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La consapevolezza del cambiamento

Come gia riferito nella mia presentazione al 12° Congresso Nazionale SIAIP di Bari, nell’Aprile ultimo scorso,
stiamo assistendo ad una svolta culturale circa il “diritto alla salute”, giustamente considerato un diritto fonda-
mentale di tutti i cittadini.

Per tanti anni si & parlato di Welfare State, cioé di Stato che assiste, che cura la malattia, ed il cittadino era “assi-
stito”, fruitore delle cure, “utente” del Servizio Sanitario. Oggi & piU appropriato parlare di Welfare Community,
cioé di “comunitd” che con i propri comportamenti e grazie alle conquiste mediche e scientifiche, protegge il
proprio benessere sia con la terapia che con la prevenzione e |'educazione-promozione della salute.

La crescente importanza della sanita nello sviluppo economico sollecitera un cambiamento degli attuali sistemi
sanitari. Sarebbe infatti curioso che il principale settore produttivo e occupazionale delle economie del XXI Se-
colo continuasse ad essere organizzato in maniera dissimile rispetto al normale funzionamento degli altri settori
produttori di servizi.

E molto probabile che si assistera al passaggio dai sistemi sanitari attuali, a modelli che diano al consumatore
la possibilita di decidere quale servizio acquistare e a quali condizioni.

Si tratta di una trasformazione per il momento lenta, che risente sia dell’attuale congiuntura economica che di
inferessi forti, talvolta in contrapposizione tra di loro.

Noi medici, con il nostro ruolo di difensori della salute e di distributori di risorse economiche, siamo i prota-
gonisti di questo scenario: la nostra azione deve essere soprattutto coerente con i bisogni dei nostri pazienti,
altrimenti ne perderemo il senso.

Ritengo fondamentale che la SIAIP sia presente non solo nella professione medica, ma anche nella formazione
di una cittadinanza attiva in cui il medico diventa “partner” del paziente, e quest'ultimo, grazie ai suoi compor-
tamenti, attore di prevenzione ed educazione sanitaria.

Parafrasando il titolo di un famoso film, I Paradiso pud attendere, la Salute invece non pud attendere: il primo se
possibile va rinviato, anche lungamente, la seconda deve essere ricercata, anche in via preventiva, conservata
integra e riacquistata al piv presto in caso di perdita.

A questo dibattito la SIAIP deve dare il suo contributo.

E solo I'inizio di un entusiasmante cammino da fare insieme.

Un caro saluto da Luciana Indinnimeo
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a cura di Manuela Moncada
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Recent advances in the understanding of genetic defects of neutrophil number and function
Si tratta di una revisione molto aggiornata sulle neutropenie e sui difetti funzionali dei neutrofili, che comprende
le ultime scoperte nel settore della genetica di queste malattie rare. E interessante scoprire che le mutazioni finora
scoperte alla base della neutropenia severa congenita, seppur a carico di geni diversi, comportano tutte un’altera-
zione dei meccanismi di apoptosi mediati dal sistema delle chaperonine che & alla base della mancata progressio-
ne attraverso |'iter maturativo dei neutrofili. Un altro dato degno di nota & il ruolo del gene WAS nelle neutropenie
congenite: questo & classicamente mutato nella sindrome di Wiskott—Aldrich o X-linked frombocitopenia; sono state
scoperte ben 4 diverse mutazioni attivanti che causano invece una forma di neutropenia X-linked (XLN), con un
fenotipo totalmente differente dalla sindrome di Wiskott—Aldrich. Anche in questo caso, la mutazione sembra au-
mentare |"apoptosi dei neutrofili. Tra le cause di alterata funzione dei neutrofili, da segnalare infine i difetti a carico
dei meccanismi di signaling dei Toll Like receptors (TLR), in particolare quello di IRAK-4, che comporta alterazione

nella migrazione, adesione e burst respiratorio. Si tratta quindi di un settore d’indagine in grande sviluppo, che
promette in futuro buoni risultati in tema di test diagnostici e di strategie terapeutiche.

British Journal of Haematology

Gerben Bouma, 1 Phil J. Ancliff,2 Adrian J. Thrasher1,3 and Siobhan O. Burns
Br J Haematol. 2010 Aug 31.

Le linee guida della ALPS

JOURNAL OF
THE AMERIGAN
SOCIETY OF

Leading the world in reporting basic and applied = e HEMATOLOGY
hematalogy research "

La Autoimmune lymphoproliferative syndrome (ALPS) & una condizione caratterizzata da quadro linfoproliferativo
non maligno con linfoadenopatia, epatosplenomegalia che generalmente migliorano con I'etd; sviluppo di malattie
autoimmuni col tempo — generalmente non presenti alla diagnosi (in particolare citopenia autoimmune)-, aumentato
rischio di sviluppare linfomi Hodgkin e non-Hodgkin. Anche se si tratta di una condizione rara, & molto importante
sospettarla in un bambino in presenza di una linfoadenopatia persistente, in quanto all’inizio il quadro & molto
simile a quello di un linfoma. In realtd ne esistono varie forme a diversa prognosi, che sono dovute a difetti diversi
geneticamente determinati del meccanismo dell’apoptosi cellulare; cid spiega I'enorme proliferazione linfocitaria e
lo sviluppo di autoimmunité dovuta all'immunodisregolazione. Questo lavoro & I'ultima revisione delle linee guida
della diagnosi di ALPS ed ¢ il risultato della revisione dei criteri diagnostici formulati nel 1999 dal National Institu-
tes of Health (NIH), a cui hanno partecipato i maggiori esperti di ALPS americani, europei e australiani.

Oliveira JB, Bleesing JJ, Dianzani U et al. Revised diagnostic criteria and classification for the autoimmune lymphoprolifera-
tive syndrome: report from the 2009 NIH International Workshop. Blood. 2010 Jun 10.
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le ragioni di un concetto unitario

Laura Bardeggia, Paride Palumbo, Fernando Maria de Benedictis

L)

Parole chiave: rinite, sinusite, asma

Abstract

Negli ultimi anni si & progressivamente affermato il concetto che la rinite allergica, la sinusite e I'asma non sono da conside-
rarsi malattie distinte, ma piuttosto rappresentano |'espressione di un identico processo patologico, essenzialmente di natura
infiammatoria, in distretti differenti dell’apparato respiratorio. | meccanismi alla base dei rapporti tra rinite, sinusite e asma
non sono ancora perfettamente chiari, ma una visione unitaria di queste tre condizioni tfrova sostegno in ambito epidemio-

logico, fisiopatologico e terapeutico.

Introduzione

La rinite allergica & tra le dieci cause piv frequenti di
visite ambulatoriali e, pur manifestandosi generalmen-
te in forma non grave, in etd pediatrica pud alterare
in misura significativa la vita sociale, la frequenza e
il rendimento scolastico e |attivita ludico-sportiva. Si-
nusite ed asma si associano frequentemente alla rinite
allergica e queste tre condizioni rappresentano nel
complesso un importante problema di salute con im-
patto socioeconomico non trascurabile per la comuni-
ta in termini di visite mediche, terapie farmacologiche
e ospedalizzazioni ' 2.

Negli ultimi anni si & progressivamente affermato il
concetto che la rinite allergica, la sinusite e I'asma
siano da considerarsi come espressione di un identico
processo di natura infiammatoria in distretti differenti
dell’apparato respiratorio. | meccanismi alla base non
sono ancora perfettamente chiari, ma diversi dati epi-
demiologici, anatomici, immunologici, fisiopatologici

e clinici depongono per una visione unitaria di queste
tre condizioni 3.

In questo articolo saranno presi in esame i principali
aspetti che legano le entita cliniche descritte.

Epidemiologia

Asma e rinite allergica coesistono frequentemente nel-
lo stesso paziente *. La prevalenza della rinite allergi-
ca & compresa fra il 10 ed il 25% nella popolazione
generale® e pud raggiungere il 95% tra gli asmatici ®.
Tale ampia variabilita & in funzione della metodica di
indagine adottata a scopo diagnostico (questionario
o valutazione clinica) e dal setting (ambulatorio ter-
ritoriale o centro specialistico) in cui i dati vengono
rilevati”.

La rinite frequentemente precede |'asma, mentre in
circa il 25% dei casi le due condizioni esordiscono

Dipartimento di Pediatria, Ospedale Specializzato Materno-Infantile “Salesi”, Ancona

debenedictis@ospedaliriuniti.marche. it

Gli Autori dichiarano di non avere alcun conflitto di interesse rispetto agli argomenti trattati nell articolo.



simultaneamente 8. L'ipotesi che la rinite costituisca un
fattore di rischio per asma, inizialmente suggerita da
studi trasversali, & stata successivamente confermata
da diverse osservazioni longitudinali. Guerra et al. ?
hanno evidenziato che la rinite in etd infantile rappre-
senta un significativo fattore di rischio per lo sviluppo
di asma in etd adulta indipendentemente dallo stato
atopico e che tale rischio aumenta in presenza di sinu-
site. Il Copenhagen Allergy Study ha dimostrato come
I'associazione tra rinite e asma sia particolarmente
evidente in presenza di sensibilizzazione ad allergeni
perenni '°. l'European Community Respiratory Health
Survey ha seguito 6461 pazienti per un periodo di 9
anni e ha dimostrato che il rischio di asma in soggetti
con rinite & circa quattro volte superiore rispetto ai
controlli; I'effetto & particolarmente evidente in caso di
sensibilizzazione ad allergeni perenni ''. Uno studio
longitudinale su una coorte seguita dall’eta di 7 anni
fino a 44 anni ha inoltre evidenziato che la rinite aller-
gica in etd infantile aumenta da 2 a 7 volte il rischio di
incidenza di asma nella preadolescenza, adolescen-
za e etd adulta e di 3 volte il rischio di persistenza in
etd adulta di asma presente nell'infanzia '2. Diverse
osservazioni cliniche indicano che I'asma & di solito
piU grave nei pazienti con rinite sintomatica rispetto a
quelli in cui la rinite & lieve o assente '3.
L'associazione tra sinusite e asma rappresenta un even-
to frequente e conosciuto da lungo tempo. Dati recenti
suggeriscono che tale legame & in realtd dipendente
dalla consensuale presenza di rinite allergica ™.

Immunopatologia

Linfiammazione gioca un ruolo critico nella patoge-
nesi della rinite allergica e dell'asma. Numerosi studi
indicano che il processo infiammatorio presenta so-

Secondo lo European
Community Respiratory
Health Survey il rischio di
asma in soggetti con rinite ¢
circa quattro volte superiore
rispetto ai soggetti senza rinite.

miglianze importanti tra queste due condizioni, rela-
tivamente alla risposta immunologica (reazione tipo |
e reazione tipo IVa2) e all'infiltrato flogistico (cellule
e mediatori coinvolti), ma anche alcune differenze ri-
guardo al grado dell'infiammazione, quali I'integrita
dell’epitelio e la mancanza di ispessimento della mem-
brana basale nella rinite allergica in contrasto con la
fragilita epiteliale e la deposizione di collagene sub-
epiteliale nell’asma ' 1¢.

Il termine rinosinusite & da preferire a quello abitua-
le di sinusite, in quanto rinite e sinusite costituiscono
spesso un continuum della stessa condizione patolo-
gica 7. Per molto tempo si & ritenuto che |'infezione
rinosinusale costituisse un fattore aggravante I'asma.
Negli anni ‘90 & emerso il concetto che queste due
condizioni cliniche potessero essere legate da un co-
mune processo infiammatorio '8. Questa ipotesi ini-
ziale & stata supportata dai risultati di diversi studi
che hanno individuato un comune infiltrato flogistico
con componente eosinofilica a livello dei seni para-
nasali e dei bronchi 17 2°. Gli eosincfili svolgono un
ruolo patogenetico centrale nel processo infiamma-
torio: possono infatti contribuire al danno epiteliale
attraverso il rilascio di mediatori e la secrezione di
citochine e chemochine proinfiammatorie. Le cellule
epiteliali rilasciano citochine e chemochine in grado a
loro volta di attrarre gli eosinofili, determinando in tal
modo un ciclo di eventi che consente il mantenimento
e la progressione della flogosi '¢. Poiché I'eosincfilia &
presente sia nella sinusite allergica che in quella non
allergica 2123, oltre alle interazioni IgE-dipendenti po-
trebbero essere coinvolti altri meccanismi in grado di
attrarre gli eosinofili nel sito dell’infiammazione 24.

Fisiopatologia

L'affinitd anatomo-funzionale tra naso e seni parana-
sali & sostenuta da numerosi elementi, quali il coin-
volgimento pressoché costante dei seni paranasali
durante un comune raffreddore 2 e il contemporaneo
interessamento della mucosa del naso e dei seni para-
nasali dopo provocazione nasale con allergene negli
individui sensibili 6.

L'interpretazione attuale dei meccanismi fisiopato-
logici alla base della rinosinusite attribuisce grande
importanza all’ostruzione del complesso ostio-meata-
le 27, una regione anatomica localizzata a livello del
meato medio che rappresenta il punto di confluenza
del flusso mucociliare proveniente dai seni mascello-

Rinosinusite e asma: le ragioni di un concetto unitario



Il processo infliammatorio della
rinite allergica e dell’asma
presenta somiglianze nella
risposta immunologica e
nell’infiltrato flogistico, ma ¢
diverso per quanto riguarda

il grado dell” infiammazione

dell’epitelio.

ri, frontali ed etmoidali anteriori. Diverse condizioni
patologiche (anomalie e varianti anatomiche delle
strutture nasali, allergie, ipertrofia adenotonsillare,
fibrosi cistica, reflusso gastroesofageo, discinesia ci-
liare, ipersensibilita all’aspirina, ecc.) possono favori-
re |'ostruzione dei seni ed il ristagno delle secrezioni
aumentando il rischio di sinusite. La rinite allergica
rappresenta il fattore predisponente di sinusite pid co-
mune in etd pediatrica 8.

Nel corso degli anni sono stati ipotizzati numerosi
meccanismi in grado di spiegare le correlazioni tra
rinosinusite e asma. L'ipotesi di un riflesso seno-naso-
bronchiale che esita in una broncostruzione mediata
dal vago & antica ?. Le prove addotte nel corso degli
anni a favore o contro tale ipotesi possono essere mo-
tivate dalla necessita di una soglia critica di gravita
del coinvolgimento nasale affinché sia evocata una
risposta bronchiale.

Uaspirazione nell’albero bronchiale di muco prove-
niente dalle vie aeree superiori & stato pib volte pro-
posta come possibile legame patogenetico tra rinosi-
nusite e asma. Questo meccanismo & stato recente-
mente posto in discussione, in quanto un tracciante
radioattivo applicato nei seni mascellari di pazienti
con sinusite non & stato successivamente rilevato nelle
vie aeree inferiori .

Il ruolo della iperreattivita delle vie aeree in corso di
sinusite & stato enfatizzato da alcuni ricercatori. Stu-
di sperimentali *' e clinici 32 hanno ipotizzato che tale
fenomeno sia conseguente a un riflesso faringo-bron-
chiale attivato da materiale infiammatorio provenien-
te dai seni paranasali. L'iperreattivitd bronchiale po-
trebbe essere aumentata dal pattern di respirazione
prevalentemente orale secondaria all’ostruzione nasa-

L. Bardeggia et al.

le 33. Un ruolo patogenetico a riguardo potrebbe es-
sere svolto dall’ossido nitrico ®. La quantita di questo
gas espirato dal naso & infatti notevolmente ridotta nei
bambini con sinusite mascellare, ma raggiunge valori
normali dopo appropriata terapia antibiotica. Poiché
I'ossido nitrico ha un effetto di modulazione sul tono
bronchiale, I'iperreattivita delle vie aeree riscontrabile
nella sinusite potrebbe dipendere dalla ridotta autoi-
nalazione del gas proveniente dai seni paranasali.

Le pib recenti acquisizioni scientifiche attribuiscono
importanza al processo infiammatorio comune della
mucosa nasale e bronchiale. Braunstahl et al. 3> han-
no effettuato biopsie prima e dopo stimolazione na-
sale specifica in soggetti con rinite allergica e hanno
dimostrato un aumento degli eosinofili e dell’espres-
sione delle molecole di adesione nella mucosa delle
vie respiratorie inferiori. Allo stesso modo, elementi
evocativi di un’infiammazione sono stati evidenziati a
livello della mucosa nasale dopo challenge bronchia-
le segmentario in pazienti allergici %.

Alla luce di quanto discusso, & stato proposto un mo-
dello fisiopatologico che prevede I'interazione tra di-
versi meccanismi nei rapporti tra vie aeree superiori
e inferiori (Fig. 1). Irritanti ambientali o agenti infettivi
possono avviare il processo infiammatorio danneg-
giando le cellule epiteliali. L'infiammazione provoca
edema della mucosa ed alterazioni del movimento
ciliare in grado di interferire con il naturale drenag-
gio delle secrezioni dalle cavita paranasali favorendo
I'infezione. L'effetto sulla mucosa nasale delle citochi-
ne e dei mediatori di flogosi determina aumento delle
secrezioni che contribuisce all'instaurarsi del proces-
so infettivo. L'infiammazione peggiora I'iperreattivita
bronchiale mediante il riflesso faringo-bronchiale, la

Negli anni sono stati ipotizzati
numerosi meccanismi in grado
di spiegare le correlazioni tra
rinosinusite e asma. Tra questi,
attualmente si da importanza
al processo infliammatorio
comune della mucosa nasale e
bronchiale.
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Fig. 1. Modello fisiopatologico di interazione fra vie aeree superiori e inferiori.

respirazione prevalentemente orale e la ridotta autoi-
nalazione di ossido nitrico .

Funzionalita polmonare

Il legame tra vie aeree superiori e inferiori & ulteriormen-
te supportato dalla presenza di anomalie della funzio-
nalita respiratoria in soggetti affetti da rinite allergica.
Infatti questi pazienti manifestano rispetto ai controlli
una maggiore prevalenza di iperreattivitd bronchiale 3
ed anomalie spirometriche delle vie aeree periferiche,
soprattutto se la rinite & di lunga durata e & presen-

te sensibilizzazione agli acari 3% “°. Un recente studio
su 221 bambini in etd scolare ha inolire evidenziato
una significativa correlazione tra pervietd nasale dopo
somministrazione di decongestionante topico e per-
vietd bronchiale dopo inalazione di beta2-agonista,
portando ulteriori elementi a sostegno di una comune
comorbiditd tra vie aeree superiori ed inferiori 4!

Terapia
Nel corso degli anni c’é stato molto interesse nel
cercare di verificare se il trattamento della rinite /0

Rinosinusite e asma: le ragioni di un concetto unitario



della sinusite fosse in grado di migliorare il controllo
dell’asma. Il legame fra vie aeree superiori ed inferiori
& in parte confermato dai risultati degli studi clinici.
La somministrazione di steroidi infranasali nei pazienti
con rinite allergica e asma non solo & efficace sui sin-
tomi nasali, ma migliora anche i sinfomi asmatici 4243,
i test di funzionalitd polmonare 4 e I'iperreattivita bron-
chiale indotta dallo sforzo 4°. Nei pazienti con rinite
allergica stagionale ed asma, gli steroidi nasali preven-
gono inoltre |'aumento dell’iperreattivitd bronchiale du-
rante la stagione dei pollini ¢ 47, Poiché solo un’esigua
percentuale di farmaco somministrato per via nasale
é riscontrabile a livello polmonare, gli effetti sull'asma
sono verosimilmente da attribuire al miglioramento del-
la respirazione nasale indotto dalla terapia topica 3¢.3¢
L'effetto positivo evidenziato dai precedenti studi non
& stato confermato da un recente studio controllato 48.
L'azione sulle vie aeree inferiori degli steroidi nasali &
verosimilmente dose-dipendente #°.

In uno studio retrospettivo su 4944 adolescenti e adul-
ti con asma e consensuale rinite i pazienti che aveva-
no ricevuto un trattamento per la rinite avevano meno
ospedalizzazioni e meno visite di emergenza per
asma rispetto agli altri (1,3% vs 6,6%)*°. In uno studio
caso-controllo su pazienti in etd pediatrica ed adulti
con comorbiditd rinite-asma il trattamento della rinite
riduceva il rischio di gravi esacerbazioni asmatiche
di circa il 50%: |'effetto era particolarmente evidente
con |'uso di steroidi intranasali ed era aumentato dal-
la somministrazione consensuale di antistaminici3'.
Un studio recente ha valutato |efficacia di un tratta-
mento alternativo per 6 settimane di pazienti adulti
con comorbidita rinite-asma. Il gruppo sperimentale
inalava fluticasone proprionato (500 mcg/die) con il
naso attraverso una maschera facciale applicata ad
un distanziatore; il gruppo controllo inalava la stessa
dose di fluticasone per via orale e assumeva anche
uno spray nasale di fluticasone (200 mcg/die): non
sono state evidenziate differenze tra i due gruppi relo-
tivamente alla gravita dell’asma, la rinometria acusti-
ca, la funzionalitd polmonare e I'ossido nitrico esala-
to 2. Questa modalita alternativa di trattamento andra
comunque confermata da ulteriori studi.

