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Riassunto Il Gruppo di Studio in Allergologia della Societa
Italiana di Patologia Clinica e Medicina di Laboratorio (SI-
PMeL) propone alcune raccomandazioni di diagnostica di
laboratorio delle malattie allergiche, basate sull’utilizzo di
algoritmi diagnostici relativi all’impiego delle componenti
allergeniche molecolari. Lo scopo ¢ fornire ai patologi e ai
clinici informazioni che consentano un utilizzo appropriato
di questa diagnostica, che puo essere ragionevolmente con-
siderata di secondo livello e che, a fronte di un maggiore
impegno economico, per il quale deve esserne assolutamen-
te evitato I’impiego indiscriminato, permette di delineare il
corretto profilo di sensibilizzazione del paziente allergico.
Il percorso metodologico seguito ¢ costituito da una fase
iniziale di discussione fra tutti i componenti del Gruppo di
Studio per integrare le conoscenze derivate dalle evidenze
scientifiche, dalla revisione da parte di esperti italiani e stra-
nieri e dalla successiva produzione del presente documento
da diffondere a tutti coloro che si occupano di diagnostica
allergologica.
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Summary The Study Group on Allergology of the Ital-
ian Society of Clinical Pathology and Laboratory Medicine
(SIPMelL) developed recommendations on the diagnosis of
allergic diseases based on the use of molecular allergenic
components. The purpose of this document is to provide the
pathologists and the clinicians with information and algo-
rithms enabling a proper use of this second-level diagnos-
tics. In the face of greater economic commitments, for which
its indiscriminate use must be absolutely avoided, molecu-
lar diagnostics allows definition of the exact sensitization
profile of the allergic patient.

The methodology followed to develop these recommenda-
tions included an initial phase of discussion between all the
components of the Study Group to integrate the knowledge
derived from scientific evidence, a revision of the recommen-
dations made by Italian and foreign experts, and the subse-
quent production of this document to be disseminated to all
those who deal with allergy diagnostics.

Keywords Allergy - Molecular diagnostics - Component
resolved diagnosis - Guidelines - Specific IgE

Che cos’¢ la diagnostica molecolare

Dal 1967, anno in cui fu eseguito il primo dosaggio delle
IgE specifiche a opera di Wide et al [1], con la nascita del
radioallergosorbent test (RAST), a oggi moltissimi progres-
si sono stati compiuti nel campo della diagnostica allergo-
logica di laboratorio, attraverso varie tappe costituite dallo
sviluppo di fasi solide a elevata capacita legante, dall’uso di
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traccianti enzimatici legati ad anticorpi anti-IgE monoclo-
nali e di curve di calibrazione eterologhe tarate sullo stan-
dard IgE WHO 75/502 (test di seconda generazione) [2, 3]
e dall’introduzione di sistemi diagnostici per la determina-
zione delle IgE specifiche caratterizzati da un’elevata sen-
sibilita analitica e da una totale automazione (test di terza
generazione) [4].

A partire dalla meta degli anni "90, in parallelo allo svi-
luppo delle tecniche proteomiche, si & assistito alla nascita
dell’allergologia molecolare, che ha fornito diverse confer-
me e numerose nuove conoscenze in campo allergologico
[5]. In particolare occorre tenere presente che:

— molti allergeni sono caratterizzati da un’elevata comples-
sita antigenica;

— un estratto allergenico ¢ costituito da una miscela di
proteine di cui solo una parte ¢ allergizzante;

— ogni individuo risponde a un allergene in base alle pro-
prie caratteristiche genetiche. Pertanto, un epitopo in gra-
do di sensibilizzare un certo paziente potrebbe non avere
lo stesso potere nei confronti di un altro;

— esistono numerosi allergeni cross-reattivi variamente di-
stribuiti tra piante e animali che presentano diversi gradi
di omologia strutturale. Si ritiene che si possa avere una
cross-reattivita (fenomeno in cui lo stesso anticorpo pud
riconoscere due allergeni differenti) se ci si trova di fronte
a un’omologia aminoacidica superiore ad almeno il 35—
40% e se almeno un frammento minimo di 6 aminoacidi
¢ presente sulla struttura primaria di 2 differenti allergeni;

— tra i diversi epitopi ¢ possibile distinguere quelli costituiti
da sequenze lineari di aminoacidi da quelli costituiti da
determinanti conformazionali, in cui gli aminoacidi pre-
senti su differenti punti della sequenza aminoacidica, in
seguito al ripiegamento della proteina, possono ritrovar-
si vicini a costituire una nuova struttura con caratteristi-
che tali da poter essere riconosciuta come antigene da un
anticorpo. Le IgE tendono a riconoscere essenzialmente
epitopi di tipo conformazionale e questo spiega perché,
nell’ambito delle allergie alimentari, solo le componenti
molecolari che sono resistenti alla denaturazione (cottu-
ra e/o digestione) e che pertanto mantengono inalterata o
quasi la loro struttura secondaria e terziaria, e quindi gli
epitopi rilevanti, possono causare allergie spesso gravi e
sistemiche nei pazienti sensibilizzati;

— esistono notevoli differenze nei pattern di sensibilizzazio-
ne molecolare tra le differenti aree geografiche, per cui un
risultato di positivita con test estrattivo puo sottendere a
positivita differenti con diverso significato clinico [6, 7].

La disponibilita di allergeni ricombinati e/o estrattivi alta-
mente purificati ha cosi permesso di passare da una diagno-
stica tradizionale, che utilizza estratti allergenici, alla dia-
gnostica molecolare o component resolved diagnosis (CRD)
in cui vengono utilizzate le singole molecole allergeniche, il
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che permette di definire in maniera dettagliata le molecole
bersaglio della reattivita IgE [8].

Utilita della diagnostica allergologica molecolare

L’utilizzo della CRD presenta notevoli vantaggi dal punto di
vista sia analitico sia clinico.

Infatti, nonostante il marcato miglioramento dei sistemi
diagnostici avvenuto negli ultimi anni, la concordanza tra i
metodi di dosaggio delle IgE specifiche con estratti non ¢
elevata e sussistono significative discrepanze tra dati ana-
litici e clinica [9]. Il problema principale ¢ la difficolta di
ottenere un’elevata purificazione e standardizzazione degli
estratti allergenici che presentano una certa variabilita nel
contenuto delle molecole allergeniche, sia tra aziende diver-
se sia nell’ambito della stessa azienda e tra lotti diversi. Nu-
merosi sono i motivi della difficolta di standardizzazione de-
gli estratti allergenici, quali le diverse fonti di approvvigio-
namento, le diverse modalita di estrazione e purificazione
e la possibile presenza nell’estratto di enzimi proteolitici e
allergeni contaminanti.

Le molecole, invece, hanno una composizione allergeni-
ca ben definita, sono quantificabili, prive di componenti ag-
giuntive non allergeniche e, se ottenute con la tecnica ricom-
binante, hanno il vantaggio di poter essere riprodotte im-
modificate e in quantita praticamente illimitata nel tempo.
Ne conseguono una maggiore facilita di standardizzazione
dei metodi diagnostici e una riduzione notevolissima della
variabilita inter-lotto.

I maggiori vantaggi ottenibili dalla diagnostica molecola-
re sono comunque senz’altro quelli di natura clinica. Tramite
la CRD, infatti, ¢ possibile ottenere lo specifico profilo aller-
gologico di ciascun paziente [10]. Cid permette, nei soggetti
che con la diagnostica tradizionale appaiono apparentemen-
te polisensibilizzati, di distinguere le sensibilizzazioni pri-
marie o genuine (co-sensibilizzazioni) dalle cross-reattivita,
dovute alla presenza di IgE verso molecole condivise ad alta
omologia strutturale (es. pan-allergeni) [11].

L’impatto della CRD nella clinica ha le seguenti impor-
tanti ripercussioni:

— nell’allergia agli inalanti ’identificazione del/dei sensi-
bilizzante/i primario/i permette la corretta selezione dei
pazienti eleggibili per I’immunoterapia specifica (ITS) e
la corretta formulazione della stessa [12, 13];

— nell’allergia agli alimenti la CRD permette la valutazione
del rischio di gravita della reazione. Pazienti sensibilizza-
ti a molecole termo- e gastro-stabili sono a rischio di rea-
zioni sistemiche e dovranno evitare 1’assunzione dell’ali-
mento sia cotto sia crudo, mentre i soggetti sensibilizzati
a molecole termo- e gastro-labili in genere presentano so-
lo sindrome orale allergica (SOA) e possono assumere gli
alimenti se cotti, tostati o sotto forma di succo di frutta
commerciale [14];
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— nell’allergia al latex 1a CRD permette di distinguere i pa-
zienti primariamente sensibilizzati alle proteine del la-
tex da quelli che presentano una reattivita con 1’allergene
estrattivo dovuta a sensibilizzazione al solo pan-allergene
profilina. Solo i primi necessitano percorsi latex-free [15];

— nell’allergia al veleno di imenotteri la CRD puo permette-
re I’identificazione della reale sensibilizzazione sulla base
della presenza delle molecole specifiche e cid puod esse-
re di grande ausilio nella scelta dell’ITS piu appropriata
[16].

Principali classi di molecole

Negli ultimi anni sono state identificate, sequenziate e clona-
te mediante I’uso di tecniche di biologia molecolare nume-
rose molecole che sono oggi disponibili per la diagnostica
di laboratorio e per diverse di esse ¢ stata definita la struttura
tridimensionale tramite risonanza magnetica e cristallogra-
fia a raggi X. La lista delle molecole & aggiornata costante-
mente nell’ Official list of allergens dell’ International Union
of Immunological Societies Allergen Nomenclature sub-
committee del WHO (WHO/IUIS) [http://www.allergen.
org].

In base alla nomenclatura internazionale, un allergene
viene codificato utilizzando le prime tre lettere del genere,
seguito da una singola lettera indicante la specie e da un nu-
mero indicante la cronologia della purificazione allergenica
(es. Phleum pratense: Phl p 1; Phl p 5 ecc.).

Si calcola che le molecole allergeniche possano apparte-
nere a oltre 120 distinte famiglie proteiche, ma ¢ bene sot-
tolineare che gli allergeni responsabili della maggior parte
delle reazioni allergiche sono ristretti a poche famiglie con
un limitato numero di funzioni biologiche [17].

