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Diagnostische Prazision der
komponentenbasierten vs. der
extraktbasierten In-vitro-Diagnostik von
Insektengift-Allergien: Auswirkungen
auf das klinische Management
Diagnostic precision of component-
resolved vs. extract-based in vitro
diagnosis of hymenoptera venom
allergy: effects on clinical management

Zusammenfassung

Hintergrund: Die Bestimmung von spezifischen IgE-Antikorpern spielt eine zentrale
Bedeutung bei der Diagnostik von Bienen- und Wespengiftallergien. In den letzten
Jahren wurden die komponentenbasierte Diagnostik (CRD) eingefiihrt, die die Bestim-
mung spezifischer IgE-Antikérper gegen die Allergene Api m 1, Ves v 1, Ves v 5 und
Pol d 5 sowie kreuzreaktive Kohlenhydratdeterminanten (CCDs) erlaubt. Hierdurch
soll vor allem bei Probanden mit Doppelsensibilisierungen die klinische Relevanz der
einzelnen Sensibilisierungen besser beurteilt werden kénnen.

Probanden und Methodik: Die spezifischen IgE-Antikérper-Bestimmungen an 143
Probanden mit Bienen- und/oder Wespengiftallergie erfolgten mit den extraktbasier-
ten ImmunoCAP®-Allergenen i1 und i3 sowie den ImmunoCAP®-Allergenkomponen-
ten i208-211 und 0214 (Api m 1, Ves v 1, Ves v 5, Pol d 5, CCD). Bei Doppelsensibili-
sierten wurde zusétzlich ein Inhibitionstest durchgefiihrt. An einem Teilkollektiv der
Studienpopulation erfolgten slgE-Bestimmungen gegen Api m 1, Api m 4, Pol d 5 und
Ves v 5 mittels Allergiechip (ISAC® n = 44).

Ergebnisse: Die Sensitivitdt von Ves v 5 bei isolierten Wespengiftallergikern betrug
78,5 %, gemeinsam mit Ves v 1 stieg diese auf 92,3 %. Die Sensitivitdt von Api m 1
bei isolierten Bienengiftallergikern betrug 25 %. Die komponentenbasierte Diagnos-
tik und Inhibitionstests bei Doppelsensibilisierten lieferten divergente Ergebnisse. Die
CRD mittels ISAC®-Allergiechip erbrachte deutliche Unterschiede vor allem im Hin-
blick auf die Diagnostik von Api m 1 und CCDs.

Schlussfolgerungen: Die CRD bereichert das diagnostische Spektrum, sofern sie
nicht allein sondern zusatzlich zu den etablierten Verfahren eingesetzt wird. Sie sollte
neben Ves v 5 stets die Bestimmung der IgE-Antikérper gegen Ves v 1 umfassen.

Summary

Background: The measurement of specific IgE (sIgE) antibodies plays a key role in the
diagnosis of honeybee and wasp venom allergy. In recent years, component-resol-
ved diagnosis (CRD) has been introduced, which allows for the measurement of sIgE
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antibodies against Api m 1, Ves v 1, Ves v 5, and Pol d 5, as well as cross-reactive car-
bohydrate determinants (CCDs). These tests are intended to help determine the clini-
cal relevance of any given sensitization, especially in patients with dual sensitization.
Patients and methods: Specific IgE antibody levels were measured in 143 patients
with bee and/or wasp venom allergy using the extract-based ImmunoCAP" allergens
i1 and i3 as well as the ImmunoCAP" allergen components i208-211 and O214 (Apim 1,
Ves v 1, Ves v 5, Pol d 5, CCDs). In patients with dual sensitization, inhibition testing
was also performed. In a subgroup of the study population, sIgE to Api m 1, Api m 4,
Pol d 5, and Ves v 5 were determined using the ISAC” allergy microarray (n = 44).
Results: The sensitivity of Ves v 5 in patients with isolated wasp venom allergy was
78.5 %; in combination with Ves v 1, that figure increased to 92.3 %. The sensitivity of
Api m 1 in individuals with isolated bee venom allergy was 25 %. CRD and inhibition
testing in individuals with dual sensitization showed divergent results. CRD using the
ISAC" allergy microarray showed marked differences, especially with regard to Api m 1
and CCDs.

Conclusion: Component-resolved tests are a valuable addition to the diagnostic
spectrum as long as they are used in combination with established procedures. Apart
from Ves v 5, measuring IgE antibodies to Ves v 1 should always be included in the

diagnostic workup.

Einleitung

Die Bestimmung spezifischer IgE-Antikorper (sIgE-AK) ge-
gen Bienen- und Wespengift mit konventionellen extraktba-
sierten Testkits klart nicht, ob eine Doppelsensibilisierung
auf einer Sensibilisierung gegen Majorallergene beider Gifte
beruht, oder ob Antikorper gegen kreuzreaktive Kohlenhyd-
ratdeterminanten (CCDs) Ursache dieser Doppelsensibilisie-
rung sind. In diesem Fall ist eine Hyposensibilisierung gegen
beide Insektengifte in der Regel nicht erforderlich. Die klassi-
sche Methode zur Beurteilung von Doppelsensibilisierungen
ist der Inhibitionstest. Dieser erlaubt eine Unterscheidung
zwischen
»  Probanden mit einer Doppelsensibilisierung gegeniiber
beiden Insektengiften ohne Kreuzinhibition,
»  Probanden mit Doppelsensibilisierung und partiell ein-
seitiger bzw. wechselseitiger Kreuzinhibition sowie
»  Probanden mit Doppelsensibilisierung und komplett ein-
seitiger Kreuzinhibition.

