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Léall ergia al i meimmnuaologica @Aesa ,al ciboe @ ana onalattia con
elevato impatto sulla qualita di vita dei soggetti che ne sono affetti e dei loro familiari, con costi
sanitari rilevant. per | 6individuo e per il S
La costante vigilanza richiesta per evitare

segnalato ed il vivere con incertezza, ansieta, sono problematiche che turbano particolarmente i
bambini, gli adolescenti e relative famiglie. Di fronte a qougstoblema spesso le famiglie si
trovano isolate ed i mpotenti. C pertanto fort
nazionale per il management di questa malattia.

Nel |l 6ottica di tutel are | a sgico,sireentegodocatizaarer i z i
| 6attenzione sulle varie problematiche connes

A tale riguardo, in virtu delle evoluzioni normative, scientifiche e pratiche in materia di AA, e
stato aggi or n aAllesgie ialimentdrio & sicarezmat delonstimatore- documento

déindirizzo , K gaelbomtbmel201d| | 6arteo
Tale aggiornamento nei contenuti e nella gr
rivolge a tutti 1 settori c oi ntte@dddttictdi abneatieet t |

di pasti, ristoratori, associazioni di consumatori e pazienti.

Negli ultimi anni, ci sono staticambiamenti nella legislazionelativa 4 | 6 et i chett at
alimenti e di conseguenzale informazioni per i consumaioicon allergia alimentare sono
migliorate

Non é stata pero ancora raggiunta una semplificazione della possibilita di praticare una dieta di
esclusione ec on | 6 etfi pcrheed & wait cadecmddllaevalytazione del rischigravasul
consumator e, creando insicurezza e frustrazi:
legge(valori soglia) le aziende si trovano in oggettiva difficolta.

| consumatori allergici agli alimenti necessitano sempre piu del consiglio sfacalista che
insieme a loro deve essere in grado di leggere ed interpretare le informazioni presenti in etichetta.

Elementi cardine per affrontare tale patologia sono: la diagnosi posta correttamente, da specialisti
in allergologia ed immunologialinica, in base a metodiche validate; la costante vigilanza per
evitare gl all ergeni alimentari; | a chiarezz

Ancora oggi, la valutazione del rischio non & sistematica, ossia non viene attuata in modo
adeguat e uniforme in tutto il territorio nazionale e, non di rado, la malattia & sottovalutata o non
diagnosticata correttamente.

Vi sono eccezioni costituite da centri di allergologia ed immunologia clinica collegati in rete
regionale. E auspicabile cheasia realta positiva possa ampliarsi e coinvolgere tutte le Regioni, il
che consentirebbe di avere dati epidemiologici nazionali e, quindi, di affrontare meglio la malattia,
di i ncrementare | a sicurezza e mi gdndooircasti e | ¢
sanitari.

Al tri aspetti ril evanti sono | 6informazione
di prodotti alimentari e pasti, la possibilita di individuare gli allergeni in etichetta al fine di
consentire al soggetto athico di consumare senza rischi prodotti alimentari, piatti pronti e pasti
fuoricasaE 6 d i p r i ma raffrentaeilrrema delleanetadeche analitiche che il settore della
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produzione alimentare ha a disposizione, segnalando le criticita ad essesmral fine di fornire
un indirizzo uniforme a livello nazionale e utile agli operatori alimentari.

La certezza da parte del consumatore di pot e
pronti e pasti fuori casa, comporterebbe vantaigsoggetti allergici, alle ditte produttrici, ai
ristorator.i e determinerebbe anche wuna riduz
contenendo gl i i ntervent.i déourgenza ed i rico
Attual ment e, per | 6 as omeerdei dati d livellm maziosalesrore érkgen d i
definibile una stima dei costi che | 6AA compo
intuisce che sono di notevole entita.

Léaggi orndomemmentdel st at o e l[Diréziome &eneraledlgidnd 6 u f

Sicurezza Alimenti e Nutrizione con la collaborazione di un gruppo di esperti nei vari ambiti
(clinico, chimico, biotecnologico ecc.) della complessa tematica*.

Un ringrazamento particolare a Federasméllergie ONLUSI Fecerazione Italiana Paziensg,
alla Sig.ra Sandra FrateiadciDelegato Rapporti Istituzionalper i contributi forniti e la preziosa
collaborazionewww.federasmaeallergie.org

*Per | a composi zione del gruppo di |l avor o si


http://www.federasmaeallergie.org/

Allergie alimentari e sicurezza del consumatoeo c u me nt o di indirizzo e
Italia 2018

A 1l- DEFINIZIONE E TERMINOGIA

L6OAA ~ una reazione immunologica specific
dimenti. E una vera e propria malattia con precise caratteristiche che riguarda singoli individui;
benché non sia trasmessa secondo le leggi mendeliane, esistono componenti genetiche che ne
determinano la predisposizione. Diversamente dalle sostanzentossitagli agenti infettivi, che
costituiscono un pericol o per | a popol azion
(principalmente proteine), normalmente presenti negli alimenti, sono in grado di determinare
reazioni immediate o ritardate di diveigavita fino ad eventi fatali per gli individui predisposti.

Non essendo ancor a possi bil e una val utazi o
diagnostico e le indicazioni terapeutiche nei singoli pazienti, spesso non sono univoche, ma affidate
albesperienza dell o Specialista; per qgquesto

alimentare, con i rischi clinici e la ridotta qualita della vita che comporta, sia affidata ai referenti per
tale patologia, Specialisti in Allergologia ed Iranologia Clinica o con una competenza specifica

in ambito Pediatrico. Un iter diagnostico appropriato e omogeneo che permetta la previsione del
rischio e gli adeguati provvedimenti terapeutici, oltre a ridurre i costi diretti ed indiretti della
patologiarenderebbe disponibili dati clinici ed epidemiologici rilevanti.

Con | 6obiettivo di mi gliorare | a qualit”™ di
intolleranza alimentare, dal 2014 e stato applicato il Regolamento Eutd4p8i?011, che rende
obbligatoria la segnalazione degli allergeni anche negli alimenti non preconfezionati. Agli Stati
membri € stato demandato di attivare linee guida e regole di applicazione. A oggi il risultato in
Europa & ancora disomogeneo, nonosteEntmmune legislazione, con risultati non soddisfacenti,
come segnalato dalle Associazioni di Pazienti: per superare tali limiti € auspicabile I'attivazione di
linee attuative semplificate e di percorsi di formazione mirati per gli operatori del settore
alimentare.

A 2 - QUADRI CLINICI

La presentazione <clinica delle allergie al
alimentare coinvolto, al tipo e alla tempistica della reazione. La presenza di comorbidita atopica,
| 6 evol uzi tolleranzavedarrispostalalimmunoterapia, inoltre, possono essere valutati per
definire quadri clinici omogenei (fenotipi):

- In base all 6et”™ ed alla risoluzione nel te
ali mentare nealcledmizrmaf aon zeitd, aaddudltea sono | 6das:
T regolatorie e di citochine, il diametro del pomfo prodotto allo skin prick test e il livello
delle IgE specifiche per alcuni componenti molecolari

- In base al tipo di allergene e alla setzedella manifestazione clinica: la sensibilizzazione a
particolari allergeni, le IgE specifiche per alcuni componenti molecolari, il rapporto tra IgE
specifiche ed IgE totali, i livelli sierici del PAF e della RAEetilidrolasi sono utili alla
stima delrischio di gravi reazioni.

| fenotipi, in base al coinvolgimento di anticorpi o altri mediatori cellulari possono essere
classificat:i in subcl assi (endotipi). Léappr «
viene denominato medicina digzisione o personalizzata (Muraro et al., 2017).

7
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A2.1 QUADRI CLINICI IGEBDIATI

Includono principalmente: shock anafilattico, orticaaiegioedema, manifestazioni

all ergiche (orticaria e anafil assi )Jmedos(Boodci at e
associated exerciseduced anaphylaxis), disturbi respiratori (asma e rinite), sindrome orale
all ergica, di sturbi gastroenterici. La car at
insorgenza: i sintomi insorgono a breve distanzadals s unzi one del |-®ame)e ment
sono tanto piu gravi quanto piu precocemente insorgono. Un quadro particolare di allergia IgE
medi ata  rappr esent -alad3 ghlattbsio§ataal), earatierizzataald una a | a
reazioneritardata che avviene anche dopo 12 ore dal consumo di carne rossa (bovina, ovina, suina)
con quadr.i clinici di gravit”™ wvariabile fino

Le allergie alimentari IgE mediate possono essere causate da una sensibilizzaziona, prima
diretta ad un allergene alimentare specifico; ancora piu frequente (60%) é la sensibilizzazione a
strutture condivise tra allergeni respiratori ed alimentari. Gli anticorpi IgE che riconoscono tali
strutture omologhe chiamate epitopi, determinan@nlofneno della crogeattivita tra quelli che
vengono definiti panallergeni. Il profilo di sensibilizzazione dei soggetti interessati e influenzato,
oltre che da fattori genetici, dal | 6area geo
possmo quindi influenzare i differenti profili di sensibilizzazione.

A2.2 SINDROME ORALE ALLGERA (SOA) O POLLENFOOD RELATED SYNDRBNPES)

Si caratterizza per | O0insorgenza di prurit
ingestione di frutti come la mela. Deriva da una sensibilizzazione primaria a pollini di alberi, in
particolare appartenenti alla famiglia deBetulaceaecome betulla e nocciolo, ricchi di una
proteina chiamata Bet v 1 che é presente in forme omologhe nei vegetali dellaafateltg
Rosaceaeche comprende appunto mela, pesca, ciliegia, noci, nocciole ed altri frutti e vegetali. Le
proteine omologhe a Bet v 1 sono inattivate dalla digestione peptica e dai trattamenti termici della
cottura o della lavorazione industriale. liatematologia & quindi fugace, limitandosi a prurito delle
labbra e del cavo orale; le eccezioni a questa regola sono rappresentate da bevande o farine a base
soia, e dalla frutta a guscio in quantita elevata, la cui ingestione pud dar luogo a raacieni
gravi. La sintomatologia € piu intensa nel periodo di esposizione stagionale ai pollini. Oltre alla
sensibilizzazione al polline di alberi ed altri pollini, anche quella al Lattice di gomma determina un
guadro caratteristico di reazioni ad alimemtimee banana, avocado ed altri che contengono proteine
crossreattive.

Raramente evolve verso manifestazioni cliniche che superino il cavo orale (7% circa) o verso
| 6anaf-2%).as s i (1

A2.3 SHOCK ANAFILATTICO

E una reazione sistemica a rapiisorgenza coinvolgente diversi organi ed apparati che pud
includere la perdita di conoscenza; € correlata con la liberazione immediata di mediatori vasoattivi,
come | 6i stamina e p(@uraro,80dr gere a qual siasi e

Tutti gli alimenti possono ndur re anafil assi, ma | cl assici
piu frequentemente in causa sono: arachidi, frutta a guscio, soja, crostacei e molluschi, pesce, latte,
uova, e cerealiAllen, 2012).
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La diagnostica molecolare (Food ComponBeisolved Diagnosis) ha consentito di evidenziare
che a causare tale reazione sono molecole allergeniche particolarmente resistenti, non alterate dalla
digestione peptica, n® dal calore della cottu
mediterranea i quadri clinici gravi piu spesso si correlano con la sensibilizzazione nei confronti
della Lipid Transfer Protein (LTP) e di altre molecole con tali caratteristiche.

