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I SAC su una popolazione pediatrica

L’allergia & un tipo di reazione immunitaria megsatto dall’organismo nei confronti di sostanzemalmente
presenti nellambiente: gli allergeni. Possiamotidggiere reazioni IgE mediate, miste e non IgE matedi
quest'ultime sono preponderanti. Esistono diveasaidlie di allergeni: vegetali, animali, muffe, fi@aci e sostanze
chimiche. E semplice comprendere le reazioni ctedia allergeni appartenenti alla stessa famigtientre per
comprendere le reazioni crociate tra allergeni gppanti a famiglie e specie diverse, sono steaitci panallerge-
ni: sostanze presenti in famiglie tassonomicameatecorrelate, aventi in comune un determinante,pgdssono
creare sensibilizzazione allergica e reazioni ateciLa diagnosi di allergia & basata su un’ananawsirata e
sulla ricerca di sostanze a cui il paziente & statsibilizzato tramite I'utilizzo di metodichevivo (SPT) e in vitro
(IgE totali e specifiche) che perd sono di difecgtandardizzazione. Un’importante innovazioneegiablogica e
rappresentata dagli allergeni ricombinanti: molealergeniche prodotte da un estratto allergemicquesto stu-
dio abbiamo utilizzato il microarray proteomico: tast multianalitico che ci permette di effettuaréanalisi si-
multanea di anticorpi allergene specifici. Abbiaoamsiderato un campione di 223 bambini (65% masdH%
femmine), sequiti presso la clinica Pediatrica®eh Matteo, dei quali abbiamo raccolto 'anamnasiiltati dei
test (SPT, IgE specifiche e microarray test); fugiazienti sono sintomatici o multi-sintomatici ielazione agli
allergeni. Abbiamo soffermato I'attenzione sulkatjia alimentare, in particolare sull’'allergia aflacciola, poiché
la sua incidenza € in continuo aumento tra i bambanocciola presenta numerose proteine allecheniallerge-
ni maggiori (Cor al, Cor a8 e Cor a9) responsdbileazioni sistemiche gravi e allergeni minoriofdine, oleosi-
ne e CCD). Nel nostro studio &€ emerso che la nlacpi@senta un’importante e complessa cross-rigatéwche la
maggior parte dei nostri piccoli pazienti presesitdomatologia orale e pollinosi. Infine abbiamolty un’analisi
statistica dei dati raccolti: € emersa una forteetazione positiva tra gli SPT o le IgE specifi@hé microarray
test. Questa nuova metodica apporta molti vaniaggampo allergologico pediatrico.

The proteomic microarray for the detection of specific IgE on allergenic molecules: |SAC Test on a
pediatric population

Allergy is an immunologic reaction of the body atsisubstances normally present in the environntieataller-
genes. We identified IgE-mediated reactions, mieztttions and not IgE-mediated reactions, thedastare the
most common. There are different allergen familgants, animals, moulds, drugs and chemicalseli'sy to un-
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derstand the cross- reactions between allergetiseofame family, while the explanations of readtibetween
allergenes of different families and species hanled using panallergens: substances presemnnity faot tasso-
nomically related, which have in common a determiinean trigger allergic sensitization and crosstiens. Di-

agnosis of allergy is based on accurate anamnedisrathe search of substances which caused dizagibn us-

ing in vivo (SPT) and in vitro tests (total and cifie IgE) but these tests are difficult to be stardized. An impor-
tant biotechnological innovation is representedrdigombinant allergenes: allergenic substances peadhby an
allergenic extract. In this study we have usedptioteomic microarray: a multianalytic test whicloals to analyze
simultaneously antibodies against specific alleegelVe considered a group of 223 children (65% sreatel 39%
females) from Pediatric Department of San Matte®,collected anamnesis and some tests’ results: §fe€ific

IgE and microarray test; all the patients are spmgttic or multi-symptomatic in relation to the afjens. We fo-
cused on hazelnut allergy, because its incidengeoising up in childhood. Hazelnut has a lot oéajen compo-
nents: major allergens (Cor al, Cor a8 and Comdidh are responsible of serious systemic react@musminor
allergens (profilines, oleosines and CCD). In dudg we realized that hazelnut has an important amdplex

cross-reaction and that the most of our young piagtieas oral symptoms and pollinosys. Finally warayed statis-
tic analysis of collected data: we found a stroagitpve relationship between the SPT or specifie-&gpd microar-
ray test. With this new method rises a lot of adeges in pediatric allergology.

