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Introduzione

I test cutanei utilizzati a scopi diagnostici in campo allergologico diversificano nel tipo e nella tecnica di esecuzione in funzione del quadro  clinico da valutare nonché del potenziale agente causale  ritenuto responsabile (1). Si  distinguono diverse tecniche: i prick tests, i patch tests (utilizzati prevalentemente nella diagnostica delle dermatiti da contatto e, anche se in minor misura, in quella dell’allergia alimentare e dell’allergia a farmaci), le intra-dermoreazioni (utilizzate sopratutto nella diagnostica dell’allergia a farmaci e al posto del prick test quando si hanno a disposizione allergeni a bassa potenza) e gli scratch tests i quali però non sono più usati vista la loro bassa specificità (1, 2). 

Nell’ambito di tali tests, il prick test, considerato come l'esame di base tra i tests cutanei, è quello maggiormente usato nella diagnostica allergologica soprattutto in campo pediatrico (1).

I motivi che portano a questo largo impiego del prick test sono legati principalmente a:

1) elevata efficienza o accuratezza,

2) sempilicità di esecuzione ed interpretazione,

3) minima invasività tanto da renderlo ben accettabile nel bambino,

4) rischio quasi nullo di effetti collaterali,

5) costi modesti sia per il materiale usato (allergeni, strumenti per prick e lettura) sia per il tempo necessario alla lettura.

Quanto sopra specificato ha però determinato in taluni operatori un’estrema semplificazione e banalizzazione di questa tecnica con conseguente erronei comportamenti ed  interpretazioni.

E’ necessario quindi conoscere nel miglior modo possibile tutto quanto possa determinare un corretto e scientifico comportamento nell’uso del pick test;  per tale motivo verranno di seguito in modo schematico analizzati e discussi i vari aspetti che devono essere conosciuti da chi esegue tale test. 


Il prick test inoltre può avere ulteriori campi di applicazione (ad esempio nella standardizzazione degli allergeni, nella valutazione nel tempo in corso di immunoterapia specifica della reattività agli allergeni) a dimostrazione della sua importanza in ambito allergologico e di come quindi sia necessario conoscere bene i vari aspetti di tale tecnica. Comunque questi ulteriori campi di applicazione esulano da quello che è il nostro compito pertanto non verranno esaustivamente trattati.
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Fisiopatologia del prick test

Il prick test (vedi oltre per la tecnica di esecuzione) può indurre in soggetti sensibili una reazione immediata cutanea di tipo IgE mediata, determinando la comparsa di un pomfo e di un eritema legati all’attivazione di mast-cells (nella cute sono in numero di circa 5000-12000 per mm3, localizzate prevalentemente vicino ai vasi e alle terminazioni nervose) . Le IgE di membrana adese a tali cellule venute a contatto con l'allergene che viene testato liberano infatti sostanze vaso-attive favorenti sia vasodilatazione che uno stravaso di plasma (1). 

L’istamina, principale sostanza vaso-attiva liberata, può determinare, attraverso riflessi assonici, il rilascio di sostanza P la quale può a sua volta incrementare gli effetti della reazione immediata favorendo il rilascio di ulteriore istamina da parte dei mastociti (1). Pertanto nell’ambito della reazione cutanea immediata indotta dal prick test sono coinvolti sia mediatori chimici che neurogenici (1).


La reazione cutanea immediata può essere seguita da una reazione cutanea tardiva che compare 3-5 ore dopo l’esecuzione del prick test, con un picco massimo alla sesta-dodicesima ora, e con una risoluzione spontanea di solito entro 24 ore (1). E’ probabile che le mast-cells siano le principali cellule alla base della reazione tardiva; infatti tale reazione compare quasi sempre dopo una reazione immediata nella genesi della quale le mast-cells hanno un ruolo di primo piano (1). Queste cellule liberano fattori chemiotattici, citochine e sostanze vaso-attive che determinano un aumento della permeabilità vasale con conseguente richiamo di vari elementi cellulari (1). Tra questi vi sono i linfociti, gli eosinofili (con i loro prodotti di secrezione, in particolare con la proteina basica maggiore e con la proteina cationica), i neutrofili e i macrofagi e tutte queste cellule avrebbero anch’esse un ruolo importante nella genesi della reazione cutanea di tipo tardiva (1).
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Sensibilità e specificità del prick test

Prima di focalizzare l’attenzione sui significati di sensibilità e specificità di un prick test è necessario conoscere alcune definizioni di seguito specificate (1).

VP (vero positivo) = soggetto (bambino) con prick test positivo e sintomatico (cioè con sintomi scatenati dall’allergene inalante o alimentare risultato positivo al prick test);

FP (falso positivo) = soggetto (bambino) con prick test positivo ma asintomatico (cioè assenza di sintomi scatenati dall’allergene inalante o alimentare risultato positivo al prick test);

VN (vero negativo) = soggetto (bambino) con prick test negativo e asintomatico;

FN (falso negativo) = soggetto (bambino) con prick test negativo ma sintomatico;

VPP (valore predittivo positivo) = probabilità che il soggetto (bambino) sia sintomatico dato che il prick test è positivo;

VPN (valore predittivo negativo) = probabilità che soggetto (bambino) sia asintomatico dato che il prick test è negativo.

Pertanto la sensibilità (Se) del prick test è data dal VP/(VP + FN) x 100 e la specificità (Sp) del prick test è data dal VN/(VN + FP) x 100 (1).

In altre parole la Se è la probabilità che un prick test sia positivo dato che il bambino è sintomatico (tanto più alta è la Se quanto minore è il numero dei falsi negativi) e la Sp è la probabilità che un prick test sia negativo dato che il bambino è asintomatico (tanto più alta è la Sp quanto minore è il numero dei falsi positivi).

Ideale sarebbe che il prick test presentasse per tutti gli allergeni usati il 100% sia di sensibilità che di specificità. Ciò però è di difficile realizzazione in ambito allergologico in quanto se si aumenta la potenza del diagnostico con lo scopo di aumentarne la sensibilità ,con relativa riduzione di FN, si può diminuirne la specificità (aumentando quindi i falsi positivi). Quindi è necessario che l’estratto allergenico abbia un ottimale bilanciamento tra la sensibilità e la specificità e che quindi abbia una buona accuratezza o efficienza in modo da avere il massimo numero di VP con il minimo numero di FP. Certamente ottenere un’ottimale accuratezza di un diagnostico da usare per prick test presuppone da parte delle Aziende produttrici una standardizzazione biologica per mezzo di metodiche validate. In altre parole è sì importante il tipo di materiale usato (se tale materiale è scadente e povero di proteine allergeniche avremo per forza di cose un estratto non rappresentativo delle proteine allergegeniche che dovrebbe contenere) ma anche la procedura usata per la realizzazione del prodotto finale poi usato per eseguire il prick test.

Probabilmente l’uso di allergeni ricombinanti come diagnostici per prick test con quindi una totale conoscenza per ciascun inalante ed alimento degli allergeni responsabili della comparsa di manifestazioni cliniche è il punto di arrivo della diagnostica allergologica.


Del resto è però necessario ricordare che il prick test presenta dei limiti di difficile eliminazione (2). In particolare, è stato dimostrato in soggetti adulti, che nonostante il prick venga eseguito da un abile operatore e con tecnica standardizzata la riproducibilità, per quanto riguarda la quantità di allergene inoculato, è scarsa. Questa carenza è difficilmente eliminabile in quanto dipende dalle caratteristiche individuali del paziente. E’ quindi presente una variabilità tra soggetti e nello stesso soggetto tra una zona e l’altra della cute dell’avambraccio per quanto riguarda la quantità di sostanza penetrata (Tabella 1). Mediante l’uso di tecniche radioattive (marcando una soluzione glicerosalina, utilizzata solitamente come diluente in ambito allergologico, con Tc99m) è stato evidenziato che il volume medio inoculato tramite prick test in  volontari sani di età media pari ad anni 64 ± 4 (a ciascuno dei soggetti valutati sono stati eseguiti 8 prove cutanee a livello dell' avambraccio destro e 8 prove cutanee a livello di quello  sinistro, 4  a livello della faccia volare lato ulnare e 4 a livello dalla faccia volare lato radiale) è di circa 0.016 micronlitri (mediana 15906 picolitri; range compreso tra 418 e 82253 picolitri) (2). Al momento non sono disponibili analoghi studi in età pediatrica, è verosimile comunque un’analogia con quanto evidenziato nell’adulto. 

Tabella 1.  Distribuzione in picolitri della quantità inoculata in un soggetto

	Faccia volare dell’avambraccio destro
	Faccia volare dell’avambraccio destro
	Faccia volare dell’avambraccio sinistro
	Faccia volare dell’avambraccio sinistro

	Lato radiale
	Lato ulnare
	Lato ulnare
	Lato radiale

	34812
	28801
	28646
	15298

	25748
	24973
	25859
	15587

	34681
	25199
	13202
	13202

	18723
	32057
	13897
	17197
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Metodologia e Dispositivi per eseguire il prick test

Il prick-test si esegue mettendo una goccia dell’estratto allergenico sulla faccia volare dell’avambraccio ad una distanza minima tra ciascuna goccia di almeno 3 cm (1, 2). In seguito si oltrepassa con apposita lancetta sterile monouso (tipo “Morrow-Brown” nella quale la punta penetra per 1 mm nella cute) la goccia in modo perpendicolare rispetto alla cute per poi pungere la cute stessa; una variante di questa tecnica prevede di  oltrepassare la goccia con un’inclinazione della lancetta  (in tal caso si usa una lancetta diversa con una punta più lunga tipo quella impiegata per determinare fuoriuscita di sangue dal polpastrello del bambino per eseguire alcuni tipi di esami) pari a 45 gradi e poi si innalza la cute (in entrambi i casi è necessario evitare fuoriuscita di sangue) (1, 2, 3). Successivamente si asporta la goccia, entro 60 secondi dalla esecuzione del test, con garza o cotone e dopo 15 minuti si valuta la presenza di eritema, prurito e pomfo (1, 2). 

In teoria quindi qualsiasi strumento in grado di determinare una piccola lesione cutanea potrebbe essere utilizzato. In realtà è chiaro che ciò non può essere attuato in quanto dalla estensione e dalla profondità della lesione determinata dipende la quantità di allergene che penetra e quindi anche il tipo di risposta cutanea ottenuta. Inoltre il grado di trauma determinato sulla cute dallo strumento utilizzato determina una lesione che oltre ad assere fastidiosa e dolorosa per il paziente può essere fonte di erronea interpretazione.  

Del resto analizzando la risposta cutanea al prick test con istamina (10 mg/ml di istamina didrocloridrata in 50% di glicerina) e al prick test con una soluzione di controllo (glicerolo-salina al 50%) eseguiti sulla faccia volare dell’avambraccio ed utilizzando strumenti per prick diversi si hanno risultati nel complesso sovrapponibili anche se alcuni di questi strumenti (in particolare il Greer Track) determinano risposte diverse dagli altri (Tabella 1) (3). Tutto questo ha chiaramente dei risvolti pratici di notevole importanza in quanto a seconda del tipo di strumento usato diverse possono essere le risposte cutanee. Anche se questi dati si riferiscono  ad una popolazione adulta sono chiaramente applicabili per analogia  in età pediatrica. Nella pratica quotidiana nel bambino questi tipi di strumenti (multitest) non vengono utilizzati bensì si usano, come già specificato, altri tipi di “devices” e in particolare quelli monouso. A conferma di ciò uno studio oramai non più recente ma ben pianificato  e condotto paragonava la risposta istaminica determinata da sei diversi tipi di strumenti usati per eseguire il prick test evidenziando come l’uso di strumenti monouso era significativamente più precisa rispetto all’uso di uno strumento multitest (4). 

Tabella 1. Reazioni a test cutanei eseguiti sull’avambraccio con vari strumenti utilizzando istamina e soluzione salina

	Tipo di strumento
	Diametro medio del pomfo istaminico espresso in mm
	% di reazioni falsamente negative*
	Specificità di un pomfo pari a 3 mm indotto dalla soluzione salina (%)

	Lancetta clindrica solida 
	6.15
	0
	100

	Multitest II
	6.2
	1.1
	100

	DermaPik II (10 punte)
	6.33
	0
	0.98

	Quick test (8 punte)
	6.09
	1.3
	0.98

	Greer Track (8 punte)
	5.01**
	5.2
	100


**reazione significativamente più piccola rispetto a quella degli altri strumenti;

*diametro del pomfo e diametro dell’eritema indotti dall’istamina inferiori rispettivamente a 3 e 10 mm.
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Controindicazioni

La presenza di dermografismo e di lesioni cutanee (ad esempio eczema) nella parte ove deve essere eseguito  il prick test rappresenta una controindicazione all'esame stesso.

Inoltre vi sono vari prodotti farmacologici che se assunti dal paziente possono provocare una diminuzione della risposta cutanea al prick con l’allergene o con il controllo positivo (1, 2). In particolare gli antistaminici hanno un’importante ruolo nell’inibire il pomfo indotto dall’istamina o dall’allergene specifico verso il quale il paziente è sensibilizzato ed andrebbero interrotti, a seconda del tipo di antistaminico utilizzato, dai 2 ai 14 giorni prima della esecuzione delle prove cutanee (1, 2).

Altri farmaci che possono potenzialmente inibire la risposta cutanea al prick test con l’allergene specifico per il quale il bambino è sensibilizzato sono i cortisonici topici applicati sulle sedi cutanee ove in seguito vengono eseguite tali prove (1, 2). Questo ruolo inibente appare più indirizzato alla fase tardiva della reazione cutanea che non a quella immediata (1, 2). 

