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La diagnosi di allergia all'uovo in eta pediatricaest in vivo e in vitro

Il gold standard per la diagnosi di allergia alinaee € il test di provocazione orale (TPO). Stdrdi un test risolu-
tivo, che, qualora negativo, consente di reintroallialimento nella dieta. Tuttavia, € rischiosa pdambino (vi &
una certa probabilita di anafilassi), & costosalvolta € di difficile esecuzione e interpretazioRer tali ragioni, gli
studi si sono concentrati sulla ricerca di mezaigdbstici alternativi. Grandi progressi sono statnpiuti nella
component-resolved diagnosis, che mira a studéaredittivita verso singole molecole costituentif@nto, attra-
verso test in vitro, rapidi e sicuri. | test diagtioi piu promettenti sono il basophil activati@stte il dosaggio delle
IgE specifiche per allergeni nativi purificati @simbinanti. Lo scopo del nostro studio & statolquail mettere a
confronto i risultati dei test in vitro attualmerniteuso nella diagnosi di allergia all'uovo rispe#ti’'esito del test in
vivo, ossia il TPO. Sono stati eseguiti 50 TPOuaWo (prima crudo, poi cotto) su 48 bambini (etadiaali 5.2
anni al momento del TPO), sottoposti ai seguestideagnostici: prick by prick (PBP, con albumeuerko), do-
saggio delle IgE sieriche specifiche (sIgE, utdizdo estratti allergenici a base di bianco d’'uotaodlo e allergeni
nativi purificati, ossia ovomucoide, nGal d 1, olmenina, nGal d 2, ovotransferrina, nGal d 3 eZis@, nGal d
4) e basophil activation test (BAT, mettendo un gime di sangue a contatto con un allergene specifissia
albume e tuorlo e determinando la percentuale sbhfdaattivati in vitro, rilevando I'aumento di peessione del
marker di attivazione CD63 sulla superficie cellajanediante citometria a flusso). Dei 50 TPO eitied0 (20%)
sono stati considerati positivi. | PBP con albuimgoso dimostrati estremamente sensibili (100%) pow@ speci-
fici (42.5%); I'allergia alimentare avrebbe potassere esclusa nei bambini con PBP negativi (VRI¥)ORisul-
tati analoghi sono stati ottenuti con le sIgE panto d’uovo (sensibilita 90%, specificita 52.5%pnsiderando
invece le sIgE specifiche per gli allergeni nagiurificati dell’'uovo (compresi ovomucoide e ovoattina), la me-
todica si &€ dimostrata altrettanto sensibile (1Q0%@ piu specifica (60.9%) rispetto ai PBP e digsll BAT si &
rivelato un ottimo test per la diagnosi in vitro alergia, con discreta sensibilita (70%), ma adtispecificita
(90%), maggiore rispetto alle metodiche convenzipnan BAT negativo, quindi, indica un’elevata probaibi
tollerare I'uovo, mentre un test positivo potrelab@urre il clinico a posticipare il TPO. Le dimeasi del pomfo
dopo PBP, i livelli di sIgE per albume, tuorlo, ovacoide e ovoalbumina e la percentuale di basatfilvati nel
BAT sono risultati significativamente piu elevagipazienti con TPO positivo.
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The diagnosis of egg allergy in pediatric age: iive and in vitro tests

The gold standard for the diagnosis of food allégggral food challenge (OFC). It's a resolvingttésat, when
negative, allows to reintroduce the food into diévertheless, it's risky for the child (therEslmoce of ana-
phylaxis), it's expensive and sometimes it's difficco perform and interpret. For these reasonsliss focused
on the search for alternative diagnostic tools.aGpgogress were made in component resolved diggmneisich
aim to study the reactivity to single moleculest tb@nstitute the food, through in vitro tests, fastl safe. The
most promising diagnostic tests are basophil atitimaest and determination of specific IgE to fiad natural
or recombinant allergens. The purpose of our stuay to compare the results of in vitro tests culyamsed in
the diagnosis of egg allergy with the outcome of¥iwo test, OFC. 50 OFC with egg (first raw, thaooked)
were performed on 48 children (median age 5.2 yattke time of OFC), who underwent the followinggd
nostic tests: prick by prick (PBP, with egg whitedayolk), determination of serum specific IgE (sjgiing
allergenic extracts from egg white and yolk andifijgd natural allergens, ovomucoid, nGal d 1, oboahin,
nGal d 2, ovotransferrin, nGal d 3 and lysozym&ai d4) and basophil activation test (BAT, puttendplood
sample in contact with a specific allergen, thagg white and yolk and determining the percentddmsophils
activated in vitro, detecting the increase in tlpression of the activation marker CD63 on the selfface,
through flow cytometry). Of the 50 OFC performed, (?0%) were considered positive. PBP to egg white
proved to be extremely sensitive (100%), but lipecific (42.5%); food allergy could have beenleded in
children with negative PBP (NPV 100%). Similar léswere obtained with sIgE to egg white (sendii@0%,
specificity 52.5%). Considering specific IgE to ified natural allergens of egg (including ovomucaidd
ovoalbumin), the method proved to be as much seagit00%), but more specific (60.9%) compared WBP
and sIgE. BAT proved to be a very good test for itheitro diagnosis of allergy, with a discrete siinity
(70%), but a noteworthy specificity (90%), greatiean the conventional methods; a negative BAT ,eloee,
suggests a high chance to tolerate egg, while giy@s$est might induce the physician to postporleCOThe
wheal dimensions after PBP, the levels of slgEgm white, yolk, ovomucoid and ovoalbumin and thecpat-
age of activated basophils in BAT resulted sigaifitty higher in patients with positive OFC.