La presenza di istamina e di leucotrieni nel liquido
di lavaggio broncoalveolare degli asmatici >3 >4 e nel
liquido di lavaggio nasale dei rinitici 3° ¢ & stata ri-
petutamente evidenziata, suggerendo il ruolo di que-
sti composti come importanti mediatori della flogosi
nelle vie aeree . Gli antistaminici rappresentano la
terapia di prima linea della rinite allergica *8; nei pa-

L. Bardeggia et al.

zienti allergici con sinusite acuta questi farmaci pos-
sono risultare efficaci quando aggiunti al trattamento
antibiotico *?. Gli antistaminici non hanno un ruolo nel
trattamento dell’asma, ma possono migliorare i sinto-
mi nasali nei pazienti con rinite consensuale ¢ ¢!, Gli
antileucotrieni migliorano i sintomi nasali in bambini
con rinite allergica stagionale 42 e perenne %3, ma non
sono superiori agli antistaminici 4. Possono inoltre ri-
sultare utili nel trattamento della rinosinusite ed asma
da ipersensibilita all’aspirina in cui la produzione di
leucotrieni & molto elevata 3.

Diversi studi hanno infine documentato che il tratta-
mento medico ¢ ¢ o chirurgico ¢87° della sinusite in
pazienti con asma consensuale & in grado di indurre
un miglioramento clinico dell’asma e di ridurre le ne-
cessitd farmacologiche. L'effetto positivo sembra esse-
re particolarmente evidente nei pazienti con storia di
intolleranza all’aspirina”!. L'esperienza in etd pedia-
trica & molto modesta e meritevole di specifici studi
controllati in futuro.
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La diagnostica molecolare in allergologia

Claudia Alessandri, Enrico Scala, Danila Zennaro, Rosetta Ferrara,

Maria Livia Bernardi, Adriano Mari
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Parole chiave: allergene, allergene ricombinante, biologia molecolare, panallergene

Allo scopo di accostare il pediatra all’affascinante universo dell’allergologia molecolare, inizia con questo articolo una serie
di brevi revisioni monografiche con I'intento di poter fornire chiavi di lettura semplici e utili per I'interpretazione dei test

molecolari in allergologia.

| temi traftati comprenderanno:

1) Introduzione all’allergologia molecolare.
2) Profiline, Bet v 1 like proteins, Polcalcine.
5) LTP, Tropomiosine, Parvalbumine.

7) Proteine del Latte Vaccino, Proteine dell’Uovo, Proteine della Carne.

8) Seed Storage Proteins, Chitinasi e Allergeni del Latice.

9) Come s'interpreta un test molecolare e come si consulta un database di allergologia molecolare.

Abstract

Lidentificazione e la purificazione degli allergeni & essenziale per condurre studi strutturali ed immunologici atti a compren-
dere in qual modo queste molecole possano indurre la produzione di IgE specifiche. Gli sviluppi nelle tecniche di biologia
molecolare hanno condotto alla produzione di allergeni ricombinanti con caratteristiche costanti, che consentono la determi-
nazione di IgE specifiche dirette contro varie fonti allergeniche, come ad esempio pollini, acari, ecc. La presenza di allergeni
simili in fonti allergeniche diverse & alla base del meccanismo della cross reattivita. La diagnostica molecolare permette di
interprefare al meglio alcuni casi di polisensibilizzazione, osservati in precedenza con i test cutanei e i test in vitro eseguiti

con estratti allergenici.

Introduzione all’allergologia molecolare
L'inizio della diagnostica allergologica pud esser fatto
risalire alla scoperta dell’esistenza di IgE specifiche
nel siero di alcuni pazienti allergici nel 1967 e alla
successiva immissione in commercio di test basati
sull’'uso di estratti allergenici. Circa vent'anni dopo,
nel 1987, & stato clonato il primo allergene ricombi-
nante, il Derp 112,

Centro di Allergologia Molecolare, IDHRCCS, Roma
c.alessandri@idi.it

Gli Autori dichiarano di non avere alcun conflitto di interesse rispetto agli argomenti trattati nell articolo.

Tenendo presente la frase formulata da uno dei maggiori
esperti di diagnostica allergologica “La diagnosi della
malattia allergica inizia e termina con la storia clinica
del paziente e con |'esame obiettivo” ® sard qui condot-
ta una breve rassegna dei test allergologici disponibili,
esaminando i pro e i contro di ognuno di essi. In primo
luogo & opportuno puntualizzare cosa significhino: “fon-

non

te allergenica”, “estratto allergenico” ed “allergene” 4.



Fonte allergenica

Con questo termine s'indica il contenitore materiale degli
allergeni es.: il cane, I'vovo, il latte sono fonti allergeniche,
non allergeni, come spesso siamo soliti far riferimento.

Allergeni

Gli allergeni sono proteine, glicoproteine o apte-
ni coniugati a carrier, con peso molecolare tra 5 e
150 kDa, e punto isoelettrico compreso tra 2-10 3.
Ogni allergene proveniente da acari, pollini, ecc. pud
presentare un elevato numero di determinanti antigeni-
ci o epitopi (multivalenza immunologica). E chiamata
“epitopo” quella sequenza aminoacidica riconosciuta
da uno specifico anticorpo (IgE, 1gG, ecc.). Non esi-
stono, come erroneamente spesso si & portati a dire,
delle IgE specifiche per il latte (fonte allergenica) o per
la caseina (proteina allergenica del latte), ma esistono
IgE specifiche dirette verso i determinanti epitopici del-
la caseina o di altre proteine allergeniche contenute
nel latte. Gli epitopi possono essere “lineari” (sequen-
za di aminoacidi contigui riconosciuti dalle IgE sulla
struttura primaria dell’antigene) o “conformazionali”
(sequenza di aminoacidi non contigui definiti dalla
struttura tridimensionale della proteina) (Fig. 1). Il nu-
mero e il tipo di epitopi conformazionali che caratte-
rizzano ciascuna proteina allergenica & scarsamente
conosciuto, mentre & assai pit semplice comparare la
sequenza primaria di un allergene mediante algoritmi
di ricerca disponibili in Allergome (AllergomeAligner,
www.allergome.org/script/tools.php2tool=blaster) o
BLAST in UniProt (www.uniprot.org).

é;___,..-Epitcu piconformazionali
0

| ripiegamenti strutturali di una molecola proteica
sono di primaria importanza nel meccanismo della
sensibilizzazione immunologica e nella relativa ri-
sposta anticorpale. Molte proteine allergeniche, se
sottoposte al calore o all’azione di enzimi proteoli-
tici, come avviene durante la preparazione dei cibi
o durante il processo digestivo, subiscono modifi-
cazioni con conseguente perdita degli epitopi con-
formazionali e possibile smascheramento di epitopi
lineari.

Seguendo queste premesse ad esempio, gli allergeni
alimentari sono stati suddivisi in due classi ¢:
Allergeni alimentari di classe 1, costituiti da protei-
ne resistenti alla digestione e al calore, in grado di
comportarsi da allergeni sensibilizzanti (“sensitizers”)
a livello gastrointestinale. In questa classe troviamo ad
esempio le maggiori proteine allergeniche del latte,
dell'vovo, del pesce, dei crostacei e di alcuni vege-
tali.

Allergeni alimentari di classe 2, costituiti da protei-
ne non resistenti al calore e alla digestione, gene-
ralmente incapaci di provocare sintomi sistemici.
Sono presenti nei vegetali, ma anche in alimenti di
derivazione animale (proteine termolabili del latte,
della carne, dell’'vovo) e causano sintomi per lo pit
localizzati al cavo orale (sindrome orale allergica) in
quanto, successivamente degradati a livello gastrico,
perdono il loro potere antigenico. | sinfomi compa-
iono previa sensibilizzazione ad allergeni omologhi
contenuti nei pollini, (“non-sensitizing elicitors”).
Questo fenomeno, definito “cross-reattivitd”, ma me-
glio identificato con il termine di co-riconoscimento?”
spiega come mai alcuni pazienti possano presentare
reazioni anche severe assumendo alimenti allergiz-
zanti mai prima ingeriti.

[ ripiegamenti strutturali

di una molecola proteica
sono di primaria

importanza nel meccanismo
della sensibilizzazione
immunologica e nella relativa
risposta anticorpale.

La diagnostica molecolare in allergologia



L'allergenicita di una singola proteina, pertanto, di-

pende:

a) Dai determinanti antigenici (epitopi) riconosciuti da
anticorpi specifici tramite il loro sito combinatorio
(paratopo). Il riconoscimento dell’epitopo da parte
delle IgE avviene in ragione di almeno 6-8 ami-
noacidi posti in sequenza lineare e deve esistere
almeno il 35% d’identita tra due proteine diverse
affinché possano essere cross reattive 8.

b) Dalla conformazione spaziale dell’allergene al
momento della sua esposizione a una cellula de-
putata a presentare |'antigene, quali il macrofago,
le cellule dendritiche o i linfociti B.

c) Dall’avidita (grado di reazione) tra IgE ed epito-
pi che trae origine, a sua volta, dalla somma del
numero degli epitopi allergenici presenti sulla mo-
lecola (valenza), dalle dimensioni e dalla confor-
mazione della molecola.

d) Dalla “maturazione dell’affinita”. Nel corso della
risposta immune umorale, infatti, si pud assistere
all'aumento dell’affinita degli anticorpi nei con-
fronti dei determinanti epitopici.

Tutto questo pud comportare che un paziente che pro-
duce IgE verso componenti di una determinata fonte
biologica non necessariamente abbia sintomi nei con-
fronti di allergeni potenzialmente cross reattivi, anche
in presenza di test cutanei (SPT) o IgE specifiche posi-
tive per quegli allergeni® 1°.

Estratti allergenici

Gli estratti allergenici comunemente impiegati per
la diagnostica di laboratorio in vivo (SPT) e in vitro
(RAST, ELISA ecc.) provengono da fonti allergeniche
definite (cane, acari, polline di graminacee, ecc.).

La qualita di questi estratti & migliorata sempre pid nel
corso degli anni, presentando perd svantaggi e limiti
difficilmente eliminabili. Gli svantaggi sono legati agli
stessi processi d'estrazione, che causano: perdita di
alcune proteine allergeniche, acquisizione di proteine
da fonti ignote, differente concentrazione e composi-
zione proteica tra un lotto e un altro. Solo da poco
tempo negli estratti sono quantizzate (ug/ml) le con-
centrazioni delle proteine allergeniche maggiori, ma
non le minori che potrebbero essere addirittura assen-
ti'!. L'assenza o la scarsa concentrazione di proteine
allergeniche nell’estratto pud causare false negativita
durante la diagnosi e inefficacia delle terapie iposen-
sibilizzanti se le proteine contenute nell’estratto non

C. Alessandri et al.

sono presenti alle concentrazioni necessarie a indurre
desensibilizzazione. Sono ora in commercio estratti
allergenici contenenti proteine naturali purificate per
SPT: Pho d 2 (palma da dattero) 2, Pru p 3 3. Oc-
corre tuttavia ancora una standardizzazione ufficiale
di questi prodotti che pur dichiarando la presenza
dell’allergene, non documentano la sua riproducibi-
litd, I'eventuale presenza d'isoforme, la completa as-
senza di altre proteine .

Gli SPT, pur rappresentando un’insostituibile strumento
diagnostico in grado di riprodurre in vivo una reazio-
ne IgE mediata, non sono in grado di fornire una sti-
ma quantitativa delle IgE '%, non sono esenti da rischi
di andfilassi '¢17, non sono graditi ai bambini.

| risultati degli SPT possono variare non solo in fun-
zione del tipo di estratto allergenico impiegato, ma
anche del tipo di lancetta, dell’abilita e della precisio-
ne dell’'operatore. Ugualmente i risultati delle IgE spe-
cifiche in vitro per estratti variano in base all’estratto
impiegato, alla metodica impiegata (CAP, Immulite,
CARLA ecc.) e non sono pertanto comparabili tra di
loro '8. A queste variabili, che possono essere defi-
nite esame dipendenti, si devono aggiungere quelle
legate alla sintomatologia clinica, all’etd del pazien-
te, al momento in cui sono eseguiti gli accertamenti
(esordio della malattia o follow-up), alla prevalenza
dell’allergia nella popolazione studiata ' 2°. |l limite
insuperabile consiste nell'impossibilita di stabilire, in
un paziente che mostra una polisensibilizzazione agli
SPT o alle IgE specifiche in vitro, se la polisensibiliz-
zazione sia dovuta a co-sensibilizzazione (sensibiliz-
zazione a molecole distinte e uniche di diverse fonti
allergeniche) o a un meccanismo di co-riconoscimento
(sensibilizzazione a diverse fonti allergeniche conte-
nenti molecole omologhe)”.

Si possono oftenere risultati falsamente positivi o
negativi in presenza di 32 alti livelli di IgE totali

[ risultati delle IgE specifiche
in vitro per estratti variano in
base all’estratto impiegato e
alla metodica impiegata,

e non sono pertanto
comparabili tra di loro.



(> 2000 UI/I), legami monovalenti delle IgE [es. per
presenza di determinanti cross reattivi dei carboidrati
(CCD)]?', supplementazione di allergeni ricombinanti
all’estratto 22, basso livello di IgE specifiche in rappor-
to alle IgE totali 2°, produzione locale di IgE specifiche
e loro assenza in circolo ?°, scarsa presenza dell’aller-
gene nell’estratto 2°.

Allergeni molecolari

Negli ultimi anni sono stati caratterizzati a livello
molecolare 1785 allergeni (http://www.allergome.
org/script/statistic.php, ultimo accesso 4 settembre
2010).

Il processo d'identificazione e caratterizzazione
delle fonti allergeniche ha portato alla produzione
e commercializzazione di allergeni naturali purifica-
ti o prodotti con tecnologia del DNA ricombinante.
In tal modo la produzione dei reagenti, base della
diagnostica allergologica, pud essere standardizzata,
quantificata (peso in grammi), pud generare grandi
quantita di allergeni, introdurre mutazioni sito specifi-
che per creare ipoallergeni, pud clonare isoforme. Le
molecole ricombinanti hanno una sensibilita superiore
al 70% nel mimare la fonte allergica, sensibilita che
cresce proporzionalmente all'impiego della combina-
zione del maggior numero di proteine allergeniche
provenienti dalla stessa fonte allergenica 2% 24, Pur-
troppo |'impiego di allergeni molecolari ricombinanti
in vivo (es. SPT) & consentito previa registrazione del
preparato come farmaco.

Nomenclatura e classificazione

degli allergeni molecolari

Le molecole allergeniche sono divise in “genuins”,
vere marcatrici di una determinata fonte (es. Olee 1 &
la proteina marcatrice dell’allergia al polline dell’olivo
e delle altre Oleaceae) e in “panallergeni”, proteine
condivise da fonti allergeniche anche tassonomica-
mente tra loro non correlate, responsabili di apparenti
polisensibilizzazioni ai test eseguiti con estratti (es. la
profilina & un panallergene condiviso da pollini e ali-
menti vegetali, il suo riconoscimento da parte di un
paziente allergico ai pollini causera positivitd a tutti
i tipi di pollini e alimenti vegetali testati, senza che
necessariamente il paziente accusi sintfomi alla loro
esposizione).

La nomenclatura degli allergeni molecolari & definita
in questo modo: le prime tre lettere indicano il ge-

nere, seguite da una singola lettera per la specie e

infine da un numero indicante |'ordine cronologico di

purificazione dell’allergene: es. Bet v 1, Bet (genere:

Betullaceae) v (specie: verrucosa) 1 (ordine arbitrario

di registrazione) 2.

Si usano i termini di:

* Isoallergeni: equivalenti alle isoforme proteiche
in generale, indicano forme molecolari multiple
dello stesso allergene proveniente dallo stesso
organismo con un’estesa, ma non obbligatoria,
cross-reattivitd. Hanno in genere un peso mole-
colare molto simile, la stessa struttura terziaria e
la stessa funzione biologica e hanno almeno il
67% d'identitd nella sequenza aminoacidica. Ad
esempio di Bet v 1 si conoscono 31 isoallergeni
con identitd di sequenza tra il 73 e il 98%. Gl
isoallergeni s’identificano aggiungendo un punto
e un numero addizionale es. Bet v 1.01 fino a
Betv 1.31.

 \Varianti allergeniche: sono forme alternative della
stessa proteina che mostrano un numero limitato
di sostituzioni aminoacidiche. Varianti sono state
descritte per Der p 1, Der p 2, Amb a 1, Cry j 1
e Bet v 1. Per indicarle si aggiungono altri due nu-
meri al nome dell'isoallergene, es. Bet v 1.0101.
| primi due numeri distinguono l'isoallergene e gli
altri due la variante (Bet v 1 allergene, Bet v 1.01
isoallergene, Bet v 1.0101 variante).

Con la produzione di allergeni
naturali purificati o prodotti
con tecnologia del DNA
ricombinante, la produzione
dei reagenti puo essere
standardizzata, quantificata,
puo generare grandi quantita
di allergeni, introdurre
mutazioni sito specifiche per
creare ipoallergeni,

puo clonare isoforme.

La diagnostica molecolare in allergologia



Il microarray per la determinazione delle IgE
All'inizio degli anni novanta & stata intrapresa |'ap-
plicazione delle microtecnologie in medicina ed in
particolare nel campo della genomica 26. Quest'ulti-
ma ha subito un’enorme evoluzione nei successivi 15
anni, portando il numero di geni, la cui espressione &
esplorabile mediante microarray genomico, da poche
centinaia a diverse decine di migliaia ?’.

In allergologia I'ISAC (Immuno Solid-phase Allergen
Chip, VBC-Genomics, Vienna, Austria) costituisce il
primo esempio di test multiplo, microarray, per la va-
lutazione simultanea delle IgE specifiche per moleco-

le allergeniche purificate, naturali o ricombinanti. In
questo momento I'lSAC & costituito da 103 allergeni
provenienti da 43 fonti allergeniche quali polline di
erbe, graminacee, alberi, epiteli di animali, alimenti,
veleni d'insetto, muffe (Tab. 1). Il test utilizza una mini-
ma quantita di siero, 20 pl, permettendo, se necessa-
rio, il ricorso a sangue capillare con trascurabile stress
per il paziente pediatrico. Cid costituisce un enorme
vantaggio in pediatria poiché per ogni singola deter-
minazione di IgE specifiche, eseguita tramite estratto
allergenico o allergene molecolare, sono necessari
invece 50 ul di siero.

Per evidenziare il legame antigene-anticorpo tra le IgE

Tab. 1. InmunoCAP ISAC® Allergen Components CRD 103.