Altri tipi di terapie utilizzate in ambito allergologico e che non necessitano una sospensione in quanto non inibiscono la comparsa del pomfo e dell’eritema sono quelle relative all’uso di cromoni, steroidi orali e inalatori, (2 agonisti e di immunoterapia specifica (1, 2). 
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Zone cutanee ove eseguirlo 
La scelta delle superfici cutanee utilizzate per l’esecuzione dei prick test riveste particolare importanza soprattutto ai fini della lettura del test stesso perché siti cutanei differenti presentano diversa reattività quando vengano esposti all’allergene. Pur essendo ormai nota la minore reattività cutanea della superficie volare dell’avambraccio se paragonata alla reattività cutanea del dorso (1), è questa la zona più frequentemente utilizzata quando si sottopone un paziente all’esecuzione dei prick test, si tratta infatti di una zona cutanea ricca di mastociti, anche se presenta un gradiente di reattività che va via via riducendosi passando dal terzo prossimale al terzo distale, dove i mastociti sono presenti in numero ridotto.

La superficie volare dell’avambraccio viene solitamente preferita anche perché non obbliga il paziente a spogliarsi ed a sdraiarsi e permette di eseguire i test in posizione seduta, posizione che viene considerata più confortevole e meno stressante soprattutto per il bambino.

E’ bene ricordare però che, sebbene non vi sia una grande differenza, è stato stimato  che il 2,3% dei test che risultano essere positivi sulla cute del dorso risulterebbero negativi se effettuati sulla superficie volare dell’avambraccio (2).

Quando si appone la goccia di estratto allergenico è consigliabile osservare una distanza di almeno 3 cm dalla fossa cubitale  e 5 cm dal polso, tali misure devono essere proporzionalmente ridotte nei bambini più piccoli; fra una goccia di allergene e la successiva è altresì necessario mantenere una distanza minima di almeno 3 cm; nel caso si debbano testare diversi allergeni, questi possono essere apposti in file parallele distanziate anch’esse di almeno 3 cm. Tenere una distanza inferiore tra una goccia e l'altra può dare origine a sovrapposizioni della reazione eritematosa o pomfoide di due allergeni contigui e quindi non consentire una corretta interpretazione del test (3). E’ facilmente intuibile come in presenza di bambino con risposte cutanee di dimensioni elevate occorre distanziare ulteriormente la distanza tra un prick e l’altro. Talvolta in base alle dimensioni dell’avambraccio e alla notevole risposta cutanea evocata da un prick test è possibile, per evitare sovrapposizioni delle reazioni eritematose-pomfoidi, eseguire solo pochi test.

Pur con le limitazioni cui sopra è stato fatto cenno, occasionalmente anche la schiena può essere utilizzata per effettuare i prick (4), essa infatti fornisce un ampia superficie che permette di effettuare un elevato numero di test. Sebbene il dorso venga considerato come una superficie omogenea ai fini dell’esecuzione dei prick test, anche in questo caso, esiste un gradiente di reattività cutanea che si riduce passando dal terzo superiore al terzo medio e dal terzo medio al terzo inferiore del dorso (5). 
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Età di esecuzione del prick test 
I prick test possono essere eseguiti a qualsiasi età, già infatti a partire dai primi mesi di vita i lattanti presentano reazioni cutanee pronunciate sia per gli allergeni sia per l’istamina.

Tali test possono quindi dare risultati attendibili a partire dal compimento del primo mese di età quando inizia ad essere presente una certa reattività cutanea nei confronti dell’istamina e della codeina (agente che provoca una degranulazione mastocitaria non immuno-mediata) (1, 2). Va tuttavia sottolineato che il bambino piccolo può presentare reazioni cutanee meno evidenti rispetto al bambino nelle età successive. La spiegazione del comportamento cutaneo in tale fascia di età è da ricercare nel minor numero di mastociti presenti a livello della cute, nel ridotto numero di recettori per le IgE espressi da tali cellule sulla superficie cellulare, ed in un diminuito rilascio dei mediatori cellulari contenuti all’interno dei mastociti cutanei. Fino all’età di 2 anni vi è inoltre una ridotta reattività cutanea all’istamina, ed una ridotta produzione di IgE seriche, totali e specifiche, da parte dei linfociti B (3).

La variabilità della reattività cutanea all’istamina, che sembra peraltro essere presente anche nella popolazione adulta (4), deve pertanto essere tenuta presente quando ci si appresta ad interpretare le dimensioni del controllo positivo e in successione degli allergeni testati. In considerazione di quanto esposto sopra, quando sottoponiamo all’esecuzione dei prick test un bambino sotto l’ anno di vita bisogna tenere presente che è possibile andare incontro a risultati falsi negativi. Perciò trovandoci di fronte ad un neonato-lattante con prick negativi si deve valutare la necessità di ripetere tali test in epoca successiva nel caso di persistenza della sintomatologia allergica. 
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Standardizzazione e ALLERGENI DA UTILIZZARE 

L’allergene è un antigene in grado di indurre, in particolari individui, una risposta immunologica caratterizzata prevalentemente dalla produzione di anticorpi di tipo IgE. Gli allergeni sono solitamente proteine o glicoproteine con peso molecolare compreso tra 5 e 60 KDa, resistenti alle variazioni del PH, agli enzimi proteolitici e al calore (1). 

Standardizzazione degli allergeni

La preparazione di un estratto allergenico da usare come diagnostico per prick test da parte dell’industria è caratterizzato da vari passaggi. Schematicamente si parte dalla materia prima, dalla quale si ricava l’estratto grezzo, parzialmente purificato e poi stabile. Su tale estratto stabile vengono svolti vari controlli finalizzati alla individuazione della potenza allergenica totale, lo spettro allergenico e l’individuazione della concentrazione allergenica. La standardizzazione degli estratti allergenici è finalizzata a realizzare valori standard di una determinata sostanza da utilizzare nella diagnosi e nella terapia delle malattie allergiche.

La standardizzazione finalizzata alla preparazione di materiale diagnostico in vivo (ad esempio per eseguire il prick test) è di grande utilità per aumentare la sensibilità, specificità e sicurezza del test.

Determinare la potenza di un estratto allergenico equivale a titolare tale estratto.

Un tempo la potenza dei vari estratti veniva dosata attraverso la titolazione dell’azoto proteico in esso contenuta [1 PNU (Protein Nitrogen Unit) corrispondente a 0.0001 mg di azoto proteico si trova in 62 ng di proteine], tale titolazione non viene più usata in quanto non correla con l’attività allergenica degli estratti.
In seguito è stata utilizzata la titolazione in peso/volume dei vari allergeni (Unità Noon), anche in questo caso i risultati sono stati discordanti e anche tale metodica progressivamente è stata abbandonata.

L’introduzione delle titolazioni attraverso le unità biologiche ha permesso di realizzare estratti progressivamente migliori sotto il profilo qualitativo. La standardizzazione biologica utilizza il criterio della diametria del pomfo cutaneo indotto tramite prick test con l’allergene in causa su soggetti allergici allo stesso.

Progressivamente tutte le industrie del settore si sono adeguate al concetto di standardizzazione biologica pur utilizzando differenti unità di misura (BU, IR, SQ, AU, ecc.) (Tabella 1) (2). 

Appare evidente che un fattore importante  nel processo di  standardizzazione in Unità Biologiche è la possibilità di avere un numero elevato di pazienti sensibili a quel determinato allergene con un quasi identico livello di patologia sui quali poter eseguire in modo corretto tale procedura, per tale motivo ad oggi solo una parte degli allergeni a scopo diagnostico (ma anche terapeutico) è titolata in unità biologiche (3, 4). 

Le procedure di standardizzazione sono in grado di garantire estratti finali affidabili sia sotto il profilo diagnostico e terapeutico (5, 6).

Tabella 1. Procedure di standardizzazione 

	Unità
	Ente (industria/autorità)
	Definizione

	Unità Biologica (BU/ml)
	 “Nordic Guidelines”
	Prick test (10.000 BU/ml = concentrazione che induce stesso pomfo ottenuto con istamina cloridrato a 10 mg/ml)

	Unita’ Allergenica (AU/ml)
	Lofarma Italia
	Test cutaneo (sentire?)

	Unità Biologica (BU/ml)
	Abellò
	Prick test (100 BU=concentrazione che induce un pomfo del diametro di 75 mm2)

	Unità Biologica Standardizzata
	Allergopharma
	Prick test (1.000 SEB/ml =10.000 BU/ml Nordiche,riferito ad Istamina 1 mg/ml)

	HEP (Prick equivalente a istamina)
	ALK
	Prick test (?)

	Unita’ SQ
	ALK
	100.000 SQ max dose raccomandata per ITs

	IR (Indice di reattività’)
	Stallergenes
	Prick test (100 IR= concentrazione che induce un pomfo di 38 mm2)


Allergeni da utilizzare

Gli allergeni sono per lo più sostanze presenti nell’ambiente e la loro introduzione nell’organismo avviene per tre diverse vie:

1) per inalazione;

2) per ingestione (alimenti e farmaci);

3) per via parenterale (allergeni penetranti per iniezione).

Gli allergeni introdotti per inalazione sono rappresentati prevalentemente da: pollini, micofiti, acari della polvere domestica, derivati epidermici animali, derivati dalle blatte, latice naturale. Di seguito ciascuno di tali allergeni è analizzato solo schematicamente in quanto una completa ed esaustiva loro trattazione non è lo scopo di questa monografia. 

Pollini

I pollini allergenici sono quelli anemofili, cioè aerotrasportati (7). Sono rilasciati nell’atmosfera in particolari periodi dell’anno e in modo specifico per ciascuna pianta e per ciascuna area geografica. Pertanto già questa premessa deve indurre (una volta che ci troviamo di fronte ad un paziente con sintomi suggestivi di un quadro clinico IgE mediato e nel quale si sopetta il ruolo di un allergene di tipo pollinico) ad una buona conoscenza dell’ambiente frequentato dal paziente stesso, delle piante presenti e del loro periodo di pollinazione. A tale scopo sono dislocate sul territorio nazionale varie stazioni aerobiologiche di rilevamento pollinico alle quali è utile fare riferimento anche per verificare nel periodo dei sintomi del paziente il tipo di polline presente e la sua carica in modo da utilizzare ai fini diagnostici pannelli allergenici specifici. In tal modo si facilita la diagnosi allergologica e conseguentemente lo specifico trattamento.

Le condizioni ambientali ideali per la pollinazione sono: assenza di pioggia, presenza di sole, velocità del vento di 5-15 km/h, umidità relativa del 60-90% e temperatura compresa tra i 25-30 °C. Del resto è utile ricordare che in particolari situazioni fenomeni temporaleschi possono avere un effetto “paradosso” potenziante l’allergia a pollini. Infatti l’acqua piovana può determinare una rottura di granuli pollinici con conseguente legame di questi frammenti al “particolato atmosferico” dovuto alle emissioni dei motori diesel. Queste considerazioni possono spiegare l’apparente non logico incremento delle pollinosi in ambienti urbani ad elevato traffico veicolare rispetto a quello presente nelle zone rurali.

Vari sono i tipi di polline importanti da un punto di vista allergologico (Tabella 1) anche se in Italia i pollini in assoluto più frequentemente responsabili di manifestazioni cliniche IgE mediate sono quelli delle graminacee.

I pollini di graminacee, piante ubiquitarie nel territorio italiano, possono determinare, in particolari soggetti,  la comparsa di manifestazioni cliniche solitamente nei mesi di aprile, maggio e giugno.

La parietaria, diffusa particolarmente nelle zone costiere, isole e nella parte centro-meridionale della nostra penisola può, in base al periodo di fioritura, provocare manifestazioni cliniche da perenni a primaverili-autunnali.

Alberi come l’olivo o piante come le cupressacee e le betullacee hanno di solito massima fioritura rispettivamente in maggio e in febbraio-marzo.

Tabella 1. Principali pollini anemofili presenti in Italia e responsabili di manifestazioni cliniche IgE mediate

	Graminacee
	Cynodon dactylon (erba canina), Anthoxantum odoratum (Paleo odoroso), Avena sativa (Avena), Dactylis glomerata (Erba mazzolina), Festuca elatior (Fetuca), Holcus lanatus (Bambagiona), Lolium Perenne (Lolietto), Phleum Pratense (Codolina), Poa Pratensis (Erba fienarola), Secale cereale (Segale)

	Urticacee
	Paritaria judaica, Paritaria officinalis (erba vetriola)

	Composite
	Ambrosia artemisifolia, Ambrosia trifida, Artemisia vulgaris, Tarassaco

	Chenopodiacee
	Chenopodium album, Salsola pestifer o kali

	Oleacee
	Fraxinus, Ligustrum, Olea europea

	Betulacee
	Alnus, Betulla

	Coriacee
	Corylus avellana, Carpinus, Ostrya

	Taxodiaceae
	Cryptomeria japonica

	Fagacee
	Quercus alba

	Cupressacee
	Cupressus arizonica, Cupressus sempervirens, Juniperus, Thuja, Chamaecyparis


Micofiti

I micofiti sono organismi eucariotici capaci di riproduzione sessuata od asessuata, estremamente diffusi, di difficile classificazione in quanto ne esistono decine di migliaia di specie (8, 9).

Le specie di maggiore interesse allergologico appartengono prevalentemente alla classe dei Deuteromycetes e tra questi quei micofiti che determinano con più frequenza manifestazioni cliniche sono l’Alternaria, l’Aspergillus e il Cladosporium (sinonimo: Hormodendrum) mentre altri come ad esempio il Penicillium, il Fusarium, il Trichophyton, la Botrytis sono con minor frequenza responsabili di manifestazioni cliniche.

Tra i micofiti di interesse allergologico, non appartenenti ai Deuteromycetes e difficilmente in grado di determinare quadri clinici IgE mediati, vi sono gli Zygomycetes (Mucor, Rhizopus), i Saccharomycetes (Candida, Saccharomyces), i Basidiomycetes (Agaricus, Pleurotus) e gli Ascomycetes (Chaetomium, Claviceps).

