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ABSTRACT
Clinical value of quantitative measurements of specific IgE

The diagnosis of human allergic diseases involves the combined use of a careful clinical history, physical examination,
and in vitro and in vivo assay methods for the detection of IgE antibodies of defined allergen specificities. In vivo (skin
testing) and in vitro (measurement of specific IgE in serum) techniques cannot be considered interchangeable, the former
reflecting not only the presence of IgE but also mast cell integrity, vascular and neural responsiveness. Both techniques
have similarities and differences, advantages and disadvantages. Recently introduced "second generation" immunoas-
says have continued to improve the analytical sensitivity and reproducibility thanks to automation and improved reagent
quality. Quantitative assays may allow the use of specific clinical thresholds able to differentiate symptomatic from
asymptomatic patients. False negative and false-positive results should derive from lability of some major extracts, and
from possible cross-reactivities, respectively. Characterization of allergens at a molecular and submolecular level and,
where necessary, the use of recombinant allergens can reduce cross-reactions and further improve the quality of
immunoassays.

RIASSUNTO

La diagnosi delle allergopatie si basa sulla valutazione ragionata di informazioni cliniche provenienti da fonti diverse:
anamnesi, esame obiettivo, test in vivo (test cutanei) ed in vitro (determinazione nel siero) degli anticorpi specifici di
classe E delle immunoglobuline (IgE). La valutazione in vivo ed in vitro delle IgE avviene mediante tecniche fra loro non
intercambiabili, che presentano caratteristiche e problematiche differenti. In particolare, i test cutanei non valutano
solamente la presenza delle IgE ma la loro attivita biologica, e quindi, il risultato dei test cutanei dipende anche
dallintegrita delle mast cellule, e dalla risposta vascolare e nervosa. Le tecniche in vivo ed in vitro, quindi se raffrontati,
presentano aspetti simili e differenze, vantaggi e svantaggi. Gli immunodosaggi di "seconda generazione" per le IgE
specifiche hanno migliorato significativamente la sensibilita analitica e la riproducibilita, grazie anche alla superiore
qualita dei reattivi ed al’automazione totale. | metodi quantitativi, inoltre, possono consentire I'adozione di specifici livelli
soglia in grado di differenziare i soggetti asintomatici (atopici) dai sintomatici. Tuttavia, esiste ancora la possibilita di
risultati falsamente positivi e falsamente negativi. | primi sono dovuti soprattutto alla presenza di reattivita crociata
(cross-reattivita), mentre i secondi derivano dalla labilita di allergeni clinicamente importanti o da possibili difficolta nella
preparazione di estratti purificati, a partire dal materiale grezzo. La caratterizzazione degli allergeni a livello molecolare
e sub-molecolare, e I'uso di allergeni ricombinanti possono ridurre le cross-reazioni e migliorare ancor piu la qualita
degli immunodosaggi.

INTRODUZIONE pietra miliare, in quest’ambito di ricerca, & sicuramente
l'identificazione di un nuovo isotipo di immunoglobuline
umane, chiamate immunoglobulina E (IgE). | laboratori
clinici hanno un ruolo sempre piu rilevante nella diagnosi
e cura delle allergopatie: dall'identificazione della diatesi
allergica alla diagnosi di malattia, dalla valutazione dell’en-
tita dellinfiammazione al monitoraggio dei pazienti in trat-
tamento terapeutico (1). Ancor oggi, benché siano dispo-
nibili marcatori vecchi e nuovi dell’attivazione degli eosi-
nofili (ad esempio, la proteina cationica degli eosinofili), di

Le allergopatie, condizioni infiammatorie croniche cau-
sate dall’'esposizione ad un’ampia varieta di agenti esterni,
nella maggior parte dei casi si presentano clinicamente
come rinite, asma, dermatite atopica ed altre manifesta-
zioni cutanee, e solo occasionalmente compaiono come
eventi capaci di porre in pericolo la vita del paziente, come
nel caso dello shock anafilattico. Le ricerche scientifiche
svolte nelle ultime due decadi hanno portato ad un sicuro

progresso nelle conoscenze sulle cause e sui meccanismi
coinvolti nella genesi delle malattie allergiche. Appare di
fondamentale rilievo, in particolare, il riconoscimento
dell’esistenza di un particolare tipo di infiammazione che
¢ il risultato di una complessa interazione fra differenti
cellule effettrici ed i rispettivi mediatori chimici. Un’altra

degranulazione dei basofili (istamina e N-metil-istamina)
e di attivazione delle mast cells (triptasi), 'esame piu
diffuso e sulla cui importanza clinica permane aperto il
dibattito, & la determinazione delle IgE specifiche nel siero.
Scopo di questo lavoro &, pertanto, esaminare i vantaggi
ed i limiti delle metodiche per la determinazione delle IgE
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specifiche e chiarire il loro reale valore nella pratica clinica.

1. Epidemiologia: prevalenza delle allergopatie

Le allergopatie colpiscono all’incirca il 15-25% della
popolazione generale (2,3). In anni recenti si sono accu-
mulate evidenze sullaumento della prevalenza dell’atopia
e dell’asma in tutti i Paesi sviluppati. Negli U.S.A., dove si
& registrato un aumento della prevalenza del 75% ad
iniziare dal 1980, il numero di americani che soffrono di
allergopatie risulta cosi suddiviso: 14.6 milioni di pazienti
affetti da asma, 27 milioni da rinite allergica, 10% dei
bambini affetti da dermatite atopica, 13.8 milioni con aller-
gie alimentari, da 1,1 a 2.8 milioni di soggetti con allergia
ad insetti e circa 27.500 episodi/anno di reazioni anafilat-
tiche (4). Uno studio recente, volto ad indagare la frequen-
za dell’atopia attraverso la determinazione delle IgE spe-
cifiche per gli otto allergeni inalatori pit comuni, ha dimo-
strato che la frequenza dell'atopia nella Groenlandia &
aumentata fra il 1987 ed il 1998 di circa il 90%, con un
aumento dell’8% per anno. L’'aumento & stato piu rilevante
fra gli adolescenti nelle fasce di eta compresa fra 15 e 19
anni, ma é risultato presente anche negli anziani, a sug-
gerire che i fattori di rischio non sono attivi solo in eta
pediatrica (5). A dispetto di significative variazioni in aree
geografiche diverse (ad esempio, la prevalenza attuale
dellasma varia dal 2.3% in bambini finlandesi ad oltre il
10% in soggetti di pari eta del Regno Unito), vi € sicura
evidenza dellaumento della frequenza delle allergopatie
nelle ultime decadi ed in tutto il mondo (6-8). La natura del
fenomeno & conosciuta solo in parte, ma sembra correlata
a modifiche nello stile di vita ben visibili nei Paesi svilup-
pati, comprese le variazioni nella flora batterica intestinale,
I'ampio uso degli antibiotici, gli inquinanti ambientali, 'obe-
sita ed, in generale, uno stile di vita piu sedentario (9). Il
ruolo delle infezioni & piu controverso. Esse possono
esacerbare I'asma, ma si ritiene che il controllo delle
malattie infettive e I'elevato livello igienico raggiunto negli
scorsi anni  abbiano contribuito ad aumentare i casi di
atopia. Le attuali evidenze scientifiche suggeriscono che
il miglioramento delle condizioni sanitarie nei Paesi indu-
strializzati abbia ridotto il numero o la tipologia di infezioni
capaci di modulare il viraggio del profilo immunologico da
TH2 (fenotipo atopico) a TH1 (fenotipo non-atopico) (10).
Un altro elemento di grande rilievo, é I'elevato costo che
le patologie allergiche, asma e rinite in primis, determinano
in tutti i Paesi sviluppati. Negli USA, le spese coperte dal
sistema sanitario e dai singoli individui per queste malattie
ammontano ad oltre 8 miliardi di dollari per anno (11).
Questa somma, peraltro, rappresenta sicuramente una
sottostima rispetto alla reale spesa complessiva, dato che
molti soggetti non ricorrono al sistema sanitario e/o si
affidano a terapie alternative. Anche i costi indiretti, deri-
vanti dall’assenza dai posti di lavoro e da scuola, dalle
limitazioni nell’attivita, dagli effetti sulla carriera scolastica
e da altri costi intangibili, rappresentano una fonte di
preoccupazione crescente (12). A fronte di questi costi,
veramente significativi, un dato recente dimostra che i
costi della diagnostica sono assolutamente limitati e tali da
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non superare I'1% dei costi complessivi (13).

Le difficolta nella diagnosi delle allergopatie derivano
essenzialmente dal fatto che molte altre patologie di diver-
sa eziologia si presentano con quadri clinici simili e che
non vi & un singolo "gold standard" in grado di stabilire, in
modo affidabile, la diagnosi (14). Solo uno specialista
esperto, avvalendosi di dati clinici e di laboratorio, pud
porre con certezza la diagnosi che si basa, ancor oggi,
sull’attento esame anamnestico ed obiettivo del paziente,
sulla valutazione dei sintomi, sui dati di laboratorio e su
ogni altra indagine strumentale che sia ritenuta appropria-
ta rispetto allo specifico quadro clinico. Se, quindi, 'esame
anamnestico ed obiettivo rimangono i cardini su cui va
costruita I'ipotesi diagnostica, sono altrettanto dimostrati i
limiti della semeiotica tradizionale e la necessita di inte-
grare quest’informazione con altre indagini (prove cutanee
ed esami di laboratorio) per ridurre il rischio di errore che,
in questi casi, si traduce soprattutto in rischio di falsi-posi-
tivi, e quindi, di trattamento inappropriato di soggetti non-
allergici (15).

Un elemento unificante all'interno dell’eterogeneita
delle malattie allergiche, che spaziano dallasma alla der-
matite atopica, dalla rinite allo shock anafilattico, & rappre-
sentato dal fatto che esse si manifestano in soggetti con
livelli significativamente elevati di anticorpi IgE (16). Per-
cio, dal punto di vista clinico, la determinazione accurata
ed affidabile delle IgE specifiche & elemento cruciale nel
selezionare i pazienti atopici ed identificare gli allergeni in
causa e consente, assieme al’esame anamnestico ed
obiettivo, di pervenire a stabilire la diagnosi ed assumere
corrette decisioni terapeutiche.