I ntroduzione

Negli ultimi decenni sono state introdotte impottannovazioni in campo allergologico che hanno
consentito di migliorare la specificita diagnosticgerapeutica. Eccole qui di seguito elencatanap
lergeni, gli allergeni ricombinanti e il microarrgyoteomico. | panallergeni sono proteine presenti
famiglie non tassonomicamente correlate, ma riconts dai pazienti ad esse sensibilizzate, indipen-
dentemente dall'alimento assunto. Il miglioramed&dle conoscenze ha dimostrato che tra tutti gli
alimenti, a seconda delle diverse proteine cheqmussssere implicate, I'allergenicita e gravitdelel
reazioni associate, € spesso legata alle profisata-chimiche [1-2]. Gli allergeni ricombinantoso
molecole allergeniche prodotte biotecnologicameittentificate a partire da un estratto allergenico
[3-5]. Alcuni studi in vivo nel'uomo hanno dimoato la capacita degli allergeni ricombinanti deett
nere test cutanei positivi e di stimolare gli ongbersaglio [6-7]. L'utilizzo degli allergeni ricoln
nanti permette di distinguere, tra le IgE policlodirette contro I'estratto allergenico classigdi,an-
ticorpi IgE specifici di un composto molecolare idab. Inoltre permette di stabilire per ciascun pa
ziente lo spettro di specificita delle IgE [8].&i0 affermare che gli allergeni ricombinanti hammie
gliorato le conoscenze riguardanti le proteinergéaiche, definito famiglie di allergeni, spiegd¢o
cross-reazioni e mostrato che alcuni profili diskitizzazione variano a seconda della regioneuin ¢
un individuo vive [9]. Un’altra importante innovazie in campo allergologico e rappresentata dal mi-
croarray proteomico (ImmunoCAP ISAC). L'ImmunoCABAC consiste in un supporto solido di
vetro con quattro siti di reazione (7mm x 7mm)sciamo circondato da una maschera protettiva e i-
drofoba di teflon, che impedisce la contaminazidnleyuidi fra i diversi siti di reazione. La suflieie

del vetrino & studiata in modo tale da permetterdigsaggio ottimale alle proteine che scatenano le
allergie senza che per questo venga alteratadduozionalita biologica [10]. Sul chip ogni alleme

e fissato in triplice copia in ogni sito di reazéorin totale le molecole che vengono testate par og
singola determinazione sono 103, fornendo cosinypia gamma di risultati provenienti dalle 40 fonti
allergeniche oggi piu comuni. Per il test sonoizgdti 20l di siero del paziente da esaminare. Per-
tanto, la possibilita di poter utilizzare sangupitare nel’ambito della Pediatria € un grande tegn

gio, perché permette di effettuare un test diagrmstalido con una procedura minimamente invasiva
[11]. Prima di iniziare il saggio, ogni vetrino denente 4 identici microarray € lavato intensamente
per 40 minuti in modo da rimuovere eventuali akgnignon covalentemente legati alla superficie. Poi,
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il siero viene dispensato sui pozzetti, e seguacubazione di 120 minuti in modo da far aderire ef
ficacemente le IgE del paziente alla piastra. Bgaggio successivo e il posizionamento sul vetrino
della soluzione di anticorpi specifici forniti dalbitta produttrice del kit. L'incubazione dura 120

