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ABSTRACT
Diagnosis of Hymenoptera venom sensitivity

The purpose of diagnostics is to classify a sting reaction, identify the underlying pathogenetic mechanism, and to identify
the offending insect. Diagnostic tests should be done in all patients with a history of a systemic sting reaction. Testing
comprises skin tests with Hymenoptera venoms and analysis of the serum for Hymenoptera venom-specific IgE.
Sensitivity of skin tests is higher than that of venom specific IgE serum tests. If both skin tests and specific IgE stay
negative additional in-vitro tests should be carried out. Serum tryptase should be analysed in patients with a history of
a severe sting reaction. Recombinant venom allergens will improve the diagnosis of venom allergy in a near future.

RIASSUNTO

Scopo della diagnosi & quello di classificare il tipo di reazione, identificare il meccanismo patogenetico e 'imenottero
pungitore. | tests cutanei rappresentano la metodica diagnostica piu sensibile; devono essere effettuati in ambiente
idoneo e da personale specializzato. Per la ricerca di IgE specifiche su siero, & indispensabile scegliere i tests piu
sensibili. Solo nel caso di ripetuta negativita sia dei test cutanei che del RAST, si puo ricorrere ad altre metodiche in
vitro, sebbene la loro validitd non sia ancora stata confermata. Nei pazienti con anamnesi di reazione grave, &
consigliabile misurare il livello di triptasi sierica. Alcuni recenti lavori indicano nell’utilizzo di allergeni ricombinanti la
possibilita di migliorare la diagnostica in un prossimo futuro.
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INTRODUZIONE

Sebbene sulla superficie terrestre siano presenti dai
tre ai sei milioni di specie di insetti, le reazioni allergiche
da punture di insetti non imenotteri sono poco frequenti e
generalmente meno pericolose (1,2); pertanto, anche in
considerazione della assenza di estratti standardizzati a
scopo diagnostico e terapeutico, questo capitolo trattera
unicamente di allergia a veleno di Imenotteri.

Per cio che attiene la loro tassonomia, la maggior parte
degli autori segue la classificazione di Chinery (3), alla
quale negli ultimi anni sono state apportate alcune piccole
modifiche (Tabella 1).

Dal punto di vista allergologico, il ruolo clinico piu
importante é svolto dagli Aculeati sociali rappresentati da
vespe, api e formiche.

La famiglia Apidae comprende un ampio numero di
insetti che si differenziano sia per aspetto che per abitudini
(4,5); i pit importanti dal punto di vista allergologico sono
rappresentati dal’Apis Mellifera (Ape) e dal Bombus
(Bombo).

La famiglia Vespidae comprende le sottofamiglie Ve-
spinae e Polistinae, che si differenziano nel segmento che
unisce il torace alladdome, di aspetto troncato nelle Ve-
spinae, di forma arrotondata nelle Polistinae (4,5).

Le Vespinae comprendono i generi Vespula, Dolicho-
vespula e Vespa. Nellambito della Vespula (Giallone), le
specie piu importanti in Europa sono V. germanica, V.
Vulgaris e V. Rufa. Il genere Vespula si distingue da quello
Vespa (Calabrone) per le dimensioni inferiori e da quello
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Dolichovespula per la minore distanza tra gli occhi e per
la mascella superiore (4,5).

Dolichovespula media, D. Saxonica e D. Sylvestris
rappresentano le specie prevalenti in Europa.

Nell’ambito del genere Vespa, Vespa Crabro € quella
predominante in Europa.

Le Polistinae si trovano in tutto il mondo. In Europa
Polistes Gallicus, P. Nimpha e soprattutto P. dominulus
sono ampiamente rappresentati, in particolare nelle aree
Mediterranee (5,6).

MANIFESTAZIONI CLINICHE

Le reazioni a punture di imenotteri vengono general-
mente classificate in reazioni locali normali, reazioni locali
estese (7-10), reazioni sistemiche tossiche, reazioni siste-
miche di tipo anafilattico e reazioni atipiche (4).

Secondo una recente revisione della nomenclatura
allergologica, da un punto di vista patogenetico si puo
distinguere l'ipersensibilita verso i veleni mediata da mec-
canismi immunologici (allergia IgE-mediata e non-IgE-me-
diata) da quella mediata da meccanismi non immunologici
(11).

Le reazioni locali e quelle atipiche possono riconosce-
re una eziopatogenesi tossica o immunologica.

Le reazioni locali estese vengono definite tali in pre-
senza di eritema ed edema in sede di puntura con diame-
tro superiore a 8-10 cm e durata di almeno 24-48 ore,
potendo a volte estendersi ad una intera regione anatomi-
ca. Sono state segnalate anche reazioni cutanee ritardate,
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con meccanismo patogenetico di tipo cellulo-mediato.

Le reazioni anafilattiche sistemiche presentano gene-
ralmente un meccanismo patogenetico IgE- mediato, an-
che se sono stati ipotizzati meccanismi alternativi che
implicano la presenza di anticorpi IgG sensibilizzanti o la
formazione diimmunocomplessi lgG-allergene del veleno,
in grado di attivare il complemento.

In alcuni casi di anamnesi di reazione anafilattica sia il
dosaggio delle IgE specifiche che i tests cutanei hanno
esito negativo; cid € particolarmente frequente in pazienti
affetti da mastocitosi, in cui & ipotizzabile un meccanismo
tossico, di rilascio aspecifico dei mediatori dai mastociti
(12-14), sebbene nella maggior parte dei pazienti affetti da
mastocitosi sia possibile dimostrare una sensibilizzazione
allergica (15).