Principali molecole in causa nelle allergie respiratorie

Le componenti molecolari specifiche maggiori e minori in-
dice di sensibilizzazione primaria ai principali allergeni ina-
lanti sono riportate nella Tabella 1. Nella stessa sono anche
riportate le molecole cross-reattive quali le profiline, presen-
ti in tutte le cellule eucariote, dotate di elevata omologia e
altamente cross-reattive fra tutte le specie di origine vegeta-
le, nonché le polcalcine, presenti solo nei pollini e anch’es-
se dotate di elevata cross-reattivita. Nei pollini, come pure
negli alimenti di origine vegetale e nel veleno di imenotteri,
sono presenti anche i componenti carboidratici cross-reattivi
(CCD). Essi sono componenti in grado di stimolare una ri-
sposta anticorpale IgE, ma non di determinare la degranu-
lazione mastocitaria e quindi la manifestazione clinica. Le
IgE specifiche verso i CCD sono rilevabili solo con i test in
vitro € non con i test in vivo. La presenza di IgE verso CCD
¢ quindi causa di apparente polisensibilizzazione nei test in
vitro per pollini, alimenti di origine vegetale e imenotteri.

Tra gli allergeni di origine animale, lipocaline e sieroal-
bumine sono anch’esse cross-reattive tra diverse specie.

Principali molecole in causa nelle allergie alimentari

(1) Cibi di origine vegetale
Le principali classi di molecole associate a sensibi-
lizzazione genuina agli alimenti di origine vegetale sono
principalmente termo- e gastro-stabili e appartengono
alle seguenti famiglie:

(a) non-specific Lipid Transfer Proteins (nsLTP), ap-
partenenti alle PR-14, che caratteristicamente si tro-
vano nelle parti vicine alla buccia della frutta. Rap-
presentano 1’allergene pitt importante della sensibi-
lizzazione alla frutta fresca. Le nsLTP della famiglia
delle Rosaceae sono dotate di elevata omologia;

(b) 2§ Albumine (superfamiglia delle Prolamine); so-
no piccole proteine di deposito (storage proteins),
estremamente stabili, e rappresentano gli allergeni
maggiori delle allergie alla frutta secca. L’omolo-
gia strutturale ¢ limitata tra le diverse specie, ma ¢
elevata tra anacardi e pistacchio, tra sesamo e papa-
vero, tra le Brassicaceae e raggiunge il 60% tra noci
e nocciole;

(c) Viciline (7S Globuline) [superfamiglia delle Cupi-
ne]: proteine di deposito estremamente resistenti
al calore e alla digestione peptica, responsabili di
allergia a frutta secca e a bacelli;

(d) Legumine (/1S Globuline) [superfamiglia delle Cu-
pine]: proteine di deposito, anch’esse dotate di ele-
vata resistenza al calore e alla digestione peptica,
responsabili di allergia a frutta secca e a bacelli.
L’omologia di sequenza delle legumine presenti in
diverse specie ¢ maggiore rispetto a quella delle
viciline;

(e) gliadine (w-5 gliadina) [superfamiglia delle Prola-
mine]: responsabili di allergia al grano (anafilassi
indotta da esercizio fisico).

Le molecole responsabili di cross-reattivita con i pollini

sono molecole termo-e gastro-labili e in genere si asso-

ciano alla presenza di una sintomatologia limitata al ca-
vo orale (sindrome orale allergica-SOA) e appartengono
alle seguenti classi molecolari:

(a) PR-10 (Bet v 1 e omologhi), presenti in molti ali-
menti di origine vegetale. Il sensibilizzante primario
in genere ¢ il polline della betulla;

(b) profiline, pan-allergene diffuso in tutte le cellule
eucariote, con elevata omologia tra le diverse spe-
cie. I sensibilizzanti primari sono in genere i pollini
delle Graminaceae e delle Betulaceae;

(c) taumatine, appartenenti alle PR-5, di incerto signi-
ficato clinico anche se a volte sono state messe in
relazione a SOA. Nel corso della trattazione non
saranno prese in considerazione.
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Tabella 1 Principali molecole identificate nelle fonti allergeniche inalatorie pit importanti

Fonte allergenica

Componente specifica

Componente specifica minore

Componente

maggiore cross-reattiva
Graminaceae Phlp 1* Phl p 2% Phl p 7 (polcalcina)®
(Phleum pratense) Phl p 5% Phl p 4% Phl p 12 (profilina)*
Phl p 6*
Phlp 112
Graminaceae Cynd 1* Cyn d 7 (polcalcina)
(Cynodon dactylon) Cyn d 12 (profilina)
Betulla (Betula verucosa) Betv 12 Bet v 6% Bet v 2 (profilina)®

Parietaria judaica

Olivo (Olea europea)

Cipresso
(Cupressus arizonica)

Assenzio
(Artemisia vulgaris)

Ambrosia
(Ambrosia artemisiifolia)

Lanciola
(Plantago lanceolata)

Platano
(Platanus acerifolia)

Dermatophagoides pt.

Epitelio di gatto (Felis
domesticus)

Epitelio di cane
(Canis familiaris)

Alternaria alternata

Latex

Par j 2 (nsLTP)?

Olee 1*

Cupal?
Art v 1 (defensin-like protein)?

Amb a 1 (pectate-lyase)®

Plal1?
Plaa 1P

Der p 1 (cistein-proteasi)®
Der p 2 (NPC2)?
Der p 23

Fel d 1? (secretoglobulina)

Can f 1 (lipocalina)?

Alta1?

Hev b 12, Hev b 32
Hev b 52, Hev b 6%

Parj 1 (nsLTP)

Ole e 7 (nsLTP)?
Ole e 9 (1-3 beta-glucanase)?,
Ole 5, Ole 6, Ole 10, Ole 11

Art v 3 (nsLTP)?
Artv 6

Amb a3
Amb a 4 (defensin-like protein)
Amb a 6 (nsLTP)

Plaa2°
Pla a 3 (nsLTP)

Der p 3, Der p 4,

Derp 5, Derp 6,

Derp 7, Derp 8,
Derp9,Derp 11,

Der p 14, Der p 15,

Der p 18, Der p 21, Der p 24

Fel d 3 (cistatina)
Feld 5 (IgA)

Fel d 6 (IgG)
Feld 7

Feld 8

Can f 5 (kallicreina)?

Alta3, Altad, Alta 5, Alta6,
Alta7,Alta8, Alta 10,
Alta12,alta 13, Alta 14,
Altal5

Hevb4,Hevb7, Hevb9?,
Hev b 11%, Hev b 12, Hev b 13,
Hevb 14, Hev b 15

Bet v 4 (polcalcina)?
Par j 3 (profilina)
Par j 4 (polcalcina)
Ole e 2 (profilina)
Ole e 3 (polcalcina)
Ole e 8 (polcacina)

Art v 4 (profilina)
Art v 5 (polcalcina)

Amb a 8 (profilina)
Amb a 9 (polcalcina)

Pla 12 (profilina)

Der p 10 (tropomiosina)®
Der p 20 (arginin-kinasi)

Fel d 2 (sieroalbumina)?®
Fel d 4 (lipocalina)®

Can f 2 (lipocalina)?
Can f 6 (lipocalina)
Can f 3 (sierolbumina)®

Hev b 8 (profilina)®

#Molecole attualmente disponibili per diagnostica monoplex

bMolecole attualmente disponibili solo nella diagnostica multiplex (ISAC)

(2) Cibi di origine animale
Le principali classi molecolari responsabili delle al-
lergie di origine animale sono riportate nella Tabella 2.
Con l’eccezione della beta-lattoglobulina e dell’alfa-

lattoalbumina, esse sono tutte resistenti al calore.
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teri sono riportate nella Tabella 3.

Principali molecole in causa nell’allergia agli imenotteri

Le principali molecole responsabili delle allergie a imenot-
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Tabella 2 Principali molecole identificate nelle fonti allergeniche alimentari pitt importanti

Fonte allergenica

Componente specifica
maggiore

Componente specifica minore

Componenti
cross-reattive

Pesca

Mela

Nocciola

Noce

Noce brasiliana

Arachide

Anacardio (Pistacchio)

Soia

Sesamo

Grano

Latte

Uova

Merluzzo

Gamberetto

Pru p 3 (nsLTP)?
Mal d 3 (nsLTP)?

Cor a 14 (2S-albumina)?
Cor a 8 (nsLTP)?
Cor a9 (legumina)?

Jug r 1 (2S-albumina)?®
Jug r 2 (vicilina)®
Jug r 3 (nsLTP)?

Ber e 1 (2S-albumina)?®

Ara h 1 (vicilina)?

Ara h 2 (2S-albumina)?®
Ara h 3 (legumina)®
Arah 9 (nsLTP)?

Ana o 1 (vicilina)
Anao?2 (legumina)b
Ana o 3 (2s-albumina)?

Gly m 5 (vicilina)®
Gly m 6 (legumina)®

Ses i 1 (2S-albumina)®
Ses i 3 (vicilina)

Ses i 4 (oleosina)

Ses i 5 (oleosina)

Ses i 6 (legumina)

Tri a 14 (nsLTP)?
Tri a 19 (w-5 gliadina)®

Bosd 4
(a-lattoalbumina)?
Bosd 5
(B-lattoglobulina)?
Bos d 8 (caseine)?

Gal d 1 (ovomucoide)?*
Gal d 2 (ovoalbumina)?
Gal d 3 (ovotranferrina)?

Gad c 1 (parvalbumina)®

Pen i 1 (tropomiosina)?
Penm 1 (tropomiosina)b

Pru p 7 (pemacleina)

Cora6,Coral0,Corall
(vicilina), Cor a 12 (oleosina),
Cor a 13 (oleosina),

Jug r 4 (legumina)

Ber e 2 (cupina)

Ara h 6 (2S-albumina)®

Ara h 7 (2S-albumina)

Arah 10 (oleosina)

Arah 11 (olesosina)

Arah 12, Arah 13, Arah 14,
Arah 15, Arah 16, Arah 17

Gly m 7, Gly m 8 (2S-albumina)

Ses i 2 (2S-albumina)
Ses i 7 (legumina)

Tri a 18 (aglut./isolect.)
Tri a 20 (y-gliadina)

Tri a 25 (tioredoxina)

Tri a 26 e 36 (glutenine)
Tri a 37 («-purotionina)
Tri a 40 (inib. A-amilasi)®
Tria 41, 42,43, 44, 45

Bos d 2 (lipocalina)

Bos d 3 (S100 CBP)

Bos d 6 (sieroalbumina)
Bos d 7 (Immunogobuline)
Bos d Lattoferrina

Gal d 4 (lisozima)?