Le spore dei micofiti sono aerodisperse ed evidenziabili, come i pollini, tramite raccolta e campionatura attraverso specifici strumenti, La successiva analisi permette l’identicazione del tipo di micete. In seguito la divulgazione di questi dati permette la conoscenza agli specialisti interessati delle quantità di spore, come del resto di pollini, presenti nell’aria.

I miceti sono in grado di determinare la comparsa di manifestazioni cliniche IgE mediate, sono presenti nell’ambiente sia outdoor che indoor e prevalentemente nel periodo estivo-autunnale. In questo periodo vi sono due condizioni favorenti una loro alta concentrazione nell’aria: l’abbondanza di nutrienti quali ad esempio foglie cadute dagli alberi e frutti non raccolti in quanto non adatti alla commercializzazione e la presenza di temperatura ed umidità elevate.  

Acari della polvere domestica


Le specie di acari conosciute sono circa 30000, poco meno di trenta sono quelle di interesse allergologico. Sono Artropodi, della classe degli Aracnidi e hanno da adulti 4 paia di zampe. Si dividono in vari ordini a seconda della presenza e distribuzione degli stigmi (punti di contatto tra trachea ed ambiente esterno) (10, 11) e in particolare in Notostigmata, Tetrastigmata, Mesostigmata, Metastigmata, Prostigmata, Cryptostigmata, Astigmata. Questo ultimo ordine (Astigmata) è quello che comprende i generi di maggiore interesse allergologico e tra questi i più importanti sono principalmente i Dermatophagoides (con le specie pteronyssinus e farinae) e in misura molto minore gli Euroglyphus (con la specie maynei), gli Acarus (con la specie siro), il Tyrophagus (con la specie putrescentiae), i Lepidoglyphus (con la specie destructor), la Blomia (con la specie tropicalis) e il Glycypaghus (con la specie domesticus). Gli allergeni degli acari sono vari e si dividono schematicamente in 13 gruppi a seconda del loro peso molecolare. Gli allergeni dei gruppi 1, 2, 3 e del gruppo 10 (omologia tra questi allergeni e la tropomiosina presente in gamberetti e chiocciole) appaiono quelli di maggior interesse clinico-allergologico.

Derivati epidermici animali

In realtà tale definizione non è propriamente corretta in quanto la componente allergizzante deriva si dal pelo e dalle squame dermiche degli animali ma anche dal siero, dalle urine e dalla saliva degli animali stessi (1).
Varie specie animali sono in grado di determinare reazioni IgE mediate. Inoltre sono stati identificati e caratterizzati gli allergeni responsabili di queste reazioni. Di seguito vengono elencate le specie più comunemente responsabili e tra parentesi la denominazione dei principali allergeni identificati e caratterizzati: Gatto (Fel d 1), Cane (Can f 1, Can f 2), Cavallo (Equ c 1, Equ c 2), Coniglio (Ory c 1), Cavia (Cav p 1, Cav p 2, Cav p 3), Ratto (Rat n 1, Rat n 2, Rat n 3), Topo (Mus m 1, Mus m 2) e Vacca (bos d 1, Bos d 2, Dos d 3).  
Gli ultimi quattro animali possono determinare rispetto al gatto, cane, cavallo e coniglio reazioni allergiche per motivi prevalentemente professionali.

Derivati dalle blatte


Le blatte o scarafaggi (Blattella germanica, Periplaneta americana, Blattella orientalis) sono insetti di dimensioni comprese tra i 10 e i 30 mm. Di giorno solitamente si nascondono. Si trovano nelle abitazioni cittadine e rurali. Sono presenti tutto l’anno anche se sono più attive ed identificabili nei mesi caldi rispetto a quelli freddi. La prevalenza di sensibilizzazione in età pediatrica in uno studio italiano è pari al 12 %  (12). 

Latice naturale

Derivato dall’albero dell’Hevea Brasiliensis. Utilizzato per la realizzazione di centinaia di prodotti di uso quotidiano e sanitario. I prodotti che lo contengono possono determinare in soggetti sensibili manifestazioni cliniche respiratorie (oculorinite, asma), cutanee (edema, orticaria) e anafilattiche (13) 


La prevalenza di sensibilizzazione al latice nella popolazione generale pediatrica appare inferiore all’1% (14) anche se può raggiungere livelli elevati in particolari categorie di soggetti quali i multioperati, gli affetti da spina bifida, gli atopici, i soggetti con allergia alimentare e in particolare ad acuni alimenti (aneto, ananas, avocado, banana, carota, castagna, fico, frutto della passione, “jelutong sap” contenuto in alcune gomme da masticare e deivato dall’albero Dyera costulata, kiwi, mango, Marsdenia condurango–tè, origano, patata, peperone dolce, pesca, pomodoro, salvia, Ziziphus jujuba) (15, 16, 17). 

Il prick test può essere eseguito utilizzando estratti del commercio oppure attraversando con l’apposita lancetta con la quale si esegue poi il prick un guanto appoggiato sulla faccia volare dell’avambraccio.

In caso di precedente reazione anafilattica al latice stesso il prick sia con il guanto che con l’estratto del commercio può essere eseguito, se necessario, per confermare il sospetto diagnostico di allergia al latice anche se utile è avere a disposizioni strumenti per fronteggiare una nuova reazione anafilattica.  

Tra gli altri allergeni (da ingestione e penetranti per via parenterale) gli alimenti, i farmaci e il veleno di imenotteri hanno un ruolo importante  
Alimenti

L’allergene alimentare è l’alimento in grado di dare sintomi con un meccanismo IgE mediato e tramite prick test è possibile confermare o meno il sospetto clinico. Tutti gli altri alimenti in grado di dare tipi di reazioni avverse sia immunomediate (ma con un meccanismo non IgE mediato) e non immunomediate non sono chiaramente trattati (18).
Comunque tutti gli alimenti possono determinare in individui predisposti quadri clinici IgE mediati anche se quelli più frequentemente responsabili di tali quadri sono:

a) il latte di mucca, 

b) l’uovo di gallina, 

c) i pesci (in particolare merluzzo) e i crostacei (sopratutto gamberetti) che possono anche veicolare un parassita (Anisakis simplex) che può essere responsabile in alcuni soggetti anche di manifestazioni cliniche IgE mediate (19), 

d) i cereali (più frequentemente grano, meno frequentemente avena, mais, orzo, riso, segala) nei quali la presenza di lectine, che sono presenti anche nei vegetali, può determinare un legame aspecifico con le IgE senza alcuna rilevanza clinica,

e) le leguminose (arachide e soia), 

f) le Rosacae (albicocca, mandorla, prugna, fragola, pesca, mela, pera) nelle quali gli allergeni sono presenti nella polpa ma anche nella buccia (20), 

g) la nocciola,

h) carni di mammiferi (sopratutto pollo e manzo-vitelo).

E’ stata evidenziata la presenza di alcune proteine quali quelle appartenenti alla famiglia delle profilline, delle “calcium-binding proteins” e delle “pathogenesis-related proteins” presenti in gran quantità negli alimenti di natura vegetale che può anche spiegare la presenza in alcuni pazienti di allergie multiple relative ad alimenti tassonomicamente non correlabili (18). 

Inoltre anche se l’alimento per definizione determina sintomi dopo ingestione è possibile che in soggetti particolarmente sensibili possa determinare sintomi IgE mediati anche gravi atraverso l’inalazione di vapori di cottura oppure di particelle aerodisperse nell’ambiente in particolari ambienti lavorativi (addetti e anche frequentatori di ambienti lavorativi dell’industria alimentare quali caseifici, pescherie, forni per la lavorazione del pane) (18). 

Farmaci

In teoria qualsiasi farmaco che sospettiamo come responsabile di una reazione avversa di tipo IgE mediata può essere testato mediante prick test ponendo una goccia di tale prodotto sulla faccia volare dell’avambraccio e verificando poi la presenza o meno di una cutipositività.

Tale cutipositività deve essere ben interpretata: potrebbe essere espressione di un meccanismo IgE mediato (in base al pregresso quadro clinico scatenato dal farmaco e al tipo di farmaco testato si possono fare ulteriori indagini come intradermo, ricerca nel siero di IgE specifiche) oppure potrebbe essere espressione di una risposta irritativa e quindi aspecifica (l’esecuzione dello stesso test su un gruppo di controllo e la valutazione successiva della risposta cutanea dirime questo dubbio). 

In pratica vi sono però farmaci che hanno un peso molecolare talmente basso (inferiore a 5 KDa) che per agire come allergeni e dare quindi una risposta di tipo IgE devono legarsi o essi stesi o tramite i loro metaboliti ad altre molecole proteine o glicoproteiche di natura tessutale o plasmatica (denominate “proteina vettore”). Un’eccezione a questa regola è rappresentata dai miorilassanti (curari) utilizzati in anestesia i quali anche se di basso peso molecolare sono forniti di due epitopi di ammonio quaternario (antigeni bivalenti) ad una distanza (10 angstrom circa) l’uno dall’altro pari a quella presente tra i di due siti anticorpali di due molecole IgE contigue poste sulla superfice del mastocita. Questa spazialità consente il legame “a ponte” del miorilassante su due IgE poste sul mastocita e la conseguente degranulazione del mastocita stesso (21). 

I farmaci maggiormente responsabili di reazioni IgE mediate in pediatria e per i quali è possibile tramite prick test evidenziare una cutipositività sono gli antibiotici (in particolare i (-lattamici come amoxicillina da sola o associata all’acido clavulanico per via orale, le cefalosporine sia per via orale che iniettiva, le penicilline iniettive in formulazione ritardo e i macrolidi per via orale) e i prodotti usati per l’anestesia (in particolare i miorilassanti).  

Veleno di imenotteri

Gli imenotteri responsabili della comparsa di reazioni IgE mediate sono nel bambino l’ape (Apis mellifera), il calabrone (Vespa crabro), la vespa (Polistes species e dominilus), il giallone (Vespula species). Il prick test contenenti il veleno di tali insetti pungitori è disponibile ed eseguibile a concentrazioni di 100 (g/ml. Altri insetti tipo la zanzara comune e il tafano possono determinare reazioni di tipo IgE mediate e disponibili sono estratti del commercio per eseguire prick test.

Allergeni inalanti ed alimentari da utilizzare come pannello standard nella pratica ambulatoriale
Difficoltoso è dare delle indicazioni standard in quanto gli allergeni da utilizzare devono essere selezionati in base all’età e alla storia clinica del paziente che esaminiamo e ai sintomi da lui riferiti.

Inoltre in alcune zone d’Italia certi tipi di allergeni (ad esempio quelli pollinici) possono essere più frequentemente responsabili di quadri clinici IgE mediati rispetto ad altre parti d’Italia.

E’ chiaramente compito dello specialista essere a conoscenza di quanto sopra specificato e sapere quindi quale tipo di allergeni mettere nel proprio pannello standard e se necessario quali altri allergeni testare. 

Con le limitazioni espresse un pannello di allergeni da utilizzare di base nella diagnostica delle allergopatie respiratorie infantili dovrebbe essere composto da estratti del commercio di Dermatophagoides pteronissinus, Dermatophagoides farinae, Gatto, Cane, Cavallo, Alternaria, Cladosporium, Lolium perenne (o altro polline di graminacee cross reagente), Cynodon dactylon, Parietaria officinalis e judaica, Assenzio, Ambrosia, Olivo, Cipresso, Betulla, Nocciolo e Ontano.

Per quanto riguarda gli allergeni alimentari quelli più frequentemente responasabili di manifestazioni cliniche IgE mediate sono latte, uovo e grano nei primi anni di vita seguiti da pesce (merluzzo), arachide, soia, crostacei (gamberetti) e vari tipi di frutta secca nelle età successive (i primi 6 sono gli alimenti consigliabili da usare come standard). 
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REATTIVITA’ CROCIATE TRA ALLERGENI 
La presenza di costituenti antigenici comuni (epitopi) in sostanze diverse può determinare la cross reazione (1, 2, 3).

Tale problematica è nota da tempo nell’ambito delle reazioni IgE mediate a farmaci. 

Tra i farmaci appartenenti ai (-lattamici è presente una cross-reazione ed è principalmente legata ad un antigene (l’acido 6-aminopenicillanico) che può essere a comune tra i vari farmaci stessi. 
Altri farmaci (ad esempio sulfamidici, diuretici benzotiazidici, ipoglicemizzanti orali del gruppo delle sulfaniluree, anestetici locali derivati dall’acido paraminobenzoico, coloranti azoici) sono in grado di determinare reazioni crociate causate da un determinante antigenico comune (Gruppo NH2 in posizione para).

I miorilassanti (atracurio, succinilcolina, cis-atracurio, ecc.) possono cross-reagire tra loro per la presenza del grupo ammonio quaternario a comune.

Altro aspetto è la cross-reattività tra allergeni inalanti nell’ambito della stessa famiglia ma anche tra famiglie diverse e tra allergeni inalanti ed alimentari.

Per quello che riguarda gli acari, esiste una marcatissima omologia antigenica e reattività tra Dermatophagoides pteronissinus e farinae, ma anche tra questi ultimi e gli acari minori. Esiste una cross reattività tra acari e gasteropodi (lumaca di terra, di mare, alcuni molluschi) e tra acari e crostacei (sopratutto gamberi) legati alla presenza di antigeni a comune quali l'enocianina e la tropomiosina.

Per quello che riguarda le reazioni crociate tra epiteli di animali esse sono state ampiamente descritte nell’ambito di una stessa specie (felini, equini ecc).

I miceti sono allergeni particolari, sono descritte cross reazioni tra quelli appartenenti ad uno stesso genere ma anche tra generi diversi.

Per quello che riguarda i pollini esiste una cross reattività all’interno di una stessa famiglia ad esempio le Graminacee, anche se nell’ambito di questa famiglia la sottofamiglia delle Panicoidee (tra esse è da ricordare il Cynodon) si comporta in modo diverso non evocando  reazioni crociate con le altre graminacee.

