	0,81-
	0,87

	Par j 2
	3
	0
	0
	30
	1
	1
	1
	1
	1

	Alt a 1,
	7
	0
	0
	26
	1
	1
	1
	1
	1

	Der p 1
	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

	Всего
	129
	10
	3
	191
	0,95
	0,92-0,97
	0,96
	0,94-0,98
	0,92
	


a Нативный для ImmunoCAP®
b Нативный для ALEX®.
c Нативный для ImmunoCAP® и ALEX®.

3.2. Межаналитическое сходство по пищевым аллергенам
Общее сходство в отношении пищевых аллергенов проявляется в умеренном сходстве в отношении экстрактов (k = 0,47) и значительном сходстве в отношении молекулярных компонентов (k = 0,72).
Для критической интерпретации данных согласия о пищевых аллергенах анализировались две различные подгруппы населения. Первая – это популяция, отобранная в Палермо и строго характеризующаяся сенсибилизацией к белку, транспортирующему липиды (nsLTP), отмеченная как средиземноморский тип  (30 образцов) [7]. Вторая популяция была отобранная по сенсибилизации к лесному ореху/грецкому ореху (19 образцов). В популяциях, сенсибилизированных к LTP, экстракты персика и Pru p3 показали полное согласие; напротив, оба экстракта арахиса (k = 0,25) и Ara h 9 (k = 0,63) показали меньшее согласие (Таблица 2а). У пациентов, сенсибилизированных к лесному ореху/грецкому ореху, более высокое согласие наблюдалось у Cor a 8, а самое низкое - у семейства 2S альбумин с Cor a 14 (k = 0,21) (Таблица 2b). Все результаты подробно представлены в Таблицах 2a и 2b, но, в частности, они находятся под сильным влиянием дисбаланса положительных/отрицательных образцов.
3.3. ImmunoCAP® и ALEX® в сравнении с кожной инъекционной пробой
Для того чтобы оценить методы в контексте рутинной клинической практики, мы сравнили результаты ALEX® и ImmunoCAP® с результатами кожных инъекционных проб. Сравнение каждого отдельного метода с кожной инъекционной пробой показало существенное согласие как по ImmunoCAP® (k = 0,73, диапазон 0,66-0,81) (Таблица 3a), так и по ALEX® (k = 0,62, диапазон 0,53-0,70) (Таблица 3b).
Самое низкое согласие наблюдалось для ImmunoCAP® и кожных инъекционных проб для травы постенницы и, как и ожидалось из предыдущего анализа, в оценке ALEX® для амброзии и кипариса.
3.4. Количественная корреляция между экстрактами и молекулами (ImmunoCAP® ALEX)
График Бланда-Альтмана показал завышенную оценку ALEX® при низких титрах и ImmunoCAP® при высоких титрах, как для экстрактов, так и для молекул (Рис. 1 а и б).
3.5. Анализ отрицательного контроля
Анализ проводился на 15 отрицательных контрольных образцах, составивших 2335 тестов на экстракты и 1875 - на молекулярные компоненты. Во всех случаях, кроме одного, результат ALEX® был отрицательным, давая ложноположительный результат в 0,00042% случаев.
3.6. CCD-анализ
Данные для анализа CCD были доступны только для сенсибилизированной ингаляционными аллергенами популяции (33 сыворотки).
Как и ожидалось, на основе CCD-ингибирования для ALEX® мы обнаружили низкое согласие по сравнению качественных результатов CCD между ImmunoCAP® и ALEX® (k = 0,11, ICAP + ALEX+n = 1, ICAP + ALEX-n = 10, ICAP-ALEX+n = 0, ICAP-ALEX-n = 22).
11/33 сывороток (33,3%) показали положительный результат CCD при использовании ImmunoCAP® и полное ингибирование CCD при использовании ALEX® (рис. 2).
4. [bookmark: bookmark10]Обсуждение
В нашем исследовании изучалась эффективность нового мультиплексного анализа ALEX® в плане обнаружения IgE-антител к пыльце, пылевым клещам, экстрактам и молекулам пищевых аллергенов. Было произведено качественное и количественное сравнение анализаторов ALEX® и ImmunoCAP® для моноплексного тестирования.
4.1. Анализ пыльцевых экстрактов и молекул
Анализ экстрактов пыльцы выявил существенное межаналитическое сходство, при этом значение k > 0,81 в 3/10 экстрактах; наименьшее сходство наблюдалось в случае кипариса (k = 0), полыни k = 0,26) и амброзии (k = 0,16). 
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Таблица 2a
Межаналитическое сходство по пищевым аллергенам: LTP чувствительного населения.
	