Gal d 5 (livetina)®

Gal d 6 (YGP42)

Gal d 7 (catena leggera miosina)

Gad m 2 (enolasi)
Gad m 4 (aldolsi)

Pen m 2 (arginin—kinasi)b

Pen m 3 (cat. leg. miosina)
Pen m 4 (CBP sarcopl.)

Prup 1 (PR-10)*
Pru p 4 (profilina)®

Mald 1 (PR-10)?
Mal d 4 (profilina)

Cora 1 (PR-10)2
Cor a 2 (profilina)

Arah 8 (PR-10)?
Ara h 5 (profilina)

Gly m 4 (PR-10)*
Gly m 3 (profilina)

Tri a 12 (profilina)

#Molecole attualmente disponibili per diagnostica monoplex

bMolecole attualmente disponibili solo nella diagnostica multiplex (ISAC)
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Tabella 3 Principali molecole allergeniche identificate nei veleni di
imenotteri

Fonte allergenica Allergene Nome biochimico
Apis mellifera Apim 12 Fosfolipasi Ay
Apim2 Ialuronidasi
Apim3 Fosfatasi acida
Apim 4° Mellitina
Apim5 Dipeptidil-peptidasi IV
Apim6
Apim7 CUB serin-proteasi
Apim 8 Carbossilesterasi
Apim9 Serin-carbossipeptidasi
Api m 10? Icarapina variante 2
Apim 11 Proteina maggiore della
pappa reale
Apim 12 Vitellogenina
Vespula vulgaris Ves v 1# Fosfolipasi A
(giallone) Ves v 2 Taluronidasi
Ves v 3 Dipeptidil-peptidasi IV
Ves v 5% Antigene 5
Ves v 6 Vitellogenina
Polistes Pold 1 Fosfolipasi A
dominulus Pol d 4 Serin-proteasi
(vespa) ; .
Pol d 5% Antigene 5
Vespa crabro Vespc 1 Fosfolipasi A1
(calabrone) Vesp ¢ 5 Antigene 5

#Molecole disponibili per la diagnostica monoplex

YMolecole disponibili solo con diagnostica multiplex (ISAC)

Metodi per la diagnostica molecolare

La diagnostica molecolare in laboratorio puo essere esegui-
ta utilizzando due diverse strategie: (a) diagnosi mirata at-
traverso 1’utilizzo di singole componenti molecolari (mono-
plex), (b) diagnosi non mirata tramite 1’utilizzo di matrici di
allergeni precostituite su microarray (multiplex).

La prima ¢ una diagnostica che presuppone, nella mag-
gioranza dei casi, una conoscenza clinica del paziente da
parte dello specialista o del medico curante e che mira al-
I’approfondimento di un fondato sospetto diagnostico basa-
to sull’anamnesi e sui test diagnostici di primo livello; serve
in particolare a verificare se una positivita a un estratto otte-
nuta mediante 1’utilizzo di test cutanei o attraverso il dosag-
gio delle IgE specifiche sia dovuta a un allergene genuino,
che identifica una sensibilizzazione primaria (genuina) ver-
so una specifica sorgente allergenica, o a un pan-allergene
(allergene cross-reattivo). Ha il vantaggio che puo essere
eseguita sulla stessa piattaforma analitica (quantitativa, al-
tamente automatizzata) con la quale vengono ricercate le

@ Springer

IgE specifiche verso gli allergeni estrattivi, anche applican-
do algoritmi che prevedono un approccio di tipo reflex test, e
consente, laddove possibile, attraverso 1’esecuzione di pochi
e mirati dosaggi analitici, un utilizzo altamente appropria-
to delle risorse economiche. Con tale approccio, pero, si ri-
schia, identificando solo i componenti ricercati, di non veri-
ficare o di sottostimare la presenza di altre sensibilizzazioni
non sospettate.

La diagnostica su microarray attualmente disponibile
sul mercato (ImmunoCAP® ISAC, ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, USA), nella sua versione pil recente, per-
mette di determinare contemporaneamente e con una piccola
quantita di siero (30 microlitri) IgE rivolte verso 112 diverse
molecole, 43 delle quali di origine alimentare, numero che
sara sicuramente destinato ad aumentare in futuro [18]. Si
tratta di un test che non risponde alla logica di ricercare so-
lo IgE specifiche verso molecole mirate in base al sospetto
clinico, ma a quella di avere un profilo allergologico il piu
ampio possibile, ovviamente con il limite del profilo mo-
lecolare presente nella matrice. L’interpretazione di questo
test, quindi, € piti complessa e non scevra di potenziali mis-
interpretazioni, pertanto va riservata a personale con elevate
competenze di diagnostica molecolare (test di terzo livello)
[19]. 1I test & inoltre semiquantitativo, calibrato contro uno
standard interno e complessivamente di minore accuratezza
diagnostica rispetto al test ImmunoCAP [20-22].

I due sistemi diagnostici non devono essere considerati in
alternativa ’'uno all’altro, ma possono coesistere affiancati
nel laboratorio di allergologia ed essere utilizzati di volta
in volta, tenendo conto delle particolari situazioni cliniche,
del numero di molecole da testare, della disponibilita delle
stesse e delle competenze specialistiche [23].

Da un punto di vista meramente economico la diagno-
stica che utilizza il microarray, sulla base degli attuali co-
sti previsti per 1’esecuzione dei test, risulta vantaggiosa se
la situazione clinica del paziente richiede la ricerca delle
IgE specifiche verso un numero di componenti molecolari
superiore a 12—-13.

Diagnostica su microarray (ImmunoCAP® ISAC):
quando utilizzarla (vantaggi e svantaggi)

Si puod prevedere I'utilizzo di ImmunoCAP® ISAC quan-
do ci si trova di fronte a situazioni cliniche particolarmente
complesse e di non facile inquadramento. In particolare puo
essere raccomandato:

— nei pazienti con sensibilizzazioni multiple, non facilmen-
te inquadrabili in base ai dati anamnestici, al risultato dei
test cutanei e del dosaggio delle IgE specifiche, in cui,
per avere un profilo allergologico chiaro, sia necessario
il dosaggio di un numero di molecole superiore a 12—13
(motivo economico);
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— qualora sia necessario testare molecole attualmente non
disponibili nel sistema monoplex (es. Pen m 2 e Pen m 4
nelle allergie ai crostacei);

— nella rivalutazione di pazienti in immunoterapia iposen-
sibilizzante che non mostrano benefici clinici signifi-
cativi, in cui pud essere opportuno rivalutare I’identi-
ta dei o del “fattori/e scatenanti/e” responsabili/e della
sintomatologia allergica;

— nei casi di anafilassi “idiopatica” per scoprire eventuali
sensibilizzazioni non identificate con i test tradizionali;

— in casi pediatrici, qualora non sia possibile avere a dispo-
sizione la quantita di siero necessaria per la determinazio-
ne con il sistema monoplex;

— negli studi epidemiologici, al fine di disporre del pili am-
pio pannello possibile di sensibilizzazioni per ciascun
paziente.

Occorre pero tenere presente alcuni inconvenienti che pos-
sono derivare dall’uso del microarray, taluni di carattere
squisitamente tecnico e altri di tipo diagnostico-interpretati-
vo. In particolare:

— attualmente il test non & ancora automatizzato e quindi ¢
indaginoso e maggiormente soggetto a possibili errori in
fase analitica;

— il test € meno sensibile rispetto al monoplex;

come tutti i test multiplex presenta una diminuita specifi-

cita globale;

— non sono presenti programmi di VEQ per la valutazione
dei risultati ottenuti;

— ci si puod imbattere in positivita inattese, soprattutto per
molecole che sono potenzialmente responsabili di gravi
reazioni allergiche, senza che il paziente abbia in prece-
denza manifestato alcun sintomo (e quindi di dubbio si-
gnificato clinico), con difficile gestione del dato analitico
sia da parte del clinico che deve comunicare la positivita
e la sua potenziale pericolosita, sia da parte del paziente
che potrebbe averne una ricaduta sulla sua qualita di vita;

— difficolta di interpretazione dei risultati e rischio di scarsa
fruibilita degli stessi, in particolare per chi non ha una
buona conoscenza delle molecole e del loro significato
diagnostico. Non ¢ infatti assolutamente banale orientarsi
tra 112 differenti molecole, molte delle quali strettamen-
te collegate tra loro e altre assolutamente indipendenti.
Per ovviare a questo inconveniente sono stati sviluppa-
ti e sono disponibili sistemi esperti, utili per una corretta
interpretazione del test proteomico.

Raccomandazioni su come usare correttamente la
diagnostica molecolare

Lo scopo della diagnostica molecolare ¢ identificare corret-
tamente il profilo allergologico del paziente. Cid ha come

Apparente polisensibilizzazione ad allergeni
inalanti al test cutaneo e/o in vitro

Ricerca marcatori di Ricerca marcatori di cross-
sensibilizzazione primaria reattivita
| |

S s Artvl /' Profiline(PhIplZ/\
. PhIpS * Ambal Betv2)
. B p1 » Derpl * Polcalcine (Phl 7/
. CE‘V , * Derp2 Betv4)
. 0":931 * Feldl * Tropomiosina (Der p
. Poin " Al 10)

a2 4 aiwo " oDt MUXES) )

(Cercare il sensibilizzante )
primario. Probabile scarsa

efficacia della ITS
\.

Eventuale indicazione
alla ITS

Fig.1 Schema generale dell’algoritmo diagnostico molecolare in caso
di apparente polisensibilizzazione ai test cutanei e/o in vitro ad allerge-
ni inalanti. I marcatori di sensibilizzazione primaria e quelli di cross-
reattivita verranno scelti di volta in volta in base alle positivita ottenute
con gli estratti. *La ricerca dei CCD verra eseguita in caso di positivita
dei test in vitro

importanti conseguenze: (a) nelle allergie da inalanti la cor-
retta identificazione degli allergeni causali e quindi la cor-
retta prescrizione dell’ITS e (b) nelle allergie alimentari la
predizione del rischio clinico in seguito all’assunzione del-
I’alimento allergizzante [24]. Per tali motivi, la moderna dia-
gnostica allergologica non puo pil prescindere dalla diagno-
stica molecolare. Poiché, pero, a oggi sono state identificate
oltre 1000 molecole e un centinaio sono gia disponibili in
diagnostica, per molti 1’approccio alla diagnostica moleco-
lare puo risultare difficile. Il nostro scopo & quindi proporre
degli algoritmi diagnostici semplici per coloro che vogliono
approcciare la CRD, con esemplificazioni delle piu frequenti
evenienze nella pratica clinica.