nuti e a seguire il vetrino puo essere definitivateeanalizzato. Il legame delle IgE specifiche gien
rilevato mediante anticorpi coniugati a fluorocroeuxitato da un laser e quantificato con I'audilio
un software dedicato [12-14]. L'analisi dei ristili@vviene in modo automatico mediante uno scanner
che permette I'acquisizione dellimmagine del manmray. Il software elabora automaticamente i dati
e crea un report per una lettura facilitata dei déenuti. Nel nostro studio abbiamo soffermato
I'attenzione sull’allergia alimentare, in particadasull’allergia alla nocciola. La nocciola (Corgla-
vellana) appartiene alla famiglia delle noci, clstituiscono un gruppo di alimenti di particolame- i
portanza allergologica. Sono la causa piu frequdni@nafilassi da alimenti in eta pediatrica negli
USA [15]. Un recente studio epidemiologico italiawondotto dalla commissione per le Allergie A-
limentari, Anafilassi e Dermatite Atopica della 8a Italiana di Immunonologia e Allergologia Pe-
diatrica, ha dimostrato un'importanza ancora maggper le noci ed in particolare per le noccioe: |
noci dopo il latte, erano la seconda causa pitwéete di reazione allergica generalizzata da alimen
responsabili del 16.7% degli episodi e la noccamatituiva tra tutte le noci la causa piu frequente
responsabile di circa il 40% dei casi. L'elevatqgiienza di allergia alle nocciole e giustificatabar
bilmente dal loro elevato consumo [16]. Il valordrizionale elevato delle nocciole e la loro pdbata
lita, giustificano la loro presenza nelle abitudiimentari dei bambini. Non & infrequente, neigsity
allergici alle nocciole, il riscontro di allergiasensibilizzazione allergica nei confronti di altreci e/o
arachidi [17-21]. La nocciola presenta una complesattivita e numerose molecole allergeniche.-Defi
niamo gli allergeni maggiori (Cor al, Cor a8 e @y responsabili di SOA (sindrome orale allergea)
shock anafilattico e gli allergeni minori (Cor &yr all, Cor al2, Cor al3, Cor al4). Ad oggi tidtav
possibile dosare solo alcune molecole allergeniotie’ ImmunoCAP solo Cor al e Cor a8; mentre con
ImmunoCAP ISAC anche Cor a9. La letteratura evideolze la LTP (lipid transfer protein) della noc-
ciola (Cor a8), ha un alto grado di affinita corLTEP della mandorla (62%), della mela (61%), deita
liegia (61%) e della pesca (59%) [22].Questo spegltbe I'importante cross-reattivita che si scatena
nei soggetti allergici alla nocciola dopo l'ingesté di questa frutta. Altri studi hanno mostrate &
sensibilizzazione alla nocciola si associa fortamaruella della mandorla, moderatamente a gpetla

il sesamo e solo debolmente a quella per le arg@deR4]. L’allergia alla nocciola pud presentacen
qualungue manifestazione clinica IgE mediata: daltadrome orale allergica (SOA) subito dopo
'assunzione dell’alimento, all'orticaria-angioedanfino alle reazioni allergiche generalizzate.dia-
gnosi di allergia alla nocciola & basata su un’aresinsuggestiva e sulla dimostrazione della sdizsibi
zazione allergica mediante gli SPT o la ricercéedgE specifiche. Talvolta, per ottenere una magyi
certezza diagnostica, si puo ricorrere al TPO (tiegtovocazione orale). Allo stesso modo, se daime

ne allergica si e verificata da un oltre un ann@resenza di IgE specifiche per la nocciola, laddpie-
sto alimento sia stato escluso dalla dieta, € sadegicorrere al TPO prima di poterlo reintro@urr

Scopo dello studio

Il procedimento diagnostico si basa sulla pratig@ca e sul laboratorio che ha il ruolo di confema

e di precisare I'eventuale sospetto di malattiargita. L'impiego della metodica microarray nella
diagnostica molecolare allergica ha comportatoifsiguivi progressi nella diagnosi delle varie sin-
dromi allergiche, permettendo di ottenere datinadtate specifici sui vari componenti allergenicisger
cui i soggetti sono sensibilizzati. Si tratta diinnovativo metodo di diagnostica in vitro per kdisi
semiquantitativa delle immunoglobuline IgE nel phaso siero umano dirette verso un ampio pannel-
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lo di determinanti allergenici. Tuttavia, dal punti vista metodologico, la validazione e
I'identificazione del corretto livello assistenzaah cui utilizzare questa nuova tecnica & ancocalin

so. L'obiettivo di questo studio e la comparazifmaediversi iter diagnostici allergologici in unug-

po di pazienti pediatrici al fine di comprenderegtieil ruolo che il test microarray potrebbe sverg
nella diagnostica allergologica e nella applicagicfinica. Al fine di svolgere un’adeguata anak,
fettueremo come prima valutazione un confrontdefraetodiche tradizionali (test in vivo e test itra)

e la metodica innovativa del microarray (ImmunodA&RC). In un secondo momento andremo anche a
cercare eventuali correlazioni fra tutte le metbdi@n vivo e in vitro), oggetto di questo studio.