Altri esempi di reazioni analoghe sono quelli descritti nell’ambito della famiglia delle Urticacee, delle Composite e delle Cupressacee.

Esiste poi l’ampio capitolo delle cross reattività tra pollini ed alimenti vegetali, più rara quella tra polline e frutta della stessa piante (es. pollini d’olivo e olio di oliva), assai frequente quella tra pollini e frutta e verdura di diversa origine ma con in comune frazioni epitopiche (ad es. le profiline).

Tali cross reazioni sono prevalentemente responsabili di sintomi gastrointestinali classici e della Sindrome Allergica Orale.

Le reazioni crociate più note responsabili di allergia alimentare sono quelle tra:

1) Alimenti di origine vegetale (appartenenti alla stessa famiglia) come tra i cereali (famiglia delle graminacee), i legumi (famiglia delle leguminose) e tra pesche, ciliegie, prugne, albicocche (famiglia delle Prunoidee);
2) Alimenti di origine vegetale (appartenenti a famiglie diverse) come tra quelli della famiglia solanacee (patate) e delle umbelifere (carote), della famiglia cucurbitacee (anguria, melone) e delle solanacee (pomodori), del gruppo semi e noci e frutti appartenenti alle rosacee (mele e pere);

3) Alimenti di origine animale (pesci, crostacei, uova e pollo, latte e carne);
4) Alimenti vegetali e pollini come tra Rosacee (mela, pera, fragola, lampone), Prunoidee (prugna, pesca, albicocca, ciliegia), Amigdaliacee (mandorla), Umbellifere (sedano, finocchio, carota, prezzemolo), Actinidiacee (kiwi) e Gruppo noci (arachidi, noce, nocciola) con le Betulacee; prodotti contenenti derivati di composite (miele di girasole, camomilla, margarina, dragoncello, lattuga, cicoria), Umbellifere (sedano, finocchio, carota, prezzemolo), Cucurbitacee (anguria, melone), Rosacee (mela), Fagacee (castagna), Anacardiacee (pistacchio) e Musacee (banana) con le Compositae; Graminacee (frumento), Cucurbitacee (anguria, melone), Prunoidee (prugna, pesca, albicocca, ciliegia), Amigdaliacee (mandorla), Actinidiacee (kiwi), Rutacee (limone, arancia), Solanacee (pomodoro) e Leguminose (arachide) con le Graminacee; Moracee (gelso), Labiate (basilico), Leguminose (pisello), Cucurbitacee (melone), Prunoidee (ciliegia), Anacardiacee (pistacchio) e grano saraceno con le Urticacee.
La conoscenza di questo importante capitolo sarà utile ogni qualvolta si vogliano comprendere in uno stesso individuo manifestazioni cliniche, sia riferibili ad allergia respiratoria sia ad allergia alimentare, apparentemente disconnesse tra loro.

Conoscere le cross reazioni in allergologia permette di gestire problematiche cliniche estremamente complesse e difficilmente interpretabili.
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CONTROLLO NEGATIVO E POSITIVO 

Utili per verificare che il paziente non soffra di dermografismo (risposta positiva al controllo negativo) e che risponda in modo normale all’istamina. Se ciò non si verifica invece del prick test si dovranno utilizzare altre metodiche diagnostiche (in particolare test in vitro).
Tecniche particolari: Prick by Prick (PbP)
Le Position Paper ufficiali  sulla diagnostica allergica sostengono come è noto  che i Prick test per gli allergeni inalanti rappresentano il test diagnostico più affidabile.

L’interpretazione dei test cutanei per allergeni alimentari è invece più complesso, poiché il valore predittivo del prick varia in relazione all’età, al tipo di allergene ed al tipo di manifestazione clinica presentata. 

Come è noto, una importante causa di falsa negatività del prick test per alimenti  è rappresentata dalla perdita di frazioni antigeniche nel processo di allestimento degli estratti industriali, determinata  dalla particolare labilità di alcuni allergeni alimentari, soprattutto vegetali. La mela, ad esempio, sviluppa facilmente sostanze fenoliche, in grado di ridurre il potere antigenico dell’alimento stesso.

I cibi freschi, specie frutta e verdura, ma anche altri alimenti, mostrano quindi spesso una potenza maggiore rispetto agli estratti commerciali e per tale motivo vengono utilizzati mediante una tecnica denominata del prick by prick (1, 2, 3).

Questa tecnica consiste nel pungere l’alimento fresco, se è solido, con una lancetta, con cui viene poi eseguito un regolare prick test; se invece l’alimento è liquido, vi si immerge direttamente la lancetta. In altri casi, come per il grano, si può allestire estemporaneamente una miscela di farina ed acqua bollita, analogamente una formula di latte in polvere si diluisce secondo le indicazioni della Casa produttrice, come per una normale preparazione.

La tecnica del PbP applicata alle formule idrolisate ha dimostrato una buona affidabilità diagnostica (4, 5).

 L’alto valore predittivo positivo e negativo consente l’impiego di questa semplice e non invasiva metodica prima di prescrivere tali formule a bambini affetti da allergia alle proteine del latte vaccino.

Nel caso del lattice si può eseguire il PbP pungendo la cute attraverso un guanto di questo materiale. 

Gli alimenti devono essere freschi e non congelati, dato che la conservazione a -16°C può far perdere alcune proprietà allergizzanti, e inoltre molte sostanze perdono l'allergenicità dopo 48 h. 

E’ necessario ricordare inoltre che alcuni alimenti ricchi di istamina e ad alto contenuto di lectine potrebbero produrre falsi positivi. 

D’altra parte il riscontro di PbP positivi per alimenti freschi in soggetti con storia di allergia alimentare, negativi al test con estratti del commercio, è stato segnalato in letteratura anche per allergeni “stabili” come uovo, latte o arachidi (6-10). Rance e collaboratori, ad esempio,  hanno segnalato una correlazione tra positività ai PbP e challenge ad alimenti (latte, uovo, arachidi) del 91.7% contro una correlazione del 58.8% con i prick test eseguiti con  gli estratti commerciali degli stessi alimenti (6).

L’utilizzazione del prick by prick test con l’alimento fresco non è del tutto esente da rischi e nei soggetti altamente sensibili può dar luogo a reazioni avverse sistemiche. 

L’attendibilità del test cutaneo andrebbe esaminata per ciascun alimento, in quanto ci possono essere notevoli differenze, anche per la parte di alimento da utilizzare. Ad esempio non è chiaro se nel caso del PbP con l’uovo sia preferibile utilizzare l’uovo intero o solo l’albume. Un lavoro recente su 45 bambini affetti da allergia alle proteine dell’uovo sottolinea come il PbP verso l’albume sia statisticamente più significativo rispetto al PbP con l’uovo intero (11). 

Tuttavia si può dire che in linea generale è preferibile utilizzare gli estratti del commercio per gli alimenti di derivazione animale e l’alimento nella sua forma naturale per la frutta e la verdura.
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Lettura dei risultati

Le principali precauzioni da adottare durante l’esecuzione del prick-test sono varie (1, 2). 

In particolare è necessario avere la pronta disponibilità del medico e di farmaci per trattare eventuali reazioni sistemiche, non eseguire le prove cutanee in corso di episodio di allergia acuta e di grave entità, valutare la stabilità dell’estratto a disposizione ed essere certi che le concentrazioni usate siano appropriate, includere un controllo positivo (istamina cloridrato 10 mg/ml, cioè istamina 10 mg/ml in soluzione fisiologica glicerinata) e uno negativo (costituito dal diluente dell’estratto allergenico, solitamente soluzione fisiologica glicerinata), eseguire il test su cute normale (non lesionata), valutare la presenza di dermografismo, verificare il tipo di farmaco che eventualmente il bambino assume e quanto tempo intercorre tra l’eventuale esecuzione del test cutaneo e l’ultima somministrazione del farmaco stesso (ad esempio, come in precedenza specificato, gli antistaminici hanno azione inibente sull’eritema e sui pomfi indotti dal prick test), leggere i risultati del prick test dopo il tempo adeguato (1, 2).

Un prick test è considerato positivo quando il diametro o l’area del pomfo sono maggiori rispettivamente di 3 mm e di 7 mm2 (1): in tale interpretazione non viene considerata la risposta all’istamina.

Nell’interpretazione dei risultati del prick test è possibile usare anche una scala semiquantitativa (da 1+ a 4+) (2, 3) (Tabella 1). Attualmente l’uso di metodi semiquantitativi è preferibile non venga utilizzato (ciò ad esempio si verifica anche per i test in vitro ove al posto del RAST si utilizza il CAP al posto cioè di una valutazione in classi si dosano in modo prececiso la quantità di IgE sieriche specifiche presenti). Inoltre, per fare un parallelo con l’analisi della formula leucocitaria, la presenza dei vari elementi cellulari (ad esempio granulociti eosinofili, granulociti basofili, granulociti neutrofili, linfociti, monociti) è espresso tramite un numero corrispondente alla loro precisa quantità e non tramite la presenza di uno, due, tre o quattro +. Pertanto anche nell’ambito della valutazione del prick test è utile dare una interpretazione precisa e non con metodi semiquantitativi.

Auspicabile sarebbe dare un’interpretazione univoca ai prick tests e per fare ciò è necessario indicare l’ora del giorno nella quale viene eseguito il test cutaneo (vista la variabilità nella giornata della reattività cutanea), la sede del corpo ove viene eseguito il test (nell’ambito della diagnostica agli anestetici talvolta il test viene eseguito nella schiena) (4), il tipo di lancetta o di strumento utilizzato, la fonte e la concentrazione dell’allergene usato (se standardizzato o non standardizzato), il tempo intercorso tra l’esecuzione del test e la lettura, le dimensioni del pomfo e dell’eritema (5, 6).

La lettura andrebbe eseguita dopo 10 minuti dall’esecuzione de prick per l’istamina e dopo 15 minuti dall’esecuzione del prick per gli allergeni prendendo in considerazione la dimensione del pomfo (somma del diametro maggiore espresso in mm con il diametro ad esso ortogonale espresso sempr in mm e il tutto diviso due).

Nell’interpretazione del prick test, oltre alla determinazione del diametro medio del pomfo, è importante ricordare il ruolo dello skin index (SI) (rapporto tra il diametro medio del pomfo indotto dall’allergene e quello indotto dall’istamina dicloridrato 10 mg/ml). Una interpretazione dei  test cutanei solamente con l’uso del diametro del pomfo è un criterio che può sottostimare una sensibilizzazione specialmente nell’età più piccole. Lo SI è infatti meno influenzato, rispetto al solo calcolo del diametro medio del pomfo indotto dall’allergene, dalle variazioni causate da un incremento del pomfo correlato con l’aumento dell’età del paziente (7, 8). 

Tabella 1. Lettura e interpretazione del prick test

	Risposta


	Lettura
	Esito

	-
	Reazione uguale al controllo negativo
	Negativo

	+
	Reazione da meno di ½ fino a ¼ rispetto a quella indotta 

dall’istamina cloridrato
	Negativo

	++
	Reazione minore (fino a ½) rispetto a quella indotta 

dall’istamina cloridrato
	Positivo

	+++
	Reazione da meno del doppio fino a una uguale a quella indotta dall’istamina cloridrato
	Positivo

	++++
	Reazione doppia o superiore al doppio di quella indotta 

dall’istamina cloridrato
	Positivo
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Interpretazione dei risultati
La prima cosa che sia il genitore del bambino al quale sono state eseguite le prove cutanee  come pure il non esperto in allergologia pensano vedendo i risultati del prick test è che il numero degli allergeni positivi indichi il numero delle allergie del bambino.

Il primo compito dello specialista è spiegare ai genitori che questa interpretazione, banale e semplicistica, del prick test è sbagliata, e che il risultato del test va interpretato in base alla storia clinica e all’esame obiettivo. In altre parole un prick test positivo per un allergene non significa necessariamente che il bambino abbia dei sintomi scatenati da quell’allergene. Un paziente può essere quindi sensibile (prick test positivo con assenza di sintomi scatenati dall’allergene positivo) oppure allergico (prick test positivo con presenza di sintomi scatenati dall’allergene positivo). A seconda del particolare caso clinico (allergia respiratoria, alimentare, reazioni a farmaci, a veleno di imenotteri) il valore diagnostico del prick test cambia, e quindi per arrivare alla diagnosi può essere necessario ricorrere ad altre indagini (ad esempio dosaggio delle IgE sieriche specifiche, spirometria, rinoscopia, test di provocazione, ecc.) o alla consulenza di altri specialisti. 

I più importanti fattori che rendono difficile la diagnostica allergologica sono i seguenti (1-7):

· le allergopatie sono patologie complesse e multifattoriali, nella cui eziologia intervengono molteplici fattori, sia ambientali che genetici;

· nella patogenesi di molte allergopatie (es. dermatite atopica, allergia alimentare, allergia a farmaci) sono implicati diversi meccanismi immunologici, per cui la sola determinazione della reattività IgE mediata può non essere sufficiente per una corretta diagnosi;

· per molti allergeni manca ancora una precisa caratterizzazione biochimica, e di conseguenza alcuni estratti per la diagnostica possono essere carenti o non standardizzati;

· nella interpretazione del risultato del prick test va tenuto conto della cross – reattività tra allergeni;

· in molte allergopatie la flogosi allergica può determinare una “iperreattività d’organo”, per cui stimoli aspecifici (quali infezioni, fattori fisici etc.) possono contribuire in modo determinante nel causare la sintomatologia clinica; 

· nei diversi individui esiste un diverso grado di “releasability” (instabilità) mastocitaria, per cui la reazione IgE mediata può determinare esiti flogistici di gravità diversa.

Prick test e allergie respiratorie  

In caso di quadro clinico di oculo-rinite, asma bronchiale nei quali sia i dati obiettivi che quelli anamnestici indirizzano verso un quadro clinico IgE mediato, la presenza di un prick test positivo per l’allergene sospettato ha un significato eziologico. D’altro canto un test negativo in presenza di storia clinica negativa consente di escludere una patologia allergica. L’interpretazione diviene meno agevole in caso di discordanza tra storia clinica e tests cutanei.  