Algoritmi diagnostici nelle allergie respiratorie

Il modello generale di approccio alla CRD nelle allergie
respiratorie & schematizzato nella Figura 1.

In casi di polisensibilizzazione, quindi, vanno ricercate
da un lato le sensibilizzazioni verso le molecole indice di
sensibilizzazione genuina rispetto alle fonti allergeniche ri-
sultate positive ai test cutanei o al test in vitro con estratti,
dall’altro le molecole causa di reattivita crociata [25]. So-
lo nel caso di riscontro di IgE specifiche verso le moleco-
le indice di sensibilizzazione genuina possiamo affermare
che un soggetto ¢ primariamente sensibilizzato a una spe-
cifica fonte allergenica e quindi potra essere eligibile all’I-
TS verso quella specifica fonte allergenica. Qualora, inve-
ce, un soggetto risulti positivo a molecole responsabili di
cross-reattivita (polcalcine, profiline e componenti carboi-
dratici cross-reattivi (CCD) per i pollini, tropomiosine per
gli acari), si valutera di volta in volta, in base alla clinica
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e alle positivita verso le molecole indice di sensibilizzazio-
ne genuina, se sara eligibile per eventuale ITS. Per quanto
riguarda la scelta di quale polcacina o profilina utilizzare,
dal momento che esiste un’elevata omologia tra le molecole
presenti nelle diverse fonti allergeniche [26, 27], in genere ¢
sufficiente avere a disposizione una sola di queste molecole.
La scelta di quale molecola utilizzare sara dettata dalla va-
lutazione della fonte allergenica causa piu frequente di sen-
sibilizzazioni nella zona in cui si opera. Nella maggior parte
del territorio italiano si tratta delle Graminaceae e quindi si
usera Phl p 12 come profilina e Phl p 7 come polcalcina. In
alcune zone del Nord Italia la maggiore fonte di sensibiliz-
zazione a queste molecole ¢ rappresentata dalla betulla, per
tanto si utilizzeranno rispettivamente Bet v 2 e Bet v 4.

Da quanto sopra si evince come abbia senso procede-
re con la diagnostica molecolare solo nel caso si ipotizzi
di procedere a ITS, altrimenti il maggiore costo di questa
diagnostica non ¢& giustificabile.

Di seguito vengono riportati alcuni esempi pratici di
algoritmi diagnostici:

(a) soggetto con sintomatologia stagionale che al test cuta-
neo e/o al test in vitro risulta polisensibilizzato a polli-
ni (es. Graminaceae, betulla, parietaria, olivo, ambrosia,
assenzio, cipresso): ¢ indicato ricercare le molecole in-
dice di sensibilizzazione genuina (nel caso dell’esempio
citato Phl p 1, Phl p 5 (Graminaceae), Bet v 1 (betulla),
Par j 2 (parietaria), Amb a 1 (ambrosia), Art v 1 (assen-
zio), Cup a 1 (cipresso) e quelle responsabili di even-
tuali cross-reattivita tra pollini (profiline e polcalcine).
Qualora lo stato di apparente polisensibilizzazione sia
stato evidenziato con un test in vitro si eseguira anche
la ricerca dei CCD (MUXF3—epitopo glicosilato del-
la bromelina). In base al risultato del test si valutera, in
associazione alla clinica, se proporre ITS e per quale/i
allergene/i (in genere non piu di 2/3 allergeni) [28, 29];
soggetto con sintomi perenni con positivita ad acari al
test cutaneo e/o al test in vitro, con o meno sensibiliz-
zazioni ad altri allergeni: in tal caso si valutera se il pa-
ziente ¢ sensibilizzato agli allergeni maggiori degli aca-
ri (Der p 1, Der p 2) e alla tropomiosina (Der p 10 o
Pen a 1). Se ¢ positivo agli allergeni maggiori puo esse-
re considerata I’ipotesi dell’ITS, mentre la sola sensibi-
lizzazione a tropomiosina esclude tale ipotesi, in quan-
to non ¢ certa una sensibilizzazione primaria agli acari
[30]. Purtroppo per quanto riguarda gli acari, non ab-
biamo ancora a disposizione altre molecole che posso-
no avere un ruolo importante nella sensibilizzazione e
quindi allo stato attuale la diagnostica molecolare non ¢
ancora del tutto discriminante;

soggetto con apparente polisensibilizzazioni al test cu-
taneo e/o in vitro a epiteli animali (cane, gatto, cavallo).
Nel caso degli epiteli animali sono disponibili alcune

(b)
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molecole indice di sensibilizzazione specie-specifica co-
me la secretoglobulina (uteroglobina) del gatto (Fel d 1)
o I’arginin-esterasi (kallicreina) (Can f 5) del cane. Le
lipocaline (Can f 1, Can f 2, Fel d 4, Equ c 1), invece,
sono molecole omologhe [31] e possono essere causa di
reattivita a piu fonti allergeniche animali e quindi non in
grado di identificare la fonte primaria di sensibilizzazio-
ne; in genere ¢ sufficiente testarne una come molecola
indice (es Can f 1). E interessante il caso delle positivi-
td a Can f 5, in quanto, essendo un antigene di origine
prostatica, se non associato ad altra positivita per il cane
(Can f 1), pud permettere al soggetto sensibilizzato di
tenere in casa cani di sesso femminile. E utile, inoltre,
avere a disposizione anche la molecola Fel d 2 (siero-
albumina), che ¢ una molecola presente in forma omo-
loga anche nelle carni, in particolare in quella del ma-
iale. Soggetti con sensibilizzazione al gatto e positivita
per tale molecola possono presentare un’allergia anche
alla carne di maiale (cat-pork syndrome) [32];

soggetti con positivita ai test cutanei e/o in vitro per muf-
fe (Alternaria alternata, Aspergillus fumigatus). La sen-
sibilizzazione ad Alta 1 ¢ presente nell’80-100% dei ca-
si di sensibilizzazione primaria all’Alternaria alternata
e c’¢ maggiore correlazione tra clinica e presenza di ta-
le molecola in atmosfera che tra clinica e presenza delle
spore di Alternaria [33]. La sensibilizzazione a tale mo-
lecola, quindi, € un ottimo indicatore per la prescrizione
di un’ITS per I’Alternaria. Per I’ Aspergillus abbiamo a
disposizione pitt molecole (Asp f 1, Asp f 2, Asp f 3,
Asp f4 e Asp f 6). Tale muffa puo essere responsabile di
uno spettro di manifestazioni respiratorie che vanno dal-
I’aspergillosi allergica all’aspergilloma, fino ad arrivare
all’aspergillosi invasiva. Relativamente alle manifesta-
zioni su base allergica, oltre alla rino-sinusite e all’asma
allergico, viene annoverata anche 1’aspergillosi bronco-
polmonare (ABPA), un quadro piu complesso e severo,
in particolare nei pazienti con fibrosi cistica. Asp f 1 e
Asp f 3 in genere si associano alle prime due condizioni,
mentre Asp f 2, ma in particolare Asp f 4 e Asp f 6, si
associano piu specificamente ad ABPA [34];

soggetti con positivita ai test cutanei e/o sierologici per
latex. Attualmente sono disponibili per la diagnostica
varie molecole (Hev b 1, Hev b 3, Hev b 5, Hev b 6.01,
Hev b 6.02, Hev b 8, Hev b 9, Hev b 11). Con I’ecce-
zione di Hev b 8, tutte le altre molecole possono asso-
ciarsi ad allergia genuina al latex. Hev b 8, invece, ¢ una
profilina e come tale labile al calore e quindi viene al-
terata durante i processi di produzione dei manufatti in
latex. Pertanto, un paziente sensibile al latex, ma positi-
vo solo a questa molecola, non ¢ soggetto alle restrizio-
ni prescritte ai soggetti sensibilizzati alle altre molecole
del latex (percorsi latex-free). Per quanto riguarda que-
ste ultime, in genere la sensibilizzazione a Hev b 1 ed
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Fig.2 Schema generale dell’algoritmo diagnostico molecolare in caso
di apparente polisensibilizzazione ai test cutanei e/o in vitro ad aller-
geni alimentari. I marcatori di sensibilizzazione primaria e quelli di
cross-reattivita verranno scelti di volta in volta in base alle positivita
ottenute con gli estratti. *La ricerca dei CCD verra eseguita in caso di
positivita dei test in vitro

Hev b 3 si trova pill frequentemente in soggetti giovani
con spina bifida; le sensibilizzazioni a Hev b 5 ed Hev
b 6 sono gli allergeni maggiormente in causa nelle sen-
sibilizzazioni in adulti; Hev b 5, Hev b 6, Hev b 11 so-
no responsabili delle reazioni crociate con alcuni tipi di
frutta (kiwi, avocado, banana, castagna ecc.) [sindrome
latex-frutta] [35].

Algoritmi diagnostici nelle allergie alimentari

Il modello generale di approccio alla CRD nelle allergie
alimentari ¢ schematizzato nella Figura 2.

In questo caso, di fronte a una positivita con I’estratto
(test cutaneo o in vitro), al fine di valutare 1’eventuale ri-
schio clinico associato all’assunzione accidentale dell’ali-
mento, vanno definite le specifiche positivita allergeniche.
Nel caso di positivita a molecole i cui epitopi allergenici so-
no stabili al calore e/o alla digestione gastrica (es. nsLTP,
cupine, 2S-albumine, parvalbumine, tropomiosine, ovomu-
coide, caseine), il paziente pud essere potenzialmente sog-
getto a reazioni sistemiche, pertanto 1’alimento in causa va
evitato in qualsiasi sua forma (crudo, cotto, tostato). Qualo-
ra, invece, la sensibilizzazione sia legata alla presenza di IgE
specifiche verso molecole termo-labili e/o gastro-labili (es.
PR-10, profilina, ovoalbumina, lattoalbumina), 1’alimento in
causa puo essere assunto se cotto, tostato o se sottoposto a
pastorizzazione.

Di seguito vengono riportati alcuni esempi pratici di
algoritmi diagnostici.