Nur bei der letztgenannten Gruppe (Doppelsensibilisie-
rung und komplett einseitige Kreuzinhibition) ist die Thera-
pie mit einem Gift ausreichend, und zwar mit dem, welches
sich nicht kreuzinhibieren ldsst [1]. Die Durchfithrung von
Inhibitionstests ist allerdings zeit- und materialintensiv und
damit oftmals nicht praktikabel [2, 3].

Die Einfiihrung der komponentenbasierten Diagnostik
(CRD), welche die routinemafliige Bestimmung der sIgE-AK
gegen Einzelallergene erlaubt, soll die Interpretation von
Doppelsensibilisierungen und die daraus folgende Therapie-

entscheidung erleichtern. Inwieweit mittels CRD das Risiko
schwerer systemischer Nebenwirkungen wihrend einer spe-
zifischen Immuntherapie mit Insektengiften abgeschitzt wer-
den kann, wurde bislang systematisch nicht erfasst [4].

Im ImmunoCAP® 250-Testsystem sind fir Wespengift
die Majorallergene Antigen 5 (Ves v 5 [i209] bzw. Pol d §
[i210]) und Phospholipase A1 (Ves v 1 [i211]), fiir Bienen-
gift Phospholipase A2 (Api m 1 [i208]) verfigbar [5]. Aktuell
sind auch Api m 10, Api m 2, Api m 3 und Api m 6 kom-
merziell erhiltlich. Ebenso konnen die sIgE-AK gegen CCDs
bestimmt werden, welche wahrscheinlich fiir klinisch nicht
relevante Kreuzsensibilisierungen zwischen Bienen- und We-
spengift verantwortlich sind [6]. Zahlreiche Allergene sind
einer routineméfSigen Diagnostik allerdings nicht zuginglich
(Apim 2-9, Apim 11-12, Ves v 2, Ves v 3, Ves v 6) |6, 7].

Die Firma Phadia vertreibt neben dem ImmunoCAP®-Test-
system den Allergie-Chip ISAC® (Immuno Solid-phase Al-
lergen Chip), der die gleichzeitige Bestimmung der sIgE-AK
gegen mehr als 100 Allergene unterschiedlicher Allergenquel-
len erlaubt, darunter Apim 1, Apim 4, Pold 5 und Ves v 5 [8].

Ziel der vorliegenden Studie war es, innerhalb eines
klinischen Kollektivs von 143 Insektengiftallergikern Sensi-
bilisierungsmuster hinsichtlich der Einzelallergene von Bie-
nen- und Wespengift zu identifizieren. Neben einer Beurtei-
lung der Doppelsensibilisierungen durch Vergleich mit den
Ergebnissen der Inhibitionstestung sollte geklirt werden,
inwieweit die CRD Sensibilisierungen detektiert, welche mit-
tels extraktbasierten Testkits ibersehen wurden. Ferner war
zu beantworten, ob auf die herkommlichen extraktbasierten
Testkits zugunsten der CRD verzichtet werden kann.
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Material und Methodik

Studienpopulation (n = 143)

Im Mittel betrug das Alter der Probanden 50 Jahre (Median:
53 Jahre). 64 Probanden waren mannlich, 79 weiblich. Die
Bestimmung der sIgE-AK erfolgte an Seren von insgesamt
143 Probanden, die zwischen 04/2010 und 04/2012 in der
Allergiesprechstunde der Klinik fiir Hautkrankheiten des
Universitatsklinikums in Jena mit einer anaphylaktischen
Reaktion ,,Miiller 0°¢ bis ,,Miiller IV°“ [9] nach Insektensti-
chereignis vorstellig wurden. Mindestens einer der folgenden
Tests musste zusatzlich als positiv gewertet worden sein, um
als Insektengiftallergiker eingeordnet und in die Studien-
population aufgenommen zu werden: Pricktest (max. Test-
konzentration: 100 pg/ml), Intrakutantest, extraktbasierte
sIgE-AK gegen Bienen- bzw. Wespengiftextrakt, zelluldrer
Antigenstimulationstest (CAST) mit Bienen- bzw. Wespen-
giftextrakt. Ein positives Ethikvotum fiir die Studie liegt vor
(Ethik-Kommission des Universitdtsklinikum Jena, Bearbei-
tungsnummer 2990-12/10).

Hauttestungen

Fur den Pricktest wurde das extraktbasierte Testpraparat
»ALK-prick SQ Insektengifte“ fur Bienen- und Wespengift
(ALK Abell6, Madrid, Spanien) verwendet. Der Pricktest
erfolgte in aufsteigender Dosierung mit 1 pg/ml, 10 ug/ml,
100 pg/ml und 300 pg/ml. Im Falle eines negativen Pricktests
wurde ein Intrakutantest mit den extraktbasierten lyophili-
sierten Hyposensibilisierungspraparaten ,VENOMENHAL
Wespe“ und ,VENOMENHAL Biene“ (HAL Allergie, Diis-
seldorf, Deutschland) durchgefiihrt (aufsteigende Testkonzen-
trationen: 0,001 pg/ml; 0,01 pg/ml; 0,1 pg/ml und 1 pg/ml).