	ICAP + AL + 
	ICAP + AL-
	ICAP-AL+
	ICAP-AL-
	Пол. согласие
	95% CI
	Отр. согласие
	95% CI
	k

	Экстракт персика
	29
	0
	0
	1
	1
	1 -1
	1
	1-1
	1

	Экстракт арахиса
	6
	13
	0
	11
	0,48
	0,23-0,72
	0,62
	0,44-0,81
	0,25

	Всего
	35
	13
	0
	12
	0,84
	0,76-0,93
	0,65
	0,47-0,83
	0,51

	Ara p3
	29
	0
	0
	1
	1
	1 -1
	1
	1-1
	1

	Аrа х 9
	21
	4
	0
	5
	0,91
	0,82-0,99
	0,71
	0,84-0,98
	0,63

	[bookmark: bookmark12]Всего 
	50
	4
	0
	6
	0,93
	0,92-0,99
	0,75
	0,51-0,98
	0,71



Таблица 2b
Межаналитическое сходство по пищевым аллергенам: выборка лесной орех/грецкий орех
	
	ICAP + AL + 
	ICAP + AL-
	ICAP-AL+
	ICAP-AL-
	Пол. согласие
	95% CI
	Отр. согласие
	95% CI
	k

	Экстракт грецкого ореха
	18
	1
	0
	0
	0,97
	0,92-1
	0
	0-0
	1
	0

	Экстракт лесного ореха
	13
	5
	0
	1
	0,83
	0,69-0,97
	0,28
	0,15-0,72
	0,25
	0,21

	Всего
	31
	6
	0
	1
	0,91
	0,84-0,98
	0,25
	0,1-0,6
	0,51
	0,21

	Jug r 1a
	16
	3
	0
	0
	0,91
	0,81-1
	0
	0,1-1
	1
	-

	Cor a 8
	4
	0
	0
	15
	1
	1 -1
	1
	1-1
	0,63
	1

	Cor a 9b
	7
	1
	0
	11
	0,93
	0,8-1
	0,95
	0,87-1
	0,71
	0,89

	Cor a14a
	6
	9
	0
	4
	0,57
	0,31-0,82
	0,47
	0,17-0,76
	
	0,21

	Всего
	33
	13
	0
	30
	0,86
	0,77-0,94
	0,85
	0,75-0,93
	
	0,70


a Нативный для ALEX®.
b Нативный для ImmunoCAP® и ALEX®.

