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Ladiagnostica allergologica ha visto negli ultimi anni importanti sviluppi. Obiettivo del Corso
Educazionale SIDAPA su “La diagnostica allergologica”, annesso all’11° Congresso nazionale
SIDAPA tenutosi a Bari dal 29 settembre al 1° ottobre 2011, € stato quello di presentare ai pro-
fessionisti che si occupano di dermatologia e di allergologia una panoramica su metodologie e
strumenti idonei all’esecuzione di test in vivo ed in vitro per la diagnosi delle allergie cutanee,
respiratorie ed alimentari.

Lobiettivo che mi ero prefissata, quando i Professori Angelini e Vena, Presidenti del Con-
gresso, mi hanno chiesto un piccolo aiuto nell’organizzazione del Corso, era quello di mettere
a punto “come e quando” eseguire i test allergodiagnostici.

I relatori hanno con chiarezza indicato 'utilizzo dei test nelle differenti patologie sottoli-
neando l'importanza dell’appropriatezza della richiesta clinica. Sono state altresi illustrate
le principali criticita legate alla diagnosi delle reazioni allergiche alla luce delle piu recenti
evidenze scientifiche e delle linee guida internazionali.

La vasta partecipazione al Corso e l'interesse suscitato dai vari argomenti, sfociato in un
ampio dibattito con la partecipazione di numerosi Colleghi, hanno spinto i Presidenti del Con-
gresso ed i Direttori degli “Annali italiani di Dermatologia allergologica clinica e sperimentale”
a raccogliere le relazioni del Corso in questo fascicolo della rivista. Si desidera ringraziare
quanti dei Relatori hanno aderito alla nostra iniziativa.

Sono molto lusingata per questo riconoscimento e pertanto invito con molto piacere alla
lettura del fascicolo che contiene numerosi suggerimenti per dermatologi ed allergologi.

Caterina Foti
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Prick test

Eustachio Nettis!, Anna Maria Aloia!, Elisabetta Di Leo'? e Antonio Ferrannini!

Riassunto. I prick test (PT) rappresentano I'indagine di primo livello nella diagnostica delle malattie aller-
giche IgE-mediate. Si basano sull’introduzione di una piccola quantita di estratto allergenico negli strati
superficiali del derma mediante puntura, eseguita con una lancetta sterile monouso attraverso la goccia
dell’estratto allergenico posta sulla cute della faccia volare dell’avambraccio del paziente, precedentemente
disinfettata. La risposta cutanea al PT deve essere analizzata attentamente sulla base della storia clinica
del paziente. I test cutanei rappresentano una tecnica semplice, economica, poco invasiva e rapida per la
diagnosi di reazioni allergiche IgE-mediate, che puo essere eseguita a tutte le eta. Pur essendo una metodi-
ca diagnostica piuttosto sicura, non e scevra da possibili effetti indesiderati; pertanto, ’esecuzione dei PT
richiede personale adeguatamente formato ed ambienti idonei, provvisti di presidi terapeutici per far fronte
ad eventuali reazioni anche gravi.

Parole chiave: prick test, reazioni IgE-mediate, diagnostica allergologica.

Summary. Prick test. Prick tests (PTs) are the first diagnostic method in the allergological field and are widely
used to demonstrate an IgE-mediated allergic reaction. They are performed on one or both forearms using
a fine metal needle which goes through a drop of allergen extract placed on the disinfected skin. The posi-
tive results must be carefully evaluated according to the anamnesis and clinical symptoms. PTs, which are
a simple, economic, rapid, and minimally invasive method, can be used from infancy to old age. Despite it
being a relatively safe diagnostic tool, side effects are possible. So their performance and their result evalu-
ation require experienced professionals and should be carried out in healthcare settings, equipped with
therapeutic emergency aids to treat the possible severe reactions.

Key words: prick test, IgE-mediated reactions, allergy diagnostics.

superficiali del derma mediante puntura esegui-
ta con una lancetta sterile monouso attraverso
la goccia dell’estratto allergenico posta sulla
cute della faccia volare dell’avambraccio del

Introduzione

I prick test (PT) rappresentano l'indagine di
primo livello nella diagnostica delle malattie

allergiche IgE-mediate. Riproducono, in vivo, il
legame tra I’allergene e le IgE specifiche adese
alla superficie dei mastociti, con conseguente
degranulazione delle stesse e rilascio dei me-
diatori (soprattutto di istamina), responsabili
dei sintomi di una reazione allergica mediata
da IgE"®.

Tecnica di esecuzione

I PT si basano sull’introduzione di una pic-
cola quantita di estratto allergenico negli strati

paziente, precedentemente disinfettata.

Le gocce degli estratti vengono disposte sulla
cute su due file parallele distanziate, tra di loro,
di circa 3 em per ridurre il rischio di eventuali
false positivita indotte dalla vicinanza dei test
per attivazione del riflesso assonico. Dopo aver
eseguito i vari prick, le singole gocce vengono
asportate singolarmente con cotone idrofilo e la
lettura deve essere effettuata dopo 15-20 minuti.

Per conferire validita al test si esegue con-
temporaneamente un controllo negativo (rap-
presentato dal diluente utilizzato per gli estratti
allergenici) e un controllo positivo (generalmen-

ISezione di Allergologia e Immunologia clinica, Dipartimento delle Emergenze e dei Trapianti d’organo, Universita degli studi di Bari “Aldo

Moro”;

21U.0. di Medicina interna, Sezione di Immunologia e Allergologia clinica, Ente ecclesiastico Ospedale “F. Miulli”, Acquaviva delle Fonti, Bari.
Dr. Eustachio Nettis, Sezione di Allergologia e Immunologia clinica, Policlinico, Piazza Giulio Cesare 11, 70124 Bari (e-mail: e.nettis@allergy.

uniba.it).
Conflito d'interesse: dichiarato assente dagli Autori.
Accettato per la pubblicazione il 25 giugno 2012.
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te istamina), per escludere rispettivamente rea-
zioni falsamente positive e falsamente negative.

Il test € considerato positivo in caso di com-
parsa di un pomfo pruriginoso, circondato da un
alone eritematoso, nella sede di applicazione
dell’allergene nei confronti del quale il paziente
e sensibilizzato.

Una metodica particolare di prick, denomi-
nata prick by prick, ¢ indicata nella diagnosi
dell’allergia alimentare quando i test condotti
con gli estratti commerciali abbiano dato esito
negativo, in presenza di una storia clinica for-
temente suggestiva di reazione allergica verso
un preciso alimento. Il prick by prick viene
eseguito infiggendo una lancetta sterile prima
nell’alimento e, successivamente, nella cute del
paziente. Tale metodica e utilizzata per testa-
re, generalmente, frutta e verdura fresche, in
quanto contengono allergeni labili, che possono
deteriorarsi nel corso dell’allestimento degli
estratti commerciali. Inoltre, poiché la cottura
dell’alimento puo modificarne I’allergenicita,
I’alimento andrebbe testato con le stesse carat-
teristiche con cui viene abitualmente consumato
dal paziente (cotto e/o crudo).

Valutazione e lettura del prick test

I1 PT é considerato valido se il pomfo indotto
dall’istamina presenta un diametro pari o supe-
riore a 3 mm.

Lintensita di una reazione positiva nei con-
fronti di un determinato allergene puo essere
valutata mediante due differenti criteri: a) con-
fronto tra il pomfo indotto dall’allergene e quello
prodotto dall’istamina (tabella I); b) valutazione
della reazione, calcolando il diametro medio
del pomfo, ottenuto dalla media tra il diametro
maggiore e quello perpendicolare ad esso.

La reazione cutanea al prick deve essere

Tabella I - Valutazione delle reazioni positive al prick test.

Quantificazione  Valutazione

+ Pomfo da 1/4 a 1/2 rispetto al pomfo
indotto da istamina

++ Pomfo da 1/2 a 1 rispetto al pomfo
indotto da istamina

+++ Pomfo da 1 a 2 rispetto al pomfo
indotto da istamina

++++ Pomfo superiore a 2 rispetto al pomfo

indotto da istamina

analizzata attentamente sulla base della storia
clinica del paziente. Durante I’esecuzione dei
test, infatti, si possono verificare reazioni fal-
samente positive o falsamente negative, come
riportato nella tabella II.

Indicazioni

I PT sono indicati per la diagnosi di: a) aller-
gopatia respiratoria; b) allergia alimentare; c)
allergia a farmaci (indicati solo per quei farmaci
in grado di indurre una reazione IgE-mediata,
quali alcuni antibiotici, anestetici e ormoni); d)
allergia al veleno di imenotteri; e) allergia al
latice della gomma.

Controidicazioni

I PT sono controindicati in presenza di: a)
patologie cutanee estese (dermatite atopica,
orticaria in fase acuta), poiché un test positivo
potrebbe indurre un’alterazione della reattivita
cutanea e il peggioramento delle lesioni in atto;
b) asma in fase acuta, peril rischio di insorgenza
di broncospasmo; c) terapia con antistaminici, in
quanto possono inibire la reazione cutanea. Tali
medicinali andrebbero sospesi per un periodo
variabile a seconda dell’emivita del farmaco
assunto; d) terapie corticosteroidee sistemiche,

Tabella IT - Cause di reazioni falsamente positive o falsamente
negative al prick test.

Cause di falsa positivita

Iperreattivita cutanea (dermografismo)

Estratti troppo concentrati

Vicinanza a test cutanei positivi, per riflesso assonico

Presenza di sostanze irritanti o inquinanti negli estratti

Eventuale trasporto accidentale degli allergeni
(positivi) durante I’esecuzione del prick test

Pressione eccessiva sulla cute

Sanguinamento

Utilizzo della stessa lancetta per piu allergeni

Cause di falsa negativita

Iporeattivita cutanea per eta (bambini e anziani possono
presentare solo eritema), malattie cutanee, pazienti
emodializzati o affetti da neoplasie maligne, precedenti
reazioni intensamente positive

Utilizzo di estratti inattivi o scaduti

Terapia in atto con antistaminici, corticosteroidi

Allergia d’organo, per cui alcuni soggetti possono
presentare una sensibilita solo locale o d'organo

Mancata esecuzione del test (“salto della goccia”)

Insufficiente penetrazione della lancetta




eseguite per lunghi periodi o con formula-
zione ritardo, e trattamenti con preparazioni
corticosteroidee topiche, applicate in sede di
esecuzione del test, in quanto possono ridurre
parzialmente o totalmente la risposta cutanea.
Tali farmaci andrebbero sospesi 2-3 settimane
prima dell’esecuzione del test; e) anamnesi po-
sitiva per reazioni sistemiche gravi.

Possibili effetti indesiderati

I PT rappresentano una metodica diagnostica
piuttosto sicura pur presentando, in rare occa-
sioni, possibili effetti indesiderati. Sono segna-
late: a) reazioni locali (prurito, intenso eritema,
edema); b) reazioni d’organo (riacutizzazione
della sintomatologia); ¢) reazioni sistemiche
(rare), quali lipotimia, malessere generale; d)
reazioni anafilattiche (eccezionali).

Gli ambienti sanitari, preposti all’esecuzio-
ne di tali test, devono essere provvisti di un kit
di rianimazione e presidi terapeutici per far
fronte ad eventuali reazioni sistemiche gravi o
anafilassi.

E. Nettis et al: Prick test 75

Conclusioni

I PT rappresentano una tecnica semplice,
economica, poco invasiva e rapida perla diagno-
si di reazioni allergiche IgE-mediate; possono
essere eseguiti a tutte le eta. Bisogna conside-
rare, pero, che nel bambino molto piccolo le
reazioni cutanee possono essere meno intense o,
persino, dare esito negativo. Pertanto, in caso di
persistenza dei sintomi, € consigliabile ripetere
i PT negli anni successivi, prima di escludere
definitivamente la patogenesi allergica del
quadro clinico.

Bibliografia

1. Sub-Committee on Skin Tests of the European Academy of
Allergology and Clinical Immunology. Skin tests used in type
I allergy testing. Position paper. Allergy 1989; 44: 1.

2. “Memorandum” sulla diagnostica delle allergopatie. Societa
Italiana di Allergologia e Immunologia Clinica. Tursi A, Bo-
nini S, et al. G Ital Allergol Immunol Clin 1992; 2: 351.

3. The European Academy of Allergology and Clinical Immuno-
logy. Position paper: allergen standardization and skin tests.
Allergy 1993; 48: 48.

4. Bernardini R, Galli E, Marseglia GL, et al. Il prick test nella
diagnostica allergologica. Cento (FE): EDITEAM sas gruppo
editoriale, 2005.

5. Cardinale F, Nettis E. Manuale di Allergologia, Immunologia
e Broncopneumologia pediatrica. FRI Communication Div.
HealthCare Edizioni (in stampa).



Annali italiani di
Dermatologia allergologica

clinica e sperimentale
2012; 66: 76-82

I1 RAST: applicazioni cliniche
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Fabio Ayala

Riassunto. Le malattie allergiche sono una delle piu frequenti cause di morbilita nella popolazione generale.
Rappresentano un rilevante problema di salute sia per il costante aumento della loro prevalenza che per il
conseguente aumento della spesa pubblica, non solo per la diagnosi e la terapia farmacologica, ma anche per
la possibile inabilita temporanea o permanente al lavoro che ne puo derivare. Le allergopatie comprendono
un vasto spettro di entita cliniche, tra cui la dermatite allergica da contatto e I'orticaria che rappresentano
senza dubbio le forme piu comuni di coinvolgimento cutaneo. Questa rassegna si propone di analizzare in ma-
niera critica le potenzialita e le applicabilita della metodica in vitro del test radioallergosorbente (RAST) nel
contesto del processo diagnostico di patologie allergiche cutanee, un contesto complesso e intricato nel quale
preminenza assoluta deve essere attribuita al dialogo medico-paziente e, quindi, ad un’accurata anamnesi.

Parole chiave: RAST, applicazioni cliniche, orticaria, dermatite atopica, reazioni a farmaci, reazioni ad
alimenti.

Summary. RAST: clinical applications. Allergic diseases are multifactorial, heterogeneous disorders caused by
the interaction of environmental and genetic factors. Over 25% of the world's population suffer from allergic
diseases including asthma, allergic rhinitis, eczema, and drug reactions. In recent years, the prevalence of
allergic diseases has increased annually throughout the world seriously affecting the quality of life of the
patients, and creating a serious burden on both health and society. Such conditions constitute a challenge
for both public health organizations and healthcare providers. The pathogenesis of allergic diseases has
generally been considered to be driven by immunity, including IgE overproduction, IgE receptor abnormality,
and Th2-skewed Th cell differentiation. The present review aims to critically analyze the potential and the
applicability of the radioallergosorbent test (RAST) in the diagnostic process of allergic skin diseases. This is
avery intricate and complex process which should has to be founded on patients’ medical history. However,
the patient and family’s own perceptions and knowledge may influence history so laboratory studies rep-
resent a very informative tool in the diagnosis of allergic skin diseases. In particular, in vivo methods, such
as prick test, often represent the first choice because they are not expensive, immediate and not invasive.
Therefore, alternative in vitro methods like RAST are preferred in particular conditions, including severe
eczema or when there is persistent dermatographism.

Key words: RAST, clinical applications, urticaria, atopic dermatitis, drug reactions, food allergy.

Introduzione

Le patologie allergiche sono di frequente
riscontro nella popolazione generale, interes-
sando tutte le fasce di eta. I tassi di prevalenza
variano tra i diversi paesi, potendo giungere
sino al 50% della popolazione!. Lo sviluppo
e la severita delle patologie allergiche sono
il risultato dell’interazione complessa sussi-
stente tra fattori genetici ed ambientali, come
I’esposizione ad allergeni e fattori aspecifici

coadiuvanti quali stile di vita, fumo di tabacco,
inquinamento atmosferico e infezioni precoci
in eta pediatrica'. Le allergopatie comprendo-
no un vasto spettro di entita cliniche tra cui la
rinite allergica, I’asma, la dermatite atopica
e le reazioni allergiche o anafilattiche ad ali-
menti, farmaci, veleno d’imenotteri o ad altri
allergeni?.

Lallergia alimentare costituisce una delle
forme maggiormente indagate sia per l’alta
incidenza nella popolazione generale che per
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le possibili ripercussioni sulle abitudini ali-
mentari dei soggetti affetti. Negli Stati Uniti
d’America e stato stimato che fino al 25%?
della popolazione riferisce episodi di reazio-
ne allergica ad alimenti; inoltre, molti studi
hanno dimostrato che il 40-60% dei genitori
associano i sintomi allergici sviluppati dai figli
al consumo di alimenti, nonostante solo il 4-8%
dei bambini mostrasse sintomi riproducibili
mediante test di provocazione orale*’. La pre-
valenza dell’allergia agli alimenti € massima
tra i bambini e gli adolescenti (6-8%), si riduce
lievemente con I’eta, raggiungendo quasi il 4%
negli adulti®. I pit comuni alimenti scatenanti
reazioni allergiche sono: latte, uovo, arachidi,
soia, farina, noci, pesce e frutti di mare.

Un’accurata anamnesi, I’esecuzione di test
cutanei (prick test) (PT) e del test radioallergo-
sorbente (RAST) rappresentano le principali
fasi della diagnostica allergologica.

Diagnostica allergologica

Anamnesi

La raccolta e I'interpretazione dei dati
anamnestici costituiscono la premessa alla
diagnosi di qualsiasi patologia. Nelle allergo-
patie, tuttavia, 'anamnesi assume particolare
importanza, considerando che I'obiettivita
clinica potrebbe essere del tutto negativa,
poiché spesso si tratta di manifestazioni che
compaiono in modo accessionale. In caso di
sospetta allergia alimentare, € necessario
ottenere attraverso una dettagliata storia
clinica una serie d’informazioni riguardanti:
a) 'alimento che si sospetti abbia provocato
la reazione allergica; b) il lasso di tempo in-
tercorso tra I’assunzione dell’alimento e lo
sviluppo dei sintomi; ¢) se ’assunzione del cibo
sospettato abbia scatenato una sintomatologia
simile in altre occasioni; d) se al momento
dell’ingestione siano intervenuti altri fattori,
come I’assunzione di alcol o I’esercizio fisico.

Nonostante ’anamnesi sia essenziale per
la programmazione del percorso diagnostico,
la sola storia clinica non ¢ sufficiente per una
diagnosi definitiva. Infatti, solo nel 30-40%
dei casi la presunta allergia € confermata
dal test di provocazione orale in doppio cie-
co controllato con placebo ("Double-Blind
Placebo-Controlled oral Food Challenge",
DBPCFC), metodica gold standard per la dia-
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gnosi di allergia alimentare?. Tuttavia, il dato
anamnestico rappresenta un imprescindibile
elemento, e nel caso di una reazione allergica
immediata, se supportato dalla presenza di
immunoglobuline E (IgE) specifiche per I’ali-
mento incriminato, rende superfluo il ricorso
al test di provocazione orale per la diagnosi®.
Testare vasti pannelli di allergeni senza porre
in giusta considerazione ’anamnesi puo esita-
re in risultati positivi del tutto irrilevanti dal
punto di vista clinico, che, se sopravvalutati,
possono condurre alla messa in atto di condot-
te di eliminazione degli allergeni incriminati,
dannose da un punto di vista economico, so-
ciale, emotivo e, a volte, anche nutrizionale.

Prick test e RAST

La maggior parte delle malattie allergiche
riconosce una genesi immunitaria da ascrivere
al coinvolgimento delle IgE. Le due princi-
pali tecniche allergodiagnostiche adoperate
nell’identificazione di tali anticorpi sono il
PT e il RAST.

Attualmente il PT, se correttamente esegui-
to, costituisce il migliore metodo disponibile
per individuare la presenza di IgE specifiche
(IgEs)!9, essendo rapido, semplice, attendibile
ed economico. Ha anche il vantaggio che i ri-
sultati sono visibili anche al paziente.

I1 RAST e un’indagine allergodiagnostica
di secondo livello che consiste nella deter-
minazione delle IgEs presenti nel siero del
soggetto in esame. La necessita di un prelievo
ematico, il risultato non immediato e il costo
relativamente alto rappresentano svantaggi
rispetto al piu semplice e veloce PT. I1 RAST
e da preferire quando il PT non puo essere
eseguito per la presenza di un’estesa derma-
tite, di dermografismo intenso, nel caso in cui
il trattamento antistaminico non possa essere
sospeso, quando la storia clinica e suggestiva
di possibile reazione anafilattica e, ancora, in
presenza di pazienti non collaboranti®!l,

I1 RAST e un’indagine di tipo semi-quanti-
tativo, per la quale sono stati elaborati sistemi
di punteggio al fine di organizzare i risultati
ottenuti in classi. La validita del RAST come
indicatore di patologia allergica dipende dal
cut-off adoperato per la suddivisione in classi;
in termini di predittivita, il RAST risulta tanto
piu informativo quanto piu alta e la classe alla
quale appartiene il risultato ottenuto!.

Diversi studi in letteratura hanno compa-
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rato le proprieta diagnostiche dei test in vivo
e in vitro, valutando la rilevanza clinica di un
eventuale risultato positivo. Schafer et al®
hanno dimostrato che i test cutanei hanno
una specificita significativamente maggiore
rispetto al RAST, mentre questo ultimo pre-
senta una maggiore sensibilita per valutare la
storia clinica positiva per febbre da fieno. Il
valore predittivo negativo (VPN) € molto alto
per entrambi i test, mentre il valore predittivo
positivo (VPP) e piuttosto basso e maggiore per
il PT rispetto al RAST. Appare chiaro, tutta-
via, che il VPP dipende altamente dal cut-off
utilizzato: al suo incremento corrisponde un
VPP maggiore, fino a superare quello dello
stesso PT13,

Attualmente sono disponibili metodiche
quantitative di misurazione delle IgEs, saggi
enzimatici destinati a sostituire il tradizionale
RAST, come il CAP system, che ha dimostrato
avere un valore predittivo maggiore per le
allergie alimentari IgE-mediate. Nello spe-
cifico, per ciascun alimento potenzialmente
implicato nella patogenesi allergica esistono
livelli diagnostici di IgEs, oltre i quali sussiste
una probabilita superiore al 95% che il pazien-
te sviluppi una reazione allergica in seguito
all’ingestione dello stesso. Tali valori sono di
7 KU/l per le uova e di 15 kU/I per il latte (2
kU/1 e 5 kU/l rispettivamente se il paziente ha
meno di 2 anni), 14 KU/l per le arachidi, 20 kU/1
per il pesce. Esiste inoltre una correlazione
diretta tra i livelli di IgEs e la probabilita di
reazione allergica verso I’alimento ingerito?.
Dati recenti suggeriscono che la misurazione
quantitativa delle IgE possa predire il risultato
di un test di provocazione orale in doppio cie-
co, potendosi sostituire ad esso nella meta dei
casi. Quando la determinazione quantitativa
delle IgE e associata alla raccolta dettagliata
della storia clinica, solo pochi pazienti ne-
cessitano ancora dell’esecuzione di un test di
provocazione orale.

Lidentificazione di una sensibilizzazione
verso uno specifico allergene tramite test
sierologici e/o cutanei non equivale, tuttavia,
ad una diagnosi clinica: € possibile che pa-
zienti con test positivi non sviluppino alcuna
sintomatologia allergica quando esposti all’al-
lergene incriminato. Tale limite diagnostico
sottolinea la necessita della raccolta di una
dettagliata storia clinica che, associata alla
conoscenza della fisiopatologia della malattia

allergica, deve guidare la corretta interpre-
tazione del dato laboratoristico. Similmente,
un risultato negativo € da interpretare criti-
camente alla luce della storia clinica, consi-
derando che anche valori molto bassi di IgE
(< 0,35 kU/1 ) possono indurre una reazione
allergica, giustificando il ricorso ad ulteriori
approfondimenti diagnostici, come un test di
provocazione orale?. Effettuare delle indagini
diagnostiche specifiche per 'identificazione di
IgE non risulta utile quando la fisiopatologia
della malattia non ne prevede il coinvolgi-
mento (malattie allergiche non mediate da
IgE specifiche, come la dermatite allergica
da contatto)'’.

In ultima analisi, appare dunque chiaro
quali siano i momenti clinico-diagnostici suc-
cessivi ed interdipendenti da mettere in atto
per la definizione clinica e laboratoristica di
allergopatia: a) valutazione anamnestica ap-
profondita; b) PT test come indagine di primo
livello; ¢) dosaggio delle IgEs sieriche (RAST),
come esame di secondo livello. In particolari
condizioni cliniche, come l'orticaria e la grave
dermatite atopica, il RAST rappresenta un
utile e valido ausilio diagnostico da eseguire
anche come indagine di primo livello.

RAST e orticaria

Lorticaria € una delle dermopatie piu co-
muni, colpendo, almeno una volta nella vita,
circa il 15-20% della popolazione'*. Puo mani-
festarsi come unico episodio isolato oppure
assumere carattere ricorrente, potendo durare
anche molti anni. Si caratterizza clinicamente
per la comparsa di lesioni eritematose, solide
e rilevate, denominate pomfi, che tendono a
presentare nella maggioranza dei casi una
durata fugace (da qualche minuto a poche ore)
nonché ad accompagnarsi ad intenso prurito.
Queste lesioni sono il risultato del rilascio
di istamina, IgE-mediato o meno, da parte di
mastociti e basofili.