Bestimmung der sigE-AK

Die sIgE-AK wurden mithilfe des Phadia ImmunoCAP®
250-Testsystems  (Thermo-Fisher/Phadia AB, Uppsala,
Schweden) quantifiziert. Die Messungen erfolgten direkt
nach der Blutentnahme, welche frithestens sechs Wochen
nach Stichereignis durchgefithrt wurde. Ein Ergebnis grofer
als 0,35 kU/I wurde als positiv angesehen.

Zunichst wurde die Hohe der sIgE-AK gegen die kom-
merziellen Insektengiftextrakte i1 (Bienengift von Apis mel-
lifera) und i3 (Wespengift von Vespula spp., nicht mit Ves v §
gespiked) bestimmt. Anschlieflend erfolgte die komponen-
tenbasierte Diagnostik mit den ImmunoCAP®-Allergenen
Apim 1 (i208), Ves v 5 (i209), Pol d 5 (i210), Ves v 1 (i211)
und CCD (Bromelain [0214]).

In einem weiteren Schritt wurden die Sensitivititen von
Ves v 5 und Api m 1 bestimmt. Als ,tatsichlich Positive®

wurde die Anzahl der Probanden angegeben, die gemifs
Anamnese, Hauttestungen, CAST bzw. extraktbasierter Be-
stimmung spezifischer IgE-Antikorper eine isolierte Bienen-
oder Wespengiftallergie zeigten.

Zellularer Antigenstimulationstest (CAST)

Der CAST kam nur zur Anwendung, wenn weder die Haut-
testungen noch die Bestimmung der sIgE-AK gegen Im-
munoCAP® i1 und i3 einen positiven Befund lieferten (n
= 3). Die Durchfihrung des CAST erfolgte gemif§ den Her-
stellerangaben mit den Insektengiftextrakten ,,BAG2-I1 Bie-
ne“ und ,,BAG2-13 Wespe“ (CAST 2000, Bithlmann Labora-
tories AG, Schonenbuch, Schweiz). Das Ergebnis wurde dann
als positiv gewertet, wenn der Insektengiftextrakt im Assay
die Freisetzung von > 200 pg/ml Sulfidoleukotrienen bewirk-
te (nach Abzug der Negativkontrolle) [10, 11]. Zudem musste
die Stimulationskontrolle (monoklonaler Anti-IgE-Antikor-
per) > 300 pg/ml Sulfidoleukotriene, die Negativkontrolle
weniger als 200 pg/ml betragen.

ISAC®

Die -Messungen mit ISAC® (Phadia AB, Uppsala, Schwe-
den; ehem. VBC Genomics, Wien, Osterreich) erfolgten nur
an einem Teilkollektiv der Studienpopulation. Untersucht
wurden Seren, die zwischen Januar und November 2011 ge-
wonnen wurden und bei denen das spezifische IgE gegen Im-
munoCAP® Api m 1 und/ oder Ves v § mindestens 0,35 kU/I
betrug (n = 44).

Der Allergiechip wurde mit 20 pl Serum fir zwei Stun-
den inkubiert. Danach wurden die Objekttrager mit Pufferlo-
sung abgespiilt, getrocknet und mit einem Fluoreszenz-mar-
kiertem Anti-Human-IgE-Antikorper fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach Abspulen der markierten
Objekttrager erfolgten die Fluoreszenzmessungen (Lux Scan
— 10K/A, Capital Bio, Peking, China). Der ISAC® detektiert
spezifische IgE-Antikorper gegen Api m 1, Api m 4, Ves v §
und Pol d §5.

Inhibitionstests

Die Inhibitionstestung erfolgte zum Nachweis von Kreuzre-
aktivitit zwischen Bienen- und Wespengift gemifS den Anga-
ben von Straumann et al. [12]. Zur Untersuchung gelangten
Seren, die zwischen August 2010 und April 2012 gewonnen
wurden. Der Test konnte aus technischen Griinden nur durch-
gefiihrt werden, wenn die sIgE-AK gegen ImmunoCAP® i1
bzw. i3 eine CAP-Klasse von mindestens 2 aufwies. Dies war
bei 38 Probanden der Fall.

Fuir den Inhibitionstest wurde das Serum mit unterschied-
lichen Mengen der Insektengiftextrakte ,,Reless-Wespengift*
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und ,,Reless-Bienengift“ (ALK Abell6, Madrid, Spanien) in-
kubiert und anschlieffend die Hohe der sIgE-AK bestimmt.
Probanden, bei denen die homologe Inhibition weniger als
70 % betrug, wurden von der weiteren Auswertung ausge-
schlossen. Eine Doppelsensibilisierung gegen Bienen- und
Wespengift lag dann vor, wenn die homologe Inhibition je-
weils mehr als 70 % und die Kreuzinhibition fur Wespen-
und Bienengift weniger als 30 % betrug.

Betrug die heterologe Inhibition mehr als 85 %, lag eine
komplette Kreuzinhibition vor. Eine partielle Kreuzsensibili-
sierung lag dann vor, wenn die heterologe Inhibition grofler
30 % und maximal 85 % betrug [12].