Sono state proposte molte classificazioni del grado di
severita delle reazioni sistemiche (16,17), tra le quali una
delle piu utilizzate & quella di Mueller (Tabella 2).

Generalmente i sintomi compaiono poco dopo la pun-
tura, da 5 minuti ad un’ora (4), anche se occasionalmente
possono manifestarsi a distanza di ore o anche giorni dopo
la puntura (18).

L’anafilassi puo essere bifasica, con un rapido esordio

Tabella 1
Tassonomia degli Imenotteri

dei sintomi, una apparente risoluzione e una successiva
ricomparsa dopo 4-24 ore.

Le reazioni piu gravi possono determinare danni per-
manenti, come ischemia cerebrale (19) o infarto del mio-
cardio (4) o addirittura essere fatali: autopsie effettuate su
pazienti deceduti a seguito di puntura di imenottero mo-
strano una co-morbidita cardiopolmonare nel 50% dei casi
o piu (20,21).

Una reazione anafilattica da puntura di imenottero
costituisce un evento traumatico per il paziente e per i
familiari. Pertanto i pazienti tendono a sviluppare una
sindrome ansiosa che li spinge ad adottare una serie di
comportamenti di evitamento tali da compromettere in
maniera significativa la qualita della vita, con condiziona-
mento del carattere, della vita sociale e a volte dell’attivita
lavorativa.

Recentemente sono stati costruiti e validati questionari
specifici (22,23), con i quali & stato possibile confermare
che l'allergia al veleno degli imenotteri, indipendentemen-
te dalla gravita della reazione, & in grado di incidere
pesantemente sulla qualita della vita dei soggetti che ne
soffrono (22,23).

Classificazione delle reazioni sistemiche da punture di imenotteri
secondo H. L. Mueller (16)

Grado |
Grado Il

Orticaria generalizzata, prurito, malessere, ansia
Ciascuno dei precedenti, con due o piu dei
seguenti: angioedema, costrizione toracica,
nausea, vomito, diarrea, dolore addominale,
vertigini

Ciascuno dei precedenti, con due o piu dei
seguenti: dispnea, sibilo, stridore, disartria,
raucedine, astenia, confusione, sensazione di
morte imminente

Ciascuno dei precedenti, con due o piu dei
seguenti: calo pressorio, collasso, perdita di
coscienza, incontinenza, cianosi
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Tabella 2 EPIDEMIOLOGIA, STORIANATURALE EFATTO-

RI DI RISCHIO

La prevalenza di sensibilizzazione asintomatica al ve-
leno di imenotteri € piuttosto elevata nella popolazione
generale: IgE specifiche sono state riscontrate nel 16%-
24% (24-26) della popolazione, mentre test cutanei positivi
nel 15%-29% degli adulti (27,28).

Molti studi epidemiologici indicano che la frequenza di
sensibilizzazione & legata al grado di esposizione alle
punture (4,28-31), all'intervallo di tempo tra le punture
(4,28,32,33), all'atopia (26) e al tipo di insetto, in quanto le
api sembrano indurre sensibilizzazione con maggiore fre-
quenza rispetto ai vespidi (25,26).

La prevalenza delle reazioni locali estese varia tra il
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2,4%, il 4,6%, il 18,6%, fino al 26,4% (27,28,34); nei
bambini & del 19% (35) e negli apicoltori arriva fino al 38%
(33,36).

Gli studi epidemiologici indicano una frequenza di
reazione sistemica anafilattica (basata su dati anamnesti-
ci) tra lo 0,3% ed il 7,5 (4,25,26,28,29,30,34,35), negli
apicoltori tra il 14% ed il 43% (32,33,36).

Nei bambini la prevalenza di reazioni sistemiche che
emerge da studi ormai datati, che tuttavia includono piu di
10.000 soggetti, si posiziona su valori dello 0,15-3,9%
(35,37-39).

L’incidenza di mortalita da puntura di insetto € bassa:
da 0,03 a 0,48 decessi per 1.000.000 abitanti/anno
(4,20,25,29,40,41). In Italia gli unici dati disponibili sono
quelli ISTAT, che parlano di 13 morti in un periodo di
osservazione di 10 anni (1980-90); anche per i dati piu
recenti, disponibili fino al 1997, si mantiene lo stesso tasso
di mortalita.

Tuttavia il numero reale di decessi potrebbe essere
sottostimato, dal momento che é stata riportata una fre-
quenza di IgE specifiche per i veleni nel 23% dei sieri
post-mortem di pazienti deceduti per morte improvvisa e
senza causa apparente tra la fine di maggio e l'inizio di
novembre (42).

Dal 40% all’85% (20,29) di soggetti con reazioni fatali
da puntura di Imenottero ha una anamnesi negativa per
precedenti reazioni anafilattiche.

Nell’ambito dei fattori di rischio, &€ importante distingue-
re i fattori che condizionano la ripuntura da quelli che
condizionano la gravita della reazione. Il luogo, il clima, la
temperatura, le abitudini degli insetti e 'esposizione indi-
viduale (attivita lavorativa o hobbistica) sono fattori che
determinano la probabilita di essere punti e il tipo di insetto
pungitore.

| fattori di rischio associati alla comparsa di una rea-
zione sistemica anafilattica e alla severita della stessa
finora identificati sono molteplici. Tuttavia non si conosce
ancora il motivo per cui alcuni pazienti sensibilizzati verso
i veleni, quando ripunti, non sviluppino alcuna reazione,
mentre altri manifestino sintomi di varia gravita o anche
fatali.