(a) Soggetto con sintomi legati all’assunzione di frutta fre-
sca e relativa positivita ai test cutanei e/o al test in vitro:

(b)

andranno ricercate le molecole termo- e gastro-stabili

(nsLTP) e le molecole termo- e gastro-labili (PR-10,

profilina) presenti nella frutta fresca. Per quanto riguar-

da le nsLTP in genere si utilizza la Pru p 3, che ¢ la
nsLTP della pesca, alimento maggiormente in causa nel-
la sensibilizzazione primaria alla frutta fresca. In alter-
nativa puo essere usata Mal d 3 (nsLTP della mela). Per

quanto riguarda le PR-10 puo essere utilizzata Pru p 1

(PR-10 della pesca), oppure il suo omologo della be-

tulla (Bet v 1), anche se in alcuni casi potrebbe avere

una minore sensibilita [36]. Per quanto riguarda le pro-

filine, si puo scegliere indifferentemente una tra Pru p

4 (pesca), Bet v 2 (betulla), Phl p 12 (Phleum praten-

se). La positivita a Pru p 3 indica una sensibilizzazio-

ne primaria alla frutta fresca e il paziente ¢ a rischio di

reazioni sistemiche in seguito all’ingestione della frutta,

soprattutto se non pelata (1’allergene ¢ particolarmente
concentrato nella buccia). Qualora, invece, la sensibiliz-
zazione sia rivolta a PR-10, profilina o entrambe, trattasi

di una reattivita crociata con pollini e la sintomatologia

si limitera in genere alla SOA. La frutta in causa potra

essere assunta cotta, tostata o sotto forma di succo di

frutta commerciale (pasteurizzato), in quanto PR-10 e

profilina sono labili a calore. Nel caso di contemporanea

positivita per nsLTP e profilina e/o PR-10 in genere i pa-

zienti accusano una sintomatologia piu blanda rispetto a

quelli con sola positivita per nsLTP (effetto protettivo di

PR-10 e profiline) [7, 37]. Qualora ci si trovi di fronte

a pazienti asintomatici con sola positivita al test in vi-

tro ¢ probabile la presenza di IgE specifiche per CCD e

quindi si ricercheranno le IgE specifiche per MUXF3.

Soggetto con sintomi legati all’assunzione di frutta sec-

ca e relativa positivita ai test cutanei e/o ai test in

vitro:

(bl) positivita alla nocciola. Vanno ricercate le moleco-
le termo- e gastro-stabili indice di sensibilizzazio-
ne primaria, quali Cor a 14 (2S-albumina), Cor a 9
(cupina), Cor a 8 (nsLTP), nonche PR-10 e profili-
na (vedi sopra) indice di cross-reattivita con i pol-
lini. I pazienti con sensibilizzazioni agli allergeni
termo- e gastro-stabili sono a rischio di reazioni
severe e devono evitare 1’assunzione della noccio-
la sotto qualsiasi forma. I soggetti sensibilizzati a
PR-10 e profilina o a entrambe al pill possono pre-
sentare una SOA e possono assumere la nocciola
se tostata;

(b2) positivita alla noce. Le molecole termo- e gastro-
stabili indice di sensibilizzazione primaria a di-
sposizione sono Jug r 1 (2S-albumina) e Jug r 3
(nsLTP). A queste vanno aggiunte PR-10 e pro-
filina (vedi sopra) per valutare eventuale cross-
reattivita con pollini. L’interpretazione del dato
ricalca quanto descritto per la nocciola;
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(b3) positivita alla noce brasiliana. L’unica molecola
a disposizione per la valutazione della sensibiliz-
zazione primaria ¢ Ber e 1 (2S-albumina). A que-
sta va affiancata la ricerca di sensibilizzazione a
PR-10 e profilina (vedi sopra) e I’interpretazione
ricalca quanto descritto per la nocciola;

(b4) positivita a pistacchio o anacardio. La molecola
termo- e gastro-stabile indice di sensibilizzazione
primaria a disposizione ¢ Ana o 3 (2S-albumina
dell’anacardio, che ha un’elevatissima omologia
con la 2S-albumina del pistacchio) [38]. A questa
va affiancata la ricerca di PR-10 e profilina (vedi
sopra) e anche in questo caso I’interpretazione del
dato ricalca quanto scritto per la nocciola;

(b5) positivita ad arachide. In questo caso la gamma
di molecole termo- e gastro-stabili, indice di sen-
sibilizzazione primaria, & ampia: Ara h 1 (cupina-
vicilina), Ara h 2 (2 S-albumina), Ara h 3 (cupina-
legumina), Arah 9 (nsLTP). Tra queste la molecola
piu importante & Ara h 2, in quanto presente nella
maggior parte (>90%) dei pazienti primariamen-
te sensibilizzati all’arachide [39]. Nell’area medi-
terranea, pero, Ara h 9 sembra rivestire una pecu-
liare importanza [40], per cui va aggiunta ad Ara
h 2. A queste molecole va affiancata la ricerca del-
la PR-10 (Ara h 8 o in alternativa Bet v 1) e della
profilina. Nel caso di positivita ad Ara h 2 o Ara
h 9 I’assunzione di arachidi va assolutamente evi-
tata, mentre nel caso di positivita a Ara h 8 (Bet
v1) e alle profiline I’arachide puo essere assunta se
tostata. Esiste un gruppo di pazienti con positivita
isolata all’Ara h 6 che al momento ¢ dosabile solo
tramite test ISAC [41, 42].

Soggetto con sintomi legati ad assunzione di soia e re-

lativa positivita ai test cutanei e/o in vitro: le molecole

termo- e gastro-stabili responsabili della sensibilizzazio-
ne primaria alla soia disponibili in diagnostica sono Gly

m 5 (cupina-vicilina) e Gly m 6 (cupina-legumina). Co-

me sopra, a queste va affiancata la ricerca delle molecole

indice di cross-reattivita con i pollini (PR-10 e profili-
na). A differenza di quanto riportato sopra per la frutta,
nel caso della soia la positivita a PR-10 a volte pud dare
sintomi sistemici, probabilmente legati a una maggio-

re stabilita della PR-10 della soia, Gly m 4, rispetto a

PR-10 di altri alimenti [43].

Soggetto con sintomi legati ad assunzione di grano, in-

dipendentemente dalla positivita dei test cutanei e/o del

test in vitro: gli allergeni del grano attualmente ricono-
sciuti sono almeno 27 (non tutti responsabili di allergie
alimentari), ma per la diagnostica abbiamo a disposizio-
ne solo Tri a 14 (nsLTP) e Tri a 19 (w-5 gliadina) e la
gliadina (mix delle varie gliadine). La diagnostica mole-
colare, quindi, per quanto riguarda il grano ¢ ampiamen-
te incompleta. In ogni caso, anche i test con gli estratti
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commerciali sono poco sensibili, in quanto spesso ca-
renti delle gliadine, che vengono perse durante 1’estra-
zione salina. Per avere una maggiore sensibilita, quindi,
¢ bene aggiungere al test con estratto di grano anche il
test per le gliadine. Inoltre, test con estratti, soprattut-
to nell’adulto, sono poco specifici per le cross-reattivita
con le Graminaceae [44]. Anche se sono poche le mole-
cole a disposizione, nel caso dell’allergia alimentare al
grano Tri a 14 e Tri a 19 sono molto utili. In particolare,
la sensibilizzazione a Tri a 19 ¢ associata a una forma
specifica di allergia, quale 1’anafilassi da allergia al gra-
no esercizio indotta. In tale forma di allergia, I’assunzio-
ne di grano ¢ responsabile di sintomi solo se associata a
un esercizio fisico o, in alternativa, a FANS, consumo di
alcol o eventi stressanti [45].

Soggetto con sintomi legati ad assunzione di pesce e po-
sitivita al test cutaneo e/o in vitro: I’allergene maggiore
del pesce ¢ la beta-parvalbumina, di cui sono commer-
cialmente disponibili due molecole (Gad ¢ 1, parvalbu-
mina del merluzzo; Cyp c¢ 1, parvalbumina della car-
pa). L’omologia tra le due molecole ¢ alta [46], pertanto
in genere ¢ sufficiente averne a disposizione una. I pe-
sci cartilaginei (razze, torpedini, trigoni, mante, squali)
presentano come allargene 1’ alfa-parvalbumina, che mo-
stra una moderata omologia con la beta-parvalbumina e
una minore allergenicita [47]. La positivita a parvalbu-
mina conferma la diagnosi di allergia al pesce a lisca e
di conseguenza va consigliata la sua eliminazione dalla
dieta, anche se a volte tonno, halibut, sgombro e pas-
sera di mare possono essere tollerate, in quanto la loro
parvalbumina presenta una minore reattivita crociata.
Soggetto con sintomi legati ad assunzione di crostacei
e positivita al test cutaneo e/o in vitro. Gli allergeni in
causa nell’allergia ai crostacei sono molti: tropomiosina
(Pen a 1, Pen m 1), arginin-kinasi (Pen m 2), catena leg-
gera della miosina (Pen m 3), proteina sarcoplasmatica
legante il calcio (Pen m 4), troponina C (Pen m 6) e forse
altre (es. emocianina) [48, 49]. L’unica molecola oggi a
disposizione con il test monoplex ¢ la tropomiosina (Pen
a 1), mentre nel test ImmunoCAP-ISAC ci sono anche
Pen m 2 e Pen m 4. In caso di positivita ai crostacei,
quindi, allo stato attuale si cerca solo Pen a 1. Se il test
risulta positivo la diagnosi ¢ confermata e I’alimento va
escluso dalla dieta, mentre se ¢ negativo, poiché I’aller-
gene ¢ positivo solo in circa il 50% dei casi [50], non
puod essere esclusa I’allergia.

Soggetto con sintomi legati ad assunzione di latte e
positivita al test cutaneo e/o in vitro: gli allergeni piu
importanti del latte sono la caseina (Bos d 8), I’alfa-
lattoalbumina (Bos d 4) e la beta-lattoglobulina (Bos
d 5). La caseina ¢ la proteina maggiormente termo- e
gastro-stabile e quindi i soggetti sensibilizzati possono
avere sintomi anche con i cibi cotti contenenti latte. Le
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altre due proteine sono, invece, pil labili al calore, per
cui in genere i cibi contenenti latte, ma ben cotti, sono
tollerati. Poiché il livello di IgE specifiche verso la ca-
seina ¢ correlato con la probabilita di avere sintomi in
seguito a ingestione di latte, nei bambini allergici al lat-
te ¢ utile il monitoraggio del livello di IgE specifiche per
valutare la probabilita di un’avvenuta tolleranza e/o per
decidere quando procedere con il test di tolleranza orale
[51].