Как показано в Таблице 1 a,  ImmunoCAP® часто дает положительный результат, тогда как ALEX® дает отрицательный результат.
Для того чтобы исследовать клиническую значимость таких результатов, если таковые имеются, мы проанализировали клинические данные. У полисенсибилизированных пациентов идентификация клинически значимых аллергенов часто является сложной задачей, однако в исследуемой популяции пациенты использовали приложение «Allergy Monitor» для регистрации своих симптомов, позволяя сопоставить баллы симптомов с количеством пыльцы. Анализ амброзии и кипариса, двух аллергенов с серьезными отклонениями, выявил клиническую значимость результатов, полученных с использованием ImmunoCAP®, у 3/12 (25%) пациентов в случае амброзии и 3/14 (21,4%) -  в случае кипариса. При сравнении результатов, полученных для прямого IgE с молекулярными компонентами, общее сходство было почти полным (k = 0,92), а наименьшее – в случае Amb a 1 (основной детерминант амброзии). Для всех остальных молекул результаты показывают хорошее постоянство между различными молекулами (k в диапазоне от 0,87 до 1). Молекулярный компонент кипарисовой пыльцы (cup а 1) и полыни (art v 1) показали почти полное согласие, что позволяет идентифицировать пациентов с чувствительностью к кипарису и полыни, пропущенных при определении экстракта.
В результате комбинированного анализа экстрактов и молекулярных компонентов мы обнаружили некоторые расхождения. При комплексном анализе в 3 случаях (2 для полыни и 1 для оливкового экстракта) наличие CCD могло привести к ложноположительным результатам в экстрактах ImmunoCAP®. У двух других пациентов анализ показал расхождение между двумя методами не только в отношении экстрактов, но и в отношении молекулярных компонентов, при этом реакция на амброзию и Amb a1 были положительным при использовании ImmunoCAP® и отрицательным при использовании ALEX®. Нельзя исключить, что в этих случаях CCD также могла сыграть определенную роль, поскольку Amb a1 является нативной в ImmunoCAP® и рекомбинантной в ALEX®. До сих пор низкий уровень k, наблюдаемый в случае амброзии, должен быть тщательно интерпретирован в свете CCD- помех.
Кроме того, как недавно сообщали Hemmer и соавт., целлюлоза, используемая в качестве твердофазного носителя аллергенов в ImmunoCAP®, может содержать различные количества CCD, достаточные для получения ложноположительных результатов тестов с негликозилированными рекомбинантными аллергенами у пациентов с высоким содержанием анти-ССD IgE антител [8].
В любом случае, по любому из указанных соображений, следует учитывать, что ограничение количества выборки, отраженное в 95% ДИ, должно учитываться при рассмотрении результатов.
4.2. Анализ пищевых аллергенов
В обеих популяциях, как и ожидалось, экстракты показали меньшее согласие по сравнению с молекулами.
По молекулярным компонентам согласие было близко к идеальному для Pru p3 и умеренному для Ara h9; однако в последнем случае, где ALEX® показал отрицательные результаты, ImmunoCAP® показал положительные результаты для низких титров (< 1 кЕ/л).
Анализ сенсибилизированной к лесным орехам/грецким орехам популяции выявил почти полное согласие для носителей LTP (Cor a 8); среди семейства белков хранения хороший уровень согласия наблюдался только для Cor a 9 (11S глобулин), а не Cor a 14 (2S альбумин), у 6 пациентов результат отрицательный на ALEX® и положительный на высоких титрах в ImmunoCAP® (> 1 Cor 14 кЕ/л). Следует подчеркнуть, что Cor a 14 является нативной в ALEX® и рекомбинантной в ImmunoCAP®. Более высокая чувствительность ImmunoCAP® к выявлению аллергии на орехи была недавно продемонстрирована также в отношении используемых в настоящее время мультиплексным методом (ISAC®) [9].
4.3. Кожная инъекционная проба в сравнении с ImmunoCAP® и ALEX®.
Сходство анализаторов ImmunoCAP® и ALEX® и кожной инъекционной пробы (SPT) было признано существенным для обоих анализаторов. Однако ALEX® показал низкое соответствие в отношении амброзии, полыни и кипариса, вероятно, из-за низкой концентрации аллергенов в экстрактах. Следует отметить, что и ImmunoCAP®, и ALEX® продемонстрировали далеко не полное соответствие с результатами кожных инъекционных проб. В контексте дискуссии между тестированием кожи и тестированием in vitro [10, 11], эти данные вызывают вопросы в отношении чувствительности и состава кожных инъекционных проб и их позиционирования в качестве первого шага в алгоритме диагностики. В литературе сообщается, что чувствительность к кожным инъекционным пробам составляет 70-95%, а специфичность клинически подтвержденных аллергенов воздуха составляет 80-97%, что является гарантией повышения чувствительности SPT до 97-99. Показатели по пищевым аллергенам ниже, чувствительность и специфичность 30-90% и 20-60% соответственно в зависимости от типа аллергена и способа воздействия (экстракт против укола при кожной инъекционной пробе [12, 13].
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Таблица 3a
Согласие между кожной инъекционной пробой и ImmunoCAP.
	