Auswertung

Die Auswertung erfolgte mittels deskriptiver Statistik. Die
Sensitivititen von Ves v 5 und Api m 1 wurden wie folgt
bestimmt: Als ,tatsichlich Positive“ im Nenner (Goldstan-
dard) wurde die Anzahl der Probanden angegeben, die ge-
mafS Anamnese, Hauttestungen, CAST bzw. extraktbasier-
ter Bestimmung spezifischer IgE-Antikorper eine isolierte
Bienen- oder Wespengiftallergie zeigten. Fiir die Berechnung
der Spezifitit der Allergenkomponenten wurden als negative
Kontrollgruppe jeweils die Probanden gewihlt, die eine All-
ergie gegen das andere Insekt zeigten.

Ergebnisse

Charakteristik der Studienpopulation

Im Mittel betrug das Alter der Probanden (n = 143) 50 Jahre
(Median: 53 Jahre). 64 Probanden waren minnlich, 79 weib-
lich.

Dreiundsechzig von 143 Probanden (44,1 %) zeigten er-
hohte IgE-Antikorper allein gegen den konventionellen Im-
munoCAP®-Wespengiftextrakt (i3), acht Probanden (5,6 %)
waren allein gegen den ImmunoCAP®-Bienengiftextrakt (il)
sensibilisiert. Bei 65 Probanden (45,5 %) bestanden Sensibi-
lisierungen sowohl gegen i1 als auch gegen i3. Sieben Proban-
den (4,9 %) waren weder gegen i1, noch gegen i3 sensibili-
siert (Abbildung 1).

Einhundertsieben von 143 Probanden zeigten eine Sen-
sibilisierung gegen Ves v 5, 82 eine Sensibilisierung gegen
Pol d 5, 84 gegen Ves v 1, 18 gegen Api m 1 und 35 gegen
CCD (Tabelle 1).

Haufigkeit von Sensibilisierungen gegen Api m 1
bei Probanden, die gegen den Bienengiftextrakt
i1 monosensibilisiert waren

Nur vier von acht Probanden, die gegen i1 monosensibili-
siert waren, zeigten gleichzeitig eine Sensibilisierung gegen
Apim 1 (Abbildung 1). Die Probanden ohne Nachweis von sI-
gE-AK gegen Api m 1 waren durch niedrigere IgE-Antikorper
gegen den Bienengiftextrakt il charakterisiert (Mittelwert:
0,86 kU/I, Median: 0,73 kU/l, Minimum: 0,38 kU/I, Maxi-
mum 1,61 kU/I). Nichtsdestotrotz hatten Probanden ohne sI-
gE-AK gegen Einzelallergene klinisch z. T. schwere Insekten-
giftallergien (Muller ITI°: n = 1, Muller ITT°>: n = 1 [Imkerin],
Miiller 0°: n = 2). Auch konnten die Bienengiftallergien stets
mittels Prick- bzw. Intrakutantest bestitigt werden.

Nur bei einem gegen den Bienengiftextrakt il monosen-
sibilisierten Probanden fanden sich spezifische IgE-Antikor-
per gegen CCD in einer Hohe von 0,98 kU/L.

Zwei gegen il monosensibilisierte Probanden zeigten
in den Hauttestungen zusitzlich positive Reaktionen auf

60

50

40

30

Anzahl Patienten

20

i3 mono

i1 mono i1 und i3 positiv

OApim! ®Vesv1 BVesv5 BPold5 BCCD

Abbildung 1 Sensibilisierungsmuster
des Gesamtkollektivs. i1 — Bienengif-

textrakt der Firma Phadia/Thermo-
Fischer zur Bestimmung des spezifi-

| schen IgE. i3 — Wespengiftextrakt der
1 negatl Firma Phadia/Thermo-Fischer zur Be-

stimmung des spezifischen IgE.
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Tabelle 1 Hohe der spezifischen IgE-Antikérper gegen Api m 1, Ves v 5 und CCD im Gesamtkollektiv (n = 143).

n Mittelwert IgE (kU/I)  Median IgE (kU/I) Maximum IgE (kU/I) Minimum IgE (kU/I)
Apim 1 18 6,09 1,96 75,20 0,38
Ves v 1 84 14,10 2,88 100 0,40
Vesv s 107 13,33 4,52 100 0,39
Pold 5 82 8,49 2,46 100 0,41
CCD 35 2,34 1,49 19,00 0,37

Wespengift. Diese wurden in die Berechnung der Sensitivitat
(s. u.) nicht mit einbezogen.

Sensitivitat von Api m 1 bei isolierten
Bienengiftallergikern

Das Kollektiv umfasste insgesamt acht Probanden. Sechs
Probanden waren gegen il monosensibilisiert und zeigten
einen positiven Hauttest allein gegen Bienengift. Bei einem
Probanden stiitzte sich die Diagnose nur auf Anamnese und
Pricktest, bei einem weiteren auf Anamnese und Intrakutan-
test. Nur zwei der acht Probanden zeigten erhohte IgE-An-
tikorperspiegel gegen Api m 1 (Sensitivitit = 25 %). Sensi-
bilisierungen gegen Wespengiftallergene fanden sich in der
Gruppe der isolierten Bienengiftallergiker nicht (Spezifitit
von Ves v 1, Ves v 5 und Pol 5 jeweils 100 %).