Il 5- 15% (4,8) dei soggetti allergici con anamnesi di
reazione locale estesa sviluppa una reazione sistemica ad
una successiva puntura. In quelli con reazione sistemica
lieve il rischio di reazione sistemica successiva é del 18%
tra i bambini (43,44) e del 14-79% tra gli adulti (45,46).

Nella popolazione adulta, maggiore € la gravita della
prima reazione sistemica, maggiore é il rischio di una
reazione sistemica severa ad una puntura successiva
(46).

Negli adulti con anamnesi negativa per precedente
reazione anafilattica sistemica e test cutaneo positivo, da
un unico studio pubblicato sul’argomento &€ emerso un
rischio di reazione sistemica ad una puntura successiva
del 17% rispetto allo 0% dei soggetti con test negativo (47).

Un breve intervallo tra una puntura precedentemente
tollerata e quella che induce la reazione allergica sembra
costituire un fattore di rischio per lo sviluppo di reazione
sistemica (48).
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Studi a lungo termine su soggetti allergici con prece-
dente reazione anafilattica hanno mostrato che il rischio di
sviluppare la reazione ad una puntura successiva si riduce
con il tempo, senza tuttavia scomparire completamente
anche a distanza di dieci anni (47).

D’altronde, un altissimo numero di punture sembra
indurre la tolleranza, come pare verificarsi negli apicoltori
(32).

| pazienti piu anziani sviluppano piu spesso reazioni
particolarmente severe (49,50); la mortalita & maggiore
rispetto ai bambini o ai giovani adulti (4). In effetti ulteriori
fattori di rischio per gravita della reazione sono stati iden-
tificati nelle malattie cardio-vascolari (20,51) e nel tratta-
mento con beta-bloccanti (51). | beta-bloccanti non sem-
brano incrementare di per sé il rischio di reazione sistemi-
ca, ma nel caso in cui questa si manifesti, € da temere una
evoluzione peggiore.

| pazienti allergici al veleno di api hanno un rischio
maggiore di reazione sistemica alla ripuntura rispetto a
quelli allergici ai vespidi (52-55). Un studio piu recente
condotto nellarea mediterrranea ha evidenziato che il
rischio relativo di sviluppare reazioni sistemiche gravi é tre
volte superiore se si viene punti dal calabrone rispetto alle
api o alle vespe (56).

Pazienti affetti da mastocitosi sistemica o orticaria
pigmentosa possono manifestare reazioni particolarmen-
te gravi, anche fatali (12,14,57-59). Peraltro in pazienti
allergici al veleno di imenotteri elevati livelli di triptasi
sierica, indipendentemente dalla presenza di mastocitosi,
si associano a reazioni anafilattiche molto gravi (60-62).

ALLERGENI DEI VELENI E CROSS-REATTIVITA

Per una corretta diagnosi e terapia della allergia al
veleno di imenotteri & essenziale conoscere la composi-
zione dei veleni.

La maggior parte degli allergeni maggiori & stata clo-
nata e sequenziata; molti di essi sono stati prodottiin forma
ricombinante. Sono per lo piu glicoproteine di 10-50 kDa,
costituite da 100-400 residui aminoacidici (63). Altre com-
ponenti dei veleni sono piu piccole, come la mellitina del
veleno dell’ape e I'antigene Api m6, recentemente descrit-
to, di p.m. 7,9 KDa.

La dose di veleno iniettata con una puntura varia da
specie a specie ed anche nel’ambito della stessa specie:
le api rilasciano una media di 50 ng (64) fino a 140 ug (65)
di proteine di veleno per puntura; tuttavia il sacco veleni-
fero ne pud contenere piu di 300 pg (66). Il bombo rilascia
da 10 a 31 pug di veleno (64).

Al contrario i Vespidi, che possono pungere ripetuta-
mente, iniettano generalmente meno veleno per singola
puntura: la Vespula (giallone) rilascia da 1,7 a 3,1 ug di
veleno, la Dolichovespula da2,4 a 5 ug e il Polistes da 4,2
a 17 ug di proteine (64). Non si sa esattamente quanto sia
il veleno iniettato con una puntura di calabrone Europeo:
secondo alcuni Autori il peso secco del veleno contenuto
in un sacco velenifero puo arrivare anche a 260 pg (67).

Il veleno delle api contiene 5 allergeni di cui si cono-
scono le sequenze aminoacidiche: fosfolipasi A2 (Api m1),
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ialuronidasi (Api m2), mellitina (Api m4), Api m6 e una
fosfatasi acida (Api m3) (Tabella 3). L’allergene piu impor-
tante é rappresentato dalla fosfolipasi A2, una glicoprotei-
na composta da 134 residui aminoacidici, che svolge
attivita citotossica e citolitica (68).

La ialuronidasi € un altro degli allergeni maggiori del
veleno dell’ape; essendo una proteasi, un enzima di circa 39
kDa, probabilmente rappresenta un allergene maggiore.

La mellitina, formata da 26 aminoacidi, € il maggiore
costituente del veleno delle api (50% del peso secco), ma
solamente il 28% dei pazienti possiede IgE specifiche
dirette contro questo peptide (69).

Il veleno del bombo contiene la fosfolipasi A2 (Bom p1),
la proteasi Bom p4, la ialuronidasi, la fosfatasi acida e molte
altre proteine non dimostrate nel veleno delle api (70).

Gli allergeni maggiori del veleno dei vespidi sono
rappresentati da: fosfolipasi A1 (Ves v1), ialuronidasi (Ves
v2) e antigene 5 (Ves v5) (64,71,72) (Tabella 3).

L’antigene 5 rappresenta I'allergene maggiore del ve-
leno di tutti i Vespidi ed & strutturalmente correlato con
proteine di mammiferi, rettili, insetti, funghi e piante (73).