A2.4 ORTICARIAANGIOEDEMA

Sono eventi clinici, caratterizzati dalla comgam di manifestazioni cutanee eritemato

pomfoi di di varia grandezza migrant. e fugaci
delle mucose esterne (angioedema delle labbra, palpebre, genitali) o interne (glottide); possono
verificarsi a qualsis i et 7, anche se sembrano pi%¥%m freque

puo scatenare tali sintomi, anche se in realta tale correlazione € molto piu rara di quanto i genitori
pensino.

A 2.5 ANAFILASSI DA ESEROD FISICO E ALIMENT MANIFESTAZIONI ALLERGICHE
(ORTICARIA EANAFILASSI) ASSOCIBETD ESERCIZIO FISIAODOPO CONSUMO DI UN.IMENTO

Si tratt a di undentit?’ clinica, | a Cui [
condi zioni : | 6assunzione di c i besercizicefisisoai unal gu
determinat a entit?’ ed effettuato a breve d

manifestazione insorge in genere con sintomi prodromici, quali prurito agli arti, stanchezza e calo
della prestazione, per manifestarsi ponauadri anche drammatici. Si manifesta piu spesso in
soggetti giovani adulti, in condizioni di clima caldmido e pu0 essere favorita anche
dal |l 6assunzione di far maci del |l a categoria de

Pertanto, atal soggetti S i consiglia di e f6fotda uar e
qualsiasi pasto, evitando comunque gli alimenti verso i quali si & allergici.

|l nol tre, si consiglia di fare sempre fisivaa f or
di interrompere | 6attivit?a’ all a minima compa
farmacologico con antistaminici e se necessario adrenalina.

Da segnalare che | 6anafil assi da sforzdo pu,
sensibilizzazione allergiche o correlazioni (
affetti da mastocitosi).
A 2.6 DISTURBI RESPIRATORI

Le forme respiratori e, bench® rare, sono
mani festar si nei confronti del | 6aerodi sper si
proteine del |l atte, dell uovo e del pesce.

L a rinite e ol pbssond gpreanrunciaes madguadm clinico sistemico, anche
anafil attico; spesso si tratta di f orme occucg
del panificatore che si correla con allergia IgE mediata verso componenti del grano edotapart
ver so -b-@gliadma edaalfa amilasi Puo riscontrarsi sintomatologia respiratoria anche nei
| avorator. del Il 6i ndustria alimentare (Il atte,
conseguent e all 6esposi zirscomra ia doggatli che rhgneaonuna a | i
condizione inflammatoria respiratoria allergica di base non sufficientemente controllata.

9
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A2.7 DISTURBI GASTROENTER

Léall ergia alimentare | gE mediata pu, dete
drammatiche (coliche addominali violente, diarrea, vomito) che rappresentano lo shock anafilattico
addominale, sia con manifestazioni croniche correlate con lap@ditivita verso allergeni
alimentari che determinano un quadro inflammatorio eosinofilo (enterite eosinofila) nel quale puo
essere presente anche un meccanismo cethédiato.

A2.8 QUADRI CLINICI MISTGE E CELLULAGMEDIATI: DERMATITETAOPICA E
GAST®ENTEROPATIE EOSINQE

La dermatite atopica € una sindrome caratterizzata da sintomi che possono coinvolgere

variamente diverse fasce doet”™ ed estendersi
aversi negli anni sintomi a carico della&manifestazioni eczematose) con distribuzione diversa,

del | apparato respiratorio (Il édasma bronchi al €
con manifestazioni cutanee prevalenti nel | 6et
Nellbet”™ pediatrica | dassociazione con | a sensi

circa il 35%, ma é fondamentale che venga correttamente accertato che ci sia un nesso di causalita
con alimenti, molto meno frequente di quanto abitualmenteesia, per evitare diete inutili e, a
volte, dannose.

Nelle gastroenteropatie eosinofile la sintomatologia varia a seconda della sede del processo
inflammatorio eosinofilo: puod aversi a livello esofageo (disfagia e dolore) come a livello intestinale
(diarrea, dolore addominale) ed anche generalizzata (ascite, perdita di peso, edema ed ostruzione
intestinale).

Tutt gl i ali menti possono essere in grado d
e spesso la condizione e persistente.

A29 QUADRICLINICI CELLW MEDIATI: ENTEROCQOTE ALLERGICA DA FREINE
ALIMENTARI E PROCTETDA PROTEINE ALIMENRI

Loenterocolite allergica da proteine alim
enterocolitis syndrome FPIES), interessa sostanizime nt e | 6 et ™ pediatri ca
ri soluzione spontanea. Léesposizione continua

diarrea, letargia, scarsa crescita.

Gli alimenti piu spesso coinvolti sono latte, soia, riso. La FRIESIte si manifesta con vomito
incoercibile e/o diarrea profusa con possibile progressione, in circa il 20% dei casi, verso la

disidratazione e lo shock ipovolemico. | sintomi insorgono tipicamente dof8o oZe
dal | 6assunzi one dedredi$canb comgletamente slaps lp sasfgersione deltoe
stesso.

La proctite da proteine alimentari  tipica

localizzata ed e caratterizzata dalla comparsa di sanguinamento e mucillagini nelle &socisi a
principalmente al latte vaccino.

11
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A 3 - DATI EPIDEMIOLOGICI

Nonostante i recenti sviluppi nelle conoscenze, i dati epidemiologici riguardanti le allergie
alimentari sono ancora piuttosto eterogenei, in quanto le rilevazioni non sono metodologicamente
omogenee, differendo per standard diagnostici, in particolalgpeant o ri guar da | 0U
standard rappresentato dal test di provocazione orale in singolo o doppio cieco, non frequentemente
utilizzato. Studi condotti negli Stati Uniti rilevano che i disturbi indotti da AA interessano fino al
5% dei bambini deta inferiore a 3 anni e circa il 4% della popolazione adulta (Boyce et al. 2010).

Dati recenti attestano come le allergie alimentari interessino 15 milioni di persone negli USA
(Gupta 2011) con prevalenza complessiva dé%® fino al 10% in alcuneone (Sicherer2017).
La prevalenza dell 6AA presenta una different
abitudini (e mode) dietetiche, dalle modalita prevalenti di cottura dei cibi, dalle modalita e tempi
dello svezzamento nelle diverse ptazioni, dall'esposizione agli aeroallergeni, importante nel
determinare i profili di sensibilizzazione nelle varie regioni, ed infine da fattori gerig@tidrg et
al.,2016).

Allattamento al seno e svezzamento

T Ldall attamento al seno rimane | ' approccio nu
indicare sempre alla madre nutrice che ne pud disporre.
1 Nei primi 4 -6 mesi di vita ha certamente un ruolo protettivo nei confronti delle malattie

allergiche
i Recentiosservaz i o n i hanno suggerito | &6introduzi6oese
di vita al fianco dell 6all attamento materno

1 Non si e grado di affermare se sia proprio il concomitante allattamento materno a favorire
la tolleranza degli alimenti solidi introdo tti nella dieta.

9 | tempi di introduzione dei primi alimenti solidi non deve cambiare fra il lattante sano e il
lattante con rischio atopico (colui che presenta un parente di | grado con comprovata
malattia allergica)

A 3.1 LA SITUAZIONE IN EWPA

Proprio in Europa € stato effettuato il primo studio sistematico per ottenere dei dati
epidemiologici di buona qualita su una larga quota di popolazione: questionari validati, studi di
coorte, utilizzazione di iter diagnostici standardizzati comprendestidi provocazione orale in
doppio cieco (DBPCFC) e l Gutili zzo del | e n u
permesso di ottenere una fotografia piu precisa della situazione europea. Negli studi di Burney et al.
(2010 e 2014), partecipanti sceltillaepopolazione generale di otto grandi citta europee, di eta
compresa tra i 20 e i 53 anni hanno completato approfonditi questionari e sono stati sottoposti ad
indagini sierologiche mirate; i risultati hanno evidenziato elevati livelli di sensibilizzaziah
allergeni alimentari secondarie alla sensibilizzazione a pollini.

Le sensibilizzazioni primarie a singoli allergeni alimentari sono invece piu rare, e non
omogeneamente distribuite: la specifica sensibilizzazione a sesamo, gamberi e nocciota si so
rivelate le piu frequenti. Nello studio EuroPrevall (ftezRivas et al, 2015, Wong et &010) 19
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Paesi europei, rappresentativi del |l e diverse
coinvol ti i n un pr og enetestatamvditd doteémpocanearhenta ia alti . |
Paesi del mondo, USA, Australia, Nuova Zelanda, Ghana, India, Cina e Russia, e si € rivolta a fasce
doet”™ che comprendevano | 6infanzi a, adol escen
variabilita ta aree geografiche differenti, che impedisce di poter trarre conclusioni generalizzabili.
Nel |l 6ambi to di EuroPrevall all o scopo di vV a
I'espressione clinica, sono stati applicati studi di coorte alla popolagémtatrica. In particolare

per quanto riguarda la sensibilizzazionndatte (CMA), tali studi hanngermesso di determinare

| 6incidenza e | a storia naturale della CMA in

Il sospetto diagnostico in 338&ambini e stato confermato in 55 di essi; ne & derivata una stima
dell'incidenza dello 0,54% (0,41,70) nei primi anni di vita. Tale stima, che & stata confermata da
test di scatenamento in doppio cieco DBPCFC, € valida in tutti i Paesi, eccetto Gritale eith
cui la prevalenza € minore. Per quanto riguarda i bambini piu grandi, gli adolescenti e gli adulti,
molte delle reazioni ad alimenti sono dovute al fenomeno della-matisvita tra allergeni
respiratori, prevalentemente pollini, e alimerggetali (Werfel et al., 2015). La sensibilizzazione a
polline di betulla, contenente l'allergene Bet v 1, € quella che conduce alla maggioranza delle
sensibilizzazioni, in particolare ad alimenti come la mela, appartenenti alla famiglikdstieeae

A3.2 LA SITUAZIONE IN ITIAA

| risultati dello studio prima citato EuroPrevall dimostrano come la situazione in ltalia, pur
con differenze regionali dovute alla configurazione del nostro Paese, in analogia con altri Paesi
del | 6aerea mediterranea, S preqgenta di @lerdizaraievegetali,le v e d
proteine Lipid Transfer Protein (LTP) (20 % di tutte le AA e 60 % dei vegetali); le LTP sono
contenute soprattutto nella pesca, mela, albicocca, ciliegia, nocciola, arachidi e noci.

Un recente studio su piu di 120@&rbbini, svolto dalla rete-PAN (Italian Pediatric Allergy
Network) avvalendosi della diagnostica molecolare, ha dimostrato che la-fomtersyndrome
(PFS) e molto frequente anche in pediatria ed ha individuato 5 diversi endotipi, a diversa
distribuzionein Italia (Mastrorilli et al.2016).