Haufigkeit von Sensibilisierungen gegen Ves v 5
bei Probanden, die gegen den Wespengiftextrakt
i3 monosensibilisiert waren

Einundfinfzig von 63 Probanden, die gegen i3 monosensibi-
lisiert waren, zeigten gleichzeitig eine Sensibilisierung gegen
Ves v 5 (Abbildung 1). Jeweils 36 Probanden waren gegen
Ves v 1 oder Pol d 5 sensibilisiert. Nur drei Probanden zeigten
keine Sensibilisierung gegen ein Wespengiftallergen. Diese
Probanden waren durch niedrige sIgE-AK gegen i3 charak-
terisiert (Mittelwert sIgE: 0,87 kU/I, Median: 0,61 kU/I, Mi-
nimum: 0,46 kU/l, Maximum: 1,55 kU/I). Nichtsdestotrotz
hatten diese Probanden klinisch zum Teil schwere Insek-
tengiftallergien (Miller IV®, Miiller IT°, Miiller 0°: jeweils n
= 1). CCD-Sensibilisierungen fanden sich nicht.

Drei gegen i3 monosensibilisierte Probanden zeigten in
den Hauttestungen zusitzlich positive Reaktionen auf Bie-
nengift. Diese wurden in die Berechnung der Sensitivitit
(s. u.) nicht mit einbezogen.

Sensitivitat von Ves v 1, Ves v 5 und Pol d 5 bei
isolierten Wespengiftallergikern

Das Kollektiv umfasst insgesamt 65 Probanden. 60 Proban-
den waren gegen i3 monosensibilisiert und zeigten einen po-

sitiven Hauttest allein gegen Wespengift. Bei zwei Probanden
stiitzte sich die Diagnose nur auf Anamnese und CAST, bei
zwei weiteren auf Anamnese und Intrakutantest und bei ei-
nem Probanden auf Anamnese und Pricktest.

Einundfiinfzig der 65 Probanden zeigten erhohte
IgE-Antikorperspiegel gegen Ves v 5 (Sensitivitdt: 78,5 %).
Nach Bestimmung der sIgE-AK gegen Ves v 1 stieg die Sen-
sitivitit der komponentenbasierten Diagnostik auf 92,3 %.
Die zusitzliche Bestimmung von Pol d 5 bewirkte keinen An-
stieg der Sensitivitdit der CRD. Die Sensitivitdt von Ves v 1
allein betrug 52,3 % und von Pol d 5 55,4 %.

Sensibilisierungen gegen Api m 1 fanden sich in der
Gruppe der isolierten Wespengiftallergiker nicht (Spezifitit
von Apim 1 100 %).

Komponentenbasierte Diagnostik bei Probanden
ohne Sensibilisierung gegen die Extrakte i1 und i3

Insgesamt zeigten sich bei sieben Probanden weder eine Sen-
sibilisierung gegen i1 noch gegen i3. Innerhalb dieser Gruppe
zeigten sich weder Sensibilisierungen gegen Api m 1 noch ge-
gen Ves v 1, Pol d 5 und CCD (Abbildung 1).

Es lieflen sich jedoch drei Individuen nachweisen, die
eine Sensibilisierung gegen Ves v 5 aufwiesen. Die entspre-
chenden Probanden zeigten zum Teil schwerwiegende aller-
gische Reaktionen auf Wespengift (Miiller IV, Miiller ITT und
Miiller IT: jeweils n = 1).

Die restlichen vier Individuen zeigten auch keine Sensi-
bilisierung gegen Ves v 5, obwohl bei den Probanden Miil-
ler-1I-Reaktionen vorlagen und zumindest in den Hauttests
Sensibilisierungen gegen Insektengifte nachgewiesen werden
konnten.

Komponentenbasierte Diagnostik bei Probanden
mit Co-Sensibilisierung gegen die Extrakte i1

und i3

Insgesamt lagen bei 65 von 143 Probanden gleichzeitig
Sensibilisierungen gegen il und i3 vor. Vierzehn dieser 65

Probanden waren gegen Api m 1 sensibilisiert, 48 gegen
Ves v 1, 53 gegen Ves v 5, 46 gegen Pol d 5 und 34 gegen
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i1 + i3 positiv
n=65

) )

Anamnestisch allergische
Reaktion(en) nach:

Gruppe 1 | Gruppe 2 | Gruppe 3 | Gruppe 4 | Gruppe 5 | Gruppe 6

Bienenstich n=0 n=3 n=2 n=0 n=0 n=0
Wespenstich n=1 n=3 n=0 n=20 n=17 n=1
Bienen- und Wespenstich | n=1 n=1 n=0 n=0 n=2 n=1
Insekt vor Testung unklar | n=1 n=2 n=0 n=6 n=3 n=1

V%vSu V%vSu
Vesv1- Vesv1
lIIIIIIIIIII% lIIIiiiiIIII' |IIIIII|IIIII% lIIIIiIIiIIII lIIIIIIIIIIl lIIIIIiIiIIII

Abbildung 2 Sensibilisierungsmuster
der gegen Bienen (i1)- und Wespengif-
textrakt (i3) kosensibilisierten
Probanden.

CCD-Antikorper (Abbildung 1). Alle 65 Probanden wurden
mit Hilfe der komponentenbasierten Diagnostik in verschie-
dene Untergruppen aufgeteilt (Abbildung 2):

»  Zwolf Probanden zeigten eine Doppelsensibilisierung ge-
gen Bienen- und Wespengiftallergene. Drei hiervon zeig-
ten auch CCD-Sensibilisierungen (Abbildung 2, Gruppe
1 und 2).

»  Zwei Probanden zeigten eine gleichzeitige Sensibilisie-
rung gegen Api m 1 und CCD, ohne gegen Wespengiftal-
lergene sensibilisiert zu sein (Abbildung 2, Gruppe 3).