La presenza di un test cutaneo positivo in mancanza di storia clinica evocativa per una patologia allergica respiratoria significa, come già riferito, sensibilizzazione e non allergia.

Una indagine condotta su 1175 bambini delle scuole elementari nella zona di Pontedera ha evidenziato come su 100 bambini 30 avessero un prick test positivo per almeno uno dei più comuni allergeni inalanti, mentre mediante una correlazione tra un questionario ISAAC modificato e il risultato delle prove cutanee oculorinite allergica ed asma bronchiale allergico erano presenti rispettivamente in 20 e 8 bambini su 100. Questo studio dimostra come 10 bambini e 22 bambini su 100 avessero prove cutanee positivi (sensibili) ma assenza rispettivamente di oculorinite ed asma allergiche.

Nel bambino la prevalenza della sensibilizzazione ad allergeni inalanti aumenta progressivamente nei primi 10 anni di vita e il rischio di sensibilizzazione dipende sia da fattori genetici che dal livello di esposizione ambientale (8, 9).  

E’ ormai dimostrato che la sensibilizzazione ad allergeni ambientali in età pediatrica rappresenta un importante fattore di rischio per lo sviluppo successivo di rinite e di asma (10). Si è quindi ipotizzato che in molti bambini positivi al prick test per allergeni respiratori ma ancora asintomatici potrebbe essere presente uno stato di “allergia latente”. Tale condizione può rappresentare uno stadio pre-clinico dell’allergia, durante il quale nell’organo target si instaura una flogosi che nel tempo può evolvere fino a determinare sintomi clinici, cioè la malattia allergica conclamata (11). Non è  possibile comunque prevedere quali bambini svilupperanno la malattia allergica conclamata, ed inoltre è anche possibile che negli anni la flogosi possa non evolvere, e ritornare progressivamente ad uno stadio di quiescenza, grazie al naturale decadimento della risposta immune ed al venir meno delle condizioni ambientali favorenti (12). Per questi motivi questo gruppo di bambini, pur non potendo essere considerati allergici, richiede attenzione; vanno seguiti e controllati nel tempo, sembra utile adottare da subito misure di prevenzione ambientale (13) ed occorre fare particolare attenzione alla eventuale presenza concomitante di altri fattori di rischio allergico.

Infatti se oltre alla presenza del prick test positivo per allergeni ambientali si associa la  familiarità allergica e la presenza di dermatite atopica ad insorgenza precoce (primi 2 anni di vita) il rischio di sviluppare la malattia allergica conclamata appare molto alto, valutabile intorno al 30-70% dei casi (14). Per questo motivo alcuni studi eseguiti in questa categoria di bambini ad alto rischio (in particolare in quelli precocemente sensibilizzati ad acari o graminacee) hanno evidenziato che oltre alla profilassi ambientale potrebbe essere il caso di intraprendere anche una profilassi di tipo farmacologico. Lo studio ETAC (Early Treatment of Atopic Children) ha infatti evidenziato che un intervento farmacologico preventivo con cetirizina, da iniziare tra il 1° e il 2° anno e da protrarre per almeno 18 mesi, si è dimostrato efficace nel prevenire l’insorgenza di asma (15).

Un altro importante studio (EPAAC: Early Prevenction of Asthma in Atopic Children) è in corso per confermare tali dati  in casistiche più ampie.

I bambini con prick test negativo ma con storia clinica compatibile per una allergopatia respiratoria rappresentano sicuramente il gruppo di maggiore impegno diangostico. In questi casi dopo aver escluso le possibili cause di interferenza farmacologica, di errori nella conservazione degli estratti o  nella esecuzione del test va in primo luogo verificato se possa essere presente una ipersensibilità verso allergeni non utilizzati nel test, o perchè non indiziati nella anamnesi, o perchè di rara implicazione.

Nella prima ipotesi particolare importanza riveste ad esempio il ricercare allergeni indoor come i derivati epidermici del gatto anche in bambini che non hanno l’animale in casa. Tali allergeni infatti sono particelle di piccole dimensioni (2-5 micron), particolarmente volatili ed in grado di permanere a lungo nelle abitazioni e di essere veicolati dagli indumenti di soggetti che possiedono l’animale (16). E’ quindi possibile che la sensibilizzazione sia avvenuta in ambienti diversi da quello familiare attraverso persone che possiedono l’animale (ad esempio in ambiente scolastico).

Nella seconda ipotesi vanno considerati ad esempio alcuni allergeni domestici, come gli scarafaggi (raramente testati routinariamente nei prick), che hanno assunto negli anni una crescente importanza come causa di asma, specie nei bambini che vivono nelle aree urbane ed in condizioni igienico-sanitarie precarie o di sovraffollamento (17).


Può essere ammissibile (ma è di raro riscontro) una sensibilizzazione “compartimentalizzata” e confinata nell’organo bersaglio, in particolare quando questo è rappresentato da un distretto corporeo molto ristretto (ad esempio la congiuntiva, la mucosa nasale, ecc.); nei casi dubbi il test di provocazione (ad esempio congiuntivale specifico) è dirimente per la diagnosi (18).
 
Esiste infine la possibilità che la sensibilizzazione sia in fase iniziale e quindi non rilevabile a livello sistemico; l’acquisizione graduale della sensibilizzazione ad allergeni respiratori è infatti un evento frequente in età pediatrica (19). E’ necessario in questi casi non perdere di vista il bambino, programmare controlli periodici e soprattutto ripetere il prick test nel tempo (anche ogni anno), in particolare nei bambini con quadri clinici non giustificati da altre diagnosi, o in quelli in cui i sintomi peggiorano col cambiamento delle abitudini di vita o col trasferimento di abitazione.

Prick test e allergie alimentari 

L’interpretazione del prick test nella allergia alimentare differisce sensibilmente da quella riferita per le allergie respiratorie, in quanto in molti quadri clinici attribuibili ad allergia ad alimenti la reazione IgE mediata può coesistere insieme ad altri meccanismi immunitari o può non essere affatto implicata (Tabella 1). In molti casi inoltre sintomi clinici dopo ingestione di alimenti possono essere determinati da meccanismi patogenetici estranei alla allergia: ad esempio nelle reazioni tossiche o tossinfettive, o nel caso di  deficit enzimatici o metabolici (deficit secondario di lattasi nei bambini con enterocolite)  o nelle reazioni pseudoallergiche (20).

A complicare la situazione c’è inoltre il fatto che nella diagnostica della allergia alimentare la storia clinica risulta di ausilio inferiore rispetto ad altre patologie: in questi casi infatti la sintomatologia riferita dai genitori è spesso varia, comprendendo sintomi a carico di vari organi e apparati, ed esiste una elevata percezione soggettiva di allergia ad alimenti, con tendenza alla sovrastima.  Diversi studi hanno infatti evidenziato che solo una esigua minoranza di soggetti che riferiscono allergia ad alimenti (6-8% dei casi) risultano realmente affetti  da tale patologia (21).


Nella maggioranza delle patologie di sospetta natura allergica alimentare (Tabella 1) possono essere in causa reazioni IgE mediate per cui, tenuto conto dei fattori sopra riportati, il prick test va comunque eseguito; questo test infatti, insieme alla raccolta della storia clinica ed all’esame obiettivo fa parte del primo approccio diagnostico.  L’interpretazione del prick test in questi casi è comunque subordinata al tipo di patologia e al tempo di insorgenza della sintomatologia clinica dopo l’assunzione dell’alimento. Da questa prima valutazione possono configurarsi le seguenti tre situazioni.

1) Patologie di sospetta origine IgE mediata  – Si tratta di situazioni nelle quali la sintomatologia clinica di solito è rappresentata da orticaria-angioedema, sindrome allergica orale,  sintomatologia gastrointestinale (vomito, nausea, dolori addominali, diarrea), più raramente da sintomatologia respiratoria (rinite, asma) o da sintomi di anafilassi (Tabella 1). Il sospetto è suffragato dal tempo di insorgenza della sintomatologia dopo il pasto, in quanto nella maggior parte dei casi la manifestazione clinica interviene nell’immediatezza della assunzione dell’alimento (massimo entro 2 ore). In molti di questi casi il collegamento causale con certi alimenti è talmente evidente che sono i genitori stessi ad aver fatto la diagnosi e ad aver eliminato l’alimento, ed al limite non sarebbe neanche necessario un test diagnostico di conferma. La positività del prick test in questi casi ha costantemente un significato eziologico: nel caso di anamnesi di reazione anafilattica è prudente, vista la mancanza di standardizzazione di molti allergeni del commercio, ricorrere al dosaggio sierico delle IgE specifiche. E’ bene ricordare che nel caso di frutta e vegetali si preferisce utilizzare la metodica del prick + prick con alimenti freschi, più sensibili degli estratti presenti in commercio per la loro labilità. La negatività del prick test va comunque interpretata con cautela, data la mancanza di standardizzazione degli allergeni alimentari; in molti casi può essere necessario, per escludere la presenza di allergia alimentare, eseguire un  test di reintroduzione in ambiente protetto.

2) Patologie in cui possono essere in causa reazioni IgE mediate – In molte patologie come la dermatite atopica o in patologie gastrointestinali (Tabella 1) oltre alla reazione IgE mediata possono intervenire o essere prevalenti altri meccanismi immunologici, per cui la interpretazione diagnostica del risultato del prick test risulta non agevole. In questi casi il “gold standard” per la diagnosi è rappresentato dal test di tolleranza in doppio cieco contro placebo (Double Blind Placebo Controlled Food Challenge: DBPCFC), test laborioso e non privo di rischi (22). Del resto nel bambino la componente pscicologica-emotiva è talmente minima che appare sufficene utilizzare un test di provocazione in aperto oppure in cieco (singolo o doppio).


Il prick test per alimenti risulta più importante se negativo piuttosto che se positivo: infatti la negatività del test per alcuni alimenti (latte, uovo, arachidi, carne bovina) consente nella maggior parte dei casi di escludere la presenza di allergia alimentare, e può essere quindi usato come test di screening (23). La positività, invece, deve essere interpretata come probabilità di allergia alimentare e va comunque confermata, se la storia clinica non è fortemente dirimente, mediante una dieta di esclusione verificando la scomparsa dei sintomi ed una eventuale reintroduzione verificando la eventuale ricomparasa dei sintomi.


Recentemente sono state identificate, almeno per alcuni allergeni, le reazioni cutanee predittive al 100% (100% diagnostic SPT levels) e sono stati riportati sia i livelli di positività del prick test che quelli delle IgE specifiche con  i quali si ha dal 95 al 100% di probabilità di avere una reazione clinica al test di provocazione in doppio cieco. Il riscontro di tali livelli di positività consentirebbe quindi la diagnosi di certezza, ed il challenge potrebbe essere evitato (Tabella 2); tuttavia su questo argomento non vi è consenso unanime e ulteriori ricerche sono necessarie (24, 25). 

La sensibilità e la specificità del prick test nell’ambito della diagnosi dell’allergia alimentare è condizionato in primo luogo dal tipo di estratto diagnostico utilizzato. Infatti auspicabile sarebbe l’utilzzazione di estratti standardizzati (26). Altre variabili che possono condizionare la risposta sono le diverse età nelle quali si studiano i soggetti, la diversità degli estratti usati con quindi diversa potenza, differenti metodologie usate (27). Probabilmente questo è il motivo di differenti risultati ottenuti dai vari autori (Tabella 3).

Tabella 3.

	Autore, anno
	Alimento
	Diametro medio del pomfo in mm
	Specificità
	Sensibilità

	Sampson HA, 1998 (28)
	Latte 
	3 
	51%
	96%

	Sampson HA, 1998
	Uovo
	3
	53%
	98%

	Sampson HA, 1998
	Arachide
	3
	29%
	90%

	Eigenmann PA, 1998 (29)
	Latte
	5
	68%
	

	Eigenmann PA, 1998
	Uovo
	4
	61%
	

	Eigenmann PA, 1998
	Arachide
	6
	71%
	

	Sporik R, 2000 (27)
	Latte
	3
	79%
	74%

	Sporik R, 2000
	Uovo
	3
	70%
	84%

	Sporik R, 2000
	Arachide
	3
	71%
	96%

	Sporik R, 2000
	Latte
	8 (età mediana di 3 anni)
	100%
	

	Sporik R, 2000
	Uovo
	7 (età mediana di 3 anni)
	100%
	

	Sporik R, 2000
	Arachide
	8 (età mediana di 3 anni)
	100%
	

	Sporik R, 2000
	Latte
	6 (età ≤ 2 anni)
	100%
	

	Sporik R, 2000
	Uovo
	5 (età ≤ 2 anni)
	100%
	

	Sporik R, 2000
	Arachide
	4 (età ≤ 2 anni)
	100%
	


Inoltre è utile ricordare che nell’ambito dell’allergia alimentare l’uso del prick test (con o senza l’ausilio della determinazione delle IgE sieriche specifiche) è utile nel confermare il sospetto di una reazione allergica IgE mediata (anche se il “gold standard” resta sempre il test di provocazione orale). Spesso a causa di una mancata standardizzazione dell’estratto allergenico si ricorre all’uso di alimenti freschi. In particolare, per quanto riguarda l’uovo, il prick test può essere eseguito utilizzando sia una goccia di albume fresco oppure una goccia di uovo intero (albume e tuorlo) in quanto anche se il diametro medio del pomfo espresso in mm è maggiore se si utilizza una goccia di albume invece che una goccia di uovo intero, da un punto di vista della pratica allergologica quotidiana l’uso dell’uno o dell’altro alimento determina risultati sovrapponibili (30). 