2. Struttura e regolazione della sintesi delle Im-
munoglobuline E

Le IgE sono state, in ordine di tempo, l'ultima delle
classi diimmunoglobuline ad essere scoperta e caratteriz-
zata, per la sua presenza nel siero in concentrazioni molto
piccole e dell’ordine di nanogrammii, in virtu dell’equilibrio
fra frazione libera e frazione legata alle mast-cellule, ai
basofili, e ad altri tipi di cellule. Questa classe di immuno-
globuline era semplice da dimostrare attraverso le prove
cutanee, ma difficile da isolare nel siero. La scoperta, nel
1967 da parte di Stig Gunnar Johansson, di una proteina
sintetizzata dal mieloma di un agricoltore svedese, ed
inizialmente denominata IgND, rese possibile I'ottenimen-
to in conigli immunizzati di antisieri specifici che furono
utilizzati per sviluppare un immunodosaggio, che in realta
¢ stato il primo immunodosaggio per le IgE (17). La con-
ferma, sempre nello stesso anno, che I'lgND descritta da
Johansson era identica allimmunoglobulina yE, scoperta
da Ishizaka ed Ishizaka (18,19), e che entrambe erano
reagine coinvolte nel processo allergico, stimolo ulteriori
studi e ricerche per caratterizzare la struttura e compren-
dere le proprieta di questa nuova classe di immunoglobu-
line, la regolazione della sua sintesi ed il ruolo nelle
allergopatie. Dal punto di vista strutturale, le IgE umane
contengono due catene leggere (kappa e lambda), del
tutto indistinguibili dalle catene leggere delle altre immu-
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noglobuline umane (IgG, IgA, IgM, e IgD). Viceversa, sono
le due catene pesanti epsilon, che contengono cinque
domini strutturali (VH, Ce1, Ce2, Ce3, e Ce4) a possedere
sequenze antigeniche uniche e a conferire alle IgE la
specifica attivita biologica. L’IgE & una molecola di massa
molecolare relativa di 190,000 daltons, ricca in carboidrati
(12%), ed ¢ unica fra gli isotipi delle immunoglobuline a
contenere dei legami disolfuro fra catene pesanti su en-
trambi i lati del dominio Cy2 (20). Questa struttura &
essenziale per spiegare le proprieta biologiche, del tutto
uniche, dell'lgE. Le immunoglobuline E sono presenti nel
siero in concentrazione molto piu bassa rispetto a tutte le
altre imunoglobuline (0.0005% di tutte le immunoglobuline
nel siero di adulti non-atopici) e, solitamente, inferiore a
200 IU/mL (<480 mg/L). Circa il 50% delle IgE sono
distribuite nello spazio extravascolare. L'immunoglobulina
ha un’emivita piuttosto breve, da uno a cinque giorni nel
sangue periferico, essenzialmente spiegata dall’elevato
catabolismo (ogni giorno viene catabolizzato viene cata-
bolizzato il 71% del pool intravascolare). L'IgE non passa
attraverso la placenta, né & in grado di attivare la via
classica del complemento. L’attivita reaginica (sensibiliz-
zazione delle mast-cellule) dipende strettamente dalla
capacita di legame con la catena alpha del recettore ad
elevata affinita IgE Fc-epsilon (FceRl), che risiede sulla
superficie di membrana di basofili e mast-cellule (21).

La sensibilizzazione allergica € un processo a piu fasi,
finemente regolato, che coinvolge sia cellule B che T e
che, a fronte della presentazione di antigeni ambientali
(allergeni) al sistema immunitario, determina I'attivazione
preferenziale del sottotipo TH2 della popolazione linfoci-
taria CD4+ T-helper (22). Le cellule TH2 sono program-
mate per esprimere, se attivate, alcune particolari citochi-
ne (ad esempio, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13) che, a
loro volta, favoriscono la risposta umorale immune che
comprende, anche, lo switch isotipico e la produzione di
IgE. Fra le altre particolari caratteristiche delle patologie
TH2-dipendenti, le prime e piu rilevanti sono I'ipereosino-
filia e l'iperplasia delle globet cells. Benché tutti gli individui
della popolazione generale siano esposti agli allergeni,
solo alcuni reagiscono con una produzione di IgE TH2-di-
pendente.

L’induzione della produzione delle IgE specifiche nelle
cellule B richiede tre segnali separati. Primo, il reclutamen-
to del recettore antigenico delle cellule B da inizio al
processo che esita nell’attivazione, a cascata, di un se-
gnale citoplasmatico e nucleare. Affinché I'attivazione del-
la cellula B proceda ed esiti nell’espressione delle IgE,
sono richiesti due ulteriori segnali. Il primo di questi segnali
€ generato da citochine specifiche, mentre il secondo
deriva dall’interazione molecolare che segue alla "cognate
interaction" tra cellule B e T attivate. Il segnale iniziale,
citochine-dipendente, determina I'attivazione della trascri-
zione a livello di specifiche regioni del locus immunoglo-
bulinico e, quindi, confersice la specificita isotipica. Il se-
condo segnale attiva meccanismi di ricombinazione che
esitano nello switch del DNA ed, in particolare, nella
trascrizione a livello del locus e nell'interazione CD40/li-
gando del CD40 (CD40L/CD154) che stimola la ricombi-

nazione (23,24). | due segnali vengono comunicati alle
cellule B dalle cellule T attraverso una complessa serie di
interazioni (Figura 1).

Benché gli aspetti fondamentali di questo modello
rimangano validi, studi piu recenti che si fondano su linee
di ricerca di epidemiologia e di immunologia molecolare,
hanno portato alla proposizione di paradigmi innovativi e
piu complessi. Da un lato, si sottolinea I'importanza delle
interazioni gene-ambiente che divengono sempre piu in-
teressanti e degne di rilievo come determinanti essenziali
del tipo e del’lampiezza della risposta anticorpale indotta
da allergeni. Dall’altro lato, la connessione intima fra tra-
scrizione e ricombinazione switch ha ricevuto ulteriori
conferme e sottolineature con la scoperta che quest’ultima
necessita dell’'azione della citidina deaminasi (AID), enzi-
ma di recente identificazione e capace di modificare I
RNA.

In particolare, la cosiddetta "hygienic hypothesis" ha
focalizzato I'attenzione dei ricercatori sul ruolo dell’espo-
sizione a prodotti batterici, quali endotossine e lipopolisac-
caridi, nell'influenzare la sensibilizzazione allergica. Lo
scenario che emerge da queste nuove ricerche vede i
lipopolisaccaridi, il CD 14 e la differenziazione T helper
come principali attori in un complesso circuito stimolato da
differenti combinazioni ambientali, € capace sia di attivare
che sopprimere le reazioni IgE-dipendenti (25). Lo svilup-
po di uno stato allergico IgE-mediato, comprende una fase
di sensibilizzazione ed, una successiva, di stimolo. Nella
fase di sensibilizzazione, le cellule plasmatiche attivate
producono anticorpi IgE, che silegano al recettore Fc delle
IgE sulla superficie dei basofili nel sangue e/o delle mast-
cells nel tessuto connettivo di cute, nel tratto respiratorio
e digestivo, ed attorno ai vasi. Quando i soggetti sensibi-
lizzati vengono nuovamente esposti ad uno stimolo aller-
genico, il legame a ponte degli anticorpi IgE determina
degranulazione e rilascio di molti mediatori chimici fra i
quali, istamina, leucotrieni, fattore chemotattico dei neu-
trofili, fattore attivante le piastrine, enzimi producenti chi-
nine, kallikreine, e nel caso delle mast-cellule, prostaglan-
dina D2. Questi mediatori chimici inducono dilatazione
delle piccole vene, aumentano la permeabilita vascolare,
determinano la contrazione della muscolatura liscia nelle
rete venosa polmonare, aumentano la secrezione ghian-
dolare mucosa, attivano le piastrine e inducono altre azioni
flogistiche. Tutti questi eventi possono, alla fine esitare in
una risposta di ipersensibilita immediata di tipo | che pud
variare da semplice eritema localizzato a fenomeni molto
piu gravi e sistemici quali broncospasmo, orticaria, angioe-
dema e, nei casi piu severi, possono causare anafilassi e
persino la morte (26).

3. Determinazione in vivo delle IgE specifiche

Dal momento della scoperta delle IgE piu di 30 anni
orsono fino ad oggi, sono sorte e rimaste vive molte
controversie sui vantaggi ed i limiti della determinazione
in vivo ed in vitro di queste immunoglobuline. Nella lette-
ratura scientifica sono ugualmente rappresentati lavori
che dimostrano un sostanziale accordo, ed altri che evi-
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Figura 1

Interazione delle cellule coinvolte nella sintesi delle IgE (Riferimento bibliografico 24, modificato). Il legame di un antigene (Ag) da parte
di un linfocita B che presenta IgM specifiche di superficie conduce all’internalizzazione (1) del complesso IgM/Ag ed é seguito da
processazione e presentazione della cellula B nel contesto delle molecole HLA di classe Il (2). Il riconoscimento di questo complesso
da parte di un complesso T-cell receptor Ag-specifico, induce espressione di CD40L (3). Il legame CD40-CD40L determina "upregula-
tion" dell’espressione di CD80 (4). A sua volta, il legame CD80-CD28 determina un segnale capace di stimolare le cellule T che, assieme
al segnale TCR (2), conduce alla sintesi (5) di citochine e alla proliferazione di cellule T (6). La citochina IL-4 si lega al suo recettore
specifico sulla superficie delle cellule B e, in sinergia con il segnale CD40 (3 e 6), induce (7) proliferazione delle cellule B (8), viraggio
verso lisotipo IgE ed, infine, sintesi delle immunoglobuline stesse

denziano mancanza di correlazione fra queste due tecni-
che di determinazione (27,28). Nella pratica clinica, le
prove cutanee, sia in prick test che in intradermico rappre-
sentano, generalmente, la modalita piu comune di eviden-
ziazione dell’attivita degli anticorpi di classe IgE. Le prove
per via per cutanea vengono eseguite utilizzando allergeni
diluiti e fatti penetrare allinterno della superficie cutanea
mediante puntura o scarificazione. Per una corretta inter-
pretazione della reazione, sono necessari un test di con-
trollo positivo (istamina) ed uno negativo (diluente). Dopo
circa 15 minuti dall’applicazione dell’allergene, si esamina
I'area cutanea per vedere se € interessata da arrossamen-
to e ponfo. Una reazione positiva (tipicamente, un ponfo
di diametro superiore ai 3 mm rispetto alla reazione del
controllo negativo, accompagnato da eritema circostante)
riflette la presenza di IgE legate a mast-cells, specifiche
per lallergene testato (29). Il test intradermico, invece,
viene eseguito iniettando I'allergene o gli allergeni all'in-
terno del derma e, solitamente, viene riservato ai casi in
cui permane il sospetto clinico, nonostante siano risultati
negativi i test percutanei. L'allergene viene diluito da 10 -
a 100 volte piu che nei prick test €, benché questa tecnica
aumenti la sensibilita clinica, di solito comporta una perdita
di specificita. Com’é chiaro dai presupposti fisiopatologici,
sia i prick test che intradermoreazioni dipendono non solo
dalla presenza delle IgE, ma anche dall'integrita delle
mast-cells e delle risposte vascolari e nervose. Dato che
si assumono come relativamente costanti gli ultimi due
fattori, i test cutanei vengono ritenuti in grado di riflettere
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la presenza/assenza di IgE specifiche, ma da un punto di
vista teorico, le determinazioni in vivo ed in vitro non
possono essere ritenute intercambiabili. Si conoscono
molte variabili in grado di interferire sulla risposta ai test
cutanei, compresi la stagione, 'ora e I'area cutanea. Gli
studi epidemiologici hanno permesso di documentare, con
evidenza significativa, il fatto che la reattivita cutanea
allistamina contribuisce significativamente ai risultati
dell’esame (30). Nel 34% di soggetti che abbiano eseguito
prove cutanee in duplicato, si sono osservate variazioni di
titolo superiori a due volte (31), cosi come significative
variazioni nella risposta ad allergeni diversi (32), e a diversi
lotti di allergene proveniente dallo stesso produttore (33).
Un’altra variabile capace di interferire con i risultati delle
prove cutanee € l'uso di farmaci, in particolare antistami-
nici, compresi molti farmaci usati come antidepressivi. Gli
antiistaminici interferiscono con lo sviluppo dell’eritema e
del ponfo e, pertanto, dovrebbero essere sospesi prima
dell’esecuzione delle prove cutanee. Se gli antistaminici
di prima generazione possono essere sospesi solamente
due o tre giorni prima delle prove, i farmaci di seconda-ter-
za generazione possono interferire per periodi piu lunghi,
da tre fino a dieci giorni ed oltre. Analogamente, dovreb-
bero essere sospesi tutti i trattamenti con sostanze che
possiedono attivita antiistaminica, quali agenti anticoliner-
gici, fenotiazina, ed antidepressivi triciclici. Gli antagonisti
del recettore H2 dell'istamina (ad esempio, cimetidina e
ranitidina) manifestano un modesto effetto inibitorio e pos-
sono essere sospesi solo nel giorno del test. L’assunzione
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di corticosteroidi per via inalatoria o per via sistemica, se
ad effetto rapido, non dimostra capacita di sopprimere la
reazione di arrossamento e rigonfiamento (34). | vantaggi
piu frequentemente riportati a favore delle prove cutanee
sono lo scarso costo e 'immediata disponibilita dei risul-
tati. Un ulteriore vantaggio, non sempre considerato, € la
possibilita di rendere evidenti i risultati anche di fronte ad
un paziente dubbioso e critico. Inoltre, 'immediata dispo-
nibilita dei risultati delle prove cutanee facilita il ragiona-
mento clinico e rende possibile allo specialista una valu-
tazione complessiva della storia clinica, della sintomatolo-
gia e del test, di fronte al paziente e senza visite ulteriori.