Introduzione

L’allergia alimentare in eta pediatrica € una téraadi grande attualita, soprattutto in considerszidelle
sempre piu pressanti evidenze di un incrementa pefivalenza di questa patologia nelle ultime déthd

La problematica di maggiore interesse € la diagdioguesta condizione. Gli strumenti a disposizione
del pediatra sono numerosi, ma come sempre aclead#éficolta maggiore € insita nel confrontare i
vari test, valutando rischi, benefici, costi e perance. Il gold standard per la diagnosi di aikerg
alimentare € il test di provocazione orale (TP®@§g consiste nel somministrare I'alimento sospdtto a
bambino sotto la stretta sorveglianza medica,rd @i verificare I'eventuale insorgenza di reazioni
[2]. Si tratta di un test risolutivo, che, qualora nagatconsente di reintrodurre I'alimento nella diet
Tuttavia, non mancano gli aspetti negativi: & iizsh per il bambino, in quanto responsabile diitasaf

si in una certa quota di pazienti; & costoso, datova effettuato in regime di day hospital o cbvero,
con un dispendio non indifferente di risorse ecashme di ore di lavoro degli operatori sanitarirre
pegnativo per il soggetto e la sua famiglia, inrjaaichiede tempo e disponibilita. Oltretutto, pgse-

re di difficile esecuzione e interpretazione, stiptt nei lattanti e nei bambini piu piccoli. Rette que-
ste ragioni, gli studi si sono concentrati sullzerca di mezzi diagnostici alternativi, che, da eain
combinazione, consentissero di porre con ragioeepmbabilita diagnosi di allergia alimentare. Sono
stati ideati numerosi algoritmi diagnostici, che&ha permesso di ridurre il numero di pazienti ddoso
porre al TPO, cosi da testare solo chi avesse passhilita di aver raggiunto uno stato di tolfera o i
soggetti con una storia clinica tendente ad esmuldeproblematica allergica. Grandi progressi sono
stati compiuti nella component-resolved diagnagie mira a studiare la reattivita dell'individuorse
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singole molecole costituenti I'alimento in esant&raaerso test in vitro, rapidi e sicuri. | tesagiostici
pit promettenti sono il basophil activation tetdosaggio delle IgE specifiche per allergeni vigiuri-
ficati o ricombinanti. Per utilizzarli in modo rariale nella pratica clinica e, soprattutto, pegriotetar-
ne correttamente I'esito, sono ancora necessdiidte ne determinino la reale utilita diagnostica.

L'allergia alimentare

Le reazioni avverse agli alimenti sono rispostestavoli che seguono l'ingestione di alimenti oitidichli-
mentari. Sono classicamente suddivise in due a&egalla base del meccanismo fisiopatologicamstah-

te: intolleranze alimentari e allergie alimentaé.intolleranze alimentari sono dovute a fattoli aipite (de-

ficit enzimatici, malattie gastroenteriche, reariadiosincrasiche, fattori psicologici, emicrania)
dell'alimento ingerito (microrganismi, tossine, atjdarmacologici, contaminanti). Le allergie alintei
comprendono, invece, risposte immunologiche anarsdanno seguito all'ingestione di un alimento.

Si tratta di un disordine comune: alcuni studi frggrono una prevalenza cumulativa del 3-6% (oltre
il 10% se si considerano lievi reazioni a fruttseedura), con un impatto significativo su qualiia d
vita e costi. Vi € una discrepanza tra la prevaledizallergia riferita dal paziente o dai suoi geri
(che va dal 3 al 35% per tutti gli alimenti) e daeli allergia provata da un TPO (tra I'l e il 1%
Molte allergie alimentari dell'infanzia si risolvordurante la vita [3].