»  Die grofite Gruppe mit 26 Probanden zeigte eine gleich-
zeitige Sensibilisierung gegen Ves v 1/v 5 und CCD ohne
Apim 1 (Abbildung 2, Gruppe 4).

» 22 von 65 Probanden, die zweitgrofSte Gruppe, zeigten
nur Sensibilisierungen gegen Wespengiftallergene (Ab-
bildung 2, Gruppe 35).

»  Drei Probanden waren nur gegen CCDs sensibilisiert
(Abbildung 2, Gruppe 6).

Vergleich von Inhibitionstest und CRD

Bei 29 von 38 gegen i1 und i3 doppelsensibilisierten Proban-
den konnte ein Inhibitionstest durchgefiihrt werden. Neun
Probanden mussten von der Auswertung ausgeschlossen wer-
den, da hier die homologe Inhibition gegen eines der beiden
Gifte weniger als 70 % betrug.

Nur zwei Probanden zeigten eine komplett einseitige
Kreuzinhibition (Abbildung 3). Bei 14 Individuen betrug die
heterologe Inhibition durch Wespengift zwischen 25 % und
70 %, wihrend die heterologe Inhibition durch Bienengift
wiederum weniger als 25 % betrug. Hier bestand nur eine
partielle einseitige Kreuzinhibition. Finf Individuen zeig-
ten eine wechselseitige Kreuzinhibition durch Bienen- und
Wespengift (Mindestbetrag der jeweiligen Kreuzinhibition

30 %). Bei acht Probanden bestand eine echte Doppelsensibi-
lisierung ohne Kreuzreaktivitit.

Fiir den Vergleich mit den Ergebnissen der CRD wurde
die sIgE-AK gegen Api m 1, Pol d 5, Ves v 5 und Ves v 1 be-
stimmt. Sieben der 29 Probanden zeigten Sensibilisierungen
gegen Einzelallergene von Biene und Wespe, wobei zwei hier-
von auch gegen CCDs sensibilisiert waren.

Dreizehn weitere Probanden zeigten isoliert Sensibilisie-
rungen gegen Bienen- oder Wespengiftallergene, waren aber
gleichzeitig gegen CCDs sensibilisiert. Zwei Probanden wa-
ren nur gegen CCDs sensibilisiert, sieben nur gegen Wespen-
giftallergene (Abbildung 3).

Alle Probanden, die gegen Pol d 5 sensibilisiert waren,
zeigten gleichzeitig eine Sensibilisierung gegen Ves v 5. Bei
den Probanden, die gemafS Inhibitionstestung eine komplett
einseitige Kreuzinhibition zeigten (n = 2), bestanden erwar-
tungsgemafs Sensibilisierungen gegen nur ein Gift (Patient
1: IgEVes v5 = 0,96 kU/l; Patient 2: IgEVes v5 = 12,4 kU/I).
Bei beiden Probanden liefs sich jedoch auch eine schwache
Sensibilisierung gegen CCDs nachweisen, die spezifischen
IgE-Antikorper betrugen jeweils ca. 0,70 kU/I.

Vergleich InmunoCAP® und ISAC® bei der CRD
von Insektengiftallergien

Insgesamt 37 Probanden zeigten erhohte sIgE-AK gegen
ImmunoCAP® Ves v 5 (Abbildung 4). SechsunddreifSig
Sensibilisierungen konnten ebenso mittels ISAC® detek-
tiert werden (97,3 %), eine Sensibilisierung wurde mittels
ISAC® iibersehen® (2,7 %). Zudem wurde durch den Al-
lergiechip eine zusitzliche Sensibilisierung gegen Ves v 5
detektiert.

Zehn Probanden zeigten erhohte sIgE-AK gegen Im-
munoCAP® Api m 1. Sieben Sensibilisierungen konnten

© 2017 Deutsche Dermatologische Gesellschaft (DDG). Published by John Wiley & Sons Ltd. | JDDG | 1610-0379/2017/1505



Originalarbeit Extrakt- vs. komponentenbasiert — Insektengift

NN
o ©
L

NNDDNDNDN
wh oo N
[ T S |

NN
=N
L

partiell einseitige
Kreuzinhibition: n=14

o o N
© © o
L1

CCD + Apim 1:
n=1

a oA
ua o N
TR

CCD + Vesv5/v1:
n=12

-
w
1

CCD +Apim1+Vesv5/v1:
n=2

Anzahl Patienten
IS

NN
XY
L

wechselseitige Kreuzinhibition:
n=5

=y
© o
L

b CCD mono: n=2
Doppelsensibilisierung ohne
Kreuzinhibition:

b n=8 Apim1 + Vesv5/ v 1:
E n=5

O =2 N WA OO N ©
1

Inhibitionstest Komponentenbasierte Diagnostik

Abbildung 3 Vergleich von Inhibitionstest und komponentenbasierter Diagnostik. Die grau unterlegten Probanden bedurfen —
bei unkritischer Betrachtungsweise — nur der Hyposensibilisierung mit einem Gift.