4. Determinazione in vitro delle IgE specifiche

La determinazione in vitro delle IgE allergene-specifi-
che nel siero avviene mediante dosaggi immunometrici,
disponibili da varie fonti commerciali. Le principali differen-
ze nel disegno e nelle proprieta degli immunodosaggi
disponibili nel commercio saranno oggetto di trattazione
successiva. La determinazione in vitro delle IgE specifiche
presenta vantaggi potenziali rispetto alle prove cutanee,
fraiqualila precisa definizione dei parametri di performan-
ce (sensibilita, specificita, precisione, stabilita, etc). | rea-
genti utilizzati negliimmunodosaggi su fase solida presen-
tano notevole stabilita nel tempo e si prestano a controlli
di qualita per valutarne stabilita e riproducibilita, mentre
queste prove risultano di difficile attuazione nel caso di test
cutanei eseguiti nell’ambulatorio di uno specialista. | risul-
tati dei test in vitro non risentono di alcun effetto da parte
di farmaci eventualmente assunti dal paziente, e pertanto
non € necessario interrompere alcuna terapia in atto. Sono
indipendenti dallo stato della cute e non presentano rischio
di reazioni sistemiche (28). Per tutte queste ragioni, i test
in vitro rappresentano la modalita preferita e raccomanda-
ta di determinazione delle IgE nei seguenti casi: a) elevata
sensibilita agli allergeni, nel caso di precedenti reazioni
gravi e pericolose per la vita; b) patologie della pelle quali
dermografismo severo e dermatite attiva; c) durante even-
tuali periodi di ipo 0 mancata reattivita dovuta a deplezione
delle mast cells, ad esempio dopo una grave reazione
allergica; d) assunzione di farmaci, come gia sottolineato
prima, capaci di interferire con la reattivita cutanea; e)
pazienti scarsamente collaborativi o che rifiutano il test
cutaneo (35).

In accordo con il documento di consenso dell’executi-
ve Committee del’American Academy of Allergy and Im-
munology, "'uso selettivo dei test in vitro & giustificato nei
pazienti con estesa dermatite o dermografismo, in pazienti
che non possono sospendere un trattamento farmacolo-
gico capace di interferire con il test cutaneo, ed, occasio-
nalmente, nei pazienti che si rifiutano di sottoporsi al test
stesso (36).

5. Prove cutanee versus immunodosaggio delle
IgE specifiche

In circostanze ideali, e con la disponibilita di un aller-
gene purificato per 'esecuzione di prove cutanee intrader-
miche e per I'allestimento di un immunodosaggio, Ford e

coll. hanno dimostrato valori di sensibilita e specificita per
limmunodosaggio pari al 100% (37). Le differenze di
sensibilita e specificita descritte in altri lavori della lettera-
tura dipendono in parte da differenze nei criteri di inclusio-
ne dei pazienti e nello standard di riferimento utilizzato per
la loro classificazione, ed in parte dalla qualita dell'immu-
nodosaggio stesso (38-40). Negli studi in cui si & assunto
come gold standard il risultato della prova cutanea, il test
in vitro si & dimostrato meno sensibile (41). Tuttavia,
quando si € utilizzato come gold standard l'insieme di
storia clinica e risultati delle prove cutanee, i test in vitro,
ed in particolare i test di "seconda generazione" hanno
dimostrato eccellente efficienza (98%) e specificita
(100%) clinica (42). Il nostro gruppo, ha dimostrato un’ot-
tima concordanza fra i risultati del test in vivo ed in vitro.
Nel caso di discordanze ed analizzando i campioni con
tecniche di laboratorio piu sofisticate e piu adatte alla
ricerca che alla routine (RAST-inibizione e/o immunoblot),
si € dimostrata la maggior accuratezza diagnostica del test
in vitro (43). Nel mondo reale della comune pratica clinica,
comunque, i risultati delle prove cutanee e degli immuno-
dosaggi danno piu frequentemente risultati concordanti
che discordanti (27).

Non esistono studi che abbiano valutato in modo siste-
matico i problemi economici ed i costi associati alle due
diverse modalita di determinazione delle IgE specifiche,
ma i dati provenienti dal rimborso delle prestazioni indica-
no che, in genere, il test in vitro € pit oneroso delle prove
cutanee, anche se quest'ultimo & considerato spesso
parte della visita specialistica e, quindi, il suo costo &
occultato all'interno dell’esame complessivo del paziente.
Al livello piu semplicistico possibile, un confronto del cari-
co economico per test dimostra che il test in vitro &
allincirca 3-4 volte piu oneroso del test cutaneo. Tuttavia,
considerando la pratica clinica attuale, quale si desume
dai dati del Medicare raccolti nel 1996 sul numero medio
di test in vitro (24) ed in vivo (50), la differenza fra pazienti
che hanno eseguito prove cutanee rispetto a quelli che
hanno eseguito test in vitro & molto minore e di soli 65$
(44). E’ inoltre da sottolineare come I’AAOA (American
Academy of Otolaryngic Allergy) abbia rilasciato un docu-
mento a dimostrazione della possibilita di diminuire il
numero di test in vitro senza compromettere 'accuratezza
diagnostica, attuando questi principi: a) uso di test di
screening per evitare I'esecuzione di determinazioni inap-
propriate e costose di IgE specifiche in soggetti non aller-
gici; b) eliminare dai pannelli diagnostici allergeni che
presentino cross-reattivita o poco usuali, tranne nei casiin
cui la storia clinica sia altamente suggestiva ed indichi la
reale necessita di eseguire queste analisi (45). La discus-
sione sul costo dei test diagnostici, poi, diviene pura
accademia se si pensa che, attualmente, questi costi
rappresentano solo I'1% dei costi complessivi dei costi
diretti per atopia e asma (13). La Tabella 1 illustra le
analogie e le principali differenze fra tecniche in vivo ed in
vitro per la determinazione delle IgE specifiche.

La Figura 2 propone una possibile strategia clinica per
la diagnosi ed il trattamento delle allergie utilizzando sia le
tecniche in vivo che in vitro. Nei casi in cui il paziente
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presenti sintomi inequivocabili ed una storia suggestiva, e
si ritengano in causa solo uno o pochi allergeni, si consiglia

Tabella 1

Somiglianze e differenze fra prove cutanee e test in vitro (citazione

28, modificata)

PROVE CUTANEE

Riflette non solo la presenza,
ma anche I'attivita biologica
delle IgE

Varie modalita di esecuzione,
e dispositivi per puntura
cutanea con caratteristiche
diverse

La qualita degli estratti pud
degradarsi nel tempo, specie
per alcuni allergeni

| test per cutanei ed
intradermici non presentano
lastessa sensibilita e
specificita clinica

Tecnica manuale che richiede
appropriata formazione, abilita
ed esperienza.

La presenza di sistemi diversi
di refertazione rende difficile il
confronto fra centri diversi

Nessuno standard per le
modalita operative, per il
personale, per il controllo di
qualita

Risultati disponibili in pochi
minuti

Costo per test inferiore

Interferenza da parte di alcuni
farmaci

L’interpretazione dei risultati
richiede un’appropriata
formazione ed esperienza

Tecnica di carattere
specialistico

Alcuni pazienti possono
rifiutare il test

Rischio, anche se modesto, di
reazioni sistemiche

TEST IN VITRO

Determinano esclusivamente
la concentrazione delle IgE nel
siero

Standardizzazione dei metodi
in progress

Il legame con fasi-solide & in
grado di prevenire la
perdita/labilita di specificita
antigeniche

La rilevanza clinica dei risultati
debolmente positivi, &€ ancora
in discussione

Metodi parzialmente o
totalmente automatizzati

Risultati quantitativi con i
metodi di "seconda
generazione"

Standard di accreditamento
nazionali ed internazionali
(ISO 15189, CLIA '88 etc)

Risultati disponibili nel giro di
alcune ore o giorni, a seconda
dell’'organizzazione del
laboratorio

Costo per test piu elevato,
modeste differenze nei costi
complessivi

Nessuna interferenza da
farmaci

L’interpretazione dei risultati,
nello specifico contesto
clinico, richiede conoscenze
appropriate

contesto clinico, richiede
conoscenze appropriate

Procedura diagnostica
largamente accettata

Test non-invasivo, nessun
rischio di reazioni sistemiche
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la determinazione selettiva delle IgE specifiche nel san-
gue. Nei casi, invece, nei quali la diagnosi sia incerta, o
nel sospetto di sensibilizzazione multipla, si ritiene utile
eseguire inizialmente le prove cutanee o un test di scree-
ning con miscela di allergeni diversi e, se test risulta
positivo, viene raccomandata la determinazione quantita-
tiva delle IgE nel siero con tecniche immunometriche per
una diagnosi definitiva ed un trattamento mirato.