Dal punto di vista fisiopatologico, I'allergia alentare € il risultato di una disregolazione delvoek
immune, che deriva dalla complessa interaziongereetica, ambiente (o0 epigenetica), risposta immu-
ne dell'ospite e biochimica delle proteine aliment&i possono definire tre tipi di meccanismi immu
nitari: IgE-mediato, cellulo-mediato e misto IgE-diego e non IgE-mediato [4].

Le reazioni allergiche agli alimenti si presentaom una varieta di sintomi diversi e con tempisti-
che differenti; possono essere immediate (avvenganminuti a poche ore dopo I'assunzione; sono
generalmente dovute ad un meccanismo IgE-mediatibqrolate (si verificano da diverse ore a po-
chi giorni dopo 'assunzione; si basano tipicamentain meccanismo cellulare). Le malattie aller-
giche indotte da alimenti possono invece essessifigate sulla base delle reazioni immunopatolo-
giche che le determinano: reazioni IgE-mediateidarta, angioedema, sindrome orale allergica,
ipersensibilita gastrointestinale immediata, riret@sma, anafilassi, anafilassi esercizio-indasta a
sociata ad alimenti), reazioni cellulo-mediate éeotolite indotta da proteine alimentari, proctite
indotta da proteine alimentari, dermatite allergita contatto), reazioni IgE-associate/cellulo-
mediate (dermatite atopica, gastroenterite eodaafsofagite eosinofila) [5-6].

La diagnosi di allergia alimentare si avvale diagcurata anamnesi e di test di primo ed eventualmen
te di secondo livello. | test cutanei possono @&ssseguiti con estratti commerciali (skin prickt tes
convenzionali) o con 'alimento fresco o nativoi€grby prick, piu sensibili). Sono utili per idefitia-

re la sensibilizzazione verso un alimento (ciopriesenza di sIgE legate alla superficie di mastieell
cutanee), ma da soli non sono diagnostici di akeafimentare. Hanno elevata sensibilita, quindioso
utili per determinare gli alimenti responsabilridultati sono immediati, in quanto il pomfo silsyapa
entro 10-15 minuti dall'introduzione dell’allergené considerato positivo con un diametro medio
maggiore o uguale di 3 mm. Analogamente, il dosadeile IgE sieriche specifiche, con metodo flu-
oro-immunoenzimatico (non pit RAST, come in pagsatautile per identificare la sensibilizzazione
verso un allergene, ma da solo non é diagnosti@leligia alimentare; sensibilita e specificita aon
paragonabili agli SPT, ma si tratta di un testqnsatoso, che richiede un prelievo ematico. Dermatit
estensiva e antistaminici non influenzano il téstatogico. Il gold standard per la diagnosi desddiia
alimentare e il test di provocazione orale (TPQ)n€iste nel somministrare gradualmente I'alimento
sospetto, in ambiente ospedaliero, dopo almenocsdtignane di completa privazione. Vi sono varie
modalita: aperto, in singolo cieco o in doppio ci@ontro placebo. Un TPO puo essere positivo (ri-
scontro oggettivo di una reazione allergica) o tiegdporta a reintroduzione dell’alimento nelladi
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ta). | progressi della biologia molecolare hannov@sso I'estrazione e la produzione di ricombindnti
proteine allergeniche. Questo ha portato alla Compbresolved diagnosis, per identificare le IgE-sp
cifiche per una proteina o per un epitopo. Essaemte di rivelare il pattern di sensibilizzaziondivi-
duale e distinguere tra sensibilizzazione e abectjnica, tra soggetti con allergia alimentaresjztente

e pazienti che hanno raggiunto la tolleranzastesna piu diffuso e I''SAC, un microarray che teki2
diversi allergeni ricombinanti utilizzando solo upiacola quantita di siero (microlitri; utile neaimbi-
no). Un’altra metodica innovativa € il basophilieation test, che si effettua mettendo un campitine
sangue del paziente a contatto con un allergerdfispee determinando la percentuale di basofiivat

ti in vitro, rilevando I'aumento dell’espressionel dnarker di attivazione CD63 sulla superficie ulelle
mediante citometria a flusso, usando un reagerteldiazione contenente anticorpi monoclonali diret
contro il CD63 e contro il recettore umano periernochine CCRS3, espresso costitutivamente su eosi-
nofili e basofili. I| BAT & una metodica costosaa presenta diversi vantaggi: minime quantita dgean
richieste, studio delle cellule nel loro ambiergg¢unale, analisi rapida (circa 1 ora) [7-9].

La terapia primaria dell’allergia alimentare consisell’eliminazione dalla dieta dell’alimento
o degli alimenti causali.