Convenzionalmente l’orticaria puo essere
definita acuta (se di durata inferiore a 6 setti-
mane) o cronica (se di durata superiore). Tale
distinzione non costituisce esclusivo interesse
accademico visto che nel 75% delle orticarie
acute si riesce a identificare I’agente causale
rispetto alle forme croniche che, invece, nella
gran parte dei casi rimangono idiopatiche?®.

Clinicamente ’orticaria puo essere classifi-
cata in 6 principali varieta's. La piu frequente e



quella dell’orticaria “comune” che comprende
diverse eziopatogenesi, come allergie, pseudo-
allergie, infezioni e autoimmunita. Le altre
varieta, meno frequenti, comprendono quella
delle orticarie fisiche, orticaria-vasculite, or-
ticaria da contatto, angioedema senza pomfi
e sindromi orticarioidi (ad esempio sindrome
di Muckle Wells e sindrome di Schitzler). Tali
gruppi non sono mutuamente esclusivi poten-
dosi sovrapporre come avviene, ad esempio,
per le orticarie “comuni” e quelle fisiche!".

Lorticaria “comune” puo presentare nu-
merose cause, tra cui le piu frequenti sono
senza dubbio rappresentate da farmaci'® e
alimenti. Nell’ambito delle reazioni allergi-
che a farmaci, gli antibiotici beta-lattamici
costituiscono la principale causa di orticaria
famaco-indotta, mediata da specifici meccani-
smi immunologici (reazioni di ipersensibilita
immediata IgE-mediata)!®. Lidentificazione
della molecola farmacologica responsabile
di tali manifestazioni allergiche e possibile
grazie all’impiego di test in vitro che prevedo-
no il dosaggio delle IgEs tramite CAP system
e/o RAST. La loro misurazione consente di
individuare il farmaco-allergene in maniera
semplice, sicura ed attendibile. Fontaine et
al? hanno valutato le proprieta diagnostiche
del CAP system e del RAST per le allergie ai
beta-lattamici: la specificita del CAP-system
variava dall’83,3% al 100% e la sensibilita dallo
0% al 25%; la specificita del RAST oscillava
dal 66,7% all’83,3% e la sensibilita dal 42,9% al
75%. 11 VPP e il VPN ammontavano al 45,5% e al
77,1% per il CAP system e al 38,5% e all’81,5%
per il RAST, rispettivamente. Tali risultati
dimostrano che il dosaggio delle IgEs per la
diagnosi di farmaco-allergia ai beta-lattamici
possiede una buona specificita, a fronte di
una bassa sensibilita con un non trascurabile
rischio di falsi negativi. Tali indagini risul-
tano comunque utili soprattutto nei soggetti
con storia clinica predittiva di gravi reazioni
allergiche, quali shock anafilattico, poiché
consentono di evitare I’esecuzione di test di
provocazione.

Insieme ai farmaci, gli alimenti rappresen-
tano il piu frequente fattore scatenante orti-
caria. In particolare, essi si configurano come
una delle piu comuni cause di orticaria acuta
(20-60%)*': i meccanismi coinvolti sono spesso
di ipersensibilita immediata (IgE-mediata).
Gli allergeni alimentari pit comunemente
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implicati sono costituiti da latte vaccino, uova,
arachidi, noci, soia, pesce e crostacei?. Nel
processo diagnostico, come per le altre forme
di orticaria, grande importanza assumono
un’accurata anamnesi e analisi della storia del
paziente. Inoltre, nel sospetto di un’allergia
alimentare possono essere utilizzati i PT e
il RAST. I primi hanno un VPN che supera il
95% ma il loro VPP si attesta intorno al 50%?2.
Tuttavia, maggiore € la dimensione del pom-
fo, tanto piu € probabile che il paziente sia
in grado di sviluppare una risposta allergica
verso I’alimento testato; essa, pero, non risulta
capace di prevedere la gravita della reazione?.

La specificita e la sensibilita del RAST va-
riano per i differenti tipi di allergeni alimen-
tari testati; ad esempio, tendono ad essere piu
basse per frutta e verdure. Il livello delle IgEs
riscontrato non puo prevedere la severita della
sintomatologia e non e proporzionale ad essa,
ma, tanto piu risulta elevato, tanto maggiore e
la probabilita di allergia. In ogni caso il risul-
tato di tali indagini va sempre integrato con
la storia del paziente, in quanto il riscontro
di IgEs nel siero non prova necessariamente
che l'antigene in questione sia responsabile
dei sintomi sotto inchiesta, né indica inevita-
bilmente che la sua eliminazione dalla dieta
risolvera la patologia®. Difatti, alcuni indivi-
dui possono presentare IgEs a comuni proteine
alimentari pur non essendo allergici ad esse.
Al contrario, in altri mancano IgEs per alcuni
allergeni (in particolare frutta e/o verdure), ma
possono presentare sintomi clinici in relazione
alla loro esposizione.

Ilivelli di IgEs sono influenzati da una gran-
de varieta di fattori come eta, razza, sesso, fat-
tori genetici, quantita e varieta degli allergeni
ambientali con cui si viene in contatto durante
la vita?. Pertanto, le IgEs da dosare devono
essere selezionate in base ai sospetti emersi
dalla storia clinica e, in particolare, dal rap-
porto temporale con l'esposizione ai presunti
allergeni, resistendo alla tentazione di testare
IgEs per una moltitudine di allergeni. Cio,
difatti, condurrebbe a risultati scarsamente
informativi e fortemente confondenti. E’ stato
riportato che 1’8% degli individui presenta
test positivi per allergia alle arachidi, ma solo
I’1% é clinicamente allergico?’, cosi come sono
frequenti i fenomeni di cross reattivita: piu
del 50% dei pazienti con allergia alle arachidi
hanno un test positivo per legumi, ma meno
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del 5% presenta sintomi clinici in seguito alla
loro ingestione!.

Nel caso in cui la storia clinica e il risulta-
to dei PT e/o RAST indichino che l'orticaria
e probabilmente indotta da un determinato
alimento, il nutriente sospettato dovrebbe
essere escluso dall’alimentazione (dieta di
eliminazione), verificando se la sintomato-
logia si ripresenti o meno. Parimenti, la sua
reintroduzione dovrebbe richiedere un am-
biente protetto e la supervisione medica (test
di scatenamento orale o di challenge), unico
mezzo assieme alla dieta di eliminazione per
raggiungere una diagnosi definitiva nel campo
dell’orticaria legata ad allergie alimentari. Per
quanto concerne l'orticaria cronica, invece, gli
alimenti ne sono la causa solo nell’'1,4% dei
casi® e, in generale, le reazioni IgE-mediate
sono rarissimamente implicate. Pertanto, nel
processo diagnostico delle forme di orticaria
cronica indagini come PT e RAST non presen-
tano grande valore diagnostico.

RAST e dermatite atopica

Ladermatite atopica € una malattia cutanea
infiammatoria dal decorso cronico-recidivante
che si puo associare a reazioni IgE-mediate
o ritardate (cellulo-mediate) verso allergeni
ambientali, tra cui soprattutto alimenti ed ae-
roallergeni?. Numerose osservazioni cliniche
e sperimentali, infatti, suggeriscono che I’espo-
sizione agli allergeni alimentari ed inalanti
gioca un ruolo importante nelle riacutizzazioni
della DA3%-32,

Lassociazione della dermatite atopica con
I’allergia alimentare € riportata con percen-
tuali variabili tra il 30 e il 75% a seconda della
gravita della malattia, ma la sua importanza
patogenetica e fortemente dibattuta’!. Gli ali-
menti responsabili dei sintomi nel 90% dei casi
sono uova, latte, soia, arachidi, pesce e grano?.

Gli strumenti che il medico ha a disposizio-
ne per valutare il possibile ruolo dell’allergia
alimentare nella dermatite atopica sono distin-
ti in test in vivo e in vitro, ma nessuno di essi €
singolarmente dirimente per cui occorre usarli
con accuratezza. Tra i test in vivo ci si puo av-
valere dell’ausilio delle diete di eliminazione:
esse possono essere di vario tipo, empiriche,
oligoantigeniche o elementari. Le diete empi-
riche si basano sull’eliminazione di alimenti
piu comunemente considerati responsabili dei
sintomi; le diete oligoantigeniche prevedono

I’assunzione di pochi alimenti considerati a
bassa allergenicita; le diete elementari, infi-
ne, si basano sull’alimentazione esclusiva con
miscele di amminoacidi. Negli ultimi tempi e
stato enfatizzato il ruolo del DBPCFC come
gold standard diagnostico!, soprattutto nei casi
in cui il coinvolgimento emotivo ed ansioso di
madre e del bambino possono essere elementi
confondenti per la diagnosi. Tutti questi stru-
menti diagnostici, pur se dotati di una buona
validita, sono abbastanza laboriosi e costosi;
le diete spesso sono molto ristrette, di scarsa
palatabilita e richiedono la partecipazione
non solo della madre ma anche del paziente
generalmente pediatrico. Inoltre, in uno studio
condotto da Monti et al® viene riportato che in
un gruppo di 107 bambini affetti da dermatite
atopica moderata-grave il 67,3% sviluppava
gravi reazioni allergiche in seguito alla prima
ingestione di uova durante il test di provoca-
zione orale; nel 77,8% dei casi si trattava di
reazioni IgE-mediate alcune delle quali anche
molto gravi come edema della laringe, gravi
attacchi d’asma e perfino shock anafilattico.
Cio indica che, in una percentuale non trascu-
rabile dei casi, il bambino con grave dermatite
atopica puo avere anticorpi circolanti di tipo
IgE verso alimenti anche se mai ingeriti®:.

Tutti questi motivi rendono necessario
I'utilizzo di alternative in vitro, come il RAST
per alimenti che rappresenta, nel complesso
percorso di individualizzazione del possibile
fattore eziologico e/o riacutizzante la dermati-
te atopica, un primo approccio di screening®.
Nella gestione della dermatite atopica mode-
rata-grave, eseguire il RAST offre almeno due
vantaggi: in primo luogo, permette di stabilire
diete mirate nei confronti dei soli alimenti
risultati positivi e non empiriche, che costrin-
gono il piccolo paziente a diete restrittive e
spesso inutili; in secondo luogo, permette di
individuare, tra i bambini con grave dermatite
atopica, quelli a rischio di gravi reazioni al-
lergiche immediate, per la presenza naturale
di IgE circolanti verso alimenti anche senza
un precedente processo di sensibilizzazione
verso l’allergene®. D’altra parte, non sempre
la presenza di IgEs per alimenti correla con
la sintomatologia, per cui occorre che vengano
eseguiti ulteriori test come 'atopy patch test
(APT).

APT e un metodo diagnostico sviluppato
negli ultimi 20 anni. Si pratica applicando



sulla cute della schiena dei pazienti alcuni al-
lergeni alimentari oppure, piu recentemente,
aeroallergeni. La lettura si esegue dopo 48 e
72 ore in modo analogo ai comuni patch test.
LAPT e per molti aspetti un approccio inno-
vativo nella diagnosi delle allergie alimentari.
In linea di principio, esso consente lo studio
della presenza di una reazione d’ipersensi-
bilita ritardata T-dipendente nei confronti di
allergeni alimentari. Tuttavia, questa tecnica e
stata criticata perla sua scarsa riproducibilita
e la mancanza di standardizzazione, sia nella
preparazione che nella concentrazione del
materiale utilizzato prima della sua applica-
zione sulla cute. Recentemente, proprio allo
scopo di migliorare la metodica e per ridurre
gli effetti collaterali osservati per I'utilizzo di
preparazioni con alimenti freschi, sono stati
prodotti kit commerciali a base di proteine
liofilizzate?*. Grazie a questa standardizza-
zione, nella valutazione dell’allergia al latte
e all’uovo (i principali alimenti incriminati)
I’APT mostra un buon VPP ma la combinazione
con il RAST permette di raggiungere un VPP
del 100% per il latte e del 96% per 1'uovo?.
Quindi, il RAST, in combinazione con I’APT,
eseguiti come indagini di primo livello ren-
dono del tutto superfluo il ricorso al DBPCFC
nei casi di sospetta allergia al latte e all’'uovo®.
Questi dati sono molto importanti in quanto
dimostrano che il RAST rappresenta un utile
e valido strumento diagnostico nella gestione
del paziente con dermatite atopica grave.

Conclusioni

Le patologie allergiche per il loro anda-
mento cronico-recidivante rappresentano
una delle principali cause di morbilita nella
popolazione generale. In tale ambito il ruolo
dello specialista dermatologo risulta rilevante
nella scelta del piu adeguato percorso diagno-
stico mirato all’individuazione della causa
scatenante, tenendo in conto la necessita di
effettuare in prima istanza test allergodia-
gnostici di facile esecuzione, economici e non
invasivi. Il RAST costituisce un’indagine di
secondo livello da preferire al prick test solo in
specifiche circostanze, quali forme di orticaria
acuta e dermatite atopica grave in cui sussi-
sta il sospetto di un’allergia alimentare come
fattore causale o riacutizzante. E’ auspicabile
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che con lo sviluppo di nuovi test di laborato-
rio che analizzino il legame epitopo-specifico
delle IgE, sia possibile in futuro ottenere un
maggiore VPP informazioni sulla storia natu-
rale dell’allergopatia e sulla potenziale gravita
delle reazioni allergiche.
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Immunoblotting: laboratorio e applicazioni cliniche

Elisabetta Damiani, Anna Maria Aloia, Maria Giovanna Priore, Angela Pastore,
Cristina Lippolis, Antonella Lovecchio, Luigi Macchia e Antonio Ferrannini

Riassunto. Gli alimenti sono causa frequente di reazioni allergiche. I loro allergeni mostrano grande variabilita,
anche all’interno di una stessa specie. La caratterizzazione, I'identificazione, la purificazione e il sequencing
degli allergeni alimentari e di grande importanza nel migliorare la comprensione dei meccanismi patogenetici
e la qualita della diagnostica, consentendo I’allestimento di estratti piu affidabili.

Parole chiave: proteine allergeniche, IgE specifiche, immunoblotting.

Summary. Immunoblotting: laboratory and clinical applications. Foods are a common cause of food allergy
reactions. Furthermore, their allergens show great variability, also within the same kind of food. The charac-
terization, identification, purification and sequencing of food allergens is of great importance in improving
understanding of the pathogenetic mechanisms and for diagnosis of food allergy, with the development of more

reliable diagnostic extracts.

Key words: allergenic proteins, specifics IgE, immunoblotting.

Introduzione

Gli alimenti sono frequentemente responsabili
di reazioni avverse e siritiene che qualunque ali-
mento possa indurre una reazione allergica. Lal-
lergenicita degli alimenti, tuttavia, puo variare in
funzione di diversi fattori: specie, varieta, moda-
lita di coltivazione, di conservazione o di cottura.
I diversi fattori possono generare differenze di
immunoreattivita, alterazioni denaturanti di
proteine antigenicamente attive o determinare
degradazioni, anche con possibile conseguente
formazione di neoallergeni.

Gli allergeni alimentari sono molto variabili;
la loro identificazione e la loro caratterizzazione
sono molto importanti per migliorare la compren-
sione dei meccanismi patogenetici e 'attendibilita
della diagnostica allergologica, consentendo 1I’al-
lestimento di estratti piu affidabili.

La qualita della composizione di un estratto
allergenico dipende dalle caratteristiche e dalla
composizione della materia prima, la quale deve
essere necessariamente rappresentativa della
fonte allergenica alla quale il soggetto sensibi-
lizzato € esposto in natural.

Il laboratorio

Estrazione delle proteine

Lestrazione degli allergeni dalla fonte deve
essere realizzata in modo da assicurarne un
completo passaggio in soluzione, senza alterare
il relativo rapporto tra le diverse componenti ed
evitando la loro denaturazione o alterazione. Gli
allergeni sono normalmente caratterizzati da una
rapida solubilizzazione in solventi acquosi, che
puo essere ulteriormente facilitata da una pre-
ventiva triturazione e sgrassaggio. I tempi brevi
di estrazione garantiscono un completo rilascio di
allergeni da parte della materia prima, limitando
la proliferazione microbica, la denaturazione e
la degradazione delle proteine. Per gli allergeni
alimentari le soluzioni estraenti piu utilizzate
sono PBS (phosphate buffered saline), Tris-HCI,
Bjortkstén buffer.

La miscela, composta da materia prima e liqui-
do estraente, viene poi centrifugata per eliminare
il materiale insolubile sotto forma di sedimento e
per trattenere il sovranatante, in cui vi si trovano
disciolte le proteine daricercare. Il sovranatante
come tale ¢ il primo estratto, definito grezzo, nel
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quale sono presenti soluti che devono essere
allontanati mediante una dialisi/filtrazione. Il
nuovo estratto, pertanto, contiene le proteine la
cui concentrazione viene determinata mediante
metodo colorimetrico o spettrofotometrico. Pre-
via liofilizzazione oppure congelamento a -20°C,
I’estratto puo essere conservato a lungo.

Spettro proteico

Per definizione e il risultato della migra-
zione elettroforetica delle proteine contenute
nell’estratto. Le proteine sono definite dal peso
molecolare (PM), dalla conformazione spaziale e
dalla carica elettrica, tutti fattori che ne caratte-
rizzano la mobilita elettroforetica. Per la verifica
dello spettro proteico si esegue un’elettroforesi in
gel di poliacrilamide in presenza del tensioattivo
anionico sodio-dodecil-solfato (SDS-PAGE), il qua-
le determina una variazione della conformazione
spaziale delle proteine, formando complessi SDS-
catena polipeptidica la cui carica elettrica e la
dimensione spaziale sono proporzionali al PM. I
gel di poliacrilamide possono avere una diversa
porosita ed una diversa concentrazione di acrila-
mide; entrambi i fattori sono da considerare per
ottenere una separazione ottimale delle proteine.

Per eseguire I’elettroforesi, all’estratto si
aggiunge il “sample buffer” (tampone costituito
da SDS-blu-bromofenolo e glicerolo) ed in alcuni
casi, con lo scopo di rompere i ponti disolfuro tra i
residui di cisteina, anche una sostanza riducente.
Dopo, la miscela si riscalda a 100°C per circa 5
minuti. In parallelo si esegue la corsa con un mix
di proteine a PM noto (standard di riferimento)
per poter confrontare i PM delle proteine pre-
senti nell’estratto. La corsa elettroforetica viene
eseguita per circa 1 ora a 190 V in un’apposita
camera elettroforetica con I’aggiunta di “running
buffer”. Al termine della corsa la posizione delle
proteine puo essere resa visibile mediante colo-
razione con blu Coomassie.

Trasferimento delle proteine

La tecnica fin qui descritta separa soltanto le
proteine presenti nell’estratto, senza differen-
ziare in alcun modo quelle con caratteristiche
allergeniche rispetto alle altre. Lidentificazione
delle proteine allergeniche sfrutta la capacita, di
queste ultime, di legare IgE specifiche, presenti
nel siero di soggetti clinicamente sensibilizzati.
Le proteine, separate con la procedura descritta,
vengono trasferite su una membrana porosa in
nitrocellulosa da 0,2 a 0,45 um, idonea ad essere

incubata con il siero. Questa tecnica e general-
mente chiamata Western blotting. Per il trasferi-
mento delle proteine ci si avvale di una camera
per blotting e di un tampone di trasferimento. I1
tempo impiegato per il trasferimento delle pro-
teine € di circa 1 ora e mezza a 25V.

Interazione immunitaria

Le membrane, con le proteine su esse adese,
vengono saturate con tampone di saturazione e
successivamente incubate per una notte con il sie-
ro del paziente sensibilizzato. Eliminato il siero,
dopo lavaggi per allontanare le IgE in eccesso non
legate, le membrane si lasciano interagire con an-
ticorpi secondari (di capra) anti-immunoglobuline
E umane, coniugate con perossidasi. Lavvenuto
legame delle IgE specifiche alle proteine aller-
geniche sara rivelato mediante una sostanza
chemiluminescente (ad esempio, luminolo). La
presenza e la posizione delle macchie cosi otte-
nute rappresentano lo spettro allergenico!.

Applicazioni cliniche

Limmunoblotting & stato da noi utilizzato per
spiegare alcuni casi suggestivi di reazioni da
ipersensibilita immediata indotte da alimenti
causa emergente di allergia oppure in tutti quei
casi in cui la classica diagnostica non confermava
I'ipotesi, nonostante la storia clinica significativa.

Allergia alla pitaya rossa

La pitaya rossa (Hylocereus undatus) € un
frutto appartenente alla famiglia delle Cactaceae
come il fico d’India. La polpa di pitaya rossa viene
comunemente consumata cruda oppure in succhi
di frutta. Si conoscono due varieta di pitaya. La
rossa originaria della Colombia e la gialla origi-
naria del Vietnam.

Abbiamo studiato il caso clinico di una gio-
vane donna (19 anni), non atopica, che riferiva
orticaria dopo ingestione di una macedonia di
frutta composta da pitaya rossa, kiwi, arancia,
anguria e uva. La paziente accetto di sottoporsi
a test epicutanei a lettura ritardata (serie stan-
dard SIDAPA) con esito negativo, prick test (PT)
con inalanti e pollini risultando cutinegativi, PT
con estratti commerciali di alimenti inclusi kiwi,
arancia, uva e anguria, tutti cutinegativi. Inoltre,
non disponendo di estratti commerciali per fico
d’India e per pitaya rossa, fu eseguito un prick
by prick con gli stessi, risultando positivo solo il



prick con pitaya. Le IgE specifiche sieriche per
uva, anguria, kiwi e arancia risultarono assenti.
Il prick by prick con polpa di pitaya rossa fu ese-
guito su 10 soggetti sani con esito negativo.

Per meglio spiegare la positivita al test cutaneo
con polpa di pitaya rossa nella nostra paziente si
decise di allestire un estratto proteico dal frutto,
con buon risultato in termini di concentrazione
e di spettro elettroforetico, che permise di evi-
denziare una singola proteina di circa 10 kDa di
PM. Sospettando un meccanismo d’ipersensibilita
immediata, il siero della paziente fu utilizzato per
I'immunoblotting che confermo la reattivita verso
la proteina di circa 10 kDa isolata dalla polpa del
frutto allo stato nativo?

Allergia ai bulbi di lampascione

“Lampascione” ¢ il nome che viene comu-
nemente dato al bulbo della pianta Muscari (M)
comosum nativa del Mediterraneo, appartenete
all’ordine Asparagales, famiglia Hyacintaceae. 1
bulbi di M comosum si consumano cotti, dopo una
cottura prolungata per eliminare il sapore amaro
che il vegetale possiede.

Il caso clinico osservato riguardava una donna
di 32 anni, affetta da eczema atopico delle mani
e rinite allergica perenne. La paziente riferiva 3
episodi di reazione avversa al vegetale: il primo
manifestatosi con orticaria e angioedema dopo
ingestione di bulbi, il secondo con prurito in gola
e sensazione di soffocamento dopo aver sostato in
cucina, dove erano in cottura i bulbi; il terzo, sem-
pre con orticaria, dopo aver adoperato una posata
contaminata da olio in cui erano conservati i bulbi.

Furono allestiti estratti proteici da bulbi, sia
bolliti che crudi, e fu evidenziata mediante SDS-
PAGE, la presenza di proteine con PM compreso
tra 14 e 30 kDa. Gli estratti allestiti per PT e ade-
guatamente diluiti (1:1000, 1:100 e 1:10) generarono
nella paziente una cutipositivita gia alla diluizione
1:1000 per I’estratto crudo e a partire da 1:100 per
quello bollito. La restante diagnostica confermo la
rinite perenne con positivita agli acari maggiori,
mentre i PT con alimenti commerciali furono ne-
gativi; inoltre, non si dosarono IgE specifiche per
gli altri vegetali appartenenti alla stessa famiglia
del M comosum, quali aglio, cipolla e asparago.
Limmunoblotting confermo il test in vivo rivelando
immunoreattivita verso la proteina di circa 29-30
kDa, presente sia nell’estratto di bulbi erudi che
in quello di bulbi bolliti.

I1 sospetto che i vapori di cottura potessero
aver causato nella paziente la sintomatologia
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sopra descritta, fu poi confermato dal fatto che
fu possibile dimostrare la presenza di proteine,
seppur in piccola concentrazione, anche nei vapo-
ri di cottura dei bulbi raccolti mediante apposite
strumentazioni?.

Allergia al riccio di mare crudo

Il riccio di mare Paracentrotus lividus appar-
tiene al Phylum echinodermata, classe Echinoidea.
Luso alimentare di questo animale € comune in
Corea, Giappone, Spagna e Italia e nell’Italia me-
ridionale si consuma generalmente crudo; inoltre
la parte edibile € rappresentata dalle gonadi.

Il caso clinico da noi descritto riguardava una
donna di 28 anni, con storia di rinite allergica pe-
renne, che riferiva un primo episodio di orticaria
dopo ingestione di ricei di mare crudi e bivalvi
come ostriche e cozze. Il secondo e terzo episodio
comparvero dopo ingestione di soli ricci di mare.

I ricei di mare furono utilizzati per allestire
I’estratto proteico e definire il profilo proteico
che rivelo la presenza di una proteina con PM di
118 kDa. La paziente fu sottoposta a PT con pollini
ed inalanti (con cutipositivita per acari maggiori,
cipresso e graminacee), a PT con estratti commer-
ciali di alimenti inclusi ostrica, cozza, vongola,
gamberetto e Anisakis simplex (con cutipositivita
solo per Anisakis), a PT con estratti di riccio di
mare diluiti 1:10, 1:100 e 1:1000 (con cutipositivita
alla diluizione 1:100 e 1:10). Assenti le IgE spe-
cifiche per cozza, vongola, ostrica e gamberetto.