Molecola Organismo Code” | Funzione
b Graminacee Cynd 1 Cynodon dactylon 266 Grass group 1
Z Phlp 1 Phleum pratense 550 Grass group 1
E Phl p 2 Phleum pratense 3419 Grass group 2
Phl p 4 Phleum pratense 557 Berberine bridge enzyme
Phlp 5 Phleum pratense 559 Grass group 5
Phlp 6 Phleum pratense 3420 Grass group 5
Phlp 7 Phleum pratense 3422 Calcium binding protein
Phlp 11 Phleum pratense 3415 Ole e 1 related protein
Phlp 12 Phleum pratense 3416 Profilin
Amb a1 Ambrosia artemisiifolia 24 Pectate Lyase
Artv 1 Artemisia vulgaris 753 Defensin
Artv 3 Artemisia vulgaris 59 Lipid transfer protein
Erbe Par j 2 Parietaria judaica 508 Lipid transfer protein
Sal k 1 Salsola kali 617 Pectin methylesterase
Mera 1 Mercurialis annua 3375 Profilin
Betv 1 Betula verrucosa 90 PR-10 protein
Betv 2 Betula verrucosa 3136 Profilin
Bet v 4 Betula verrucosa 3138 Calcium binding protein
Alng 1 Alnus glutinosa 3055 PR-10 protein
Cor a 1.0101 Corylus avellana 233 PR-10 protein
Cryj1l Cryptomeria japonica 248 Pectate lyase
Alberi Cupal Cupressus arizonica 256 Pectate lyase
Olee 1 Olea europaea 482 Group loleacee
Ole e 2 Olea europaea 490 Profilin
Plaal Platanus acerifolia 3425 Putative invertase inhibitor
Pla a 2 Platanus acerifolia 573 Polygalacturonase
= Cane Can f1 Canis familiaris 3169 Lipocalin
g Can f2 Canis familiaris 3170 Lipocalin
= Can f3 Canis familiaris 176 Serum albumin
< Cavallo Equc3 Equus caballus 335 Serum albumin
Gatto Fel d 1 Felis domesticus 12 Uteroglobin
Feld 2 Felis domesticus 346 Serum albumin
Fel d 4 Felis domesticus 3281 Lipocain
Topo Mus m 1 Mus musculus 478 Lipocain

C. Alessandri et al.
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continua Tab. |

= Acari Der f 1 Dermatophagoides farinae 3242 Cysteine protease
&g Der f 2 Dermatophagoides farinae 302 NPC2 family
-ﬁ‘ Derp 1 Dermatophagoides pteronyssinus | 310 Cysteine protease
2 Der p 2 Dermatophagoides pteronyssinus | 316 NPC2 family
-:—; Derp 10 Dermatophagoides pteronyssinus | 3258 Tropomyosin
é Eur m 2 Euroglyphus maynei 341 NPC2 family
5 Ape Apim 1 Apis mellifera 45 Phospholipase A2
a Apim 4 Apis mellifera 48 Melittin
Q Scarafaggi Blagl Blattella germanica 137 Cockroach group 1
g Bla g 2 Blattella germanica 3140 | Aspartic protease
Z Bla g 4 Blattella germanica 3141 Calycin
Bla g 5 Blattella germanica 3142 Glutathione S-ransferase
Blag 7 Blattella germanica 1182 Tropomyosin
Anisakis Anis 1 Anisakis simplex 3079 Animal Kunitz serine protease inhihibitor
Ani s 3 Anisakis simplex 3081 Tropomyosin
Gamberi Pena 1 Peaneus Atzecus 3398 Tropomyosin
Peni 1 Penaeus indicus 527 Tropomyosin
Pen m 1 Penaeus monodon 972 Tropomyosin
Alternaria Alta 1 Alternaria alternata 11
Alta 6 Alternaria alternata 3063 Enolasi
Aspergillus Asp f 1 Aspergillus fumigatus 3107
Asp f 2 Aspergillus fumigatus 3115 Fibrinogen Binding Protein
Aspf3 Aspergillus fumigatus 3121 Peroxysomal Protein
Aspf4 Aspergillus fumigatus 3122 Mn Superoxidase Dismutase
Aspfé Aspergillus fumigatus 3124 | Mannitol Dehydrogenase
Cladosporium Clah8 Cladosporium herbarum 3207
w rHev b 1 Hevea brasiliensis 3310 Rubber helongation factor
E rHev b 3 Hevea brasiliensis 3314 Small rubber particle protein
rHev b 5 Hevea brasiliensis 3316
rHev b 6 Hevea brasiliensis 392 Hevein
rHev b 8 Hevea brasiliensis 403 Profilin
= Latte di mucca Bos d 4 Bos domesticus 163 Alfa-lactalbumin
é Bosd 5 Bos domesticus 164 Beta-lactoglobulin
3 Bosd 6 Bos domesticus 165 Serum albumin
Bos d 8 Bos domesticus 167 Casein
Bos d lactoferrin Bos domesticus 1065 | Transferrin
Uovo di gallina Gal d 1 Gallus domesticus 359 Ovomucoid
Gal d 2 Gallus domesticus 360 Ovoalbumin
Gal d 3 Gallus domesticus 361 Ovotransferrin
Gald 5 Gallus domesticus 363 Serum albumin
Pesce Cypc Cyprinus carpio 263 Parvalbumin
Gadc 1 Gadus callarias 264 Parvalbumin
Sedano Apig 1 Apium graveolens 40 PR-10 protein
Carota Dauc 1 Daucus carota 287 PR-10 protein
Kiwi Actd 1 Actinidia deliciosa 1 Cysteine protease
Actd 2 Actinidia deliciosa 747 Thaumatin like protein
Actd 5 Actinidia deliciosa 2821 Kiwellin
Actd 8 Actinidia deliciosa 3546 | PR 10 protein
Mela Mal d 1 Malus domestica 1454 | PR 10 protein
segue
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continua Tab. |

Molecola Organismo Code” |Funzione
= Pesca Prup 1 Prunus persica 602 PR 10 protein
é Prup3 Prunus persica 603 Lipid transfer protein
2 Anacardio Ana o 2 Anacardivm 3077 Legumin-like protein
Arachide Arah 1 Arachis hypogaea 50 7S Globulin (vicilins)
Ara h 2 Arachis hypogaea 51 Storage protein(conglutinin)
Ara h 3 Arachis hypogaea 52 11S Globulin(legumins)
Ara h 8 Arachis hypogaea 3100 PR 10 protein
Noce brasiliana Bere 1 Bertholletia excelsa 3134 Storage protein(2S albumin)
Nocciola Cor a 1.0401 Corylus avellana 239 PR-10 protein
Cora 8 Corylus avellana 3219 Lipid transfer protein
Cora 9 Corylus avellana 246 11S Globulin(legumins)
Soia Gly m 4 Glycine max 3297 PR-10 protein
Glym 5 Glycine max 5816 7S globulin(vicilins)
Gly m 6 Glycine max 5821 11S Globulin(legumins)
Sesamo Sesi | Sesamum indicum 624 Storage protein (2S albumin)
Grano Tria 18 Triticum aestivum 650 Agglutinin Isolectin 1
Tri a gliadin Triticum aestivum 3677 | Crude gliadin
Tria 19.0101 Triticum aestivum 3502 o — gliadin
Tri a aA_TI Triticum aestivum 1051 o-amilase/trypsin inhibitors

“Code: & il codice di riferimento della molecola presente su Allergome (www.allergome.org.)

specifiche presenti nel siero del paziente e gli anti-
geni coniugati a una fase solida posta su un vetrino
(chip), sono impiegati anticorpi anti-lgE umane resi
fluorescenti (Figg. 2a, 2b). La fluorescenza & successi-
vamente misurata da uno scanner dotato di sorgente
d’eccitazione laser (Fig. 2c). Un software di densito-
metria analizza quindi I'immagine, e fornisce i risultati
del test in funzione dell’intensita di fluorescenza rileva-
ta su ogni singolo spot (Fig. 2d).

Per eseguire il test sono necessarie circa cinque
ore. | risultati sono elaborati sotto forma di classi

Fig. 2a. Distribuzione del siero sul vetrino.
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Fig 2c. Misurazione della fluorescenza.
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Figura 2d. Immagine test ISAC.

ISAC (assente-basso-medio-alto) e unita ISU for-
nendo una determinazione delle IgE di tipo se-
miquantitativo in base ad una specifica curva di
riferimento. Il sistema & dotato di elevata affida-
bilita diagnostica poiché ogni molecola & testata
in triplicato. Vari studi hanno dimostrato come i
risultati basati su ISAC e FEIA (fluorescence enzy-
me immunoassay) siano significativamente correla-
ti (r = 0,72-0,99) 283° 6 come in alcuni casi ISAC
possa vantare maggiore sensibilita e specificita 3"
33, possedendo il pit alto valore predittivo nega-
tivo rispetto a qualsiasi altro test impiegato nella
diagnostica allergologica ®.

Il test & altresi in grado di misurare IgE specifiche
in presenza di alti livelli di IgE, dove ad esempio il
CAP in singleplex, sia per estratti che per molecole,
fallisce presentando problemi di binding non speci-
fico 34

Nel fare gli SPT si esegue un test in multiplex (piU
di un allergene testato sullo stesso braccio) usando
un gruppo di estratti allergenici considerati statistica-
mente piU rilevanti 3°. A volte, caso per caso, in base
all’lanamnesi, si testano altre fonti allergeniche. Tut-
tavia la suddivisione degli allergeni in “maggiori” e
“minori” & arbitraria, circoscritta a studi epidemiolo-
gici condotti in singoli paesi su un limitato campione
di pazienti. Solo lo studio di vaste popolazioni, abi-
tanti in pib parti del mondo, esposte a fonti allergeni-
che disparate, a condizioni climatiche e di vita diver-
se, potra portare a dichiarare quali siano realmente
gli allergeni maggiori e minori e quale importanza
epidemiologica rivestano. Pud capitare, inoltre, che,
a causa di un‘anamnesi frettolosa o per dimenti-
canza da parte dello stesso paziente, sia omesso o
completamente ignorato il racconto dell’esposizione

a determinate fonti allergeniche. La biologia moleco-
lare e la “Component Resolved Diagnosis” 3¢ 37 con-
sentono invece di allestire array di proteine sempre
pil completi, atti a mimare tutte le fonti allergeniche
a cui I'organismo umano & esposto. Il test molecolare
in multiplex ha un costo meno elevato rispetto agli al-
tri esami. Le informazioni apportate in unica seduta
rendono inutili successive ricerche e approfondimenti
diagnostici.
In questi ultimi quattro anni presso il Centro di Allergo-
logia Molecolare dell’'IDI di Roma sono stati esaminati
e raccolti su uno specifico database (InterAll, Allergy
Data Laboratories s.c., Lating, Italy), i dati clinici rela-
tivi a circa 50.000 pazienti con problematiche aller-
gologiche, provenienti da tutto il territorio nazionale.
| primi dati statistici, relativi a un gruppo di 23.000
pazienti testati mediante una tecnologia in multiplex
per 75 molecole allergeniche, sono stati pubblicati
recentemente 38.
La nostra esperienza, fondata su una delle piv ampie
casistiche mai apparse in letteratura, ci permette di
affermare che la diagnostica allergologica molecolo-
re, condotta usando un sistema in multiplex (allergen
microarray) rappresenta un mezzo diagnostico scar-
samente invasivo, pit economico rispetto ad altre me-
todiche, in grado di fornire all’allergologo molecolare
un preciso profilo di sensibilizzazione del singolo pao-
ziente e una precisa valutazione epidemiologica della
popolazione studiata.
(L'ISAC costituisce il primo esempio di test multiplo,
microarray, per la valutazione simultanea delle IgE
specifiche per molecole allergeniche purificate,
naturali o ricombinanti, e attualmente & costituito
da 103 allergeni provenienti da 43 fonti allerge-
niche).

In conclusione di questa prima parte possiamo affer-

mare che:

a) le molecole rappresentano |'evoluzione della dia-
gnostica allergologica;

b) il microarray & un comodo, veloce ed economico
strumento diagnostico;

c) gli allergologi molecolari dovranno compiere una
grande mole di lavoro per giungere a una pit vo-
sta conoscenza e individuazione delle molecole
allergeniche esistenti in natura e agli esatti mecca-
nismi che ne regolano il riconoscimento;

d) la diagnostica allergologica molecolare richiede
idonee conoscenze da parte dell’allergologo pe-
diatra, per essere applicata alla clinica.

La diagnostica molecolare in allergologia
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Abstract

La nocciola & la noce pib frequentemente responsabile di reazione allergica generalizzata e di andfilassi in Italia. D’altra
parte la sua allergia pud manifestarsi anche solo con una sindrome allergica orale, caratterizzata da prurito o bruciore orale
alla loro ingestione o ancora non & infrequente il riscontro di una sensibilizzazione allergica (positivita negli SPT o della
ricerca delle IgE specifiche) in bambini che apparentemente la assumono o I'hanno assunta senza evidenti problemi. Scopo
dell’articolo & di dare un alcune indicazioni pratiche sull’approccio diagnostico da effettuare nel sospetto di allergia alla
nocciola, e di fornire alcune informazioni utili per individuare il piU corretto impiego delle recenti indagini diagnostiche che

permettono la ricerca delle molecole allergeniche.

Introduzione

La nocciola appartiene alla famiglia delle noci, che
costituiscono un gruppo di alimenti di particolare im-
portanza da un punto di vista allergologico, poiché la
loro allergia sembra spesso persistente negli anni e si
associa frequentemente a reazioni gravi'. Sono infatti
di gran lunga la causa pib frequente di decesso per
andfilassi da alimenti in etd pediatrica negli USA ?,
ma sono una causa frequente di reazioni allergiche
gravi anche in Italia. Nella casistica pubblicata alcuni
anni fa da Novembre, le noci costituivano la terza
causa piv frequente di andfilassi, dopo i pesci e il
latte, responsabili di 7/54 (13%) degli episodi (uno
dei sette era causato dalle nocciole) . Il recente studio

epidemiologico italiano condotto dalla Commissio-
ne per le Allergie Alimentari, Andfilassi e Dermatite
Atopica della Societa ltaliana di Immunologia e Al-
lergologia Pediatrica ha dimostrato una importanza
ancora maggiore per le noci e in particolare per le
nocciole: le noci erano, dopo il latte, la seconda cau-
sa pib frequente di reazione allergica generalizzata
e/o andfilassi da alimenti, responsabili di 32/191
(16,7%) degli episodi e la nocciola costituiva tra tutte
le noci la causa piv frequente, responsabile di circa il
40% dei casi. (Fig. 1).

L'elevata frequenza di allergia alle nocciole & giustifi-
cata probabilmente dal loro elevato consumo: I'ltalia
difatti & prima al mondo nel consumo domestico di
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Fig. 1. Alimenti causa di andfilassi o reazione allergica
generalizzata in una casistica italiana di 191 bambini.

nocciole e seconda nella produzione solo alla Tur-
chia“. Il loro valore nutrizionale elevato e il gusto par-
ticolarmente attraente, giustificano la loro presenza
nelle abitudini dietetiche dei bambini, in specie dopo
i primi anni di vita. Sono infatti spesso contenute nelle
merendine, nei dolciumi o nei gelati, nelle torte, nei
biscotti, nei cereali per colazione, nelle creme (la Nu-
tellal), o possono essere consumate come tali.

D'altra parte non infrequentemente possono essere
responsabili solo di una sindrome allergica orale, ca-
ratterizzata da prurito o bruciore orale alla loro in-
gestione, in specie negli adolescenti o negli adulti, o
ancora la sensibilizzazione allergica (positivita negli
SPT o nella ricerca delle IgE specifiche) pud essere
riscontrata in bambini che apparentemente le assumo-
no o le hanno assunte senza evidenti problemi. Non
infrequente & inolire, negli allergici alle nocciole, il
riscontro di allergia o sensibilizzazione allergica nei
confronti di altre noci o semi, il che complica la gestio-
ne diagnostica e terapeutica. Difatti gli allergici alle
nocciole hanno una maggiore probabilitd (incidenza
riportata tra il 23% e il 68% nei diversi studi) di essere
sensibilizzati e di avere reazioni cliniche anche verso
altre noci e/o alle arachidi, seppure queste derivino
da famiglie botaniche differenti 5.

| recenti progressi forniti dalla biologia molecolare
hanno permesso di ampliare le nostre conoscenze
sulla composizione allergenica delle nocciole e com-
prendere i motivi delle diverse manifestazioni clini-
che, oltre che delle frequenti cross reattivitd. Scopo di
questo articolo & dare un alcune indicazioni pratiche
sull'approccio diagnostico da effettuare nel sospetto
di allergia alla nocciola, e fornire alcune informazioni
utili per individuare il piU corretto impiego delle re-

centi indagini diagnostiche che permettono la ricerca
delle molecole allergeniche.

La diagnosi di allergia alla nocciola

Lallergia alla nocciola & essenzialmente un’allergia

IgE mediata e pud manifestarsi con qualunque mani-

festazione clinica IgE mediata, dalla sindrome aller-

gica orale, caratterizzata da prurito o bruciore della
lingua e della mucosa orale, subito dopo I'assunzio-
ne dell'alimento, all’orticaria-angioedema fino alle
reazioni allergiche generalizzate e alla andfilassi. In
questi ultimi casi la reazione allergica pud evidenziar-

si con sintomi dell’apparato respiratorio (rinite e/o

asma), dell’apparato gastrointestinale (dolore addo-

minale, vomito o diarrea) e di quello cardiovascolare

(tachicardia, ipotensione, shock).

La diagnosi di allergia alla nocciola si basa su:

1) una storia clinica di un recente quadro clinico com-
patibile con una reazione allergica, insorto entro
pochi minuti, alcune ore dall’assunzione delle noc-
ciole o di alimenti che contengono le nocciole;

2) la dimostrazione della sensibilizzazione allergica,
mediante gli Skin Prick Test (SPT) o la ricerca delle
IgE specifiche, nei confronti delle nocciole o delle
molecole allergeniche delle nocciole.

Se la storia clinica & suggestiva (insorgenza di sintomi

obiettivi tipici) di una o meglio piU recenti reazioni

avverse, insorte immediatamente (entro 2 ore) dall’in-
gestione dell’alimento, specie se assunto in modo iso-

lato, in presenza di IgE specifiche per la nocciola, o

per le molecole pit frequentemente correlate al qua-

dro clinico osservato, magari a titolo elevato, & possi-
bile con ragionevole certezza emettere una diagnosi

di allergia alla nocciola '°. Qualora non sussistano

queste condizioni, per avere una maggiore certezza

diagnostica, & necessario ricorrere al test di provo-
cazione orale. Allo stesso modo, se la reazione si &
verificata da oltre un anno, in presenza di IgE speci-
fiche per la nocciola, laddove la nocciola sia stata

esclusa dalla dieta, & necessario ricorrere ad un test di

provocazione orale prima di reintrodurla liberamente

nella dieta.

SPT e determinazione delle IgE specifiche
In generale, sia gli SPT che la ricerca delle IgE specifi-
che nei confronti della nocciola, presentano un’ottima

La diagnosi di allergia alla nocciola



L’allergia alla nocciola ¢
essenzialmente un’allergia IgE
mediata e le sue manifestazioni
vanno dalla sindrome allergica
orale, subito dopo ["assunzione
dell’alimento, all’orticaria-
angioedema fino alle reazioni
allergiche generalizzate ¢ alla
anafilassi.

sensibilitd, ovvero risultano frequentemente positive
nei soggetti che hanno manifestazioni reazioni clini-
che alla ingestione della nocciola, ma una bassa spe-
cificitd, ovvero risultano non infrequentemente negati-
vi anche in soggetti che assumono le nocciole senza
evidenti reazioni cliniche.

Ortolani ha effettuato uno studio su 86 pazienti (etd
14-64 anni, mediana 30 anni) con sospetta allergia
alla nocciola. Di questi, 66 riferivano una sindrome
allergica orale, 9 disturbi gastrointestinali e 11 rea-
zioni sistemiche. La storia clinica e gli SPT o la de-
terminazione delle IgE specifiche avevano un ottima
sensibilitd e un oftimo potere predittivo positivo (PPV)
(la storia aveva un PPV di 0,93, gli SPT di 0,92, il
prick by prick di 0,94 e il CAP (considerato positivo
se > 0,7 kU/I) di 0,92. D'altra parte la specificita e
il potere predittivo negativo (NPV) erano molto bassi
(0,039 per gli SPT, 0,14 per il Prick by Prick e 0,05
per il CAP).

La sensibilitd non assoluta & dovuta principalmente al
fatto che la preparazione di un estratto diagnostico di
un allergene alimentare, sia per SPT che per la deter-
minazione delle IgE specifiche, & complessa e difficile,
e non sempre consente la presenza di tutte le molecole
allergeniche. Infatti, per quanto riguarda la nocciola,
ma lo stesso vale un po’ per tutti gli allergeni vegetali,
alcune molecole allergeniche, come ad es. il Cor a 2,
sono piuttosto labili, e cid le rende suscettibili di esse-
re modificate o degradate dai vari procedimenti ne-
cessari alla creazione dell’estratto. Diversi studi hanno
mostrato importanti variazioni nel contenuto allergeni-
co degli estratti di differenti case produttrici e in alcuni
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casi & stata segnalata una scarsa presenza o talora
I'assenza di alcuni allergeni importanti 1! 2. D'altra
parte & possibile sviluppare sensibilizzazioni allergi-
che senza necessariamente avere un quadro clinico
all'ingestione dell’alimento, tanto pit se le molecole
allergeniche verso cui si & sensibilizzato sono labili e
quindi vengono modificate dalla digestione stessa.

| cut-off diagnostici della Nocciola

Ho et al. hanno analizzato 906 pazienti allergici alle
noci, tra cui nocciola, mandorla, anacardo, brasil nut,
e ricercato un cut-off diagnostico nei confronti del chal-
lenge. Nella loro casistica un SPT di > 8 mm aveva
un valore predittivo positivo del 95% per la nocciola,
la noce e I'anacardo 3. Un risultato sovrapponibile &
stato oftenuto da Clark e Ewan che hanno evidenzio-
to come solo il 3% di circa 1000 bambini ed adulti
allergici alle noci (tra cui nocciola, noce, mandorla,
brasil nut) erano in grado di tollerare la noce verso la
quale avevano un SPT con diametro > 8 mm. Nello
stesso studio solo il 5% di coloro che avevano un va-
lore di IgE specifiche > 15 kU/L tollerava le noci (tra
cui le nocciole) e le arachidi . Tali valori andrebbero
adattati alla prevalenza della malattia nella popola-
zione cui si intende applicare il cutoff. Questo perché
diminuendo la prevalenza dell’allergia, come & assai
probabile succeda se il test viene impiegato al di fuo-
ri di un ambulatorio specialistico, diminuisce anche
il valore predittivo. In pratica, un dato cutoff che si
rivela predittivo nel 95% dei casi in una popolazio-
ne selezionata ad elevata prevalenza della allergia,
pud divenire predittivo solo nel 50-60% se applicato
in una popolazione generale con una prevalenza piv
bassa '°.

Diversamente dalle arachidi o dalla noce, per la am-
pia dispersione dei valori, non & stato possibile invece
proporre un cut-off diagnostico per la nocciola 6.

Allergeni e molecole allergeniche

Negli ultimi anni vi & stato un vertiginoso aumento
delle conoscenze sulla composizione molecolare de-
gli alimenti, per molti dei quali ormai si conoscono le
molecole allergeniche pib rilevanti.