Sensibilizzazioni doppie o anche multiple possono
essere causate da anticorpi cross-reattivi che riconoscono
epitopi simili di differenti veleni o epitopi simili tra veleni e
allergeni comuni (74).

La distinzione tra cross-reattivita e vera doppia sensi-
bilizzazione & importante per la scelta dei veleni da utiliz-
zare per 'immunoterapia.

| dati a disposizione indicano che i veleni e gli allergeni
maggiori di differenti api nel mondo sono molto simili e che
la struttura dell'allergene maggiore fosfolipasi A2 ha una
grandissima omologia (66,75,76). Al contrario, nel’ambito
dei bombi, esiste una notevole variabilita allergenica (70).
Esiste una cross-reattivita immunologica tra i veleni di api
e bombi; tuttavia in molti pazienti &€ possibile riscontrare
una sensibilizzazione multipla (70,77,78).

| veleni dei Vespidi sono altamente cross-reattivi in
quanto simili nella composizione e nella struttura dei sin-
goli allergeni (79,80). Gli allergeni delle differenti specie di
Vespula hanno una omologia del 95% (79,80), di conse-
guenza i differenti veleni cross-reagiscono (72,81). Esiste
anche una importante cross-reazione trai veleni di Vespu-
la, Vespa e Dolichovespula (82,83).

La cross-reattivita di Vespula, Dolichovespulae Vespa
con il Polistes & generalmente minore rispetto a quella
presente tra le Vespinae (71,82,84-86).

La cross-reattivita tra le specie Europee di Polistes (P.
Gallicus, P. Dominulus) & molto alta, mentre quella tra
specie Europee ed Americane & piu debole (6,87).

Per cid che attiene la cross-reattivita tra i veleni di
Apidae e Vespidae, la ialuronidasi, che ha una sequenza
identica per il 50% tra api e vespe (80) rappresenta la
componente maggiormente cross-reattiva (88), tuttavia
non si sa quale sia il significato clinico di questo dato.

Studi di RAST inibizione con veleni di api e vespe
(prevalentemente giallone) hanno evidenziato diversi pat-
terns di cross-reattivita (89,90).

Un problema particolare nell’ambito della cross-reatti-
vita & costituito da IgE specifiche dirette contro epitopi

carboidrati (CCD), che possono causare positivita dei
tests (sia cutanei che in vitro), probabilmente prive di
significato clinico (91).

DIAGNOSI

Anamnesi

L’anamnesi deve essere orientata verso la raccolta del
maggior numero possibile di informazioni: insetto pungito-
re, caratteristiche del nido, orario della giornata in cui si &
stati punti, punture multiple da parte dello stesso imenot-
tero, assenza o presenza del pungiglione, numero delle
punture, tempo intercorso tra puntura ed esordio della
sintomatologia, tipologia della manifestazione clinica (se-
condo la classificazione di Mueller), attivita del paziente,
condizioni generali di salute, con particolare attenzione a
quelle cardiovascolariin relazione sia alla possibile neces-

Tabella 3
Allergeni dei veleni di Imenotteri

Veleni Allergeni  Nome MW  maggiore/
comune KD  minore
Apis mellifera Apim 1 Fosfolipasi 16 maggiore
A2
Apim 2 laluronidasi 43 maggiore
Apim 3 Fosfatasi 49 maggiore ?
acida
Apim 4 melittina 2,9 minore
Apim 6 7,6  minore
Proteasi 39  maggiore ?
Bombus Bom p1 Fosfolipasi maggiore
pennsylvanicus A2
Bom p4 Proteasi maggiore ?
serica
Vespula vulgaris Ves v1 Fosfolipasi 35 maggiore
A1l
V.germanica, Ves v2 laluronidasi 45 maggiore
maculifrons, Antigene 5 25 maggiore
pennsylvanica, Ves v5
squamosa ecc.
Dolichovespula Dolm 1 Fosfolipasi 35 maggiore
maculata A1
D. arenaria Dol m 2 laluronidasi 45 maggiore
D. media etc Dolm5 Antigene5 25 maggiore
Polistes Pola 1 Fosfolipasi maggiore
annularis A1
P.dominulus Pola 2 laluronidasi maggiore
gallicus, fuscatus Polab Antigene 5 25  maggiore
etc
Vespa crabro Vespc1 Fosfolipasi maggiore ?
A1l
Vespc5 Antigene 5 maggiore ?
Solenopsis Soli1 Fosfolipasi 37  maggiore ?
invicta A1l
Soli2
Soli3 Antigene 5 24 maggiore ?
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sita di utilizzo di adrenalina sia al possibile trattamento con
beta-bloccanti e ACE-inibitori.

Tutti i medici dovrebbero inserire nel raccordo anam-
nestico dei loro pazienti domande relative a pregresse
reazioni da punture di imenotteri, dal momento che molti
di essi dimenticano di riferire tali episodi nel corso di una
anamnesi generica (27).

Indicazione alla effettuazione dei tests diagnostici

L’indicazione alla effettuazione di test diagnostici per
I'allergia al veleno di imenotteri si basa fondamentalmente
sullanamnesi del paziente, in particolare si applica ai
soggetti con una storia di pregressa reazione sistemica
(92-94).

Ai pazienti con basso rischio di sviluppo di reazioni
sistemiche alla ripuntura (es. quelli con reazioni locali
estese) non viene generalmente suggerita 'immunotera-
pia specifica, quindi secondo alcuni autori questi soggetti
non dovrebbero eseguire tests diagnostici.