La situazione sanitaria del Paese, nel 2Q005, evidenziava che le malattie allergiche sono tra le
patologie croniche piu diffuse (10,7%): per la fascia di et& @nni, la malattia allergica esclusa

| 6asma) (MPMawpresenta | a forma cronica pi¥% fre
(www.salute.gov.L.
Dat i pubbl i cat il6indieahol |& geBehtdale dinseglgetti Zdh malattia allergica

nelle classi di eta-Q4 e 1524 anni (Tabella 1).
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Tabella 1- Percentuale dnalattia allergica dichiaragzer classe di eta (anni) e sesso
(ISTAT 2016)

Fascia di eta Totale Maschi Femmine
0-14 6,8 7,4 6,1
1517 11,7 12,5 10,8
1819 13,4 12,8 14,1
20-24 14,5 14,1 15,0
25-34 12,2 11,7 12,7
3544 11,9 10,8 13,1
4554 12,3 10,4 14,1
55-59 12,5 11,1 13,8
60-64 9,7 8,3 11.0
65-74 9,4 7,4 11,3
>75 8,6 6,6 9,9
Tutta popolazione 10,7 9,7 11,6

Sappiamo che le malattie allergiche respiratorie sono spesso, anche se non obbligatoriamente,

precedut e, nei pri mi anni di vita, dalla dern
scientifica, | 6al | er gi adiffexdnze migrevalanzee che variamortra 6 e n t
3,24% e 34,9% nella popolazione generale (Madsen, 2005).

Un' acquisizione condivisa  che | a prevalenz
allergiche considerate nel loro complesso (Tabdll , sia piu elevata nei primi anni di vita;

| 6incidenza viene stimata tra il 6 e | 68% ne
Léall ergia alimentare in et”™ pediatri,@3)ha un

La aescente immigrazione di bambini da altri Paesi ha determinato ulteriore incremento di
patologia allergica pediatricanfatti, da undéindagine retrospettiva
Pediatriche dal 1999 al 2001, anche i bambini di famiglie imategrche nascono nel nostro Paese

0O Vi giungono col tempo, hanno wunoi nCQaialdoeeh z a ¢
al.,2006)

| caser eports italiani sono numerosi , a riprov.
pediatrica che nell édadul t o, con un tendenzi a
clinici gravi. Si possono ottenere dei dati indirettamente dakscrizioni ospedaliere di auto
iniettori di adrenalina per | 6urgenza medica.
Dat i pi % precisi riguardano | 6anafil assi. L

registrato nel pronto soccorso di un ospedale generale di Milano durantenilul @sservazione,

era dello 0,4% e coinvolgeva indifferentemente maschi e femmine atopiche. La causa piu frequente
di reazione anafilattica era di origine alimentare, e in particolare risultavano responsabili della
sintomatologia alcuni tipi di fruttaeerdura (Pastorello et a2001).

Da uno studio, pubblicato nel 2009, sull'incidenza e sulle cause di AA in ltalia dell’Associazione
Allergologi Italiani Territoriali e Ospedalieri (AAITO) e risultato che gli allergici ad alimenti sono
I'8 % di tuti gl i all ergici. ! 45 % presentava unbod
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ali menti, gl i al tri una reazione crociata tr:
alimenti per reazione crociata al latti@gesero et al., 2009)

Fra gli alimenti sono causa di allergia primaria i vegetali 72% (frutta, legumi, pomodoro, ecc.),
crostacei e molluschi 13%, pesci 4%, uova 3 %, latte 3 %, cereali 2%, carni 1%, anisakis e lumache
< 1%. | quadri clinici piu gravi sono causati da allargrimaria a crostacei e molluschi, cereali,
uova e alimenti vegetali quali sesamo, spinaci, avocado, arachidi e semi. In eta pediatrica latte
vaccino, uova, grano, soia, pesce ed arachidi, sono responsabili di circa il 90% delle reazioni
allergiche ad afenti.

Le reazioni sistemiche per le allergie alimentari crociate con i pollini sono il 5%. Un quadro
particolare di crosseattivita, inizialmente osservato negli USA e recentemente segnalato in Italia in
aree rurali alpine Galamari et al.,2015), e appresentato dall a-gdensi
(galattosio alfa 1,3alattosio) disaccaride contenuto nella saliva della zecca ed in grado di

determinare una sensibilizzazione alla carne rossa (bovini, ovini, suini e cacciagione).

In relazionea |l | 6i nci denza di guesta malattia nell e
raccolta dei dati epidemiologici sono studi di coorte, ceogsz i onal i Tsefigeemmunic
utilizzo di criteri clinici e diagnostici in vivo ed in vitro condivisi.

La mancanza di undéidentificazione dell a patol
(ICD) e la mancanza di un registro nazionale delle reazioni gravi alimentari, attualmente in vigore
solo in alcune regioni, impediscono una valutaziondespiologica precisa.

A 4 - ALLERGENI ALIMENTARILEVANTI NEGLI ADUL E BAMBINI

Gli alimenti responsabili della stragrande maggioranza delle allergie alimentari sono: latte,
uova, arachidi, pesci, frutta secca, soia nei bambini e, negli adulti, arauaiidi pesci, crostacei,
verdura e frutta.

Vengono di seguito considerati gli alimenti inclusi nella lista degli Allergeni alimentari della
|l egi sl azione vigent e (Regol ament o UE 1169/ 21
emer gent i @lcudecallecgie advatinmeiiti non inclusi nella lista della legislazione vigente,
ma ritenuti di particolare interesse per la popolazione Italiana.

La nomencl atura degl. all ergeni prevede undun
- Tre lettere di cui la prima maiuscola derivaa d a | genere dell dani me
| 6all ergene appartiene;
- Una lettera (in caso di omonimia due) minuscola che e associata alla specie;
- Un numero progressivo in relazione all 6or di

Nella Tabella 2 vengono mptati alcuni esempi di nomenclatura ufficiale degli allergeni.
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i ndiri

Tabella 2- Esempi di nomenclatura ufficiale di alcuni allergeni alimentari

ZZ7ZO0 e

Alimento Allergene Genere Specie i dea:giicr:]:z(ijclne Nomenclatura
Arachide Conglutina Arachis hypogaea 2 Ara h 2

Soia Profilina Glycine max 3 Glym 3

Latte vaccino Betacaseina | Bos domesticus 11 Bosd 11
Uovo di gallina Ovomucoide | Gallus domesticus 1 Gald1l

La nomenclatura ufficiale &€ stata pubblicata per la prima volta nel 1986 ed € periodicamente
aggiornata (Marsch et al ., 1986) . La | ista
Allergen Nomenclature SuBo mmi t t ee 0 ( ht t p:Per/ colre .clael fossarog e n .
interessati agli aspetti molecolari, glllégati A 4.1, A 4.2 e A.3 ripotano, per ciascun alimento
descritto, gli allergeni riconosciuti a livello internazionale e quindi dotati di nomenclatura ufficiale.

Si possono pertento consultdeetre maggiori banche dati del settoi cui negli allegati si
elencano i codici diiferimenta

- Allergome:http://www.allergome.org
- GenBankhttps://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/
- UniProt: http://www.uniprot.org

A4.1 ALLERGENI VEGETALI

Gli allergeni di origine vegetale sono stati classificati in superfamiglie, famiglie e sottofamiglie
di proteine allergeniche, in considerazione delle rispettive proprieta strutturali e/o funzionali
(Breiteneder & Mills, 2005 Radauer et al., 2008 La scoperta di queste proteine, la loro
classificazione e caratterizzazione ha dato wu
clinico, e alla valutazione del rischio specifico dei Pazienti con sensibilizzazione egkralle
vegetali(Zuidmeer et al., 2008Nella descrizione dei singoli allergeni verranno fatti riferimenti
all e molecole nelldambito di quadri <clinici ¢

1) Superfamiglia delle cupine include la famiglia delle proteine di riserva dei semineici
(globuline 7S) e delle legumine (globuline 11S), importanti fonti di proteine per la dieta
umana ma con elevato valore allergenico.

2) Superfamiglia delle prolamine comprende:

- la famiglia delle proteine di riserva appartenenti alle albumine 2S, prasentci,
nocciole, arachidi, e in semi come sesamo e senape;

- la famiglia delle nsLTP (lipid transfer proteins) aspecifiche, tra cui gli allergeni piu
importanti della buccia dei frutti delRosaceaémele, pesche, ecc.);

- la famiglia degli inibitorid el | 6al fa amil asi e
allergeni dei cereali;

- la famiglia delle prolamine dei cereali, note per il loro coinvolgimento nella malattia
celiaca.

del |l e pr ot

3) Famiglia di Bet v 1, la proteina principale del polline di betullanpor e nde unodi mp
sottofamiglia, costituita dalle proteine di difesa delle piante che includono numerosissime
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componenti prodotte dalla pianta in risposta a stress, quali quelli determinati da patogeni
(funghi, batteri e virus) o avverse condizioni aembali. Tali proteine sono presenti nel
polline, nei semi, e nei frutti delle piante, rappresentando la causa piu frequente di reazioni
orali allergichgVieths et al., 2002)

4) Superfamiglia delle profiline si trovano in tutte le cellule eucariotichessepalefinite
allergeni universali o panallergeni; appartengono a questo gruppo alcuni allergeni della
betulla, del lattice e di molti frutti che cressagiscono con pollini (pesca, ciliegia, banana,
melone, ecc.).

CEREALI
Léall er gi a aecalizzrsi pemla prodazione wi, IgE specifiche nei confronti di

di verse cl assi di p ramilasi;ialcuee di qlieste preteing tisultand stabd  a |

alla denaturazione termica, gui ndi a nneentir a At

tecnologici. Lo spettro delle patologie correlate all'esposizione al glutine comprende attualmente

|l 6all ergi a al grano, |l a celiachia e I "intolle

confini diagnostici ancora imprecisi): € qdi di fondamentale importanza effettuare un iter
diagnostico appropriato per differenziare le diverse condizioni.

Léall ergia al grano riconosce quadr. clinici

- quadr.i di all ergia alimentare che inftisorgo
atopici, con una sintomatologia cutanea, gastrointestinale o respiratoria, e raramente
perdurano oltre i 10 anni di eta, legati a sensibilizzazione a efhgladina, agli inibitori
delle amilasi e alle glutenine;

- I 6anafil assi d a farsnd db gran@ camatteristicg @& adblescentieo adiilti, di
cui sono markers la sensibilizzazione ad orfeggiadina(Beyer et al., 2008¢ a Tri a 14
(LTP (Pastorello et al., 2007)

- L66asma del panettiere | eg aafarinaactie raramantes e n s
S i associ a ad all ergi a alimentare; al
sensibilizzazione, anche attraverso cosmetici, a proteine idrolizzate di grano, puo preludere
ad undanafilassi da ingestione ali mentare.

Il prick t est per farina pud essere positivo in soggetti con sensibilizzazione alle Poaceae (o
Graminaceae); per la diagnosi certa di allergia alla farina sono necessari test in vitro per molecole
allergeniche specifiche e test di tolleranza orale.

ARACHIDEARACHIS HYPOGAEA

Le arachidi appartengono alla famiglia delle Leguminosae, e sono coltivate e consumate in
tutto il mondo; le differenti modalita di cottura nei diversi Paesi sono rilevanti dal punto di vista
allergologico. E infatti ormai noto come lastatura delle arachidi ad elevata temperatura ne
accresca la allergenicita, spiegando la maggiore prevalenza di reazioni in Paesi come gli USA.
L'arachide espesso responsabile di fenomeni allergici anche gravi come lo shock anafilattico.