L'allergia all'uovo

L'uovo di gallina & uno degli alimenti piu frequemntiente responsabili di allergia alimentaiea preva-
lenza di allergia auto-riportata va dallo 0.2% %, Tnentre la prevalenza di soggetti sintomaticress
bilizzati all’'uovo (con SPT o IgE positivi) va dalD.5% al 2.5%. Considerando invece allergici igsbg

ti con test di provocazione orale positivo, la pienza ¢ inferiore, assestandosi tra lo 0% e I'L M-

to piu frequente é la sensibilizzazione all’'uovall'd% al 9% dei soggetti hanno sIgE positive, ment
tra lo 0.5% e il 5% hanno skin prick test posifBj. L'allergia alluovo é I'allergia alimentare piu fre
quente (due terzi del totale, se si considerahallenge positivi) nei bambini con dermatite atapic
L'aloume e la maggiore fonte di allergeni dell’'upwamntiene 23 diverse glicoproteine, la maggior
parte delle quali sono state purificat&li allergeni maggiori dell’'uovo, contenuti nelllaime, sono,

in ordine di allergenicita decrescente, ovomucg@¥éM o Gal d 1), ovoalbumina (OVA o Gal d 2),
ovotransferrina/conalbumina (OVT o Gal d 3) e lismz (LYS o Gal d 4).L'ovomucoide e
I'allergene dominante, anche se costituisce sdli®8 delle proteine dell’albume. E allergenico anche
in quantita minime. Possiede diverse caratterigtiofiche, come la stabilita al calore e alla digast

da parte di proteinasBollire 'uovo per almeno 10 minuti determina unduzione di piu del 75%
della sua allergenicita. Il riscaldamento non diggre completamente la capacita di ovomucoide e o-
voalbumina di legare IgE, ma ne aumenta la digéghin vitro. Questo potrebbe spiegare perché la
maggior parte dei bambini con allergia alluovdaddera nel contesto di cibi riscaldati o cotti.i &pi-

topi conformazionali, quindi, avrebbero un ruoloinmario, soprattutto nella sensibilizzazione
all'ovomucoide. Tra gli allergeni minori dell'uovanvece,a-livetina (Gal d 5) e YGP42 (Gal d 6),
sono proteine del tuorlo, riconosciute per lo pcedlulti allergici.

La sensibilizzazione alluovo avviene generalmdrgnite la mucosa intestinale, ma non sono infre-
quenti le reazioni che si verificano alla primadatione dell’'uovo: la sensibilizzazione potrebbendiu
verificarsi a causa del trasferimento di allergdgil’'uovo per via transplacentare o attraversattel ma-
terno. Le prime reazioni allergiche all’'uovo soremgralmente osservate durante il primo anno di vita

| sintomi pit comuni sono eritema e orticaria, segla sintomi gastrointestinali, come dolore addom
nale e vomito. Le reazioni anafilattiche all’'uovannrsono comunemente riportate, neanche nei bambini.
Al momento, la terapia standard per I'allergiawlo € I'esclusione dalla dieta.
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La prognosi dell’allergia all'uovo nei bambini € genere buona: si risolve nel 4% dei casi prima
dei 4 anni, nel 12% prima dei 6 anni, nel 37% pribea 10 anni e nel 68% prima dei 16 anni. La
riduzione nella concentrazione delle IgE specifipke I'albume nel tempo correla con la probabili-
ta di sviluppare tolleranzdn bambini con allergia all’'uovo persistente somegenti livelli signifi-
cativamente piu alti di IgE specifiche per I'ovonoiae [10-15].

Scopo del lavoro

Lo scopo del nostro studio e stato quello di metteconfronto i principali test in vitro attualmerih
uso nella diagnosi di allergia alimentare, in patare di allergia all’'uovo, rispetto all’esito delst in
vivo, ossia il test di provocazione orale, la métadyold standard secondo le principali linee guida
Nel dettaglio, ci siamo posti i seguenti obiettivi:

« determinare sensibilita, specificita, efficienzalore predittivo positivo e negativo di prick by
prick (test cutaneo piu sensibile rispetto agli BRIE specifiche per albume (di gran lunga
piu allergenico rispetto al tuorlo) e per allergeaturali purificati (ovomucoide, ovoalbumina,
ovotransferrina e lisozima, provenienti dall'albyraebasophil activation test;

» valutare I'esistenza di una differenza significatitva gli esiti dei soggetti tolleranti ri-
spetto ai reattivi al challenge;

» confrontare le metodiche da tempo in uso nellaipaatlinica con quelle piu innovative
e tuttora oggetto di studio, ossia la determinagidalle sIgE specifiche per singole mo-
lecole allergeniche e il basophil activation test.