20 ®mmunoCAP® und ISAC® positiv

18 " nur ImmunoCAP® positiv

¥ nur ISAC® positiv

ORrNWHAUON®O

Vesv5 Apim1 ccb

Diagramm 4: Vergleich ImmunoCAP® und ISAC® bei der CRD von Insektengiftallergien (n=44)

Abbildung 4 Vergleich ImmunoCAP® und ISAC® bei der CRD von Insektengiftallergien (n = 44).
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ebenso mittels ISAC® detektiert werden (70 %), drei Sensi-
bilisierungen wurde mittels ISAC® tibersehen (30 %). Zudem
wurde durch den Allergiechip eine zusitzliche Sensibilisie-
rung gegen Api m 1 detektiert.

Dreizehn Probanden zeigten erhohte sIgE-AK gegen Im-
munoCAP® CCD. Acht Sensibilisierungen konnten ebenso
mittels ISAC® detektiert werden (61,5 %), fiinf Sensibilisie-
rung wurde mittels ISAC tbersehen® (38,5 %). Zudem wurde
durch den Allergiechip eine zusitzliche Sensibilisierung ge-
gen CCDs detektiert.

Insgesamt wurden im ISAC® 23 Individuen detektiert,
die eine Sensibilisierung gegen Pol d 5 aufwiesen, diese waren
stets kosensibilisiert gegen Ves v 5. Das ImmunoCAP®-Test-
system erbrachte den Nachweis von 28 Sensibilisierungen
gegen Pol d 5, nur einer dieser Probanden war nicht gegen
Ves v § sensibilisiert.

Insgesamt zeigte sich im ISAC® eine einzige Sensibilisie-
rung gegen Api m 4, das entsprechende Individuum war ko-
sensibilisiert gegen Api m 1.

Diskussion

Ziel der vorliegenden Studie war es, den Zusatznutzen der
CRD im Hinblick auf die Bienen- und Wespengiftallergie
zu beschreiben, wobei die konventionellen extraktgebun-
denen IgE-Testsysteme bereits seit Langem als verlassliches
Diagnostikum etabliert sind [13, 14]. Demzufolge verwun-
dert es nicht, dass das Probandenkollektiv (n = 143) eine
hohe Anzahl von Individuen mit Sensibilisierungen gegen die
Extrakte i1 und i3 aufwies: Nur sieben Probanden waren
nicht gegen die Extrakte sensibilisiert. Die Anzahl dieser
falsch-negativen Individuen konnte durch Bestimmung der
sIgE-AK gegen Ves v 5 zusitzlich fast auf die Halfte redu-
ziert werden [2].

Dennoch gab es auch Probanden, die trotz Monosensi-
bilisierung gegen i3 nicht gegen Ves v § sensibilisiert waren
(n = 12, entspricht 28,6 %), und zwar deutlich mehr als in
oben genannter Vergleichspublikation (6 %) [2]. Durch die
Bestimmung der sIgE-AK gegen Ves v 1 konnte die Sensiti-
vitdt der CRD bei Wespengiftallergien von 78,5 auf 92,3 %
gesteigert werden [15]. Dagegen verbesserte die Messung von
Antikorpern gegen Pol d 5 die Aussagekraft der CRD nicht.
Es fand sich kein Patient mit einer Sensibilisierung gegen
Pol d 5, der nicht gleichzeitig gegen Ves v 1 oder Ves v 5 sen-
sibilisiert gewesen wire. Offenbar ist die Exposition gegen
die vornehmlich im Mittelmeerraum vorkommende Wespen-
art Polistes dominulus in Mitteleuropa nicht gegeben und
die Sensibilisierungen sind Ausdruck einer Kreuzsensibili-
sierung. In einer spanischen Population fanden sich dagegen
auch Probanden mit isolierter Polistes-Sensibilisierung [16],
was Auswirkungen auf die Auswahl des zu verordnenden
Hyposensibilisats hatte [17].

Die Beschrinkung der komponentenbasierten Diagnos-
tik von Bienengiftallergien auf Api m 1 erwies sich — wie auch
schon in anderen Studien gezeigt — als problematisch [5, 18,
19]. In unserem Kollektiv zeigten nur 50 % aller Individuen
mit einer Monosensibilisierung gegen das Bienengiftextrakt
(4 von 8) eine Sensibilisierung gegen Api m 1. Die Sensitivitat
bei isolierten Bienengiftallergikern war mit 25 % sehr nied-
rig, wobei die Aussagekraft dieser Angabe bei der geringen
Fallzahl als eingeschrankt zu beurteilen ist. Dennoch ist dies
als deutlicher Hinweis zu werten, dass mehr Bienengiftaller-
gene fur eine suffiziente komponentenbasierte Diagnostik
notwendig sind (u. a. Api m 2, 3, 5 und 10) [, 7, 20-22].
Seit 2015 steht auch Api m 10 fiir die Routinediagnostik zur
Verfiigung, sodass sich die diagnostische Liicke mit der Ver-
fugbarkeit weiterer rekombinanter Allergene allmahlich ver-
ringern wird.

Fiinfundsechzig von 143 Probanden (46 %) zeigten Sen-
sibilisierungen gegen i1 und i3. Damit liegt die Rate an Dop-
pelsensibilisierungen unwesentlich niedriger als in der Litera-
tur geschildert (50-60 %) [23]. Uber die klinische Relevanz
der Doppelsensibilisierungen bzw. die Indikation einer spe-
zifischen Immuntherapie (SIT) gegen beide Gifte liefert die
extraktgebundene Diagnostik leider keine Aussage. Hierbei
soll die CRD Abhilfe schaffen, indem zwischen genuinen
Doppelsensibilisierungen gegeniiber Majorallergenen beider
Gifte und klinisch nicht relevanten CCD-bedingten Kreuz-
sensibilisierungen unterschieden werden kann.