Anche grazie a queste conoscenze, & oggi possibile
dosare la presenza di IgE specifiche non solo nei con-
fronti degli estratti allergenici, che sono costituiti da



miscele piU o meno purificate di proteine allergeniche,
ma anche nei confronti delle singole molecole allerge-
niche. Per poter usare al meglio queste indagini dia-
gnostiche e interpretarne correttamente le risposte, &
necessario acquisire alcune conoscenze di base.
Qualunque proteina pud costituire una fonte allergeni-
ca. Alcune proteine sono specifiche di alcuni alimenti
o inalanti e la sensibilizzazione allergica verso una di
queste proteine comporta una risposta allergica solo
verso quelle particolari sostanze. Queste sono dette
sensibilizzazioni primarie. Altre proteine invece sono
presenti in diversi alimenti o inalanti. La sensibilizza-
zione allergica verso queste proteine, dette panaller-
geni, costituisce la base della cross reattivita. Quando
la iniziale sensibilizzazione allergica avviene attraver-
so la via gastrointestinale, come ad es. avviene per la
allergia al latte o alle proteine dell'vovo, gli allergeni
vengono definiti di 1° tipo mentre quando la sensibi-
lizzazione allergica avviene inizialmente nei confronti
di un allergene respiratorio e poi si estende, per la
somiglianza antigenica, ad un alimento, come avvie-
ne ad es. per molti allergeni di origine vegetale, gli
allergeni vengono definiti di 2° tipo. Questo spiega
perché, in seguito al verificarsi di una allergia respi-
ratoria, a causa di una cross reattivitd tra pollini ed
alimenti, possa insorgere una allergia alimentare.

E possibile acquisire informazioni sulle famiglie delle
proteine allergeniche e sulle molecole allergeniche
in diversi siti su Internet, come il sito ufficiale della
“International Union of Immunological Societies” che
contiene il database della nomenclatura degli aller-
geni (http://www.allergen.org) o su altri database
quali Allergome (http://www.allergome.org) o Allfam
(http://www.meduniwien.ac.at/allergens/allfam/).

Oggi ¢ possibile dosare la
presenza di IgE specifiche
non solo nei confronti degli
estratti allergenici, costituiti
da miscele di proteine
allergeniche, ma anche

nei confronti delle singole
molecole allergeniche.

Le cross reattivita

E ben noto infatti che I'allergia ad alcuni alimenti o
inalanti si accompagna con una certa frequenza alla
sensibilizzazione o all’allergia anche verso altri ali-
menti o inalanti, che in qualche modo gli “somiglia-
no”. La “somiglianza” deriva da una omologia nella
struttura primaria degli aminoacidi, ma anche dalla
simile struttura tridimensionale. Secondo I'OMS una
proteina pud essere considerata potenzialmente cross
reattiva con un’altra se presenta una omologia in al-
meno 6 aminoacidi contigui, o una somiglianza di
almeno il 35% in un gruppo di 80 aminoacidi. Al-
tri autori hanno suggerito che una omologia per 8
aminoacidi sembra pib appropriata, riducendo la fre-
quenza di falsi positivi 7.

Il problema della cross reattivita & particolarmente
importante per i vegetali, dato che alcune famiglie
di proteine cross reattive (panallergeni), sono parti-
colarmente diffuse in tutto il mondo vegetale, indipen-
dentemente dalla loro origine tassonomica. A oggi si
conoscono almeno 28 gruppi di panallergeni. Alcuni
appartengono in specie alla categoria delle Pathoge-
nesis Related Proteins (PRP), proteine la cui sintesi &
indotta nei vegetali da stimoli esogeni, quali i pato-
geni o diversi stress ambientali. Le PRP a loro volta
comprendono numerose famiglie, cui appartengono
diverse molecole di cui si parlera, come ad es. le Li-
pid Trasfer Protein (LTP) e le proteine omologhe della
Bet v 1. Altre proteine invece, come la profillina e
le Seed Storage Proteins (SSP), sono comuni a molti
vegetali in quanto esplicano una funzione biologica
comune (enzimi, proteine di trasporto, proteine strut-
turali, ecc.) 8.

Le molecole allergeniche delle nocciole

A oggi sono state isolate e caratterizzate diverse mo-
lecole allergeniche nella nocciola (Tab. 1).

Il Cor a 1.04 & un allergene maggiore, (le isoforme
Co A1.01, 1.02, 1.03 si riscontrano nel polline del
nocciolo) e appartiene alla famiglia delle PRP (PR10).
E un analogo del Bet v 1, con il quale mostra una
identita dell’85%. E una proteina termolabile, il che
spiega il fatto che sia frequentemente responsabile
solo di una sindrome orale allergica. L'arrostimento
riduce molto I'allergenicita delle nocciole come dimo-
strato dal fatto che solo 5/17 dei soggetti allergici al
Cor a 1 o al Cor a 2 hanno manifestato una sindrome

La diagnosi di allergia alla nocciola



Tab. I. Molecole allergeniche della nocciola.

Molecole kDa Quadro clinico SPT CAP per CAP (singole | ISAC CRD 103
allergeniche nocciola (f17) molecole)
Cora 1.04 17.4 PR10O SOA Si Si Si Si
(Bet V1 like)
Cora?2 14 Bet V2 SOA Variabile Si No No
(Profillina)
Cora 8 9.4 LTP Possibili Variabile Si Si Si
reazioni gravi
Cora 9 32, 35, 40 11 s globulina Possibili 2 Si No Si
reazioni gravi
(rare)
Corall 47 Vicillina Possibili 2 Si No No
reazioni gravi
(rare)
Cora 12 Oleosina 2 2 Si No No
Cora 13 Oleosina 2 2 Si No No
Cora 14 2s albumina 2 2 Si No No

allergica orale in seguito alla ingestione di nocciole
arrostite 1°.

Il Cor a 2 & un allergene minore, una Profillina (ana-
loga del Bet v 2], anch’essa molto sensibilizzante ma
non frequentemente presente e scarsamente importan-
te da un punto di vista clinico. Non sono mai state
segnalate reazioni gravi nei suoi confronti ma solo
sindrome allergica orale 2°.

Il Cor a 8 & una LPT, allergene importante perché re-
sponsabile di reazioni gravi soprattutto in Europa, ma
anche solo di sindrome allergica orale 2'. E una pro-
teina di 9 kd e come le altre LTP & molto resistente alla
digestione peptica e parzialmente alla cottura.

Il Cor a 9 & una 118 globulin, appartenente alla fami-
glia delle SSP. Manifestazioni allergiche causate dal
Cor a 9 sono state segnalate soprattutto negli USA.
La sensibilizzazione per il Cor a 9 veniva riscontra-
ta in 12/14 (86%) individui con gravi manifestazioni
allergiche alla nocciola ?2. Un recente studio europeo
ha dimostrato che la sensibilizzazione per il Cor a 9
sembra frequente anche nel primo anno di vita: era
presente in 12/20 bambini con dermatite atopica di
un anno di etd sensibilizzati alla nocciola, mentre nes-
suno di questi bambini era sensibilizzato al Cor a 1
e al Cor a 8. L'importanza clinica di questa precoce
sensibilizzazione & sconosciuta cosi come la via di
sensibilizzazione, dato che la gran parte dei genito-
ri riferiva di non aver mai somministrato nocciole ai
bambini (cutanea, intrauterina?) 2 D'altra parte un al-
tro studio europeo ha mostrato che la sensibilizzazio-
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ne per il Cor a 9 viene riscontrata in percentuali simili
nei soggetti con allergia alla nocciola e nei soggetti di
controllo affetti da pollinosi per il nocciolo 4.

Il Cora 11 & una Vicillin like protein, appartenente alla
famiglia delle SSP25. E un allergene minore, ma pud
essere responsabile di reazioni gravi, in quanto & una
protfeina resistente alla digestione ed alla cottura 2.
Scarse sono le conoscenze sul significato clinico e
sulla frequenza di sensibilizzazione alle oleosine,
una nuova classe di allergeni proteici associate agli
oli?, o dlle cross reactive carbohydrate determinants
(CCD), alcune strutture carboidraitiche presenti anche
nelle nocciole 28.

I Cor a 14 & una 2S albumina, isolata di recente,
appartenente alla famiglia delle SSP.

L’approccio molecolare nell’allergia

alla nocciola

Dato che le singole molecole allergeniche della noc-
ciola sono state associate prevalentemente a quadri
clinici differenti, & possibile che un “approccio mo-
lecolare” possa risultare utile alla diagnosi e alla
successiva gestione di un bambino con allergia alle
nocciole.

In questo senso, per quanto riguarda l'allergia alla
nocciola, gli SPT sono di scarso aiuto. Gli estratti
commerciali infafti sono realizzati con I'estratto cru-
do della nocciola e la composizione dell’estratto &



espressa in quantita del contenuto proteico (PNU/ml)
o in peso/volume. Il processo di preparazione degli
estratti allergenici comporta spesso la degradazione e
la inattivazione delle molecole allergeniche labili men-
tre non & in grado di modificare quelle piu stabili. Per
tale motivo & ipotizzabile che gli estratti di Nocciola
contengano il Cora 8, il Cora 9 eil Cora 11, men-
tre potrebbero non contenere allergeni labili, come il
Cor a 2. Tuttavia questa ipotesi & smentita da alcuni
studi: Akkerdaas ha studiato la composizione degli
estratti per SPT della nocciola, e ha dimostrato che esi-
stono molte differenze nella composizione nei 9 estrat-
ti studiati: il Cor a 1 era presente, anche se la sua
concentrazione variava da 0,6 a 32 meg/ml nei vari
estratti e il Cor a 8 era virtualmente assente nel 30%
degli estratti, e la sua concentrazione variava di oltre
100 volte 2730, Per avere ulteriori informazioni sulla
composizione molecolare degli estratti diagnostici per
SPT, abbiamo chiesto a quattro tra le principali case
produtirici di diagnostici per SPT (Allergopharma,
ALK, Lofarma, Stallergen) quale fosse la composizione
molecolare dei loro estratti diagnostici, ma nessuna &
stata in grado di confermare la presenza e tanto meno
la quantita delle singole componenti allergeniche del-
la nocciola nei diagnostici.

Circa la composizione molecolare dell’estratto per la
ricerca delle IgE specifiche sieriche, abbiamo inter-
rogato la Phadia, la casa produttrice dei diagnostici
piU frequentemente utilizzati nei vari studi della lette-
ratura. La casa ha risposto che gli estratti allergenici
utilizzati per I'immuno CAP sono sottoposti a ripetuti
controlli di qualita proprio allo scopo di controllare
che tutte le componenti allergeniche siano rappresen-
tate ed espresse nelle giuste quantita. In teoria quindi

Poiché le molecole
allergeniche della nocciola
sono associate a quadri clinici
differenti, un “approccio
molecolare” potrebbe essere
utile alla diagnosi di un
bambino con allergia alle
nocciole.

Iimmuno CAP dovrebbe contenere tutte le molecole
allergeniche conosciute e nelle giuste dosi. In effetti
lo sforzo di migliorare I'efficacia diagnostica nei con-
fronti della nocciola & documentato in letteratura. In
passato diversi studi avevano mostrato che la sensi-
bilita dell'immuno CAP per la nocciola (f17), pur ot
tima, non era assoluta, dato che il test risultava ne-
gativo in alcuni soggetti allergici alla nocciola 3" %2,
Per tale motivo alcuni anni fa la Phadia ha esplorato
la possibilita di arricchire |'estratto del commercio
con il Cor a 1.0401, dimostrando un miglioramen-
to della sensibilitd diagnostica * e quindi cambiando
in tal senso dal maggio 2007 la composizione del
diagnostico. E questo miglioramento della sensibilita
diagnostica dell’estratto della nocciola della Phadia &
stato confermato anche da studi pit recenti 24 Tuttavia
poiché il Cor a 1 & responsabile solo di sindrome al-
lergica orale e non di sintomi sistemici, alcuni autori
hanno affermato che questo arricchimento, pur utile
nell'aumentare la sensibilitd diagnostica nei confronti
dei soggetti che manifestano una sindrome allergica
orale in seguito alla assunzione di nocciola, possa
essere poco utile invece, aumentando i falsi positi-
vi, legati probabilmente alla sensibilizzazione per il
Bet v 1 della Betulla, in specie nei casi di sospetta
allergia alimentare severa per la nocciola 3.

Per tale motivo per effettuare un “approccio moleco-
lare” alla diagnosi di allergia alla nocciola & neces-
sario effettuare la determinazione delle singole mo-
lecole allergeniche. Questa ricerca si pud effettuare
sia come determinazione di una singola molecola,
ad es. con I'immuno CAP, che con un Microarray
proteomico (ISAC), indagine che consente la deter-
minazione di un pannello precostituito di 103 mole-
cole. A oggi tuttavia & possibile dosare solo alcune
delle molecole allergeniche conosciute e in partico-
lare per quanto riguarda la nocciola, & possibile do-
sare con I'immuno CAP solo il Cora 1 e il Cora 8
mentre nell'ISAC sono presenti il Cora 1, il Cor a 8
e il Cor a 9, mentre non & possibile dosare, né con
I"ISAC, né con I'immuno CAP il Cora 2, il Cora 11,
il Cor a 14 e le oleosine.

Efficacia diagnostica del dosaggio

delle singole molecole allergeniche

Alcuni studi hanno indagato I'efficacia diagnostica
del dosaggio del Cor a 8 nella diagnosi dell’allergia
alla nocciola.

La diagnosi di allergia alla nocciola



La ricerca delle singole
molecole allergeniche si

puo effettuare sia come
determinazione di una singola
molecola, ad es. con I’'immuno
CAP, che con un Microarray
proteomico (ISAC), che
consente la determinazione

di un pannello precostituito
di 103 molecole.

Schocker ha studiato 26 soggetti con allergia alle
nocciole. Di questi, 10 avevano presentato andfilassi,
6 angioedema e 2 orticaria e 8 sindrome allergica

orale. 7/10 dei soggetti con andfilassi erano mo-

nosensibilizzati al Cor a 8, e d'altra parte la stessa
sensibilizzazione era riscontrabile in altri 9 soggetti
affetti solo da sindrome allergica orale o orticaria e
angioedema 3.

Nello studio di Skamstrup Hansen 3¢ reazioni severe
erano riportate in 5/16 (31%) dei soggetti con sensi-
bilizzazione al Cor a 8 e in 2/41 (5%) di quelli non
sensibilizzati al Cor a 8. D'altra parte una sensibiliz-
zazione al Cor a 8 era riscontrabile in 5/7 (71%) dei
soggetti con andfilassi e in 11/52 (21%) di quelli con
reazioni allergiche pib lievi.

Pastorello ha studiato 72 pazienti allergici alla noc-
ciola, di cui 7 affetti da andfilassi grave e 65 affetti
da sindrome allergica orale, di cui 59 manifestava
sintomi solo a carico della bocca, 3 sintomi anche ga-
stroinfestinali e 5 anche lievi sintomi sistemici. 63/65
dei soggetti con SOA dimostravano di essere sensibi-
lizzati al Cor a 1 e in percentuale minore anche ad
altre bande allergeniche. Tutti i soggetti con anafilassi
grave erano sensibilizzati al Cor a 8. Il Cor a 1 e
anche una banda del Cor a 2 venivano completamen-
te inibiti all'immunoblotting e da 1 mg di polline di
betulla %”.

Flinterman ha ricercato la sensibilizzazione verso il
Cora 1, il Cora2eil Cora 8 per mezzo del RAST

e dell'immunoblotting in una popolazione di bambini
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allergici alla nocciola residenti in una area con pre-
senza di Betulla. La reazioni cliniche venivano con-
fermate al DBPCFC in 8/28 dei bambini. La stessa
ricerca veniva effettuata in un altro gruppo di 191
bambini sensibilizzati alla nocciola, non sottoposti a
test di provocazione orale. Nella sua popolazione,
tutti i bambini con DBPCFC positivo con sintomi obiet-
tivi presentavano la positivita per il Cor a 8, mentre
il Cor a 8 risultava positivo solo in 1/20 dei bam-
bini con DBPCFC negativo o con sindrome allergica
orale (Sensibilitd = 100%; Specificitd = 94,4%%;
VPP = 88,9%; Rapporto di Verosimiglianza per Test
Positivo = 18). | bambini con reazioni cliniche obietti-
ve inolire riconoscevano un numero maggiore di pro-
teine della nocciola (7 vs 2.5) ed erano pib spesso
sensibilizzati ad altre noci rispetto a quelli con reazio-
ni negative al test di provocazione %.

Non ci risulta nessuno studio che abbia indagato spe-
cificamente la efficacia diagnostica del Cor a 9.

Possibili impieghi della diagnostica
molecolare

Mentre nella gestione di una allergia respiratoria la
diagnostica molecolare ha indubbiamente un ruolo
importante, ad es. nell'individuare i soggetti poten-
zialmente candidati alla immunoterapia specifica, il
suo ruolo nelle allergie alimentari & pit complesso e
meno definito.

Il riscontro occasionale di una sensibilizzazione aller-
gica per la nocciola in un bambino che non ha una
storia di allergia alimentare alla nocciola potrebbe
derivare da una sensibilizzazione verso una molecola
effettivamente in grado di dare una reazione allergi-
ca anche grave ad una successiva ingestione della
nocciola (ad es. il Cor a 8), oppure alla sensibiliz-
zazione verso una molecola in grado di dare solo
eventualmente una sindrome allergica orale, spesso
come conseguenza di una sensibilizzazione ad un al-
lergene aerogeno (ad es. il Cor a 1). In questo caso,
un “approccio molecolare” alla diagnosi permette di
fare un piccolo passo avanti nella gestione clinica. |l
Nocciolo (Corylus avellana) appartiene insieme a Be-
tulla, Ontano e Carpino alla famiglia delle betulacee.
| pollini del Nocciolo cross reagiscono ampiamente
con quelli delle altre betulacee ma anche con le noc-
ciole, il che giustifica il frequente riscontro di sensibi-
lizzazione alla nocciola in bambini o adulti allergici
al nocciolo. Responsabili di questa cross reattivita



sono soprattutto il Cor a 1 e il Cor a 2. Per questo
motivo, nei paesi dove sono diffuse le betulacee la
cross reattivita tra i pollini e le noci sembra essere
la causa principale di allergia alle nocciole, almeno
negli adulti, mentre nei paesi in cui le betulacee sono
meno diffuse (ad es. la Spagna) & probabile che la
sensibilizzazione avvenga primitivamente attraverso
la via gastrointestinale 7.

Nel caso invece in cui il bambino abbia sviluppato
una reazione clinica grave alla ingestione di nocciole,
é possibile porre la diagnosi gia sulla base della con-
cordanza tra storia clinica e evidenza di sensibilizza-
zione allergica agli SPT o alla determinazione delle
IgE specifiche. In questo caso la ricerca delle molecole
allergeniche & poco utile alla diagnosi, ma potrebbe
essere utile per la previsione di possibili cross reattivi-
td con altri alimenti. Infatti, dato che la cross reattivitd
tra gli alimenti potrebbe dipendere pit dalla classe
molecolare di appartenenza degli allergeni che dalla
origine tassonomica degli alimenti stessi, conoscere
la molecola allergenica verso cui si & sensibilizzati
potrebbe fornire altre informazioni utili ad individuare
delle possibili cross reattivita. Tuttavia in questo caso
la situazione si complica molto. Infatti, se venissimo
a sapere che il nostro bambino & allergico ad es. al
Cor a 8, l'elenco delle molecole allergeniche che pre-
sentano una omologia o per le quali sia dimostrata
una cross reattivitd & veramente lungo (Tab. II). E la
cosa non & molto diversa se venissimo a sapere che
& sensibilizzato ad es. al Cor a 9, alle profilline, ecc.
Questa informazione potrebbe essere utile per spie-
gare o per ricercare in modo piU approfondito nella
anamnesi eventuali disturbi correlati al contatto con
quegli allergeni, ma richiede indubbiamente una no-
tevole competenza specifica, oltre che molto tempo a
disposizione. Inoltre, sapere che & possibile una cross
reattivitd verso una o pit molecole contenute in altri
alimenti, non autorizza a togliere quegli alimenti dalla
dieta del nostro bambino se apparentemente tollerati,
ed & discusso se sia opportuno farlo persino se a que-
sti risultasse sensibilizzato.

Infine, & stato ipotizzato che conoscere la classe di
appartenenza della molecola allergenica (ad es LTP
o Vicillina) potrebbe risultare utile nella gestione delle
cross reattivitd, ad esempio tra le noci. (Tab. lll) Tutta-
via questa affermazione ha diversi limiti.

Ad esempio, appartenere alla stessa classe non si-
gnifica necessariamente rischiare una cross reattivita:
ad esempio non esiste cross reattivitd fra Ara h 1 e
Jugr2,otraArah 1 e Ana o 1, pur essendo tutte

delle Vicilline *°. Comunque, per quanto riguarda la
Vicillina della Nocciola, il Cor a 11, essa presenta
una identitd di sequenza del 35% con la vicillina della
Arachide (Ara h 1). Inoltre Beyer ha dimostrato che
2 degli epitopi leganti le IgE dell’Ara h 1 presentano
una somiglianza del 66% e del 44% con il Cora 11
e 4 su 5 degli aminoacidi necessari al legame con le
IgE sono identici.