Materiali e metodi

Campione dello studio

Lo studio é stato condotto nella Sezione di ScidPediatriche del Dipartimento di Scienze Cli-
nico-Chirurgiche, Diagnostiche e Pediatriche detiitersita degli Studi di Pavia, presso la
Fondazione IRCCS Policlinico San Matteo di Pavia.
Sono stati eseguiti 50 TPO all’'uovo su 48 bamlidie bambini, infatti, sono stati sottoposti dueteol
al TPO: in un caso, il test & stato interrotto pscontro di segni e sintomi dubbi; nell’altro cado
bambino e stato rivalutato a distanza di tempopdimho TPO positivo, per tentare di reintrodurre
'uovo nella dieta in caso di acquisita tollerarfi¢asoggetto € risultato positivo anche al secosda-
tenamento). | challenge si sono svolti in un peyiddtempo compreso tra ottobre 2009 e luglio 2012.
Il campione era composto da 31 maschi (64.6%) feihimine (35.4%), di etd compresatragli2 e i
16 anni, con un’eta media di 5.2 anni al momentdr&®©.
La popolazione presa in esame era eterogeneardal giwista anamnestico. In particolare, su 48stig

e 28 (58.3%) presentavano storia di dermatite atppica

e 14 (29.2%) soffrivano di broncospasmi ricorrenti;

« 10 (20.8%) avevano anamnesi positiva per rinocarntwite allergica;

e 8 (16.7%) avevano avuto episodi di orticaria;

e 4 (8.3%) erano asmatici;

« 3 (6.3%) presentavano anamnesi positiva per angioad
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Per quanto riguarda la sensibilizzazione versomwwai aeroallergeni e trofoallergeni, determi-
nata sulla base di SPT e slgE sieriche, 19 paz(88t6%) risultavano polisensibilizzati. Infine,
19 (39.6%) assumevano tracce di uovo prima del TPO.

Procedure utilizzate

Tutti i pazienti del campione sono stati sottopastirocedure standard, cosi da rendere possibile la
comparazione a fini statistici. Sono stati esegu@i¢iguenti test diagnostici:

« prick by prick (PBP), a livello della superficielaoe del’avambraccio o sulla schiena, introdu-
cendo nell'epidermide disinfettata una porzionalihento, tramite una lancetta. Sono stati utiliz-
zati bianco d’'uovo e tuorlo freschi, portati dascdai familiari del paziente. | risultati ottensitino
stati confrontati con il controllo positivo (istama)) e negativo (diluente). La lettura avveniva 50-1
minuti dopo il test, considerato positivo se il gorara di diametro maggiore o uguale a 3 mm.

« Dosaggio delle IgE sieriche specifiche, con ilesisa ImmunoCAR fornito dalla ditta Pha-
dia®. Si tratta di uno strumento diagnostico che misureelli ematici delle IgE allergene
specifiche presenti nel siero o nel plasma umare.ndstro studio, gli allergeni utilizzati,
prodotti da Phad@®, erano estratti allergenici a base di bianco du@¥) e tuorlo (f75) e al-
lergeni nativi purificati, ossia ovomucoide (nGalldf233), ovoalbumina (nGal d 2, f232),
ovotransferrina (nGal d 3, f323) e lisozima (nG4dl, &208). Sono stati considerati positivi va-
lori superiori a 0.35 kld/L. Non per tutti i soggetti era disponibile il ea¢ delle IgE specifi-

che per gli allergeni nativi purificati dell'uovinfatti, mentre nei challenge piu recenti il dato
era parte del pannello di esami richiesti primaatioporre il bambino al TPO, per i test di
provocazione svolti all'inizio del periodo di stodd stato necessario recuperare il siero conge-
lato del soggetto per eseguire il dosaggio. Pupmppon sempre tale campione era presente;
spesso, l'intero siero prelevato era gia statozaéito per eseguire le comuni determinazioni
diagnostiche. Inoltre, non per tutti i pazientitéts eseguito il pannello completo delle sIgE
relativo ai quattro allergeni maggiori dell’'uovoalVolta si & deciso di dosare solo le sIgE re-
lative agli allergeni pit importanti, in particokaovomucoide (Gal d1) e ovoalbumina (Gal
d2). Di conseguenza, il dato relativo ad ovomuc@&de/oalbumina era presente per 29 su 48
bambini (60.4%). Di questi, in 1 caso (2.1% del pamme) non erano state effettuate altre de-
terminazioni, in 6 pazienti (12.5%) erano stateati®snche le IgE specifiche per ovotransfer-
rina o lisozima, mentre nei rimanenti 22 soggdth.§%) era disponibile il pannello completo.