	SPT + CAP + 
	SPT -CAP-
	SPT -CAP+
	SPT -CAP-
	Пол. согласие
	95% CI
	Отр. согласие
	95% CI
	k

	Пыльца травы
	25
	2
	1
	5
	0,94
	0,87-1
	0,76
	0,51-1
	0,71

	Полынь
	5
	2
	5
	21
	0,58
	0,31-0,86
	0,85
	0,75-0,96
	0,45

	Амброзия
	8
	0
	6
	19
	0,72
	0,5-0,9
	0,86
	0,75-0397
	0,6

	Береза
	18
	1
	5
	9
	0,85
	0,74-0,97
	0,75
	0,55-0,94
	0,61

	Оливковое дерево
	12
	1
	5
	15
	0,8
	0,64-0,95
	0,83
	0,7-0,96
	0,63

	Кипарис
	11
	3
	3
	16
	0,78
	0,61-0,95
	0,84
	0,71-0,96
	0,62

	Пеллиторная трава
	2
	2
	1
	28
	0,57
	0,13-1,0
	0,94
	0,89-1
	0,52

	Альтернария
	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
	
	
	7
	0,96
	0,9-1
	0,93
	
	0,9

	Всего
	117
	13
	27
	153
	0,85
	0,8-0,89
	0,88
	0,84-0,92
	0,73
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Таблица 3b
Сходство между кожной инъекционной пробой и ALEX.
	
	SPT + CAP + 
	SPT -CAP-
	SPT -CAP+
	SPT -CAP-
	Пол, согласие
	95% CI
	Отр, согласие
	95% CI
	k

	Пыльца травы
	22
	5
	0
	
	0,89
	0,80-0,98
	0,7
	0,45-0,95
	0,61

	Полынь
	1
	6
	1
	
	0,22
	0,13-0,58
	0,87
	0,78-0,96
	0,14

	Амброзия
	1
	6
	0
	
	0,4
	0-0,78
	0,89
	0,8-0,97
	0,33

	Береза
	17
	2
	3
	
	0,87
	0,76-0,98
	0,81
	0,65-0,97
	0,68

	Оливковое дерево
	11
	2
	4
	
	0,78
	0,6-0,95
	0,84
	0,71-0,96
	0,62

	Кипарис
	0
	14
	0
	
	0
	0-0
	0,73
	0,59-0,86
	0

	Постенница
	2
	2
	0
	
	0,66
	0,23-1,1
	0,96
	0,92-1
	0,63

	Альтернария
	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

	Всего
	85
	45
	10
	170
	0,77
	0,69-0,81
	0,86
	0,82-0,89
	0,62
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Рис. 1. a. График Альтмана для экстрактов в целом 
b. График Альтмана для молекулярных компонентов в целом.
Ось ОХ: среднее между ImmunoCAP и ALEX
Ось ОУ: ImmunoCAP -ALEX
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Рис. 2. Обнаружение CCD при пыльцевой аллергии с помощью ImmunoCAP® и ALEX®.
Ось ОУ: Уровень CCD (кЕ/л)