Il potenzid e al |l ergenico dell arachide persiste ai
produzione di derivati (burro e farina di arachide). Risulterebbe invece tollerato dalla maggior parte
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dei soggetti all ergici | 6 ssi di rettifich i(pratcanmeermteh serpee, S
applicato), in grado di all ontanare quasi t o
invece contenere quantita di allergene sufficiente a scatenare una reazione allergica. Gli allergeni
del | 6 ar arterigond & divarge famiglie di proteine, il che determina ceagvita con altri

legumi o con altri alimenti vegetali.

Il profilo di sensibilizzazione ai singoli allergeni € determinato, oltre che dalla predisposizione
genetica, dalla via désposizione e dalle caratteristiche di stabilita e concentrazione degli stessi
(BallmerWeber et al., 2015).

Sensibilizzazione agl:] all ergeni stabili del
barriera cutanea sembra essere alla base dessige reazioni gravi, sistemiche, come orticaria,
vomito, dispnea e calo della pressione.

La sensibilizzazione ad altre proteine, come Ara h 8, omologo dv Beté invece legata alla
crossreattivita con polline dBetulaceaged Ara h 5 corPoaceagex Graminaceae); gli allergeni
sono piu labili a cottura e digestione gastrica, e quindi meno correlati a reazioni gravi.

Nei Paesi Mediterranei, la sensibdazione a a nsLTP (Pru p 3) sembra determinare, per cross
reattivita la positivita alla molecola Ara h 9 che, per le caratteristiche di resistenza alla
denaturazione, € una possibile causa di reazioni sistemiche (Romano et al., 2012).

Ara h 3, ovveraina glicinina, € normalmente considerato un allergene minore, ma in un gruppo di
bambini allergici reclutati in Italia e stato dimostrato che il 95% dei soggetti arruolati aveva IgE
specifiche per questa proteina e che nel 31 % dei casi (5/16 bambigiialten all darachi
era | 6unico allergene coinvolto nella sintoma

Va comunque sottolineato che, sebbene si osservi frequentemestnstuilizzazione tra

4 N\
CROSSREATTIVITA

1 ANACARDO e PISTACCHIQ\facardiaceae )

1 NOCE e NOCE PECANI(gglandaceae)
\ J
arachide ed altri legumi/frutta a guscio in tesvitno (RAST o Immunocap), questo raramente si
traduce in reattivita clinica (EC 1997), ad eccezione del lupino per cui si € osservata una
percentuale dicrosseat t i vit~ nel 20% dei soggetti aller

SOIA GLYCINE MAX

La soia € un legumeécco di proteine e rappresenta una fonte alimentare poco costosa e
molto utilizzata nell 6dalimentazione. Utilizza
soggetti allergici al latte vaccino, la soia si e dimostrata a sua volta in graduule
sensibilizzazion¢BallmerWeber & Vieths, 2008)

Rel ati vamente alla stabilit?® ai trattament.i
potenziale antigenico, ovvero la capacita di legare le IgE circolanti, anche dopo trattamecitetermi
varie temperature e per tempi diversi.

Léol i o di soi a, i n culi l a rettifica deter mina
dalla maggioranza dei soggetti allergiERSA 2007a, 2007b Piu a rischio di causare allergia, sia

pur raramente, € la lecitina di soia. | prodotti di soia fermentata come salsa di soia € miso sono
meno allergenici rispetto a latte di soia e tofu.
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Per quanto riguarda | e preparazioni contenent
ritiene che, in considerazione della natura della materia prima, che & un olio di soia rettifieato, e
successivi trattamenti produttivi impiegati per ottenere il prodotto finale, sia piuttosto improbabile
che questi prodotti contengano residui di allergene in quantita tali da causare reazioni allergiche
severe, nei soggetti allergici alla soia (EFSAZ4) 200D).

L'allergia alla soia puo derivare da una genuina sensibilizzazione a questo allergene alimentare, o
ad una crosseattivita legata alla sensibilizzazione a polliniB#tulaceael diversi quadri clinici
osservati evidenziano la possibildauna sensibilizzazione precoce ad allergeni stabili (&Y. |
soggetti atopici, con successive reazioni sistemiche. Nel 70% dei soggetti sensibilizzati al polline di
Fagalescontenente Betvl, che crasmsagisce con Gly 4, si possono osservare raagiofaringee;
in alcuni casi anche reazioni sistemiche, per ingestione di bevande a base dpsepayati a base
di soia in polvere(Holzhauser et al., 2009)

4 N

CONSIGLI DIETETICI ALLERGIA SOIA

1T REAZI ONE GRAVE, SCATENATA DA PI CC
completamente SE N ON DIVERSAMENTE CONCORDATO CON IL MEDI
ALLERGOLOGO

1 REAZIONE LIEVE MODERATA, SCATENATA da DOSE CONSISTENTE: euvil
parzialmente

i Salsa di soia ( miso, shoyu e natto), che sono prodotti fermentati, sono
MENOallergenici di latte di soia e tofu

1 e opportuno evitare latte di soia, tofu, e farina di soia.

N

FRUTTA A GUSCIO E BIE

/

Tra gli allergeni della frutta a guscio e dei séraviamo componenti di tutte le famiglie di allergeni
vegetali descritte in precedenza. Sono proteine stabili non denaturate dai trattamenti termici a cui
guesti frutti vengono comunemente sottoposti prima della commercializzazione. Frutta a guscio e
semicondividono molti allergeni comuni, che appartengono a famiglie delle proteine di deposito,
nsSLTP e oleosine. Le relazioni botaniche determinano la somiglianza tra famiglie di proteine di noci
e semi.

Esistono casi documentati di crassttivita sia tra diversi frutti a guscio, sia tra questi e legumi,
anche se gli eventi clinici non sempre vanno in parallelo allseosibilizzazione valutata con test
in vitro.

| principali frutti a guscio coinvolti nelle reazioni allergiche sono la mandoNaigdalis
communi¥, la nocciola Corylus avellang la noce Juglans regia , | 6anacardo o0 n
(Anacardium occidenta)ela noce di PecarCprya illinoiensi3, la noce del BrasileBertholletia

excelsy, il pistacchio Pistachia vera e la noce del Quesland Macadamia ternifolig

Tra i semi, sesamo e senape sono quelli piu frequentemente coinvolti nei fenomeni allergici.
Le possibili reazioni immunologiche determinano varie possibilita di sensibilizzazione
- primaria, genuina, ad un singolo o piu frat guscio e semi, correlati botanicamente e non;
- crossreattivita con pollini;
- co-sensibilizzazione ad allergeni diversi presenti in semi e frutti a guscio.
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Queste diverse possibilita vanno indagate per evitare esclusioni dietetiche di difficile zappéica

gli allergici ad un singolo seme/frutto a guscio potranno evitare solo quello; la nota cross reattivita
tra pistacchio e anacardo, e quella tra noce e pecan comportano invece l'esclusione dietetica di
entrambi. Noce e nocciola cressagiscono, mapesso e possibile evitare solo quella che ha dato le
reazioni piu gravi. | soggetti polisensibilizzati a frutti a guscio e semi con elevati livelli di IgE
specifiche, e con precedenti reazioni devono invece del tutto evitare questi alimenti.

SEDANO

Viene consumato sia crudo sia cotto in tutta Europa, ed in entrambi i casi sono stati registrati casi di
reazioni cliniche; queste segnalazioni indicano che gli allergeni del sedano sono almeno
parzialmente termostabili (Ballm&Veberet al.,2000).

Sono state identificate numerose proteine allergeniche del sedano in grado di indurre cross
reattivita, tra queste particolarmente critica € Api g 1, responsabile di reazioni crociate con il polline
della betulla (Bet v 1) e con altri vegetali (mela e cardahp & ancora stato individuato un marker

che possa predire la comparsa di reazioni orofaringee o reazioni sistemiche gravi; la contemporanea
sensibilizzazione adsteraceadComposite) sembra legata ad una maggiore gravita delle reazioni.

PROTEINE DI TRR®RTO LIPIDICO NONPECIFICHE (NSLTPS)

Le proteine di trasporto lipidico non specifiche (nsLIPID TRANSFER PROTEIN), appartenenti alla
superfamiglia delle Prolamine, si sono dimostrate, in questi ultimi decenni, le principali responsabili
di reazioni allegiche alimentari a vegetali nei Paesi mediterrasefo et al, 2000 2014
Heinzerling et al., 20110rtolaniet al.,1988 Sancheavionge et al., 1999 al contrario dei Paesi

del nord ed est Europa.

20



Allergie alimentari e sicurezza del consumatoeo c u me nt o di indirizzo e
Italia 2018

Pru p 3 | 6al | er g(eemendeRivas @tiab, 2G3Pak®rellb at alp ¥999¢ a
2011)); a differenza degli altri allergeni delle prolamine, le nsLTP non sono confinate nei semi, ma
sono presenti nella polpa ed in misura maggiore nella buccia della frutta, con concentrazioni
varigbili in base alla cultivar/varieta del frutto stesso, al grado di maturazione ed anche dalla
conservazione. Una caratteristica fortemente distintiva di queste molecole allergeniche é
rappresentata dalla resistenza al calore, e quindi alla cottura, ddyaiione gastrica. La presenza

di molecole ancora reattive dal punto di vista allergologico pud essere riscontrata in prodotti che
hanno subito trattamenti tecnologici, come succhi di frutta e marmellate o conserve. La

4 \

FATTORI FAVORENTI LE REAZIONI A nsLTP

ESERCIZIO FISICO

ASSUNZIONE DI ALCOLICI

USO DI ANTIACIDI

ASSUNZIONE DI ANTINFIAMMATORI NON STEROIDEI
SENSIBILIZZAZIONE SPECIFICA SOA@sSLTP

- /

sensibilizzazione a queste molecélsempre piu rilevante anche in ambito pediatrico (Pastatllo

al., 2013); la sintomatologia nei bambini sensibilizzati si evidenzia precocemente, e tanto piu é
precoce tanto piu puo evolvere verso un quadro di polisensibilizzazione. La sintomatologia
correlata a nsLTPs pu0 essere rappresentata da tutto lo spettro delle reazioni allergiche, dalla
sindrome orale allergica all'orticaria, dalla sintomatologia gastrointestinale a quella respiratoria fino
alla anafilassi. Nel nostro Paese, rappresentadetia piu frequenti sensibilizzazioni associate
all'anafilassi da sforzo e alimenthgero et al.2009). La distribuzione di Pru p 3 nei vegetali e

molto vasta, e non e facile la valutazione del rischio e la previsione del quadro di reattivita del
singdo Paziente: la nsLTP della farina ha dimostrato ad esempio di essere responsabile di alcuni
casi di anafilassi da sforzo e alimenti (FDEIA), e le farine di riso e mais sono state piu volte causa
di reazioni gravi, confermate da test odi scatenamentoppio cieco (DBPCFC); le correlazioni

piu diretta esiste con gli alimenti delRosaceadmela, prugna, albicocca ed altri); ma il gruppo

delle noci e le arachidi, anche se non correlati botanicamente, hanno una spiccata rilevanza clinica e
possono essere causa di reazioni sistemiche; fagiolini, finocchio, arancio, lenticchie sono stati
oggeto di segnalazioni. Da ricordare che la letteratura segnala come i soggetti sensibilizzati
specificamente a nsLTP, non sensibilizzati a pollini, siano quelli a maggior rischio di reazioni; la
sensibilizzazione multipla a molecole allergeniche sembragappg nt ar e un f attor e
di antiacidianti oasammat one don steroidei, I 61
associat. i all 6ingestione di ali menti che coni
rischio di reazionsistemiche.