Il siero della paziente fu utilizzato per confer-
mare, mediante immunoblotting, la presenza di
IgE specifiche immunoreattive verso la proteina
di circa 118 kDa presente nel riccio di mare?.

Conclusioni

Tutti gli alimenti disponibili in natura, ad
eccezione di quelli privi di proteine, possono
essere sensibilizzanti ed allergizzanti, pertanto
studiabili con questa metodica'.
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Diagnostica allergologica molecolare: microarray

Mauro Giani

Riassunto. Lidentificazione delle molecole allergeniche ha consentito di “personalizzare” la diagnosi,
identificando il profilo allergologico di ogni singolo paziente. Attualmente sono disponibili diversi sistemi
in vivo e in vitro e, tra questi, e stato realizzato un nuovo sistema in multiplex che utilizza la tecnologia del
microarray: il sistema ISAC (Immuno Solid-phase Allergen Chip). Tale sistema permette oggi di ricercare
contemporaneamente le IgE specifiche dirette contro 112 molecole allergeniche.

Parole chiave: diagnostica allergologica, diagnostica allergologica molecolare, microarray.

Summary. Molecular allergy diagnostics: microarray. The identification of allergenic molecules made it pos-
sible to “personalize” the diagnosis, identifying the allergy profile of each individual patient. Currently, there
are different systems in vivo and in vitro, and among these, a new system was created which uses multiplex
microarray technology: the ISAC system (Immuno Solid-phase Allergen Chip). This system now enables to

search simultaneously specific IgE directed against 112 allergenic molecules.

Key words: allergy diagnostics, molecular allergy diagnostics, microarray.

Introduzione

Gerolamo Cardano, nato a Pavia il 24 settem-
bre 1501 e morto a Roma il 21 settembre 1576,
non fu solo un inventore (ancora oggi il giunto
cardanico viene utilizzato nei veicoli), matema-
tico ed astrologo, ma anche medico. Puo essere
considerato il primo allergologo della storia:
egli infatti intuil che i sintomi respiratori (asma)
di cui soffriva il cardinale Hamilton, in Scozia,
dipendevano da fattori (acari? micofiti?) presenti
nell’ambiente domestico, per cui attuando una
bonifica ambientale risolse la sintomatologia
del paziente.

Sin dagli inizi, il primo obiettivo dell’allergo-
logo € quello di identificare la fonte allergenica
(pollini, acari, alimenti, imenotteri, lattice, etc)
alla quale il paziente ¢ sensibilizzato e per far cio
si utilizzano, nella diagnostica allergologica tra-
dizionale, i cosiddetti estratti diagnostici (in vivo
e/o in vitro), costituiti da numerose componenti
allergeniche e non allergeniche, in concentra-
zioni variabili e non note.

Le componenti allergeniche possono essere
distinte in: proprie (“genuine”), cioé responsa-
bili delle vere sensibilizzazioni; condivise da

altre fonti allergeniche (“panallergeni”), cioe
responsabili dei fenomeni di reattivita crociata
e di “false” polisensibilizzazioni.

Limiti della diagnostica allergologica tradizionale

Luso della diagnostica allergologica tradi-
zionale ha alcuni limiti. E impossibile infatti: a)
identificare i “veri” polisensibili tra i pazienti
risultati positivi ai test (in vivo o in vitro) a nu-
merosi allergeni (inalanti o alimenti o altro); b)
distinguere, tra i pazienti positivi ad un allergene
importante (ad esempio, latice), chi deve attuare
le complicate e costose norme di profilassi, da chi
invece non necessita di tali procedure; c) iden-
tificare, fra i pazienti sensibili ad un allergene
ambientale, quelli che devono evitare I'ingestio-
ne di alimenti correlati (ad esempio, crostacei
e lumache in pazienti sensibili agli acari); d)
decidere, nei pazienti con anamnesi di reazione
avversa e positivita ad un alimento, quale tipo di
prevenzione sia preferibile adottare (evitare I’ali-
mento in tutte le sue forme, crudo, cotto, fresco
o conservato, oppure evitarlo solo crudo, fresco
o altro), stabilire il rischio che I'ingestione di un
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determinato alimento potrebbe causare ed infor-
mare su quali altri alimenti, apparentemente non
correlati, potrebbero causare sintomi.

E inoltre possibile ottenere falsi negativi in
caso di sensibilizzazione verso una componente
allergenica assente o scarsamente rappresentata
nell’estratto diagnostico.

Diagnostica allergologica molecolare

Molecole allergeniche

Negli ultimi 15 anni sono state identificate le
molecole allergeniche, vere responsabili delle
sensibilizzazioni allergiche, e cio ha fornito un
enorme aiuto sia nella ricerca sia nella pratica
clinica.

Le molecole allergeniche possono essere
classificate in “famiglie”, in base alla struttura
ed alla funzione biologica, dalle quali deriva la
diversa tipologia e gravita dei sintomi che pos-
sono causare. Tra le famiglie piu importanti si
segnalano: prolamine (LTE albumine 2 S, conglu-
tinine, prolamine dei cereali), cupine (viciline,
leguminine), tropomiosine, profiline, Bet v 1-like,
oleosine, parvalbumine, paramiosine, chitinasi,
vitellogenine, glutenine, taumatine.

In una stessa fonte allergenica possono coe-
sistere molecole appartenenti a famiglie diverse
per cui, ad esempio, nell’arachide possiamo ave-
re: ara h 1 (vicilina), ara h 2 (conglutina), arah 3
(glicinina), ara h 4 (glicinina), ara h 5 (profilina),
ara h 6 (albumina 2 S), ara h 7 (conglutina), ara h
8 (Betv 1-like), ara h 9 lipid transfer protein; LPT,
ara h 10 (oleosina), ara h 11 (oleosina).

E’ di notevole importanza poter identificare
verso quale molecola il paziente e sensibilizzato,
perche, ad esempio, un paziente sensibilizzato
solo verso le profiline, proteine con peso mole-
colare (PM) 12-15 kDa (tabella I), termolabili e
sensibili alla digestione pepsinica, presenti in
pollini, alimenti vegetali e latice, andra informato
che i cibi possono causare, di solito, solo sintomi
modesti (sindrome orale allergica) solo quando
crudi o freschi, mentre sono ben tollerati quando
sono cotti. Al contrario, un paziente sensibilizzato
verso LTP (proteine con PM di 9 kDa, termostabili
e resistenti alla digestione pepsinica, presenti
in pollini, alimenti e lattice) (tabella II) dovra
essere messo a conoscenza che gli alimenti che le
contengono, sia crudi che cotti, freschi e/o conser-
vati (succhi di frutta, frutta candita, marmellate,
ete) possono causare sintomi sia lievi (sindrome
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Tabella I - Alimenti (ad oggi identificati) che possono conte-
nere profiline.

Ananas, anguria, anice, arachide, arancia, asparago, avo-
cado, banana, carota, cetriolo, ciliegia, cipolla, coriando-
lo, cumino, fico, finocchio, fragola, gelso, jack fruit, kaki,
kiwi, litchi, mandorla, mango, mela, melone, nocciola,
noce, papavero, patata, peperone, pera, pesca, pisello,
pomodoro, prezzemolo, prugna, riso, sedano, segale,
sesamo, soia, spinacio, uva, zafferano, zucca, zucchina

Tabella II - Alimenti (ad oggi identificati) che possono conte-
nere "lipid transfer protein'.

Albicocca, arachide, arancia, asparago, banana, broccolo,
carota, castagna, ciliegia, cipolla, colza, fagiolo, fragola,
gelso, grano, kiwi, lampone, lattuga, lenticchia, limone,
mais, mandarino, mandorla, mela, melograno, mirtillo,
nocciola, noce, orzo, pera, pesca, pomodoro, prezzemolo,
prugna, rapa rossa, riso, scalogno, sedano, semi di gira-
sole, senape, sesamo, uva, zafferano

orale allergica) sia severi (orticaria-angioedema,
anafilassi).

La diagnostica molecolare consente quindi
di: a) “personalizzare” la diagnosi identificando
le vere sensibilizzazioni e le false polisensibi-
lizzazioni; b) consigliare se un alimento sara da
evitare e, nel caso, in quale forma; c) informare
sulla gravita dei sintomi che potrebbero derivare
dall’ingestione di un alimento e quali altri ali-
menti, apparentemente non correlati, potrebbero
causare sintomi; d) prescrivere, ove necessario,
farmaci di pronto soccorso (corticosteroidi,
adrenalina autoiniettabile); e) prescrivere con
precisione, ove indicata, 'immunoterapia aller-
gene-specifica.

Per scegliere il test piu idoneo da utilizzare
per la diagnostica molecolare sono necessarie
alcune ulteriori considerazioni. E’ possibile
utilizzare marker di famiglie di molecole? E’
sufficiente cioé testare una singola molecola per
ogni famiglia di molecole? E’ una questione molto
dibattuta, ma se si considera che I'omologia di
sequenza fra le singole molecole di una stessa
famiglia e parziale (tabella III), ne consegue che
piu molecole (anche della stessa famiglia) saranno
indagate, migliore sara la definizione diagnostica.
Infatti, un paziente sensibile a LTP della pesca
non necessariamente avra sintomi dopo I'inge-
stione degli altri cibi che possono contenere LTP

Test diagnostici
Quale tipo di test & preferibile utilizzare? Test

N V0o 0 in Vitro?
Traitestin vivo il prick test (PT) ¢ il piu utiliz-
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Tabella I1I - Percentuale d’identita della sequenza fra alcune
molecole LTP e Pru p 3 (LTP pesca).

Cora8 (nocciola) 56%
Hevb 12 (latice) 55%
Arah9 (arachide) 53%
Lyce3 (pomodoro) 55%
Zeam 14 (mais) 50%
Tri a 14 (grano) 40%

zato, ma bisogna ricordare che attualmente sono
disponibili poche molecole e che i PT possono
essere influenzati da fattori legati ai pazienti
(quali terapie farmacologiche, patologie cutanee
concomitanti) e agli operatori (come eccessiva o
scarsa pressione esercitata sulla lancetta, esecu-
zione di test troppo ravvicinati, tipo di strumento
utilizzato per il test).

Tra i test in vitro, negli ultimi anni sono stati
prodotti numerosi allergeni molecolari per il
dosaggio delle immunoglobuline E specifiche
(IgEs) ma, dovendo testare un numero cospicuo
di molecole (pazienti polisensibilizzati), bisogna
considerare i volumi di siero necessari (circa 50
wul per ogni determinazione) ed i relativi costi e,
quindi, per identificare le IgEs dirette contro un
gran numero di singole molecole allergeniche,
e stato realizzato un nuovo sistema in vitro che
utilizza la tecnologia del microarray: il sistema
ISAC (Immuno Solid-phase Allergen Chip).

La tecnologia del microarray (figura 1) si basa
su substrati planari con superficie chimicamente
modificata per immobilizzare molecole (proteine)
sotto forma di spot separati, disposti regolarmente.

Ogni vetrino ha 4 siti individuali di reazione
e su ogni sito si possono immobilizzare fino a
150 molecole (naturali o ricombinanti), ognuna

Figura 1 - Tecnologia del microarray.
Disposizione del chip
IgE Standa

20 pl di siero

L
L]
L
L ]
-
L

Scansione

in triplicato.

Per l'analisi sono sufficienti 20 ul di siero.
Dopo un periodo di incubazione di 120 minuti, le
IgEs sono rilevate mediante aggiunta di anticorpi
anti-IgE marcati con fluorescina. L'analisi compu-
terizzata delle immagini ottenute mediante scan-
sione consente la distribuzione in classi ISAC®.

Conclusioni

In caso di esecuzione di indagini molecolari,
che consentono di “personalizzare” la diagnosi
identificando il profilo allergologico di ogni
singolo paziente, bisogna sempre ricordare che,
per quante molecole si possano testare (attual-
mente 112), non sono tutte, per cui, per evitare
falsi negativi, € opportuno affiancare, quando
necessario, la diagnostica tradizionale, in vivo o
in vitro, in base al sospetto diagnostico. Inoltre
e doveroso informare con chiarezza i pazienti
sull’esito dei test, sottolineando che la positivita
verso una molecola non implica necessariamente
una reattivita clinica in atto. Pertanto, compito
del clinico, per formulare diagnosi precise, sara
quello di correlare con attenzione I’esito dei test
all’anamnesi e all’esame obiettivo.
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Microarray: applicazioni cliniche

Paolo Daniele Pigatto e Samuele Burastero

Riassunto. Il microarray ISAC® & ’acronimo per "Immuno Sorbent Allergo Chip". Questo test determina simul-
taneamente, in una sola seduta analitica, la presenza di IgE per un pannello di 103 allergeni sia respiratori
che alimentari, che copre la quasi totalita delle allergie d’interesse clinico, incluse quelle meno frequenti. Il
microarray ha inoltre il vantaggio qualitativo. rispetto ai test tradizionali, di utilizzare singole componenti
allergeniche (ricombinanti o native) permettendo la distinzione delle positivita multiple dovute a reattivita
crociata rispetto ad autentiche polisensibilizzazioni a piu fonti allergeniche. Identifica e distingue positivita
IgE-mediate per allergeni alimentari potenzialmente correlate con reazioni sistemiche anche gravi da quelle
abitualmente associate a sintomi locali minori.

Parole chiave: dosaggio IgE specifiche, microarray, allergeni ricombinanti.

Summary. Microarray: clinical applications. The ISAC® microarray is an acronym for "Immuno Sorbent Allergo
Chip". This test doses simultaneously, in a single analytical run, the presence of IgE to a panel of 103 respira-
tory and food allergens which cover almost all allergens of clinical interest, including those less frequent.
Microarray has another advantage compared to traditional tests: it uses a single allergen component (native
or recombinant), allowing the distinction between multiple positive reactions due to cross-reactivity from
genuine multiple sensitivity due to several allergenic sources. It identifies and distinguishes IgE-mediated
positivities to food allergens potentially related to severe systemic reactions from those usually associated

with less severe symptoms.

Key words: specific IgE, microarray, recombinant allergens.

Introduzione

La prevalenza delle malattie allergiche nei
paesi industrializzati € andata aumentando
negli ultimi 20 anni ed e oggi vicina a una
proporzione che in alcuni paesi appare stabi-
le e prossima al 20%. La maggior parte delle
reazioni allergiche clinicamente rilevanti e
correlata alla presenza, nei liquidi biologici
dei soggetti affetti, di anticorpi di isotipo IgE
specifici (IgEs) per proteine riconosciute dal
sistema immune (antigeni) definite, peril loro
ruolo, allergeni. La presenza di IgEs indica
uno stato immune particolare, definito “sen-
sibilizzazione”, in forza del quale il soggetto
reagisce agli allergeni come se si trattasse di
agenti infettivi (in particolare parassiti), nei
riguardi dei quali deve sviluppare una reatti-
vita infiammatoria con finalita protettive. In
realta gli allergeni sono componenti proteiche

o glicoproteiche di svariata origine (pollini,
muffe, acari della polvere domestica, proteine
di animali) del tutto innocue per il nostro or-
ganismo e ’allergia rappresenta una risposta
inadeguata del sistema immune nei riguardi
di tali proteine.

Il dosaggio delle IgEs €& preliminare ad
ogni intervento terapeutico, sia puramente
sintomatico sia finalizzato a modificare il de-
corso della malattia (tramite immunoterapia
desensibilizzante specifica). Occorre infatti
accertare la natura allergica di disturbi come
rinite, congiuntivite, asma od orticaria, sugge-
stivi per patogenesi allergica, prima di curarli
con farmaci anche solo sintomatici, adeguati
a contrastare selettivamente I'infiammazione
IgE-mediata (ad esempio, antistaminici, anti-
leucotrienici).

I kit standard attualmente disponibili per
i test allergodiagnostici in vivo sono costituiti
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da estratti di allergeni preparati con materiale
biologico grezzo. Si tratta, frequentemente, di
cocktail naturali di molecole allergeniche e
non-allergeniche, standardizzati da ogni pro-
duttore con criteri non omogenei per quanto
riguarda il contenuto di componenti allerge-
niche maggiori e minori, importanti sia per la
diagnosi che per la corretta impostazione della
terapia immune!.

A causa dei limiti della diagnostica per
estratti, molti pazienti vengono impropria-
mente definiti come polisensibilizzati o plu-
riallergici. Infatti numerose fonti biologiche
contengono componenti allergeniche ad ele-
vato grado di reattivita crociata, ad esempio
la profilina, che si trova in un’ampia gamma
di pollini e di alimenti di origine vegetale.
Una sensibilizzazione verso questo tipo di
pan-allergene da risultati positivi a diversi
estratti allergenici.

A maggior ragione occorre misurare le IgEs
per attuare le misure fondamentali che posso-
no influenzare il decorso stesso della malattia
allergica, ovvero lariduzione dell’esposizione
all’allergene (quando possibile) e soprattutto
I'immunoterapia (o vaccinazione), che € basata
sulla somministrazione degli stessi allergeni
sensibilizzanti®*.

Il dosaggio delle IgEs si deve confrontare
con due problemi biologici: il fatto che il titolo
delle IgE nel siero (ove vengono abitualmente
misurate) € da diecimila a un milione di volte
inferiore rispetto a quello di altri isotipi (ad
esempio, IgG) e il fatto che I’allergene presente
nell’ambiente (fonte allergenica) € una miscela
antigenica complessa, composta da molteplici
proteine ciascuna delle quali variabilmente
specifica di quella data fonte, variabilmente
immunogenica e variabilmente riconosciuta
dalla popolazione (in termini di proporzione
di soggetti sensibilizzati).

La combinazione di questi aspetti rende
ardua la standardizzazione dei test tradizionali
disponibili a causa di alcune criticita, quali®:

a) 'utilizzo degli estratti antigenici genera
problemi di consistenza da lotto a lotto e di
rappresentativita della sorgente allergenica
delle diverse realta ambientali, ad esempio
nord versus sud Europa;

b) la rappresentativita, all’interno
dell’estratto, delle singole componenti al-
lergeniche, non consente di valutare tutta la
popolazione con la stessa performance. Infatti

alcune componenti, in quanto presenti in un
determinato estratto solo in minima proporzio-
ne, rendono questo ultimo ovviamente inade-
guato ad identificare soggetti che, per quanto
infrequenti, hanno IgE che per tale componen-
te (detta “allergene minore”) sono specifiche.
D’altro canto e largamente dimostrato che esi-
stono persone sensibilizzate prevalentemente
o esclusivamente ad allergeni minori®;

¢) I'uso degli estratti allergenici nei test per
la determinazione delle IgEs non consente di
discriminare, nei polisensibilizzati (circa il
75% della popolazione allergica) le sensibiliz-
zazioni multiple da false positivita dovute alla
presenza di IgE per componenti allergeniche
assai omogenee sul piano antigenico, presenti
in fonti allergeniche diverse. Queste ultime
sono i cosiddetti pan-allergeni, quali le pro-
filine e le calcium binding proteins o polical-
cine delle graminacee e delle betulacee, che
causano reattivita crociata nella diagnostica
basata sugli estratti. A causa di tale reattivita
la diagnostica per estratti non consente di di-
scriminare soggetti veramente sensibilizzati
a ciascuna delle due fonti allergeniche dai
soggetti che sono in realta sensibilizzati ad
una di esse”?;

d) 'uso degli estratti non consente di discri-
minare, soprattutto ma non solo nelle allergie
alimentari, le sensibilizzazioni potenzialmente
associate a sintomi clinici severi da quelle a
decorso piu benigno. Ad esempio la presenza
di IgE per ’estratto di noce, a qualunque titolo,
non discrimina soggetti che non hanno alcun
sintomo all’assunzione di questo frutto, o al
piu lamentano disturbi allergici localizzati
alla mucosa della bocca (sindrome orale al-
lergica), da soggetti potenzialmente a rischio
per reazioni allergiche sistemiche (orticaria,
shock anafilattico). Questo perché nell’estrat-
to allergenico sono presenti sia componenti
termo- e acido-labili tra noce e alcuni polli-
ni (tipicamente, betulacee), sia componenti
termo- e acido-stabili, che sono specifiche
della sorgente allergenica in parola. A causa
di questa situazione, la maggior parte delle
numerose persone allergiche a piante ad alto
fusto (betulacee) hanno IgE per I'estratto di
noce, ma non possono essere distinte su questa
sola base dalle persone con “vera” allergia
alimentare a noce®'.

In questo scenario, I’era dell’allergologia
molecolare, iniziata nei primi anni ‘90 con il
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clonaggio dei geni codificanti per gli aller-
geni piu comuni, ha rivoluzionato la diagno-
stica allergologica. Infatti, la disponibilita,
all’interno di ciascuna sorgente allergenica,
delle sue componenti, singolarmente clona-
te tramite ingegneria genetica o comunque
isolate dall’estratto di partenza (cosiddette
“componenti allergeniche native”), consente
di diffezionare la reattivita IgE-mediata di
ogni paziente, ovviando a tutte le criticita so-
praelencate. La disponibilita della diagnostica
molecolare si € realizzata inizialmente (poco
piu di 10 anni orsono) nel contesto metodo-
logico tradizionale (test immunoenzimatico
fluorimetrico con allergene adsorbito su fase
solida ad elevata efficienza di coating), con le
caratteristiche di un evento in qualche modo
sperimentale e additivo rispetto alla diagnosti-
ca con estratti. Negli ultimi anni si e affacciato
nel panorama della diagnostica allergologica
molecolare un nuovo test basato sulla meto-
dica microarray applicata agli allergeni e si
e reso disponibile un prodotto per la routine
(ImmunoCAP ISAC®, prodotto da Thermo Fi-
sher Scientific - Rodano, Milano - gia Phadia).
Il microarray rappresenta un’evoluzione rile-
vante della diagnostica molecolare con test
immunoenzimatico fluorimetrico.

Test ISAC®

Punti di forza

A differenza dei test convenzionali con
estratti allergenici, il test ISAC® consente di
interpretare false positivita multiple dovute
a reattivita crociata, nonché di distinguere
positivita potenzialmente correlate con gravi
reazioni allergiche da altre abitualmente asso-
ciate a sintomi minori. In particolare, ’esecu-
zione del test ISAC® permette di: discriminare,
con la maggiore accuratezza oggi disponibile,
I’allergene che causa la sintomatologia; alle-
stire estratti antigenici per immunoterapia
estremamente mirati; aumentare significativa-
mente 'efficacia dell'immunoterapia specifica
e fornire consigli adeguati a soggetti con aller-
gie alimentari. In sintesi questo test offre la
possibilita di migliorare in modo significativo
la qualita della vita del paziente allergico!l.

Potenziali punti di debolezza
La scelta degli allergeni da testare non puo

prescindere dalla storia clinica, dall’esame fi-
sico, dagli eventuali risultati di test precedenti
e da altri fattori come eta, area geografica e
reale esposizione. I risultati dei test in vitro
devono essere sempre valutati insieme con
la storia clinica, perché la sensibilizzazione
allergenica non implica necessariamente una
reazione clinica. In questo scenario, 1'utilizzo
di componenti allergeniche definite dal pro-
duttore in numero elevato nei sistemi micro-
array, da una parte facilita questo compito
(il medico non deve scegliere le componenti
allergeniche da valutare, come nell’approccio
tradizionale, grazie al fatto che il microarray e
una metodica “all inclusive”), dall’altra rende
non facile I'interpretazione del test stesso. Di
fatto, la possibilita di studiare anticorpi IgEs
controiricombinanti ole componenti allerge-
niche native ha determinato nuove difficolta
per i professionisti nell’interpretazione corret-
ta dei risultati dei test, una situazione che ai
meno giovani puo ricordare i problemi legati
all’interpretazione delle prime TAC.

Pur con questi distinguo, il microarray ap-
pare come uno strumento di efficace supporto
peril raggiungimento di scelte cliniche appro-
priate e tempestive peri pazienti. Per varie ra-
gioni che includono, oltre alle caratteristiche
soprariportate, il costo e la non rimborsabilita
da parte del servizio sanitario nazionale nella
maggior parte delle regioni italiane, il micro-
array al momento puo collocarsi come test al-
lergologico di terzo livello, dopo il prick test e
dopo il RAST perla determinazione delle IgEs.
Nonostante che gli attuali microarray siano
in grado di rilevare un centinaio di diverse
molecole allergeniche, in un prossimo futuro
ancora piu molecole saranno disponibili.

Conclusioni

Il microarray € uno strumento potenzial-
mente utile in diagnostica allergologica, anche
se fino ad ora la sua introduzione nella routine
e stata ostacolata dai suoi alti costi e dalla
relativa mancanza di flessibilita. Infatti, si e
costretti a testare gli allergeni scelti dal pro-
duttore del kit, che non sono necessariamente
rappresentativi del pannello piu utile per le
tipologie di pazienti che s’incontrano nella
pratica clinica in una certa area geografica.
E’ ben vero che si tratta di un “work in pro-
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gress” e che il nuovo kit a 112 allergeni, appe-
na prodotto da Thermo Fisher Scientific, ha
significativamente migliorato alcuni limiti del
kit precedente a 103 allergeni. Tuttavia, dato
che questo produttore opera praticamente in
regime di monopolio, € particolarmente im-
portante che la comunita scientifica mantenga
su di esso una forte pressione per indirizzare
le scelte relative agli allergeni inclusi verso
ulteriori modifiche che possano risultare di
effettivo beneficio per il corretto inquadra-
mento diagnostico dei pazienti.