A maggior ragione né i test cutanei né quelli sierologici
debbono essere effettuati in pazienti con anamnesi nega-
tiva. Esempi tipici sono rappresentati dalle richieste di
accertamenti allergologici a seguito di decessi riportati dai
mass media oppure in presenza di una anamnesi familiare
di una grave reazione sistemica da puntura di imenotteri,
sebbene non sia mai stata dimostrata una correlazione
statisticamente significativa tra anafilassi da puntura di
imenotteri e anamnesi familiare positiva (27).

Un’altra tipica e frequente situazione in cui vengono
richiesti i tests & quella del paziente atopico, anche se non
vi € alcuna correlazione tra le allergopatie respiratorie € il
rischio di sviluppare una reazione anafilattica da veleno.
Peraltro in questi soggetti la presenza di carboidrati cross-
reattivi tra gli allergeni inalanti e quelli dei veleni potrebbe
causare una falsa positivita e quindi una falsa diagnosi di
sensibilizzazione allergica (74,95).

Tests cutanei

| tests cutanei (prick e intradermoreazioni) vanno effet-
tuati da personale esperto con utilizzo di metodica stand-
ardizzata e in presenza di ambiente idoneamente attrez-
zato, per la possibilita di reazioni sistemiche in corso di
allergometria cutanea, comunque poco frequenti se effet-
tuata in maniera appropriata (96).

| veleni da utilizzare sono rappresentati dal veleno di
Apis mellifera, Vespula sp., Polistes sp. e, ove disponibile,
Vespa crabro; non devono essere usati estratti di veleni di
imenotteri non presenti in Italia (Dolichovespula maculata
e Dolichovespula arenaria).

Per cio che attiene il veleno di Polistes, in ltalia sono
attualmente disponibili, oltre che estratti di specie ameri-
cane, anche estratti di P. dominulus, imenottero molto
diffuso in Europa. Infatti, pur in presenza di elevata cross-
reattivita tra i veleni di Polistes di varie specie, la recente
evidenza di una specificita selettiva unicamente diretta
verso allergeni di Polistes europei (87) solleva il problema
della necessita di avere a disposizione anche i veleni di
questa specie.

Generalmente si raccomanda di eseguire i tests cuta-
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nei almeno due settimane dopo la reazione per evitare
false negativita durante il periodo refrattario; in presenza
di anamnesi suggestiva per reazione sistemica, se i test
sono negativi, essi vanno ripetuti dopo 1-2 mesi (97).

La negativita dei tests cutanei pud essere legata, oltre
che all’eccessivo intervallo ditempo o al contrario al troppo
breve lasso di tempo trascorso rispetto alla reazione,
all’'utilizzo del veleno non responsabile della reazione, ad
una terapia antistaminica o fenotiazinica concomitante, o
ad un meccanismo patogenetico non IgE-mediato (es.
concomitante mastocitosi).

Le norme procedurali generali, incluse le misure di
precauzione da adottare, le interferenze con i farmaci e la
lettura dei test cutanei (prick e intradermotest) sono de-
scritte altrove (98).

Per il prick test si utilizzano concentrazioni da 0,01 fino
a 100 pg/ml, per l'intradermoreazione da 0,001 a 1 pg/ml.
A seconda degli studi, la sensibilita dei prick tests alle
diverse concentrazioni varia tra il 50% e il 90% (99,100),
mentre la sensibilita dei tests intradermici pud essere
stimata complessivamente in circa il 90% per la concen-
trazione di 1 pg/ml, variabile dal 65 al 94% per la concen-
trazione di 0,1 ug/ml (101-105).

E’ difficile definire la specificita dei test cutanei con
veleni dal momento che i soggetti esposti che non hanno
mai sviluppato una reazione sistemica possono essersi
sensibilizzati a seguito dell'ultima puntura; infatti il 10-49%
di tali individui presenta test cutanei intradermici positivi
alla concentrazione di 1 pg/ml (101-105).

Non esiste alcuna correlazione tra il grado di sensibilita
cutanea e gravita della reazione; le reazioni piu intense ai
test cutanei si verificano spesso in pazienti con reazioni
locali estese, per contro alcuni pazienti con reazioni gra-
vissime dimostrano una debolissima reattivita cutanea (o
sierologica) (104,106).

Test in vitro

Per la determinazione delle IgE specifiche su siero
possono essere utilizzati tests in vitro come il RAST (Radio
Allergo Sorbent test) ed altre metodiche da esso derivate
(es. CAP-system) (107-109).

Rispetto ai tests di prima-generazione, in quelli piu
recenti (di seconda-generazione) sono stati apportati netti
miglioramenti in termini di reagenti, di supporti per I'assor-
bimento dell'allergene e di strumentazione, tanto da con-
ferire loro una maggiore sensibilita (107,110,111).

Nei primi giorni dopo una puntura i livelli IgE specifiche
per il veleno iniettato possono essere molto bassi o addi-
rittura non determinabili, pertanto il test dovrebbe essere
ripetuto a poche settimane di distanza (97). Generalmente
la puntura agisce da stimolo iniziale, le IgE aumentano con
il passare dei giorni e delle settimane dalla puntura; dopo
questa fase iniziale si riducono progressivamente con una
ampia variabilita individuale (112).

La sensibilita dei test in vitro per la determinazione
delle IgE specifiche in pazienti con anamnesi di reazione
sistemica rimane tuttavia minore di quella dei test cutanei,
soprattutto dopo il primo anno dalla reazione (4); per la
specificita, si ripropongono le stesse problematiche osser-
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vate per i test in vivo.

La determinazione delle IgG specifiche non costituisce
una indagine diagnostica di routine; la sua effettuazione
non & raccomandabile né prima né dopo un trattamento
vaccinico.