M ateriali e metodi

Campioni dello studio

Lo studio e stato condotto presso la Clinica Pedatdell’'Universita degli Studi di Pavia — Fondazi

ne IRCCS Paliclinico San Matteo di Pavia. Sonoi gsséaminati 223 pazienti in eta pediatrica seguiti
presso I'’Ambulatorio di Allergologia OspedalierdldeClinica Pediatrica. La popolazione in studio e
composta da 146 maschi e 77 femmine. L'eta mediehaampione & di 9 anni (range 1-22); un solo
paziente risulta avere 22 anni, fuori dall'eta p&@ia, ma considerato nello studio in quanto fin
dall'eta infantile & stato seguito presso il nostrobulatorio. Nel campione in esame tutti i pazient
risultano sintomatici in relazione all'esposizioaediversi allergeni e la maggior parte di essi sono
multisintomatici. Possiamo cosi suddividerlo: 9Zipati con dermatite atopica, 96 pazienti con einit
o oculorinite, 64 pazienti con broncospasmi ricotites4 pazienti con asma bronchiale allergica, 47
pazienti con orticaria allergica, 38 pazienti coigiaedema, 24 pazienti con sintomatologia respirato
ria variabile, 19 pazienti con sintomatologia gasiriterica, 40 pazienti con tosse secca, 13 pazienti
con SOA e 7 pazienti con anafilassi. | pazienticsstati classificati anche in relazione al tipalier-
geni a cui sono sensibilizzati. Fra gli allergemé @iu frequentemente sono causa di sintomatokdgia
lergica, abbiamo individuato le Graminaceae (59%gpdeienti), gli alimenti come frutta secca, frutta
fresca, le proteine del latte vaccino (79% deiqra®) e gli acari (42% dei pazienti). Un gruppaordnor
rilevanza é risultato allergico al pelo di cane @/gatto (27% dei pazienti), alle muffe (3%) dadtice
(14%). La maggior parte dei pazienti in esame tasual multi-sensibilizzati a piu fonti allergeniche.

Metodi utilizzati

Abbiamo raccolto I'anamnesi fisiologica, patologieafamiliare dei 223 pazienti con lo scopo di
conoscere al meglio la storia clinica di ciascune@ssi. | pazienti sono stati sottoposti ai seguent
esami diagnostici effettuati presso il Laboratatidmmuno-Allergologia della Clinica Pediatrica:
Skin Prick Test, Prick by Prick, IgE specificheElgptali e microarray

Metodi statistici

| dati riguardanti i pazienti sono stati caricatin programma di archiviazione e successivamente |
loro elaborazione e stata effettuata con I'ausilian programma di statistica (pacchetto MedCate ve
sione 9.5). Sono state effettuate analisi des@itimediana, 25° e 75° percentile) dei valori dei d
saggi di ImmunoCAP ISAC e ImmunoCAP. Il confronter putti i parametri indagati & stato valutato
con il test di Mann Whitney. Sono inoltre statewate le variazioni del dosaggio di ImmunoCAP
ISAC in funzione della positivita degli SPT tramitenalisi della varianza non parametrica con stte

di Kruskal-Wallis. E stata anche ricercata una ibpdescorrelazione tra i valori dei dosaggi di Imnau
CAP ISAC e ImmunoCAP con la valutazione del coédfite rho di Spearman. Una curva ROC e stata
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poi generata per identificare il cut-off dei livedi IgE specifiche, con il miglior rapporto transgbilita e
specificita, nel predire la risposta negativa dtp@sdell'ISAC. Infine, e stato testato il Chi-Sape per
studiare I'ipotesi nulla secondo cui la proteinaleposito della nocciola (Cor a9) e le proteinegiep-

po PR-10 e LTP (Cor al e Cor a8) siano indipendeiat tali che tutte le categorie (esame posibivo
negativo) delle proteine PR-10 e LTP abbiano Issstérequenza al variare della categoria (esanie pos
tivo 0 negativo) della proteina di deposito. Sotad €onsiderati significativi i valori di p<0.05.