=4 =& _—a_a_»
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A4.2 ALLERGENI DI ORIGINAENIMALE

Latte e uova sono i principali responsabili di reazioni allergiche in eta pediatrica, mentre i prodotti

Pttici (pesci, crostacei e molluschi) sono i m
LATTE
Léall ergia al latte ~ sicuramente | a pi% fregq

sua elevata prevalenza deriva dal fatto che i neonati che non possono essere allattati al seno,
vengono alimentati con formule modificate a basettk kaccino.

L6i mmaturit?” f unzi o-madtirmle e ddl bistem@ prenunéaria neigparsit r o
mesia n n i di vita, fanno s3 che | 6allergia al | &
7% dei bambi ni . Loalhlaerpgira alorimatl tme nvac ainev
| 6insorgenza della tolleranza nella gmwsa&de m

Halken 1990; Fiocchi et al.2010; Savilahti& Savilahti, 2013). Un importante documento sulla
problematica dell'allergia al latte & stato pubblicato da Fiocchi e collaboratori nel 2010 (Fiocchi et
al,2010)Le proteine del |l atte sono classificate |
20%, rispettivamente, delle proteine totali del latte. Le caseine (che comprendenalédfa beta,

kappa e gamma caseine) sono organizzate in strutture complesse chiamate micelle. L.e gamma
caseine sono frammenti della be&seina; poco abbondantldatte si formano grazie ai processi
proteolitici che avvengono durante la stagionatura dei formaggi (Restani et al, 2009a).

Le sieroproteine sono la frazione proteica che rimane solubile dopo la cagliatura del latte effettuata
durante la produzione g®rmaggi; includono: alfdattoalbumina e betkttoglobulina (sintetizzate

a livello della ghiandola mammaria), la sieroalbumina e le immunoglobuline (di origine
plasmatica), e altre proteine minori, quali lattoferrina e lisozima.

Dal momento che la betattoglobulina € assente nel latte di donna, si credeva in passato che questa
proteina rappresentasse | 6allergene principal
che anche le caseine sono allergeni maggiori e che spesso si verifies@nsibilizzazioni. In
pratica, molti soggetti allergici al latte vaccino risultano reattivi a piu di una proteina.

Relativamente alla stabilita ai processi tecnologici:

- le caseine sono stabili a tutti i trattamenti termici, a cui viene comunementpostital
latte vaccino (pastorizzione, sterilizzazione o UHT);

- la betalattoglobulina e le altre proteine del siero vengono invece, almeno parzialmente,
denaturate dai trattamenti termici.

E comunque da escludere, se non dopo comprovata somministrazmén ambiente clinico, la
tolleranza da parte dei soggetti allergici del latte trattato termicamente. Alcuni studi hanno
dimostrato che una percentuale elevata di soggetti allergici al latte ne puo tollerare una certa
guantita, se contenuto quale iadiente di prodotti da forno (biscotti, torte, gdt.eonard et al,

2015, NovakWegrzyn et al, 2008 tale possibilita va tuttavia esplorata in ambiente ospedaliero.

Nettamente superiore € la tolleranza alle proteine del latte sottoposte a digestiorstienaAd e

proprio su questo principio che sono state ideate le formule a base di proteine idrolizzate; tra queste,
|l e formule fortemente i1drolizzate sono speci f
al latte vaccino. La croggattivita € un argomento estremamente delicato per i soggetti allergici al
latte, e bisogna essere molto diffidenti quando viene ipotizzata la tolleranza a latte di altra specie
ani male senza comprovata valutaziongsicdiitni@ae
tolleranza dei latti di altre specie mammifere va valutata caso per caso e non si pud generalizzare
vista | 6estrema compl esX02y " del probl ema (Res
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Un altro aspetto critico | a di ®lermpazllategsio t r a
(Bahna 2002). Nel primo caso, in cui e coinvolto il sistema immunitario, la gravita della
sintomatologia puo portare anche ad eventi fatali (shock anafilattico) e il consumo di latte deve
essere totalmente eliminato, se non diversamenisaldal pediatra immunologo (per esempio nel

caso della desensibilizzazione orale). Nel |l 6
I 6atti vit ™ -ghlattodidase (lattasi)mla sintomdtodogia € di tipo gasttestinale e a
parte rae eccezi oni non comporta conseguenze (¢gr a\

neonati e compare in genere in eta adolescenziale; & dose dipendente e, sebbene esista un tes
diagnostico specifico (dosaggio dell'idrogeno espirato), in linea di masksingolo consumatore
e in grado di identificare la sua soglia di tolleranza.

4 )

CONSIGLI DIETETICI PER L'ALLERGIA AL LATTE

EVITARE | PRODOTTI CHE RIPORNO IL LATTE TRA GLI INGREDIENTI IN ETICHETT#

ANCHE | PRODOTTI CON LA DICITURAOG pu,
stabili ment.i c he producono anche. . 6 D
DIVERSAMENTE CONCORDATO CON IL MEDICO ALLERGOLOGO

1 IL LATTE DI ALTRE SPECIEANIMALI (BUFALA, CAPRA, PECORA) DEVE ESSEI
EVITATO PERCHE RESPONSABILE DI POSSIBILI REAZIONI ALLERGICHE ANCHE G

1 IL CONSUMO DI LATTE DI ALCUNE SPECIE DI MAMMIFERO (ASINA, CAVALLA) |
ESSERE AMMESSO MA SEMPRE SOTTO CONTROLLO DEL MEDICO ALLERGOLOG(

1 TALORA | PRODOTTI DA FORNO (TORTE, BISCOTTI) CONTENENTI LATTE POSS(
ESSERE TOLLERATI MA IN OGNI CASO L'INTRODUZIONE VA FATTA SO
CONTROLLO DEL MEDICO ALLERGOLOGO

N /

UOVA

Anche le uova sono frequentemente coinvolte nelle forme allergiche infantili e, come per il latte, si

osserva una tendenza all acquisizione dell a t
I principald] all ergeni del | 6 u voransfesrinanedl lispzimat e i n

sembrerebbero responsabili della sensibilizzazione solo in un limitabero di soggetti (Caubert
& Wang, 2011). Anche nel tuorlo sono state descritte proteine allergeniche sebbene, in alcuni casi,
la reattivita riscontrata meest clinici possa essere dovuta alle tracce di albume derivanti da una

separazione incompleta delle due parti ( ben
tecnicamente difficoltosa). In passato, solo la livetina (sieroalbumina) esalewta un allergene
vero e proprio del t veggrsyndrome ésiddrome Ghes sevede reattidta aa | |

uovo e piume di uccello) (Quince et,&001 Szepfalusi et al. 1994a questo allergene pero piu
recentemente e stata aggiuntaitallogenina (Arno et al 2010).
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La stabilits degl i all ergeni del |l 6uovo el
maggi oranza dei casi sia dopo il consumo di
ingrediente moltadiffuso nel settore alimentare, la dieta dei soggetti portatori di questa allergia
deve necessariamente avvalersi di undattenta
Si  osservato per, che una certa percentuale
qguundo | Buovo  presente, quale ingredi-®dug e de

et al, 2008; Leonard et al, 2015). La tolleranza non deve comunque essere sperimentata
individualmente, ma deve essere valutata sotto stretto controllaanedi

( Y

CONSIGLI DIETETICI PER L'ALLERGIA ALL'UOVO

EVITARE | PRODOTTI CHE RIPORTANO LE UOVA TRA GLI INGREDIENTI IN ETICHETT#

ANCHE | PRODOTTI CON LA DICITURAS pu, cont
che producono anche. . 6 DEVONO ESSERE EVI TATI
CONCORDATO CON IL MEDICO ALLERGOLOGO

1 LE UOVA DI ALTRE SPECIE ANIMALI (ANATRA, PERNICE, ECC) DEVONO ESSERE EVI
PERCHE RESPONSABILI DI POSSIBILI REAZIONI ALLERGICHE ANCHE GRAVI

1 TALORA | PRODOTTI DA FORNQTORTE, BISCOTTI) CONTENENTI UOVO POSSOV
ESSERE TOLLERATI MA IN OGNI CASO L'INTRODUZIONE VA FATTA SOTTO CONTR(
DEL MEDICO ALLERGOLOGO

1 A PARTE RARI CASI, L'ALLERGIA ALL'UOVO NON COMPORTA ESCLUSIONE DALLA D
DELLA CARNE DI POLLO, MA ANCHE IN QUEST@SD VA RICHIESTO IL PARERE DE

\ PEDIATRA ALLERGOLOGO J
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PESCI

| pesci rappresent@ una complessa classe di alimenti, con vicinanza filogenetica molto

di versificata. Léall ergia al pesce  ben con
Nonostante il numero molto elevato di pesci inclusi nella dieta mondiale, solo alergealldi

origine ittica sono stati identificati dal punto di vista molecolare; tra questi, quello meglio
caratterizzato € la parvalbumina del merluzzo, nota come Allergene M. Anche nel csaondele

la proteina coinvolta nella sintomatologia allergica € la parvalbumina (Kuehn et al, 2014).
L6 Al | e régtabilecal cMore e alla digestione; un caso di anafilassi e stato registrato in seguito
al consumo di patatine, fritte in un olio usatgonecedenza per cuocere il merluzzo (Yunginger et

al., 1988). La crosseattivita, pur frequentemente osservata nei test in vitro, trova solo parziale
riscontro nella cesensibilizzazione in vivo. Nella valutazione della crossttivita tra specie

diversed i pesce ancora una volta  necessaria |6
scatenamento orale la tolleranza specifica del soggetto (Dello lacona?€tiél). Molto importante
~ evitare |l a confusione itgakiad,l eurgi ma radsakpietsa e

simplex un nematode (un verme) frequentemente p
ritrova allo stato larvale. In questo caso, il rischio deriva dal consumo di pesce crudo che deve

essere opportunennt e trattato per evitare | a trasmiss
la possibilita chealmn o un al | er gheisaldssiptere@esistente e quiadi $tabile ai
comuni trattament.i di -SArgjiactebat2816)f i cazi oneo (Car

e h

CONSIGLI DIETETICI PER L'ALLERGIA AL PESCE

EVITARE | PRODOTTI CHE RIPORTANO IN ETICHETTA INGREDIENTI DI ORIGINE ITTIC

1 ANCHE SE NORMALMENTE POCHE SONO LE SPECIE DI PESCE COINVOLTE I
RELATIVA ALLERGIA, IL CONSUMO DI PESCI DIVERSI QUELLO CHE HA CAUSATC
REAZIONE ALLERGICA DEVE ESSERE DISCUSSA CON IL MEDICO ALLERGOLOGO

1 L'ALLERGIA AL PESCE NON VA CONFUSA CON L'ALLERGIA ALL'ANISAKIS O COt
SINDROME SGOMBROIDE DOVUTA ALLA PRESENZA DI ISTAMINA IN PESCE

CONSERVATO

\ /

CROSTACEI E MOLLUSICH

Anche crostacei e molluschi includono un elevato numero di specie, piu 0 meno affini dal punto di
vista filogenetico. Tra le diverse specie, il gambero € quello piu frequentemente responsabile di
reazioni cliniche allergiche gé adulti. Anche in questo caso solo pochi allergeni sono stati studiati

dal punto di vista molecolare e tra questi, |

La tropomiosina e stabile al calore e quindi pud determinare reazioni cliniche dmpwsulmo di
crostacei (e molluschi) sia crudi sia cotti. Fenomeni di ereagtivita sono stati osservati non solo
tra i diversi crostacei (aragosta, granchio, ecc.) e molluschi (segmaie, ma anche con aracnidi
(acari della polvere) ed alcuni insgdcarafaggi) (Besler et al, 2001).
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A4.3 ALLERGENI EMERGENTI

Tra gli allergeni di origine animale, che hanno un particolare interesse per la popolazione lItaliana,
va citata la carne.