I livelli di IgG in primo luogo sono un indice di esposi-
zione, non correlano con la gravita della reazione, incre-
mentano dopo una puntura, si riducono piu rapidamente
rispetto alle IgE (112).

La metodica della RAST-inibizione nei soggetti poli-
sensibili consente di distinguere tra cross-reattivita e sen-
sibilizzazioni distinte verso piu veleni contemporanea-
mente (90,113,114); questo riveste un ruolo importante
soprattutto qualora si debba avviare il paziente allimmu-
noterapia specifica (85,114).

La presenza di determinanti carboidrati comuni tra
veleni di ape e di vespe e tra veleni ed allergeni da
inalazione potrebbe interferire con il significato diagnosti-
co dei test sia in vivo che in vitro.

E’ stata infatti dimostrata mediante CAP-inibizione la
presenza di IgE specifiche verso determinanti carboidrati
(CCD) nell’'80,5% dei sieri di soggetti con doppia positivita
delle IgE specifiche verso il veleno di ape e di giallone (91).
L’importanza delle IgE specifiche verso i CCD come causa
di doppia sensibilizzazione & stata recentemente ribadita
dagli stessi Autori (115), i quali hanno identificato alcuni
glicoallergeni maggiori dei veleni che legano IgE specifi-
che verso carboidrati sia nel veleno di ape che di giallone,
suggerendo che l'utilizzo di N-glicani 1-3-fucosilati (es.
polline di colza-brassica napus) e N-glicani fucosilati sin-
tetici derivati dalla bromelina possa consentire di indivi-
duare gli anticorpi anti-CCD e quindi discriminare quei
soggetti con carboidrati cross-reattivi da quelli con reale
doppia sensibilizzazione al veleno di ape e di giallone.

Un altro gruppo, mediante I'utilizzo della glicoproteina
bromelina allo scopo di identificare i soggetti con IgE
specifiche verso CCD, ha confrontato pazienti atopici con
allergia inalatoria, individui con allergia al lattice e con
anafilassi da puntura di imenotteri. In particolare la sensi-
bilizzazione alla bromelina é stata riscontrata nel 21% dei
pazienti allergici al veleno (116).

Nei soggetti con anamnesi di reazione anafilattica,
qualora i tests cutanei e la determinazione delle IgE spe-
cifiche con il RAST o con un metodo equivalente abbiano
dato esito negativo, possono essere effettuati tests in vitro
aggiuntivi, generalmente effettuati in laboratori specializ-
zati e caratterizzati da costi piu elevati (117-119). Non
essendo ancora sufficientemente standardizzati, i risultati
di tali tests esequiti in centri diversi non sono comparabili
tra loro; il loro utilizzo viene consigliato, al momento attua-
le, a scopo di ricerca o, nella pratica clinica, limitatamente
a quei casi di difficile risoluzione nei quali tutti gli altri
accertamenti allergologici abbiano dato esito negativo

(94,111)

E’ stato recentemente rivalutato il significato del We-
stern-blot nella diagnosi in vitro della allergia al veleno di
imenotteri (117); tuttavia, a fronte di una discreta sensibi-
lita, la sua scarsa specificita continua a relegare tale
metodica unicamente nel settore della ricerca (94,111).

Nel test di rilascio di istamina dai basofili, i leucociti del
sangue periferico vengono incubati con gli allergeni dei
veleni che silegano alle IgE adese alla superficie cellulare
con conseguente stimolazione e degranulazione delle
cellule, soprattutto basofili, che quindirilasciano I'istamina.

La sua sensibilita e specificita sono tali da non giusti-
ficarne I'utilizzo di routine (94,111).

Nel CAST (cellular antigen stimulation test), i leucociti
pre-stimolati con IL-3 vengono incubati con gli allergeni,
con conseguente attivazione cellulare e liberazione di
sulfidoleucotrieni, a loro volta individuati mediante meto-
dica ELISA (118).

Un recente studio di confronto tra varie metodiche
diagnostiche ha evidenziato una buona correlazione tra i
risultati dei test cutanei, del RAST e del Western blot, ma
nessuna correlazione tra tali risultati e quelli del CAST
(119).

Il test di attivazione dei basofili rappresenta la piu
nuova delle metodiche in vitro introdotte in commercio ed
€ basata sulla dimostrazione citofluorimetrica di un marker
di attivazione superficiale dei basofili, generalmente rap-
presentato dal CD63 (120).

| pochi risultati disponibili in tale settore dell’allergolo-
gia appaiono contrastanti. Infatti alcuni Autori, confrontan-
do i risultati dei test cutanei e del CAP-System con quelli
dell’attivazione dei basofili (flow CAST) e del rilascio di
istamina e di leucotrieni (CAST), hanno documentato una
maggiore sensibilita e specificita del flow CAST rispetto ai
test in vivo e al CAP-System e una correlazione significa-
tiva con i risultati del rilascio di istamina e di leucotrieni
(121),

Al contrario Lambert e coll. (122) concludono che tale
metodica sia paragonabile al test di rilascio di istamina in
termini di sensibilita e specificita, quindi di scarso signifi-
cato clinico.

Analoghe limitazioni metodologiche sono state eviden-
ziate con la determinazione citofluorimetrica del CD203,
che rappresenta un altro marker di attivazione dei basofili
(123).

Alla luce dei fattori di rischio per gravita della reazione
recentemente identificati (58-61), & consigliabile effettuare
il dosaggio della triptasi sierica basale in tutti i pazienti con
anamnesi di reazione sistemica severa (94).