Boyano-Martinez e collaboratori hanno studiato bambini di età inferiore ai 24 mesi e con documentata allergia all’uovo (storia clinica convincente, presenza di prick test positivo, presenza di CAP-RAST positivo, test di provocazione orale positivo e chiaramente non eseguito solo in pazienti con pregressa anafilassi) cercando di valutare quali fossero i parametri che permettessero l’evidenziazione di un’acquisizione di tolleranza nei confronti dell’uovo.

La presenza di soli sintomi cutanei rispetto alla presenza di altri sintomi si rilevava la principale variabile predittrice di acquisizione di tolleranza seguita dalle dimensioni espresse in mm del diametro medio del pomfo indotto dall’uovo. 

In particolare la presenza in questi bambini di un diametro medio del pomfo < 6 mm si associava significativamente ad una acquisizione di tolleranza nei confronti dell’uovo. Questo studio evidenzia come il diametro medio del pomfo, a seconda delle sue dimensioni, possa essere predittivo di acquisizione di tolleranza (31).

3) Patologie non IgE mediate - Esistono una serie di patologie di origine allergica alimentare nelle quali non sono coinvolti meccanismi IgE mediati (Tabella 1). Si tratta prevalentemente di patologie gastrointestinali che colpiscono il  lattante in cui  nella maggior parte dei casi è in causa l’allergia alle proteine del latte vaccino. La diagnosi in questi casi viene eseguita, dopo aver constatato la risposta alla dieta di esclusione, sulla base della biopsia intestinale.

Prick test e allergia a farmaci 



I tests attualmente disponibili in vivo per tale diagnostica sono pochi e validi per un numero limitato di farmaci, e sono pochi gli studi che hanno indagato sulla loro sensibilità, specificità e predittività (32). Solo un numero ristretto di farmaci si comporta da antigene completo, cioè è in grado di indurre direttamente reazioni IgE mediate. Tali sostanze sono ad elevato PM (ormoni, enzimi, sieri eterologhi, miorilassanti) ed in questi casi il farmaco può essere testato sulla cute utilizzando direttamente il prodotto commerciale puro oppure opportunamente diluito. Negli altri casi il farmaco si comporta da antigene incompleto e quindi per poter determinare la risposta IgE mediata deve legarsi a una proteina carrier; questo fatto influenza notevolmente la sensibilità e la specificità del  prick test e quindi la sua attendibilità, ed inoltre può determinare una discordanza tra il risultato del test cutaneo e quello dei tests  in vitro (33). 


Nel bambino le reazioni a farmaci sono per la maggior parte reazioni cutanee di origine pseudoallergica spesso attribuibili agli additivi presenti nelle preparazioni in sciroppo. La diagnostica per allergia a farmaci va intrapresa qualora si sospetti una reazione IgE mediata e non sia possibile ricorrere a farmaci alternativi;  tale diagnostica deve essere eseguita da personale specializzato, in presenza di tutti i presidi per il trattamento di eventuali reazioni indesiderate generalizzate, che sono frequenti (10% dei casi) (34). Si esegue inizialmente il prick test (diluizioni scalari) seguito dal test intradermico (anch’esso a diluizioni scalari). Il prick test viene considerato positivo se determina un pomfo di almeno 3 mm di diametro, il test intradermico se compare un pomfo di 5 mm o 1 cm di eritema senza pomfo (35).
Prick test e allergia ad imenotteri 

In questa patologia i tests in vivo si dimostrano altamente sensibili e specifici, anche rispetto ai tests in vitro, sebbene alcune metodiche (CAP system) siano dotate di buona sensibilità (36). 

Anche in questo caso i tests cutanei vanno effettuati in ambiente ospedaliero attrezzato, anche se le reazioni sistemiche siano poco frequenti. I veleni da utilizzare sono rappresentati principalmente dal veleno di Apis mellifera, Vespula species, Polistes species e Polistes dominilus, Vespa Crabro. L’effettuazione dei test deve iniziare prudenzialmente con il prick alla concentrazione di 100 mcg/ml (o di 10 mcg/ml in caso di recenti gravi reazioni sistemiche). Si procede poi eventualmente al test intradermico partendo dalla concentrazione di 0.01 mcg/ml fino a 1 mcg/ml. Viene considerata positiva una reazione che induce la comparsa di un pomfo di almeno 5 mm di diametro. (37). Non esiste correlazione tra il grado di positività dei tests diagnostici (sia cutanei che sierologici) e la gravità della reazione alla ripuntura.

Tabella 1 – Quadri clinici attribuibili ad allergia ad alimenti

Sampson HA J Allergy Clin Immunol 1999; 103: 717-728 
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	Ipersensibilità gastrointestinale immediata

S orale allergica
	Esofagite allergica eosinofila

Gastrite allergica eosinofila

Gastroenterite allergica eosinofila
	Enterocolite da proteine alimentari

Proctite da proteine alimentari

Enteropatia da proteine alimentari (m celiaca)

	Orticaria acuta-angioedema

Orticaria acuta da contatto

Orticaria cronica o angioedema
	Dermatite atopica
	Dermatite erpetiforme

	Rinite allergica

Broncospasmo acuto
	Asma
	Emosiderosi polmonare

	Anafilassi generalizzata

Anafilassi da alimenti indotta da esercizio fisico
	
	


Tabella 2 – Valori di IgE specifiche e del prick test altamente predittivi di allergia alimentare

	Alimento
	IgE (kU/l)

Sampson HA 2001 ( bambini 3-14 anni) 
	Prick (mm pomfo)

Hill DJ 2001 (bambini < 2 anni) 

	Uovo
	7
	> 5

	Latte
	15
	> 6

	Arachidi
	14
	> 4

	Pesce
	20
	

	Soia
	65
	

	Grano
	80
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Concordanza tra prick test, test in vitro e test di provocazione 

La concordanza tra prick test e CAP-RAST e di solito variabile tra l’80-90%. Si preferisce eseguire per vari motivi prima il prick e se necessario successivamente un CAP. Inoltre per allergeni ricchi di carboidrati il dosaggio delle IgE seriche specifiche può essere falsamente positivo. Da un punto di vista pratico eventuali discordanze dovranno essere valutate alla luce dei dati anamnestici e se necessario risolte con esecuzione di un test di provocazione.

Nella diagnostica delle malattie allergiche, più che per qualunque altra patologia, la sensibilità e la specificità della metodica utilizzata variano in rapporto al cut-off assegnato a ciascun  test. E’ intuitivo infatti come, considerando ad esempio come positivo solo il risultato di un dosaggio delle IgE specifiche con valori superiori di 0.35 kU/L, sarà possibile identificare con maggior probabilità tutti i casi di allergia, cioè i veri positivi (maggiore sensibilità). E’ però altrettanto verosimile che si riducano così le probabilità di individuare solo questi: è molto probabile infatti che si registrino insieme ai primi anche un certo numero di falsi positivi (minore specificità). Verosimilmente allo stesso valore corrisponderà un’alta predittività negativa (cioè una elevata probabilità che al di sotto di quel valore il paziente non sia effettivamente allergico) e una bassa predittività positiva (cioè una minore probabilità che al valore considerato come positivo corrisponda un reale stato di allergia). Di segno opposto, naturalmente, sarebbero i risultati che potrebbero essere ottenuti considerando positiva la ricerca delle IgE specifiche ad esempio solo da valori molto più elevati (maggiore specificità al prezzo di una sensibilità inferiore). Pertanto, teoricamente, il livello di positività da assegnare a qualunque test allergologico dovrebbe essere calcolato in base a quello che è l’obiettivo diagnostico che ci si prefigge di raggiungere (e cioè identificare il maggior numero di veri positivi oppure  il maggior numero di veri negativi). Operativamente è possibile identificare per ciascun test in vitro e per ciascun allergene (inalante e/o alimentare) il cut-off di positività “ottimale” (cioè il valore di positività che permette di combinare la maggiore sensibilità con la migliore specificità) attraverso le cosiddette “curve ROC” (receiver-operating characteristics). Queste rappresentano delle curve di calibrazione proprie di ciascun sistema in cui ad ogni livello di positività del test corrisponde un diverso valore di sensibilità e specificità. In generale, comunque, soprattutto nella diagnostica dell’allergia alimentare, il livello di positività di un test cui corrisponde un reale stato di ipersensibilità clinica è tanto più basso quanto maggiore è la “forza” dell’allergene (maggiore ad es. per latte, uovo, arachide; minore per grano e soia) e quanto minori risultano i fenomeni di cross-reattività con altri antigeni presenti in natura (1, 2, 3, 4). 

Negli ultimi anni diversi gruppi di ricercatori, hanno cercato di individuare, sempre nel difficile campo della diagnostica alimentare,  un cut-off di positività così come era stato fatto per il dosaggio delle IgE specifiche, anche per le metodiche in vivo, nell’ottica di ridurre l’utilizzazione del test di provocazione alimentare (5, 6, 7). Ovverosia  hanno cercato almeno per alcuni allergeni maggiori quali latte, uovo ed arachidi un cut-off per il prick test (espresso in mm del pomfo), cui corrisponda con ragionevole sicurezza una reale ipersensibilità all’alimento valutato (Rapporto di verosimiglianza tra challenge alimentare positivo e diametro del pomfo, ove per rapporto di verosimiglianza si intende il rapporto tra la probabilità di un risultato di un test tra i pazienti con l’affezione e la probabilità di quello stesso risultato del test tra i pazienti senza l’affezione in esame). Qualunque valutazione comparativa delle performance del prick test con quelle della ricerca delle IgE specifiche quindi non può prescindere dal considerare l’affidabilità diagnostica del metodo e del cut-off utilizzato, lo specifico allergene, il gold standard diagnostico considerato e, non ultima, la qualità dell’operatore (8). E’ noto comunque che i test in vitro, indipendentemente dalla metodica eseguita, non presentano in generale maggiore affidabilità diagnostica rispetto ai test cutanei. Studi comparativi nel campo dell’allergia respiratoria, hanno dimostrato come  i prick test e la ricrca delle IgE specifiche (eseguite con metodiche di nuova generazione) forniscono, risultati pressochè sovrapponibili (9, 10, 11). Per esempio, un recente studio pediatrico prospettico di Schafer e collaboratore (10) sul valore predittivo del prick test comparato a quello del dosaggio delle IgE specifiche in correlazione alla rino-congiuntivite stagionale, dimostra che i prick test  hanno una specificità maggiore rispetto al dosaggio delle IgE specifiche, ma un valore predittivo identico quando si sceglie per il dosaggio delle IgE specifiche un cut-off di 1.5 kU/l. Almeno sotto il profilo concettuale, è comprensibile come un test in vitro faccia  registrare un maggior numero di falsi positivi rispetto al prick test, poiché un test in vitro è in grado di riconoscere la presenza di IgE leganti singoli epitopi di un antigene ma che sono funzionalmente inattive, in quanto incapaci di determinare poi un “cross-linking” con l’allergene. Più complesso è invece il discorso nella diagnostica delle allergie alimentari  dove il valore predittivo positivo del prick test è invece basso (25-75%) per la maggior parte degli alimenti, quando è  confrontato con il test di provocazione alimentare in doppio cieco. Al contrario il valore predittivo negativo del prick test (sempre rispetto al test di provocazione) è elevato (83-100%), per cui una risposta negativa esclude nella quasi totalità dei casi una reazione IgE mediata (12). E’ utile ricordare come sia da proscrivere la pratica, tutt’ora seguita, di eliminare dalla dieta di un bambino alcuni  alimenti sulla base della sola positività del prick e che un prick test positivo verso un alimento può essere considerato dirimente e diagnostico, senza  eseguire il test di provocazione, solo quando il soggetto in causa abbia presentato reazione anafilattica dopo ingestione dell’alimento. In numerosi studi di comparazione condotti negli ultimi anni, sempre nella diagnostica delle allergie alimentari, tra il prick test e i test “in vitro”, quest’ultimi sono generalmente risultati meno sensibili (specie per alcuni allergeni alimentari quali la soia e/o il grano) ( 2, 12, 13  ). Hill e collaboratori hanno recentemente osservato che, adoperando dei cut-off di positività (100% diagnostic SPT level) precedentemente validati per latte, uovo ed arachide, i prick test identificano con maggiori probabilità rispetto alle metodiche in vitro (RAST e CAP System) i pazienti destinati ad avere una risposta positiva al challenge con alimenti, considerato come è noto il test dirimente (6). 

In un ancora più recente lavoro di Hill  e collaboratori (7) questo cut-off (100% diagnostic SPT-level) è risultato essere di 8 mm per il latte, di 7 mm per l’uovo e di 8 mm per l’arachide in bambini con più di 2 anni di età (con valori di 6 mm, 5 mm  e 4 mm rispettivamente in bambini al di sotto di questa età).

Comunque questi dati relativi ai cut-off e alla correlazione con il test di provocazione alimentare (Tabella 1 e 2), pur essendo estremamente interessanti, necessitano di una particolare interpretazione riguardo a ciascun tipo di popolazione presa in esame prima di trarre conclusioni definitive.
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Situazioni e condizioni di interferenza 


Oltre al tipo di estratto e al  tipo di “devices” impiegato e al tipo di tecnica usata, noneché alla zona del corpo ove viene eseguito il test cutaneo vi sono altre variabili che debbono essere considerate: 

1) studi recenti hanno evidenziato una diversa reattività negli anni al pomfo indotto dall’istamina e pertanto anche a quello indotto dall’allergene;

2) l’età del paziente; questa è una situazione abbastanza dibattuta. E’ stato dimostrato che esiste un progressivo aumento della reattività cutanea all’istamina e agli allergeni dal terzo anno di vita fino all’età di 30 anni, seguito da una successiva stabilità e da poi un progressivo declino nell’età più avanzate. Però è osservazione comune nella pratica allergologica pediatrica l’evidenziazione di cutipositività (pomfi di diametro uguale o maggiore a 3 mm) anche nel primo mese di vita. In particolare per quanto riguarda allergeni alimentari come il latte che il neonato gia assume o altri allergeni quali ad esempio proteine dell’uovo per il quale si è creata una sensibilizzazione durante la gravidanza o durante l’allattamento. Pertanto per l’allergia alimentare in presenza di sospetto clinico il prick test può essere eseguito per l’allergene alimentare sospettato anche prima del terzo anno di vita. Gli allergeni maggiormente responsabili sono quelli del latte, dell’uovo e del grano. Per quanto gli allergeni inalanti difficoltosa e la presenza di siquadri clinici respiratori IgE mediati prima del terzo anno di vita. Del resto però quello che è importante è la storia clinica. In presenza di bambini con quadro clinico di rinite o di asma di sospettata natura allergologica ad un inalante, l’esecuzione di prove cutanee per tali allergeni trova indicazione. Inoltre ad esempio in soggetti con dermatite atopica una cutipostività precoce all’età di 2 anni per acari è un fattore di rischio significativo per comparsa di rinite ed asma bronchiale allergici all’età di 11 anni rispetto ai soggetti con dermatite atopica e cutinegativi per acari sempre all’età di 2 anni.