Tatsdchlich zeigten nur zwolf von 65 (18,5 %) Pro-
banden Sensibilisierungen gegen Majorallergene beider In-
sektengifte (Ves v 1, Ves v 5, Api m 1). Bei allen anderen
Individuen lagen entweder Monosensibilisierungen zumeist
gegen Wespengiftallergene oder additiv CCD-Sensibilisie-
rungen vor. Die zusitzliche Bestimmung von sIgE-AK ge-
gen Api m 10 wiirde die Anzahl von Doppelsensibilisierten
aller Voraussicht nach erhohen. So wurden diesbezuglich
bereits Steigerungen der Detektionsrate von Bienengifts-
ensibilisierungen um ca. 20 % publiziert [24]. Vor diesem
Hintergrund ist eine Beurteilung in Hinblick auf Art und
Umfang einer SCIT gegen Insektengifte ohne Messung der
sIgE-AK gegen Api m 10 als bei weitem nicht ausreichend
zu beurteilen!

Auch in unserem Labor wurde inzwischen die Bestim-
mung von sIgE-AK gegen Api m 10 fest implementiert, eine
erste interne Zwischenbilanz steht derzeit noch aus.

Die Ergebnisse der Inhibitionstests rechtfertigen die Aus-
weitung des Allergenrepertoires bei der CRD von Insekten-
giftallergien: Die meisten der insgesamt 29 Probanden zeig-
ten eine Doppelsensibilisierung ohne Kreuzinhibition, eine
partiell einseitige Kreuzinhibition oder eine wechselseitige
Kreuzinhibition, so dass hier im Falle der Unklarheit tiber
das symptomauslosende Insektengift eine SIT sowohl gegen
Wespen- als auch Bienengift erfolgen sollte [1]. Nur zwei
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Probanden (6,9 %) zeigten eine komplette einseitige Kreuzin-
hibition, hier ist eine SIT gegen ein Gift ausreichend.

Dieselben 29 Probanden wurden auch der CRD unter-
zogen. Hier zeigten sich immerhin sieben Monosensibili-
sierungen gegen Ves v 5. Bei unkritischer Betrachtung ist
bei diesen Individuen die SIT gegen ein Gift ausreichend.
Im Vergleich zum Inhibitionstest ist dies immerhin das
3,5-Fache.

Die Firma Phadia bietet fiir die CRD neben dem Im-
munoCAP®-Testsystem den Allergiechip ISAC® an. Letzterer
enthilt die Insektengiftallergene Api m 1, Api m 4, Ves v §
und Pol d 5. Der Vergleich beider Methoden erbrachte deut-
liche Unterschiede vor allem im Hinblick auf die Diagnos-
tik von Api m 1 und CCDs. Hier wurden durch den ISAC®
immerhin 30 % bzw. 38,5 % der Sensibilisierungen tiber-
sehen. Dagegen erbrachte die Bestimmung von Ves v 5 fiir
beide Testverfahren tbereinstimmende Ergebnisse. Da die
Indikation zur molekularen Allergiediagnostik mit Multip-
lex-Verfahren vornehmlich in der Abklarung von Pollen- und
Nahrungsmittelallergien liegt, wird der Verbleib der Insek-
tengiftallergene im Allergenspektrum des ISAC® derzeit
kritisch diskutiert [22]. Ein spezieller Allergiechip fur die
Diagnostik von Insektengiftallergien befindet sich in der Ent-
wicklung [25].

In Zusammenschau der verschiedenen Studien und der
eigenen Ergebnisse zeigen sich noch Inkonsistenzen zwischen
der CRD und anderen Testverfahren. Die klinische Beurtei-
lung der Relevanz einer Sensibilisierung bleibt im Einzelfall
schwierig. Da nicht mit letzter Sicherheit ausgeschlossen wer-
den kann, dass mittels CRD Sensibilisierungen tibersehen
werden, sollten in die Interpretation immer Hauttestungen
und andere Labormethoden wie CAST oder basophiler Ak-
tivierungstest einbezogen werden [19, 26]. Monosensibilisie-
rungen gegen die Komponenten eines Giftes bei gleichzeitig
erhohtem spezifischen IgE gegen beide Giftextrakte sollten
stets kritisch gewertet werden. Sprechen auch die anderen
Testmethoden fiir eine Doppelsensibilisierung und ist die
Anamnese unklar, sollte eine Hyposensibilisierung gegen
beide Gifte durchgefithrt werden [15]. Auf der anderen Seite
konnte gezeigt werden, dass eine Doppelsensibilisierung ge-
gen Api m 1 und Ves v § nicht automatisch mit einer klinisch
relevanten Sensibilisierung gegen beide Gifte gleichzusetzen
ist [18, 19].

Eine Verbesserung der Aussagekraft ist durch die be-
reits initiierte Ausweitung das Angebots kommerzieller
Allergene und die optimierte Herstellung rekombinanter
Allergene in eukaryoten Zellsystemen (z. B. Insektenzellen)
mit erhohter Epitopauthentizitit zu erwarten [6, 27]. Die
komponentenbasierte Diagnostik sollte neben Ves v 5 stets
die Bestimmung der IgE-Antikorper gegen Ves v 1 mitein-
schliefen.
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