6. Metodi diversi per la determinazione in vitro
delle IgE specifiche

Nelle ultime decadi, l'importanza e la qualita delle
tecniche per la determinazione delle IgE specifiche nel
sospetto di allergie di tipo |, sono andate progressivamen-
te aumentando. Il prototipo della determinazione in vitro
delle IgE specifiche nel siero & rappresentato dal cosiddet-
to RAST (radioallegosorbent test), descritto per la prima
volta da Wide e collaboratori nel 1967 (46). Nella sua
forma originale, il RAST utilizzava un dischetto di carta
come fase solida alla quale era legato con legame cova-
lente (allergosorbent) I'allergene per consentire la cattura
degli anticorpi allergene-specifici di tutti gli isotipi, ed in
particolare IgE, IgG ed IgA, presenti nel siero del soggetto
in esame. Dopo un lavaggio con tampone per rimuovere
le proteine non legate, le IgE adese al dischetto venivano
riconosciute mediante un anticorpo policlonale anti-IgE
umane, marcato con 1'2. | risultati venivano riportati in
classi o in unita arbitrarie mediante interpolazione di una
curva di calibrazione eterologa con IgE anti-betulla. Nel
formato originale, la curva di riferimento consisteva di
diluizioni scalari di un campione di siero contenente IgE
specifiche per la betulla. Le diluizioni erano studiate in
modo da costruire una curva di calibrazione capace di
esprimere i risultati in unita arbitrarie (PRU/mL) e calibrata
contro lo standard dell’Organizzazione Mondiale della Sa-
nita (WHO). Il test originario, il cosiddetto Phadebas-
RAST, fu commercializzato da Pharmacia Laboratories
(Uppsala, Svezia) a partire dal 1974, ed il marchio "RAST"
venne usato, ed & tuttora erroneamente utilizzato, per
descrivere tutti gli immunodosaggi per la determinazione
delle IgE specifiche.

Sono stati effettuati molti tentativi per migliorare I'im-
munodosaggio originale: Nabeluff e collaboratori, gia nel
1979 utilizzarono una incubazione piu lunga ed un diverso
sistema di classi per ottenere una sensibilita simile a
quella dei test cutanei, senza perdita di specificita (47). |
ricercatori tentarono di sostituire la fase solida in forma di
destrano insolubile con altri supporti, quali cellulosa sotto
forma di dischetti di carta (48), particelle microcristalline
(49), striscie di carta (50), minicolonne (51),e particelle
paramagnetiche (52). Altre fasi solide sperimentate, sono
state nitrocellulosa (53), provette di polistirene (54) e
micropiastre (55). Molti di questi tentativi hanno portato
alla predisposizione di metodi commerciali, gia oggetto di
una rassegna (1). Piu recentemente, gli immunodosaggi
delle IgE specifiche sono stati migliorati in modo sostan-
ziale, sia sostituendo gli anticorpi policlonali radiomarcati
con anticorpi monoclonali coniugati con traccianti enzima-
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Principali tipologie di immunodosaggi per le IgE specifiche. A) Immunodosaggio basato su allergeni legati alla fase solida. Se il tracciante

& /125,

il metodo prende il nome di dosaggio immunoradiometrico a due siti (IRMA). In alternativa, gli anticorpi anti-IgE possono essere

marcati con enzimi o altro tracciante non-isotopico. B) Inmunodosaggio "a sandwich" basato su allergeni in fase liquida. La streptavidina
puo essere coniugata con per ossidasi, esteri di acridinio, o altro tracciante. La reazione é scatenata dall'aggiunta di uno specifico
substrato o altro agente chimico
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tici, sia sviluppando una fase solida con capacita di lega-
me pil elevata, ed infine, rendendo possibile un’automa-
zione parziale o totale della procedura analitica. La Figura
3 illustra le due principali categorie di immunodosaggi per
la determinazione delle IgE nel siero che si basano su
allergeni in fase solida o liquida, rispettivamente. Infatti,
attualmente, gli immunodosaggi disponibili sono tutti di
tipo non-competitivo, utilizzano vari tipi di tracciante, per
lo pil non-isotopici, e, quindi, la differenza principale &
rappresentata dall’'uso di allergeni in fase solida o liquida.
Tuttavia, malgrado questi significativi miglioramenti nelle
tecniche di determinazione delle IgE in vitro, la maggior
parte dei clinici ritiene ancora che le prestazioni analitiche
e cliniche degli immunodosaggi attuali siano sovrapponi-
bili a quelle del RAST originale e, pertanto, non sono in
grado di apprezzare le potenzialita diagnostiche di queste
nuove metodologie. E’ quindi tempo di caratterizzare e
classificare in modo piu corretto gliimmunodosaggi per la
determinazione delle IgE specifiche sulla base delle loro
reali prestazioni.

In accordo con la linea-guida emanata dal’NCCLS
(56), gli immunodosaggi per le IgE specifiche dovrebbero
essere classificati in tre gruppi: qualitativi, semiquantitativi
e quantitativi, a seconda dell’accuratezza e della precisio-
ne nella determinazione della concentrazione degli anti-
corpi specifici di classe IgE nel siero.

- Qualitativi. Un metodo qualitativo (di screening) pud
produrre uno fra due soli e possibili risultati, ossia a)
non-reattivo, negativo, non rivelabile; o b) presente o
reattivo, positivo, rivelabile. Questi metodi, solitamente,
prevedono un solo campione di riferimento che defini-
sce il livello-soglia (threshold) del metodo stesso.
L’esempio piu esplicativo e diffuso di questa categoria
di metodi qualitativi &€ rappresentato dai test di scree-
ning (o test di primo livello) con allergeni multipli (ad
esempio, il Phadiatop Pharmacia). In questo tipo di test,
il reagente € in realtd una miscela di cinque o piu
specificita allergeniche diverse e la eventuale presenza
di anticorpi IgE specifici per questi diversi allergeni
viene messa in evidenza con un’unica reazione (57-
62). Vista la presenza di un gran numero di specificita
allergeniche diverse, questi metodi presentano difficol-
ta intrinseche nel controllo di qualita per problemi di
riproducibilita della composizione e quantita di allerge-
ni.

- Semiquantitativi. In questi metodi le variazioni del
segnale vengono espresse in classi o gradi progressivi
(ad esempio, dal basso verso l'alto, da classe 0 a
classe VI), oppure in unita arbitrarie, rapportate ad un
volume espresso in millilitri (U/mL), o litri (kU/L), sulla
base di una curva dose-risposta eterologa e non stand-
ardizzata. | risultati ottenuti non sono tracciabili rispetto
ad un qualsiasi materiale di riferimento, e questi metodi
non sempre rispettano i criteri di linearita, ricupero, e
parallelismo, come invece é caratteristica degli immu-
nodosaggi quantitativi. In questo gruppo, rientrano il
RAST originale e la maggior parte degli "analoghi del
RAST".
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- Quantitativi. Un metodo quantitativo, per definizione,
fornisce una determinazione accurata e riproducibile
della concentrazione di un qualsiasi analita, compresi
glianticorpi di classe IgE, e risponde a ben definiti criteri
analitici, fra i quali parallelismo, ricupero, e linearita
nellintero intervallo di lavoro. Questo tipo di metodo si
avvale di una curva di riferimento a piu punti con
interpolazione eterologa o omologa. La calibrazione
eterologa, tipicamente utilizzata nel caso delle IgE spe-
cifiche, viene unanimemente considerata un’alternati-
va accettabile in quanto la concentrazione di IgE spe-
cifiche per qualsiasi allergene viene desunta dall’'inter-
polazione su una curva di calibrazione eterologa, ed in
particolare la curva di calibrazione delle IgE totali utiliz-
zando lo standard WHO 75/502 (56). Pertanto, il meto-
do é tracciabile rispetto a questa preparazione interna-
zionale (WHO 75/502). | risultati vengono, di conse-
guenza, riportati in unita gravimetriche (mg/L) e/o, piu
comunemente, in unita internazionali (kUa/L).

Le principali caratteristiche delle tre diverse categorie

di immunodosaggi attualmente disponibili per la determi-

Tabella 2
Classificazione degli immunodosaggi per le IgE specifiche (ripre-
so e modificato dal riferimento bibliografico 56)

Classificazione Presentazione Calibrazione  Calibratori,
dei Risultati dei Metodi Materiali di
Riferimento e
Controllo
Qualitativi -Positivo o - Calibratore  -Unico
negativo -Calibratore campione di
-Indeterminato per rifer.
o normalizzare - Controllo
zona "grigia" il test positivo o
negativo
Semiquanti -Unita -Calibratore -Controllo
tativi arbitrarie o singolo o negativo e
classi duplice per positivo a due
normalizzare livelli (talora a
il test tre livelli)
-Unico
sistema di
riferimento
con pool di
origine
umana
Quantitativi - Unita -Curva di -Controlli
quantitative calibrazione positivi a tre
(KUA/L) e livelli
tracciabili interpolazione -Materiali di
rispetto ad dati riferimento
una
prepazione di
riferimento
(Standard
WHO 75/702

per IgE totali)
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nazione delle IgE specifiche, sono schematizzate nella
Tabella 2.

Mentre i metodi qualitativi mantengono un ben preciso
loro valore nella pratica clinica, se utilizzati come test di
primo livello nell’algoritmo diagnostico e/o come metodica
di scelta negli studi epidemiologici, i metodi semiquantita-
tivi presentano numerosi e gravi limiti. Nel documento di
consenso dell’American Academy of Allergy and Immuno-
logy (36), la determinazione quantitativa ed accurata delle
IgE viene considerata "un prerequisito necessario per
definire con maggior precisione I'accuratezza diagnostica
della determinazione delle IgE in vitro ed i rapporti fra
concentrazione delle IgE e sintomi o rischio di malattia.
Inoltre, 'approccio quantitativo facilita I'adozione dei tradi-
zionali criteri statistici per la definizione del livello decisio-
nale(ad es. curve ROC) e la determinazione del profilo di
precisione (63,64). Pastorello e collaboratori, hanno ben
dimostrato I'utilita clinica di un appropriato livello decisio-
nale per le IgE specifiche nel distinguere la semplice
sensibilizzazione dalla vera allergia con sintomatologia
clinica in pazienti con prove cutanee positive (65).
Quest’evidenza pud essere fondamentale nel superare il
supposto limite della determinazione delle IgE specifiche
che, in teoria, sembrerebbero riflettere semplicemente la
sensibilizzazione verso uno o piu allergeni e non presen-
terebbero invece una precisa correlazione con la sintoma-
tologia o il reale rischio di malattia. Piu recentemente,
alcuni lavori hanno dimostrato che il passaggio da metodi
in grado di determinare la presenza/assenza delle IgE
specifiche, a tecniche quantitative migliora significativa-
mente l'informazione clinica. Infatti, si & visto non solo che
esiste una correlazione fra concentrazione di IgE specifi-
che e reazioni allergiche, ma che & possibile costruire una
curva per ogni singolo allergene che evidenzia la crescen-
te probabilita di diagnosi di allergia sulla base della con-
centrazione delle IgE nel siero. In tal modo, il risultato
quantitativo diviene un’informazione di valore per ridurre
l'incertezza diagnostica ed essere di effettivo supporto al
clinico (66). Percio, la disponibilita di risultati quantitativi
pud realmente tradursi in un valore aggiunto da punto di
vista clinico in quanto consente allo specialista di eviden-
ziare non solo la presenza delle IgE, quanto piuttosto la
relazione esistente fra la loro concentrazione e la sintoma-
tologia clinica e/o il rischio di malattia. Inoltre, 'espressio-
ne quantitativa dei risultati consente di abbandonare le
attuali modalita arbitrarie di refertazione, basate su classi
e risultati non tracciabili, migliorando la standardizzazione
e la confrontabilita dei risultati ottenuti da laboratori diversi.
In teoria, tutti gli immunodosaggi di "seconda generazio-
ne" per la determinazione delle IgE specifiche, calibrati
contro lo Standard del WHO 75/502, dovrebbero essere
considerati metodi "quantitativi®. Tuttavia, Williams e col-
laboratori hanno sottoposto ad un’attenta valutazione al-
cuni immunodosaggi disponibili nel commercio per la de-
terminazione delle IgE prendendo come riferimento i criteri
di performance analitica (specifiche di qualita), ed in par-
ticolare una pendenza della retta di correlazione vicina
allunita per tutti gli allergeni, una ridotta imprecisione
analitica, e limiti di sensibilita analitica stabiliti con criteri