3) l’immunoterapia specifica iniettiva (ITS) si è dimostrata in grado di determinare una diminuzione della risposta cutanea all’allergene per il quale si esegue l’ITS stessa.

Reattività cutanea

L’interpretazione dei risultati del prick test si basa sulla misurazione del diametro del pomfo e/o sul confronto della dimensione del pomfo prodotto dall’allergene con la dimensione del pomfo istaminico; qualsiasi fattore in grado di modificare la reattività cutanea all’istamina e di conseguenza anche all’allergene può quindi interferire con l’esito e con l’interpretazione del test cutaneo. Alcuni recenti studi hanno inoltre evidenziato che la reattività cutanea all’istamina sembra sia in costante aumento negli ultimi decenni; tale fenomeno, che ricorda ciò che si osserva a livello bronchiale, cioè l’aumento della iperreattività bronchiale all’istamina nella popolazione generale, sembra si evidenzi  in particolare nelle Nazioni Industrializzate dell’Europa Occidentale rispetto ai Paesi dell’Est Europeo (1, 2, 3). Le cause di tali variazioni non sono per ora conosciute. 

I  fattori che interferiscono con la reattività cutanea agli allergeni ed all’istamina sono diversi e  hanno una rilevanza diversa; di essi va tenuto conto nella interpretazione dei risultati del test cutaneo (4).

Zona del corpo – La zona del corpo dove viene eseguito il test cutaneo influenza l’esito del test in quanto varia la sensibilità della cute all’istamina. Maggiormente sensibile è la cute della schiena e dell’avambraccio; la schiena è più sensibile dell’avambraccio, in particolare nella parte bassa. Nell’avambraccio la parte ulnare è più sensibile della radiale.

Sesso – Non ci sono differenze significative nei due sessi; dopo la pubertà sembra sia presente un più spiccato pomfo istaminico nel primo giorno del ciclo mestruale e una sua riduzione verso il ventesimo giorno. Tali modificazioni non sono in grado di influenzare il risultato del test.

Ora del giorno – E’ presente una minima variazione circadiana della reattività cutanea, che raggiunge un picco nel tardo pomeriggio e si riduce al mattino. Anche se tale variazione non sembra interferire con la lettura del test, è buona norma nella refertazione indicare l’ora di esecuzione del prick test.

Stagione – Nelle pollinosi le variazioni stagionali della sintesi delle IgE specifiche (la produzione di IgE aumenta durante la stagione pollinica per poi diminuire progressivamente fino alla stagione successiva) si riflettono sulla reattività cutanea, che in alcuni soggetti può aumentare subito dopo la stagione pollinica per poi ridursi in periodo non stagionale. Questo effetto può influenzare la diagnosi in pazienti con basso livello di sensibilizzazione.

Terapie concomitanti – Il trattamento concomitante con farmaci antiallergici, in particolare con antistaminici (come già riportato), può ridurre la reattività cutanea in modo significativo. Anche la immunoterapia specifica di associa nella maggior parte dei casi alla riduzione della reattività cutanea, sia per l’allergene oggetto della immunoterapia che per l’istamina (5). 

Patologie  - Patologie concomitanti possono diminuire la reattività cutanea all’istamina. Tale effetto è stato documentato in pazienti affetti da neoplasie, in emodializzati cronici, nel caso di patologie a carico dei nervi periferici. Anche alcuni soggetti affetti da dermatite atopica possono evidenziare una riduzione della reattività cutanea istaminica. 

Tecnica e device

Perché il prick test possa essere affidabile e riproducibile componenti importanti, oltre alla qualità dell’estratto sono rappresentate dalla corretta tecnica di esecuzione e dal tipo di strumento (device) usato per la esecuzione del test. I principali errori nella tecnica di esecuzione del prick test  sono indicati in Tabella 1.

I diversi device possono influire sul risultato del prick con coefficiente di variazione compreso tra l’8,4% e il 16,5% (4); la loro affidabilità è in relazione alle dimensioni, lunghezza della punta, forza con cui vengono usati e angolo di applicazione.

Sono stati standardizzati una serie di devices per prick test; i più importanti sono l’ago di Morrow-Brown (da cui sono derivati gli Stallerpoint e gli Allerprick) e l’ago di Osterballe: si tratta di lancette con punta di 1 mm, di materiale plastico o metallico, che vanno inserite attraverso la goccia perpendicolarmente alla cute. Secondo alcuni (6) assicurano una migliore riproducibilità del test rispetto alle normali lancette pungidito e agli aghi a perdere; alcuni recenti dispositivi (Prilotest, Multitest) contengono l’estratto allergenico adsorbito nella punta, per assicurare una rapida e facile esecuzione del test. Pur essendo molto pratici e precisi tali dispositivi sono gravati da un costo nettamente superiore alle normali lancette pungidito, che in mani esperte assicurano gli stessi risultati.

Tabella 1 - Principali errori di esecuzione del prick test  che determinano reazioni falsamente positive o falsamente negative (Novembre E. 2002).

	Falsamente positive
	Falsamente negative

	Distanza tra un test e l’altro < 2 cm

Sanguinamento

Pressione troppo forte

Trasporto di un allergene su un altro prick

(grattamento o asciugamento)

Utilizzazione della stessa lancetta per più tests

Iperreattività cutanea

Eccessiva concentrazione degli estratti

Presenza di sostanze irritanti
	Mancata esecuzione (salto della goccia)

Insufficiente penetrazione dell’ago

Pressione troppo leggera

Cute poco irrorata

Malattie cutanee

Estratti diluiti o scarsamente attivi




Età 

Nessun bambino è troppo piccolo per l’esecuzione del prick test, essendo possibile evidenziare anche in età neonatale positività del test con validità diagnostica (7, 8). Lo studio della reattività IgE mediata già nei primi anni di vita appare inoltre particolarmente importante, in quanto ormai numerosi studi hanno identificato il primo anno di vita come un periodo di importanza fondamentale, in grado di condizionare il futuro allergico dell’individuo; è infatti  in questo periodo che dalla prevalente reattività Th2, presente alla nascita, si passa progressivamente a quella Th1, definendosi la personalità immunologica atopica o non atopica (9). Questi dati valorizzano l’uso  precoce del prick test, sia per una diagnosi precoce che per la prevenzione della evoluzione della risposta allergica (10). Nel bambino della prima infanzia esistono tuttavia alcune peculiari condizioni di cui va tenuto conto nella prescrizione del test e nella interpretazione dei risultati.

· Reattività cutanea ridotta: la reattività cutanea all’istamina tende ad essere inversamente proporzionale all’età; esiste un progressivo aumento dal terzo anno di vita fino all’età di 30 anni, seguito da una successiva stabilità e da poi un progressivo declino nell’età più avanzate. Il lattante ed il neonato rispondono ai prick tests con aloni eritematosi ampi e con pomfi di piccole dimensioni; pomfi significativi si ottengono in genere dopo i 3 mesi di vita, ma una significativa iporeattività cutanea sia all’istamina che alla codeina  può essere osservata fino ai 6 mesi di vita (11, 12).

· Numero dei mastociti cutanei e la densità dei recettori per le IgE inferiori: il numero dei mastociti cutanei e la loro espressione dei recettori per le IgE nel bambino dei primi anni di vita sembrano inferiori rispetto alle età successive (13). Tuttavia i mastociti prelevati dalla cute del funicolo ombelicale presentano un normale rilascio di mediatori e possono presentare già alla nascita IgE specifiche per allergeni ambientali (14).

· Minore entità della risposta IgE:  da alcuni Autori è stata segnalata una certa “torpidità” della risposta IgE nei primi anni di vita rispetto ad età successive: bambini al di sotto di 3 anni allergici alle proteine del latte vaccino possono presentare infatti livelli di IgE specifiche per l’alimento significativamente inferiori rispetto a bambini con allergia al latte di età superiore ai 9 anni (15).  Tale effetto comunque non sembra essere clinicamente significativo. 

· Bassa percentuale di sensibilizzazione per aeroallergeni: nei primi anni di vita prevale la sensibilizzazione a trofoallergeni mentre è rara la presenza di quadri clinici respiratori attribuibili a sensibilizzazione ad allergeni inalanti, almeno prima del terzo anno di vita (16, 17). 

Nel bambino nei primi anni di vita  è quindi particolarmente  importante adeguare i criteri di valutazione delle positività cutanee alla ridotta reattività della cute attraverso una valutazione comparativa delle dimensioni del pomfo riscontrato con quelle di un “controllo positivo” (18, 19).

E’ particolarmente importante la esecuzione del prick test, sia per fini diagnostici che prognostici  nei bambini con sospetta allergia alle proteine del latte vaccino (APLV), in quelli con dermatite atopica e in quelli con respiro sibilante ricorrente. I bambini con APLV  rappresentano il 2-5% dei bambini nei primi 3 anni di vita (20); in particolare in quelli con reazioni immediate (orticaria, respiro sibilante, vomito, segni di anafilassi) lo SPT assume valore diagnostico. Nei bambini con dermatite atopica si ha  il riscontro di prick test positivo nel 60% dei casi, per cui tale valutazione è importante e non va rimandata, anche se è necessaria una corretta interpretazione della importanza eziologia di un prick test positivo (21). Nei lattanti con wheezing la positività del prick test, per quanto rara, può aiutare la diagnosi precoce di asma, in  quanto in questi bambini è riportata una alta prevalenza di sviluppo futuro di asma (RR= 9.5) (22, 23).
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Influenza dei farmaci 
I risultati dei prick test possono essere influenzati da sostanze farmacologiche in grado di interferire con i meccanismi della risposta cutanea allo stimolo antigenico.

Essendo la risposta cutanea principalmente sostenuta dall’istamina, è evidente che i farmaci antistaminici rappresentano la principale classe di sostanze da tenere in considerazione come possibile causa di interferenza quando si deve eseguire un prick test. All’interno di questa classe di farmaci, tuttavia si ritrovano diversi composti che differiscono significativamente in termini di entità e durata dell’inibizione della risposta cutanea (1-5).  Relativamente al periodo temporale di interferenza dei diversi preparati sulla risposta di pomfo ed eritema cutaneo, esso è in relazione soprattutto con la farmacocinetica delle diverse molecole. Questa, a sua volta, include diversi aspetti, quali il tempo di emivita, la capacità di legame al recettore e la possibilità di induzione di tachifilassi. In generale, le molecole classiche inibiscono la risposta cutanea al prick test per un periodo quantificabile in 24 ore, mentre le più recenti sono indicate avere un effetto inibitorio per periodi variabili tra 3 e 10 giorni. Il ketotifene si ritiene che possa presentare un’inibizione della risposta cutanea per 3-5 giorni (6, 7).  Un caso particolare è rappresentato dall’astemizolo (molecola attualmente non più utilizzata) che può inibire la risposta al prick test per un periodo molto più prolungato rispetto agli altri composti, e cioè fino a due mesi dopo il termine del trattamento (8, 9). Lo sviluppo di tachifilassi è più probabile con le molecole classiche rispetto a quelle più recenti, con la conseguenza che, mentre nel caso delle prime l’effetto anti H1 e, di riflesso, l’inibizione della risposta cutanea allo stimolo allergenico tende a ridursi a seguito di lunghi trattamenti, con le seconde questo fenomeno non sembra avvenire.

Oltre ai preparati orali, bisogna tenere in considerazione che anche gli antistaminici per uso topico possono essere responsabili di un effetto sistemico durante il quale è ipotizzabile un’azione di inibizione a livello della risposta cutanea (10).  Ad esempio  nel caso dell’azelastina spray nasale, è consigliabile la sospensione del trattamento per almeno 48 prima di eseguire test allergometrici cutanei (10).    

Relativamente al possibile effetto interferente degli antagonisti anti-H2, si ritiene che più che un effetto inibitorio diretto si possa verificare un potenziamento dell’inibizione di eventuali anti-H1 somministrati in contemporanea (11).  Si consiglia pertanto di sospendere questa classe di farmaci almeno il giorno in cui si eseguono i test.

Tra gli altri farmaci di comune impiego nel bambino allergico,  i corticosteroidi somministrati per brevi periodi di tempo non presentano alcun effetto sulla risposta cutanea all’istamina (12).  Anche nel caso di trattamenti più prolungati è possibile eseguire correttamente i test cutanei (13, 14).  Tuttavia questi trattamenti possono aver un effetto sulla risposta delle mastcellule cutanee ed inoltre sono in grado di indurre alterazioni strutturali della cute stessa con possibili difficoltà di interpretazione dei risultati dei test.

Maggiore considerazione deve essere invece riservata all’impiego di preparati cortisonici per uso topico cutaneo, che sono stati dimostrati essere in grado di interferire significativamente con la risposta cutanea cutanea all’allergene (15).