Léall ergia alla carne vVvi ene maendalesmadleuniastudahaqmo ut t

dimostrato come la sua frequenza in Italia sia piu elevata che in altri paesi, specialmente in eta

pediatrica (Restani et.aR00%).Nel | a | i sta wufficiale degl:]i al |
Allergen Nomenclature @ Co mmi t t ee 0, s 0 n lkergenildella came (Allegptdha t t r o
4.3), di cui tre sieroproteine (bovina, ovina e suina) e le immunoglobuline bovine.

In particolare e sieroproteine sono state identificate come allergeni della carne di nrsal® ét

al., 1997;Sabbah et g311994a; Sabbah et.a1994l, di agnello (Palacios Benito et.a2002) edi

coniglio (Palacios Benito et .al2002). Altre proteine sono state ipotizzate quali allergeni della
carne, ma la conferma sperimentale é incérta;o | t r e, | 6i mmunoreattivit
studi in vitro e non ci sono prove inconfutabili del loro significato clinico.

Piu recentemente sono state identificate reazioni cliniche ritardéter@ ed oltre) nei confronti di

carne bovina, sogp, e ovina (Commins et .al2009). | soggetti inclusi in questa casistica
rappresentano un sottogruppo particolare di allergici alla carne, che sviluppano IgE specifiche per il
galattosiealfa-1,3-galattosio élfag a | ) . L 6 g3 & @sprgsso abbderfteanente in cellule e

tessuti di mammiferi non primati ed & coinvolto nella reazione di rigetto dei trapianti di organi da
suino a primati. Gl i studi effettuati per i d
dimostrato che ci sia conness® con le punture di pulci. Si ritiene, in particolare, che la
sensibilizzazione adlfa-ga | negli stati central.] del |l OUSA,
dovuta esclusivamente a questo fattore (Steinke, &(dl5).

Non ci sono molti dati relativi alla stabilita degli allergeni della carne alla cottura; sono pero stati
pubblicati studi in cui sono stati descritti soggetti che hanno preseatatimne clinica alla carne

cotta con associata tolleranza alla carne ben cotta. Questo fenomeno é stato confermato mediante
somministrazione orale, sia con la carne bovina sia con la carne di pollo (Quirc@dH.. Come
dimostrato in alcuni bambid | | er gi ci all a carne, | 6omogenei z
nella preparazione dei bafbyo o d s , possono ridurre notevol ment
La tolleranza della carne trattata termicamente sarebbe dovuta alla denatusaaéeydéa con la

cottura della sieroproteina, che rappresenta uno dei principali allergeni della carne. Il trattamento
termico industriale risulterebbe piu efficace nel rendere tollerabile la carne, quando confrontata ai
procedimenti casalinghi di cottu(@ahen et al 1998; Restani et al1997b) Non puo infine essere
dimenticato il fenomeno della cressattivita che riguarda sia la presenza di sequenze proteiche
conservate in specie animali filogeneticamente vicine, sia la possibile condivisiotergiraltra

alimenti diversi. Spesso, soggetti allergici alla carne bovina reagiscono anche alla carne suina e

‘ h

CONSIGLI DIETETICI PERALLERGIA ALLA CARNE

1 CHI PRESENTA L'ALLERGIA ALLA CARNE BOVINA DEVE CONSUMARE CARNE DI A
SPECIE SOLO SU CONSIGLIO DEL MEDICO ALLERGOLOGO

1 A PARTE UNA PICCOLA PORZIONE DELLA POPOLAZIONE ALLERGICA (10%), L'ALLEF
ALLA CARNE NON COMPORTA ESCLUSIONE DALDIETA DEL LATTE. TUTTAVIA
L'INCLUSIONE/ESCLUSIONE VA DISCUSSA CON IL MEDICO ALLERGOLOGO.

1 TALORA LA CARNE BEN COTTA VIENE TOLLERATA MEGLIO DI QUELLA CRUD,
SCOTTATA, SPECIE SE SOTTOPOSTA A PROCESSI INDUSTRIALI (OMOGENEIZZ
LIOFILIZZATI). VA COMUNQUESEMPRE CONSULTATO IL MEDICO ALLERGOLOGO ¥
LA SCELTA DEI PRODOTTI AMMESSI.

N /
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ovina, mentre tendenzialmente tollerano quella avicola (Cahen., e198I8). Viceversa, chi é
allergico alla carne di pollo generalmente deversstsi dal consumo di carne di tacchino, mentre é
consentita quella di mammiferi. Responsabile di queste -ceastivita € quasi sempre la
sieroalbumina (Restani et,al997a).

La crossreattivita tra latte e carne € determinata dalla presenza nei iduentildegli stessi
allergeni ovvero sieroalbumina e immunoglobuline. Ne degiadi che i soggetti sensibilizzati
alla sieroproteina dovranno astenersi dal consumare sia latte cheveasmdtolineato che questa
popolazione rappresensaloil 10% degli allergici al latteGahen et al., 199&iocchi et al, 1998;
Martelli et al, 2002 Quirce et al., 2001; Werfel et al., 1997

Analogamente, i soggetti allergici alle uova possono consumare senza problemi la carne di pollo, ad
eccezione dcoloro che sono sensibilizzati alla sieroalbumina (Quince et al, 2001).

A5 - DIAGNOSTICA DELLE BERGIE ALIMENTARI

A5.1 ANAMNESI

Il n medicina | danamnesi costituisce il cardin
| 6anaf i | as s verifieatesd dopodnpestionecismlata @& un singolo alimento (es. uovo)
presenta un elevato valore predittivo. La storia clinica fornisce informazioni atte a selezionare i test
diagnostici cui sottoporre il paziente e consente di decidere se sia posHitileare il test di
provocazione orale, gold standard nella diagnosi di allergia alimentare.

Déaltra parte, proprio il t e s t50%ldelle pferite veazom@ z i 0 n
alimentari sia da ricondurre ad allergia.

Nelle patologe croniche associate ad allergia alimentare (es. dermatite atopica, asma, gastroenterite
allergica eosinofila) la storia clinica ha invece uno scarso valore predittivo positivo.

Nel raccogliere | 6anamnesi sar  ne @leosntbainsaint al
tempo intercorso tra | o6ingestione dell dali mer
sul |l a guanti t” di alimento necessaria ad e

importante reazione, su eventuali fat@ssociati (attivita fisica, assunzione di farmaci), sui farmaci
somministrati per contrastarla, sul contatto accidentale con altre sostanze (contaminazione con altri
cibi, acari della polvere), sulla riproducibilita dei sintomi, specialmente quelli sogdéisturbi

del | umor e, cefalea). Sintomi|, guest.i ul ti mi,
evidenze in proposito.

A5.2 ESAME OBIETTIVO

Léesame fisico del paziente ~ dirappoesaé¢htdaril
maggi ormente colpito (dermatite atopica, orti
piu frequente nei bambini con dermatite atopica estesa e severa rispetto a quelli che presentano un
eczema lieve e transitofi@ comepco frequentemente | dorticaria
alimentaré.

Léorticaria allergica compare contemporaneameé
allergici e dura poche ore. La diarrea cronica e il dolore addominale, espressialhergia
alimentare, raramente causano alterazioni del

rinvenibile solo in bambini sottoposti a diete incongrue con eliminazione di molti cibi e scarso
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introito calorico. Scarsa crescita 0 arrestoosmvece presenti nei bambini con enteropatia indotta
da proteine alimentdri

Léoesame servir”™ ad accertare | 6esistenza di (
ricorrente  cronica, tosse persistente, asma), troppo spesso, da alatinhuiti
all dallergial/ithtolleranza ali mentare

A 5.3 SKIN PRICK TEST (SPT

Questo test cutaneo, in vivo, rappresenta spesso la prima tajgpaiaghostica allergologica: é
infatti sicuro, veloce, economico e di semplice esecuzione anche se di camplegretazione.

Rileva un'ipersensibilit IgE-mediata a livello cutaneo. Consiste nel mettere a contatto i mastociti
dermici con l'allergene, sotttorma di estratto commercialpungendo la cute sulla superficie
volare dell'avambraccio dove viene p@saina goccia di estratto. | mastociti, nei soggetti
sensibilizzati, liberano i loro mediatori; tale processo si riflettera sul piano clinico cutaneo con la
triade clinica di Lewis: edema, eritema, prurito.

Se un prick test risulta negativo si escluden(am valore predittivo negativo > 95%) la
sensibilizzazione del paziente verso liakne, e quindi l'allergia Igihediata nei confronti di
guell'alimento. |l risultato positivo, invece, indica una sensibilizzazione a livello immunologico,
che perd nonesmpre si associa a una reattivita clinica: il test & quindi altamente sensibile ma poco
specifico (Sicherer et aR010).

Occorre ricordare che, come per ogni test, & necessario inserire il controllo positivo (istamina) ed il
controllo negativo (soluzionglicerinata). Molti studi sono stati eseguiti sull'interpretazione della
grandezza del pomfo (misurato in mm) fornito dal prick test, con la conclusione che I'aumentare del
diametro del pomfo e correlato ad un'aumentata probadilédergia clinica (Kinght et al. 2006);
tuttavi a, [ tentativi finora effettuat. di p |
guali considerare la diagnosi estremamente probabile, non hanno mostrato risultati concordanti.

Uno studio recente che ha utilizzatoa t e c ni -pant (8RF | cbnd diluzibni seriali

del |l 6estratto) ha permesso di individuare, co
allergia Iggeme di at a all 6uovo che hanno avuto uaea ri
(TPO) con uovo crudo (Tripodi el.22009). Se tale metodica verra confermata e se sara possibile
estenderla ad altri alimenti, consentira di limitare la necessifBR{®i

I n definitiva, |l o SPT =~ consirdenacardirionealidrgica c i e r
IgE-mediata.

A5.4 PRICK BY PRICK

Questo test & analogo al prick test, ma anziché un estratto commerciale viene usato Il'alimento
fresco. Il test si effettua principalmente per gli alimenti vegetali, le cui proteine sono labili e
possno essere alterate dalla preparazione 1ind
falsamente negativi. Cio comporta che spesso i prick by pi@Rodoositivita cutanee molto
evidenti, negli stessi pazienti in cui I'estratto ha dato un risuhiagativo: il valore predittivo
negativo di questa tecnica e pertanto eccellente, tanto che in caso di esito negativo si puo escludere
I'allergia alimentare.