e Basophil activation test (BAT), eseguito utilizzand kit Flow CAST®, prodotto dalla Bu-
himanm. Il test si basa sulla determinazione diagnosticsitro, tramite citometria a flusso,
dell’'espressione del marcatore di superficie COf$538) sui basofili del sangue intero dopo sti-
molazione con l'antigene. L’allergene forma un hkegacrociato con le IgE specifiche gia legate
alla superficie cellulare, con attivazione di uresaata intracellulare di segnali che inducono
l'attivazione della cellula basofila. Come consequag le componenti intracellulari legate alla pro-
teina transmembrana CD63 si fondono con la memlwelhsdare e vengono quindi esposte alla
matrice extracellulare. Per ciascun paziente, segessarie almeno 4 provette: I'allergene (o piu
allergeni, in provette diverse; in questo casajralb e tuorlo), un controllo negativo, contenente il
tampone di stimolazione (PB, background del pagjemidue controlli positivi, il controllo di sti-
molazione con anticorpi anti-&Rl, il recettore ad alta affinita per le IgE (P@L)l controllo di
stimolazione con l'attivatore cellulare aspecifittLP (PC2). Perché i risultati forniti dai campio-
ni dei pazienti possano essere definiti positigttivazione basofila allergene-specifica deve pre-
sentare un indice di stimolazione (SI, stimolazialtergenica diviso controllo negativo) di almeno
2. Nel caso degli allergeni alimentari, comprebuaie e tuorlo, il test viene considerato positivo
con una percentuale di basofili attivati dall'adjene maggiore del 15%.
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» Test di provocazione orale, in regime di day hasitdi ricovero presso la struttura sanitaria di
pediatria della Fondazione IRCCS Policlinico Saritbty a Pavia. Per essere sottoposti al test, i
pazienti dovevano presentarsi in condizioni di sseee generale e dovevano aver sospeso
I'assunzione di antistaminici e steroidi da almana settimana. Prima dell'inizio del TPO e sta-
to posizionato un catetere venoso periferico e sbakd preparati i farmaci da usare in caso di
urgenza (adrenalina, clorfenamina, e metilpredoim)l. | soggetti hanno quindi ingerito dosi
crescenti dell'alimento in causa ogni 20 minutigdniziato con l'uovo crudo, per poi passare
all'uovo cotto. Lungo tutta la durata del test satati valutati i parametri vitali e le condizioni
generali dei pazienti, in modo da cogliere ognijiake segno o sintomo di reazione allergica.

Risultati

Dei 50 TPO eseguiti, 10 (20%) sono stati consitpaatitivi: tutti erano stati fatti con lo scopo tdistare
'uovo, prima crudo e poi cotto, secondo le modgtitecedentemente esposte (Tabella 1). In 9 casi si
osservata anafilassi, ossia l'interessamento dsigiemi dell'organismd@almeno due tra cute, tratto ga-
stroenterico, apparato respiratorio, apparato @eirdolatorio e sistema nervoso); nel paziente mene si

e invece verificata orticaria. | segni piu frequenénte osservati sono stati orticaria (70%) e w(@d%).

Altri segni, meno frequenti, sono stati broncospagh®%), angioedema (10%) e diarrea (10%). Tutte le
reazioni sono state di grado lieve e si sono @soiin la somministrazione di antistaminico (oxattai
associato 0 meno a corticosteroide (betametasomeilprednisolone), ad eccezione di una che héerich
sto la somministrazione di antistaminico, cortieasile 2-agonista (salbutamolo) e adrenalina.

La raccolta dei dati dei pazienti relativi ai tasvivo ed in vitro effettuati ha consentito di damntare

tra di loro le tecniche indagate nello studio: REP albume, sIgE per albume e allergeni nativifpuri
cati dell'uovo (ovomucoide, ovoalbumina, ovotramgfe e lisozima) e BAT (Tabella 2).

Prendendo in considerazione la risposta del tegivim prick by prick, é risultato che la dimensione
del pomfo (in mm) indotta da stimolazione in vivancalbume é significativamente (p-value=0.0282)
piu elevata nei pazienti con una risposta pos#ivePO (Figura 1).

I livelli sierici di IgE specifiche per I'albume Bo risultati significativamente (p-value=0.0001) gie-
vati in coloro che hanno mostrato una rispostatipasal TPO. Medesimo comportamento se si analiz-
zano i livelli di IgE specifiche per il tuorlo (palue=0.0002), per I'ovoalbumina (p-value=0.008)ee p
I'ovomucoide (p-value=0.0093): i livelli di IgE sorsignificativamente piu elevati nei pazienti con r
sposta positiva al test di provocazione orale (f@d). Nessuna differenza, invece, &€ emersa aantize

I livelli di IgE specifiche di lisozima (p-value=2/83) e ovotransferrina (p-value=0.1047).