statistici. Quattro su cinque immunodosaggi hanno dimo-
strato prestazioni insufficienti rispetto agli standard , in
alcuni casi per scarsa accuratezza o elevata imprecisione,
particolarmente per alcune classi di allergeni quali muffe
e graminacee (67). In un altro lavoro, del nostro gruppo di
ricerca, sono state descritte discrepanze significative nel
confronto fra risultati di dosaggi di "seconda generazione",
ma si & dimostrata la possibilita di ridurre la significativita
clinica di queste discrepanze adottando limiti decisionali
basati sullanalisi delle curve ROC (receiver-operating
characteristics) (68). Un’analisi attenta di questi dati, per-
cio, permette di concludere che i metodi di "seconda
generazione" calibrati verso lo standard WHO 75/502
migliorano solo in parte la standardizzazione la confronta-
bilita dei risultati che, ancor oggi, possono variare da
laboratorio a laboratorio se vengono utilizzati metodi diver-
si. Il disegno dellimmunodosaggio, la qualita degli estratti
allergenici come pure la qualita degli altri reagenti, influi-
scono in modo significativo sulle performance analitiche e
possono spiegare I'eventuale corrispondenza ai criteri del
metodo ideale o la deviazione rispetto a questi stessi
criteri.

7. Variabili che influiscono sulla qualita degli
immunodosaggi per le IgE specifiche

Le prestazioni analitiche degli immunodosaggi per le
IgE dipendono dall’architettura complessiva del metodo,
ma in particolare da alcune variabili fondamentali. Ogni
variabile gioca un ruolo indipendente ma influenza anche
le altre variabili, producendo in tal modo un effetto aggiun-
tivo sulla qualita ultima del test. Le variabili fondamentali
negli immunodosaggi per le IgE sono le seguenti:

Anticorpi anti-IgE umane

Gli anticorpi specifici per IgE umane possono essere
utilizzati come reagenti di cattura o di rivelazione. Quando
siano ben purificati, gli anticorpi anti-IgE possono essere
utilizzati direttamente nel metodo di determinazione, op-
pure essere sottoposti a modifiche chimiche nelle varie
forme di tracciante isotopico, tracciante enzimatico o di
altra natura, oppure possono essere immobilizzati me-
diante legame fisico o chimico ad una fase solida. Dato
che questi reagenti-chiave conferiscono specificita agli
immunodosaggi, devono essere altamente specifici per
determinanti ben caratterizzati della catena pesante epsi-
lon (69,70). All'inizio, sono stati utilizzati reagenti policlo-
nali, preparati immunizzando varie specie di animali (ad
es. capra, coniglio, cavallo) con IgE purificate da mieloma
umano (71,72). Piu recentemente, si sono resi disponibili
anticorpi monoclonali specifici per le IgE, utilizzabili sia a
fini di ricerca che per lo sviluppo di immunodosaggi com-
merciali (73,74). | monoclonali, se utilizzati come reagente
per immunodosaggi, presentano indubbi vantaggi quali la
specificita e la mancanza di variazioni fra lotti diversi,
spesso osservabile nel caso di anticorpi policlonali (75).
Tuttavia, spesso presentano bassa affinita ed avidita, e
per tali motivi alcune case produttrici utilizzano delle mi-
scele di anticorpi mono- e policlonali come reagenti di
cattura e rivelazione delle IgE. La specificita dei reagenti
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per le IgE umane pud essere dimostrata mediante tecni-
che di legame diretto (analisi in diluizione) utilizzando
immunoglobuline umane purificate e rese insolubili, e me-
diante inibizione competitiva, introducendo nel dosaggio
immunoglobuline non-IgE.

Reagenti contenenti allergeni

Il reagente contenente I'allergene, componente critico
per assicurare specificita alla determinazione, & unanime-
mente considerato la variabile pil complessa e critica del
metodo, sia per quanto riguarda gli aspetti di preparazione
a partire dal materiale grezzo, sia per le problematiche di
controllo della qualita di lotti diversi, ed infine per le tema-
tiche inerenti la validazione. L’eterogeneita del reagente
dipende da molti fattori, anche nel caso lo stesso produt-
tore utilizzi le medesime fonti per ottenere un estratto
purificato, gli stessi reagenti chimici e adotti procedure di
produzione standardizzate (Tabella 3).

L'importanza della qualita e della standardizzazione
degli allergeni nella pratica clinica & stata riconosciuta gia
molti anni orsono e, nel primo meeting dell’ American Aca-
demy of Allergy, Louis Tuft affermo: "Credo che tutti noi
siamo convinti dellimportanza strategica della stand-
ardizzazione degli estratti allergenici" (76). La qualita
dell’estratto allergenico "naturale” & molto migliorata nelle
scorse decadi grazie alla piu approfondita conoscenza
della chimica delle proteine e grazie alla capacita delle
industrie del diagnostico di tradurre queste conoscenze
nella produzione di prodotti piu affidabili (77-84). La stand-
ardizzazione degli allergeni non si basa piu sulle unita di
azoto proteico o sulla stima del rapporto peso/volume.
Tuttavia, gli estratti allergenici preparati a partire da mate-
riali presenti in natura non possono che essere preparati
eterogenei, contenenti proteine ed altre macromolecole
non-allergeniche, e, fino ad oggi, solo pochi estratti, a
fronte delle centinaia disponibili per indagini diagnostiche,
sono stati approvati dal WHO per 'uso come standard
internazionale (Tabella 4).

Inoltre, gli allergeni prodotti a partire da materiale di

Tabella 3
Cause potenziali dell’eterogeneita del reattivo contenente I'allerge-
ne (riferimento bibliografico 56, modificato)
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o Fonte dell'allergene: errata identificazione, contaminazione e
inerente variabilita biologica del materiale grezzo (56)

e Processo di estrazione: variazioni fra lotto e lotto nella
composizione dell’allergene (56);

e Variazione fra lotti della produzione del reagente contenente
l'allergene (56);

e Legame variabile alla fase solida o al tracciante (75);

e Variabile stabilita dell’allergene durante la conservazione e
possibile perdita di alcune specificita (75);

e FEterogeneita degli standard tandard di riferimento interno
utilizzati nel controllo di qualita (56);

o Eterogeneita delle specificita dell’anticorpo IgE nei sieri umani
dei materiali di controllo (56);

« Differenze negli immunodosaggi e nei criteri di accettazione
utilizzati per la validazione finale dei reagenti (68).
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origine naturale variano nella composizione e nel conte-
nuto di allergene, possono essere contaminati da altri
allergeni, e possono contenere enzimi proteolitici (85). La
maggior parte del materiale di partenza contiene molti
allergeni maggiori e minori, ed anche utilizzando tecniche
di purificazione avanzate, é difficile standardizzare una
miscela di proteine diverse (86,87). Negli ultimi anni, si &
assistito ad un incredibile progresso nella biologia mole-
colare degli allergeni; tutti gli allergeni maggiori sono ormai
stati clonati ed & disponibile un numero sempre piu esteso
di allergeni ricombinanti che sono rappresentativi, in misu-
ra significativa, della complessita degli epitopi presenti
negli estratti allergenici di origine naturale (Tabella 5).

Visono varie aree di applicazione degli allergeni ricom-
binanti per migliorare la diagnostica delle allergopatie. In
primo luogo, € possibile utilizzare combinazioni di allergeni
ricombinanti che rappresentino la sommatoria degli epitopi
piu rilevanti di alcune specificita e fonti allergeniche, quali
pollini di alberi, graminacee, acari, veleni, etc. Si & anche
visto che 'aggiunta di allergeni ricombinanti a preparati
estrattivi pud migliorare la sensibilita dei test diagnostici
(88,89). In secondo luogo, € possibile disegnare test dia-
gnostici basati su singoli allergeni ricombinanti che con-
sentano la quantizzazione affidabile di anticorpi di classe
IgE che possano assumere un preciso valore di marcatore
di sensibilizzazione. Infine, gli allergeni ricombinanti sono
essenziali per sviluppare tecniche innovative, che utilizza-
no ad esempio i microchip, e siano finalizzate a migliorare
le nostre conoscenze sui problemi della cross-reattivita
delle IgE rispetto ai vari allergeni (90).

Sistemi di calibrazione

La terza componente degli immunodosaggi delle IgE,
che varia ampiamente a seconda della tipologia di metodo
commerciale adottato, € il sistema di calibrazione utilizzato
per definire la concentrazione diimmunoglobuline all’inter-

Tabella 4
Preparazioni Internazionali biologiche di riferimento del WHO per
allergeni (84)

Nome Genere/Specie  Approvato dal Codice
comune WHO nel WHO
Betulla Betula 1986 86/522
verrucosa
Artemisia Ambrosia 1983 84/581
artemisiifolia
Pelo di cane Canis familiaris 1986 84/685
Acaro Dermatopha 1983 82/518
domestico goides p.
Erba codolina Phleum 1983 82/520
pratense
Erba canina Cynodon Da approvare -
dactylon
Logliarello Lolium Da approvare -
perenne
Alternaria Alternaria Da approvare -
alternata
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no del sistema di analisi. Nei metodi semiquantitativi,
'ampiezza del segnale si correla con la quantita di IgE
realmente presenti nel siero solo entro un ordine di classi,
ma non €& proporzionale con la quantita stessa. | metodi
quantitativi utilizzano i sistemi di calibrazione piu avanzati,
ed in particolare l'interpolazione sia omologa che eterolo-
ga. Tuttavia, viste le difficolta nell’utilizzo dell'interpolazio-
ne omologa, specialmente per la difficile disponibilita di
pool di sieri umani contenenti IgE, la procedura di interpo-
lazione etorologa viene attualmente considerata la strate-
gia di calibrazione di piu semplice adozione. Nella maggior
parte degliimmunodosaggi di "seconda generazione" vie-
ne eseguita una curva di calibrazione per IgE totali con-
temporaneamente all’analisi delle IgE specifiche presenti
nel siero dei vari pazienti. Questo tipo d’interpolazione
eterologa, che utilizza un calibratore tracciabile rispetto ad
uno standard primario delle IgE, com’é lo standard WHO
75/502, viene attualmente considerata la soluzione piu
pratica e diffusa per migliorare la standardizzazione e
confrontabilita dei risultati fra laboratori diversi. In alcuni
metodi attualmente disponibili nel commercio, grazie
allautomazione ed alla stabilita dei reattivi, sono disponi-
bili sistemi che permettono la conservazione della curva
standard nella memoria del computer per un certo tempo.
Per validare la serie analitica, & cosi sufficiente analizzare
dei sieri di controllo e confrontare i risultati ottenuti con
quelli attesi sulla base dei dati gia memorizzati nel com-
puter. Tuttavia, non € ancora dimostrato che tutti gli immu-
nodosaggi calibrati contro lo standard WHO 75/502 con-
sentano ai laboratori di ottenere risultati accurati e ripro-
ducibili. Williams e collaboratori hanno dimostrato che
diluendo progressivamente alcuni campioni di siero e va-
lutando i risultati con il test di regressione, la pendenza
della retta & sostanzialmente diversa da quella ideale,