Allo stesso modo, sebbene le 2S albumine abbiamo
una elevate analogia strutturale, le cross reattivita
sembrano poco comuni nell’ambito di questa fami-
glia. Moreno ha analizzato le cross reattivitd mediate
antisiero policlonale contro le 2S albumine e ha di-
mostrato che la cross reattivita tra le 2S albumine di
alcune noci (nocciola, mandorla, pecan, anacardo,
noce) ma anche legumi (arachide e pisello) sono scar-
se. Questi dati supportano il fatto che allergeni con si-
mile conformazione, non necessariamente siano cross
reattivi 4'. Una certa cross reattivitd sembra tuttavia
esistere tra le 25 albumine della noce e della mandor-
la42. Il Cor a 9 ha una identita del 50% circa con la
analoghe 11§ globuline della arachide e della soia.
In particolare un epitopo legante le IgE dell’Ara h 3
riconosce una omologia del 67% con il Cor a 9 e la
restante parte della molecola non sembra rilevante ai
fini del legame con le IgE “3.

Per quanto riguarda le LTP, proteine di 9-10 kd alta-
mente conservate e distribuite in tutto il mondo vege-
tale, esse presentano un variabile grado di omologia
(dal 35 al 95%) anche tra vegetali non botanicamen-
te correlati. E stato ipotizzato che il Pru p 3 la, LTP
della pesca, possa costituire la LTP primariamente
sensibilizzante nei pazienti dell’area del mediterra-
neo #445. Nei soggetti allergici alla LTP della pesca &
frequente una sensibilizzazione allergica anche per
altre LTP delle rosacee e delle noci e in una casistica
di adulti la allergia alla nocciola veniva riscontrata
in tutti i soggetti allergici alla LTP della pesca 4. Per
questo motivo, e anche per la elevata cross reattivita
tra LTP della pesca e della nocciola, & stato proposto
che riscontrare una positivitd dello SPT con I'estratto
commerciale di pesca, che conterrebbe LTP ma non
Seed Storage Proteins, possa essere utile per orientare
il sospetto diagnostico, nei soggetti con importante re-
azione allergica alla nocciola, verso la LTP della noc-
ciola (il Cor a 8) e non verso le Seed Storage Proteins
(Cora 9, Cora 11, Cor a 14). Tuttavia la cross reatti-
vitd tra la LTP della pesca e quella della nocciola non &
affatto assoluta. Nella casistica di Schocker, costituita
da 26 soggetti dllergici alla nocciola con SPT e PP

La diagnosi di allergia alla nocciola
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Tab. Ill. Principali molecole allergeniche nelle noci e nelle arachidi.

LTP SSP SSP SSP Bet v 1 Bet v 2 Oleosine e altri
11S globuline Vicilline 25 albumine
Nocciola Cora 8 Cora @ Cora 11 Cor al4 Coral Cora 2 Cora 12
Cora 13
Noce Jugr3 Jugr4 Jugr 2 Jugr 1 Jugr
Mandorla | Prudu 8 Prudu11s Pru du 2 s albumin Pru du 4 Pru du conglutinin
globulin Prudu 5
Pistacchio Pis v 2 Pis v 3 Pis v 1 Pis v 4 (superossido
Pisv 5 dismutasi)
Anacardo Anao 1 Anao 3
Ana o 2
Castagna Cass 8 Cass 1 Cass 2 Cas s 5 (chitinasi,
hevein like)
Pinolo Pin P
Brasil Nut Bere 2 Bere 1
Pecan Caril
Sesamo Ses i 6 Ses i 3 Ses i 1 Sesi 8 Sesi4
Sexi7 Ses i 2 Sesi 5
Arachide Arah 9 Ara h 3 Ara h 1 Ara h 2 Ara h 8 Arah 5 Ara h 4 (glicinina)
Ara hé
Arah7

positivi per la nocciola, 20 risultavano sensibilizzati
al Cor a 8. Di questi 20 solo 9 (45%) avevano uno
SPT positivo per la pesca (quindi per il Pru p 3). E
d’altra parte 3 su 6 dei rimanenti, non sensibilizzati
al Cor a 8, presentavano uno SPT positivo per la pe-
sca 35, Allo stesso modo, nella casistica di Flinterman
dei 9 bambini che risultavano positivi al Cor a 8, solo
2 presentavano una positivita per il Pru p 3, mentre
al contrario il Pru p 3 risultava positivo in 1 su 19
dei bambini con negativita per il Cor a 838, D'altra

I pollini del Nocciolo cross
reagiscono ampiamente con
quelli delle altre betulacee ma
anche con le nocciole, il che
giustifica il frequente riscontro
di sensibilizzazione alla nocciola
in bambini o aduld allergici al
nocciolo.

parte cid pud essere spiegato dal fatto che la LTP della
nocciola presenta il pit alto grado di somiglianza con
la LTP della mandorla (62%), della mela (61%), della
ciliegia (61%) della pesca (59%) 4.

Altre informazioni utili alla gestione delle cross reatti-
vitd vengono da studi clinici. Maloney ha studiato le
cross reattivitd in una popolazione di 324 pazienti
con allergia alle arachidi, alle noci e ai semi. Lo stu-
dio ha mostrato che la sensibilizzazione alla nocciola
si associava fortemente a quella per la mandorla, mo-
deratamente a quella per il sesamo e il pistacchio e
solo debolmente a quella per le arachidi '°.

In conclusione

Da quanto esposto sopra si evince la necessita di ini-
ziare |'iter diagnostico di allergia alla nocciola me-
diante I'esecuzione degli SPT, il test pit semplice e
meno costoso, che presenta inoltre una elevata sensi-
bilita, associando eventualmente un Prick by Prick con
I"alimento fresco. La ricerca delle IgE specifiche non
sembra aggiungere molto in termini di sensibilita e/o
specificita, e dovrebbe quindi essere impiegata nei
casi in cui non vi & concordanza fra la storia clinica
e la risposta degli SPT, o qualora vi sia una controin-

La diagnosi di allergia alla nocciola



dicazione alla esecuzione degli SPT (dermografismo,
estesa dermatite, ecc.).

Allo stesso modo il dosaggio delle molecole allerge-
niche dovrebbe essere preso in considerazione solo
come un completamento diagnostico, in quanto pos-
sibile a oggi solo per alcune molecole. In particolare,
la positivitd per il Cor a 8 sembrerebbe in grado di
individuare una categoria di soggetti particolarmente
a rischio di reazioni allergiche severe, anche se le evi-
denze relative a tale associazione sono, al momento,
modeste e alquanto imprecise. Daltra parte, |'impos-
sibilitd ad oggi di dosare tutte le molecole, limita di
fatto la possibilita di orientarsi verso la classe moleco-
lare di appartenenza alle LTP e alle 11S globuline.
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Abstract

Negli ultimi anni uno dei principali obiettivi dell'immunoterapia specifica (ITS) & anche il miglioramento della Qualita di Vita
(Qol) dei pazienti ed alcuni questionari sono stati predisposti a tal fine, sia generici sia specifici. Gli studi, recentemente
sempre piU numerosi, hanno per lo pib considerato popolazioni adulte, valutando la Qol come outcome secondario. In cam-
po pediatrico le segnalazioni sono al momento sporadiche, quasi tutte in senso positivo, con qualche tentativo di dare alla
valutazione della Qol uno spazio sempre maggiore (outcome primario). Da segnalare spesso la discrepanza tra il migliora-
mento della Qol grazie all'lTS, e gli esiti primari (score clinico-farmacologico, fest funzionali) non differenti statisticamente

tra gruppo attivo e controllo.

Introduzione

Clinici e ricercatori hanno riconosciuto negli ultimi
anni |'importanza di considerare la dimensione “sog-
gettiva “ delle malattie, per avere una visione globale
del paziente e determinare gli effetti delle terapie sul
complessivo stato di benessere. Questo sviluppo ha
portato alla necessita clinica di andare oltre il limite
della “medicina centrata sulla malattia” e raggiungere
la pit ampia prospettiva della “medicina centrata sul
paziente” '. Il termine “qualita della vita” & stato co-
niato 50 anni fa negli USA e trova fondamento nella
definizione WHO di salute definita come “uno stato di

completo benessere fisico, mentale e sociale” 2.

Nel 1990 Schipper ha definito la qualita di vita (Qol)
come “la descrizione degli effetti funzionali di una
malattia e della sua terapia sul paziente cosi come
percepiti dal paziente stesso”, e come tale & ormai
universalmente riconosciuta 3.

Questa definizione comprende una serie di aspetti
soggettivi della malattia, non sempre strettamente cor-
relati con i parametri clinici e funzionali.

Si tratta di un concetto astratto, complesso, multidi-
mensionale atto a definire la soddisfazione individua-
le in relazione a diverse aree che il paziente ritiene
importanti per la propria vita.

La sua valutazione pud quindi aiutare a definire un
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approccio piU individualizzato, considerando aspetti
che non riguardano solo il miglioramento clinico della
malattia.

La determinazione della Qol & particolarmente indi-
cata nelle malattie croniche, quindi anche le malattie
allergiche respiratorie infantili, che richiedono terapie
a lungo termine ed hanno un importante impatto sulla
famiglia nel suo complesso.

Le linee guida internazionali tendono a recepire con
lentezza le indicazioni della letteratura, ed in parti-
colare I'ultima revisione GINA non pone particolare
accento sulla valutazione della Qol (sia in generale,
sia in corso di immunoterapia) .

Per contro nell’'update ARIA 2008 gli autori si espri-
mono in modo generico (“... Quality of life has been
found to be impaired in patients with asthma and aller-
gic rhinitis ..."), senza riferimenti all'ITS 3.

Negli ultimi anni la Qol & stata resa parte integrante
di un concetto pit ampio definito come “PROs” (Pa-
tient-Reported Outcomes). Esso si compone inoltre del-
la percezione dei sintomi e della malattia, della soddi-
sfazione ed aderenza al trattamento; nel suo comples-
so & definito come “any report coming from patients
about a health condition and its treatment” ¢7.

Come valutare la Qol: i questionari

Negli ultimi anni sono stati realizzati questionari (“in-
struments”) finalizzati a valutare |'impatto della pa-
tologia sull’attivitd quotidiana e la percezione che il
paziente ha della propria malattia.

Lo sviluppo e la validazione di essi & materia di gran-
de complessita, dove entrano in gioco fattori statistici,
etici e metodologici. Dapprima & necessario creare
una lista di possibili domande, sulla base della pro-
pria esperienza, della letteratura e da interviste di

Il termine “qualita della
vita” trova fondamento nella
definizione WHO di salute:
“uno stato di completo
benessere fisico, mentale e
sociale”®.

pazienti. Quindi si opera un’accurata selezione delle
domande rilevanti, formulandole in maniera adeguo-
ta e riproponendole ad un gruppo test.

Infine il questionario viene testato su un gran numero
di pazienti, per definirne la validita e riproducibilita
(Fig. 1).

Come descritto da Guyatt, tutti questi passi possono
essere compiuti in poco tempo e con risorse limitate
(efficacemente lo definisce “modello Volkswagen”, ac-
cettabile per i questionari generici), o con piu risorse e
tempi adeguati (“modello Rolls-Royce”, assolutamente
necessario per quelli specifici) 7 °.

Ricordiamo che:

| questionari generici determinano lo stato di salute
generale del paziente, confrontandolo in patologie di-
verse e permettono il confronto fra sani e malati.

| questionari specifici sono costruiti per investigare su
una specifica malattia, popolazione e sintomo. Sono
utili per confrontare pazienti con la stessa malattia in
differenti momenti (ad es. prima e dopo una terapia)
o differenti gruppi di pazienti con la stessa malattia. Si
compongono di dominii (condizioni che determinano
la qualita di vita di un individuo) i quali vengono poi
scomposti in vari items (domande).

Ad ogni domanda corrispondono delle risposte alle
quali viene attribuito un valore numerico, che aiute-
rd a determinare in modo misurabile un parametro
astratto come la qualita di vita.

Ogni questionario stabilisce la propria MID (minima
differenza significativa), che permette di definire la
variazione numerica a cui & possibile attribuire un va-
lore di significativita clinica.

RIDUZIONE DEL NUMERC

DIITEM

FORMATO DEL
QUESTIONARIO

SELEZIONE DEGLI ITEM -

PRE TESTING

!

STRUMENTO

e N

RIPRODUCIBILITA VALIDITA'
RESPONSIVITA

&=

Fig. 1. Flowchart semplificata dello sviluppo e del
processo di validazione dei questionari della Qol (da

Guyatt et al., 1986 '°, mod.).

Immunoterapia specifica e qualita di vita



Numerosi questionari specifici sono stati proposti per
valutare la Qol nell’asma e nella rinite, per la mag-
gior parte indirizzati agli adulti.

Margaret Christie, psicologa universitaria di Londra,
ha sviluppato nel 1993 il questionario CAQ
(Chilhood Asthma Questionnaire) indirizzato a bam-
bini con asma, suddiviso per fasce d'eta: i| CAQ-A
(4-7 anni), CAQ-B (8-11 anni), CAQ-C (12-16 anni).
Esso & composto da 5 dominii (aspetto psicologico,
medico, domestico, sociale, educazionale), per com-
plessivi 38 items .

In ambito pediatrico I'unico validato per I'asma in ita-
liano & quello di Juniper del 1996 (PAQLQ).

Esso pud essere proposto a bambini fra 7 e 17 anni,
si compone di 3 dominii (sintomi, limitazione dell’atti-
vitd e funzioni emotive), sviluppati in 23 items.

Viene ritenuta significativa una variazione di 0,5
(MID) su una scala di 7 punti '2.

Nel 2007 ne & stata proposta anche una versione
computerizzata '*, ma Elizabeth Juniper, tornata a Bo-
sham dopo le esperienze canadesi alla Mc Master
University di Hamilton, si & premurata di puntualizzo-
re che i questionari al computer (come quelli tramite
inferviste telefoniche) possono alterare la risposta dei
pazienti.

Da qui anche la necessita che i questionari validati
non vengano assolutamente modificati (“... validated
questionnaires and diaries are copyrighted to ensure
that they are not altered, translated or adapted for ano-
ther medium without permission ...") 14.

Infine nel 2009 Everhart e Fiese hanno proposto la
validazione di un questionario ad immagini, per bam-
bini con asma fra i 5 ed i 7 anni 5.

Elizabeth Juniper e Bosham (West Sussex).
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Per quanto riguarda la rinocongiuntivite allergica in
pediatria, Juniper et al. hanno proposto un questio-
nario (PRQLQ) per bambini fra i 6 ed i 12 anni, com-
posto da 5 dominii (sintomi nasali, sintomi oculari,
problemi pratici, altri sintomi ed attivita), sviluppati in
23 items '6.

Nel questionario dedicato agli adolescenti fra i 12
ed i 17 anni (ARQLQ) i dominii sono invece 6, con la
proposta di 25 items 7.

Interessante, soprattutto in relazione al nuovo concetto
di “united airways disease” '8, appare il questionario
RHINASTHMA. Esso permette di proporre un unico
strumento a pazienti adulti con sintomi concomitanti
di rinite ad asma '°.

Lavori “dedicati “ in letteratura

Negli ultimi anni & progressivamente aumentato il nu-
mero di lavori in cui & stata valutata la Qol nella rinite
e soprattutto nell’asma allergico (Fig. 2).

E sempre stata considerata come outcome secondario,
come anche indicato e ribadito in recenti raccoman-
dazioni internazionali 2°22 non potendo mai risultare
come singolo outcome 2.

Essa infatti comprende un ampio spettro degli aspetti
soggettivi della malattia, non sempre strettamente cor-
relati con i parametri clinici e funzionali e quindi di
difficile valutazione statistica 2.

| lavori considerati hanno chiaramente dimostrato che
il benessere fisico dei pazienti, il rendimento scolasti-
co e lavorativo, la “life satisfaction” sono compromes-
se dalla rinite e dall’asma allergico.

Inoltre il benessere notturno & particolarmente es-
senziale per permettere le comuni attivita della
giornata 2.

La qualita della vita (QoL)
comprendi aspetti soggettivi
della malattia non sempre
strettamente correlati con
parametri clinici e funzionali e
quindi di difhicile valutazione
statistica.
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Fig. 2. Pubblicazioni asma/rinite che prendono in
considerazione la qualita di vita come outcome (da
Baiardini et al., 2006 %°, mod.).

La letteratura che ha considerato con particolare ri-
guardo, ponendo come outcome di rilievo e a volte
primario, le modificazioni della qualitd di vita in corso
e dopo immunoterapia specifica, ha storia recente e
poco sviluppata. | lavori si sono occupati prevalente-
mente di popolazioni adulte, utilizzando le pit varie
modalitd di immunoterapia.

Rinite

Un pionieristico lavoro di Fell, condotto su 60 pazienti
rinitici, softoposti ad immunoterapia specifica sottocu-
tanea (SCIT), ha dimostrato miglioramento significati-
vo alle risposte dei questionari nel 92% dei casi dopo
4 mesi 2. Ma lo studio & viziato dal fatto di essere
un’analisi retrospettiva su una serie di casi in assenza
di un gruppo di controllo.

Nel 2001 la Qol & stata valutata, in uno studio RCT
in doppio cieco metodologicamente robusto, come im-
portante outcome in 44 pazienti adulti con rinite da
graminacee severa.

A 22 pazienti & stata somministrata SCIT per 2 anni,
mentre ad altri 22 & stato somministrato placebo. Per
5 dei 7 dominii del RQLQ sono state registrate diffe-
renze significative (MID 0,8) in favore del gruppo trat-
tato #/. Inoltre c’é stata una chiara correlazione della
Qol con il miglioramento dei sinfomi e del consumo
dei farmaci.

Autori inglesi, tra cui il famoso Stephen Holgate, han-
no voluto verificare, con uno studio rigoroso, I'effi-

cacia dell’'EPD (Enzyme potentiated desensitisation),
controversa immunoterapia proposta da Brostoff 28, e
le eventuali modificazioni della Qol in pazienti con
rinite allergica da graminacee.

La casistica di 183 pazienti adulti & stata suddivisa
in 2 gruppi (attivo e placebo); in quello attivo é stata
somministrata EPD in 2 sedute a distanza di 8 setti-
mane prestagionali, mentre il gruppo di controllo ha
ricevuto, con le stesse scadenze, il placebo.

La Qol & stata considerata fra gli outcomes primari,
risultandone una differenza non significativa fra i 2
gruppi, cosi come non & stata trovata alcuna differen-
za nello score dei sintomi, nella soglia del test di pro-
vocazione congiuntivale e nell’'end-point degli SPT%°.
Finalmente nel 2003 compare un lavoro messicano
che ha studiato una casistica pediatrica di rinitici
allergici agli acari. Tramite il questionario PRQLQ i
pazienti sono stati divisi in 2 gruppi (ITS vs terapia far-
macologica) valutando e confrontando le variazioni.
Dopo 6 mesi di trattamento gli indici di Qol, soprattut-
to per quanto riguarda i sinfomi nasali, sono risultati
significativamente migliorati nel gruppo sottoposto ad
ITS. Il limite dello studio & che & in aperto e non ran-
domizzato %.

Ariano et al. hanno valutato nel 2006 un’ampia casi-
stica di pazienti (452 soggetti rinitici, fra i 6 ed i 60
anni, allergici ai pit comuni allergeni), sottoposti a
SUT ad alte dosi. La variazione della Qol (pre e post
SLIT) & stata considerata come outcome primario. | ri-
sultati sono stati incoraggianti, con un miglioramento
statisticamente significativo dopo un anno di immuno-
terapia, purtroppo non sono estrapolabili i soli dati
pediatrici ed inoltre lo studio rappresentava una serie
di casi senza gruppo di controllo ®'-

Nello stesso anno Di Rienzo ha valutato la Qol come
outcome primario in uno studio in cieco, softoponendo
34 pazienti adulti con rinite da cipresso a SLIT vs. pla-
cebo per 4 mesi con uno schema pre-costagionale.
Anche i suoi risultati hanno confermato un significati-
vo miglioramento della Qol nei soggetti trattati, pur in
assenza di una differenza significativa del SMS 32,
Nel 2007 Durham ed il suo gruppo hanno studiato,
per la prima volta su una grossa casistica (790 adulti),
I'effetto sulla Qol di una immunoterapia pre-costagio-
nale in “tablets” per rinite da graminacee, confrontan-
dola con placebo e con la somministrazione di sola
loratadina.

La SLIT si & dimostrata capace di modificare la Qol in
modo pib significativo rispetto al placebo ed all’anti-
staminico usato come farmaco d’emergenza 32.

Immunoterapia specifica e qualita di vita



Nello stesso anno & stato pubblicato un lavoro pe-
diatrico (6-18 anni) con esito negativo, ma relativo
ad uno studio condotto nell’ambito del Medico di
Medicina Generale e peraltro viziato da un drop-out
del 17%.

La proposta del PRQLQ e dell’ ARQLQ in corso di SLIT
per rinocongiuntivite da graminacee in una casistica
doppio cieco contro placebo non ha dimostrato diffe-
renze degne di nota nei due gruppi 34.