I (2-stimolanti sono potenti inibitori della degranulazione mastcellulare e quindi, in linea terorica, potrebbero manifestare un’azione di inibizione della risposta ai prick test.  Tuttavia sia i prodotti  per uso inalatorio che quelli somministrati per via orale non avrebbero dimostrato alcuna significativa attività inibitoria  sul piano clinico (16).  

Analogamente, la teofillina non presenterebbe interferenze clinicamente significative con l’esecuzione del test cutaneo (16).

Tra i farmaci di uso meno comune in età pediatrica si può ricordare come vi sia un’evidente azione inibitoria da parte degli antidepressivi triciclici, che può persistere per più di una settimana (17) e delle fenotiazine.   

Dopamina, clonidina, nifedipina possono ridurre la risposta cutanea (18) mentre (-bloccanti e ACE inibitori possono, al contrario incrementare la risposta (19).
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Effetti collaterali
E’ possibile la comparsa di reazioni indesiderate locali o eccezionalmente sistemiche in corso di prick test.

Pertanto vista questa remota possibilità è necessario che il prick test venga fatto dallo specialista stesso o in sua in presenza in modo tale che egli possa fronteggiare con gli strumenti idonei una reazione avversa. dello specialista. 

Nonostante si tratti di un test quasi sempre privo di rischi, rimane comunque possibile la comparsa di reazioni indesiderate locali o eccezionalmente sistemiche (orticaria generalizzata, asma, shock anafilattico), ed in special modo quando i pazienti sottoposti all’esecuzione dei prick test siano soggetti che presentano polisensibilizzazioni, e gli allergeni utilizzati siano alimenti freschi oppure estratti allergenici standardizzati ma non diluiti soprattutto quando questi sono molto potenti (ad esempio veleno di imenotteri, antibiotici) (1). Non potendo escludere tali rischi, è sempre opportuno, quando si esegue un prick test, adottare alcune precauzioni (2, 3). E’ dunque sempre necessaria la presenza di un medico pronto ad intervenire e la pronta disponibilità di farmaci e strumenti di emergenza per il trattamento delle eventuali reazioni sistemiche. Inoltre prima dell'esecuzione del test va richiesto al paziente o ai genitori l'eventuale assunzione di farmaci: vanno adottate particolari precauzioni qualora si eseguano i test in soggetti  in terapia con beta-bloccanti; tali farmaci possono infatti aggravare eventuali reazioni sistemiche e  limitare  la risposta del paziente ai farmaci di emergenza. Va ancora sottolineato che è buona norma  - non eseguire le prove cutanee in presenza di sintomatologia allergica in fase di acuzie soprattutto se di grave entità (es: meglio rinviare un paziente con sintomatologia di asma in atto); 

· eseguire il test sempre su cute integra, senza testare più di 10 allergeni per avambraccio in una volta sola;

· valutare la stabilità dell’estratto a disposizione ed essere certi che le concentrazioni utilizzate siano appropriate; 

· usare prudenza quando si utilizzino estratti non standardizzati soprattutto con bambini piccoli e in special modo quando questi siano affetti da dermatite atopica di una certa entità, infatti, reazioni con estratti commerciali sono molto rare; 

· utilizzare la massima cautela in caso di storia positiva per anafilassi ad allergeni noti. 

E’ soprattutto necessario una certa prudenza nell’esecuzione del prick by prick con latte intero nei soggetti molto sensibili (specie lattanti e bambini piccoli), nei quali è necessario far precedere il prick dal cosiddetto test della goccia che consiste nel poggiare la goccia sulla cute e attendere 2-3 minuti per osservare eventuali reazioni: se queste non si verificano, si può effettuare il prick. Analogamente, nei soggetti con reazioni molto intense all’ingestione del pesce o della frutta (4), il prick by prick va effettuato dopo aver deposto un piccolo pezzetto dell’alimento fresco sul braccio per pochi minuti. Un' ultima avvertenza consiste nel leggere il risultato dopo i tempi opportuni, 15-20 minuti, e tenere il paziente in osservazione per 30 minuti dopo aver effettuato il test.
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Validità e conservazione degli allergeni  
L’uso sistemico nella diagnosi delle malattie allergiche degli estratti  preparati a partire dalle stesse sostanze causa della patologia, risale al 1911, anno di pubblicazione del lavoro pionieristico di Noon e Freeman.

Come è noto, un estratto allergenico è una miscela di decine o centinaia di glicoproteine e contiene pertanto centinaia o migliaia di epitopi differenti ognuno dei quali è potenzialmente capace di attivare una risposta immune di tipo IgE (determinante allergenico) oppure non-IgE mediata (determinante antigenico).

Un estratto allergenico ad uso diagnostico deve contenere tutti gli allergeni maggiori in opportune quantità (in peso), insieme agli allergeni intermedi ed ai principali allergeni minori e deve essere stato “depurato” dei materiali non allergenici ed irritanti. Le IgE specifiche di ciascun paziente possono reagire differentemente, per specificità ed intensità, verso determinanti allergenici diversi di uno stesso estratto allergenico (1). 

Negli anni più recenti, attraverso l’impiego di anticorpi monoclonali specifici, è stato possibile, almeno per alcuni degli allergeni più importanti, determinare in modo quantitativo il contenuto di allergene maggiore. Per allergene maggiore intendiamo una proteina, presente in un estratto allergenico, verso la quale almeno la metà dei soggetti allergici all’estratto, mostra di essere sensibilizzata. La concentrazione è espressa normalmente in microgrammi per ml di allergene maggiore. 

E’ possibile che in un futuro qualche progresso in questo campo possa essere attuato attraverso l’impiego di allergeni ricombinanti almeno per gli allergeni che non presentano domains oligosaccaridici tra gli epitopi dominanti riconosciuti dalle IgE (2, 3, 4, 5).

Appare comunque concettualmente difficile ammettere che un singolo antigene ricombinante  possa risultare globalmente diagnostico svelando la presenza di tutte le IgE rivolte contro i differenti epitopi dell’allergene.

E’ necessario che le aziende produttrici di estratti allergenici per uso diagnostico siano in grado di preparare in tempi differenti, lotti di estratti qualitativamente sovrapponibili. Con il progredire delle conoscenze nei diversi campi (biologico, chimico, biochimico, immunologico, etc.) sono stati proposti ed utilizzati vari metodi che hanno portato ad una sempre maggiore affidabilità diagnostica degli estratti stessi (6, 7). Attualmente sono raccomandate le seguenti procedure di controllo qualità:

· Controllo di entità e purezza del materiale di partenza e

· Analisi delle proteine contenute nell’estratto in accordo con il protocollo FDA mediante:

1) Quantificazione dell’attività (RAST inibizione);

2) determinazione della quantità degli allergeni maggiori;

3) SDS-PAGE (separazione delle proteine su gel);

4) Immunoblot (le proteine trasferite dal gel ed immobilizzate su di una membrana di nitrocellulosa sono identificate e visualizzate).

Oltre agli aspetti qualitativi dei lotti è estremamente importante standardizzare la quantità di epitopi presenti nell’estratto. Molti metodi sono stati usati per valutare la potenza di un estratto allergenico ed alcuni di essi sono stati quasi del tutto abbandonati come le Unità Noon (1911) ovvero il rapporto peso/volume (quantità di allergene/volume di estrazione) e le PNU (Protein Nitrogen Unit, 1933) ovvero la concentrazione proteica dell’estratto, in quanto alla prova dei fatti non si sono rilevati metodi validi. Negli ultimi  anni sono stati compiuti significativi progressi nella standardizzazione degli estratti allo scopo di minimizzare gli effetti delle numerose variabili insite nella metodica (8). I due metodi di standardizzazione biologica accettati in tutto il mondo sono i seguenti: 

1) A.U. “Allergy Units”

sistema sviluppato da PC Turkeltaub nei “laboratory of allergenic products” dell’ American Food and Drug Administration (FDA): tale parametro chiamato B.A.U. (Bioequivalent Allergy Units) è diventato obbligatorio negli Stati Uniti dal 1991. 

2) B.U. “Biological Units” sistema sviluppato in Scandinavia e descritto nelle Nordic Guidelines. (TAB). Un estratto contiene 1000 B.U./ml quando induce un pomfo comparabile a quello indotto da una soluzione di istamina di 1 mg/ml (= 1 HEP/ml. HEP sta per Histamine Equivalent by Prick). Negli ultimi 10 anni la concentrazione di istamina utilizzata di routine è salita a 10 mg/ml pertanto un estratto comparabile contiene 10000 B.U./ml. Ogni prova finalizzata a valutare sia la potenza degli allergeni sia la risposta istaminica dovrebbe essere ripetuta quattro volte usando 3 concentrazioni in base 10. La soluzione di istamina, 10 mh/ml, generalmente produce un pomfo  di circa 6 mm ( 1. Aumentando di 10 volte la concentrazione di un estratto il diametro del pomfo aumenterà di 1,5 volte e l’area di 2,5 volte.

Pur facendo riferimento alle unità biologiche o ad altri parametri clinici, quasi tutte le Aziende etichettano i loro prodotti con unità arbitrarie. Al fine di mantenere la produzione qualitativamente e quantitativamente costante nel tempo, ogni lotto è confrontato con uno standard interno di riferimento (lotto precedente –in house- references). 

Una volta che l’estratto di riferimento è stato selezionato, viene usato un test in vivo per assegnare le unità allergiche di bioequivalenza (unità biologiche o UB). In questo modo gli estratti di vari allergeni possono essere comparati sulla base della bioequivalenza e può essere assicurata una potenza relativa degli estratti. 

La concentrazione ottimale proposta per gli estratti di sostanze inalanti standardizzati è di 30.000 UB/ml che corrispondono a circa 30 (g di allergene maggiore. 

Caratteristiche di un estratto allergenico affidabile.

L’estratto allergenico ideale per la diagnosi deve:

1  essere rappresentativo della fonte allergenica, cioè contenere tutti gli allergeni tipici della fonte allergenica.

2 Avere una potenza adeguata all’utilizzo: vale a dire essere in grado di dare un risultato diagnostico chiaramente positivo nei soggetti allergici.

3 Essere specifico, cioè dare risultati positivi solo nei soggetti allergici

4 Avere una potenza riproducibile da lotto a lotto

5 Avere una potenza standard indipendentemente dalla fonte allergenica

6 Essere sicuro, cioè la potenza non deve essere talmente alta da indurre effetti collaterali. 

Eccipienti degli allergeni commerciali

Cloruro di sodio, glicerina, fenolo, stabilizzatori del pH (sodio fosfato dibasico dodecaedrato, sodio fosfato monobasico diidrato). 

Il tipo di eccipienti può variare a seconda degli allergeni.

La stabilità dei preparati diagnostici prick risulta elevata sia per l’effetto della relativamente alta concentrazione dell’allergene, sia per il notevole effetto stabilizzante della glicerina presente nella proporzione del 50% peso/volume, mentre i preparati a minor concentrazione e privi di adeguati stabilizzanti hanno una stabilità inferiore. Questo fatto è particolarmente rilevante nei preparati ove è presente una attività enzimatica proteolitica (tipicamente negli estratti di acaro), ma riguarda in generale tutti i preparati acquosi a causa del cosiddetto “effetto parete”. Questo consiste nell’adsorbimento delle proteine sulla parete del contenitore, dovuto a cariche elettrostatiche opposte. La quota degli allergeni adsorbiti, rispetto al totale presente, risulta direttamente proporzionale al rapporto capienza del contenitore/ quantità di soluzione contenuta ed inversamente proporzionale alla concentrazione proteica della soluzione. Basse concentrazioni e piccoli volumi di soluzione in contenitori relativamente grandi comporteranno quindi una significativa caduta della potenza allergenica, in quanto la quota adsorbita sarà prevalente rispetto alla quota che rimane in soluzione. 

I dati estremi di scadenza delle soluzioni più diluite sono da interpretare in questa logica. 

La potenza degli estratti diminuisce comunque con il tempo, la diluizione e le temperature elevate. Gli estratti allergenici per test cutanei vanno quindi periodicamente sostituiti e conservati a basse temperature (4-6°) per assicurare stabilità.

Gli allergeni devono inoltre essere protetti contro la contaminazione microbica da un adeguato conservante. Il fenolo è il più utilizzato perché da maggior garanzia di assenza di effetti sensibilizzanti rispetto ad altri conservanti.

Scadenza

Da 24 a 36 mesi a 2-8°C
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	FDA/USA
	Nordic Guidelines

	Skin test method
	Intracutaneous
	Prick

	Selection of patients
	Highly sensitive
	Mean sensitive

	Parameters
	Erythema size

Total of two diameters

Arithmetical mean
	Wheal size

Surface of mm2

Geometrical mean

	Histamine relationship
	None
	HEP

	Units
	B.A.U.
	B.U.


Conclusioni

Il prick-test, se correttamente eseguito e interpretato, è un valido strumento in mano all’allergologo pediatra per la diagnosi e il monitoraggio delle manifestazioni allergiche di tipo IgE mediate.
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Diametro del test cutaneo

e specificità degli alimenti nei bambini

		 Sampson HA	1988



		cow’s milk 51%

	3 mm	egg             53%

		peanut        29%

Mediana 7.9 aa

		Eigenmann PA	1998



	5 mm	cow’s milk 51%

	4 mm	egg             61%

	6 mm	peanut       71%

Mediana 4.6 aa

		Sporik R	2000



		79%	cow’s milk   	92% 	5 mm	

	3 mm	70%	egg   		75%	4 mm	

71%	peanut   	95%	6 mm	

Mediana 3 aa
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Diametro del test cutaneo

e specificità degli alimenti nei bambini

		 Hill DJ	2001



		

			cow’s milk	≥ 8 mm

Specificità 100%		egg	     	≥ 7 mm		

(VPP 100%)		peanut       	≥ 8 mm





			cow’s milk	 ≥ 6 mm			

Specificità 100%		egg		 ≥ 5 mm

(VPP 100%)		peanut		 ≥ 4 mm

Mediana 3 aa

Mediana < 2 aa