Tabella 5
Vantaggi degli allergeni ricombinanti nella diagnostica

- garantiscono la continuita nel tempo delle caratteristiche di
elevate purezza (86);

- costituiscono reagenti specifici e piu facilmente
standardizzabili in termini di unita di massa (86);

- possono essere prodotti con concentrazioni definite e con
contenuto proteico verificabile (87);

- possono essere facilmente immobilizzati su vari tipi di
supporti e fasi solide (87);

- garantiscono maggior specificita e minori pericoli di
reazioni-crociate in confronto agli estratti di origine naturale
(86);

- esistono gia o sono in via di sviluppo ricombinanti per tutte
le principali categorie di allergeni (pollini, alimenti, annessi
di animali, etc) che possano essere utilizzati come singolo
reagente o parte di una miscela di reagenti ad uso
diagnostico(87);

- @ possible riprodurre la complessita degli allergeni naturali
attraverso la selezione e la miscela di vari allergeni
ricombinanti (87).

tranne che nel caso del sistema CAP Pharmacia (67).
Questa deviazione dalla pendenza ideale, riflette I'incapa-
cita di molti immunodosaggi di determinare in modo real-
mente quantitativo la concentrazione delle IgE. Un’altra
importante osservazione riguarda la mancanza di riprodu-
cibilita, effettuando il test in triplicato, di alcuni immunodo-
saggi. In effetti, oltre al sistema di calibrazione, & tutta
I'architettura del metodo che puo influire sul risultato finale
e sulla confrontabilita dei dati. Alcuni sistemi diagnostici,
sviluppati in tempi molto recenti (ADVIA Centaur, Bayer
Diagnostici, Milano), Diagnostic Product Corporation (IM-
MULITE 2000, Medical Systems, Genova) e Adaltis (AL-
LERgen, Adaltis Inc., Montreal, Canada), sono attualmen-
te in fase di valutazione per dimostrare la loro efficienza
ed efficacia, visto che, sulla carta, presentano interessanti
caratteristiche analitiche.

Fase-solida ed altre variabili

La qualita e la capacita di legame della fase solida
rappresentano elementi critici nell’assicurare la qualita
ultima degli immunodosaggi delle IgE specifiche, e
quest’evidenza ha portato a sviluppare una serie di nuovi
materiali per assicurare alla fase-solida una piu elevata
capacita legante. Nel sistema CAP Pharmacia, che pud
essere considerato a ragione, il prototipo degliimmunodo-
saggi di "seconda generazione", il nuovo polimero idrofili-
co consente di ottenere un aumento di almeno tre volte
rispetto ai dischetti di cellulosa (91). Applicando la legge
di azione di massa agli immunodosaggi eterogenei con
utilizzo di una fase solida, si pu6 concludere che, nel caso
la concentrazione dell’allergene moltiplicata per la costan-
te di equilibrio superi 10, piu del 90% degli anticorpi IgE
sono legati, e la reazione diviene indipendente dall’affinita
dell’anticorpo (14,69). Pertanto, la fase-solida e gli aller-
geni devono essere presenti in largo eccesso per rendere
possibile quest’elevata capacita di legame. Esperimenti
condotti con 'immunoblot hanno dimostrato che presso-
ché tutte le IgE presenti nel siero vengono legate dagli
allergeni presenti nel’ ImmunoCAP (92). Anche altri immu-
nodosaggi sono in grado di soddisfare questo requisito di
qualita (67,93).

Anche il tracciante e il sistema di rilevazione del se-
gnale influiscono sulla sensibilita e qualita finale dei risul-
tati. Nel passato, gliimmunodosaggi utilizzavano anticorpi
marcati con radioisotopi ma i metodi attuali preferiscono
usare anticorpi marcati con enzimi, e sistemi di rivelazione
del segnale in spettrofotometria, fluorimetria o chemilumi-
nescenza per superare i problemi legati all’'uso degli iso-
topi e per rendere piu agevole 'automazione delle meto-
diche.

8. Qualita e valore clinico degli attuali immuno-
dosaggi delle IgE specifiche

Benché molti clinici richiedano ancora il "RAST" e
considerino le prestazioni analitiche degliimmunodosaggi
attuali alla stregua di quelle del "RAST" e degli "analoghi
del RAST", qualita, standardizzazione ed importanza delle
tecniche in vitro per la diagnosi delle allergie di tipo | sono
andate progressivamente aumentando nelle ultime deca-

biochimica clinica, 2004 vol. 28, n. 3

313



Diagnostica allergologica
Guest Editor: Mario Plebani

314

di. Tuttavia, una risposta in vitro non pud tradursi automat-
icamente in una diagnosi clinica. Il miglioramento dell’uti-
lizzazione dei metodi in vitro per le IgE specifiche richiede
un’ottimizzazione sia della qualita analitica dei metodi che
dei criteri d’interpretazione (fase post-analitica).

Nel corso di una conferenza recentemente organizza-
ta per discutere le problematiche generali della determina-
zione quantitativa delle IgE, Yunginger e altri esperti han-
no preso in rassegna il ruolo attuale e le potenzialita
cliniche degli immunodosaggi quantitativi (94). Il primo
ambito di utlizzazione della determinazione quantitativa
delle IgE ¢ la predizione dello sviluppo dell’atopia. Benché
la determinazione delle IgE totali nel sangue di cordone
ombelicale sia utile nell’identificare i bambini ad elevato
rischio, vi & esigenza di un marcatore biochimico di atopia
maggiormente specifico (95), come appunto la concentra-
zione delle IgE specifiche per alimenti e allergeni inalatori.
Numerosi studi hanno dimostrato il valore predittivo, posi-
tivo e negativo, per lo sviluppo dell’atopia, di questo mar-
catore e sono tuttora in corso altri trial per conoscere quale
sia I'eta del bambino piu indicativa per dimostrare la sen-
sibilizzazione e quali siano i livelli decisionali piu efficaci
(96-100). L’identificazione dei soggetti maggiormente a
rischio prima del manifestarsi dei sintomi e segni clinici
dell’allergia, la cosiddetta "Allergy March" (101, 102), é
assolutamente strategica per attivare programmi di pre-
venzione secondaria e terziaria (103-105).

Nelle allergie alimentari, le caratteristiche di prestazio-
ne degli immunodosaggi assicurano un elevato valore
predittivo positivo, variabile fra il 90 ed il 95%, e possono
consentire di ridurre il ricorso al test di provocazione orale
nel 50% dei casi (106-109). Il monitoraggio delle concen-
trazioni delle IgE specifiche per alimenti quali latte, uova,
soia e grano rappresenta un presidio utile per valutare la
compliance del paziente, la reale astensione dall’assun-
zione di cibi contenenti questi allergeni e per predire
I'eventuale sviluppo della tolleranza (110-112).

Un numero sempre maggiore di lavori e dati della
letteratura dimostra I'utilita della determinazione quantita-
tiva delle IgE specifiche nel caso di allergeni di carattere
inalatorio, sia come misura della sensibilizzazione indivi-
duale (113-115), sia per distinguere pazienti sintomatici da
quelli privi di sintomatologia, quando venga adottato un
appropriato limite decisionale (66). La determinazione del-
le IgE pud, inoltre, essere utilizzata come marcatore della
esposizione all’allergene, e come indicatore di efficacia
delle misure di allontanamento dell'individuo dall’allergene
stesso (105-113). Altri utilizzi clinici importanti della deter-
minazione quantitativa delle IgE specifiche riguardano i
pazienti con manifestazioni allergiche da veleno da ime-
notteri, contribuendo cosi a ridurre i rischi intrinsecamente
associati alle prove cutanee (114), e da allergie al lattice
(117,118).

Come per qualsiasi altro test di laboratorio, & possibile
classificare in due grandi gruppi i motivi di mancata corre-
lazione fra sintomatologia clinica e risultati della determi-
nazione in vitro delle IgE. Un primo gruppo di problemi
possono essere identificati come risposte falsamente ne-
gative che, aloro volta, sono causate dalla labilita di alcuni
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allergeni maggiori: tali problemi sono soprattutto evidenti
nel caso di allergie alimentari. Un esempio molto noto di
allergene alimentare labile, & I'allergene maggiore della
mela, Mal d1 (119), ma situazioni simili si ritrovano in altri
estratti di frutta, quali pesche, ciliegie e pere (120). In
questi casi, risultano spesso negative sia le prove cutanee
che le determinazioni in vitro. Per superare il problema, gli
allergologi utilizzano la tecnica per le prove cutanee chia-
mata prick-by-prick, ossia usano allergeni “freschi", senza
purificazione o trattamento preliminare. Ovviamente, que-
sta soluzione pud risolvere il problema della mancata
reattivita degli estratti purificati, ma porta con sé altri difetti
intrinseci quali difficolta nella riproducibilita dei risultati,
possibilita di scatenare reazioni sistemiche e aumento dei
falsi-positivi (27,28). Il nostro gruppo ha dimostrato recen-
temente in pazienti con sintomatologia gastrointestinale
dopo ingestione di grano che tutti i soggetti atopici e solo
un non-atopico erano positivi al grano sia con il test in vitro
(CAP System) che con le prove cutanee. Tuttavia, in
queso secondo gruppo, apparentemente costituito da
non-atopici, i risultati del’'immunoblot sono risultati in con-
trasto con quelli dei test in vivo ed in vitro, a dimostrazione
che gli estratti attualmente in uso per il grano presentano
un valore clinico limitato (121). La miglior caratterizzazione
di tutti i determinanti allergenici e, quando necessario,
l'identificazione degli epitopi clinicamente importanti, pos-
sono migliorare I'affidabilita e I'efficacia clinica delle tecni-
che utilizzate per rivelare e determinare in modo quantita-
tivo le IgE specifiche. Pertanto, la miglior caratterizzazione
della struttura degli allergeni a livello molecolare e submo-
lecolare (epitopi) & un prerequisito per migliorare la sensi-
bilita e la qualita complessiva della determinazione delle
IgE.