Si sottolinea inoltre che, in virtu della sua cinetica, il
dosaggio della triptasi in fase acuta (dopo circa 1 ora
dallevento sistemico) pud confermare la patogenesi da
degranulazione mastocitaria (62) a seguito di una reazio-
ne da puntura di insetti.

Il dosaggio della triptasi, oltre alla ricerca di IgE speci-
fiche su siero verso i veleni, puo risultare utile nel confer-
mare una reazione anafilattica da puntura di imenottero
come causa di decesso, soprattutto in assenza di una
puntura sicura (124).

Sebbene la validita dei test sierologici di campioni di
sangue emolizzato da cadavere sia tuttora oggetto di
dibattito, recentemente & stata dimostrata I'abilita di una
metodica RAST non commercializzata ed utilizzata presso
il Dipartimento di Patologia e Medicina di Laboratorio di
Greenville (Carolina dell’est) nell'individuare la presenza
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di IgE specifiche post-mortem, nonostante una cospicua
emolisi dei campioni (125). Peraltro in questo interessante
studio (125), Hoffman ha confrontato i livelli di IgE speci-
fiche verso i veleni in soggetti deceduti a seguito della
puntura di imenotteri con quelli di pazienti deceduti per altri
tipi di allergia (farmaci e alimenti) e per altre cause. Non
sono stati individuati anticorpi allergici nel 10% dei sieri
prelevati dai soggetti deceduti per puntura di imenotteri,
mentre bassi livelli di IgE specifiche (0,35-0,65 ng/ml) sono
stati dosati nel 24% dei decessi correlati alla allergia al
veleno (125), portando gli Autori a confermare che il livello
di IgE specifiche sieriche verso i veleni non & predittivo
della severita della reazione anafilattica.

Infine deve essere sottolineato che a tutt'oggi non &
stato identificato alcun marker in grado di predire future
reazioni sistemiche da puntura di imenotteri. Infatti I'esito
dei tests cutanei o dei tests in vitro non pud essere
considerato predittivo delle reazioni successive sia nei
pazienti trattati con immunoterapia specifica che nei non
trattati, dal momento che fino al’'84% dei soggetti cutipo-
sitivi non reagisce a successive punture dell'insetto verso
cui sono allergici e fino al 31% di soggetti cutinegativi
sviluppa una reazione sistemica a seguito di ripuntura
(52,53,126,127).

Il "dilemma" del paziente con anamnesi positiva
e tests diagnostici negativi

| tests cutanei vengono considerati i test diagnostici di
elezione nella allergia al veleno di imenotteri, in quanto piu
sensibili; infatti circa il 20% dei soggetti con anamnesi
positiva e test cutanei positivi hanno un test sierologico
negativo.

Tuttavia, una piccola percentuale di pazienti con reazione
sistemica da puntura di insetto presenta livelli di IgE specifi-
che non dimostrabili e tests cutanei negativi (128); cio potreb-
be essere dovuto non solo ad una insufficiente sensibilita dei
tests diagnostici, ma anche ad un lungo intervallo di tempo
intercorso tra la reazione e gli accertamenti allergologici con
spontaneo e progressivo declino del tasso di IgE specifiche
0 ad una mastocitosi sub-clinica.

Purtroppo 'impossibilita di dimostrare gli anticorpi al-
lergici specifici non garantisce che anche la reattivita
clinica sia scomparsa.

In uno studio recente il 22% (11 soggetti) di un gruppo
di 51 pazienti con anamnesi positiva e tests intradermici
negativi fino alla concentrazione di 1 pg/ml hanno svilup-
pato reazioni sistemiche al challenge con insetto; di questi,
la maggior parte (9 soggetti) aveva livelli sierici molto bassi
di IgE specifiche, indicando come anche livelli minimi di
anticorpi siano sufficienti ad evocare una reazione siste-
mica grave (129). Gli Autori sottolineano come alcune
metodiche di laboratorio per la determinazione delle IgE
specifiche verso i veleni, in particolare il RAST utilizzato
presso la John Hopkins University di Baltimora (JHU
RAST), possano dimostrare una sensibilita diagnostica
superiore a quella dei reagenti per test cutanei attualmente
in commercio (129).

E’ stato recentemente riportato il risultato di uno studio
di confronto della sensibilita del JHU RAST con la meto-
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dica RAST commerciante piu diffusa ed affidabile (Phar-
macia CAP System): per la maggior parte dei sieri (93,2%)
le due metodiche sono risultate equivalenti in termini dia-
gnostici, nel 6,8% solo il JHU RAST é riuscito ad indivi-
duare la presenza di IgE specifiche per livelli superiori a 1
ng/ml (130).

Sebbene nella maggior parte dei pazienti con storia di
reazione anafilattica i test cutanei rappresentino la meto-
dica diagnostica piu accurata e sensibile (131,132), nei
soggetti con anamnesi di grave reazione sistemica e test
cutanei negativi, € necessario ripetere i test cutanei ad
intervalli periodici ed eseguire un test sierologico per IgE
specifiche (129), pur non disponendo della metodica JHU
RAST.

Questo ha recentemente portato ’Accademia Ameri-
cana di Allergologia, Asma ed Immunologia (AAAAI) a
modificare le Linee Guida per la gestione del paziente
allergico al veleno di imenotteri, soprattutto per cid che
riguarda I'algoritmo diagnostico (133); in tal senso si sono
adeguate anche le nuove Linee Guida Europee dell’Acca-
demia Europea di Allergologia ed Immunologia Clinica
(EAACI) (94).

In un editoriale americano del 2001 viene sottolineato
il concetto che in ultima analisi la responsabilita della
qualita della metodica sierologica di determinazione delle
IgE specifiche risiede anche nello specialista che sceglie
il laboratorio di riferimento (134).