Risultati

La raccolta dei dati dei pazienti relativi al tip@l numero di analisi di laboratorio effettuatgphamesso

di svolgere una prima analisi di confronto fradertiche in uso di routine (SPT e IgE specifichég e
nuova metodica microarray ImmunoCAP ISAC. La pramalisi effettuata ha avuto lo scopo di verifica-
re 'eventuale esistenza di un’associazione tvaldre di ISAC e di IgE specifiche e/o il gradopdsiti-

vita dell'SPT. E emersa una correlazione positigaificativa (p=0.0001; rho=0.301) tra i valori s
ISAC e IgE specifiche. Inoltre, I'analisi della i&mza ha mostrato come i livelli sierici di ISACraen-
tassero in modo significativo (p<0.0001) all'aunaatdel grado di positivita del Prick test. Suceess
vamente, i valori dei dosaggi di ogni molecolargimica del microarray sono stati suddivisi in due
gruppi: il primo gruppo quando il valore era comsato negativo (<0.3 ISU) e il secondo gruppo quan-
do, viceversa, il valore di ISAC era positivo (>30SU). Sulla base di questa scomposizione, abbiamo
ottenuto un valore sierico delle IgE specifichensigativamente diverso (p<0.0001) nei due gruppi.
Dall’analisi della curva ROC, inoltre, si € osséoveome la concentrazione sierica di IgE specifizdue

a 1,97 kU/I rappresentasse il migliore cut-off @hitita: 72.7%; specificita: 78.7%) in grado depire
una risposta negativa (<0.3 ISU) o positiva (>=183) allISAC. Infine, la casistica dei pazientstata
suddivisa in 3 gruppi: un primo gruppo di 91 patiehe presentano IgE specifiche e Prick test magat
per la nocciola; un secondo gruppo di 54 pazidreigresenta una discordanza tra il risultato dgie
specifiche e il risultato del Prick test per la ciota; infine, un ultimo gruppo di 78 pazienti ghesenta
sia IgE specifiche che Prick test positivi per taaiola. Per ciascuno di questi tre gruppi di patzie
stata valutata la risposta ISAC per le 3 protegladocciola: la proteine di deposito (Cor a% erote-

ina PR-10 e LTP (Cor al e Cor a8) ed e stata detaetanla risposta positiva o negativa del dosaggio.
Sulla base di questa suddivisione, sono stateeciegabelle di frequenza ed é stato testato #sGhare.
Una p<0.0001 per il primo gruppo di pazienti (cgk Ispecifiche e Prick test negativi) ed un valdre d
p=0.03 per il terzo gruppo di pazienti (test inov/ed in vitro positivi) verificano I'ipotesi nullsecondo
cui la risposta positiva 0 negativa per i due grupgroteine siano indipendenti. Il test per itsado
gruppo di pazienti (test in vitro ed in vivo disdanti) non da un valore di p significativo.

Discussione

A conclusione del nostro studio, si puo affermare Kutilizzo del microarray proteomico in associa-
zione con i ricombinanti antigenici, apporta maléintaggi in campo allergologico pediatrico. Dal
punto di vista pratico: permette I'analisi di 10®letole specifiche; necessita di un quantitative mi
nimo di sangue e determina un miglioramento dellantgjta di materiale allergenico utilizzato con
conseguente standardizzazione del test. Dal puntstd diagnostico: permette di pervenire ad una
corretta diagnosi evitando il confondimento tras#igitizzazione ed allergia; definisce il profilo im
munologico del paziente, identificandolo come sdimgemono-oligo-sensibilizzato. Permette
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un’analisi ed una valutazione delle cross-reaZziania principali classi di panallergeni e permelie
svelare le sensibilizzazioni nascoste che potrebivettere il bambino a rischio di reazioni sistemic
gravi. Infine dal punto di vista clinico-terapewticconsente di scegliere quali pazienti sottopaire
TPO (test di provocazione orale); quali indirizzateuna immunoterapia specifica, escludendo a prio-
ri quelli non responsivi e permette il monitoraggiella terapia. Pertanto, nella cura individuale de
paziente pediatrico, si possono scegliere perctiréci diversi e si puo arrivare ad una diagnaosii-d
nitiva con una maggiore appropriatezza diagnosticajentiva, profilattica e terapeutica.
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