Nel 2009 Sara Wise, otorinolaringoiatra di Charle-
ston (South Carolina, USA) ha studiato la Qol come
outcome primario, valutando pazienti adulti con rino-
congiuntivite da poliallergeni sottoposti a SLIT. Il lo-
voro, sicuramente limitato dall’esiguita della casistica
(15 soggetti) e dalla mancanza di un gruppo di con-
trollo, ha dato esito positivo nel miglioramento di 12
su 14 items del questionario (miniRQLQ) .

Infine quest'anno, esprimendosi sul dibattuto tema
della SLIT in pazienti polisensibilizzati, Ciprandi et al.
hanno riscontrato, ma in uno studio in aperto e senza
gruppo di controllo, un importante miglioramento del-
la Qol in pazienti rinitici sottoposti a SLIT sia mono-
sia bi-allergenica .

Asma

Pietra miliare viene considerato lo studio pubblicato
da Bousquet nel 1999, in quanto per primo ha posto
la Qol come significativo outcome primario. Sono stati
valutati 85 pazienti (con casistica in parte pediatrica,
ma con dati non estrapolabili), in un lavoro doppio-
cieco contro placebo con immunoterapia specifica su-
blinguale (SLIT) in asmatici allergici agli acari. Ai pa-
zienti oltre i 15 anni & stato proposto un questionario
(SF20 - Short Form Health Status Survey). In tal modo
38 pazienti sono stati inclusi nell’analisi della Qol (18
nel gruppo SLIT €20 nel gruppo placebo).

Le risposte sono state simili in entrambi i gruppi prima
del trattamento ed a 11 mesi. Dopo 25 mesi tutti gli
scores sono risultati piv alti nel gruppo SLIT, con diffe-
renze ai limiti della significativita per lo stato mentale
generale (p = 0,07),e significative per la percezio-
ne generale della salute (p = 0,01), e fastidio fisico
(p = 0,02). Un ulteriore limite del lavoro, oltre a quello
dei dati comuni tra adulti e bambini, & rappresenta-
to dall’elevatissimo drop-out, oltre il 40%, a 25 mesi,
epoca in cui si sono avuti i risultati pit significativi ¥7.
La necessita di protrarre la terapia per pit di 1 anno
per avere effetti positivi sulla Qol & stata poi conferma-
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ta da un’ ulteriore segnalazione del 2003, su pazienti
di etd compresa tra i 15 ed i 45 anni, perd presentata
solo come abstract al 60° congresso dell’ AAAAI %,
Nel 2004 I'attivissimo gruppo di allergologi pediatri
di Istanbul ha confrontato I'efficacia della SLIT (16 po-
zienti) vs SLIT + BCG (Bacillus Calmette-Guérin) come
adiuvante (16 pazienti) in bambini asmatici allergici
agli acari. Lo studio & viziato da una non chiara meto-
dica di randomizzazione, dall’essere in aperto e dal
piccolo (appena 5 bambini) gruppo di controllo.

La valutazione della Qol, come outcome secondario,
ha riportato un significativo miglioramento, pre-post,
sovrapponibile nei 2 gruppi .

Un lavoro, in aperto e non randomizzato, condot-
to in soggetti adulti asmatici stagionali, confron-
tando le modificazioni della Qol fra traftati con
SUT e trattati con terapia farmacologica di fondo
(salmeterolo+fluticasone), ha dimostrato un migliora-
mento in entrambi i gruppi con dati sovrapponibili “°.
Nel 2007 autori francesi hanno studiato I'efficacia
della SLIT come terapia aggiuntiva a profilassi am-
bientale ed adeguato trattamento farmacologico in
bambini asmatici allergici agli acari.

Il lavoro, in doppio cieco vs. placebo, ha coinvolto
111 bambini (5-15 anni), di cui 55 hanno ricevuto
SUT e 56 placebo per 18 mesi. La Qol & stata valu-
tata fra gli outcomes secondari, tramite questionario
CAQ. A dispetto di differenze cliniche e funzionali
non significative, la Qol in alcuni soggetti trattati (fra
i 6 ed i 12 anni) ha manifestato un apprezzabile mi-
glioramento nel dominio della “severita” 4'.

Il regime di somministrazione della SLIT pud interferire
con la Qol?2 Sembrerebbe di no.

L'assunzione di SLIT per acari, continua per 12 mesi
vs intermittente (2 mesi si, 2 mesi no), non modifica la
risposta clinica, e migliora allo stesso modo la Qol,
ma lo studio & in aperto e manca di un gruppo di
controllo 42,

Incoraggiante appare la recentissima segnalazio-
ne (EAACI 2010) di dati preliminari di uno studio
prospettico policentrico italiano che ha studiato
per 3 anni una casistica di bambini asmatici al-
lergici agli acari. Sono stati messi a confronto due
gruppi omogenei trattati con SLIT + farmaci vs solo
farmaci.

La valutazione della Qol tramite PAQLQ dopo 12, 24
e 36 mesi, ha dimostrato un importante miglioramento
nel gruppo trattato con SLIT, soprattutto nei dominii dei
sintomi e delle aftivita #3.

Siamo ansiosi di leggere il lavoro in extenso.



Qol: quale ruolo

Quando consideriamo globalmente I'effetto di un trat-
tamento & importante tenere a mente che |'ultimo obiet-
tivo & assicurare una Qualita di Vita quanto migliore
possibile in relazione alle aspettative del paziente.

La nostra revisione dimostra che purtroppo gli studi
che hanno esaminato la Qol sono poco numerosi,
molto spesso viziati da limiti metodologici e partico-
larmente rari in ambito pediatrico.

Appare inoltre chiaro che & ancora difficile rapportare
i risultati dei questionari della Qol ai classici obiettivi
clinici e strumentali, anche perché non sempre trovia-
mo una vicendevole correlazione.

E questo punto lascia molto perplessi perché riesce
poco comprensibile come la Qol possa essere signifi-
cativamente diversa tra pazienti trattati o no con ITS,
senza che ci sia alcuna corrispondente differenza si-
gnificativa tra i vari score dei sintomi e/o il consumo
dei farmaci.

Probabilmente sono necessari degli studi specifici per
affrontare tale aspetto.

Riteniamo auspicabile che la Qol, parametro ancora
poco indagato benché riconosciuto importante, venga
inserito, fra gli outcomes primari per la valutazione
complessiva dell’efficacia dell'lTS, soprattutto in am-
bito pediatrico.
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Abstract

Il panorama dei difetti congeniti dell'immunitd innata e in particolare dei fagociti, si & arricchito negli ultimi anni di nuove
importanti conoscenze sotto il profilo della fisiopatologia e della caratterizzazione molecolare di tali malattie. Questi pro-
gressi hanno anche portato alla identificazione di difetti fagocitari caratterizzati da una suscettibilité selettiva verso infezioni
sostenute da un gruppo limitato di patogeni o da un solo agente infettivo. D’altro canto la creazione di registri nazionali di
malattia, come quello delle Neutropenie e della Malattia Granulomatosa Cronica, hanno consentito di comprendere meglio
la storia naturale di queste immunodeficienze e di prospettare nuove e pib accurate metodologie di approccio diagnostico
e terapeutico. Scopo di questo lavoro & di illustrare tali novita e di fornire alcune indicazioni per il sospetto diagnostico e la
gestione integrata di questi bambini tra centro specialistico e pediatra di famiglia.

Introduzione

| fagociti (granulociti neutrofili, monociti e macrofagi)
costituiscono la prima linea di difesa contro le infezio-
ni batteriche e fungine, esplicando funzioni diverse,
ordinatamente concatenate e perfettamente integrate
con quelle del sistema linfocitario, e rappresentano
per questo le cellule che meglio esprimono la com-
plessita delle interazioni tra immunitd innata e adat-

tativa. Difetti numerici di queste linee cellulari o delle
loro funzioni biologiche si traducono clinicamente in
un’aumentata suscettibilitd alle infezioni con spicca-
ta tendenza alla cronicizzazione e che spesso si ri-
velano scarsamente sensibili alla antibioticoterapia.
Le infezioni si localizzano a livello di cute, mucose
e linfonodi, che costituiscono le prime barriere ana-
tomiche all’invasione microbica: da qui possono poi
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diffondersi a tutti gli altri organi. | difetti a carico delle
cellule fagocitarie possono essere di tipo quantitativo
o funzionale, riguardare cioé la capacita di raggiun-
gere il focolaio d'infezione (chemiotassi), di fagocita-
re il microrganismo (fagocitosi) o di eliminarlo attra-
verso il proprio corredo enzimatico (killing batterico).
Attualmente sono noti 29 difetti congeniti diversi della
funzione e del numero dei fagociti . In questo gruppo
di patologie sono compresi: 1) difetti del numero dei
granulociti neutrofili; 2) difetti dei meccanismi antimi-
crobici non ossidativi come il deficit dei granuli spe-
cifici; 3) i difetti dell’attivita antimicrobica di tipo ossi-
dativo tra cui le varie forme di malattia granulomatosa
cronica, il deficit di mieloperossidasi e la suscettibilita
mendeliana alle infezioni da micobatteri (MSDM) e
4) i difetti della chemiotassi, che includono i deficit
di adesione leucocitaria (LAD I, LAD Il e LAD lll) e la

immunodeficienza con Iper-IgE.

Principali difetti del numero dei granulociti
neutrofili

Si definisce neutropenia una conta granulocitaria nel
sangue periferico inferiore a 1500/mm?3, per pazienti
di etd superiore a 1 anno, inferiore a 1000/mm? al di
sotto del primo anno di vita. Questa condizione pud
derivare da una ridotta produzione di granulociti a li-
vello midollare, da un difetto della mobilizzazione dei
neutrofili dal midollo osseo verso il sangue periferico
o da una esagerata apoptosi.

Neutropenia Congenita Grave

La Neutropenia Congenita Grave & una immunodefi-
cienza geneticamente eterogenea con una incidenza
attualmente stimata intorno a 1:200.000, caratteriz-
zata da un basso valore dei PMN (inferiore a 500/
mmc®, spesso a 200/mmc?), esordio sinfomatologi-
co precoce con infezione ombelicale, ulcere orali,
infezioni polmonari, perineali o perirettali e presen-
tazione isolata o sindromica. Numerosi sono i geni
implicati 2: pud essere ereditata come condizione au-
tosomica recessiva (malattia di Kostmann) associata
a mutazioni del gene HAXI, implicato nella down
regolazione del meccanismo intrinseco mitocondria-
le dell’apoptosi, o come condizione autosomica do-
minante con mutazioni del gene ELA2 che codifica
per l|'elastasi granulocitaria, proteina componente
dei granuli primari. Sono state descritte mutazioni del
gene GFl1 nel dominio zinc finger, che hanno come
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bersaglio ELA2 e del recettore per il G-CSF (CSF3R
gene). E stata recentemente identificata una nuova
forma sindromica di neutropenia congenita associata
a malformazioni cardiache e urogenitali, legata a mu-
tazione del gene G6PC3 che codifica per la subunita
catalitica 3 della glucosio-6-fosfatasi. Mutazioni del
gene WASP (Wiskott-Aldrich syndrome protein) infi-
ne, sono state identificate in maschi con Neutropenia
Congenita Grave isolata a trasmissione X-recessiva.
E ancora in gran parte sconosciuto il meccanismo re-
sponsabile della neutropenia; & stato suggerito che
queste mutazioni geniche comportino |'attivazione
intframidollare di meccanismi pro-apoptotici dei pre-
cursori mieloidi. L'esame del midollo rivela un arresto
maturativo allo stadio promielocitico mentre |'esame
dello striscio periferico mostra I'assenza parziale o
completa di mielociti, metamielociti, forme a banda
o neutrofili maturi, talvolta con associate monocitosi
ed eosinofilia. Alcune forme di neutropenia congenita
grave, in particolare quella causata da mutazione del
G-CSFR presentano un rischio elevato di evoluzione
verso sindrome mielodisplastica o leucemia mieloide.
Il trattamento si basa sulla somministrazione di G-CSF
che attiva la maturazione dei granulociti forzando il
blocco maturativo tra lo stadio promielocitico e quello
metamielocitico, ed esercita anche una azione antia-
poptotica ®. Laddove vi sia disponibilita di un donato-
re compatibile, va preso in considerazione il frapianto
di midollo osseo.

La Neutropenia Congenita
Grave ¢ una immunodeficienza
geneticamente eterogenea
caratterizzata da un basso
valore dei PMN, esordio
sintomatologico precoce con
infezione ombelicale, ulcere
orali, infezioni polmonari,
perineali o perirettali e
presentazione isolata o
sindromica.



Neutropenia ciclica

Come la Neutropenia Congenita Grave, & causata
da mutazioni sporadiche o ad ereditarietd autoso-
mica dominante del gene ELA2, ma localizzate in
posizioni diverse *. La neutropenia ciclica & carat-
terizzata da oscillazioni periodiche della conta dei
neutrofili con intervalli di circa 21 giorni (il range pud
variare dalle 2 alle 6 settimane), nei quali la neutro-
penia dura in media 3-6 giorni potendo raggiungere
un nadir < 200/mmc3. In alcuni casi pud associarsi
una oscillazione dei reticolociti e della conta piastri-
nica o monocitosi con eosinofilia. Di solito, durante il
nadir si osservano febbre, gengivostomatite, faringi-
te e infezioni cutanee. Infezioni piv gravi includono
polmonite, enterocolite necrotizzante con peritonite
e sepsi da Escherichia coli o Clostridium perfringens.
Quando il paziente giunge all’attenzione del medi-
co, tuttavia, la conta dei neutrofili pud gid essere in
fase di recupero, pertanto, porre la diagnosi di neu-
tropenia ciclica pud richiedere 2-3 conte ematiche
a settimana per 6 seftimane, intese a osservare la
periodicita del ciclo e a distinguerle dalle altre febbri
periodiche senza neutropenia. Il reperto midollare
durante la fase neutropenica evidenzia una ipopla-
sia cellulare e un arresto maturativo allo stadio del
mielocita; la ciclicitd dell’attivitd midollare & osserva-
bile anche nella serie eritroide. Inoltre, non sembra
esservi un aumentato rischio di mielodisplasia o di
leucemia mieloide acuta. Per la prevenzione delle
infezioni al nadir del ciclo & stato raccomandato I'im-

piego profilattico di G-CSF.

Difetti dei meccanismi antimicrobici di tipo
non ossidativo

Deficit dei granuli secondari

Il deficit dei granuli specifici dei PMN & una rara ma-
lattia genetica causata da mutazioni del gene CAAT/
enhancer binding protein ¢ (C/EBP¢) che codifica
per un fattore di trascrizione mieloide-specifico °. |
granuli specifici compaiono, durante la differenzia-
zione dei precursori neutrofili, piv tardivamente ri-
spetto ai granuli azzurofili o primari, allo stadio cioé
di promielocita /mielocita e contengono principal-
mente lattoferrina e altri enzimi lisosomiali. La loro
comparsa richiede una precisa coordinazione ed
attivazione sequenziale di numerosi geni che codi-
ficano per fattori di trascrizione fra i quali GATA-1,

GATA-2, PU.1, cmyb, e vari membri della famiglia
C/EBP. Le mutazioni del gene C/EBP¢, che & stato
mappato sul cromosoma 3921-g23, sono trasmesse
quasi sempre come carattere autosomico recessivo
e determinano un blocco maturativo dei granuloci-
ti allo stadio di mielociti con conseguente assenza
dei granuli specifici, facilmente evidenziabile negli
strisci di sangue periferico o in immunofluorescenza
con anticorpi anti-lattoferrina. L'abnorme maturazio-
ne dei PMN & dimostrata anche dalla presenza di
nuclei bilobati e di diverse altre anomalie delle pro-
teine contenute nei granuli, quali la riduzione della
lattoferrina, delle defensine, della transcobalmina |,
delle gelatinasi e delle collagenasi anche a carico
degli eosinofili e delle piastrine. La diminuzione del
rilascio delle proteine contenute nei granuli piastrini-
ci & probabilmente il motivo della diatesi emorragica
osservata in alcuni pazienti. In vitro si evidenziano
anche anomalie funzionali quali riduzione della che-
miotassi, della fagocitosi e del killing intracellulare
batterico. In conseguenza del difetto, i pazienti pre-
sentano un’aumentata suscettibilita alle infezioni bat-
teriche soprattutto da Staphylococcus aureus, Pseu-
domonas aeruginosa e Candida albicans.

Principali difetti dei meccanismi
antimicrobici di tipo ossidativo

L'esposizione dei fagociti a germi opsonizzati determi-
na una rapida attivazione metabolica, soprattutto dello
shunt degli esoso-monofosfati che si accompagna ad
un incremento del consumo di ossigeno e di glucosio.
Un ruolo fondamentale nel “burst respiratorio” & svolto
dal sistema della nicotinamide-adenina-dinucleotide-
fosfato ossidasi. Questo enzima & una flavoproteina
di membrana che trasferisce elettroni dalla NADPH
all'ossigeno molecolare (O,) con formazione di ione
superossido (O,7), che all'interno del fagosoma si tra-
sforma poi in acqua ossigenata (H,0,) e ipoclorito
(HOCI) ad opera rispettivamente della superossido di-
smutasi e della mieloperossidasi lisosomiale. Il killing
dei microrganismi fagocitati & legato alla produzione
di questi prodotti reattivi dell’ossigeno che danneggia-
no la membrana batterica provocandone la morte. Un
difetto in una qualsiasi delle componenti dell’ossidasi,
come pure difetti associati alla generazione del cofat-
tore NADPH come nei casi di grave deficit di G6PD
o di glutatione sintetasi, possono causare un difetto
dell’attivité microbicida ossigeno-dipendente.
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Malattia Granulomatosa Cronica

Rappresenta il prototipo dei difetti funzionali dei neu-
trofili e pud essere causata dal difetto di ciascuna delle
quattro subunita proteiche formanti la NADPH-ossida-
si, che pud essere assente, ridotta o funzionalmente
difeftiva e cid spiega |'eterogeneitd genotipica della
malattia. || complesso molecolare NADPH ossidasi
& costituito da 4 subunita: due molecole, p22phox
(subunita a) e gp9lphox (subunita B), che formano il
complesso denominato citocromo b558, costitutiva-
mente indovato sulla membrana cellulare e su quella
di specifici granuli e vescicole secretorie del granulo-
cita neutrofilo: questo complesso contiene due gruppi
eme e due gruppi FAD necessari per il frasporto degli
elettroni dal’NADPH citoplasmatico all’O, contenuto
nel fagosoma. Altre due proteine, rispettivamente di
47 e 67 kDa, sono presenti esclusivamente nel cito-
plasma; una terza proteina, p40 phox presente nel
citosol & coinvolta nella stabilizzazione del complesso
p47/p67phox nei fagociti a riposo. In seguito all’atti-
vazione cellulare, che pud essere indotta da una serie
di stimoli (microorganismi o peptidi batterici opsoniz-
zati, frazione C5a del complemento, ecc.) le vescicole
secretorie si fondono con la membrana plasmatica del
fagocita e cid determina il passaggio del citocromo
b558 sulla membrana cellulare del fagocita. Nello
stesso tempo anche le proteine citosoliche p47 e p67
phox, dopo essere state fosforilate, traslocano sulla
membrana plasmatica, dove interagiscono con il com-
plesso b558 determinando cosi il definitivo assem-
blaggio del complesso enzimatico NADPH in grado
di svolgere la piena attivita ossidasica.

Nel processo di traslocazione sono coinvolte altre
proteine di basso peso molecolare “GTP-binding pro-
teins” appartenenti alla famiglia rac: in particolare
racl, che si lega al complesso delle proteine citosoli-
che p47, p67 e p40 phox. Un‘altra proteina di basso
peso molecolare rap 1A localizzata in associazione al
citocromo b558 sulla membrana dei granuli e delle
vescicole secretorie, & coinvolta nella regolazione
dell’attivita ossidasica ®.

Nel 70% circa dei casi la CGD & causata da una
mutazione del gene che codifica per la subunita
gp?1 phox, localizzato sul braccio corto del cromoso-
ma X (Xp21.1). Le varianti autosomiche recessive sono
invece causate da mutazioni del gene per la subunita
p22 phox che mappa sul braccio lungo del cromoso-
ma 16 (16924), circa il 5% dei casi, oppure dei geni
per p47 phox o pé7 phox che mappano rispettiva-
mente sul braccio lungo del cromosoma 7 (7q11.23)

B. Martire et al.

e sul braccio lungo del cromosoma 1 (1g25) e che
rappresentano rispettivamente il 20% e il 5% circa di
tutti i casi di CGD”. Di recente & stata identificata la
prima mutazione a carico di NCF4, gene che codifica
per la subunita proteica p40phox 8.

La malattia esordisce in genere molto precocemente:
I'etd media all’esordio dei sintomi & di 1 anno. La
forma X recessiva ha generalmente un esordio piU pre-
coce di quella autosomica recessiva che in alcuni casi
pud manifestarsi anche in etd adulta ®. Tutti gli organi
possono essere interessati; tuttavia le infezioni piu fre-
quenti inferessano i polmoni, i linfonodi e la cute.
Caratteristiche peculiari dell’infezione sono I'elevata
frequenza, il tipo di agente eziologico e I'evoluzio-
ne granulomatosa delle lesioni infammatorie. Questi
granulomi, costituiti da cellule giganti e macrofagi in-
farciti di lipidi, provocano distruzione dei parenchimi
e determinano frequentemente stenosi del tratto go-
strointestinale o urinario, tali da richiedere correzione
chirurgica.