Il secondo gruppo di problemi che possono influire
sulla affidabilita clinica degli immunodosaggi delle IgE
sono riconducibili alle risposte falsamente positive causa-
te dalla cross-reattivita.

9. Cross-reattivita e co-sensibilizzazione

Il termine "cross-reattivita" in vitro porta con sé un’in-
trinseca ambiguita che ne determina, frequentemente, un
uso inappropriato. Il riscontro piuttosto comune di positivi-
ta multipla per allergeni diversi, spesso dovuta all’uso
generalizzato delle prove cutanee e/o dei test in vitro,
richiede la distinzione fra due fenomeni diversi, cross-reat-
tivita e co-sensibilizzazione. La cross-reattivita silimita alla
presenza di anticorpi che reagiscono in forma crociata con
affinita diverse e senza espressione clinica. |l fenomeno,
pertanto, puod essere evidenziato solo ricorrendo a tecni-
che in vitro in eccesso di antigene (122). Viceversa, la
co-sensibilizzazione si associa a sintomi di natura allergi-
ca causati dall’'esposizione a varie fonti allergeniche che
contengono strutture simili a livello molecolare e submo-
lecolare (123). Il fatto che la maggior parte degli allergici
reagisca a piu di un allergene puo essere messo in rela-
zione ad una sensibilizazione multipla dovuta all’aumen-
tata risposta immunologia presente nel soggetto atopico.
Una risposta TH2 ad un allergene specifico determina
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facilmente risposte TH2 successive creando e mantenen-
do un ambiente che favorisce questo tipo di risposta
immunologia; questa situazione viene usualmente deno-
minata come "IgE breeds IgE" (124). Tuttavia, anche nel
caso in cui gli allergeni vengano presentati simultanea-
mente al sistema immunitario, la co-sensibilizzazione non
avviene sempre e comunque (125).

Profondamente diverso € il caso di reazione crociata
in vivo come responsabile di reattivita multipla. La defini-
zione di cross-reattivita si basa sul riconoscimento immu-
nologico: due allergeni sono cross-reattivi se esiste un
anticorpo (o recettore di cellula T) capace di reagire con
entrambi. Nel meccanismo che porta a sviluppare feno-
meni di cross-reattivita sono riconoscibili tre momenti di-
versi e tre differenti tipi di cellule coinvolte. Il primo mo-
mento & rappresentato dal riconoscimento dell’allergene,
che coinvolge cellule vergini immunologicamente di tipo T
e B. Il secondo momento temporale prevede il contatto
dell’allergene con cellule di memoria di tipo T e B, mentre
l'ultimo punto & rappresentato dal contatto fra l'allergene
e mast-cellule sensibilizzate (126).

In molti casi di cross-reattivita sintomatica, il sistema
immunitario viene stimolato solamente da uno degli aller-
geni che reagisce con anticorpi legati alle mast-cellule
vicine alle mucose, ma non raggiunge il vero e proprio
sistema immunitario. La prevalenza relativamente elevata
di anticorpi cross-reattivi € stata spiegata formulando varie
ipotesi, ed in particolare sono stati invocati tre possibili
meccanismi. Il primo, & strettamente correlato con il feno-
meno conosciuto come "the original antigenic sin" (127),
una metafora utilizzata per descrivere I'effetto della prima
infezione virale sul sistema immunitario in confronto alle
infezioni successive con varianti virali.

Il secondo meccanismo ¢ la policlonalita, e 'aumento
della policlonalita dopo esposizioni ripetute allo stesso
antigene: piu & diverso il repertorio anticorpale, piu aumen-
ta la probabilita che questo sia causa di cross-reatti-
vita in alcuni individui.

Il terzo meccanismo, maturazione dell’affinita, si

tipi di estratti. Fino a poco tempo fa, risultava impossibile

differenziare la cross-reattivita dalla co-sensibilizzazione.

Un significativo passo in avanti fu fatto verso la meta degli

anni 70, utilizzando la tecnica denominata RAST-inibizio-

ne con estratti grezzi. La Rast-inibizione permette di stabilire
la presenza di cross-reattivita, ma non consente di identifica-
re con accuratezza gli allergeni coinvolti. Ulteriori passi in
avanti furono fatti utilizzando delle tecniche separative quali
immunoblot e cross-radio elettroforesi. L'immunoblot compa-
rativa di due allergeni diversi consente di identificare lamassa
molecolare relativa e/o il punto isoelettrico di frazioni poten-

zialmente cross-reattive. Sottoponendo ad analisi i sieri di

numerosi pazienti allergici ad estratti diversi, & possibile

identificare quanti siano i casi con pattern di legame per le

IgE identico o simile. Gli allergeni cross-reattivi venivano

definiti, di solito, sulla base delle loro proprieta chimico-fisi-

che, ma la loro natura molecolare non veniva identificata e

chiarita. Solo agli inizi degli anni "90, con la disponibilita di

allergeni purificati e ricombinanti, di anticorpi monoclonali

specifici per indagini in vitro, ed anche di allergeni ricombi-
nanti da utilizzare per le prove cutanee, & stato possibile

migliorare lo studio e l'identificazione delle cross-reattivita a

livello molecolare (139).

Nella Tabella 6, viene riportata una classificazione dei
meccanismi che possono portare a sensibilizzazione cli-
nica concomitante (CCS) (140).

e Proteine simili, specie simili o correlate. In generale,
la cross-reattivita riflette il rapporto filogenetico fra organi-
smi: piu stretto e il rapporto botanico fra due piante,
maggiore € il grado di somiglianza strutturale e immuno-
logico degli allergeni (141). La somiglianza strutturale
richiede omologia della sequenza primaria che, a sua
volta, determina un’'omologia della struttura tridimensio-
nale. Le albumine sieriche dei vertebrati sono, di frequen-
te, cross-reattive; allergeni omologhi di erbe filogenetica-
mente correlate sono tendenzialmente cross-reattive, e le

basa essenzialmente sul’aumento dell’affinita dopo  Tabella 6
ripetuti contatti con I'antigene (124). Storicamente, i~ Meccanismi che producono co-sensibilizzazione (da Steinman HA, 140,
modificato)

momenti salienti nella scoperta della cross-reattivita

in allergia sono rappresentati dall'identificazione, nel
1970 del legame fra allergiaa composite e banana

Tipo di meccanismo Esempi

Spiegazione

(128),da quella betulla/mela (129), dai determinanti
carboidratici cross-reattivi (130,131), dalla profillina
(132,133), artemisia/sedano (134) latex/bana-
na/avocado (135), e acaro/lumaca/gambero (136-
138).

La vicenda betulla/mela, inizia nel 1977 quando
Hannuksela & Lahti descrivono quest'associazione
su basi prettamente cliniche (129). A quel tempo, la
caratterizzazione delle cross-reattivita era difficile
per la scarsa qualita degli estratti, carenti di proteine
significative e "inquinati" da molte strutture cross-
reattive. Le nostre conoscenze delle cross-reattivita
sono fortemente migliorate grazie alla miglior qualita
degli allergeni, 'evidenza di test cutanei con positivi-

1. Proteine simili,
specie simili 0
correlate

2. Proteine simili,
specie non simili e
non correlate

5. Raggruppamenti

Lolium perenne e
phleum pratense

Rapporti fra famiglie
(allergeni identici)

Dimostrata cross-reattivita,
non identificazione di
panallergeni

Sedano, spezia,
carota, artemisia

3. Panallergeni Pesca, mela, Presenza di panallergeni
arachidi (ad es. profillina)

4. Evenienza Allergia da piume  Presenza di allergeni nella

prossimale nel cuscino stessa localizzazione (es.

acari)

Eventi statistici senza base
e spiegazione biochimica

Alimenti comuni
associati
allallergia al
melone

ta multiple e presenza di IgE specifiche verso diversi
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IgE specifiche per arachidi sono spesso reattive per
proteine omologhe presenti nei semi di soia e in altri
legumi (142).

e Proteine simili, specie dissimili o non-correlate.
Sono passati oltre trent’anni da quando é stata descrit-
ta per la prima volta la cross-reattivita fra due o piu
specie dissimili. La sindrome "sedano-spezia-carota-
artemisia" , esempio paradigmatico di questo meccani-
smo associativo, & dovuta alla presenza di uno o piu
allergeni simili fra loro anche se provenienti da specie
dissimili (143).

e Panallegeni. La sensibilizzazione a piu pollini rappre-
senta un evento piuttosto usuale e l'identificazione di
molecole allergeniche con elevato grado di omologia
nei pollini di piante diverse ha portato alla scoperta di
"panallergeni”. La profillina rappresenta 'esempio piu
noto di questa categoria che, peraltro, annovera anche
gli omologhi di Bet v1, chitinasi, tropomiosina, ciclofilli-
na, e lipocalina. Le profilline, probabilmente la forma
piu comune di panallergene, sono state scoperte come
allergeni ad elevata cross-reattivita ed importanti com-
ponenti del citoscheletro delle piante, attraverso l'iso-
lamento del cDNA che codifica per un allergene cross-
reattivo con la betulla e, successivamente, identificato
come profillina. La cross-reattivita fra le IgE specifiche
di pazienti allergici e profilline non
e solo di origine da piante diver-
se, ma anche da altri organismi,
uomo incluso. Le profilline, quin-
di, rappresentano una famiglia di
allergeni ad elevata cross-reatti-
vita nei pollini di provenienza da
alberi, graminacee e composite,
ma sono espresse, anche se in
misura minore, da altre fonti quali
frutti, semi, radici e lieviti (144-
148)

e Evenienza prossimale. Avviene
quando l'effetto avverso € causa-
to non dall’allergene apparente-
mente in gioco ma da un altro, ad
esso associato fisicamente o per
vicinanza, come nel caso del Red
Spider Mite nel pomodoro, e per
allergeni nascosti nel cibo, nei
cosmetici e nelle medicine (149).

e Clustering (raggruppamento).
Il clustering degli allergeni pud
essere specifico per localita, tipo
di lavoro o gruppi di persone, e
spiega la natura della sensibiliz-

IgE-mediata

zazione e delle malattie allergiche ad essa correlata. Dal
punto di vista immunologico, una miglior conoscenza di
questi fenomeni pud tradursi in un approfondimento dei
meccanismi che regolano la sensibilizzazione allergica e,
infine, dal punto di vista terapeutico, lo studio dei mecca-
nismi di co-sensibilizzazione puo essere utile per predire
la reattivita verso nuovi alimenti ed allergeni. Altri impor-
tanti benefici che possono derivare dallo studio della
cross-reattivita sono, ad esempio, la consapevolezza che
nel caso due allergeni presentino forti somiglianze struttu-
rali, 'inclusione di entrambi in un pannello non aumenta
I'accuratezza diagnostica, ma anzi crea problemi interpre-
tativi. Allo stesso tempo, la terapia desensibilizzante con
uno specifico allergene pud produrre effetti positivi sui
sintomi provocati da allergeni strutturalmente simili. Nelle
ultimi decadi, si sono ottenuti progressi significativi nella
conoscenza della tipologia, della prevalenza e dei deter-
minanti molecolari dei fenomeni di cross-reattivita, e sicu-
ramente ulteriori progressi saranno possibili grazie alla
sempre piu estesa disponibilita di allergeni ricombinanti.
Gli allergeni ricombinanti, gia oggi, non vengono utilizzati
solo come strumento per la ricerca scientifica, ma come
reagenti degli immunodosaggi piu recenti. In tal modo, si
riducono i fenomeni di cross-reattivita "spurie” e non signi-
ficative dal punto di vista clinico.
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Figura 4