Однако стандартизация основных и второстепенных аллергенных детерминантов, постоянство от партии к партии и использование собственного эталонного материала по-прежнему представляют собой формальную погрешность при интерпретации результатов кожных инъекционных проб. [13-16]. В этом сценарии и на основе наших данных, реализация мультиплексного анализа (включающего в себя как экстракты, так и молекулы) заслуживают, по крайней мере, критического исследования в качестве теста первой линии, в частности, в случае аллергена с низким содержанием (в экстрактах SPT) или слабой стабильностью [11]. Тем не менее, при интерпретации данных важно помнить, что, независимо от метода, демонстрация модели чувствительности к IgE остается лишь доказательством сенсибилизации, пока история болезни не исключит наличие коррелятивных клинических симптомов.
4.4. Межаналитическое количественное сравнение
Межаналитическое количественное сравнение продемонстрировало линейную корреляцию, но с различным распределением по титрам, при этом ALEX недооценивает более высокие уровни и переоценивает низкие титры. Это неудивительно, так как расхождения в значениях IgE между консолидированными анализами уже были продемонстрированы, даже если калибровочные кривые были интерполированы с использованием одного и того же международного стандарта [17, 18].
5. [bookmark: bookmark16]Заключение
Наше исследование, насколько нам известно, является первым сообщением о прямом сравнении между мультиплексной платформой – макроскопической матрицей ALEX® и монокомпонентным тестом ImmunoCAP®.
Результаты показали существенное сходство между этими двумя методами, при этом сходство в обнаружении IgE с помощью экстрактов было несколько менее выраженным, чем с помощью молекулярных компонентов, как в случае аллергенов воздуха (летучих аллергенов), так и в случае пищевых аллергенов.
Использование ALEX® для количественного анализа позволяет преодолеть один из основных пределов, установленных для мультиплексных IgE анализов на антитела. Технические особенности, в свою очередь, потенциально могут снизить стоимость инструментария по сравнению с мультиплексными анализаторами первого поколения. С точки зрения исполнения ALEX® усиливает все преимущества технологии мультиплексного анализа. Он представляет собой простой в изучении метод с четким определением факторов, которые могут повлиять на конечный результат. В отличие от ISAC®, который требует трехкратного определения для каждого аллергена, ALEX® требует однократного определения. Вместе с тем, даже несмотря на то, что эта характеристика перед тестированием вызывала опасения, связанные с управлением ошибками и интерпретацией результатов, при сравнении с ImmunoCAP® мы получаем результаты, обеспечивающие существенную согласованность данных.
Тем не менее, значение ALEX® в повседневной клинической практики должно быть подтверждено. В частности, дальнейшие исследования должны быть направлены на оптимизацию некоторых реагентов, аналитическую чувствительность (в частности, на предел обнаружения), а также диагностическую чувствительность и специфичность. Как уже упоминалось, ограничение по размеру выборки могло бы повлиять на уровень сходства, особенно при оценке одиночного экстракта/молекулярного компонента. Кроме того, следует иметь в виду, что иммунный ответ человека, опосредованный IgE, является поликлональным и подвержен влиянию генетики. Экстракты аллергенов могут быть неоднородными и с трудом поддаваться стандартизации на тонком молекулярном уровне, и, как подчеркнул Mueller [19], рекомбинантные молекулы могут повести себя непредсказуемо. Комплексный анализ очень большого объема данных, полученных путем анализа по меньшей мере 300 различных реагентов, а также оценка компонентов семейного кластера (например, ЛТП, тропомиозины) может помочь уменьшить эту погрешность.
Наличие как экстрактов, так и молекулярных компонентов должно играть определенную роль в облегчении и, возможно, ускорении аналитической работы, однако прежде чем использовать ALEX® в качестве эталонного метода в рамках восходящего анализа (подхода «снизу вверх»), данные должны быть подтверждены в широкомасштабных исследованиях и интерпретированы в свете клинических результатов.
В любом случае, наличие нового мультиплексного анализатора, основанного на достоверных научных данных, дает толчок исследованиям в области молекулярной аллергии.
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