La diffusione dell’infezione & facilitata dal fatto che i
leucociti, che hanno fagocitato ma non ucciso i micro-
organismi nella sede dell’infezione primitiva, possono
di fatto trasportarla a distanza interessando rene, mu-
scoli, pericardio, SNC ed altri organi.

Va segnalato che, a fronte della aspecificita del qua-
dro clinico, alcune manifestazioni, quali le infezio-
ni da Aspergillo, le piodermiti recidivanti, |'ascesso
granulomatoso epatico e |'osteomielite, indirizzano
fortemente il sospetto verso la diagnosi di malattia
granulomatosa cronica. | patogeni piU frequentemen-
te in causa sono germi catalasi positivi, in grado di

La Malattia Granulomatosa
Cronica esordisce in genere
molto precocemente.
Caratteristiche peculiari
dell’infezione sono ’elevata
frequenza, il tipo di agente
eziologico e ’evoluzione
granulomatosa delle lesioni
inflammatorie.



degradare la quota di H,0, da essi stessi prodotta:
Staphylococcus aureus, Escherichia Coli, Salmonella,
Klebsiella, vari ceppi di Pseudomonas, saprofiti quali
Serratia marcescens, Staphylococcus epidermidis, En-
terobacter, Burkholderia Cepacia, e funghi, soprattut-
to Aspergillus spp. e Candida spp. La diagnosi della
malattia granulomatosa cronica si basa sullo studio
in citofluorimetria con DHR123 del burst respiratorio
granulocitario, valutando la generazione di superossi-
do e dei metaboliti intermedi dell’ossigeno.

Deficit di mieloperossidasi (MPO)

Costituisce il pib frequente difetto funzionale dei gro-
nulociti con una incidenza che varia da 1:2000 a
1:4000 rispettivamente per il deficit parziale e tota-
le '°. La malattia si trasmette con modalitd autosomi-
ca recessiva, ma mutazioni nel gene codificante per
MPO che mappa sul braccio lungo del cromosoma
17 sono state identificate solo in un modesto nume-
ro di soggetti affetti, suggerendo che altri loci geni-
ci possano determinare indirettamente un deficit di
MPO. Il suo riscontro & per lo piU occasionale ed &
legato all’analisi di espressione dell’enzima che viene
effettuata da molte macchine conta-globuli per I'ese-
cuzione automatica dell’esame emocromocitometrico.
La mieloperossidasi viene espressa dai granulociti in
una fase precoce di maturazione da mieloblasto a
promielocita e contribuisce insieme ad altre proteine
ad attivitd antimicrobica come lisozima e defensine,
a costituire i granuli primari dei granulociti. L'attivita
antimicrobica dell’enzima dipende dalla capacita di
sinfetizzare acido ipoclorico a partire dal perossido
d’idrogeno generato dai granulociti attivati per effetto
della NADPH ossidasi. Questa condizione risulta esse-
re quasi sempre asintomatica o si manifesta come au-
mentata suscettibilitd a infezioni cutanee da candida.
Cid potrebbe essere dovuto alla presenza di una resi-
dua attivitd enzimatica specie nei granulociti eosinofili
o ad un piu efficiente burst respiratorio granulocitario
reso possibile dall’assenza di HOCI che normalmente
inattiva le ossidasi cellulari. Deficit acquisiti di MPO
possono realizzarsi in corso di leucemia mieloide, lin-
foma di Hodgkin, sideropenia e diabete mellito.

Suscettibilita mendeliana alle infezioni da micobatteri
(MSDM)

Le cellule della linea monocitaria giocano un ruolo
fondamentale nella difesa contro le infezioni da pato-
geni intracellulari. Dopo I'ingresso di questi patogeni
nell'organismo segue la loro captazione e fagocitosi

da parte dei monociti e delle cellule dendritiche che
cosi attivate sono in grado di produrre IL-12. Questa
inferagendo con il suo recettore espresso sulle cellule
T e NK, innesca una serie di eventi biochimici che
portano alla trascrizione dei geni inducibili dall’IL12,
in particolare IFN-y. La risposta ad interferon-gamma
& mediata da un recettore, costituito da due subunita
(IFN+R1 ed R2) che costituiscono un eterodimero; a
seguito del legame della citochina con il recettore si
ha attivazione delle chinasi Jak-1 e Jak-2, associate al
complesso recettoriale; queste, a loro volta fosforilano
le proteine di trasduzione di segnale STAT-1. Dopo la
dimerizzazione STAT-1 migra nel nucleo e attiva una
cascata di eventi di trascrizione nucleare e attivazione
cellulare che si traducono nell’espressione di enzimi
come la sintetasi dell’ossido nitrico inducibile (NOS,)
e quindi la sintesi di ossido nitrico, i cui metaboliti
sono estremamente tossici per i patogeni intracellulari.
U'importanza della IL-12 e del IFN+y nella difesa con-
tro microorganismi intracellulari, & testimoniata dalla
descrizione di pazienti con infezioni gravi e dissemi-
nate da questi patogeni, in particolare micobatteri e
salmonelle, che presentano mutazioni in quattro geni
diversi che codificano per queste due citochine o per
i loro recettori ''. Queste mutazioni definiscono una
condizione nota come MSDM che comprende un
gruppo di malattie a trasmissione autosomica reces-
siva. Le mutazioni note riguardano il gene IFNGR1 o
IFNGR2 codificanti rispettivamente per la subunita 1 e
2 del recettore del IFN-y e possono impedire la sintesi
della proteina o causare la produzione di una protei-
na disfunzionale. Nelle forme clinicamente severe la
diagnosi si basa sull’analisi citofluorimetrica di espres-
sione delle catene del recettore per interferon-gamma
o su test funzionali; per la diagnosi genetica definitiva
occorre |'analisi di sequenza dei due geni. La malat-
tia si manifesta con infezioni sostenute da micobatteri
non tubercolari o dopo vaccinazione antitubercolare
con bacillo di Calmette-Guerin (BCG); questi patogeni
che generalmente causano infezioni limitate ai linfo-
nodi o alla cute, nei pazienti affetti da MSDM sono
invece causa di infezioni disseminate, con epatosple-
nomegalia ed osteomieliti ad esito frequentemente fa-
tale. Quadri clinici simili ma a prognosi piU benigna
sono stati osservati in pazienti con difefti a carico di
geni che codificano per la subunitd p40 della IL-12,
per la catena B1 del suo recettore e di STAT-1 '2. La
precisa caratterizzazione del difetto genetico influen-
za notevolmente la prognosi e modifica I'approccio
terapeutico. Infatti nei pazienti con forme cliniche se-
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vere, sostenute da mutazioni dei geni codificanti per il
recettore per interferon-gamma, il frattamento di scelta
& il trapianto di midollo osseo. Nelle forme in cui sia-
no coinvolti i geni che codificano per IL-12 o per il suo
receftore, & opportuno invece ricorrere alla sommini-
strazione di interferon-gamma, in quanto la risposta
alla citochina & completamente conservata.

Principali difetti funzionali (chemiotassi)

Difetti delle proteine di adesione '°.

Configurano il prototipo dei difetti correlati alle fun-
zioni di membrana dei monociti-macrofagi: i granulo-
citi, funzionalmente competenti ed in numero normale,
non sono in grado di raggiungere i siti d’infezione. Si
formano cosi ascessi cutanei “freddi”, necrotizzanti e
senza formazione di pus, con estese perdite di sostan-
za e rischio incombente di sepsi. | germi pit frequen-
temente in causa sono Stafilococchi e Pseudomanas.
La malattia, nella forma ad espressivitd completa, &
rapidamente fatale, se non s’interviene con misure di
profilassi antimicrobica e antifungina.

Deficit di adesione leucocitaria (LAD) & una rara im-
munodeficienza primitiva a trasmissione autosomica
recessiva; di questa malattia sono note tre forme, di-
stinguibili sia geneticamente che clinicamente. Il LAD
di tipo | & dovuto a difetti di espressione e/o funzione
di CD18, la subunita comune alle B2-integrine espres-
sa esclusivamente dai leucociti. Affinché CD18 possa
essere trasportato sulla membrana deve associarsi
ad una delle tre subunita alfa delle integrine a co-
stituire un eterodimero. Il complesso CD11a/CD18
(1/B2), noto come LFA-1, partecipa al processo di
adesione stabile dei leucociti all’'endotelio legando
ICAM-1, molecola di superficie espressa sulle cellu-
le endoteliali; attraverso questo processo, i leucociti
possono iniziare il processo di extravasazione e mi-
grazione verso il sito infammatorio. Inoltre CD18 si
associa a CD11b a formare Mac-1, capace di legare
fibronectina e il frammento C3b inattivato del comple-
mento, contribuendo cosi ai processi di adesione e
fagocitosi. La funzione del terzo complesso costituito
da CD11c e CD18, non & ancora del tutto chiarita.
Questa stretta associazione tra CD18 e le tre subu-
nitd _ comporta che i pazienti con LAD-1 presentino
mancata espressione sulla membrana delle cellule
leucocitarie di tutte e tre le subunita a oltre che della
subunita B2. Il deficit di questa molecola codificata
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dal gene ITG82(21922.3) determina un difetto pres-
soché generalizzato nell'adesione leucocitaria e nella
migrazione di queste cellule nei siti di infiammazione.
Il LAD-1 nella sua forma classica si manifesta entro i
primi mesi di vita con ritardata caduta del cordone
ombelicale ed infezioni cutanee caratterizzate dalla
scarsa formazione di pus e frequente esito in cico-
trici. E sempre riscontrabile marcata leucocitosi (con
conta leucocitaria anche superiore a 50000/mm3),
che contrasta con la guarigione lenta delle ferite e la
scarsa formazione di pus; in etd giovanile & frequente
il riscontro di una severa paradontopatia.

La LAD-I (disordine congenito di glicosilazione) & una
rara malattia a trasmissione autosomico recessiva ca-
ratterizzata da leuocitosi e periodontite ma non si os-
serva ritardo nella caduta del cordone ombelicale e la
suscettibilita alle infezioni € meno marcata che nel LAD-
|. Inoltre i soggetti affetti presentano ritardo mentale e
ritardo di crescita olire che fenotipo gruppo-ematico
Bombay. Alla base della malattia vi & un difetto della
sintesi di glicoproteine contenenti il monosaccaride fu-
cosio. Tra queste, il Sialil Lewis-X (CD15s) & espresso
sui leucociti e funziona da ligando per le selectine
espresse sull’endotelio (L-selectina, P-selectina, E-selec-
tina). Il deficit di CD15s sulla membrana dei leucociti
affetti da LAD-II determina un difetto nella fase di inte-
razione debole (rolling) tra leucociti ed endotelio che
& mediata dalle selectine. La base genetica del LAD-I
é stata identificata in un difetto a carico della proteina
trasportatrice il GDP-fucosio nel complesso del Golgi
(FUCTT). Per il trattamento del LAD-I & stata proposta
la somministrazione di fucosio efficace nel migliorare
il grado di glicosilazione delle proteine.

Lla diagnosi differenziale fra LAD-l e LAD-Il si basa
sull'analisi citofluorimetrica dell’espressione di CD18
e su test di adesione granulocitaria a cellule endote-
liali attivate. | granulociti di pazienti con LAD- non
esprimono o esprimono bassi livelli di CD18 sulla su-
perficie cellulare e aderiscono male alle cellule endo-
teliali. | granulociti dei pazienti con LAD-lI esprimono
normalmente CD18, ma mostrano un’anomala ade-
sione a cellule endoteliali attivate da IL-1. Anticorpi
diretti contro la Sialil-Lewis X possono essere usati in
citofluorimetria per la quantificazione della proteina.
Una nuova variante autosomica recessiva del difetto
di adesione leucocitaria & stata recentemente iden-
tificata: LAD-II. Le alterazioni funzionali e il quadro
clinico sono simili alla LAD, con associata una par-
ticolare tendenza emorragica legata a un difetto di
aggregazione piastrinica. Il difetto genetico interessa



una proteina Rap-1 coinvolta nella attivazione delle
B integrine dei neutrofili ma anche dei linfociti T e
delle piastrine e codificata dal gene KINDLINS.

Immunodeficienza con Iper-IgE (HIES)

Sotto il profilo nosologico questa malattia & stata di
recente inserita nell'ambito dei difetti primitivi dei fo-
gociti !, anche se la sua patogenesi come vedremo &
eterogenea e investe numerosi aspetti della funzione
linfocitaria. Il difetto molecolare riguarda il “pathway”
biochimico JAKs-STATs costituito da numerose moleco-
le proteiche coinvolte nella trasmissione del segnale
dalla membrana cellulare al nucleo e quindi nel con-
trollo di molte importanti funzioni cellulari.

Si conoscono attualmente 2 varianti genetiche: in en-
trambe le forme sono costanti IgE sieriche elevatissi-
me, eosinofilia, dermatite, ed infezioni ricorrenti (so-
prattutto di cute e polmoni); per la diagnosi & sempre
indispensabile lo score clinico di Grimbacher .

HIES Autosomica Dominante da mutazione di STAT3 '
STAT3 rappresenta una molecola chiave nella trasmis-
sione e trascrizione del segnale da parte di moltissime
citochine e fattori di crescita ed ha la capacita di at-
tivare differenti set di geni in molteplici tipi cellulari.
Mutazioni in eterozigosi di STAT3 sono presenti in
circa il 75% dei pazienti con AD-HIES. Tutte le ma-
nifestazioni tipiche della “Sindrome di Giobbe” sono
presenti in questa forma:

Dermatite, compare in genere nei primi due mesi di
vita: & una dermatite cronica papulo-pustolosa e pruri-
ginosa legata alla colonizzazione della cute da parte
degli Stafilococchi aureus e coagulasi-negativi con
formazione di noduli cutanei-sottocutanei scarsamente
dolenti e tendenti alla colliquazione: “ascessi freddi”,
oggi meno frequenti grazie alla profilassi antisettica e
antibiotica.

IgE sieriche elevate: > 2.000 Ul/ml dopo i 5 anni di
vita, spesso con picchi molto pib alti. In etd adulta
il livello tende a scendere entro i limiti della norma.
Le IgE sono policlonali e rivolte con titoli altissimi sia
confro antigeni di S. aureus e Candida sia contro i
piU svariati antigeni e allergeni. Nonostante i livelli
straordinari di IgE e l'intensa positivita del prick test
verso molti antigeni, c’é una paradossale assenza di
manifestazioni cliniche di ipersensibilitd di tipo “rea-
ginico” (andfilassi, orticaria, angioedema, asma aller-
gico). Questo paradosso & tipico della AD-HIES con

mutazione di Stat3 ma non delle AD-HIES variants.
Gravi infezioni ricorrenti: soprattutto a carico di cute
e polmoni e causate principalmente da miceti, stafilo-
cocchi e altri batteri extracellulari piogeni. Caratteri-
stica della forma di HIES da deficit di STAT3 & una ab-
norme modalita di riparazione del processo di flogosi
del tessuto polmonare (“lung aberrant healing”) con
formazione di bronchiectasie e soprattutto di pneuma-
toceli che a loro volta predispongono a sovrainfezioni
da batteri gram-negativi.

Manifestazioni extra-immunologiche: ritenzione dei
denti decidui, alterazioni scheletriche, osteopenia e
fragilita osseaq, iperlassitd ligamentosa.

HIES Autosomica Recessiva (AR-HIES)

E una forma molto rara e grave, caratterizzata da
sopravvivenza molto ridotta e precoce mortalitd.
Sono assenti le manifestazioni extra-immunologiche e
la tendenza alla formazione di pneumatoceli, tratto
quest'ultimo che consente di differenziare fenotipi-
camente questa forma dalla HIES STAT3 mutata. Si
caratterizza invece per una particolare suscettibilita
alle infezioni virali, a patologie autoimmuni e alle mao-
nifestazioni vasculo-emorragiche a livello del sistema
nervoso centrale.

La maggior parte delle HIES autosomico recessive
sono causate da mutazioni di DOCK8 gene localiz-
zato sul cromosoma 9p che codifica per una proteina
(dedicator della citokinesi 8) implicata nella regolazio-
ne del citoscheletro dell’actina, come recentemente di-
mostrato da uno studio multicentrico internazionale 6.
Il fenotipo clinico di questi pazienti & caratterizzato
da infezioni polmonari e virali severe, in particolare
da herpes virus e da mollusco contagioso, eczema
atopico, oltre che eosinofilia e Iper-IgE.

In un unico paziente giapponese & stata identificata
una mutazione in omozigosi del gene tyk2 codificante
per la tirosin- kinasi 2 7.

Patogenesi delle alterazioni immunologiche delle HIES '8

1) | meccanismi che determinano livelli altissimi di
IgE sieriche in tutte le forme di HIES sono ancora
in gran parte sconosciuti; |'ipotesi principale resta
quella di una produzione di citochine con effetto
soppressivo sulla produzione di IgE, in particolare
I'IFN-y, prodotto da T linfociti e cellule NK sotto lo
stimolo di IL-21, citokina a sua volta Th-17 e STAT3-
dipendente.

2) Softo stimolo antigenico (batteri Gram+, Gram- e
miceti) i linfociti Th-17 inducono la produzione di
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molecole ad aftivitd chemiotattica verso neutrofi-
li e macrofagi e I'attivazione della ossido-nitrico
sintetasi (NOS), enzima provvisto di importante
azione anti-stafilococcica. Questo meccanismo sot-
tenderebbe al ben noto deficit di chemiotassi della
Sindrome di Giobbe, con gli “ascessi freddi” e la
torpidita delle lesioni polmonari croniche e alla su-
scettibilita alle infezioni da stafilococchi.

3) DOCK 8 appartiene ad una famiglia di proteine
espresse in vari organi (placenta, polmone, rene e
pancreas) che regolano la migrazione, |'adesione
e la crescita cellulare. Il deficit di DOCK8 & re-
sponsabile della alterazione delle funzioni effettrici
delle cellule T e della differenziazione dei linfociti
Th17.

4) |l deficit di TYK2 comporta nei Tinfociti e macro-
fagi un grave difetto di risposta a molte citochine:
le mutazioni in omozigosi di TYK2 determinano
un’alterazione della trasmissione del pathway
dell'll-23, che predispone alle infezioni da batteri
extracellulari, dell'lFN-y che giustifica la suscettibili-
ta alle infezioni da virus, e dell’ll-12 che spiega le
infezioni da germi intracellulari (micobatteri). L'al-
terazione della trasmissione del segnale dell'Il-6 e
attraverso IL22 con conseguente ridotta produzio-
ne di p-defensina, spiega I'assenza dei tipici segni
della infiammazione acuta.

Difetti della fagocitosi

| difetti della fagocitosi sono di solito secondari a infe-
zioni, farmaci, alcool e malattie sistemiche. | difetti pri-
mitivi sono rari, frequentemente riconducibili al difetto
di opsonizzazione secondario a ipogammaglobuline-
mia o al deficit congenito di frazioni del complemen-
to. Il deficit primitivo della B actina, malattia ereditaria
a trasmissione autosomica dominante estremamente
rara, comporta un difetto di polimerizzazione di que-
sta proteina e della organizzazione del citoscheletro
cellulare con conseguente alterazione della motilita e
della fagocitosi 1. Si associa a bassa statura e ritardo
mentale.

Diagnosi differenziale dei difetti dei fagociti
Al sospetto di deficit a carico dei fagociti si pervie-
ne di fronte a soggetti con infezioni precoci e spes-
so gravi, di origine batterica e fungina, che tendono
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all’ascessualizzazione o alla disseminazione sistemica;
molti difetti fagocitari possono tuttavia presentare una
grande variabilita clinica (Fig. 1). L'anamnesi infettivo-
logica deve fornire importanti suggestioni riguardanti
il numero, il tipo, la sede delle infezioni e la risposta
alla terapia antiinfettiva. La conoscenza dei patogeni
causa di infezione poi, consente da sola di orientare in
maniera corretta |'iter diagnostico verso specifici difetti
dei fagociti (Tab. ). L'esame clinico pud differenziare
caratteristiche diagnostiche come il parziale albinismo
oculocutaneo nella sindrome di Chediak-Higashi, la
facies tipica della sindrome da IperIgE o la bassa sto-
tura e le alterazioni scheletriche di alcune forme di neu-
tropenia sindromica come la Shwachman-Diamond. Le
valutazioni di laboratorio devono procedere secondo
un insieme di test mirati diretti verso specifiche malat-
tie, sulla base delle caratteristiche cliniche del caso e
sulla prevalenza di ciascun difetto. L'emocromo sard
immediatamente di ausilio, rivelando una neutropenia
o una neutrofilia; tanto la CGD quanto soprattutto il
LAD decorrono con neutrofilia (Fig. 2). La presenza di
granuli giganti nel citoplasma consente di sospettare la
sindrome di Chediak-Higashi mentre 'assenza di gro-
nuli dovré suggerire il difetto primitivo dei granuli speci-
fici. La persistenza della neutropenia una volta superato
I'episodio infettivo acuto richiede che venga esplorata
la possibilita di una forma cronica severa, possibilmen-
te congenita. Occorre tuttavia ricordare che la neutro-
penia acquisita (anticorpo-mediata, farmaco-indotta o
postinfettiva) & di gran lunga pit comune delle forme
congenite, e richiede solo il monitoraggio dell’emocro-
mo fino alla risoluzione. Il recidivare delle infezioni

Tab. 1. Microrganismi associati a specifici difetti

fagocitari.