(h) Soggetto con sintomi legati ad assunzione di uovo e po-
sitivita al test cutaneo e/o al test in vitro: gli allergeni
principali dell’uovo sono rappresentati dall’ovomucoi-
de (Gal d 1), molecola gastro- e termo-resistente e dal-
I’ovoalbumina (Gal d 2), molecola meno resistente al
calore. I soggetti sensibilizzati a quest’ultima in genere
tollerano gli alimenti ben cotti. Analogamente a quanto
decritto per la caseina, il monitoraggio del livello del-
le IgE specifiche per I’ovomucoide & utile per valutare
la probabilita di un’avvenuta tolleranza e/o per decidere
quando procedere con il test di tolleranza orale [52].

(1) Soggetto con sintomi legati ad assunzione di carni rosse:
esistono due diversi tipi di allergie alle carni rosse. Il pri-
mo tipo & I’allergia immediata, che ha le caratteristiche
di tutte le altre allergie alimentari ed ¢ dovuta alla sensi-
bilizzazioni ad allergeni altamente cross-reattivi come le
siero-albumine. Il paradigma di questa forma di allergia
¢ la cat-pork syndrome sopra descritta, in cui i sinto-
mi sono scatenati dall’assunzione di carne di maiale, ma
non di bue o altri mammiferi, in soggetti sensibilizzati
alla sieroalbumina del gatto. In questo caso la diagno-
si viene confermata dalla positivita delle IgE specifiche
verso la sieroalbumina di gatto (Fel d 2). Il secondo tipo
¢ Dallergia ritardata alla carne rossa, in cui la reazione
compare mediamente dopo 4—6 ore dall’assunzione del-
la carne di mammifero (bue, maiale, agnello ecc.) e I’al-
lergene in causa € un antigene carboidratico (alpha-Gal).
La sensibilizzazione non avviene tramite assunzione di
carne, ma dopo puntura di una zecca (Ixodes ricinus in
Europa, Amblyomma americanum negli USA) [53, 54].
Da poco ¢ a disposizione il test per la ricerca delle IgE
specifiche anti-alpha-Gal, diagnostiche per tale forma di
allergia.

Uno schema riassuntivo sintetico dei suggerimenti com-
portamentali in soggetto con sensibilizzazioni alle princi-
pali molecole di origine animale, alimentare e del latex ¢
riportato nella Tabella 4.

Algoritmi diagnostici nelle allergie agli imenotteri

Definire correttamente quale veleno sia la causa di una rea-
zione allergica a imenotteri ¢ fondamentale per poter pre-
scrivere un’immunoterapia corretta ed efficace. Qualora ci
si trovi di fronte a un’apparente sensibilizzazione multipla

(ape/vespidi o Vespula/Polistes) ai test intradermici o al do-
saggio delle IgE specifiche, non ¢ sempre facile discriminare
se si tratta di reale polisensibilizzazione o di cross-reattivita.
A complicare il quadro, quando la diagnostica ¢ eseguita con
test in vitro, inoltre, interviene la possibile presenza di IgE
specifiche verso i CCD. La metodica di elezione per indi-
viduare quale veleno abbia la maggiore rilevanza clinica ¢
la RAST inibizione. Essa consiste nel dosaggio delle IgE
specifiche per un dato veleno dopo pre-incubazioni del siero
con concentrazioni scalari dei veleni che hanno dato positi-
vita in vitro. Si ottengono, quindi, delle curve di inibizione
che sono funzione della concentrazione del veleno inibente.
Valori di inibizione superiori al 70% sono considerati indi-
cativi di una marcata cross-reattivita, mentre valori inferiori
al 25% la escludono. Questo test, comunque, non ¢ in grado
di risolvere tutti i casi, oltre a essere indaginoso e costoso e
quindi non alla portata di tutti i Laboratori. La CRD in un
certo numero di casi puo essere di aiuto nel risolvere il que-
sito. Abbiamo ora a disposizione due molecole per il veleno
d’ape (Api m 1, fosfolipasi Ay; Api m 10, icarapina varian-
te 2), due molecole per la Vespula (giallone) [Ves v 1, fosfo-
lipasi Ap; Ves v 5, antigene 5] e 1 per il Polistes dominulus
(Pol d 5, antigene 5) (Tab. 3).

In caso di apparente duplice sensibilizzazione al test in
vitro tra ape e vespidi (Fig. 3), 'impiego della diagnostica
molecolare ¢ in grado, nella maggioranza dei casi, di distin-
guere se si tratta di cross-reattivita dovute alla presenza di
CCD o di co-sensibilizzazione [55].

Meno semplice ¢ la distinzione tra Vespula e Polistes, vi-
sta la cross-reattivita tra le specie. In attesa di avere a di-
sposizione Pol d 1, per ora possiamo con un buon indice
di confidenza attribuire la sensibilizzazione primaria qua-
lora il livello delle IgE specifiche verso Ves v 5 e Pol d 5
differiscano tra loro significativamente [56].

Il commento interpretativo

La diagnostica molecolare in ambito allergologico & stata
una vera rivoluzione, avendo di fatto modificato il concetto
di allergia con un linguaggio nuovo e un diverso approccio
alla diagnosi e alla terapia. Il riferimento alle famiglie aller-
geniche e alle rispettive molecole, piuttosto che alle sorgenti
allergeniche (piante, alberi, frutta ecc.), puod creare non po-
che difficolta interpretative ai medici di medicina generale,
ma a volte anche a specialisti del settore. Per questi motivi
il laboratorio di allergologia deve essere in grado di spiega-
re il significato dei risultati ottenuti dai test molecolari con
un linguaggio chiaro al medico richiedente e, possibilmente,
allo stesso paziente. Il commento interpretativo ai test mole-
colari in vitro risulta essere uno step fondamentale nell’iter
diagnostico del paziente allergico.

Il patologo clinico, comunque, pud avere un ruolo nel-
I’inquadramento diagnostico delle patologie allergiche solo
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Tabella 4 Indicazioni schematiche sulle misure da adottare in caso di sensibilizzazione a specifiche molecole allergeniche di origine animale,

alimentare e del latex

Fonte allergenica

Molecole allergeniche

Suggerimenti comportamentali nei pazienti sintomatici

Animali domestici

Frutta fresca

Frutta secca: Nocciola
Frutta secca: Noce

Frutta secca: Noce
brasiliana

Frutta secca: Pistacchio /
anacardio

Frutta secca: Arachide

Grano

Crostacei

Pesce

Latte

Uovo

Soia

Latex

Feld 1
Fel d 2

Canfl,Canf2,Feld4,Equcl
Canf5

Prup3e/oMald3
Prupl,Prup4

Cora8,Cora9, Cora 14
Jugrl,Jugr3
Bere 1

Anao3

Arah1,Arah2, Arah3, Arah9
Arah 8

PR-10 e profiline da sole

Tria 19

Penal,Penm 1, Pen m 2, Pen m 4
GadcleloCypcl

Bosd 8

Bosd4,Bosd5

Gald 1
Gald?2
GlymS5,Glym 6

Hevb1l,Hevb3, Hevb 11

Hev b 5, Hev b 6.01, Hev b 6.02, Hev b 9

Hev b 8 da solo

Evitare contatto con gatti

Evitare contatti con gatti. In alcuni casi ci possono
essere reazioni avverse alla carne di maiale (cat-pork
syndrome)

Evitare contatto con gatti, cani e cavalli

E possibile avere contatti solo con cani di sesso
femminile

Evitare la frutta soprattutto se non sbucciata, anche se
cotta, tostata o sotto forma di succo di frutta

E possibile assumere frutta purché cotta, tostata o sotto
forma di succo di frutta

Evitare assunzione di nocciola in qualsiasi forma
Evitare assunzione di noce in qualsiasi forma

Evitare assunzione di noce brasiliana in qualsiasi
forma

Evitare assunzione di pistacchio e anacardio in
qualsiasi forma

Evitare assunzione di arachide in qualsiasi forma
E possibile assumere arachide tostata
E possibile assumere frutta secca tostata

I soggetti con allergia al grano esercizio indotta non
devono eseguire esercizi fisici (o assumere ASA/alcol)
nelle successive 4 ore dall’ingestione di grano

Evitare i crostacei

Evitare i pesci a lisca; in alcuni casi possono essere
tollerati tonno, sgombro, halibut e passera di mare

Evitare i cibi contenenti latte e suoi derivati anche se
cotti

Evitare i cibi con latte crudo; sono tollerati i derivati
del latte se ben cotti

Evitare tutti i cibi contenenti uova
Sono tollerati i cibi contenenti uova purché ben cotti

Evitare assunzione di cibi contenenti soia in qualsiasi
forma

Evitare contatto con latice

Evitare il contatto con latex. In alcuni soggetti ci
possono essere reazioni avverse con kiwi, avocado,
banana, castagna

Non & necessario evitare i manufatti in latice

se ¢ in grado di ricevere informazioni cliniche associate alla
richiesta di IgE specifiche. Senza queste informazioni 1’u-
tilizzo di allergeni molecolari rischierebbe di finire nel bu-
co nero della non appropriatezza, con I’unico risultato di un
aumento dei costi.

Le modalita con cui vengono richieste le IgE specifiche
nei Laboratori di Allergologia in Italia ¢ la seguente:

(1) richiesta di IgE specifiche per gruppi di allergeni (ina-
lanti, alimenti, imenotteri ecc.) senza alcuna indicazione
clinica;
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(2) richiesta di IgE specifiche con indicazione del/i singo-
lo/singoli allergene/i senza alcuna indicazione clinica;

(3) richiesta di IgE specifiche (per gruppi o per singoli
allergeni) con I'indicazione del/i sintomo/i;

(4) richiesta di IgE specifiche con ’allegato della visita
allergologica e dei risultati dei prick test.

La maggior parte dei Laboratori italiani si trova a eseguire
la ricerca di IgE specifiche con le modalita indicate ai punti
1 e 2, con il risultato di utilizzare pannelli predefiniti di al-
lergeni estrattivi (massimo 12 allergeni a pannello). Un nu-
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Fig. 3 Schema di CRD in caso di duplice positivita per ape e vespidi
al dosaggio delle IgE specifiche con estratti

mero decisamente inferiore di Laboratori riceve per ciascu-
na richiesta informazioni clinico-anamnestiche. Pochi sono i
centri nei quali I’allergologo clinico governa anche il Labo-
ratorio di allergologia, con ovvie ricadute positive nell’iter
diagnostico complessivo.