Prendendo in considerazione i dati del test dvattione dei basofili, & stato evidenziato come la
percentuale di CD63 indotta in vitro da stimolazonon albume sia significativamente (p-
value=0.0033) piu elevata nei pazienti che hannstrato una risposta positiva al TPO (Figura
3). E stato inoltre calcolato il rapporto tra CD@8) attivata dopo stimolazione con albume e
CD63 (%) attivata dopo controllo positivo (PC1)ctnfronto tra pazienti con TPO positivo o ne-
gativo all'uovo non ha mostrato differenze signafive (p- value=0.1072).
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Discussione

| prick by prick con albume si sono dimostrati unatodica estremamente sensibile: una sensibilita
pari al 100% indica che tutti i pazienti che haneagito al TPO avevano un test cutaneo positivd. De
resto, i PBP sono piu sensibili degli SPT eseguiti estratti commerciali. Ne consegue che l'alkergi
alimentare avrebbe potuto essere esclusa nei bantwinPBP negativi (VPN 100%). La specificita
della metodica si e rivelata invece deludente, alad2.5%: oltre la meta dei soggetti senza reaailon
challenge era risultato positivo al PBP. Teoricat®equesti dati non possono essere consideraiti fals
positivi, in quanto il test rileva la sensibilizzeze ad un allergene, che non sempre si traduce in
allergia. Quindi, il test & molto specifico nelelare la presenza di sIgE sulla superficie di nedisie
cutanee, ma non lo é nella diagnosi di allergimaifitare. Confrontando poi il diametro (in millimgtr
del pomfo di soggetti positivi e negativi al TPO, & visto che le sue dimensioni erano
significativamente piu elevate nei pazienti copoista positiva al challenge.

Le IgE specifiche per I'albume si sono dimostrataltm sensibili (90%), anche se meno rispetto ai
prick by prick. La specificita (52.5%) e l'efficiea (60%) erano invece analoghe nelle due metodiche
e piuttosto basse. Analogamente ai test cutarfettiinanche il dosaggio delle sIgE rileva lo stdio
sensibilizzazione, non l'allergia del soggetttnche valore predittivo positivo (32.1%) e negativo
(95.5%) erano comparabili. Confrontando poi i livelerici di IgE specifiche per I'albume di sogget
positivi e negativi al TPO, e risultato che essiner significativamente piu elevati nei bambini tigat

al challenge. E stato ottenuto un risultato analogesiderando le IgE specifiche per il tuorier
guanto riguarda invece le sIgE specifiche per Bgirgeni nativi purificati dell'uovo, si € decisa d
considerare positivo l'intero pannello con almemowvalore di sIgE positivo (superiore cioé a 0.35
KUA/L). Infatti, proprio per il razionale della nexica, che valuta il pattern di sensibilizzazione
individuale verso l'una o l'altra molecola allergem € possibile che il sistema immunitario del
soggetto abbia sviluppato uno stato di iperresp@assolo verso alcuni dei determinanti allergenici
dell'uovo. Per lo stesso motivo, & possibile cheaggetto non riconosca nessuno degli allergeni
maggiori, perché sensibilizzato verso altre comptirgell’'uovo, o verso sostanze derivate in modo
indiretto dall'assunzione di uovo (es. molecolssiditesi). Considerando i pazienti nei quali almeno
tre valori di sIgE erano disponibili (compresi ovaconide e ovoalbumina), la metodica si e rivelata
altrettanto sensibile (100%), ma piu specifica 966). ed efficiente (70%) rispetto ai PBP e alle
slgE sieriche dirette contro I'albume. Anche il ot predittivo positivo era maggiore (43.8%),
anche se ridotto, mentre il valore predittivo nagaera analogo (100%). La maggiore specificita si
spiega con la capacita del test di distinguere adanmigliore la sensibilizzazione dall’allergia,
contraddistinta dalla capacita del soggetto dingszere in modo abnorme gli allergeni cosiddetti
maggiori. D'altro canto, I'immunopatogenesi € iridivale e i pattern piu frequenti possono non
applicarsi al singolo individuo. Nel nostro studiagltre, i livelli di IgE specifiche per ovoalburma

e ovomucoide erano significativamente piu elevaii pazienti con risposta positiva al TPO. Lo
stesso non si puo dire, invece, per i livelli dElgpecifiche per lisozima e ovotransferrina.
L'ovomucoide € la proteina dell'albume piu allergeny anche per la sua termostabilita, che le
conferisce la capacita di indurre reazioni ancheibi contenenti uovo cotto. L’ovoalbumina ha
minor potere allergizzante, ma € la proteina quatitamente maggiore del bianco d'uovo.
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Il BAT si é rivelato un ottimo test per la diagnasiitro di allergia, con discreta sensibilita 1) ma
ottime specificita (90%) ed efficienza (86%), maggrispetto alle metodiche convenzionali. Anche
valore predittivo positivo (63.6%) e negativo (22)3sono risultati elevati; il VPP & addirittura il
maggiore tra tutti i test utilizzati. Inoltre, l&mentuale di basofili attivati in vitro da stimeiane con
albume era significativamente piu elevata nei pazieattivi al challenge. Di conseguenza, un BAT
negativo indica con elevata probabilita tolleraafaiovo, mentre un test positivo potrebbe indutre
clinico a posticipare il TPO eventualmente progratonvista la discreta probabilita di allergia.