Microrganismi Disordini specifici

Aspergillus CGD

Micobatterio atipico Micobatteriosi atipica

Bacillo Calmette-Guerin (BCG) | CGD, micobatteriosi atipica

— disseminato
Burkolderia cepacia CGD
Candida - invasiva CGD

Candida — muco cutanea Sindrome da Iper-IgE, Deficit

MPO
Serratia marcescens CGD
Staphylococcus aureus CGD, Neutropenia, Iper-igE
Batteri catalasi positivi CGD




PERCORSO
DIAGNOSTICO DEIL
DIFETTI DEI

FAGOCIT1

ESAME ELEMENTI
ANAMNESI OBIETTIVO CLINICI
SUGGESTIV1

INFETTIVOLOGICA: BBassa slatura Tisordio der sintomi

Numero,tipo, sede, frequenza
delle infezioni

Risposta alla terapia
antinfettiva

FARMACOLOGICA:
Assunzionc di [armact
(quali e per quanto tempo)

FAMILIARE/PATOLOGICA.:
Patologie associate e/o
persistenti

Riferite malattie familiari

Malnutrizionc

Anomalic scheletriche
Pigmentazione cutanea
anomala

Onicodistrofia
Leucoplachia
Nei,albinismo,capelli sottili
Infezioni cutanee
Adenopatia ed
organomegalia

Fig. 1. Percorso diagnostico dei difetti dei fagociti.

precoce/variabile
Infezioni batteriche e/o fungine

Ascessi cutanei freddi e con
evoluzione, ritardo nella caduta
del cordone ombelicale,
periodontiti severe (LAD)

Infezioni cutanee recidivanti
iperlassita legamentosa e denti
decidui ritenuti

(Sindrome da IperIgE)

Linfoadcniti ascessualhizzalce,
polmonili ¢ ascessi polmonari

cfo cpatiet (CGD, SCN)

Inlczioni polmonari ¢ osscc da
Aspergillus (CGD)

Candidias1 muco-culanca
cronica (delicit MPO)

Gengivo-stomalile allosa
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EMOCROMO CON
STRISCIO PERIFERICO
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r NEUTROFILzl NEUTROFILI
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TRI- LINEARE v v
v Assenza di GRANULI
GRANULI GIGANTI
INTRACITOPLASMATICI
Agoaspirato Midollare INTRACITOPLASMATICI
PLT|MPV | DIFETTO
l NEUT REO PENI FUNZIONALE
s S.DI Deficit di
- CHEDIAK- granuli
WISKOTT-
ALDRICH HIGASHI

Fig. 2. Indagini di laboratorio nei difetti primitivi dei fagociti.

in un bambino nel quale sia stata documentata una
neutropenia poi regredita, suggerisce |'opportunita di
una conta seriata bisettimanale dei granulociti neutrofili
per 6 settimane necessaria per stabilire la diagnosi di
neutropenia ciclica. L'esame del midollo osseo & indica-
to nel caso di sospetta neutropenia cronica congenita
clinicamente severa, o quando siano interessate altre
linee emopoietiche; il reperto di un arresto maturativo
della serie mieloide allo stadio di promielocita, confer-
merd la diagnosi.

| test richiesti per la diagnosi dei difetti funzionali do-
vrebbero essere discussi con un esperto del settore ed
eseguiti in laboratori specializzati (Fig. 3). In generale,
I'indicazione & quella di fare un test per CGD virtual-
mente in futti i casi di sospetto difetto fagocitario, in
particolare di fronte a infezioni gravi con tendenza
all’ascessualizzazione o alla localizzazione profonda
(Tab. 11}, essendo questa malattia molto eferogenea nel-
le sue manifestazioni cliniche. | dati pubblicati del Regi-
stro Italiano infatti dimostrano che un terzo dei pazienti
con CGD riceve la diagnosi dopo il quinto anno di vita
e che il ritardo medio della diagnosi & di oltre 3 anni
dall’esordio dei sintomi ?. Lo studio del burst respirato-
rio granulocitario viene eseguito in citofluorimetria con
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Tab. Il. Campanelli d’allarme che devono far pen-

sare ad una Malattia Granulomatosa Cronica.

Infezione da Aspergillus spp. a qualsiasi eta

Infezione da Serratia marcescens a qualsiasi eta

Osteomielite

Linfadenite da Stafilococco

Ascesso epatico

Ostruzione delle vie digestive e/o urinarie da flogosi
granulomatosa

Nell’anamnesi infettivologica,
la conoscenza dei patogeni
causa di infezione consente da
sola di orientare in maniera
corretta I’iter diagnostico verso
specifici difetti dei fagociti.



DIFETTI FUNZIONALI
DEI NEUTROFILI

| METABOLISMO OSSIDATIVO | | ADESIONE LEUCOCITARIA | |FAGOCIT05I E CHEMIOTASSI
| Citofluorimetria con DHR 123 | . Analisi oin Dosaggio
citfluorimetria con della GEPDH Tests poco specifici difficiimente
* Ab anti MPO standardizzabili e di difficile
Interpretazione
e v PGaPoH it exressone
membrana CD11/CD18 e della
proteinaSLeX
Deficit di
Analisi di mutazione -1 +
CYBB,CYBA,

NCF1,NCF2, NCF4 LAD

Studio molecolare

Fig. 3. lter diagnostico dei difetti funzionali dei fagociti.

DHR123, valutando la generazione di superossido e
dei metaboliti intermedi dell’ossigeno.

La diagnosi di LAD di tipo 1 si basa su dati clinici
suggestivi e sul riscontro di una marcata leucocito-
si neutrofila marcatissima; la conferma & data dalla
dimostrazione in citoflovorimetria dell’assenza della
glicoproteina CD18. Nel pib raro LAD tipo 2, la man-
cata espressione di Sialil-lewis X (CD15) sulla super-

Per molte delle patologie
descritte ¢ possibile eseguire
’analisi di mutazione, cio¢ la
ricerca del difetto genico della
malattia, che rappresenta il
gold standard della diagnosi e
che consente anche di eseguire
una diagnosi prenatale.

ficie dei neutrofili e il riscontro del fenotipo Bombay
all'analisi del gruppo eritrocitario confermera la dic-
gnosi.

Pazienti con eczema intrattabile associato ad ascessi
freddi ricorrenti devono essere indagati per conferma-
re una sindrome da IperIgE. In questo caso saranno
dimostrabili, elevati livelli di IgE totali e specifiche ver-
so S. Aureus e Candida, deficit di sottoclassi IgG e
vari difetti dell’attivita T linfocitaria, in particolare dei
Th17.

Di scarsa utilita pratica risultano lo studio della fagoci-
tosi e della chemiotassi in quanto si trafta di test poco
specifici, difficilmente standardizzabili e spesso di dif-
ficile interpretazione.

Per molte delle patologie summenzionate & oggi pos-
sibile eseguire I'analisi di mutazione cioé la ricerca
del difetto genico della malattia, che rappresenta il
gold standard della diagnosi e che consente anche di
eseguire una diagnosi prenatale.

Tutti i test discussi sopra sono incentrati su singoli di-
sturbi, generalmente causati da una o pit mutazioni
genetiche trasmesse tramite ereditarietd mendeliana
classica. E probabile tuttavia che future valutazioni
dei difetti dell'immunitd innata coinvolgano analisi

| difetti primitivi dei fagociti: dal sospetto diagnostico alla terapia



PROFILASSI FARMACOLOGICA NELLA CGD
AIEOP : Registro Italiano CGD

COTRIMOSSAZOLO: 6-8
mg/Kg/dic di trimetoprim per
os in 1 02 somministrazioni
fino ad un max di 160 mg al
giormo. In caso di allergia ai
Sulfamidici o deficit G6PDII

Fig. 4. Profilassi farmacologica nella CGD.

AN

DICLOXACTLLINA alla
dose di 25-50 mp/Kg/dic per

08, in 4 somministrazioni

ITRACONAZOLO: nel
bambino: 5 mg/Kg dic per
os in due somministrazioni
fino ad una dose massima di
200 mg/die;

simultanee di molti singoli polimorfismi di nucleotidi
(SNPs), sia all'interno che all’esterno di regioni codifi-
canti del genoma umano. Diversi specifici SNPs sono
gia stati associati a suscettibilitd alle infezioni meno
severa, ma probabilmente pid comune dei difetti rico-
nosciuti dei fagociti.

Elementi di terapia

Il trattamento dei pazienti con difetto dei fagociti ri-
chiede alcune misure di carattere generale ed altre piv
specifiche diverse secondo il tipo di patologia. In ogni
caso |'obiettivo fondamentale & quello di prevenire gli
episodi infettivi mediante |'adozione di misure d'igie-
ne e norme comportamentali scrupolose (Tab. lll). Una
rigorosa e continuativa profilassi antimicrobica e anti-
fungina, deve essere osservata dai pazienti con CGD
(Fig. 4), LAD, IperIgE (Tab. IV) e con granulocitopenia
severa congenita. In quest'ultimo caso & indicata la te-
rapia con il G-CSF che induce la proliferazione e la
differenziazione dei progenitori mieloidi in granulociti
neutrofili maturi consentendo di ridurre la frequenza e
la gravita degli episodi infettivi (Fig. 5). Nella maggior
parte dei difetti primitivi dei fagociti non & compromes-

B. Martire et al.

sa la risposta anticorpale agli antigeni vaccinali e quin-
di questi, con |'eccezione del BCG (Bacillo di Calmette
Guerin) per i pazienti affetti da Malattia Granulomato-
sa Cronica e MSDM, possono essere somministrati in
conformitd con I'abituale protocollo vaccinale.

Tab. lll. Norme igieniche-comportamentali per i

pazienti con difetti primitivi dei fagociti.

Curare l'igiene personale e in particolare quella del cavo orale:
lavare i denti due volte al giorno con perossido di idrogeno e
pasta dentifricia al bicarbonato, usare collutorio per ridurre la
possibilita di gengiviti.

Lavare profondamente ogni taglio o abrasione con acqua e
sapone, proseguire con un antisettico ed infine risciacquare con
perossido di idrogeno.

Assumere antibiotici prima e dopo qualsiasi trattamento
ortodontico.

Prevenzione della stipsi.

Profilassi vaccinale tranne BCG.

E possibile frequentare la scuola , evitando tuttavia il contatto
con bambini palesemente ammalati.

Non utilizzare campi da gioco con trucioli di legno ma con
superficie liscia o ghiaia.

Evitare di avere fiori freschi e piante in casa, la muffa spesso
cresce nel terreno.

Informare immediatamente il proprio medico in ogni caso di

febbre.




Tab. IV, Profilassi antimicrobica nelle HIES.

Profilassi Dermatite Bagni quotidiani o a giorni alterni in soluzione di Ipoclorito di Sodio 0.07%, nuoto in piscine
clorate

Profilassi Infezioni batteriche | Amoxicillina-Ac. Clavulanico 50 mg/kg/die

Profilassi Infezioni Fungine ltraconazolo sciroppo 5 mg/kg/die

Raccomandazioni per il trattamento con G-CSF delle neutropenie

[AIEOP-Registro Italiano Neutropenie)

/\.

TERAPIA CONTINUATIVA TERAPIA ON DEMAND
protratta nel tempo indipendentemente limitata nel tempo, legata ad eventi
da eventi infettivi, con somministrazione infettivi e/o in occasione di interventi
giornaliera o intermittente) chirurgici
INDICAZIONI

NEUTROPENIA CONGENITA NEUTROPENIA AUTOIMMUNE
GRAVE : sempre 0 IDIOPATICA

da praticare in caso di febbre = 38°C
NEUTROPENIA IDIOPATICA o che duri daalmeno 3 giorni non
AUTOIMMUNE: se associate ad associata  a  sintomi efo segni
infezioni gravi e/o ricorrenti o dopo importanti di infezione
un episodio di shock scttico

DOSE: 3-10 wkg/ die

i

ORBRIETTIVO: newtrolih 1000-3000/mme
Monitorare quotidianamente 11 N° det
neutrofili per evitare la sindrome da
leucostas

Fig. 5. Raccomandazioni per il trattamento con G-CSF delle neutropenie.
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Criteri generali per il trattamento

degli episodi infettivi

Ogni episodio infettivo deve essere considerato
come potenzialmente pericoloso; & quindi corretto
adottare misure d'intervento tempestive e aggressive,
che vanno comunque associate a una valutazione
approfondita delle condizioni cliniche del sogget-
to. E necessario fare ogni sforzo per isolare il mi-
croorganismo in causa, con particolare attenzione
all’Aspergillo, mediante indagini sierologiche, coltu-
rali e bioptiche.

Una notazione che va tenuta nella massima consi-
derazione per una pianificazione razionale dell’an-
tibioticoterapia in caso di Malattia Granulomatosa
Cronica, riguarda I'utilizzo di farmaci attivi su pato-
geni intracellulari e quindi in grado di attraversare
la membrana cellulare del fagocita e di concentrarsi
all'interno delle cellule. Solo alcuni antibiotici han-
no questa capacitd, quali rifampicina, teicoplanina,
azitromicina, linezolid per i batteri Gram+; cipro-
floxacina, fosfomicina, cotrimossazolo per i batteri
Gram-. La terapia deve essere proseguita a lungo
anche in presenza di un significativo miglioramento
degli indici di flogosi e delle condizioni cliniche del
paziente, con |'intento di eradicare definitivamente
I'infezione.

Terapia empirica del paziente

con neutropenia febbrile

Le linee guida AIEOP per la terapia empirica del pa-
ziente con neutropenia febbrile 2° prevedono I'asso-
ciazione di almeno due antibiofici attivi su Gram+ e
Gram- La scelta dello schema di terapia empirica ini-
ziale dovrebbe essere basata su dati epidemiologici
locali riguardanti il tipo di patogeno pit frequente-
mente isolato. Sulla scorta di questi dati e a parité
di efficacia clinica, deve essere privilegiata I'opzione
terapeutica di minor fossicitd e minor costo.

| protocolli di terapia antibiotica empirica usati piv
comunemente sono (Fig. 6):

Associazione ceftazidime+amikacina. Questa associazio-
ne rimane probabilmente ancora quella da preferire in cen-
tri con elevata incidenza di infezioni da Pseudomonas spp.
Associazione  piperacillina-tazobactam+amikacina.
L'utilizzo di questa associazione pud essere consiglia-
bile invece in centri con frequenti infezioni da strepto-
cocchi o enterococchi.

B. Martire et al.

Uso dei glicopeptidi

Parecchi studi in pazienti pediatrici ed adulti hanno
dimostrato che I'aggiunta routinaria di un antibiotico
glicopeptidico (vancomicina o teicoplanina) al proto-
collo di terapia antibiotica empirica non & indicata,
se non in centri con elevata incidenza di infezioni da
stafilococchi meticillino-resistenti ed in situazioni clini-
che di alta probabilita di infezione da Gram-positivi:
& questo il caso del paziente portatore di catetere ve-
noso centrale a permanenza.

Modifiche della terapia iniziale

Le indicazioni alla modifica della terapia antibiotica
empirica nel paziente non responsivo alle terapie di
prima scelta sono poco chiare ed i comportamenti
non sono unanimi.

Qualunque modifica della terapia antibiotica dovreb-
be basarsi su obiettivi segni di peggioramento clinico
o suggestivi di una eziologia non coperta dagli anti-
biotici somministrati (cellulite perianale, tiflite, ecc.), e
non sulla semplice persistenza di febbre, specie se di
entitd moderata (37-38,5°C). In ogni caso modifiche
della terapia empirica iniziale non dovrebbero essere
effettuate prima di almeno 4 giorni di trattamento a
meno che i dati microbiologici non lo giustifichino. In
mancanza di segni e sintomi clinici specifici e di indi-
cazioni microbiologiche, la sola modifica empirica di
terapia antibiotica accettata da tutti i maggiori esperti
consiste nell’aggiunta di un farmaco antifungino.

Aggiunta di antifungini

Sulla base di studi clinici (peraltro eseguiti su casi-
stiche assai limitate) & divenuta pratica corrente, in
pazienti persistentemente febbrili (> 38°C) e neutro-
penici (< 500 PMN/mmc) privi di documentazione di
infezione, il somministrare empiricamente un farmaco
antifungino dopo un periodo variabile di terapia anti-
batterica di solito 4-5 giorni). Il farmaco generalmente
impiegato & |'amfotericina B ma la durata della tera-
pia rimane imprecisata.

Durata del trattamento

Comunemente, la durata della terapia antibiotica
nel paziente neutropenico affetto da un’infezione
documentata non dovrebbe essere inferiore ai 10-
14 giorni. Per i pazienti con febbre di origine scono-
sciuta le opzioni sono meno chiare. In questo caso
& preferibile proseguire la terapia per 4 giorni dopo
lo sfebbramento, con un minimo di 7 giorni di tratta-
mento totale.



PAZIENTI GRANULOCITOPENICI (N<5(HImme)

S¢ > incidenza di Psendomonas Spp.

it

AMIKACINA 15 mp/kp/dic cv in 2
somminislrazioni

+
CEFTAZIDIME 110 me/kp/dic ev
in 3 svmministrasioni

( TRATTAMENTO EMPIRICO DELLA F.U.0. NEL )

Se > incidenza di Streptococchi

o Enterococchi.

iy

AMTKACTNA 15 mp/kgfdic ey in 2
somminisirazioni

+
Piperacillina-Tazobaciam
JMWime/kefdie ev in 4 sottodosi

oppure

Se > incidenza di Statilococehi meticilling resistenti o in
pazicnte con eLv.c,
aggiungere
VANCOMICINA 40 mg/kgidic cv in 4 somministrazioni

TEICOPLANINA 10 mo/ke/die ev in 2 somministrazioni

Se dopo 96 ure persiste febbre con v segni clinici in
peEgioraments aggiungere :

AMFOTERICINA B 1-3 mg/ky/die ey

Valotare profilassi antibiotica eontinuativa in caso di
infezioni gravi ricorrenti

Fig. 6. Linee guida AIEOP per la terapia empirica del paziente con neutropenia febbrile.

Prospettive di cura definitiva

Il trapianto di cellule staminali ematopoietiche da dona-
tore HLA-identico rappresenta ad oggi I'unica possibilita
di cura definitiva per alcune di queste malattie, come
la CGD (Tab. V) e la Neutropenia congenita grave
(Tab. VI) 2 22, La terapia genica, cioé la possibilita gia
adottata per altre immunodeficienze primitive, di curare
la malattia attraverso la somministrazione di cellule sta-
minali autologhe contenenti una copia sana del gene
alterato, rappresenta sul piano teorico una strategia tera-

Tab. V. Raccomandazioni AIEOP-IPINET per il tra-

pianto di cellule staminali emopoietiche nella malat-
tia granulomatosa cronica.

Il trapianto da donatore HLA identico familiare o non correlato
& efficace nella cura della CGD e rappresenta una valida
alternativa al trattamento convenzionale.

Le probabilita di successo sono maggiori se il frapianto &
effettuato prima dell’adolescenza e comunque prima che si
instaurino danni d’organo permanenti (< rischio GVHD).

Anche i pazienti con infezione attiva o complicanze
infiammatorie croniche sono eleggibili al trapianto, sia pure
con un maggior rischio di complicazioni infettive e di GVHD.

| difetti primitivi dei fagociti: dal sospetto diagnostico alla terapia



Il trapianto di cellule staminali
ematopoietiche da donatore
HLA-identico rappresenta ad
oggi ['unica possibilita di cura
definitiva per alcune di queste
malattie, come la CGDela
Neutropenia congenita grave.

Tab. VL. Indicazioni al trapianto di cellule stami-

nali emopoietiche nelle neutropeniecongenite gravi
(AIEOP-Registro ltaliano Neutropenie).

1. Mancata risposta al trattamento con G-CSF
2. Necessita di dosi elevate di G-CSF(> 20 y/Kg/die)
3. Mutazione isolata del recettore del G-CSF

4. Displasia morfologica e anomalie citogenetiche

peutica promettente in particolare per la CGD, essendo
in questo caso implicati geni che codificano per proteine
metaboliche non coinvolte nei processi di proliferazione
cellulare. La sicurezza di questo approccio tuttavia, & sta-
ta di recente messa in discussione in seguito all'insorgen-
za di proliferazione leucemica in 5 pazienti affetti da X
SCID 28 e di mielodisplasia in 2 pazienti con CGD 2.
Tale procedura ad oggi deve pertanto essere considera-
ta ancora oggetto di studi sperimentali.
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