Una possibile risposta alle situazioni di cui al punto 1 e 2
¢ la compilazione da parte di ciascun paziente con richiesta
di IgE specifiche di un breve report anamnestico contenente
quesiti tipo: (a) sintomi (nasali, oculari, asma, addominali,
cutanei ecc.), (b) stagionalita, (c) associazione con alimen-
ti (quali), (d) contatto con animali, (e) esecuzione di vista
allergologia e prick, (f) candidato ITS, (g) altro. La scheda
puo essere compilata al momento del prelievo con il sup-
porto del personale infermieristico. L’avvento della ricetta
elettronica puo rendere piu semplice il percorso: al medico
prescrittore, al momento dell’inserimento del test IgE speci-
fiche, potrebbe essere richiesto di barrare una serie di campi
contenenti le informazioni clinico-anamnestiche.

La presenza di una scheda anamnestica modifica sostan-
zialmente le fasi pre-analitiche e post-analitiche del Labo-
ratorio di allergologia: ciascuna richiesta di IgE specifiche
deve essere valutata dal patologo clinico (assieme alla ri-
chiesta del medico richiedente) o da personale formato ad
hoc; tale valutazione porta alla scelta personalizzata di pan-
nelli o di singoli allergeni da testare. In base al risultato dei
test ottenuti con allergeni estrattivi, il patologo clinico, con
competenze allergologiche, puo decidere I’integrazione del
test anche con allergeni molecolari, se cid aumenta il valo-
re informativo del referto. Alla fine dell’iter diagnostico il
patologo clinico puo inserire un referto interpretativo in gra-
do di spiegare i risultati ottenuti e il percorso diagnostico
utilizzato.

Questa prassi ¢ indubbiamente onerosa in termini di “zi-
me consuming”, ma ¢ sicuramente la piu efficace in termini
sia diagnostici sia di ottimizzazione dei costi.

Referti interpretativi combinati all’utilizzo di allergeni
molecolari ubiquitari

Gli allergeni molecolari cross-reattivi utilizzati pitl frequen-
temente sono profiline, PR10, polcalcine. Di seguito vengo-
no proposti dei commenti generici da utilizzare in caso di
positivita di allergeni molecolari ubiquitari e che devono es-
sere adattati e personalizzati in base alle peculiarita cliniche
e diagnostiche di ciascun paziente.

(a) Commento generico in caso di positivita per PR-10:
“E presente positivita IgE per PR-10. Tale allergene
e indice di sensibilizzazione primaria alla betulla (Bet
v 1), ma anche di cross-reattivita verso frutti, soprat-
tutto quelli appartenenti alla famiglia delle Rosacee; la
positivita a PR-10 puo associarsi a SOA”.

(b) Commento generico in caso di positivita per profiline:
“E presente positivita IgE per profiline (Bet v 2/ Phl
p 12); le profiline sono allergeni ubiquitari del mon-
do vegetale e possono essere responsabile di cross-
reattivita tra pollini e frutta/verdura; la positivita per
profiline puo associarsi a SOA”.

(c) Commento generico in caso di positivita per polcalci-
ne (proteine leganti il calcio): “E presente positivita IgE
per polcalcine (Bet v 4/Phl p 7); le polcalcine sono pan-
allergeni dei pollini e possono essere responsabile di
cross-reattivita tra pollini.

(d) Commento generico in caso di positivita per CCD: “E
presente positivita IgE per la frazione glucidica cross-
reattiva delle glicoproteine (CCD). Gli anti-CCD sono
anticorpi cross-reattivi diretti contro epitopi ubiquitari
presenti in vegetali, invertebrati, frutta, semi, lattice e
veleno di imenotteri. Tali anticorpi sono responsabili di
positivita dei test in vitro, ma sono di scarsa rilevanza
clinica”.

Referti interpretativi nelle allergie respiratorie
combinati all’utilizzo di allergeni molecolari

(a) Commento al paziente con sintomi stagionali € mono-
sensibilizzazione a pollini: “Il paziente presenta sensi-
bilizzazione IgE primaria a polline di Graminaceae con-
fermata dalla positivita agli allergeni molecolari Phl
p 1, Phlp 5” (aggiungere eventualmente gli altri allerge-
ni molecolari primari risultati positivi di Phleum praten-
se quali Phl p 2, Phl p 4, Phl p 6, Phl p 11—o di Cynodon
dactylon—Cyn d 1). Analoga formulazione in caso di
mono-sensibilizzazione per i pollini di betulle (Bet v 1),
parietaria (Par j 2), ambrosia (Amb a 1), assenzio (Art
v 1), cipresso (Cup a 1), olivo (Ole e 1), lanciuola (Pla
11).
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(b) Commento al paziente con sintomi stagionali e polisen-
sibilizzazione a pollini: “Il paziente presenta polisensi-
bilizzazione IgE primaria a pollini di Graminaceae, be-
tulla, Cupressaceae e ambrosia, confermata dalla posi-
tivita ai rispettivi allergeni molecolari Phlp 1, Phlp 5
Betv i, Cupal eAmbal”.

(c) Commento al paziente con sintomi stagionali, sensibi-
lizzazione primaria a Graminaceae, positivita alle pro-
filine e positivita IgE (con allergeni estrattivi) ad altri
pollini non confermata dai rispettivi allergeni moleco-
lari: “Il paziente presenta sensibilizzazione IgE prima-
ria a pollini di Graminaceae confermata dalla positivita
agli allergeni molecolari Phlp 1, Phlp 5; sono risultate
positive le IgE per le profiline (Phl p 12), componenti
molecolari ubiquitarie presenti nei pollini, nella frutta e
nei semi. La positivita IgE alle profiline é responsabile
della positivita (di tipo cross-reattivo) agli altri pollini”.

(d) Commento al paziente con sintomi perenni e positivita
agli acari (test cutaneo e/o IgE con antigene estrattivo)
e positivita a Der p 1 e/o Der p 2: “Il paziente presen-
ta sensibilizzazione IgE primaria agli acari confermata
dalla positivita agli allergeni molecolari Der p 1 e/o Der
p2.

(e) Commento al paziente con sintomi perenni e positivita
agli acari (test cutaneo e/o IgE con antigene estrattivo)
e negativita a Der p 1 e/o Der p 2: “La sensibilizzazione
IgE primaria agli acari non é stata confermata dagli al-
lergeni molecolari Der p 1 e/o Der p 2. E possibile che il
paziente possa essere sensibilizzato verso allergeni mo-
lecolari di acari attualmente non disponibili come test
diagnostici” [57].

(f) Commento al paziente con sintomi e sensibilizzazione
in vitro/vivo a epiteli animali e conferma con allerge-
ni molecolari. Il commento puo variare a seconda dei
marcatori utilizzati. In caso di positivita per Fel d 1 per
gatto (uteroglobulina) o Can f 5 per il cane (kallicrei-
na): “Il paziente presenta sensibilizzazione IgE prima-
ria ad antigeni specifici di gatto/cane confermata dalla
positivita agli allergeni molecolari Fel d 1/ Can f 5.
Qualora il paziente sia positivo all’allergene estrattivo
di cane con conferma per il solo allergene molecolare
Can f 5 (e negativita per Can f 1) si pud aggiungere il
commento: “L’allergene Can f 5 ¢é di origine prostatica:
il paziente mono-sensibilizzato a Can f 5 puo avere con-
tatti con cani di sesso femminile”. La positivita per le
lipocaline deve suggerire un commento cosi orientato:
“Il paziente presenta sensibilizzazione IgE a lipocaline
(Can f 1 ecc.), allergeni ubiquitari di animali con pe-
lo. Il paziente puo presentare sintomi in presenza di piii
animali a pelo” [58]. Ulteriore commento ai test puo es-
sere inserito nel caso in cui il paziente, sensibilizzato al
gatto, riferisca manifestazioni allergiche all’assunzione
di carne di maiale e presenti positivita all’allergene mo-
lecolare Fel d 2 (siero-albumina): “La sensibilizzazione
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all’allergene molecolare di gatto Fel d 2 puo associarsi
a sintomi legati all’assunzione di carne di maiale; I’al-
lergene Fel d 2 (siero-albumina) é infatti presente anche
nella carne suina”.

(g) Commento al paziente con sintomi respiratori e positi-
vita alle muffe (Alternaria alternata e Aspergillus fumi-
gatus) e conferma con allergeni molecolari. Se positivi-
ta per Alt a 1 “Il paziente presenta sensibilizzazione IgE
primaria ad Alternaria”. Se il paziente € positivo a uno o
piu allergeni molecolari di Aspergillus i commenti pos-
sono diversificarsi in quanto “La sensibilizzazione IgE
per Asp f 1 e/o Asp f 3 si riscontra piu frequentemente
in soggetti con rino-sinusite e asma allergico”. “La sen-
sibilizzazione IgE per Asp f 2 e/o Asp f4 e/o Asp f 6 si
riscontra piu frequentemente in soggetti con aspergillosi
bronco-polmonare”.

Referto interpretativo in casi con positivita al latex e
conferma con allergeni molecolari

Paziente con positivita al solo allergene molecolare Hev b 8:
“La sola positivita IgE per Hev b 8 e riconducibile a una
reazione cross-reattiva per profiline, allergeni ubiquitari di
origine vegetale. Tale positivita non provoca reazioni seve-
re al contatto con il lattice, pertanto non sono necessarie
procedure” latex free “in ambito sanitario” [59]. In caso di
positivita per qualsiasi altro allergene molecolare di latex
il referto dovra indicare: “Sensibilizzazione IgE primaria al
latex confermata dagli allergeni molecolari Hev b. . .”.

La positivita per 1’allergene estrattivo di latex puo anche
essere provocata dalla presenza di IgE per CCD. In caso di
positivita IgE per CCD e negativita per tutti gli allergeni mo-
lecolari di latex il commento deve indicare che “La positi-
vita all’estratto k 82 ¢ con elevata probabilita legata alla
presenza di IgE anti-CCD. Tale positivita e di scarsa rile-
vanza diagnostica, in quanto gli anti-CCD sono anticorpi
cross-reattivi diretti contro epitopi glucidici ubiquitari (pre-
senti in vegetali, invertebrati, frutta, lattice); non si puo tut-
tavia escludere in assoluto una positivita specifica diretta
per componenti minori di latex non disponibili in ambito
diagnostico”.