Applicazioni attuali e prospettive future

Per quanto sarebbe ideale, non é possibile eseguitest di provocazione orale in doppio cieco in
ogni paziente con sospetta reattivita clinica adalimento. Se I'anamnesi & suggestiva per una
reazione non collegabile al’assunzione di cibamao [gE-mediata, gli SPT dovrebbero essere il test d
scelta per escludere l'allergia alimentare. Al car, di fronte ad una convincente storia clinita
reazioni IgE-mediate severe, potrebbe essere pidepte controllare solo il livello di sIgE sieriche
come prima indagine diagnostica. Nel tempo, e pdesieguire i livelli delle sIgE del paziente, com
marker surrogato di sviluppo di tolleranza. Se lbkiacontinuano a decrescere e il paziente non ha
reazioni all'ingestione accidentale dell’alimentispetto, &€ possibile tentare di reintrodurlo ndiéa,

con un TPO o a domicilio, se la probabilita di¢cdirlo € alta.

E fondamentale che il clinico comprenda appienpdtenzialita e i limiti dei test diagnostici a sua
disposizione, in modo da evitare di sovra o so#tgdosticare I'allergia alimentare. L'eccesso di
diagnosi puo condurre a restrizioni dietetiche rpadi alimenti e modificazioni non necessarie dello
stile di vita del bambino e della sua famiglia. @intro, mancare la diagnosi potrebbe causare
reazioni allergiche anche mortali in caso di ingest dell’alimento.

La component-resolved diagnosis costituisce cerigangno strumento in piu a disposizione del medico,
ma sono necessari ancora molti studi per comprerggpieno la sua efficienza e per perfezionare le
metodiche. Inoltre, si tratta di test costosi, &de [|'utilizzo estensivo e i progressi tecnologici
dovrebbero ridurre questo problema. In futuro,gddte essere possibile porre con certezza la diadjnos
allergia alimentare utilizzando solo una gocciaatigue, senza rischi per il bambino.

Tabelle e figure

Tabella 1. Popolazione in studio ed esiti degli esaeseguiti.

Pazienti PBP IgE BAT TPO

14 pazienti Neg Neg Neg Negativo
6 pazienti Pos Neg Neg Negativo
2 pazienti Neg Pos Neg Negativo
16 pazienti Pos Pos Neg Negativo
1 paziente Pos Pos Neg Positivo

4 pazienti Pos Pos Pos Negativo
9 pazienti Pos Pos Pos Positivo
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Tabella 2. Vengono riportati sensibilita, specifida, efficienza, valore predittivo positivo (VPP) evalore
predittivo negativo (VPN) dei test in vivo ed in iro presi in esame, considerando i cut-off di rifeimento.

. IgE specifiche per
Prick by prick IgE specifiche allergeni nativi BAT
per albume .
purificati
Sensibilita | 100% 90% 100% 70%
Specificita | 42,5% 52.5% 60.9% 90%
Efficienza | 54% 60% 70% 86%
VPP 30.3% 32.1% 43.8% 63.6%
VPN 100% 95.5% 100% 92.3%
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Figura 1. Distribuzione della dimensione del pomfdmm) per I'albume in pazienti che hanno avuto
una risposta negativa o positiva al TPO. | dati som espressi come mediana (linea nera), 25° e 75°
percentile e viene riportato il p-value tra i due guppi.
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Figura 2. Distribuzione dei livelli sierici di IgE specifiche (kUA/L) per albume (a), tuorlo (b), ovolbumina
(c) e ovomucoide (d) in pazienti che hanno avuto anrisposta negativa o positiva al TPO. | dati sone-
spressi come mediana (linea nera), 25° e 75° pertime viene riportato il p-value tra i due gruppi.
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Figura 3. Distribuzione dei livelli CD63 (%) indotta da stimolazione con uovo in pazienti che hanno
avuto una risposta negativa o positiva al TPO. | d@ sono espressi come mediana (linea nera), 25° e
75° percentile e viene riportato il p-value tra i die gruppi.
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