In questo contesto, considerando gli alti
costi, attualmente molti professionisti prefe-
riscono le tradizionali determinazioni di IgEs
per singole componenti allerginiche, favoren-
do quelle di maggior interesse. Ad esempio, lo
studio delle IgEs per profiline e proteine le-
ganti calcio (procalcine) spesso basta a ridurre
il rischio di confusione e fraintendimenti nella
definizione del profilo di sensibilizzazione di
un paziente.
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Test diagnostici nelle reazioni da ipersensibilita immediata a
farmaci: il test di attivazione dei basofili

Gennaro Maietta

Riassunto. Le reazioni avverse a farmaci (RAF) sono quadri clinici di frequente osservazione nella comune
pratica clinica. Nell’ambito di esse, una percentuale pari al 2,5-3% ¢é legata a reazioni immunologicamente
mediate nei confronti di apteni presenti nella preparazione farmaceutica. La diagnosi delle reazioni da iper-
standardizzati da utilizzare nell’esecuzione dei test cutanei in vivo o dei test sierologici in vitro, sia per la
scarsa significativita dei risultati che emergono da tali indagini. Al momento attuale, il gold standard nella
diagnostica delle RAF e rappresentato dai test di scatenamento, che richiedono molto tempo per la loro
esecuzione e comportano rischi per il paziente. In tale ottica, da circa 20 anni i ricercatori hanno messo a
punto il test di attivazione dei basofili (TAB), un test in vitro potenzialmente in grado di simulare la reazio-
ne del sistema immunitario al farmaco sospetto, senza rischi per il paziente. Nel presente lavoro vengono
riportati i dati della letteratura attualmente disponibili relativi all’applicazione di TAB nelle reazioni da

P

Parole chiave: reazioni avverse a farmaci, reazioni da ipersensibilita immediate a farmaci, test di attivazione
dei basofili, diagnosi.

Summary. Diagnostic tests in immediate hypersensitivity drug reactions: basophil activation test. Adverse drug
reaction (ADR) are frequently observed in daily clinical practice. Among them, a percentage of 2.5-3% is linked
with immunological mediated mechanisms. The diagnosis of immediate hypersensitivity drug reactions is still
an important question, because of the lack availability of standardized allergens to use in performing skin
tests or specific IgE determination and because of the poor sensitivity and specificity of the available tests.
At the moment, the challenge test represents the gold standard in the diagnosis of ADR, but it is time consum-
ing and it is potentially dangerous for the patient’s safety. For this reasons 20 years ago, scientists developed
the basophil activation test (BAT), which is able to simulate in vitro the immune reaction to the culprit drug,
without risks for the patient. In this paper we report the data currently available about the application of
BAT in the diagnosis of immediate hypersensitivity reactions to drugs commonly used in clinical practice.

Key words: adverse drug reaction, immediate hypersensitivity drug reactions, basophil activation test, diagnosis.

Introduzione del farmaco e la tipologia del quadro clinico

indotto dalla reazione. Nell’ambito di questo

La diagnostica delle reazioni da ipersen-
sibilita immediata ai farmaci viene attuata,
come nel caso di altre reazioni di tipo imme-
diato, attraverso una accurata anamnesi cli-
nica e, quando possibile, I’esecuzione di test
diagnostici in vivo.

Lanamnesi clinica deve essere fondamen-
talmente mirata a discriminare il tempo di in-
sorgenza della reazione rispetto all’assunzione
del farmaco (inferiore a 2 ore, nelle reazioni
immediate; maggiore di 2 ore in quelle ritar-
date), la presenza di precedenti assunzioni

Unita di Immunologia cellulare, Laboratorio Pignatelli, Lecce.

primo approccio al paziente, saremo quindi in
grado di discriminare reazioni da ipersensibi-
lita di tipo immediato (come orticaria/angio-
edema, broncospasmo, anafilassi) da reazioni
di tipo ritardato prevalentemente cutanee
(quali esantema maculo-papulare, sindrome di
Stevens-Johnson, necrolisi epidermica tossica,
pustolosi esantematica acuta generalizzata).

La raccolta di questi importanti dati
anamnestici deve guidare il successivo iter
diagnostico.

La diagnostica delle forme immediate in-
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fatti prevede, ove possibile, I’esecuzione di
test cutanei a lettura immediata (prick test e
test intradermici) da effettuarsi con diluzioni
scalari del farmaco, come previsto dalle linee
guida EAACI (European Academy of Allergy
and Clinical Immunology).

Un attento esame della letteratura scientifi-
ca ci permette di affermare che, nel caso delle
reazioni immediate a f-lattamici, i test cutanei
evidenziano una sensibilita pari al 70%, se ven-
gono testate piu molecole (benzilpenicilloid
poli-L-lisina o PPL, mix di determinanti mino-
ri o MDM, amoxicillina, ampicillina) con una
specificita del 97-99%. Nel caso delle reazioni
da ipersensiblita immediata a miorilassanti, i
test cutanei evidenziano una sensibilita ed una
specificita pari al 97%.

A queste indagini di primo livello, si posso-
no affiancare altre indagini di laboratorio di
secondo livello che prevedono la determina-
zione della triptasi sierica, entro 4 ore dalla
sospetta reazione allergica, e il dosaggio delle
IgE specifiche (IgEs), ove siano disponibili le
molecole e la procedura sia gia standardizzata.
In quest’ultimo caso, la ricerca delle IgEs per
miorilassanti ha evidenziato una sensibilita
pari all’88% con una specificita del 100%, men-
tre nel caso dei p-lattamici la sensibilita scen-
de al 38-55% con una specificita dell’87-100%.

I1 test di attivazione dei basofili

La difficolta a porre una diagnosi eziologica
di reazione allergica a farmaci ¢ legata alla dif-
ferente tipologia dei meccanismi responsabili
della reazione immunologica. In particolare,
sappiamo che in alcuni casi, il farmaco € in gra-
do di indurre un’attivazione e degranulazione
di mastociti e basofili senza I'intermediazione
delle IgEs, ma per meccanismi mediati dalle
anafilotossine Cba e C3a e da meccanismi di
liberazione diretta di amine vasoattive.

In altri casi, il farmaco agisce sul sistema
immune come profarmaco, necessita cioe nei
momenti successivi all’assorbimento, di un
processo di elaborazione cellulare al termine
del quale si forma I’antigene responsabile del-
la reazione allergica. E’ palese che in questo
caso néitest cutanei, né tantomeno la ricerca
delle IgEs puo essere d’aiuto nella diagnostica
dellareazione. Non sono poi da escludere casi
in cui esistono IgEs per il farmaco che, tutta-

via, non esplicano alcun valore funzionale. In
questo caso una positivita al test cutaneo o al
test in vitro non e correlata ad una particolare
situazione clinica.

Da tutte queste discrepanze, nasce la neces-
sita di disporre di un test in vitro che sia in grado
di simulare, il piu possibile, quello che accade
nel nostro organismo quando un farmaco si ren-
de responsabile dell’insorgenza di una reazione
da ipersensibilita immediata. La citometria a
flusso rappresenta un sistema molto utile per
I’analisi di differenti popolazioni cellulari e puo
essere utilizzata anche per la valutazione dei
basofili che normalmente rappresentano meno
dell’1% dei leucociti circolanti.

La citometria a flusso permette lo studio
funzionale dei basofili utilizzando contem-
poraneamente marcatori di identificazione e
marcatori di attivazione presenti sulla mem-
brana cellulare o nel citoplasma. I marcatori
di identificazione maggiormente utilizzati sono
CCR3 (recettore per la chemochina RANTES),
CD123 (recettore per la catena o dell’'IL-3) e
CD203c (pirofosfatasi/fosfodiesterasi, metal-
loenzima transmembrana di tipo II, costituti-
vamente espresso dai basofili). Lutilizzazione
di anticorpi monoclonali legati a fluorocromi e
diretti verso tali antigeni permette una agevole
identificazione dei basofili nel pool leucocita-
rio mediante citometria a flusso.

I marcatori di attivazione piu utilizzati al
momento sono invece CD63 (glicoproteina pre-
sente sui granuli intracitoplasmatici, espressa
sulla superficie cellulare quando i granuli si
fondono con la membrana per il rilascio delle
amine vasoattive) e CD203c (la cui espressione
costitutiva sulla membrana viene aumentata di
circa il 350% nel giro di pochi minuti a seguito
dell’attivazione cellulare). Lattivazione dei
basofili puo essere misurata anche mediante
lo studio di molecole intracellulari, quali p38
MAPK fosforilata o CD300a. Nella figura 1 €
riportato un esempio di test d’attivazione dei
basofili (TAB) in citometria a flusso con una
metodica della Buhlmann che utilizza anticor-
pi anti-CCR3 e anti-CD63.

Test d’attivazione dei basofili e reazioni da
ipersensibiilta immediata a farmaci

La scarsita di informazioni ottenute
dall’esecuzione dei test cutanei a farmaci ed



Figura 1 - Esempio di test d'attivazione dei basofili.
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i problemi deontologici legati all’esecuzione
di test di scatenamento orale, ha spinto molti
ricercatori a verificare la reale utilita di TAB
nei soggetti con riferita reazione da ipersen-
sibilita immediata a molecole farmacologiche.

I numerosi lavori eseguiti nell’ultimo de-
cennio da importanti gruppi di ricerca hanno
permesso di evidenziare come, nel caso delle
diagnosi di allergia a farmaci, TAB possa es-
sere validato per miorilassanti, p-lattamici ed
acido clavulanico, mezzi di contrasto iodati,
clorexidina, plasma-expander e carbossime-
tilcellulosa. Nella tabella I sono indicate le
percentuali di sensibilita e specificita del test
per categorie di farmaci studiati e i relativi
lavori scientifici di riferimento.

Conclusioni

Da quanto esposto, € possibile affermare
che TAB rappresenta un test particolarmente

G. Maietta: Test di attivazione dei basofili 95

utile nella diagnosi delle reazioni da ipersen-
sibilita immediata a farmaci.

La sensibilita e la specificita del test e,
pero, legata ad alcuni fattori fondamentali,
quali esperienza dell’operatore che esegue il
test, uso di molecole farmacologiche pure (non
associate ad additivi o conservanti che potreb-
bero avere un’attivita citotossica o attivante
aspecifica sui basofili), esecuzione del test
entro un intervallo temporale non superiore
a 12 mesi dall’evento avverso, trattamento del
campione entro le 24 ore dal prelievo, uso di
cut-off e concentrazioni dell’allergene riporta-
te in letteratura o dalla casa produttrice degli
allergeni.
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Reazioni di ipersensibilita immediata: test di esposizione orale
nell’allergia alimentare

Francesca Giusti

Riassunto. Il test di provocazione orale con alimenti in doppio cieco contro placebo é considerato lo standard di
riferimento per I'identificazione dell’ipersensibilita immediata agli alimenti. Lalimento, mascherato in modo tale
da non poter essere riconosciuto né dal paziente né dal medico, viene somministrato a digiuno, raddoppiando la
dose ogni 15-30 minuti. Laspetto, il gusto, la quantita del cibo indagato e del placebo devono essere simili. E'un
esame indaginoso e laborioso e puo elicitare reazioni cutanee, gastrointestinali e respiratorie anche gravi, che
non possono essere previste sulla base dei risultati dei test allergodiagnostici, per cui richiede la permanenza in
ambiente ospedaliero. Nella pratica clinica esso e spesso sostituito dal test di provocazione alimentare in aperto.

Parole chiave: allergia alimentare, test di esposizione orale in doppio cieco controllato con placebo, test di
esposizione orale in aperto.

Summary. Immediate reactions: oral challenge in food allergy. Oral food challenges are conducted to confirm
whether an allergy to food exists or to monitor for resolution of a food allergy. Several techniques (double
blinded, single blinded, open challenge) exist with which clinicians can challenge patients. Double-blind
placebo-controlled food challenge is still the gold standard for diagnosing food allergy, especially in research.
However it is time-consuming, expensive and troublesome for physician and patients. It requires a vehicle to
ensure that the food is truly camouflaged. Use of capsules as a vehicle has fallen out of favor except for limited
use in patients with suspected dye/additive allergy. Capsules prolong digestion time, require use of dehydrated
or powdered foods, and limit assessment for oral symptoms given that digestion of the capsule starts in the
stomach. Increments of food and placebo are given every 15 to 30 min until the cumulative target dose is met.
The choice of a starting dose depends on the patient’s history and official guidelines. One additional limita-
tion of the double-blind placebo-controlled food challenge to consider is timing. Although some centers will
perform active and placebo challenges in different sessions on the same day, they should ideally be separated
by at least 24 hours. Although numerous efforts have been made to standardize the procedure, there is a need
for improvement. Single blind challenge carries the same difficulties for masking foods as for the double blind
challenge and the results are biased by the subjectivity of the observer. Therefore it is not recommended. Open
challenges do not use a placebo, which can lead to subjective symptom development and a biased procedure.
However, a clearly negative open challenge is generally confirmatory, and in certain cases (infants and young
children, objective reactions to food) a clearly positive challenge may be as well. The benefits of the open chal-
lenge are that no complex food preparation is required, and that it is logistically easy for office medical staff
to perform. Irrespective of the setting or type of challenge, staff should be familiar with assessing signs and
symptoms of a potential reaction and must be prepared to treat anaphylaxis. The purpose of this manuscript is
toreview the current status of the indication and performance of oral food challenges in patients with suspected
food-related symptoms. It covers aspects of indications and contraindications, blinding, procedures before the
test, the technical performance, the handling of medication, the interpretation of the results, suitable locations
for testing, and safety considerations.

Key words: food allergy, double blind placebo controlled food challenge, open food challenge.

Introduzione bo -Controlled oral Food Challenge", DBPCFC)
rimane il gold standard per la diagnosi di

Il test di esposizione orale in doppio cieco allergia alimentare!?. La complessita di tale
controllato con placebo ("Double-Blind Place- prova tuttavia lo rende d’interesse limitato
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nella routine clinica e ne limita I'impiego per
lo piu in pochi centri specializzati.

In numerosi casi puo essere sostituito dal
test di esposizione orale (TEO) in aperto. In
particolare nei bambini piccoli, in cui I’ipote-
si di simulazione di risposta positiva € molto
ridotta, e in tutti i casi in cui s’indaga una
reazione immediata con sintomi oggettivi si
puo partire dal TEO in aperto. Anche quando
la probabilita di esito negativo del test e alta, e
consigliabile ricorrere al challenge in aperto.

Rimane obbligatorio il DBPCFC nei pro-
tocolli scientifici. Tutte le volte che si indaga
una reazione ad alimenti con sintomi soggettivi
(cefalea, dolori articolari, sindrome da fatica
cronica, sensibilita chimica multipla) si con-
siglia il ricorso al placebo.

I1 TEO in singolo cieco controllato con pla-
cebo e di scarso interesse poiché la fase sicura-
mente piu difficile del test ¢ il mascheramento
dell’alimento cosi da renderlo indistinguibile
dal placebo, mentre aggiungere un operatore
in cieco garantisce una migliore accuratezza
del test senza incrementarne di molto la com-
plessita.

Criteri di inclusione ed esclusione

I1 TEO puo essere eseguito nei pazienti con
anamnesi positiva per reazione avversa ad
alimento sia per confermare sia per escludere
la diagnosi di allergia alimentare, per deter-
minare la soglia di sensibilita all’alimento in-
criminato o per valutare ’avvenuta tolleranza
(ad esempio a latte e uovo in eta pediatrica). E’
inoltre obbligatorio per ragioni scientifiche in
tutti gli studi condotti nell’ambito dell’allergia
alimentare.

Nei pazienti con anamnesi negativa per
allergia alimentare si deve ricorrere al TEO
tutte le volte che il quadro clinico abbia un an-
damento cronico e possa avere genesi alimen-
tare o in caso di diagnosi di sensibilizzazione
a un alimento per cui non € nota la tolleranza
(ad esempio in caso di sensibilizzazione ad
alimenti cross-reattivi che il paziente non ha
consumato dopo la reazione immediata per
cui € indagato). Se il paziente segue un’incon-
grua dieta di eliminazione, puo essere utile
far precedere la reintroduzione dell’alimento
da un TEO se esiste il dubbio di una possibile
reazione avversa.

Costituisce un importante criterio di esclu-
sione al TEO 'anamnesi per reazione anafi-
lattica o grave reazione sistemica a singolo
alimento, tranne casi selezionati in cui sia
passato un congruo periodo di tempo e previa
accurata verifica dei test allergodiagnostici.
Solo nel caso la reazione anafilattica o la grave
reazione sistemica si sia verificata dopo inge-
stione di piu alimenti, puo essere necessario
ricorrere al TEO dopo attenta valutazione dei
rischi.

Per alcuni alimenti (latte, uovo, arachidi,
soia) esistono dati di letteratura che suppor-
tano la possibilita di evitare il TEO nel caso
in cui i risultati dei test allergologici siano
altamente predittivi di esito positivo del chal-
lenge?.

Costituiscono criteri di esclusione all’ese-
cuzione del TEO alimentare la gravidanza, le
patologie acute sistemiche come infezioni,
febbre, angina instabile, vomito e diarrea,
asma e rinite allergica stagionale nel periodo
implicato. Non possono essere testati pazienti
che assumono farmaci che aumentano, ma-
scherano e riducono la risposta al challenge,
se non dopo congruo periodo di sospensione.
Tra i farmaci implicati ci sono antistaminici,
steroidi sistemici (<bmg/di), acidoacetilsalici-
lico e farmaci antinfiammatori non steroidei,
beta-bloccanti, inibitori dell'enzima di conver-
sione dell'angiotensina. Corticosteroidi topici
e inalatori e beta2agonisti a breve durata
d’azione possono essere assunti in corso di
test di esposizione orale, ma a dosaggio fisso.

La procedura

I1 TEO deve essere eseguito da personale
medico addestrato all’emergenza e in ambien-
te idoneo e adeguatamente attrezzato nel caso
si verifichi una reazione immediata grave.

Prima di essere sottoposto al test, il pa-
ziente deve essere adeguatamente informato
sui rischi e i vantaggi della procedura e deve
avere firmato apposito modulo di consenso
informato. Laccesso endovenoso deve essere
disponibile. In caso si sospetti una reazione
associata a esercizio fisico o all’assunzione di
farmaci il test di esposizione orale deve essere
eseguito prima senza fattori facilitatori e, solo
se negativo, con I’alimento abbinato all’eserci-
zio fisico o al farmaco in questione.



Prima di essere sottoposto a challenge ora-
le, il paziente deve eliminare per 2 settimane
dalla dieta I’alimento in esame. La dose di
partenza del challenge, cioé la quantita di
alimento da somministrare come prima dose,
deve essere valutata in base alla storia del pa-
ziente e ai dati di letteratura disponibili. Per
la frutta secca € consigliabile usare basse dosi
(circa 0,1 mg), mentre per uovo e soia possono
essere utilizzate quantita 10 volte superiori e
ancora di piu per i cereali.

E’ in genere consigliabile partire con una
dose inferiore alla dose soglia per valutare la
reattivita del paziente. Non esiste correlazione
tra la reattivita clinica del singolo paziente e
la dimensione del pomfo del prick test e/o la
dose di IgE specifiche nel siero.

Poiché la maggior parte delle reazioni
immediate agli alimenti si verifica tra 3 e 15
minuti dall’ingestione, un intervallo di 15-30
minuti tra una dose e l’altra in corso di chal-
lenge € considerato ottimale. Nel caso si usino
delle capsule nella procedura del DBPCFC
I’'intervallo di somministrazione delle dosi
deve essere adeguatamente incrementato.

Ogni 15-30 minuti la dose di partenza e rad-
doppiata fino alla comparsa di una reazione o
al raggiungimento della dose finale. Si intende
per dose finale del TEO la quantita di alimento
corrispondente ad una porzione normale dello
stesso, aggiustata in funzione dell’eta.

Lincremento tra una dose e ’altra puo an-
che avvenire su scala logaritmica (1, 3, 10, 30,
etc). Non esistono studi di comparazione tra i
due protocolli.

In caso di risposta negativa al challenge,
il paziente deve rimanere in osservazione
per almeno 2 ore; poi puo essere dimesso con
adeguate istruzioni circa la possibilita di una
reazione tardiva e sui farmaci da assumere e
medici da contattare, etc.

Se si verifica una reazione al test di espo-
sizione, il paziente deve essere trattato in
funzione della gravita della stessa e monitorato
fino a completa risoluzione.

Nel DBPCEFC il test con placebo e con I’ali-
mento dovrebbero essere separati di almeno 24
ore. In caso di reazione immediata con sintomi
oggettivi, le risposte al placebo sono molto rare
per cui e sufficiente usare un placebo e un
verum, mentre in caso di sintomi soggettivi e
meglio usare challenge ripetuti.I modelli che
utilizzano sequenze di 3+3 0 3+2 riducono al
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5% la possibilita del paziente di indovinare a
caso quale sia il placebo e quale il verum.

La fase piu difficile della procedura del
DBPCFC é sicuramente la preparazione
dell’alimento e del placebo, in modo da ren-
derli indistinguibili per colore, gusto, odore,
consistenza, palatabilita e quantita. A tal fine
e utile avvalersi di un consulente dietologo
e consultare i libri di testo e i siti dedicati
all’argomento.

Lalimento deve essere somministrato nella
forma in cui il paziente lo consuma abitual-
mente poiché i vari procedimenti a carico
dello stesso (cottura, liofilizzazione, etc) ne
alterano il potenziale allergizzante. Il ricorso
alle capsule facilita notevolmente la prepara-
zione del placebo, ma € sconsigliato, poiché
consente solo la somministrazione di quantita
ridotte di cibo e nei pazienti in grado di deglu-
tire le capsule. Inoltre, il salto della mucosa-
orofaringea rende impossibile la diagnosi di
sindrome orale allergica e per di piu ritarda
la procedura, essendo necessario aumentare
I’intervallo tra le singole dosi. Lutilizzo di
capsule, tuttavia, rimane indispensabile nel
caso di TEO con additivi.

La valutazione della risposta

I1 TEO viene eseguito per ottenere una chia-
ra risposta circa il fatto che un certo alimento
debba essere o meno eliminato dalla dieta. In
caso di DBPCFC, se il test con ’alimento come
tale risulta negativo non € necessario mettere a
dieta il paziente potendo escludere un’allergia
alimentare. Questa ultima viene diagnosticata
se solo il verum e positivo (tabella I), mentre il
test deve essere ripetuto in caso di positivita
sia del verum che del placebo.

La valutazione della risposta al TEO non ¢
tuttavia non semplice come si potrebbe pensa-
re, poiché molto spesso si incorre nel rischio
di interrompere il test troppo precocemente
per non mettere a rischio il paziente di gravi
reazioni sistemiche. In un'interessante review,

Tabella I - Valutazione del test di esposizione orale ad alimenti.

Verum Placebo Valutazione

Positivo Positivo Ripetere test di esposizione
Positivo Negativo Dieta senza alimento
Negativo Negativo Nessuna dieta

Negativo Positivo Nessuna dieta
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Niggemann* propone alcuni criteri da seguire
per decidere quando interrompere un TEO e
dichiararlo positivo o negativo. Si consiglia di
proseguire il test fino alla comparsa di chiari
sintomi oggettivi senza tuttavia mettere a ri-
schio il paziente per raggiungere la massima
risposta. I sintomi clinici devono essere ogget-
tivi e/o a) gravi, b) riproducibili, ¢) persistenti.

Piu precoci sono i sintomi e piu organi
sono coinvolti, tanto € piu probabile che si
tratti di una reazione positiva. Nei bambini
un repentino cambio di comportamento € un
parametro molto sensibile di iniziale risposta
positiva al TEO. Nel caso di sintomi soggettivi
e consigliabile aumentare le dosi di placebo
e, in corso di test, di fronte ad una reazione
dubbia procedere ripetendo la stessa dose o
aumentando il tempo di osservazione tra una
dose e l'altra.

Nella valutazione del TEO a un alimento

occorre sempre ricordare la possibilita di falsi
positivi e negativi®. In particolare, sia durante
il test che nella vita quotidiana la presenza o
assenza di fattori facilitatori (esercizio fisico,
farmaci, alcol, fattori ormonali, stress, etc)
influenzano la riproducibilita della risposta
ad un alimento.
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Test diagnostici nell’allergia ad imenotteri

Fabrizio Guarneri

Riassunto. L'allergia al veleno di imenotteri costituisce un argomento di notevole interesse in ambito dermoaller-
gologico, sia per la sua incidenza che per ’elevata frequenza di reazioni cutanee e sistemiche gravi. La corretta
identificazione del veleno responsabile della reazione avversa ¢ fondamentale per la definizione della diagnosi
eziologica e della conseguente terapia iposensibilizzante specifica, che, unita alla prevenzione, riduce notevol-
mente il numero di eventi fatali. Grazie all’evoluzione delle tecnologie di purificazione del veleno di imenotteri,
la precisione dei test diagnostici e significativamente aumentata negli ultimi anni. Ciononostante, persistono
difficolta diagnostiche, legate anche alle molteplici reattivita crociate, che determinano il riscontro di positivita
multiple di dubbio significato clinico. Viene presentato lo stato dell’arte della conoscenza e della diagnostica
in vivo e in vitro dell’allergia a veleno di imenotteri, nonché le prospettive a breve termine, in particolare I'uso
di allergeni ricombinanti, in grado auspicabilmente di garantire il superamento dei limiti di precisione attuali.