In presenza di sintomi con alcuni tipi di frutta e positivita
a Hev b 5, Hev b 6 ¢ Hev b 11 va indicato che “I sinto-
mi riferiti dal paziente al contatto con frutta (kiwi, avocado
ecc.) sono da ricondurre a reazione crociata da sensibiliz-
zazione primaria al latex e confermata dalla positivita per
gli allergeni molecolari Hev b. . .”.

Referti interpretativi nelle allergie alimentari combinati
all’utilizzo di allergeni molecolari

(a) Commento al paziente con positivita alla frutta fresca e
conferma con allergeni molecolari. In caso di sola po-
sitivitd per PR10 o profiline in soggetti che riferiscono
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(b)

(©)

(d)

sintomi al contatto con la frutta fresca (Rosacee): “Il pa-
ziente presenta sensibilizzazione a PR-10 e/o profiline.
Tali positivita, indice di cross-rettivita polloni/frutta, si
associano generalmente a sintomi locali (sindrome ora-
le allergica). La cottura della frutta elimina I’allerge-
nicita in quanto PRI0 e profiline sono labili al calo-
re”. In caso di positivita per le molecole termo e gastro-
resistenti (nsLTP) il commento dovra essere condizio-
nato dal quesito diagnostico: in un paziente che riporta
sintomi sistemici all’ingestione di frutta fresca e presen-
ta positivita per Pru p 3 (LTP della pesca) il commento
puod essere: “E presente positivita IgE all’allergene mo-
lecolare maggiore di pesca Pru p 3 appartenente alla fa-
miglia delle ns Lipid Transfer Proteins (nsLTP); queste
molecole sono termo- e gastro-stabili e possono essere
responsabili di reazioni allergiche anche severe”.
Commento al paziente con positivita alla frutta secca
e conferma con allergeni molecolari: per I’allergia alla
frutta secca, come indicato in precedenza, ¢ disponibile
un numero significativo di allergeni molecolari in gra-
do di orientare la diagnosi. A differenza delle profiline,
delle PR10 e delle nsLTP, peraltro presenti anche nella
frutta secca, I’omologia di sequenza tra le molecole ap-
partenenti alla famiglia delle proteine di deposito (2S-
albumine, cupine) ¢ scarsa, pertanto ¢ necessario avere
una corretta informazione anamnestica del cibo respon-
sabile dei sintomi per la scelta delle molecole da utiliz-
zare; questo aspetto risulta rilevante al momento della
stesura di un commento ai test. In caso di paziente con
positivita per PR10 o profiline il commento sara quel-
lo gia indicato precedentemente. In presenza invece di
positivita IgE per nsLTP, cupine o 2S albumine il com-
mento puo essere il seguente: “L’indagine con allergeni
molecolari ha dimostrato positivita per allergeni speci-
fici di alimenti appartenenti al gruppo delle nsLTP (es
Jug r 3, Cor a 8) o delle proteine di deposito (es Cor a 4,
Cor a9, Jug r 1, Ses i 1) dei semi/ frutta a guscio. La
sensibilizzazione verso tali allergeni, proteine stabili al
calore e resistenti agli enzimi digestivi, puo associarsi a
reazione allergica di tipo sistemico”.

Commento al paziente con positivita alla soia e confer-
ma con allergeni molecolari: il commento a una positi-
vita alla soia puo ricalcare quanto indicato per la frut-
ta secca nel caso di positivita per le molecole stabili al
calore e alla digestione e quindi responsabili di sensibi-
lizzazione primaria quali Gly m 5 (vicilina) e Gly m 6
(legumina). Nel caso invece la positivita a sola PR-10,
in un soggetto con sintomi da ingestione di soia, il com-
mento pud essere cosi impostato: “Positivita a Gly m 4
(PR10), indice di sensibilizzazione crociata con pollini.
Tale positivita in genere si associa a SOA, ma in alcuni
casi puo associarsi anche a manifestazioni sistemiche”.
Commento al paziente con positivita al grano e confer-
ma con allergeni molecolari: la positivita agli allergeni

(e)

®
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estrattivi del grano puo essere determinata da IgE anti-
profiline (vedi commento specifico). In presenza, inve-
ce, di positivita per 1’allergene molecolare Tri a 19 (w-
5 gliadina): “L’analisi con allergeni molecolari ha di-
mostrato positivita per Tri a 19. Tale allergene é stato
correlato con una specifica forma di allergia alimentare
al grano indotta da esercizio fisico (oppure da FANS o
alcol)”.

Commento al paziente sintomatico con positivita al pe-
sce e conferma con allergeni molecolari: “Il paziente
presenta sensibilizzazione IgE primaria alla parvalbu-
mina di pesce (Gad c 1 e/o Cyp c 1), vista l’elevata omo-
logia delle parvalbumine, reazioni avverse si possono
avere con la maggior parte dei pesci a lisca”.
Commento al paziente sintomatico con positivita ai cro-
stacei confermata con allergeni molecolari: “Il pazien-
te presenta sensibilizzazione IgE primaria ai crosta-
cei confermata dalla positivita all’allergene molecolare
Pen a I tropomiosina; é consigliata I’eliminazione dalla
dieta dei crostacei”. Per il paziente sintomatico positi-
vo agli allergeni estrattivi di crostacei e negativo a Pen
a 1: “La sensibilizzazione IgE primaria ai crostacei non
e stata confermata dall’allergene molecolare Pen a 1.
E possibile che il paziente possa essere sensibilizzato
verso allergeni molecolari di crostacei attualmente non
disponibili come test diagnostici’.

Commento al paziente con positivita al latte conferma-
ta con allergeni molecolari: “Il paziente presenta posi-
tivita IgE alla componente del latte caseina (Bos d 8),
proteina stabile al calore responsabile di manifestazio-
ni allergiche anche all’assunzione di latte bollito; op-
pure “Il paziente presenta positivita IgE alle compo-
nenti del latte alfa-lattoglobulina (Bos d 4) e/o beta-
lattoglobulina (Bos d 5), proteine poco stabili al calore;
possibile tolleranza dell’alimento se ben cotto”.
Commento al paziente con positivita all’uovo conferma-
ta con allergeni molecolari: “Il paziente presenta positi-
vita IgE alla componente dell’uovo Gal d 1 ovomucoide,
proteina stabile al calore e gastro-resistente, responsa-
bile di manifestazioni allergiche anche all’assunzione di
uovo ben cotto” oppure “ll paziente presenta positivita
IgE all’ovoalbumina (Gal d 2), proteina labile al calore;
possibile tolleranza all’uovo se ben cotto”.

Commento al paziente con positivita alle carni e confer-
ma con allergeni molecolari: in presenza di una reattivita
IgE all’estratto di carne di maiale e positivita all’allerge-
ne molecolare Fel d 2 sieroalbumina: “I sintomi riferi-
ti dal paziente all’assunzione di carne di maiale sono
da ricondurre a una cross-reattivita IgE con sieroalbu-
mina di gatto confermata dalla positivita all’allergene
molecolare Fel d 2 (cat-pork syndrome)”. In caso di al-
lergia ritardata alla carne rossa indotta da positivita ad
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alpha-Gal: “Sensibilizzazione ad alpha-Gal. Tale sensi-
bilizzazione puo associarsi a un’allergia ritardata (46
ore dall’assunzione dell’alimento) alla carne rossa”.

In un paziente con sintomi legati all’assunzione di
carne di pollo e positivita all’allergene Gal d 5 livetina
(presente solo su ISAC): “I sintomi riferiti dal pazien-
te all’assunzione di carne di pollo sono da ricondurre a
una cross-reattivita IgE con proteine dell’uovo confer-
mata dalla positivita all’allergene molecolare Gal d 5
livetina”.

Referti interpretativi nelle allergie agli imenotteri
combinati all’utilizzo di allergeni molecolari

I risultati dei test IgE per gli allergeni molecolari di veleno
di imenotteri si devono associare al riscontro anamnestico, ai
risultati dei test in vivo, dei test in vitro con allergeni estrat-
tivi ed eventualmente al test di inibizione. Una positivita IgE
per CCD puo dirimere false positivita ottenute con allergeni
estrattivi. Il commento puo essere per esempio “E presente
positivita IgE per la frazione glucidica cross-reattiva del-
le glicoproteine (CCD). Gli anti-CCD sono anticorpi cross-
reattivi diretti contro epitopi ubiquitari presenti nel veleno
di imenotteri (oltre che in vegetali, frutta, acari) e spiega la
positivita per Apis mellifera ottenuta con l’allergene estrat-
tivo, ma non confermata dagli allergeni molecolari di ape
(Apim 1, Api m 10). La positivita per CCD non ha rilevanza
diagnostica. La positivita per Ves v 5 supporta la diagnosi di
sensibilizzazione a Vespula”. In caso di difficolta interpreta-
tive tra Vespula e Polistes I'utilizzo di Ves v 5 e Pol d 5 puo
essere di supporto se la differenza del risultato quantitativo
di IgE tra le due molecole supera il 45-50% “La concen-
trazione di IgE per Ves v 5 risulta essere significativamente
piu elevata di Pol d 5. Dai dati di letteratura questo riscon-
tro orienta la diagnosi di sensibilizzazione IgE a veleno di
Vespula”.

Referti interpretativi da associare all’utilizzo del
microarray

Il microarray attualmente in commercio dosa simultanea-
mente IgE per 112 allergeni molecolari. Il sistema commer-
ciale permette di refertare i risultati indicando, in ordine di
stampa, i risultati positivi per gli allergeni molecolari indi-
cativi di sensibilizzazione primaria, i risultati dei molecolari
positivi per gli allergeni ubiquitari raggruppati per famiglie
allergeniche e successivamente vengono riportati i risultati
negativi. La positivita per ciascun molecolare viene espres-
sa in unita arbitrarie (ISU) e, in rapporto alla concentrazio-
ne, viene stampata una stringa con diverso colore (progres-
sivamente: giallo, arancione, rosso) accanto a ogni risulta-
to positivo; cid permette visivamente di avere una panora-
mica generale sulle eventuali polisensibilizzazioni e sulla
complessita del risultato.

@ Springer

I test molecolare con tecnica microarray va considera-
to un test di 3° livello riservato allo specialista per dirimere
casi dubbi e complessi. I commenti interpretativi a tale te-
st, quindi, oltre a essere potenzialmente molti e non sche-
matizzabili nella presente rassegna, possono essere anche di
scarsa utilita, dal momento che il test dovrebbe sempre esse-
re poi interpretato e utilizzato da un allergologo clinico con
competenze in diagnostica molecolare.

Conflitti di interesse Nessuno.
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