Proposta di algoritmo diagnostico per la caratterizzazione molecolare di sospetta allergia.

reattivita perché questi ultimi spesso La diagnosi di mono-, oligo-, o poli-sensibilizzazione determina scelte terapeutiche diverse

riflettono il profilo clinico della sensibiliz-
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Se & vero che la distinzione fra cross-reattivita e co-
sensibilizzazione deve basarsi su esperimenti in vitro
(151), e altrettanto vero che bisogna tener sempre presenti
possibili ambiguita e fonti di complessita interpretativa. La
cross-reattivita in vitro non sempre si riflette in un’analoga
cross-reattivita in vivo e la differenziazione fra legame
delle IgE ed attivita biologica richiede una stretta collabo-
razione fra clinico e specialista di laboratorio. Una rasse-
gnarecente sulle implicazioni cliniche della cross-reattivita
degli allergeni alimentari ha dimostrato il basso rischio di
reazioni clinicamente significative per alcune famiglie di
antigeni alimentari che presentano cross-reattivita in vitro
con altre famiglie di allergeni alimentari (152). | fattori che
determinano la comparsa di sintomi clinici nel caso di
sensibilizzazione multipla sono complessi e legati in parte
all’ospite (risposta immune ed iperreattivita d’organo-ber-
saglio) ed in parte all’allergene (labilita e digeribilita). Per-
tanto, I'approfondimento clinico richiede sia indagini di
laboratorio come pure la conoscenza completa della storia
e della sintomatologia del paziente. Spesso sono neces-
sari anche test di stimolo in doppio cieco e contro placebo
ed altre indagini sofisticate. In generale, comunque, la
disponibilita di allergeni ricombinanti e la possibilita di
caratterizzare a livello molecolare la natura dell’allerge-
ne(i) responsabili dell’allergopatia, hanno aperto nuove
prospettive diagnostiche e terapeutiche. Infatti, una dia-
gnosi approfondita attraverso la risoluzione a livello dei
componenti che determinano la sensibilizzazione e la
sintomatologia, pud determinare dei vantaggi significativi
nella gestione del paziente. La caratterizzazione delle
specificita allergeniche, anche a livello di epitopi significa-
tivi, pud chiarire se il paziente stesso € sensibilizzato
contro una sola o comunque contro poche specificita
allergeniche (soggetti mono- o oligo-sensibilizzati), o se
invece é affetto da polisensibilizzazione verso una grande
varieta di molecole, spesso non correlate dal punto di vista
immunologico. La Figura 4 illustra I'algoritmo diagnostico
che pud essere utilizzato per differenziare la natura della
sensibilizzazione, ed in particolare puo portare a chiarire
se il paziente sia mono, oligo o poli-sensibilizzato, e quali
siano le specificita allergeniche in gioco. Questinforma-
zione é assolutamente necessaria per impostare una piu
corretta ed efficace strategia terapeutica, ed in particolare
¢€ indispensabile nel caso si ritenga di avviare una terapia
desensibilizzante (immunoterapia). A sua volta, la dispo-
nibilitd di specificita allergeniche purificate o di natura
ricombinante da utilizzarsi nellimmunoterapia desensibi-
lizzante, migliora la risposta ed evita il pericolo dello svi-
luppo di IgE contro nuovi allergeni, come descritto nel caso
di terapie con estratti poco purificati (153).

Dal punto di vista dell’appropriatezza nella richiesta e
dell’analisi di laboratorio, il messaggio piu importante é
che, se due allergeni sono molto simili strutturalmente, la
presenza di entrambi nel pannello diagnostico non au-
menta, ma semmai diminuisce, I'accuratezza diagnostica.

10. Assicurazione e controllo di qualita

L’assicurazione di qualita, nel caso della determinazio-

ne delle IgE specifiche, inizia e dipende strettamente dal
produttore che deve seguire e documentare le specifiche
di tutte le fasi attraverso le quali avviene il processo di
produzione. La verifica della qualita del reagente e delle
sue caratteristiche di prestazione non pud prescindere
dall’'evidenza della qualita del processo di produzione e
dei materiali utilizzati nel sistema diagnostico. | sistemi
diagnostici, in questi ultimi anni, sono stati sottoposti con
sempre maggior attenzione a regolamentazione (36), ed
€ quindi ormai sufficientemente consolidato il concetto
della responsabilita etica e legale del produttore non solo
di garantire un prodotto qualitativamente valido, ma anche
di documentare ai laboratori clinici alcune informazioni
essenziali per quanto riguarda i reagenti utilizzati, la loro
fonte, la qualita degli estratti, la stabilita nel tempo, la
riproducibilita da lotto a lotto e le caratteristiche di presta-
zione (precisione, sensibilita, specificita, etc.). Tuttavia,
spetta al singolo laboratorio la responsabilita di verificare
e validare le caratteristiche di prestazione di questi metodi.

Il secondo livello nell’assicurazione di qualita & sicura-
mente rappresentato dal controllo interno di qualita (CIQ),
che dev’essere eseguito nel singolo laboratorio per docu-
mentare che il metodo ed i risultati sono tenuti costante-
mente "sotto controllo”. Le strategie di ClIQ adottate dai
singoli laboratori possono variare a seconda del disegno
del metodo e della strumentazione utilizzata, e sintetica-
mente possono essere schematizzate in due posizioni
estreme. La prima esprime I'opinione che ogni reagente
che contenga un allergene dev’essere considerato come
un test singolo che richiede uno specifico siero di controllo
che, a sua volta, dev’essere esaminato in ogni seduta
analitica. La seconda posizione estrema considera, inve-
ce, la determinazione delle IgE come un sistema che
impiega diverse centinaia di reagenti contenenti ognuno
un allergene diverso. A questa complessita fa da contral-
tare I'evidenza che ogni reagente & stato sottoposto a
controllo di qualita da parte del produttore. Secondo que-
sta impostazione, quindi, i sieri di controllo sarebbero
superflui.

Entrambe queste posizioni sembrano superficiali e
pericolose. La proposta piu percorribile e praticabile in tutti
i laboratori, ma soprattutto in grado di monitorare il sistema
e dare documentazione del’landamento nel tempo dei
risultati, & di: a) identificare il gruppo di specificita allergi-
che piu frequentemente richieste e clinicamente piu impor-
tanti, b) preparare o acquistare materiali di controllo per
queste specificita e c) sottoporle ad analisi in ogni seduta
analitica. Nel caso in cui il numero dei materiali di controllo
fosse veramente importante, si possono sottoporre a ro-
tazione, utilizzandone solo alcuni nella singola seduta
analitica ed alternandoli nelle sedute successive.

Ilterzo livello dell’assicurazione di qualita & rappresen-
tato dalla partecipazione a programmi di Valutazione
Esterna di Qualita (VEQ) o Proficiency Testing (PT, Prove
di Abilita). Attualmente, vi sono numerosi programmi na-
zionali ed internazionali di VEQ per la determinazione
delle IgE ed il loro obiettivi primari sono: a) identificare i
laboratori ed i sistemi diagnostici che determinano le IgE
specifiche in modo accurato, e b) permettere ai singoli
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laboratori di confrontare i loro risultati con quelli di altri
centri. In questi ultimi anni, la confrontabilita dei risultati fra
i laboratori & andata migliorando in modo significativo ed
in particolare per i laboratori che utilizzano metodi di
"seconda generazione" capaci di assicurare risultati quan-
titativi (154).

11. Il futuro

Negli ultimi anni, gli immunodosaggi per le IgE speci-
fiche hanno subito un miglioramento significativo grazie
allutilizzazione di estratti allergenici piu purificati, grazie
alla possibilita di una espressione quantitativa in unita di
massa dei risultati, ed ancora in virtu dell’automazione
totale. Tuttavia, i sistemi diagnostici attuali, almeno in gran
parte, richiedono notevole spesa di tempo, grandi quantita
di campione, utilizzano solo raramente allergeni ricombi-
nanti o miscele (cocktail) di allergeni ricombinanti, e la
produttivita & inadeguata per effettuare lo screening degli
allergeni pit comuni a costi ragionevoli. Pertanto, sono in
corso numerosi tentativi per superare queste limitazioni e
mettere a disposizione dei laboratori clinici una nuova
generazione di sistemi diagnostici.

Gia sono disponibili strumenti automatici ad elevata
produttivita totalmente dedicati alle indagini allergologiche
(ad esempio, Unicap 100, Pharmacia), o che permettono
di consolidare la determinazione delle IgE specifiche con
altri dosaggi immunometrici (ad esempio, ADVIA Centaur,
Bayer Diagnostici o Immulite 2000, Medical Systems).
Altre tecnologie molto sofisticate sono in via di sviluppo.
Ad esempio, i microarrays sono in grado di superare molte
limitazioni attuali, consentendo I'analisi simultanea e mul-
tiparametrica dei campioni in esame per svariate categorie
di allergeni (155). La possibilita dei microarrays di consen-
tire la determinazione di diverse centinaia di specificita
dello stesso allergene e di allergeni diversi puo tradursi in
una piu approfondita conoscenza delle basi molecolari e
submolecolari delle allergopatie (156, 157).

Tuttavia, il laboratorio in allergologia puo rappresenta-
re il nuovo ruolo che spetta alla medicina di laboratorio ed
ai laboratori clinici nel prossimo futuro. Infatti, i progressi
delle tecniche analitiche sono necessari ma non sufficienti
per assicurare un’adeguata qualita clinica. L’appropriatez-
za nella richiesta & un prerequisito per migliorare I'efficacia
clinica nell’approccio alle allergopatie e, pertanto, la richie-
sta generica di "RAST", senza alcuna indicazione sulle
possibili specificita allergeniche in causa o sospette, non
dev’essere piu considerata accettabile. Alcuni allergeni
che cross-reagiscono con altre specificita allergeniche
senza dare un corrispettivo clinico, non devono comparire
assieme nei pannelli diagnostici perché possono causare
confusione e diminuire 'accuratezza diagnostica. L'inter-
pretazione clinica dei risultati qualititativi deve basarsi su
livelli-soglia accuratamente selezionati per consentire al
clinico di apprezzare la severita della sensibilizzaione e,
possibilmente, differenziare I'atopia dalle vere allergopatie
con sintomatologia clinica. L’informazione di laboratorio
deve integrarsi con altre indagini, quali la visita, le prove
cutanee ed eventuali test da scatenamento, in processi
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assistenziali razionali e ben definiti. Infine, lo specialista di
laboratorio non deve limitarsi ad assicurare un processo
analitico accurato, ma deve divenire un vero consulente
per il clinico allinterno di percorsi sempre piu orientati a
dare risposte ai bisogni del paziente.
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