Il prick test ed il prick by prick con alimenti freschi seguono precise regole di interpretazione
rappresentano per | 6allergologo il pri mo test
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corso di terapia con antistaminici, cortisonici per via sistemica o in eta avanzata, situazioni queste
che rendono itest meno sensibildock, 1997;Macchia et al2011, Martelli et al, 200k
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5.5 ATOPY PATCH TEST

A

LOAtopy pat c hearncaapttimiz¢afopel gssere otilizzato nel quotidiano della nostra

di agnost i cdgE dedlath.®@pah i pring entusiasmi, il test & stato molto ridimensionato

nel suo significato specie in virtu dei risultati davvero dissimili osservati. | tentativi di
standardizzzione delllAPT sono stati proposti ma la letteratura n@msai univocamente allineata

a questi. Anche i Practice parameter, al s u
degli APT peralimenti non & raccomandat®er quanto ci siano staforzi per uniformare la
metodica, ad oggi non possiamo ancora affermare di poter fruire di una metodica standakdizzata.
proprio questo che rende cosi diversi i risultati otteriitiero che alcuni punti sono stati chiariti

come la sede del dorso comento ottimale di applicazione, la dimensione del suppori@anm e

la lettura a 72 orema troppe sono ancora le variabili intest cheandrebberauniformemente

definite. Pensiamo alla quatat di alimento da applicarda sua preparazion® alle modlita di

lettura che dovrebbero sempre riguardaréd i nf i | trat o eLOA®T [ O eurniat e
di agnostica semplice, sicura ed economica, ma
al bambino con sospetta AAnbng E me d i at aadispomibile per questadtipordi bambino
perché il test di provocazione orale con alimento in doppio cieco contro placebo rappresenta ancora
il gold standard di riferimento nella diagnosi di questi-clsattesa di ulteriori dati necessari per

una maggiore definizione del |l 6accu-igbmetiataéa del
auspicabile una migliore standardizzazione.tedit necessitdi un po'di esperienza, specie nella
lettura dellareai one cutanea, ed il risultato deve es:s

attenta valutazione di storia clinica, risposta alla dieta di eliminazione e risultato del test di
provocazione orale. Ricordiamo che l'alimento non va mai tolto solo sdad un APT positivo
per quell'alimento.

A5.6 TEST DI PROVOCAZIONERALE NELLA DIAGNOBI ALLERGIA ALIMENRAE

La diagnosi di allergia alimentare € una diagnosi clinica che pud essere raggiunta con sicurezza solo
dopo undos s er v aloicbenaecadd in rseguitd asurzionelgll'alimento che si
sospetta sia implicato nell'evento allergibdatti i comuni test per identificare la sensibilizzazione

agli alimenti (SPT o determinazione delleElgsieriche specifichepon hanno una efficacia

di agnostica assoluta, ovvero spesso riswltano
alcontrarigpossono essere negativi pur in presenza
nelle forme allergiche non Igithediate

Il test diprovocazione orale con alimentdRO), il test in doppio cieco contro placebo (DBPCFC)

rappreseragt oggi, secondo la letteratura scientifical osgtoalndd ar do per l a di e
alimentari(Bahna, 1994BindslewvJenseret al, 2004 Bock et al.1988.
Il n realt ™, nell 6et”™ pediatrica, i cieco deve

conoscenza del tipo diimentosomministrato. Solo il personale che prepara il test, € a conoscenza
del prodottgproposto in quel momento (alimento o placebo).

Purtroppo, in Italia, ancora troppi bambini hanno una diagnosi di allergia alimentare senza
| &eeuzionalel TPO. Maggiori informazioni sulla esecuzione dei test di scatenamenmtosorabe
riportati nell'’Alegato A 56.
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A5.7 TEST UTILI IN SPECIEHE CONDIZIONI DIABSTICHE

Component-Resolved Diagnosis (CRD)

Léanal i si mol ecol are degl. estratti all ergeni
dimostratoche tali estratti sono formadauna miscela di proteine e glicoproteine, alcune specifiche

di quella fonte allergenica (molecole genuijrejre che possono essere presenti inipiguedienti
alimentari(e non solo) e quindi sono craessagentpanallergeni) (Figura 1).
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Figura 1- La CRD consente la ricerca di IgE per le componenti specifiche e per quelleaatisse di
una determinata fonte allergenigeinhardt 2014)

Nella CRD non viene utilizzato un estratto allergenico, ma solo la singaliecola allergenica, o
i n a d ¢ioe di originenaturale e altamente purificata o creatificialmente tramite la tecnica del
DNA ricombinante(cosiddetta ingegneria genetica) che ha il vantaggio di permettere una migliore

standardizzazione e dirende | a di a g n o s ih altceaparglel pégnettd c c 1t atba |
guantitativamente wun profil o speci fconmponend i r e
al |l er gemmmecrhtea n d o n e, cdneettopep auicilitdst c istt'™agt o def Fni t o
Resolved Diagnosis.

C paenrtto un test di seconda istanza, da tener

alimentare, ma da riservare allo specialista, dato che richiede specifiche competenze e conoscenze
del significato delle singole molecole.

Il limite di questotestc o me anche quel . tradi zalmemadii g ®@INeC
indicazioni solo sulla sensibilizzazione del paziente, ma non consentono di individuare il vero
allergico. La CRD consente di conoscere meglio le molecole responsabilie la lsro s [-e cr o
reattivit”™3 | egat a mad aonmalta gioag gdi, sntornwtsttwamna e
degli specifici cutoff (cioe livelli soglia dei risultati) che diano nella popolazione generale la
certezza che il paziente sia clinicaneergattivo a quella data molecola o solo sensibilizzato.

Questo dipende da molte variabili, ma in particolare dal fatto che ogoffouiene ricavato da una
specifica popolazione ed in un determinato centro, e cid non consente di estrapolare il dato alla
popol azione generale. Pertanto rimane f ondame
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indicato, il ricorso al test di provocazione orale che rimane ancora il gold standard per la diagnosi di
allergia alimentare.

Certamente la CRD puo, in maesperte, dare delle informazioni preziose perché permette di sapere

se il paziente é sensibilizzatorao | e cpoelrei cfo|l os e 0, come | e LTP (L
esempio la Pru p3 della pesca) che sono molecole resistenti al calore ed alla digestion
pertanto possono essere responsabinditi sintomi, che possono andare dal banale prurito orale
(Sindrome Allergica Orale, S&) fino allo shock anafilattico. Diverso e il caso di un paziefee

reattivo a molecole pilinnocué, come le Profi i,n B e possonmandoanr ea nSaCeA | a s
non i n casiEsecscteoznioo n@il %3 t est di | aborator i
mol ecol arNee i n uvni tesoempi o i | d @rsnanp@AP)p che utilizaa n 0 e n
come immunoadsorbée una singola molecola ricombinante altamente purificata (test in
singleplex). In questo caso solo le IgE specifiche presenti nel siero del paziente per questa
componente potranno legarsi e dare un risultato positivo (Figura 2).

a) Traditional diagnostics b) Component Resolved Diagnostics — CRD

]étﬁ,e—ﬁe—ﬁ,

A mixture of allergens Component A Component B Component
and non-allergenic
substances

& & &

Native allergen extract Native/recombinant proteins A, B and C

Figura2-La C&®&WDvero | a ricerca di ,dagrEmetetre cdimp on e
determinare il p r o f(Clifodinedam, Avalable &Ti. vi t © i ndi v
https://www.clinlabint.com/newsletter/index_33.1.html).

Un secondo approccio  quel | avuliipkexy tpo IEACeRalteat o d
Euroline, ecc. che consentono di testare con piccole quantita di sangdejonemolto utie in

ambito pediatrico (Mariet al, 2010), moltissimi allergni sia come estratti che come singole
molecole. Tali allergeni possono essere fissati su particolari vetrini o specifiche strisce di materiale
particolare.

Il legame delle IgE specifiche viene rilevato mediante anticorpi coniugati ad una sostanza
cromogeRr e la cui intensita di colore viene letta con varie metodicbensentedi ottenere un
risultatosemiguant i tativo (e questa  una differenze
una risposta quantitativa) della concentrazione delle IgEifsgee pe quel dato allergengBerti et

al. 2010, Jaluschmidet al. 2003). Le prestazioni di questi test multiplex sembrano ampiamente
comparabili con le metodiche tradiziona®tf et al.,2008), ma in realta ogni nuovo allergene,
specie se molecolare, aggiurgbcomuni testslovrebbe essere studiato in ampie casistiche per i

vari aspetti di sensibilita, specificita e accuratezza, ma questo spesso non avviene.

In conclusione, la CRD risulta essere un test diagnostico valido, con sensibilita comparabile ai test
per singole molecole/estratti (singleplex), ma piuttosto costoso e deve essere un test di secondo
livello riservato allo specialista che ne conosca tutti possibili vantaggi, ma anche i limiti.
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A5.8 TEST NON CONVENZIONIA

! termine non convenzional e, applicato ai t
vengono abitualmente e tradizionalmente eseguiti per la diagnosi, cioé i test diagnostici non
ordinari. Entro questo ambito dobbiamo considerare alcunidestedi attivazione dei basofili

(BAT) e l'atopy patch test (descritto in precedenza e ancora in fase di rickeppssono avere,

anche se solo in casi selazatbi, uno specifico interessevverotest cheseusatiin modo mirato

possono essere emtnamente utili come il dosaggio della triptasi ematidagruppo di test non
convenzionali possono anche essere ascritti i dosaggi delle IgG specifiche, del PAF e del BAFF,
sicuramente validati dal punto di vista metodologico ma di non comprovato vasmgeostico per

allergia alimentareAltri test, utilizzati senza alcun rigore scientifico, ma purtroppo sempre piu richiesti,
vengono frequentemente definit.i Afalternativio

IL TEST DI ATTIVAZIRE CEI BASOFIL{BAT)

Dopo | 6identificazione dei basofil. circol ant
propone di verificare, in seguito a reazione in vitro, la capacita che ha questo granulocita di esporre
alcune glicoproteine, allapuer f i ci e dell a membrana cell ul are

allergene noto. Tali glicoproteine sono presenti, nel basofilo quiescente, nei lisosomi citoplasmatici.
La lettura quantitativa del CD 68he eun marker di attivazione dei basof#éiyviene attraverso un
test in citofluorimetria, ancora molto dipended#d|'esperienza dell'operatore

Le appicazioni sono state innumerevol i a nel campo del | 6all er g
del | 6all ergia a far maci

Forse la vera novita del BAT € quellaegtandando aaggiarel "rilascio” dei basofili,vieneevitato

| 6aspetto confondente di tuttd.i i par ametr.i ch
delle IgE e il numero dei loro recettori sulle membrantulzel di mastociti e basofill, 6 af f i ni t °
legame con i recettori e la capacita di restare legate a lungo, di norma due settimane e cosi via.