Allo scopo di garantire la qualita dei risultati, negli Stati
Uniti sono stati stabiliti rigidi criteri di accreditamento dei
laboratori (135,136); & auspicabile che cid possa avvenire
anche in ltalia.

Test di provocazione con insetto

In considerazione della storia naturale della allergia al
veleno di imenotteri e quindi della dicotomia esistente tra
sensibilizzazione allergica e reattivita clinica, il challenge
con insetto vivo é stato utilizzato da alcuni Autori in sog-
getti allergici non ftrattati con immunoterapia (52-
54,126,129), allo scopo di individuare quei pazienti che
necessitano realmente di vaccinazione.

Procedure e misure precauzionali sono state descritte
altrove in maniera dettagliata (137).

Il valore prognostico di un challenge tollerato con
insetto verso I'outcome di una successiva puntura appare
compreso tra il 85% (138) e il 95% in pazienti selezionati
(139). Tuttavia, in considerazione del fatto che il 6,5% dei
pazienti pediatrici (140) e il 21% degli adulti (54) hanno
manifestato una reazione sistemica solo a seguito di un
secondo challenge e del rischio di sviluppare reazioni
anche molto gravi (53), tale procedura non € consigliabile
come indagine diagnostica di routine in soggetti non in
trattamento immunoterapico (137,141,142).

D’altra parte il challenge con dosi crescenti di veleno
iniettato sottocute o per via intradermica non ¢ affidabile, dal
momento che & stato dimostrato come pazienti che tollerano
Fimmunoterapia possono ugualmente sviluppare reazioni
sistemiche a nuove punture dello stesso insetto (55).
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STRATEGIE FUTURE PER LA DIAGNOSI DELLA
ALLERGIA AL VELENO DI IMENOTTERI

Grazie alla moderna tecnologia della biologia moleco-
lare possiamo oggi disporre di un considerevole numero
di allergeni maggiori del veleno sia delle api che dei diversi
vespidi in forma ricombinante (tabella 4).

L’utilizzo di allergeni ricombinanti potrebbe migliorare
la specificita delle procedure diagnostiche (69,143): la
reattivita immunologica di forme ricombinanti degli allerge-
ni dei veleni & stata confrontata con quella delle forme
native purificate dello stesso allergene, dimostrando una
correlazione molto stretta (144).

| ricombinanti potrebbero inoltre fornire un valido aiuto
nel chiarire le cross-reattivita esistenti tra gli allergeni dei
veleni di specie, generi o addirittura famiglie diverse di
imenotteri (69,143).

Infine si sta rivelando promettente I'uso di cocktails di
ricombinanti, che potrebbero esprimere il pattern di speci-
ficita anticorpale IgE tipico del singolo paziente. In uno
studio preliminare (145) che ha misurato gli anticorpi IgE
specifici in pazienti allergici al veleno di ape e in controlli
non allergici, & stata documentata per il cocktail di ricom-
binanti una specificita simile a quella riscontrata per l'intero
veleno di ape (1 vs 0,85), ma una sensibilita lievemente
inferiore (0,87 vs 0,95), potenzialmente migliorabile con
I'aggiunta di ulteriori allergeni rilevanti, come la fosfatasi
acida e la proteasi in forma ricombinante.

CONCLUSIONI

Scopo della diagnosi & quello di classificare il tipo di
reazione, identificare il meccanismo patogenetico sotto-
stante ed identificare I'insetto pungitore.

| tests cutanei dovrebbero essere effettuati a tutti i
pazienti con anamnesi di reazione sistemica, eseguiti in
ambiente idoneo e da personale specializzato, utilizzando

Tabella 4
Allergeni dei veleni di imenotteri in forma ricombinante (143)

Specie allergene MW kD
Apis mellifera  Apim 1 fosfolipasi A2 16-20
Apim 2 ialuronidasi 43
Apim 3 melittina 2,9
Apim 4 fosfolipasi 49
acida
Vespula Vesv 1 fosfolipasi A1 35
vulgaris Vesv 2
Vesv5 ialuronidasi 45

antigene 5 25

Dolichovespula Dol m 1 fosfolipasi A1 35

maculata Dolm2
Dolm 5 ialuronidasi 45
antigene 5 25
Polistes Pola 5 antigene 5 25
annularis

concentrazioni progressivamente crescenti di veleno; se
negativi, vanno ripetuti (92-94).

Nell’ambito delle metodiche in vitro, & indispensabile
scegliere i tests piu sensibili e ripeterli in caso di negativita.
Se i risultati permangono negativi, si puo ricorrere ad altre
metodiche in vitro, sebbene la loro validita non sia ancora
stata confermata (93,94).

Il livello di triptasi sierica dovrebbe essere misurato in
tutti i pazienti con anamnesi di reazione grave (93,94).

Infine alcuni recenti lavori indicano nell'utilizzo di aller-
geni ricombinanti la possibilita di migliorare la diagnostica
in un prossimo futuro (69,143).

Una diagnosi corretta consente di ottimizzare il tratta-
mento del paziente allergico al veleno di imenotteri. In
particolare si sottolinea che 'immunoterapia specifica rap-
presenta attualmente 'unico presidio terapeutico in grado
di prevenire efficacemente le reazioni anafilattiche da
punture di imenotteri nei soggetti sensibilizzati, con un
grado di protezione che nel caso del veleno di Vespidi pud
superare il 95% (146,147).

A cio si aggiunge la sua dimostrata capacita di miglio-
rare la qualita della vita dei pazienti, riducendo l'ansia e
talvolta 'angoscia manifestata dal soggetto allergico e
dalla sua famiglia (23,148).
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