Parole chiave: imenotteri, diagnostica in vivo, diagnostica in vitro, reattivita crociata, allergeni ricombinanti.

Summary. Diagnostic tests in Hymenoptera venom allergy. Adverse reactions to venom of Hymenoptera are a
significant issue in dermoallergology, not only for their incidence, but also for the high frequency of severe cu-
taneous and/or systemic manifestations. Epidemiologic data suggest a prevalence of about 1.5% in the general
population; systemic reactions are 0.3-8.9% of total, and anaphylaxis represents 0.3-42.8% of them. Hymenoptera
stings are the cause of 1.5-34.1% of all cases of anaphylaxis, and about 20% of fatal ones, often unpredictably.
The order Hymenoptera includes more than 32,000 insects; the few species of allergologic interest belong to
the families Apidae (genera Apis and Bombus), Vespidae (genera Vespa, Dolichovespula, Vespula and Polistes),
Formicidae (genus Formica), and Myrmicidae (genera Solenopsis and Pogonomyrmex). Progress in molecular
biology techniques has recently made it possible to identify, and in many cases fully characterize and reproduce
in recombinant form, the single allergenic proteins of each venom, thus allowing a better definition of similari-
ties, differences and cross-reactivity among the above species. Allergenic components of Hymenoptera venoms
are most frequently glycoproteins with a molecular weight of 10-50 kDa, with enzymatic functions; among them,
phospholipases and hyaluronidases are the major allergens. Amino acid sequencing homologies between al-
lergens of different species are rather frequent and highly significant within the same taxonomic family, but
also exist, although to a lesser extent, between different families, and are the cause of the cross-reactions
frequently observed in clinical practice; the most important cross-reactive venom allergens between different
families are hyaluronidases. Diagnosis of Hymenoptera allergy is often a long and complicated process, also
because of the lack of a completely reliable test, able to predict future risks, and the high frequency of polysen-
sitizations and cross-reactions, that are not easy to differentiate with the currently available methods. First,
clinical history should be investigated with particular care, including specific questions on the most recent
and possible previous reactions (type, severity, causative insect, treatments, etc.), work/hobby and related risk
factors, other allergies. On the basis of clinical history, one or more of the available in vivo and/or in vitro tests
can be performed: prick test, intradermal test, search for allergen-specific IgE or IgG antibodies in serum, de-
termination of baseline serum tryptase, sting challenge test. Other methods, such as basophil histamine release
test, immunoblotting, basophil activation test and leukotriene release test are still experimental. To date, no
combination of clinical data, exams and markers can exactly predict type or severity of clinical evolution in a
given patient: for example, 25-84% of subjects with positive history of allergic reaction and positive skin tests
do not react to a subsequent sting of the same insect, while 0-22% of those with positive history and negative
tests develop a systemic reaction when stung again. Multiple positive results to different venoms are common
in clinical practice, but only in some cases they are a sign of actual polysensitization: many of them are caused
by cross-reactivity, not always of clinical relevance and consequently misleading. Future perspectives are
mainly linked to the use of recombinant allergens, which should allow to obtain a better determination of the
clinical relevance of each individual allergen, to further clarify the various aspects of cross-reactivity and to
identify species-specific allergens.

Key words: hymenoptera, in vivo diagnostic tests, in vitro diagnostic tests, cross-reactivity, recombinant allergens.
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Introduzione

Le reazioni avverse a veleno di imenotteri
rappresentano un problema sanitario di no-
tevole frequenza e rilevanza clinica, in signi-
ficativo aumento nel corso degli ultimi anni.
Lo studio Alergoldgica, realizzato in Spagna
per definire i fattori epidemiologici, clinici
e socioeconomici delle malattie allergiche,
riportava nella sua prima edizione, pubblicata
nel 1995, una prevalenza dello 0,7% dell’al-
lergia ad imenotteri in un campione di 3.905
pazienti'; lo stesso studio, ripetuto a circa 10
anni di distanza su un campione ancor piu
ampio (4.991 pazienti), ha evidenziato una
frequenza del fenomeno pari all’l,5%, ossia
piu che raddoppiata rispetto alla precedente
rilevazione?.

In ordine crescente di gravita, la classifica-
zione delle manifestazioni cliniche di natura
allergica include reazioni locali, “large local
reactions” (reazioni locali estese, ossia di dia-
metro superiore a 10 cm e di durata superiore a
24 ore) ed anafilassi sistemica; le due tipologie
piu gravi sono quelle piu ricorrenti nelle casi-
stiche cliniche?. Sono anche possibili, da sole
o in sovrapposizione alle precedenti, reazioni
tossiche sistemiche al veleno?® e reazioni inu-
suali quali malattia da siero?, neuropatie pe-
riferiche®, encefalomielite acuta disseminata®.

Secondo i diversi lavori presenti in let-
teratura, la prevalenza delle reazioni locali
estese oscilla dal 2,4% al 26,4% del totale delle
reazioni a puntura di insetto®”%, con un picco
del 38% fra gli apicoltori®!?; rilevante anche
la frequenza nei bambini, segnalata da No-
vembre et al al 19%'!. Le reazioni allergiche
sistemiche rappresentano invece lo 0,3-8,9%
del totale'? (14-43% fra gli apicoltori®3, 0,15-
0,3% fra i bambini''4), e I’anafilassi oscilla,
secondo diverse fonti, fra lo 0,3% e il 42,8% di
esse'?. Le punture di insetti sono responsabili
di una quota fra 1I'1,5% e il 34,1% di tutti i casi
di anafilassi, e di circa il 20% di quelli che
hanno esito fatale'2. Gli eventi fatali sono, nel
caso diveleno di insetti, spesso imprevedibili:
le statistiche, seppure non recenti, mostrano
che fra il 40%" e 1’85%" dei soggetti deceduti
per tale causa non aveva, al momento della
puntura, una storia clinica documentata di
reazioni anafilattiche.

Allaluce di tali dati, emerge chiara ’attuale
necessita di una corretta diagnostica dell’al-

lergia ad imenotteri, primo e fondamentale
passo nella gestione del paziente, sia dal punto
di vista terapeutico che preventivo. Lintenso
lavoro di ricerca clinica svolto a livello mon-
diale, particolarmente nell’ultimo decennio,
ha consentito significativi progressi in questo
campo e la definizione di linee guida ufficiali
da parte di organismi internazionali quali
I’EAACI (European Academy of Allergy and
Clinical Immunology); tuttavia, per svariati
motivi di ordine biologico e tecnico, ’auspicata
precisione risulta ancora, in molti casi, non del
tutto realizzata.

Tassonomia degli imenotteri

Alla data del 26 Dicembre 2011, secondo il
database Taxonomy NCBI (National Center for
Biotechnology Information)!"'8 risultano far
parte dell’ordine Hymenoptera esattamente
32.500 specie viventi, di cui 14.344 non ancora
inquadrate dal punto di vista classificativo.

Gli imenotteri di interesse allergologico,
con la relativa classificazione tassonomica,
sono elencati in tabella I. La differenziazione
entomologica viene effettuata su base anatomi-
ca: le api, ad esempio, hanno il corpo marrone
e moderatamente peloso, mentre i bombi pre-
sentano strisce gialle o bianche sull’addome,
un corpo molto piu peloso e dimensioni mag-
gioridelle api. Nell’ambito della famiglia delle
Vespidae, le Vespinae hanno una giunzione
piuttosto tronca fra torace e addome, un corpo
quasi privo di peli e I’addome a strisce nere e
gialle, mentre le Polistinae sono riconoscibili
per la forma piu tendente all’ovale. In Europa,
il genere Vespula € il piu rappresentato fra
quelli delle Vespinae, soprattutto con le specie
Vespula germanica e Vespula vulgaris; nell’am-
bito degli imenotteri del genere Dolichovespu-
la, le specie piul comuni a livello europeo sono
Dolichovespula media, Dolichovespula saxonica
e Dolichovespula sylvestris, mentre nel genere
Vespa la specie prevalente € Vespa crabro. La
famiglia delle Polistinae € anch’essa molto
diffusa nel Vecchio Continente, e le specie
Polistes dominulus, Polistes gallicus e Polistes
nympha sono quelle di piu frequente riscontro,
specialmente nelle aree mediterranee3,

Anche imenotteri della superfamiglia Sco-
lioidea, e segnatamente quelli appartenenti
alle famiglie Formicidae e Myrmicidae, possono
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Superfamiglie Famiglie Sottofamiglie

Generi Specie

Apinae
Bombinae

Apoidea Apidae

Vespoidea Vespidae Vespinae

Scolioidea Formicidae Formicinae

Myrmicidae Myrmicinae

Apis Apis mellifera

Bombus Bombus terrestris
Bombus medius
Bombus agrorum
Altri

Vespa crabro

Vespa orientalis
Dolichovespula media
Dolichovespula saxonica
Dolichovespula arenaria
Dolichovespula maculata
Vespula germanica
Vespula vulgaris
Vespula maculifrons
Vespula rufa

Altri

Polistes

Polistes dominulus
Polistes gallicus

Polistes nympha
Polistes exclamans

Altri

Vespa

Dolichovespula

Vespula

Polistinae

Formica Formica rufa

Formica polyctena
Solenopsis invicta
Solenopsis richteri
Pogonomyrmex occidentalis
Pogonomyrmex rugosus

Pogonomyrmex barbatus

Solenopsis

Pogonomyrmex

essere causa di reazioni allergiche nell’'uomo
per iniezione di veleno tramite puntura; tali
casi appaiono, tuttavia, di solito clinicamente
meno rilevanti, o, comunque, meno frequen-
temente segnalati rispetto a quelli dovuti ai
gia menzionati imenotteri delle superfamiglie
Apoidea e Vespoidea.

Allergeni del veleno di imenotteri

Al di 1a dell’interesse meramente tassono-
mico, la classificazione degli imenotteri con-
sente una migliore e piu agevole comprensione
di diversi aspetti dell’allergia a tali insetti, con
particolare riferimento al grado e alla frequen-
za di reattivita crociata fra le diverse specie.
Un significativo progresso in questo campo &
stato recentemente fornito dalle tecniche di
biologia molecolare, attraverso le quali sono
stati identificati un gran numero di compo-
nenti allergenici dei veleni, definendone la
natura biochimica, la sequenza aminoacidica
e, in alcuni casi, anche la struttura tridimen-
sionale: come facilmente intuibile, cio ha
enormemente accelerato e agevolato I’analisi

e il confronto, nonche la ricerca degli epitopi,
anche attraverso I'impiego di strumenti bioin-
formatici.

Un elenco degli allergeni noti del veleno dei
principali imenotteri e riportato nella tabella
II. Nella maggior parte dei casi si tratta di
glicoproteine con peso molecolare fra 10 e 50
kDa, la cui catena aminoacidica comprende da
100 a 400 aminoacidi. In analogia a quanto os-
servato in altri ambiti, anche questi allergeni
rientrano in ben definite categorie strutturali
e/o funzionali: fosfolipasi, ialuronidasi, serina
proteasi, dipeptidilpeptidasi e, nell’ambito
delle Vespinae, il cosiddetto “antigene 5”.

Le fosfolipasi sono allergeni maggiori, sia
dal punto di vista quantitativo (12-15% del peso
secco del veleno di ape? e 6-14% di quello del
veleno dei vespidi?!) che da quello della capa-
cita di suscitare reazioni allergiche; inoltre, il
loro effetto nocivo si esplica anche attraverso
la loro azione citotossica e, per via indiretta,
citolitica?.

Le ialuronidasi, oltre ad essere anch’esse
allergeni maggiori, hanno una struttura alta-
mente conservata nelle diverse famiglie di
imenotteri. In particolare, le ialuronidasi di
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Tabella II - Proteine allergeniche del veleno dei principali imenotteri.

Famiglie Specie Allergeni Nomi comuni Peso molecolare (kDa)
Apidae Apis mellifera Apim 1 Fosfolipasi A2 16
Apim2 Ialuronidasi 39
Apim 3 Fosfatasi acida 43
Apim4 Melittina 3
Apimb Dipeptidilpeptidasi IV 100
Apim6 - 8
Apim?7 CUB serina proteasi 39
Apim 8 Carbossilesterasi 70
Apim?9 Serina carbossipeptidasi 60
Apim 10 Icarapin variant 2, carbohydrate-rich -

protein

Apim 11 Major royal jelly protein 50
Bombus terrestris Bomt1 Fosfolipasi A2 16
Bomt4 Proteasi 27
Vespidae Vespa crabro Vespp 1l Fosfolipasi A1B 34
Vespp 5 Antigene 5 23
Dolichovespula arenaria Dolab Antigene 5 23
Dolichovespula maculata Dolm 1 Fosfolipasi A1B 34
Dol m 2 Ialuronidasi 42
Dol m 5 Antigene 5 23
Vespula germanica Vesgh Antigene 5 23
Vespula vulgaris Vesv 1 Fosfolipasi A1B 34
Ves v 2 Ialuronidasi 38
Vesv3 Dipeptidilpeptidasi IV 100
Vesv5 Antigene 5 23
Vespula maculifrons Ves m 1 Fosfolipasi A1B 34
Ves m 2 Ialuronidasi 46
Ves m 5 Antigene 5 23
Polistes dominulus Pold1 Fosfolipasi Al 34
Pold 4 Serina proteasi 33
Pold 5 Antigene 5 23
Polistes gallicus Polgl Fosfolipasi Al
Polgh Antigene 5 24
Polistes exclamans Polel Fosfolipasi Al 34
Pole4 Serina proteasi 33
Pole b Antigene 5 23
Formicidae  Solenopsis invicta Solil Fosfolipasi A1B 18
Soli2 14
Soli3 26
Soli4 12
Solenopsis richteri Solr2 13
Solr3 --- 24

ape e vespidi presentano circa il 50% di ami-
noacidi identici e circa il 67% di omologia di
sequenza complessiva (aminoacidi identici +
simili): in virtu di tale caratteristica, esse co-
stituiscono gli allergeni con reattivita crociata
piu importante dei veleni di Apidae e Vespi-
dae®. A titolo esemplificativo, il confronto fra
le sequenze aminoacidiche delle ialuronidasi
di Vespula vulgaris (allergene Ves v 2) e Apis
mellifera (allergene Api m 2), ottenuto con il
software BLAST ("Basic Local Alignment Se-
arch Tool") e illustrato in Figura 1.

Fra gli allergeni specifici del veleno di ape,
¢ degna di nota la mellitina (Api m 4), quanti-
tativamente molto rilevante (circa il 50% del
peso secco del veleno), ma responsabile di
reazioni allergiche con frequenza inferiore ad
altri, seppur elevata (28% dei casi?).

Per quanto riguarda le Formicidae, i pochi
dati disponibili sugli allergeni di Solenopsis
invicta evidenziano alcune omologie con quelli
dei vespidi: di grado elevato (560% di aminoa-
cidi identici) fra Sol i 3 ed antigene 5, deci-
samente inferiore fra Sol i 1 e fosfolipasi A3,

Iter diagnostico dell’allergia ad imenotteri

La diagnostica dell’allergia ad imenotteri ¢
un processo spesso lungo e laborioso, che, in
aggiunta alle usuali problematiche di ambito
dermoallergologico, presenta difficolta legate
essenzialmente alla mancanza di un test com-
pletamente affidabile e predittivo dei rischi
futuri, nonché all’alta frequenza di polisensi-
bilizzazioni e reazioni crociate, di non agevole



Figura 1 - Omologia di sequenza aminoacidica fra le ialuronidasi di Vespula vulgaris (Ves v 2) e Apis mellifera (Api m 2).
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Vesv 2 6 RVFNIYWNVPTFMCHQYDLYFDEVIN-FNIKRNSKDDFQGDKIAIFYDPGEFP 57
R FN+YWNVPTFMCH+Y L F+EV+ + I +N D F+G++IAI YDPG FP

Apim 2 9 REFNVYWNVPTFMCHKYGLRFEEVSEKYGILONWMDKFRGEEIAILYDPGMFP 61

Vesv 2 58 ALLSLKDGKYKKRNGGVPQEGNITIHLQKFIENLDKIYPNRNFSGIGVIDFER 110
ALL  +G RNGGVPQ GN+T HLQ F ++L P+++F G+GVIDFE

Apim 2 62 ALLKDPNGNVVARNGGVPQLGNLTKHLQVFRDHLINQIPDKSFPGVGVIDFES 114

Vesv 2 1M WRP IFRQNWGNMKIHKNF SIDLVRNEHP TWNKKMIELEASKRFEKYARFFMEE 163
WRPIFRQNW +++ +K S+++VR EHP W+ + +E EA +RFEKY + FMEE

Apim 2 115 WRP IFRQNWASLQPYKKLSVEVVRREHPFWDDQRVEQEAKRRFEKYGQLFMEE 167

Vesv 2 164 TLKLAKKTRKQADWGYYGYPYCFNMSPNNLVPECDVTAMHENDKMSWLENNON 216
TLK AK+ R A+WGYY YPYC+N++PN +C+ T M ENDKMSWLE +++

Apim 2 168 TLKAAKRMRPAANWGYYAYPYCYNLTPNQP SAQCEAT TMQENDKMSWLFESED 220

Vesv 2 217 VLLPSVYVRQELTPDORIGLVQGRVKEAVRISNNLKHS-PKVLSYWWYVYQDE 268
VLLPSVY+R LT +R+GLV GRVKEA+RI+ + S KVL Y+WY YQD

Apim 2 221 VLLPSVYLRWNLTSGERVGLVGGRVKEALRIARQMTTSRKKVLPYYWYKYQDR 273

Vesv 2 269 INTFLTETDVKKTFQEIVINGGDGIIIWGSSSDVNSLSKCKRLODYLLTVLGP 321
+T L+ D++ T ++I G DG IIWGSS D+N+ +KC + ++YL LGP

Apim 2 274 RDTDLSRADLEATLRKITDLGADGFIIWGSSDDINTKAKCLQFREYLNNELGP 326

Vesv 2 322 -———IAIN 325

IA+N
Apim 2 327 AVKRIALN 334

Aminoacidi identici:177/326 (54%)
Aminoacidi simili: 236/326 (72%)
E =2x10-133

differenziazione con le metodiche attualmente
disponibili.

Lessenziale punto di partenza dell’iter
diagnostico, pertanto, € un’anamnesi molto
attenta e approfondita, supportata da alcune
nozioni entomologiche di base relative a strut-
tura anatomica e comportamento dei diversi
imenotteri. In particolare, occorre indagare
accuratamente su numero e data delle rea-
zioni alla puntura, tipo e gravita dei sintomi
e segni clinici relativi, sede della puntura,
tipo di insetto da cui il paziente e stato punto,
trattamento praticato, ambiente e attivita di
lavoro e/o svago, presenza di fattori di rischio,
punture subite in passato non accompagnate
da manifestazioni cliniche, presenza di even-
tuali allergie.

Il numero di punture per anno € correlato
con il rischio di reazioni sistemiche, sia pure
in maniera non lineare: infatti, il 45% dei
soggetti che vengono punti meno di 25 volte
all’anno manifesta tali reazioni, mentre esse
non si presentano in soggetti con una frequen-
za molto maggiore di punture, superiore a 200
per anno®?. Anche la distanza temporale fra
le punture ¢ importante in tal senso, poiché il
rischio di reazioni sistemiche si incrementa
in caso di intervallo breve e decresce pro-

gressivamente all’aumentare di quest’ultimo,
rimanendo tuttavia intorno al 20-30% a 10 anni
dall’ultima puntura subita?s?7.,

Una storia clinica positiva per pregressa
reazione grave € un importante fattore progno-
stico negativo in caso di nuova puntura: la fre-
quenza del ripetersi di una tale manifestazione
oscilla fra il 57% e il 75%, secondo le diverse
casistiche?282 La puntura successiva ad una
reazione sistemica da veleno di imenotteri
determina una ulteriore reazione sistemica
nel 40% dei bambini e nel 74% degli adulti,
solitamente di entita simile alla precedente,
ma piu grave nel 10% circa dei casi®. Una re-
azione locale estesa e associata ad un rischio
di reazione sistemica nel 5-15% in occasione
dell’eventuale puntura successiva3!.

Lidentificazione del tipo di insetto risul-
ta spesso difficile, soprattutto per mancata
osservazione da parte del paziente delle ca-
ratteristiche anatomiche identificative delle
diverse specie. In tale ambito, I'indicazione
che i pazienti piu frequentemente riescono a
fornire & quella relativa alla presenza del pun-
giglione dell’insetto in sede di puntura: com’e
noto, esso rimane infisso nella cute nel caso
delle api, mentre cio non avviene nel caso dei
vespidi, che sono quindi capaci di molteplici
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punture. I rischi peril paziente variano in fun-
zione del tipo di insetto: le reazioni sistemiche
sono piu frequenti in seguito a puntura di ape
che di vespidi®?, ma le reazioni pericolose per
la sopravvivenza del paziente sono dovute a ve-
leno di Vespa crabro 3 volte piu frequentemente
che aveleno di ape®. Al termine dell’anamnesi
ed in funzione di essa, € possibile pianificare
I’esecuzione di uno o piu dei test diagnostici
in vivo e/o in vitro disponibili: prick test, test
intradermico, dosaggio di IgE specifiche, IgG
specifiche e triptasi sierica basale, sting chal-
lenge test; ulteriori test di laboratorio sono per
ora utilizzati solo a fini di ricerca.

Prick test

Viene effettuato analogamente a quello per
i comuni aero- e trofoallergeni, tramite puntu-
ra superficiale sulla faccia volare dell’avam-
braccio attraverso una goccia di estratto
allergenico. Nel caso degli imenotteri viene
testato il veleno a dosi incrementali, da 0,01 a
100 wg/ml, interrompendo la progressione alla
comparsa di una chiara reazione positiva.

Il test non deve essere effettuato nelle 2
settimane successive alla puntura dell’insetto,
periodo refrattario nel quale € elevata la possi-
bilita di falsi negativi. Data ’ampia variabilita
della estensione di tale periodo, la negativita
di un test eseguito ad oltre 2 settimane dalla
puntura non deve essere considerata definitiva
se la storia clinica e quella di una reazione si-
stemica, e il test va quindi ripetuto a distanza
di 1-2 mesi?®.

La sensibilita del prick test non € parti-
colarmente elevata, anche con il dosaggio
massimo, e pertanto € sempre opportuno, in
caso di risultato negativo, valutare alla luce
dell’anamnesi 'opportunita di un test intra-
dermico. La specificita e di difficile defini-
zione, specie in pazienti professionalmente
esposti a punture di imenottero frequenti e
ripetute nel tempo.

Test intradermico

Viene eseguito mediante iniezione intrader-
mica, nella faccia volare dell’avambraccio, di
0,02 ml di soluzioni a concentrazione progressi-
vamente crescente di veleno di imenottero (da
0,001 a 1 ug/ml), interrompendo anche in questo
caso la sequenza alla prima dose capace di
indurre reazione allergica®. Le considerazioni
sulla tempistica di esecuzione in relazione al

periodo refrattario successivo a puntura, cosi
come quelle relative alla specificita, sono so-
vrapponibili a quelle illustrate per il prick test.

Il1test intradermico ha sensibilita superiore
a quella del prick test, raggiungendo il 90% e
oltre alla concentrazione di 1 ug/ml, ma presen-
ta rischi superiori, e viene di solito impiegato
in caso di pazienti con prick test negativo, ma
storia clinica positiva per reazione sistemica3.

Dosaggio delle IgE specifiche

Puo essere effettuato con diverse tecniche,
dal classico RAST (Radio Allergo Sorbent
Test) a quelle di pit moderna concezione e
maggiore sensibilita. Gli anticorpi IgE si in-
crementano in un periodo oscillante da alcuni
giorni ad alcune settimane dopo la puntura
dell’imenottero, per poi ridursi lentamente,
in un tempo anch’esso estremamente varia-
bile da individuo a individuo. Per tali motivi,
similmente a quanto gia discusso per i test
cutanei, un basso livello di IgE specifiche al
primo controllo necessita sempre di verifica
attraverso ripetizione del dosaggio a distanza
di alcune settimane®. La sensibilita in soggetti
con pregressa reazione sistemica € inferiore
a quella dei test intradermici, mentre per la
specificita i dati sono del tutto sovrapponibilis.

Dosaggio delle IgG specifiche

Il test permette di evidenziare I’avvenuta
esposizione all’antigene, in quanto le IgG au-
mentano dopo puntura, indipendentemente
dall’eventuale reazione allergica, e decrescono
rapidamente. In soggetti esposti per motivi
lavorativi, quali gli apicoltori, il livello sierico
di IgG correla direttamente col numero di anni
di lavoro e di punture annue. Tale test non
ha attualmente alcun ruolo nella diagnostica
standard dell’allergia ad imenotteri.

Triptasi sierica basale

I livelli di questo enzima, se elevati, costi-
tuiscono fattore di rischio per lo sviluppo di
reazioni di shock fatali o, comunque, gravi. Il
dosaggio andrebbe, pertanto, valutato in caso
di anamnesi positiva per reazioni di grave
entita6s7,

Altri test in vitro

Sono stati proposti e sperimentati test in
vitro quali immunoblotting, test di rilascio
di istamina dai basofili (basophil histamine



release test), test di attivazione dei basofili
(basophil activation test), test di rilascio dei
leucotrieni (leukotriene release test). Lim-
piego di tali test € attualmente limitato, per
molteplici motivi, solo ad attivita di ricerca.
Un primo ostacolo al loro impiego routinario
e il costo, legato alla disponibilita di operatori
specializzati e di apparecchiature disponibili
solamente in laboratori selezionati. Lappli-
cazione su scala ridotta fa si, inoltre, che non
esista una standardizzazione di tali procedure,
e, di conseguenza, non sia possibile effettuare
una comparazione fra risultati di laboratori
diversi. Da ultimo, ma non meno importante
clinicamente, esistono pochi dati sulla sensi-
bilita e specificita, specialmente per quanto
riguarda la reazione alla riesposizione al
veleno?®.

Sting challenge test

Consiste nel far pungere il paziente, in
condizioni controllate, dall’imenottero re-
sponsabile della pregressa allergia. Si tratta,
com’e intuibile, di un test particolarmente
rischioso, da effettuarsi con estrema prudenza,
solo in strutture ospedaliere e con personale
adeguatamente preparato alla gestione delle
eventuali emergenze. Attualmente viene uti-
lizzato per verificare se i pazienti sottoposti a
immunoterapia specifica per veleno di imenot-
tero, giunti alla dose di mantenimento, siano
adeguatamente protetti da nuove reazioni
allergiche. Qualora il paziente manifesti rea-
zione allo sting challenge test, I'innalzamento
della dose di mantenimento permette spesso
di raggiungere la protezione desiderata®.

Limpiego del test come mezzo per 'iden-
tificazione di soggetti bisognosi di immuno-
terapia, in uso fino ad alcuni anni addietro,
stato abbandonato per via della pericolosita
associata ad una predittivita non assoluta; ana-
logamente, per via dei rischi, ne & sconsigliata
I’esecuzione ad oltre un anno di distanza dal
termine dell’immunoterapia, quale pratica
routinaria per valutare la persistenza della
protezione nel tempo?.

Irisultati dei test: significato clinico e insidie
diagnostiche

La regola dell’integrazione fra clinica e
risultati dei test diagnostici, valida in ogni set-
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tore della medicina, diventa particolarmente
importante nel caso dell’allergia a veleno di
imenotteri, in considerazione delle conoscenze
ancora incomplete in materia e dei gia men-
zionati limiti dei test attualmente disponibili.

Secondo quanto riportato dalle linee guida
EAACI3, la sensibilizzazione a veleno di ime-
nottero viene definita da una storia clinica
di reazione avversa associata a un test cuta-
neo positivo o a elevati livelli sierici di IgE
specifiche: si tratta, al momento, dell’unica
conclusione certa a cui e possibile giungere
in questo campo. Non esistono, infatti, esami
o marcatori certamente predittivi dell’evolu-
zione futura nel singolo paziente: secondo le
diverse casistiche, una quota oscillante tra il
25% e 1’84% dei soggetti positivi ai test cutanei
non manifesta reazioni in occasione di una
successiva puntura dello stesso imenottero, e,
al contrario, fino al 22% dei soggetti negativi
ai test puo sviluppare una reazione sistemica
alla puntura®-. Riguardo a questi ultimi, e
da osservare che non sempre la negativita e
dovuta ad esecuzione dei test in periodi ina-
deguati (nel periodo refrattario o ad eccessiva
distanza temporale dalla puntura) o a scarsa
sensibilita dei metodi diagnostici in vivo e/o
in vitro utilizzati: uno studio condotto con un
RAST ad elevata sensibilita suggerisce che, in
alcuni casi, anche quantita di IgE estremamen-
te piccole (<1 ng/ml) possono essere sufficienti
ad innescare reazioni sistemiche gravi?.

Il riscontro di positivita multiple ai test e
evenienza comune nella pratica clinica. Solo
in una quota di casi, tuttavia, tale riscontro e
indicativo di un’effettiva polisensibilizzazio-
ne, mentre in altri casi il fenomeno € dovuto
alle multiple reattivita crociate, di cui gia si
e accennato, sia fra imenotteri appartenenti
alla stessa famiglia, sia fra quelli di famiglie
differenti®. Le reattivita crociate possono es-
sere causate da epitopi condivisi, o comunque
simili, composti esclusivamente da aminoacidi
oppure contenenti anche carboidrati: mentre
i primi sono di accertata rilevanza, come nel
caso della ialuronidasi, il significato clinico
dei secondi appare pressoche nullo, ed essi
costituiscono quindi elemento di “disturbo”
nel dosaggio delle IgE sieriche specifiche e
nel test di attivazione dei basofili, riducendone
significativamente 1’'utilita a fini pratici*>*.
La distinzione fra polisensibilizzazioni e rea-
zioni crociate e di fondamentale importanza
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nella programmazione dell’immunoterapia
specifica, trattamento dimostratosi di ottima
efficacia protettiva se correttamente eseguito
ed associato all’educazione del paziente alla
puntuale attuazione delle opportune norme
di prevenzione e di gestione delle eventuali
emergenze.

Conclusioni e prospettive future

Laricerca clinica e di base in tema di aller-
gia a veleno di imenotteri ha compiuto negli
ultimi anni notevoli progressi, tradotti spesso
in cambiamenti, anche sostanziali, di taluni
aspetti dell’approccio diagnostico e, conse-
guentemente, terapeutico, con indubbi benefici
per il paziente. Ulteriori, ampi margini di mi-
glioramento sono possibili, soprattutto in am-
bito diagnostico, dove il prossimo futuro € gia
in parte presente: in particolare, le prospettive
piu promettenti sono quelle legate all'impiego
degli allergeni ricombinanti, per lungo tempo
rimasti confinati all’ambito strettamente spe-
rimentale ma di recente, grazie ai progressi
della biologia molecolare, divenuti disponibili
in quantita sufficiente ed a costi accettabili
per I'impiego nella pratica clinica. Forme ri-
combinanti di numerose proteine allergeniche
dei diversi veleni (fra cui la maggior parte di
quelle indicate in tabella II) sono state sinte-
tizzate e impiegate con successo, garantendo
un’elevata affidabilita diagnostica e I’assenza
dei contaminanti presenti, sia pure in tracce,
negli estratti allergenici prodotti a partire dal
veleno dell’insetto*. Alcuni autori hanno anche
suggerito la possibilita di realizzare estratti
allergenici miscelando opportunamente diver-
si allergeni ricombinanti, al fine di ottenere
una riproduzione del veleno dell’imenottero
priva di contaminanti e di allergeni inducenti
reattivita crociate di nessun interesse clinico®.
Inoltre, la disponibilita dei singoli allergeni
ricombinanti ha permesso, e sempre piu per-
mettera in futuro, la valutazione dell’effettiva
rilevanza clinica di ciascuno di essi, nonché lo
studio delle reattivita crociate. Significativo e,
in tal senso, il contributo di due recenti lavori,
che hanno identificato alcuni allergeni specie-
specifici e hanno dimostrato la possibilita del
loro impiego per la distinzione, con precisione
superiore a quella dei test attuali, fra pazienti
allergici a veleno di ape e allergici a veleno di

vespa“®, nonché fra casi di doppia sensibilizza-
zione e casi di reattivita crociata®’.
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Dermatite allergica da contatto da corticosteroidi:
procedimento diagnostico

Luca Stingeni

Riassunto. E’ ben noto che i corticosteroidi topici (CT), composti dotati di spiccate proprieta antinfiammatorie,
immunosoppressive e antiproliferative, sono in grado di indurre dermatite allergica da contatto. La prevalenza
€ molto variabile, essendo stimata tra lo 0,2% e il 5% in soggetti consecutivi sottoposti a patch test. Linquadra-
mento clinico non € sempre agevole; tale aspetto, insieme al rischio di reazioni avverse dopo somministrazione
sistemica a tali composti in soggetti sensibilizzati a uno o piu CT e la necessita di individuare composti alterna-
tivi, rende indispensabile ’adozione di un protocollo diagnostico. Questo prevede I’esecuzione sequenziale di
patch test e, se negativo, prick test e, quando negativo anche questo ultimo, di test intradermico con il farmaco
in causa e con una serie di CT strutturalmente diversificati al fine di individuare le possibili reazioni crociate.
La scelta del veicolo ottimale per il patch non € sempre agevole: oltre a vaselina, ottimale per budesonide e per
la maggior parte dei CT, etanolo ¢ il veicolo di scelta per alcuni CT, quale idrocortisone 17-butirrato. La concen-
trazione impiegata influenza con modalita inversamente proporzionale la valenza diagnostica del test: se troppo
elevata, e alto il rischio di reazioni falsamente negative perché prevale I'effetto antinfiammatorio. Questo ultimo
influenza in modo rilevante la lettura dei test, che deve essere protratta al 6°-7° giorno anche per evitare lo “skin
blanching” e 1"’edge effects”, tipici delle letture in 12-22 giornata. Il prick test e il test intradermico assicurano
maggiore biodisponibilita del farmaco ma non sono scevri di effetti collaterali. Il test intradermico, inoltre, &
allestibile solo per composti idrosolubili. In caso di negativita a tali test, € auspicabile I’esecuzione di ROAT
(Repeated Open Application Test). LAutore discute i vantaggi e i limiti delle singole metodiche diagnostiche,
precisandone concentrazione, veicoli ottimali e modalita di valutazione dei risultati.

Parole chiave: corticosteroidi topici, dermatite allergica da contatto, patch test, prick test, test intradermico,
ROAT.

Summary. Contact allergy to corticosteroids: diagnostic procedure. It’s well known that topical corticosteroids (TC),
compounds equipped with marked anti-inflammatory, immunosuppressive and antiproliferative effects, are able
to induce allergic contact dermatitis (ACD). Its prevalence is very variable, being estimated between 0.2% and
5% in consecutive patch-tested subjects for contact dermatitis. Clinical diagnosis is not always easy; this aspect,
together with the risk of adverse reactions following systemic administration to such compounds in individuals
sensitized to one or more CT and the need to identify alternative compounds, makes necessary the adoption
of a diagnostic tool. This provides for the sequential performance of patch test and, if negative, prick test, and
when also the latter is negative, intradermal test with the suspected CT and a series of structurally diverse CT
in order to identify possible cross-reactions. The choice of the optimal vehicle for patch testing is not always
easy. Vaseline is the optimal vehicle for budesonide and for most of the CT, while ethanol is the choice vehicle
for some CT, such as hydrocortisone 17-butyrate. Use concentration acts in a manner inversely proportional to
the diagnostic value of patch test: there is a high risk of false negative reactions if concentration is too high. I
this case the anti-inflammatory effect is prevalent. This anti-inflammatory action significantly influences the
time reading of patch test. For this reason it is essential that the patch test readings are carried out until the
seventh day, also to avoid the "skin blanching" and "edge effects", typical of the readings done in the first-second
day. Skin prick test and intradermal test ensure greater bioavailability of the drug but they can cause local
and systemic side effects. Moreover, intradermal test can be set-up and done only if CT is water-soluble. In
case of negative results of pateh, prick and intradermal test, it is advisable to perform ROAT (Repeated Open
Application Test). The author discusses the advantages and limits of these diagnostic tools, specifying optimal
concentration and vehicles for epicutaneous tests and stating methods to evaluate the results.

Key words: topical corticosteroids, allergic contact dermatitis, patch test, prick test, intradermal test, ROAT.
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Introduzione

Correva il lontano 1952 quando il primo cor-
ticosteroide topico (CT) e stato impiegato nella
pratica clinica!; da tale epoca in poi l'utilizzo
di questi composti si e rapidamente diffuso per
la loro spiccata azione antinfiammatoria, im-
munosoppressiva e antipruriginosa, tanto che
ancora oggi essi rappresentano i farmaci topici
piu frequentemente utilizzati in Dermatologia.

Gli effetti collaterali da CT (quali atrofia
cutanea, teleagectasie, fragilita vasale, por-
pora, striae cutis distensae, dermatite perio-
rale, rosacea, ipertricosi, alterazioni della
pigmentazione, ritardo della cicatrizzazione,
suscettibilita alle infezioni) sono ben noti da
tempo. La sensibilizzazione cellulomediata
da essi indotta e stata sospettata per la prima
volta nel 1959 in 2 casi nei quali il composto
incriminato era idrocortisone?3. Essa e stata
oggetto di numerose segnalazioni in letteratu-
ranel corso degli ultimi 20 anni ma, nonostante
cio, questo a dir poco paradossale fenomeno
allergologico solleva numerose problematiche,
relative sia all’inquadramento clinico che al
procedimento diagnostico da adottare.

La reale prevalenza della dermatite aller-
gica da contatto (DAC) da CT non e facilmente
desumibile dai dati della letteratura, oscillan-
do tralo 0,2% e il 5,9% dei soggetti consecutivi
sottoposti a patch test’. E’ verosimile che tale
ampia variabilita sia condizionata dai CT
testati e dalle diverse serie di CT utilizzate
in paesi diversi. Tra i fattori in grado di in-
fluenzare la DAC da CT sono determinanti le
abitudini prescrittive dei medici, la tipologia
dei CT disponibili in commercio, ’educazione
sanitaria in merito, la modalita di selezione dei
campioni studiati, 1a concentrazione e il tipo
di veicolo impiegati per ’esecuzione dei test
cutanei allergodiagnostici (TCA) e i tempi di
lettura degli stessi.

In uno studio multicentrico SIDAPA (So-
cieta Italiana di Dermatologia Allergologica,
Professionale e Ambientale)® la prevalenza e
risultata pari allo 0,98%, ben inferiore a quella
riscontrata in una contemporanea indagine
multicentrica europea (2,0%)%; tale discrepan-
za sembrerebbe essere in relazione soprattutto
ad un minor impiego clinico dei CT e al loro
uso qualitativamente diverso piuttosto che
alla diversificazione degli allergeni testati. La
miscela di CT utilizzata in Italia era costituita
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da idrocortisone acetato, budesonide, desossi-
metasone e idrocortisone 17-butirrato; quella
impiegata in ambito europeo conteneva tixo-
cortolo pivalato (non in commercio in Italia),
budesonide e idrocortisone 17-butirrato. A pre-
scindere dalla diversa composizione dei mix,
tuttavia, la testificazione dei singoli compo-
nenti della miscela evidenziava che la maggior
parte delle reazioni positive erano riscontrate,
in Italia e in Europa, a budesonide (48,1% e
41,8%, rispettivamente) e idrocortisone 17-bu-
tirrato (29,6% e 21,7%, rispettivamente).

Procedimento diagnostico

Parametri clinici

Nel sospetto di DAC da CT, i parametri cli-
nici da prendere in considerazione si differen-
ziano rispetto a quelli documentabili in corso
di DAC causata da altri medicamenti per uso
topico’. Essi sono rappresentati da:

a) non risposta clinica al trattamento in
una dermopatia corticosteroide-sensibile.
Tale criterio, ovviamente, deve essere preso
in considerazione quando vi € certezza che il
paziente si sia medicato correttamente e in
assenza di fattori in grado di interferire con
la buona riuscita del trattamento, come le so-
vrainfezioni batteriche. Tale parametro clinico
e valido sia negli adulti® che nei bambini®; in
questi ultimi e stato prospettato che nel 25% di
soggetti pediatrici affetti da dermatite atopica
e non responsivi alla terapia con CT si possa
sospettare una DAC da CT;

b) peggioramento dell’obbiettivita cuta-
nea. In questo caso € presente accentuazione
dell’eritema e dell’edema, mentre la franca
essudazione € di rara osservazione!;

¢) comparsa di un’eruzione seconda che
puo essere isomorfa (e pertanto eczematosa),
esantematiforme (per lo pitt morbilliforme e
scarlattiniforme)!! e polimorfosimile. In questo
ultimo caso e soprattutto budesonide il CT piu
frequentemente segnalato!?;

d) dermatite da contatto sistemica (DCS).
Tale entita clinica si realizza per impiego si-
stemico (orale, intramuscolare, endovenoso,
inalatorio, intralesionale e intrarticolare) di
un composto che ha precedentemente indotto
una DAC o di un composto ad esso chimicamen-
te correlato. Al pari dell’eruzione seconda, la
DCS da corticosteroidi puo estrinsecarsi con
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aspetto eczematiforme, esantematiforme e po-
limorfosimile, a lenta evoluzione!®. Leruzione
polimorfosimile da triamcinolone acetonide
in soggetto con allegata DAC da budesonide
topico ne rappresenta un esempio®: i 2 com-
posti, infatti, presentano evidenti analogie
molecolari.

Oltre a criteri clinici, il sospetto di DAC da
CT non puo prescindere dal criterio topogra-
fico. Le sedi di localizzazione piu frequenti
di DAC da CT sembrerebbero essere soprat-
tutto gli arti inferiori, specie per patologie su
base vascolare (ulcere venose e dermatite da
stasi)4; seguirebbero il distretto ano-genitale
(prurigo), i piedi (disidrosi), le mani (derma-
tite da contatto, dermatite atopica) e il volto
(dermatite atopica).

Test cutanei allergodiagnostici

ITCA impiegati sono: patch test, prick test,
test intradermico, ROAT (Repeated Open Ap-
plication Test)'3.

Patch test

Rappresenta il test cutaneo piu idoneo e
senza dubbio meno rischioso per la diagnosi
di DAC da CT. E’ stato recentemente appurato
che il patch test con budesonide e tixocortolo
pivalato consente di individuare 1'88,5% delle
DAC da CS; tale percentuale sale al 92,5%
quando ai 2 precedenti composti si aggiunge
idrocortisone 17-butirrato®. Il valore diagno-
stico del patch test, tuttavia, ¢ fortemente
condizionato da fattori in parte dipendenti
dagli effetti farmacologici di tali composti
(vasocostrizione, vasodilatazione, attivita an-
tinfiammatoria), in parte dal loro scarso assor-
bimento attraverso la cute indenne. Il rischio
di reazioni falsamente negative, infatti, ¢ alto
se sono impiegati veicoli e concentrazioni non
adeguati e se i tempi di lettura del test non
sono sufficientemente prolungati. E altresi
buona regola non eseguire il patch test con
le preparazioni del commercio per la bassa
concentrazione del principio attivo in essi
contenuto che esporrebbe a rischio di reazioni
falsamente negative. Al pari, I'impiego di con-
centrazioni troppo elevate e sconsigliabile per
il rischio di reazioni falsamente negative per
I'effetto antinfiammatorio e vasocostrittore di
tali composti?.

Relativamente alla concentrazione, per
la maggior parte dei CT e impiegata quella

dell’1%; ’eccezione e rappresentata da bu-
desonide, per il quale e preferibile lo 0,01%°.

Per quanto concerne la veicolazione dei
CT, & preferibile I'impiego di vaselina per
tixocortolo pivalato, budesonide e desossime-
tasone, mentre per idrocortisone 17-butirrato
e piu idoneo utilizzare etanolo!. Nella serie
standard SIDAPA 2012 sono presenti 2 CT:
budesonide 0,01% e idrocortisone 21-acetato
1%, entrambi veicolati in vaselina.

Etanolo e sicuramente preferibile rispetto
a vaselina perché offre assorbimento discre-
to e buona biodisponibilita del composto,
consentendone di ridurre la concentrazione
e la durata dei tempi di lettura. Tuttavia tale
veicolazione ha scarsa stabilita a causa della
volatilita e raramente e causa di sensibilizza-
zione!, Un nostro recente lavoro ha dimostrato
I'utilita d’impiego di etossidiglicole come
veicolo per idrocortisone 17-butirrato; esso
fra I’altro ha consentito di ridurre la concen-
trazione del CT allo 0,1%, con ottimi risultati
di solubilizzazione e in assenza di reazioni
falsamente negative!’s.

La stabilita degli allergeni rappresenta un
ulteriore fattore in grado di condizionare le
reazioni falsamente negative al patch test con
CT. E’ raccomandabile la conservazione in fri-
go (6-8°C) e il confezionamento in contenitori
con tappo; € pure auspicabile il loro rinnovo
ogni 3 mesi'’.

E’ d’obbligo la lettura ritardata del patch
test fino alla 52-72 giornata dalla rimozione
dell’apparato testante; quando si effettua la
lettura solo in seconda giornata, si perdono
fino al 30% delle reazioni positive!*.

In merito alla valutazione del patch test,
merita di essere sottolineato che, al pari delle
manifestazioni cliniche, e rara I’osservazione
di reazioni francamente eczematose. Piu fre-
quenti sono quelle eritemato-desquamative
e/o eritemato-papulo-pomfoidi, in assenza di
franca vescicolazione!?. Nella valutazione del
patch test si deve tener conto di: a) “edge ef-
fect”, caratterizzato da sbiancamento dell’area
centrale della sede di applicazione del patch
test, per maggiore concentrazione in tale area
del CT che determina vasocostrizione, e da
eritema ed edema periferici; b) “skin blan-
ching”, ovvero sbiancamento diffuso dell’area
di testatura per vasocostrizione seguito da va-
sodilatazione massiva, con rischio di reazioni
falsamente positive!®,



Prick test e test intradermico

E’ oramai assodato che il rischio di rea-
zioni falsamente negative al patch test con
CT & dovuto per lo piu al loro scarso assor-
bimento attraverso la cute integra. Per tale
ragione quando i dati clinico-anamnestici
sono fortemente deponenti per DAC da CT e
il patch test ha dato esito negativo € neces-
sario eseguire il prick test e, se negativo, il
test intradermico®>'. La valenza diagnostica
di entrambi i test, che assicurano una buona
biodisponibilita del farmaco, &€ dimostrata
sia nella sensibilizzazione di IV tipo che in
quelle di I e III tipo. In queste ultime la let-
tura dei test deve essere immediata (20 min
dalla loro esecuzione) e la reazione positiva e
perlo piu di tipo eritemato-edematoso. Nella
sensibilizzazione cellulomediata la lettura
dei 2 test deve essere ritardata (fino alla 52-72
giornata); le reazioni positive si estrinsecano
con morfologia eritemato-edemato-papulosa,
raramente eczematosa, al pari di quanto si
osserva nel patch test.

I rischi connessi all’esecuzione del prick
test e, soprattutto, del test intradermico sono
rappresentati da: atrofia cutanea, reazioni
locali bollose, eruzione cutanee “seconde”,
reazioni sistemiche’.

I1 prick test € eseguito alla stessa concen-
trazione del patch test impiegando come vei-
colo una soluzione idroalcolica (50%). Il test
intradermico e effettuato alla concentrazione
10 volte inferiore rispetto ai precedenti test
(0,1%) utilizzando come veicolo la soluzione
fisiologica; pertanto il suo allestimento & pos-
sibile solo per composti idrosolubili. E’ stato
recentemente dimostrato che esso € superiore
al patch test nell’individuare sensibilizzazione
cellulomediata a CT; tuttavia non puo essere
utilizzato routinariamente per la maggiore
frequenza dei sopracitati effetti collaterali
rispetto agli altri test in vivo.

Sia per il prick test che per il test intrader-
mico e consigliabile I'esecuzione di un test
di controllo negativo (soluzione fisiologica
per entrambi) e di uno positivo (istamina di
cloridrato: 10 mg/ml per il primo, 0,1 mg/ml
per il secondo).

Al pari del patch test, le soluzioni per prick
test e test intradermico devono essere con-
servate in frigorifero (6-8°C) e confezionate
in contenitori con tappo; il loro rinnovo deve
essere effettuato settimanalmente.
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Repeated Open Application Test (ROAT)

ROAT rappresenta la metodica che completa
il pannello diagnostico in caso di negativita
dei TCA sopracitati®. Al pari del patch test,
non € scevro di reazioni falsamente negative
per lo scarso assorbimento dei CT attraverso
la cute sana. Al contrario, la sua esecuzione su
cute lesa o pretrattata con sostanze in grado
di alterare la barriera cutanea (quale sodio
laurilsolfato) e pertanto di favorirne ’assorbi-
mento, espone a rischio di reazioni falsamente
positive. In ogni caso e indispensabile che
I’esecuzione del test sia protratta fino alla 72
giornata; I’eventuale reazione positiva, al pari
dei TCA, ¢ solo raramente di tipo eczematoso,
essendo rappresentata per lo piu da reazioni
di tipo eritemato-edematoso, a volte papuloso,
non infrequentemente con aspetto a tipo “edge
effect”, al pari di quanto osservabile al patch
test!o.

In letteratura sono descritti casi di DAC
da CT diagnosticati dalla positivita del solo
ROAT?,

Quali corticosteroidi testare?

Nella serie standard SIDAPA 2012 sono at-
tualmente presenti 2 allergeni corticosteroidei
come marker di sensibilizzazione cellulome-
diata ai CT: budesonide 0,01% e idrocortiso-
ne 21l-acetato 1% (entrambi in vaselina). Nel
sospetto di DAC da CT, tuttavia, noi eseguiamo
i TCA con la serie “Corticosteroidi topici” ripor-
tata nella tabella I. Il patch test con il prodotto
del commercio, come precedentemente detto,
risulta spesso negativo per la bassa concentra-
zione del principio attivo; pertanto esso non
puo essere considerato un idoneo strumento
diagnostico.

In considerazione del frequente riscontro di
reazioni crociate a corticosteroidi sistemici (CS)
in soggetti sensibilizzati a CT, € a nostro modo di
vedere deontologicamente corretto eseguire in
questi ultimi TCA con i CS riportati nella tabella
II. Cio al fine di individuare in questi pazienti
CS alternativi, da confermare successivamente
con I’esecuzione di test di scatenamento.

Reazioni positive multiple ai corticosteroidi

In soggetti con sensibilizzazione ai CT non e
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Tabella I - Test cutanei allergodiagnostici: serie “corticosteroidi topici”.

Corticosteroidi topici Patch test* Prick test$§ Test intradermico®
(%) (%) (%)
Betametasone 17-valerato 1 1 0,1
Budesonide 0,01 0,01 NE
Desossimetasone 1 1 NE
Difluocortolone pivalato 1 1 0,1
Fludrocortisone 1 1 NE
Fluocinolone acetonide 1 1 NE
Fluocortolone 1 1 NE
Fluocortolone caproato 1 1 0,1
Fluorometolone 1 1 NE
Fluradrenolone 1 1 NE
Idrocortisone 21-acetato 1 1 NE
Idrocortisone 17-butirrato 1 1 0,1
Triamcinolone acetonide 1 1 0,1

*tutti in vaselina, fatta eccezione per idrocortisone 17-butirrato (etanolo); § in soluzione idroalcolica; ° in soluzione fisio-
logica; NE: non effettuabile per insolubilita in acqua del principio attivo

Tabella II - Test cutanei allergodiagnostici: serie “corticosteroidi sistemici”.

Corticosteroidi sistemici Patch test* Prick test$§ Test intradermico®
(%) (%) (%)
Betametasone sodio fosfato 1 1 0,1
Desametasone 1 1 NE
Desametasone disodio-21-fosfato 1 1 0,1
Idrocortisone sodio succinato 1 1 0,1
Metilprednisone 1 1 NE
Metilprednisolone sodio succinato 1 1 0,1
Prednisone 1 1 NE
Triamcinolone 1 1 NE
Triamcinolone acetonide 1 1 NE

* in etanolo; § in soluzione idroalcolica; ° in soluzione fisiologica; NE: non effettuabile per insolubilitd in acqua del

principio attivo

infrequente ’osservazione di reazioni positive
multiple ai TCA. E’ arduo precisare se tale
evento sia espressione di polisensibilizzazio-
ne o di sensibilizzazione crociata, specie in
soggetti con patologie corticosteroidi-sensibili
croniche, per le quali e difficile precisare se
un composto risultato positivo al pateh test sia
stato utilizzato nel passato®. Tale problematica
ha stimolato la formulazioni d’ipotesi inter-
pretative sulla base della struttura molecolare,
brevemente riportate di seguito.

Classificazione di Coopman et al?? (1989)
Classe A: assenza di catene esterificate in
C16-C17; prototipo: tixocortolo pivalato (idro-
cortisone 21-acetato, metilprednisolone, pred-
nisolone, prednisone);

Classe B: presenza di radicale cis-diol in C16-
C16; prototipo: triamcinolone acetonide (al-
cinonide, budesonide, desonide, fluocinolone
acetonide);

Classe C: presenza di gruppo CH, in posizione
C16; prototipo betametasone (desametasone,
desossimetasone, fluocortolone);

Classe D: presenza di catene esterificate in
C16-C17; prototipo: idrocortisone 17- butirrato
(beclometasone, betametasone sali, clobetaso-
lo, clobetasone, difluocortolone, fluocortolone
sali).

In base a tale ipotesi classificativa, le rea-
zioni crociate si realizzerebbero, oltre che tra
composti appartenenti alla stessa classe, tra
CT di gruppo B e D; meno frequenti quelle
tra CT di gruppo A e D e di gruppo A e B; rare
quelle tra CT di classe C e altre classi.

Nel 2000% la classe D e stata suddivisa in:

Classe D1: con metil-sostituzione in C16 e/o
alogenazione; prototipo betametasone di-
propionato. Il rischio di reazioni crociate e
medio-basso.
Classe D2: senza metil-sostituzione in C16 e/o
alogenazione; prototipo metilprednisolone
aceponato. Il rischio di reazioni crociate e
medio-alto.

Classificazione di Wilkinson et al?* (2000)
Classe 1: assenza di radicali in C6 e C9: idrocor-
tisone 21-acetato, budesonide, idrocortisone



17-butirrato. Il rischio di reazioni crociate e
alto;

Classe 2: radicali in C6: metilprednisolone,
flurandrenolone, fluocortolone, fluocortolo-
ne caproato. Il rischio di reazioni crociate ¢
medio-alto;

Classe 3: radicali in C9: triamcinolone aceto-
nide, fludrocortisone, desossimetasone, be-
tametasone 17-valerato. Il rischio di reazioni
crociate € medio;

Classe 4: radicali in C6 e C9: fluorometolone,
fluocinolone acetonide, difluocortolone pi-
valato. Il rischio di reazioni crociate € basso.

Classificazione di Baeck et al?® (2011)

Cluster I (gruppo A + gruppo D2 + budesoni-
de): molecole non C6-metilate e spesso non
alogenate: budesonide, idrocortisone acepo-
nato, idrocortisone 17-butirrato, metilpredni-
solone aceponato, prednicarbato, fluocortolo
pivalato, triamcinolone. Il rischio di reazioni
crociate e alto;

Cluster II (gruppo B): molecole alogenate con
struttura chetalica/diolica in C16-C17: amci-
nonide, desonide, fluocinonide, alcinonide. Il
rischio di reazioni crociate € medio-alto;
Cluster III (gruppo C + gruppo D1): moleco-
le alogenate e C16 metilate: beclometasone
dipropionato, betametasone 17-valerato,
clobetasolo propinato, desossimetasone, di-
fluocortolone valerato, fluocortolone pivalato,
fluticasone propionato, mometasone furoato.
Il rischio di reazioni crociate € basso.
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Dermatite allergica da contatto da colliri:
procedimento diagnostico

Monica Corazza e Alessandro Borghi

Riassunto. La diagnosi della dermatite allergica da contatto (DAC) da prodotti topici oftalmici e frequentemente
problematica poiché i patch test eseguiti con metodica convenzionale risultano spesso negativi. Solo il 19-23%
dei pazienti fortemente sospetti di avere una DAC da prodotti oftalmici mostra positivita ai patch test conven-
zionali con i propri prodotti d’'uso. Sono pertanto state studiate alcune metodiche alternative da utilizzare nella
testificazione dei prodotti oftalmici, allo scopo di aumentare la sensibilita del test. Lutilizzo di Large Finn
Chambers (diametro 12 mm) consente di disporre di una maggior superficie di contatto dell’allergene; cio puo
essere utile nella testificazione di deboli allergeni. Lutilizzo di stripping o seratching della cute sulla quale
viene posizionato il test, pud aumentare I’assorbimento e favorire la penetrazione percutanea degli allergeni.
Entrambe queste tecniche sono state impiegate nella testificazione di colliri con elicitazione di risposte posi-
tive. Il pre-trattamento della cute con sodio lauril solfato (SLS), tensioattivo anionico in grado di danneggiare
la barriera cutanea, ha mostrato di incrementare la sensibilita del test ed aumentare I'intensita della risposta,
agevolando la lettura e l'interpretazione delle risposte piu deboli. Nella pratica quotidiana, testare inizial-
mente i prodotti oftalmici utilizzando Large Finn Chambers puo essere piu pratico. Successivamente, in caso
di negativita, puo essere consigliabile ricorrere a procedure piu complesse come il pre-trattamento della cute
con SLS o, seppur minimamente, piu invasive come stripping e scratching.

Parole chiave: colliri, farmaci oftalmici, patch test, dermatite allergica da contatto, metodi alternativi.

Summary. Allergic contact dermatitis to ophthalmic products: diagnostic procedure. The diagnosis of allergic
contact dermatitis from ophthalmic products is often discouraging as patch tests with patients’ own products
are often negative. In fact, only 19-23% of patients strongly suspected of having allergic contact dermatitis from
ophthalmic products are positive to their own products tested in the classical way. Alternative procedures of
performing patch tests with topical ophthalmic medicaments have been proposed with the aim of increasing the
sensitivity of the test. The enlargement of the patch test area provides more positive patch tests results when
testing particular standardized allergens and detects weak sensitizations. Stripping and scratching, damaging
the cutaneous barrier may lead to an increased absorption of the allergen enhancing its percutaneous penetra-
tion. Both these techniques have been successfully experimented with ophthalmic products. Sodium lauryl
sulphate (SLS) is an anionic surface-active agent capable of damaging the cutaneous barrier. Pre-treatment
of the skin with SLS has been shown to increase the sensitivity of patch tests and to reveal more positive re-
sponses in comparison with the conventional patch tests. In conclusion, all these procedures increase patch
test sensitivity and may enhance intensity of responses making evaluation and scoring of the reactions easier.
In everyday practice, directly testing patients’ own products with Large Finn Chamber could be more practical.
Only afterwards, in negative patients, we advise performing time consuming procedures (like SLS pre-treatment)
and slightly invasive methods (such as scratching and stripping) as a second step in the management of allergic
contact dermatitis from ophthalmic products.

Key words: eyedrops, ophthalmic drugs, patch test, allergic contact dermatitis, alternative methods.

Introduzione
quente e rappresentata dalla dermatite aller-

Nei soggetti affetti da dermatite palpebrale gica da contatto (DAC) (45-65%), seguita dalla

la prevalenza di sensibilizzazione & riferita dermatite da contatto irritante (DCI) (15-21%),
variare tra il 24% e il 72% dei casi'®. In corso dalla dermatite atopica (10-23%) e dalla der-
di dermatite palpebrale la diagnosi piu fre- matite seborroica (3-4%)'3. I dati italiani sono
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sostanzialmente in linea con quelli riportati®.
Pertanto, poiché la DAC ¢ la causa piu comune
di eczema palpebrale (figura 1), i patch test
rappresentano un procedimento diagnostico
fondamentale al fine di individuare il possibile
allergene causale.

Figura 1 - Dermatite allergica da contatto da colliri.

Le batterie da testare sono la serie stan-
dard SIDAPA (Societa Italiana Dermatologia
Allergologica Professionale e Ambientale) e,
in base al quadro clinico e all’anamnesi, che
evidenzia spesso 'applicazione di cosmetici
e topici oftalmici, le serie integrative Conser-
vanti, Profumi, Emulsionanti e i principi attivi
farmaceutici. Tuttavia, nel 12,5% dei pazienti
in cui e stata formulata la diagnosi di DAC
periorbitale, la sensibilizzazione e riscontra-
bile soltanto attraverso I’esecuzione del patch
test con il prodotto d’uso. Di conseguenza, in
caso di sospetta DAC in soggetto con eczema
palpebrale, € sempre opportuno testare anche
il prodotto d’uso (figura 2)°.

In base a quanto riportato in letteratura e
alla nostra esperienza, in pazienti con sospetta
DAC da prodotti oftalmici, i patch test conven-
zionali con i prodotti d’'uso risultano positivi
in una percentuale sorprendentemente bassa
di casi, mediamente compresa tra 19% e 23%°.
Si verifica pertanto una incongruenza tra
storia clinica riferita dai pazienti e risultato
dei patch test; in pazienti in cui anamnesi
e clinica sono fortemente suggestivi di DAC
da colliri, talora con esito positivo del test di
arresto-ripresa con il prodotto topico sospetto,
il patch test eseguito in modo convenzionale
risulta negativo.
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Figura 2 - Reazione positiva a patch test con prodotto
d’uso (collirio).

Cause di false reazioni negative al patch test

La complessita della diagnosi eziologica
di DAC da colliri puo essere ricondotta fon-
damentalmente a diverse cause. La prima &
relativa alla struttura anatomica della cute
palpebrale. In sede palpebrale la cute € sottile,
avendo uno spessore di circa 0,55 mm, molto
piu esile se confrontata con i 2 mm di altre aree
corporee. Queste caratteristiche strutturali
della cute palpebrale potrebbero determina-
re una soglia di elicitazione dell’allergia da
contatto sensibilmente piu alta rispetto alla
cute spessa del dorso, dove sono solitamente
eseguiti i patch test. D’altro canto, la bassa
concentrazione dell’allergene contenuto nel
prodotto topico commerciale potrebbe non
essere sufficiente per elicitare una reazione
allergica sul dorso, contrariamente a quanto
puo verificarsi a livello palpebrale. Inoltre, la
scarsa biodisponibilita dell’allergene, spesso
idrosolubile nel prodotto commerciale, po-
trebbe rappresentare un’ulteriore spiegazione
dell’incongruente risultato dei patch test con
il prodotto d’uso.

Per ovviare a queste difficolta sono state
proposte in letteratura diverse procedure che
hanno cercato, modificando la metodica stan-
dard dei patch test, di aumentare la sensibilita
diagnostica dei test.

Aumento della concentrazione dell’allergene
In letteratura esistono alcuni lavori in cui e

stata dimostrata la sensibilizzazione a princi-
pi attivi farmaceutici in pazienti in cui il test
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con il principio attivo a basse concentrazioni
non aveva evidenziato la positivita’. Avendo a
disposizione il principio attivo del farmaco,
un primo tentativo puo essere rappresentato
dall’utilizzo di concentrazioni decisamente
piu alte di quelle presenti nel prodotto farma-
ceutico. Per esempio, se i principi attivi sono
presenti nel collirio alla concentrazione dello
0,5-1 %, i test, negativi alle stesse concentra-
zioni, possono diventare positivi aumentando
di 10-20 volte la loro concentrazione. Questa
metodica e stata applicata a test con prodotti
oftalmici contenenti beta-bloccanti, apraclo-
nidina e fenilefrina.

Utilizzo di Large Finn Chamber

Limpiego di Large Finn Chamber su ce-
rotto Scampor (Alpharma AS, Oslo, Norway),
supporti per apteni di diametro superiore (12
mm) rispetto a quelle utilizzate nella pratica
clinica quotidiana (8 mm), implica applicazioni
di maggiori quantita di allergene distribuite su
una superficie piu ampia. Questa tecnica si
dimostrata utile nella testificazione di allerge-
ni la cui risposta € scarsamente riproducibile
(Kathon CG®, lanolina, formaldeide, profumi
mix) e puo essere applicata anche nel caso si
decida di testare prodotti oftalmici?.

Stripping

La metodica del pre-trattamento della
cute con stripping con cerotto ha lo scopo di
rimuovere lo strato corneo per aumentare
la penetrazione dell’aptene. Il danno alla
barriera cutanea aumenta la biodisponibilita
dell’aptene negli strati pit profondi e pertanto
la penetrazione dell’allergene. Questa tecnica
e stata utilizzata soprattutto con allergeni ad
alto peso molecolare come eparina.

Si e osservato che applicando 12-15 strip si
ottiene una riduzione dello strato corneo del
50%, mentre 60-120 strips portano ad una rimo-
zione completa dello strato corneo®. Sede e tipo
di cerotto, invece, non sembrano influenzare la
quantita del corneo rimosso, ma influenzano
la perdita trans epidermica d’acqua, eviden-
ziando una diversa capacita di rimozione dei
componenti della barriera cutanea (ceramidi,
acidi grassi liberi, lipidi).

In conclusione, sembra utile effettuare lo
stripping prima del patch test, utilizzando un
cerotto acrilico per 10-15 volte. Il cerotto deve
essere applicato verticalmente e parallela-
mente alla colonna vertebrale, deve essere
effettuata una leggera pressione per 2 secondi
seguita dalla rimozione veloce con un unico
movimento, mantenendo un angolo di 45 gradi®.

Scratching

Questa tecnica consiste nell’eseguire una
scarificazione con lancetta sterile (senza in-
durre sanguinamento) e nella successiva ese-
cuzione di un classico patch test in occlusione,
con le medesime modalita di lettura del patch
test. Le letture vanno eseguite a 20 minuti, a 1,
48 e 72 ore. Liinsulto meccanico alla cute ha lo
scopo di ledere lo strato corneo ed aumentare
la penetrazione degli allergeni, specie di quelli
che hanno un elevato peso molecolare e una
bassa capacita di penetrazione (ad esempio,
farmaci come eparina e valaciclovir).

Pre-trattamento della cute con sodio lauril
solfato

Sodio lauril solfato (SLS) € un tensioattivo
anionico in grado di alterare lo strato corneo
disorganizzando i bilayer lipidici ed agevo-
lando la penetrazione degli allergeni. Alcuni
studi hanno dimostrato, sia clinicamente che
ecograficamente, che il pretrattamento della
cute con SLS agevola la valutazione e lo sco-
ring delle positivita piu deboli.

In un lavoro sperimentale abbiamo appli-
cato questo protocollo nella testificazione di
prodotti oftalmici'®. Il pre-trattamento della
cute con SLS soluzione acquosa allo 0,5% per
24 ore prima di eseguire il patch test conven-
zionale si e rivelato una metodica promettente
nella diagnosi di DAC da prodotti oftalmici,
evidenziando nuove positivita e inducendo
risposte positive di maggiore intensita. Questa
tecnica puo quindi affiancarsi alle metodiche
precedentemente descritte essendo relativa-
mente semplice e non costosa.

Successivi lavori di confronto tra le varie
metodiche di testificazione negli stessi pazien-
ti, selezionati attentamente per aspetti clinici,
anamnesi altamente suggestiva di DAC da col-



liri o con test arresto-ripresa positivo, hanno
permesso di concludere che tutte le tecniche
portano a una maggiore sensibilita del test
rispetto al test convenzionale. Tutti, infatti,
rivelano un numero di positivita maggiore
rispetto al patch test in occlusione, infatti,
eseguito con tecnica convenzionale (figura 3)'%.

Conclusioni

Negli eczemi palpebrali l'iter diagnostico &
spesso complesso, dispendioso da un punto di
vista temporale e talora poco gratificante, specie
quando si sospettano i prodotti oftalmici come
agenti causali. Risulta di grande importanza ese-
guire i test coniprodotti d’'uso del paziente, nella
fattispecie i prodotti oftalmici. Tuttavia, essendo
noto che, per motivi vari, i test risultano spesso
negativi, € consigliabile ricorrere a tecniche che
ci permettano di rivelare positivita difficili da
evidenziare, dunque evitare falsi negativi.

Esistono varie metodiche di cui ci si puo avva-
lere per aumentare la sensibilita diagnostica. La
procedura piu pratica, pertanto raccomandabile
come prima istanza, sembra essere 1’'utilizzo di
Large Finn Chamber. Il ricorso a metodiche piu
complesse o invasive (come stripping, scratching
e pre-trattamento con SLS) puo essere utile in
caso di negativita, in seconda istanza. Deve co-
munque essere sottolineato come l’esecuzione
di patch test con prodotti d’'uso debba essere
riservato a personale con specifiche competenze
dermato-allergologiche in quanto, nonostante
I’apparente semplicita, & possibile il verificarsi
di risposte falsamente positive e falsamente
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negative.

Porre diagnosi definitiva di DAC da colliri e
riuscire ad identificare l’allergene causale in
pazienti con eczema palpebrale assume partico-
lare importanza quando i trattamenti oftalmici
vengono prescritti per patologie croniche, come
il glaucoma, che richiedono necessariamente
trattamenti topici prolungati.
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Figura 3 - Confronto di reazioni a patch test effettuato con medesimo collirio, utilizzando diverse metodiche: a) patch test
negativo con metodica convenzionale, b) patch test positivo utilizzando Large Finn Chamber, c) patch test positivo dopo
stripping della cute, d) patch test positivo dopo scratching, e) patch test positivo dopo pre-trattamento con SLS.
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Dermatite da contatto con piante: procedimento diagnostico

Domenico Bonamonte

Riassunto. Le reazioni cutanee da piante comprendono vari quadri clinici con meccanismi patogenetici
diversi: irritazione e allergia da contatto, fotoirritazione e fotoallergia da contatto, orticaria da contatto
immunitaria e non, reazioni granulomatose ed ipercromie primitive. Per ciascuna di queste manifestazioni
cliniche vengono considerate le possibilita di diagnosi differenziale. Quando si sospetta una pianta come
causa della dermatite, bisogna provvedere innanzitutto alla identificazione della stessa, poi procedere con i
test cutanei allergodiagnostici. I campioni per i test devono essere ottenuti da tutte le porzioni delle piante
(fiori, foglie, steli, radici, frutti), incluse quelle considerate “selvagge”. Ogni campione deve essere suddivi-
so in tre parti, una per I'identificazione, una per I’estrazione dell’antigene e ’altra per ulteriori eventuali
studi chimici. Una volta identificata la pianta, bisogna consultare la letteratura per le notizie sugli antigeni,
comprese le loro diluizioni e i veicoli di estrazione. Il dermatologo puo quindi testare il paziente con ogni
singola porzione della pianta come tale o con gli estratti opportunamente preparati. Non € necessario te-
stare le piante notoriamente irritanti. E’ obbligatorio testare con ogni parte della pianta 20 soggetti sani di
controllo, allo scopo di evidenziare eventuali reazioni di tipo irritante.

Parole chiave: dermatite da contatto da piante, fitodermatite da contatto, piante, estratti di piante, identi-
ficazione botanica.

Summary. Contact dermatitis from plants: diagnostic procedure. Cutaneous reactions to plant material include
various types of contact reaction, such as irritant and allergic contact dermatitis, airborne toxic and aller-
gic contact dermatitis, phototoxic and photoallergic reactions, immunologic and non immunologic contact
urticaria, granulomatous reactions, and primitive hyperchromic pictures. For each one of these clinical
patterns, the various differential diagnostic features are considered. When a plant has been suspected in
causing contact dermatitis, it is necessary to proceed, obviously before testing the patient, to the botanical
investigation (sources: botanists of herbariums, Universities, Department of Agriculture). Samples must be
obtained of all the portions of the plant (flowers, leaves, stems, roots, and fruits) to which the exposure may
have occurred, including those considered “weeds”. Each sample must be divided into three parts, one used
for identification, one for making extract dilutions and another one preserved in a freezer for chemical study.
After the identification of the plant and the information on its antigens, the dermatologist may proceed to test
the patient with the various portions of plant itself or with the extracts, properly prepared. It is useless to
patch test with irritant plants. It is mandatory to test with the various parts of the plant 20 control individuals
in order to identify eventual irritant reactions.

Key words: contact dermatitis from plants, phytocontact dermatitis, plants, plant extracts, botanical identi-
fication.

Introduzione minismo, fra cui I’enorme numero di specie,
I’enorme numero di sostanze in esse contenute
(peraltro diverse da porzione a porzione della

pianta), la presenza di derivati delle piante in

Delle 300.000 specie di piante ad oggi isola-
te e classificate, molte sono in grado di indurre

vari quadri patologici cutanei a diverso mec-
canismo patogenetico (tabella I)!%,

Lo studio delle fitodermatiti da contatto
(FDC) e piuttosto complesso a causa di nu-
merose problematiche inerenti il loro deter-

prodotti industriali e cosmetici, I'intervento di
fattori fisici ambientali (clima, ventilazione,
radiazioni UV, umidita) e costituzionali (su-
dorazione).

La diagnosi delle FDC si avvale di criteri
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Tabella I - Quadri clinico-patogenetici di fitodermatiti da
contatto.

Dermatite da contatto irritante

Dermatite allergica da contatto

Fotodermatite da contatto irritante
Fotodermatite allergica da contatto

Dermatite da contatto irritante aerotrasmessa
Dermatite allergica da contatto aerotrasmessa
Orticaria da contatto

Ipercromie primitive

Reazioni granulomatose

Acne da cosmetici (estratti di piante)
Reazione persistente alla luce (post-fitofotodermatite)

clinico-morfologici”® e presidi clinico-labora-
toristici. In presenza di anamnesi positiva per
contatto con piante € necessario, innanzitutto,
escludere I'’evenienza di pseudofitodermatosi:
le piante, infatti, potrebbero essere infestate
da miceti, acari e processionarie, oppure
potrebbero essere contaminate da erbicidi,
pesticidi, acceleranti della crescita, a loro
volta causa di specifici quadri dermatologici.

Diagnosi eziologica

Per quel che riguarda lo studio eziologico
delle FDC, si consiglia il seguente procedi-
mentod.

Raccolta dei campioni

E necessario: a) raccogliere campioni di
tutte le piante con le quali c’e stato il possibile
contatto, comprese le “erbacce’”; b) campiona-
re la pianta intera, ove possibile, o le sue varie
porzioni (foglie, petali, rami, radici, frutti), poi-
ché gli antigeni possono differire da porzione
a porzione; c¢) raccogliere, per ogni specie, 3
campioni, da conservare in freezer (uno per
I'identificazione, uno per i test cutanei, uno
da conservare per eventuali test chimici); d)
annotare data (stagione) e area geografica di
prelievo dei campioni.

Identificazione della specie

Prima di procedere con i test cutanei al-
lergodiagnostici € necessario identificare la
specie. Al riguardo, i nomi colloquiali o ver-
nacolari delle piante non sono utili.

Perl'identificazione delle piante rivolgersi
a giardini botanici, botanici e tassonomisti di
universita, ministero dell’Agricoltura, addetti
ad erbari.
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Dati della letteratura

Dopo l'identificazione, consultare la let-
teratura circa gli antigeni (nomi, formule
chimiche, potenziali poteri irritante e/o aller-
gizzante, concentrazioni e veicoli di impiego
peritest cutanei) che la specie contiene nelle
sue varie porzioni.

Reperimento degli apteni

Consultare gli appositi cataloghi di apte-
ni gia pronti in commercio, quali quelli di
FI.R.M.A. (Firenze), Chemotechnique Diagent
(Vellinge, Svezia), Trolab (Milano), Lofarma
(Milano). Qualora le sostanze non fossero gia
pronte in commercio per i test cutanei, biso-
gna consultare i cataloghi per materie prime
“pure” (per esesempio, Fluka, Milano).

Preparazione delle piante da testare

In assenza di apteni del commercio, si con-
siglia di procedere come segue con le piante
come tali: a) non € necessario testare piante
“notoriamente” irritanti; b) testare separata-
mente le diverse parti della pianta; ¢) utilizza-
re piante “mature”, potenzialmente piu aller-
geniche delle “immature”; d) utilizzare piante
“fresche”, in quanto con I’eta si riduce il potere
sensibilizzante; e) € obbligatorio eseguire gli
stessi test in 20 controlli, al fine di escludere
risposte di tipo irritativo, che si avrebbero
anche nei controlli (“un paziente e allergico
solo quando i controlli sono negativi!”).

Ove possibile, impiegare per i test oli
essenziali, da diluire opportunamente (vedi
letteratura al riguardo). Altrimenti, si puo
procedere come segue: a) petali e foglioline:
si schiacciano delicatamente; b) foglie e ra-
metti: si sminuzzano con le forbici; ¢) bulbi: si
sminuzzano dopo rimozione degli strati secchi
esterni; d) oggetti di legno: si ricava materiale
mediante shaving; e) legni: si usano le polveri.

Per I’estrazione degli antigeni dai suddetti
campioni si deve: a) immergere il campione
(trattato come sopra detto) per 60-90 secondi
in etere; b) lasciare seccare per evaporazio-
ne; ¢) risospendere ’estratto secco in etere/
acetone/etanolo/vaselina in concentrazioni
da 1% a 10%.

E opportuno ricordare che ogni autore ha il
proprio metodo, anche circa i veicoli di estra-
zione e la successiva diluizione. Quanto sopra
detto, comunque, va bene per la gran parte
degli antigeni. E’ bene tuttavia riferirsi alla
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letteratura per notizie su particolari apteni,
per i quali la concentrazione d’impiego puo
essere inferiore all’1%.

Nel caso delle piu comuni piante di Com-
positae, la rispettiva porzione, una volta trat-
tata come sopra riportato, puo essere testata
direttamente, in quanto ’antigene usualmente
si trova in superficie nei tricomi.

Test cutanei allergodiagnostici con alimenti

Possono essere utilizzati:

“Rub test”, strofinando gentilmente sulla
cute della faccia flessoria dell’avambraccio un
pezzetto di alimento crudo. In caso di orticaria
da contatto la lettura € immediata dopo 20 mi-
nuti. Le forme mediate da immunoglobuline E
sono da confermare mediante test immunitari
in vitro.

“Sceratch chamber test”, che puo essere
eseguito in caso di negativita del precedente.
Lalimento (se secco, bagnarlo con carta bibu-
la umida) viene applicato su cute scarificata
(uno scratch da 5 mm) e coperto. La lettura si
esegue dopo 20 minuti per eventuali reazioni
immediate; la sede del test viene quindi rico-
perta con lettura a1, 2 e 4 giorni per le reazioni
ritardate.

Esecuzione e interpretazione dei test cutanei
allergodiagnostici

Per le modalita di esecuzione, lettura e
interpretazione delle risposte positive ai

test cutanei allergodiagnostici si rimanda
alle linee guida SIDAPA (Societa Italiana di
Dermatologia Allergologica Professionale e
Ambientale) su Dermatite da contatto!.
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Patch test con materiali forniti dal paziente

Katharina Hansel

Riassunto. Lesecuzione del patch test con gli allergeni della serie standard e/o delle serie integrative permette
di individuare le sostanze responsabili della dermatite allergica da contatto nel 40-50% dei pazienti. Questa
percentuale puo essere incrementata eseguendo patch test con i materiali forniti dai pazienti saggiandoli
come tali o in vario modo trattati. La metodica non & priva di difficolta esecutive ed & possibile osservare
reazioni falsamente positive o negative, cosi come induzione dire nuove sensibilizzazioni. E’ necessario,
quindi, standardizzare quanto piu possibile la metodica.

Parole chiave: dermatite allergica da contatto, materiali forniti dal paziente, patch test.

Summary. Patch testing with patient’s own products. Patch testing with standard series and/or additional series
allows the identification of the substances responsible for allergic contact dermatitis in 40-50% of patients.
This percentage can be increased by performing patch tests with materials supplied by the patient as such
or treated in various ways. The method is not without difficulties and it is possible to observe falsely positive
or negative reactions, and the ability to induce new sensitizations. It’s necessary to standardize as much as

possible the method of the test.

Key words: allergic contact dermatitis, patient’s own material, patch test.

Introduzione

Lesecuzione del pateh test con gli allergeni
della serie standard e/o delle serie integrative
permette d’individuare le sostanze responsabi-
li della dermatite allergica da contatto (DAC)
nel 40-50% dei pazientil. Ne consegue che puo
essere utile eseguire il patch test con il/i mate-
riali portati dal paziente quando il patch test
“tradizionale” non ha consentito d’identificare
I’agente causale della dermatite da contatto
(DC) o quando e difficile o addirittura impos-
sibile attribuire una rilevanza clinica attuale
alle positivita osservate? Lintegrazione degli
allergeni testati con i materiali forniti dal pa-
ziente permette di precisare I’eziologia in un
ulteriore 10% di pazienti con DC3. La metodica
di testatura, tuttavia, non e priva di difficolta
esecutive ed e possibile osservare reazioni
falsamente positive o negative.

Atal proposito meritano di essere ricordate

la compound allergy e il fenomeno paradosso3.
Nella prima il materiale fornito dal paziente
risulta positivo al patch test a differenza dei
suoi componenti che sono negativi. La rea-
zione di cio e da ricercare in una migliore
penetrazione da correlare al tipo del veicolo
(per esempio, creme), nella sommazione di
piu reazioni allergiche subcliniche, nella pre-
senza di sostanze inquinanti, o di prodotti di
degradazione, nella formazione di un nuovo
allergene®. Nel fenomeno paradosso, invece, il
materiale fornito dal paziente risulta negativo,
mentre i suoi componenti sono positivi. Questa
evenienza, che in genere si verifica quando
sono testati farmaci per uso topico, cosmetici,
collanti, oli da taglio e liquidi lubrorefrigeran-
ti, puo dipendere dalla concentrazione troppo
bassa dell’allergene, dalla presenza di sostan-
ze che sopprimono la reazione ai componenti
aptenici (per esempio medicamenti per uso
topico contenenti corticosteroidi), dal veicolo
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non adeguato o dallo spessore della cute del
dorso.

Non e da sottovalutatore, inoltre, il fatto
che il patch test con il materiale fornito dal
paziente puo indurre nuove sensibilizzazioni.
Per tale motivo € necessario standardizzare il
piu possibile la metodica.

Patch test con cosmetici e farmaci per uso
topico

I cosmetici “leave-on” e la maggior parte
dei medicamenti per uso topico possono essere
saggiati come tali'®. Relativamente ai primi,
¢ importante ricordare di fare seccare nella
celletta mascara e smalti per unghie (questi ul-
timi per evitare I’effetto irritante dei distillati
del petrolio in essi contenuti). I cosmetici in
polvere (come fard, cipria e ombretto), invece,
devono essere miscelati con una piccola quan-
tita di vaselina, in modo da favorire un’omoge-
nea dispersione e una piu adeguata adesione
alla cute!®. Tra i medicamenti per uso topico,
cheratolitici, retinoidi, citostatici e riducenti
devono essere testati all’1% in vaselina.

I cosmetici “rinse-off” e i prodotti peri ca-
pelli non possono essere saggiati come tali®S.
Nella tabella I sono riportati concentrazioni
e veicoli ottimali per la testatura. Per quanto
riguarda i profumi, questi possono essere
applicati come tali, in quanto gia diluiti nei
prodotti del commercio; la loro ulteriore di-
luizione e da prevedere solo nei soggetti con
cute sensibile.

Patch test nella dermatite da contatto profes-
sionale

Nell’ambito delle DC professionali € molto
importante la scelta del materiale da testare. A
tal proposito € necessario che il paziente forni-
sca una lista dettagliata delle sostanze presenti
nell’ambiente lavorativo e, possibilmente, le
loro schede informative; in queste sono segna-
lati tutti i composti a concentrazione superiore
allo 0,1%. I materiali “incriminati” dovrebbero
essere interi e non diluiti, e separati, e quindi
non prodotti miscelati con altri. Se si tratta
di materiali fluidi, &€ importante che questi
vengano conservati in modo idoneo in vetro o
polipropilene. Quando i componenti chimici

Tabella I - Concentrazioni e veicoli di riferimento per i cosmetici.

Cosmetici Concentrazioni (%) Veicoli
Shampoo 1-4 Vaselina
Saponi e detergenti 2-10 Acqua,
vaselina,
tampone
Profumi 5-10 Etanolo
Coloranti per capelli 2-10 Vaselina,
acqua
Decoloranti per capelli 10 Vaselina
Soluzioni per permanenti 5-10 Tampone
Lacche per capelli 10 Acqua
Depilatori 10 Vaselina

del prodotto sono noti, si puo fare riferimento
alle concentrazioni e ai veicoli segnalati in
letteratura”

In realta, nella maggioranza dei casi, non
sono disponibili schede informative esaustive
(anche per non violare il segreto industriale),
per cui e possibile prendere visione delle sche-
de di sicurezza che contengono informazioni
sulle proprieta fisico-chimico, tossicologiche
e di pericolosita per 'ambiente, al fine di as-
sicurare una corretta e sicura manipolazione
delle sostanze e miscele. In tal caso puo essere
utile ’analisi chimica mediante le tecniche
elencate nella tabella II. In caso di presenza
di sostanze ad alta tossicita non si procede
all’esecuzione del pateh test con il prodotto
del paziente, anche se molto diluito.

Al pari, le sostanze fortemente acide o al-
caline non possono essere testate come tali, in
quando & necessario modificare il loro pH, che
dovra essere tra 4 e 9. Pertanto, se si tratta di
prodotti acidi (pH<4) € necessario aggiungere
un tampone alcalino e, viceversa, un tampone
acido se si sospetta essere in causa di un pro-
dotto alcalino (pH>9), al fine di raggiungere
il pH ideale (tabella III).

Quando invece la composizione del mate-
riale non € nota o lo ¢ solo parzialmente ma
sono conosciute la sua natura chimica e la fina-
lita d’uso® (per esempio oli da taglio utilizzati
normalmente dai metalmeccanici a mani nudi
senza dispositivi di protezione individuale), si
puo procedere alla testificazione utilizzando il

Tabella II - Metodi di analisi chimica.

Metodi di analisi chimica

Cromatografia su strato sottile

Gas-cromatografia

Spettrofotometria ad assorbimento atomico, a ultravio-
letto visibile, a infrarossi

Spettrometria di massa

Spettroscopia a risonanza magnetica nucleare
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Tabella III - Composizione della soluzione tampone acida e di quella alcalina.

Soluzioni tamponi Concentrazioni Volume %
Soluzione tampone alcalina (pH 9,9)

Carbonato di sodio, anidro 0,1 M (10,6 g Na,HCO,/I acqua) 50
Bicarbonato di sodio 0,1 M (8,4 g NaHCO,/ acqua) 50
Soluzione tampone acida (pH 4,7)

Acetato di sodio 0,1 M (8,2 g CH,COONa/l acqua) 50
Acetato acetico 0,1 M (6,0 g CH,COOH/I acqua) 50

test delle diluizioni®. Questo consiste nell’ap-
plicazione del materiale a diluizioni crescenti
in tempi successivi; applicando inizialmente
il materiale allo 0,01% e poi, se il patch test e
risultato negativo, allo 0,1% e infine all’1%. Nel
test delle diluizioni € importante applicare il
patch test in una zona facilmente raggiungi-
bile dal paziente, come la regione deltoidea,
in modo agevolare ’autorimozione dell’appa-
rato testante in caso di comparsa di bruciore/
cociore intenso?

Materiali solidi, come plastica, legno, cuoio
e tessuti, possono essere testati come tali o uti-
lizzando frammenti ottenuti dalla raschiatura
degli stessi. Le reazioni falsamente negativi,
tuttavia, sono frequenti, a causa della concen-
trazione troppo bassa o della mancata libera-
zione dell’allergene. In questi casi si rende
necessaria l’estrazione con etanolo, acetone o
acqua. Nella tabella IV sono indicati i solventi
piu adeguati'®. Normalmente si lascia un pezzo
del materiale (per esempio 1 cm?2) per 24 ore in
1 ml di solvente; poi, si eseguono patch test con
un pezzo del materiale “trattato” e il solvente!®.

I veicolo preferibili per le sostanze idroso-
lubili sono vaselina bianca e acqua distillata,
mentre per le sostanze insolubili acetone,
etanolo, olio d’oliva o altri oli vegetali2.

In caso di reazione positiva € necessario ef-
fettuare il test in almeno 20 soggetti di control-
lo, non esposti alla sostanza oggetto di studio?.

Tabella IV - Solventi da utilizzare per l’estrazione dell’al-
lergene da alcuni materiali.

Materiali Solventi

Carta Etanolo
Piante e segature di legni Acetone, etere,
etanolo, acqua

Plastica Acetone
Gomma Acetone, acqua
Tessuti Etanolo
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Atopy patch test

Francesca Giusti

Riassunto. Da circa 30 anni, ’esecuzione degli atopy patch test con materiale alimentare viene attuata per
testare ’allergia alimentare nella dermatite atopica. In particolare tale metodica risulta un utile strumento
per identificare quei pazienti atopici che mostrano risposte di tipo eczematoso all’ingestione di alimenti.
Anche la rilevanza della risposta agli atopy patch test, analogamente a quella dei prick test, deve sempre
essere verificata attraverso la dieta diagnostica e i test di esposizione. Nel caso degli alimenti, il mate-
riale allergenico viene quotidianamente preparato dal personale addetto alla testificazione utilizzando
alimenti freschi o in polvere, con conseguente ridotta standardizzazione della metodica e ampia variabilita
dei risultati a seconda delle diverse casistiche. Solo recentemente sono stati introdotti sul mercato alcuni
preparati alimentari commerciali per patch test. Le controindicazioni a tale metodica sono le stesse dei
patch test con serie standard di allergeni da contatto.

Parole chiave: atopy patch test, dermatite atopica, allergia alimentare.

Summary. Atopy patch test. Approximately 30 years ago, atopic dermatitis (AD) patients were patch tested
with aeroallergens, in order to experimentally reproduce the normal way of exposure of atopic skin to
environmental allergens. This procedure was later called “atopy patch test” (APT). So far, many authors
have performed APTs with house dust mites, pollen and animal dander in AD patients, obtaining different
positivity rates (15-100%) according to patch test materials and modalities. Positive skin prick tests (SPTs)
and/or high level of specific immunoglobulin E (IgE) in serum are not a prerequisite for a positive APT re-
sponse. APTs have been demonstrated to improve the accuracy of skin testing in the diagnosis of allergy in
AD patients; whereas immediate-type reactions proved to be associated with SPT positivity, APT reactivity
is more frequently observed in patients with delayed responses. Combined prick and patch testing proved
to enhance identification of food allergy in AD patients and to help in prescribing elimination diets. APTs
are believed to be a useful diagnostic procedure also in patients with digestive symptoms (diarrhea, gastro
esophageal reflux, constipation, colics, and eosinophilic esophagitis) or respiratory symptoms (rhinitis
and asthma). Positive APT responses were observed also in healthy subjects. This finding may indicate
an atopic diathesis and identify patients predisposed to develop dermatitis on allergen exposure. About
20 ug of patch test material are applied to the back with Large Finn Chambers on Scampor tape for 48-72
hours. Readings are performed according to ETFAD (European Task Force on Atopic Dermatitis) guide-
lines, taking into account erythema, infiltration, number of papules and presence of vesicles. As regards
food, APTs can be carried out with self-made fresh food material, prepared each day before patch test-
ing or, recently with commercial food extracts. The methodology of food APTs is not standardized so far:
great variations in the allergenic content of food materials from different sources may be expected, and
this may influence the results and give rise to a poor reproducibility. Moreover, relevance of positive and
negative APT responses should be assessed by food challenge results, as for SPT responses. Pretreatment
with tacrolimus ointment does not inhibit the APT reaction in patients with DA, whereas antihistamines,
systemic and topical steroids should be discontinued before patch testing. APTs should not be performed
in pregnant women, in tanned subjects and in AD patients with diffuse and and/or acute eczema. Adverse
side-effects were reported, described as local eczema flares, contact urticaria, irritation caused by adhe-
sives, and itching in test sites. Severe adverse effects from APTs are very rare.

Key words: atopy patch test, atopic dermatitis, food allergy.

Introduzione con dermatite atopica (DA) per riprodurre spe-
rimentalmente la normale via d’esposizione

Circa 30 anni fa, Mitchell et al! hanno sotto- della cute atopica agli allergeni ambientali.
posto a patch test con aeroallergeni pazienti Questa metodica, denominata “atopy patch
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test” (APT) da Ring et al?, e stata in seguito
studiata con vari allergeni di tipo inalatorio
(quali acari, pollini, muffe ed epiteli anima-
li), nei pazienti atopici da numerosi autori:
le percentuali di positivita riscontrate sono
molto diverse (15-100%), in quanto condizio-
nate da modalita di testificazione e materiale
antigenico usato.

Basi biologiche

Negli individui atopici con dermatite, sia in
atto che pregressa, si € osservato che I’APT puo
indurre una risposta eczematosa di tipo ritarda-
to, nel cui sviluppo le immunoglobuline E (IgE)
giocano un ruolo di rilievo. Per giustificare, in-
fatti, come individui con IgE specifiche (IgEs)
e quindi con risposte di tipo immediato agli
allergeni possano reagire anche con risposte
ritardate agli stessi, si € ipotizzato che gli ae-
roallergeni, una volta penetrati nella cute, si
leghino alle IgE presenti sulla superficie delle
cellule di Langerhans. Queste ultime presen-
tano efficacemente tali antigeni a cellule T
helper (Th), attivandole a produrre citochine
proinfiammatorie di derivazione Th2 nella
prima fase della risposta al patch test e, in
seguito, prevalentemente di tipo Thl. Il fatto
che anche i pazienti negativi al prick test (PT)
possano rispondere al patch test con aeroal-
lergeni suggerisce, tuttavia, che nello sviluppo
dell’ipersensibilita ritardata possa intervenire
anche un meccanismo non IgE-mediato.

Applicazioni cliniche

Gli APT rappresentano un ottimo modello
in vivo per studiare I'infiammazione allergica
nella DA3S. In un recente studio multicentrico
europeo, condotto su 314 pazienti atopici con
reazioni positive ad allergeni sia inalatori che
alimentari, 'APT e risultato un test diagnostico
utile per identificare quei soggetti che svilup-
pano eczema per esposizione a tali allergeni,
mostrando rispetto al PT un’elevata specificita
sulla base dell’anamnesi?. Inoltre 'APT ¢ in gra-
do d’identificare quei soggetti con DA definita
intrinseca sulla base della negativita delle IgEs
in vivo e in vitro e che tuttavia riferiscono esa-
cerbazione del quadro clinico per esposizione
ad allergeni inalatori e/o alimentari. In seguito
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sia la Task Force europea sulla DA (ETFAD;
European Task Force on Atopic Dermatitis)® e
EAACI (European Academy of Allergology and
Clinical Immunology)* hanno preso posizione
circa I'utilita dell’APT nella diagnostica aller-
gologica del paziente con DA. In particolare,
I’APT rappresenta un valido strumento per
identificare quei pazienti con DA che mostrano
risposte di tipo eczematoso all’esposizione agli
allergeni. Diversi Autori hanno dimostrato che
esiste una correlazione tra il tipo di reattivita
cutanea al PT e al patch test e I'intervallo inter-
corrente fra il test di esposizione con latte vac-
cino e altri alimenti (uovo, soia, grano, arachidi)
e la comparsa dei sintomi”. La positivita dei PT
correla con la comparsa di reazioni immediate,
mentre ’APT presenta elevata specificita e
sensibilita per le risposte a comparsa tardiva.
Tuttavia la positivita degli APT, analogamente
aquella dei PT, deve sempre essere confermata
dai test di esposizione per la diagnosi certa di
allergia alimentare.

Risposte positive agli APT si osservano
anche in individui sani, ma con intensita e
frequenza significativamente inferiori ai pa-
zienti con DA. Occorre, peraltro, considerare
che le risposte immuni della cute sono mo-
dulate da molteplici fattori, quali la soglia di
sensibilizzazione, la penetrazione percutanea
e l’efficacia dei meccanismi effettori specifici
e aspecifici, che scatenano e intensificano la
risposta infiammatoria. Pertanto, indipenden-
temente dalla soglia di sensibilizzazione, nei
soggetti con “cute atopica”, iperreattiva e con
barriera deficitaria, una risposta cutanea si
verifica con maggiore frequenza e intensita.

Ulteriore campo di applicazione degli
APT e la diagnostica delle reazioni ad aller-
geni alimentari con sintomi gastro-intestinali
(dolore addominale, stipsi cronica, esofagite
eosinofila, vomito, diarrea, gastrite, reflusso
gastro-esofageo, etc). Diversi lavori pubblicati
dimostrano in tale ambito il ruolo delle reazio-
ni di tipo ritardato, nella cui identificazione gli
APT presentano elevata sensibilita e specifi-
cita. Anche in pazienti con sintomi respiratori
da acari quali asma e rinite gli APT si sono
rilevati d’interesse diagnostico.

Modalita di esecuzione

La procedura del test € ormai standardizza-
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ta per quanto riguarda gli allergeni inalatori,
mentre nel caso degli alimenti non esiste
ancora consenso circa la preparazione del
materiale antigenico. Gli alimenti da applica-
re possono essere usati come tali o diluiti in
fisiologica in rapporto di 1 g/10 ml o veicolati
in vaselina. Il materiale alimentare viene quo-
tidianamente preparato dal personale addetto
alla testificazione utilizzando alimenti freschi
o in polvere, con conseguente ridotta standar-
dizzazione della metodica e ampia variabilita
deirisultati a seconda delle diverse casistiche.
Solo recentemente sono stati introdotti nel
mercato alcuni preparati alimentari commer-
ciali per patch test, che si propongono di sem-
plificare I’esecuzione dei test e di garantire
un’adeguata standardizzazione della metodica.
Gli svantaggi di questi ultimi sono sicuramente
il costo piu elevato e una loro presunta minore
accuratezza diagnostica.

Con gli allergeni alimentari sia freschi che
del commercio, tuttavia la riproducibilita
del’APT non ¢ ancora soddisfacente per quan-
to emerge dai pochi lavori pubblicati sull’argo-
mento, mentre relativamente agli aeroallerge-
ni la riproducibilita e sostanzialmente analoga
a quella dei test epicutanei standard?.

LAPT consiste nell’applicazione di circa
20 mg di materiale antigenico sulla cute sana
del dorso, per mezzo di un adeguato apparato
di supporto (Finn Chamber larghe su cerotti
Scanpor), capace di garantire una perfetta
adesione. Lapparato testante viene rimosso
dopo 48-72 ore; la positivita del test si basa
sulla comparsa di una reazione cutanea di
tipo eczematoso in corrispondenza dell’area
testata. La lettura viene eseguita secondo le
linee guida ETFAD (tabella I).

Gli APT possono essere applicati in eta
pediatrica senza limiti di eta. In un recente
lavoro su neonati prematuri con sintomi dige-
stivi da latte vaccino I'applicazione degli APT
gia nei primi giorni di vita ha identificato la
causa alimentare del quadro clinico in assenza
di IgE specifiche per il latte®.

Costituiscono una controindicazione all’ap-
plicazione degli APT, analogamente a quanto
succede peri patch test eseguiti con serie stan-
dard di allergeni da contatto, la gravidanza,

Tabellal- Linee guida ETFAD perlalettura degli Atopy Patch Test.

Score Espressioni cliniche

? Eritema

+ Eritema, edema

++ Eritema, edema, poche papule
+++ Eritema, edema, molte papule
++++ Eritema, vescicole

I’abbronzatura e la DA diffusa e/o in fase acuta.

Lassunzione di farmaci immunosoppressori
e antistaminici deve essere sospesa con con-
gruo anticipo prima dell’applicazione degli
APT. Lapplicazione di tacrolimus unguento
nella sede del patch test non influenza la ri-
sposta al test, diversamente da quanto succede
per i corticosteroidi topici.

Dall’analisi dei dati della letteratura per
quanto riguarda irischi di tale metodica, emer-
ge che il rischio di sensibilizzazione attiva e
trascurabile, cosi come quello di reazione si-
stemica severa. La maggior parte degli autori
riporta, come possibili eventi avversi associati
all’APT, peggioramento dell’eczema, orticaria,
prurito e irritazione da cerotto.
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Comunicazione
Si raccomanda agli Autori la precisa osservanza delle norme nella pre-
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