Per questo motivo, nell 6AA, il BAT = stato co
con allergia alle proteine del lattaccina

Ci sono anche segnalazioni che riguardano la capacita del BAT di discriminare fra bambini solo
sensibilizzat:i e allergici all uovo e all dar :
dato, di poter evitare il test di provocaziarale in alcuni casi

I risultati del BAT sembrano anche <correlar
desensibikzazione orale per alimentAltrettanto stimolanti le applicazioni del BAT nel campo
del | 6al | er giitastdagnbsticssomaaadora goocowaffidabilii spett o al |l 6 AA.

Limiti del BAT
A Scarsa standardizzazione del test
Non univoca standardizzazione degli allergeni
La reattivita dei basofili puo variare da giorno a giorno

Tecnica moltadipendentalall'esperienzdell'operatorgproblema intrinseco del
citofluorimetro

Poco studiato in eta pediatrica

Campione ematico necessariamente processato etio 6

oo Do To Do
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Per ora, | 6utilit”™ del BAT = circoscritta e |
- Sel 6all ergene  capace di determinare false
- Se non é disponibile la fonte allergenica per poter predisporre SPT o IgE sieriche specifiche
- Se ¢cb6 discordanza fra anamnesi snegagvest i va
- Se | 6anamnes:i sconsiglia | 6esecuzione di
sistemiche in tal caso € sempre possibile eseguire, prima del BaTicerca delle IgE
sieriche specifiche
- Prima del test di provocazione per determinare isjpile agente causale della reazione

DOSAGGIO DELLA TRIRSI EMATICA

Il dosaggio della triptasi ematica, come effetto del rilascio mastocitario, pud avere numerose

applicazioni in ambito pediatrig@eyer et al, 1994)

- Léutilizzo classico  per [ casi incert.
osservata o riferita, non consente una diagnosi certa di anafilassi.

- Di norma, livelli elevati di triptasi possono essere rilevati da 3 a 6 ore dopo la reazione
argfilattica e i livelli tornano normali entro 124 ore dal rilascio.

- Il livello di triptasi basale elevata pud essere un fattore di rischio significativo per gravi
reazioni ripetute alle punture di imenotteri, in accordo con altri reperti clinici chermsso
indicare la necessita di immunoterapia.

- Il dosaggio della triptasi ematica puo guidare il trattamento iposensibilizzante con vaccino

DOSAGGIO DELLE 1gG SPECIFICHE

Il dosaggio delle IgG (e 1gG4) specifiche per allergeni, compresi alcuni allergeenddim rappresenta
un immunoassay validato e riproducibile. Tuttavia anticorpi IgG nei confronti di allergeni alimentari si

ri scontrano i n undel evat a percentual e di sogg
desensibilizzazione o tolleranza.rg@to il solo riscontro di anticorpi IgG nei confronti di allergeni
alimentar. non eddiagnostico di all ergia ali m
condizione.

DOSAGGIO DEL PAF

1 Pl atel et Acti vat i ngprevadente ppoveni€nPaArastocitagainvalto neme d i a
fenomeni di allegia. | | suo dosaggi o nel pl asma o nel siero
esiste sufficiente evidenza di un suo significato per la diagnosi di allergia alimentare.

DOSAGGIMEL BAFF

B cell Activating Factor (BAFF) rmobocitiereutrafii che c hi n
riveste un ruol o essenziale per | 6 attivazione
Varianti di BAFF sono state associates@erosi multipla e LES e valori elevati di BAFF in soggetti
infartuati sono stati messi in relazione ad una maggiore incidenza di complicanze e morti per reinfarto.,
Non ci sono tuttavia finora evidenze per un significato diagnostico di BAFF in corstedjia
alimentare.

A5.9 TEST DIAGNOSTICI PRIDI FONDAMENTO SENTIFICO

~

Per la diagnosi di AA sono in commercio test diagnostici per i quali non é sufficientemente
di mostrata | 6efficacia o, peggi o, - ifsati@il a gi
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diffusi trovano perd largo impiego e costringono le famiglie a costi e diagnosi.eBate

i ndi spensabil e ribadire che tutti guest. t e
diagnostica dimostrata e determinano non solo diagnosiesrmma anche allungamemtei tempi

di vera diagnosi

Elenco_dei _testnon convenzionali utilizzati per la diagnosi di allergia pravi_di validazione
scientifica

A Il test citotossico di Bryant

A Il test di provocazione e neutralizzazione sublinguatgradermico

A La kinesiologia applicata

A Il test del riflesso cardiauricolare

A Il Pulse test

A Il test elettrotermico o elettroagopuntura secondo Voll

A 1l Vega test

A Il Sarmtest

A 1l Biostrenght test e varianti

A La biorisonanza

A Léanali si del ¢Yapello (Hair analysis
Loel enco areenzionai e statoraichely get t o di uno dei Afchosi
ltaliana di Allergologia ed Immunologia pediatrica (SIAIP). Attraverso la definizione di questa
iniziativa, denominatandoncbnadagigeae albet seér &
[ 6i nuti I it™ di alcune procedure nell 6ambito a

AA da parte dei genitori sui propri figli e dati americani indicano che fino al 30% dei bambini
mostrano sgni che i loro genitori interpretano come ziei avverse agli alimentQuesto porta

spesso ad intraprendere diete di eliminazione anche senza consultardiairePe Do al t r a ¢
| 6offerta di di agnostica al | er @ vdsta, géi piudtostos u |
disomogenea per rtmiche e standardizzaziomesoprattutto non € in grado di fronteggiare una
domanda di valutazione cosi imponente. Il test da carico con alimento, unico vero presidio per la
diagnosi definitiva di AA e tuttora condotsolo in un ristretto numero di strutture pediatriche sia
per carenza di personal e, sia per mancameza di
consumi ngo cHoree adche ire quesia mansiderazione va ricercata la spiegazione del
sempre piu frequente ricorso alle méithe diagnostiche alternativda parte di feniglie con il

guesito specifico, che si allinea con la crescente popolarita delficina alternativa nel mondo
occidentalee il relativo aumento ditilizzo di tali procedte.

Le diagnosi erronee di AA portano, a cascata, una serie di problemi accessori che &€ compito del
Pediatra evitare nel modo pi %% assoluto. I nf a
bambi no. Ecco nell del enconasebivoasanma, deél 6 A

Diete di eliminazioni in bambini che non sono allergici

Diete inadeguate dal punto di vista nutrizionale

Diete con costo elevato per le famiglie

Ansia e iperprotezione della famiglthe determina stress nel bambino
Alterazionedelle dinamiche relazionali familiari

Isolamento sociale della famiglia

Disappuntger la mancata efficacia della dieta

Angoscia e frustrazione in caso di reazione

Scarsa compliance e conseguente ritardata guarigione

Too Joo Joo Too Too oo oo oo To
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In particolare occorre ricordare chedeete inadeguate da un punto di vista nutrizionale possono
portare gravi conseguenzenothe, specie se protratte

A5.10 LE DIFFICOLTA DI COMUCAZIONE

E esperienza comune, nella pratica allergologica quotidiana, incontrare genitori un po' snfaeriti e c
non sanno come comportarsi, in merito ad una diagnosi sommaria ait@aitaal proprio figlio.

Spesso il fenomeno del Amedi cal shoppingo, pr
genera ancora piu insicurezza anche indotta dal éifferapproccio che ciascun specialista propone
per | 6iter diagnostico del |l oro bambino. Ma p

nel nostro territorio e irrisorio rispetto alla richiesta, si realizzano un numero di diagnosi di AA
basatesui soli test di sensibilizzazione e quindi spesso erronee. Cio comporta da un lato diete
inutilmente troppo iittivee dal | 6al tro | a mancata eliminazi
persistenza dei sintomi. Le madri hanno pertanto la netta pereediama dieta inefficace per il

loro piccolo anche per quanto concerne la dieta cui, talvolta, la madieendeve essere
sottopostala persistenza dei sintomigediziona invariabilmente uno detimento nella qualita di

vita non solo dei babini ma ditutto il nucleo famliare. Pertanto la giustificata richiesta dei

genitori di wuna migliore qualit”™ di wvita, ©por
ri medi o che possa final mente por r docheiilmiamrsoal | e
alle diagnosi alternative trova anche la propria genesi nella cattiva gestione allergologica anche per
guanto concerne | 6aspetto della comunicazi on:

vol t a a Scor agagi arzezo deictesin altefnativi nde zarta ,dellal famidlia. | i
Probabilmente, anche se siamo convinti tutti di essere degli ottimi comunicatori, non sempre siamo
efficaci in questi passaggi. Altrimenti non si spiegherebbe il frequente ricorso a queste procedure
diagnosiche.

Il problema della comunicazione naweste solo la terminologaa anche e soprattutto le strategie
utilizzate per ottenere il risultato voluto di aderenza alle indicazioni suggerite.

La comunicazione dovrebbe essere modulata anche in baseraieioni som-economiche cui &
rivolta anc he s e undi nformazione sempl i ce, chi a
raccomandata.

Un esempio parallelo alla comunicazione per la dissuasione dai test alternativi arriva dal recente
cal o del llebvacdirazonicsul rostra territorio. In un caso con i test alternativi, occorre
di ssuader e i genitori per |l a procedur a, nel |
genitori che si tratta di una pratica indispensabile e talvolta salva#\Atehanno dimostrato, ad
esempio, che sottolineare i rischi delle gravi complicanze di alcune malattie infettive € il percorso
comunicativo piu corretto per convincere i genitori a sott@pifigli alle vaccinazioniNon sono al

momento noti studi mirat sul |l e strategi e di comunicazior

alternativi ma i messaggi corretti ed equilibrati da trasmettere alla famiglia, per scoraggiare

| Gutili zzo dei test diagnostici alternativi,

A Nessunlavaws del |l a | etteratura internazionale ne

A Non sono contemplati nel rimborso degli esami da parte del SSN e, pertanto, sono
inutilmente molto costosi

A | conseguenti ritardi di una corretta diagnosi determinano effetti sfavorevoli sul baenbino

sulla famiglia
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A Avete mai visto uscire un bambino da questi ambulatori alternativi che non avesse alcuna
allergia?
In conclusione,ocorre essere molto fer mi nel controir
hanno alcuna evidenza scientifica. Le strategie di comunicazione dovrebbero essere modulate, in
base all 6esperienza del Pedi at digenitoreé gon ilngaate isie r a
deve affrontare | 0argomento. Anche espert:i di

corretto per cominciare almeno a ridurre il ricorso a tali procedure. Occorre, nel contempo,
incrementare la possibilita di rendefruibile, su tutto il territorio nazionale, il percorso corretto

del |l a diagnosi di AA con | 6esecuzione del t e
| 6esame dirimente per | a diagnosi . Dovmrclenno ¢
per capire, nel |l 6ambito di test come BAT e AF

giusta collocazione.
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A6-TERAPI A DEL A AAMENEAREG E GESONE DEL PAZIENTE

A6.1 LADIETA DI ELIMINADNE

Una volta sospettata, inabe a tutti quai elementi, la presenza di alkérgia alimentare, verra

proposta wuna dieta di el i minazione verso | 068
patologia dovra scomparire (rapporto caafetto); la dieta dovra essere accompagnda un

diario clinico che i genitori dovranno compilggee r document are meglio |0
La scrupolosa eliminazione dell 6ali mento e de

per 48 settimane nel caso di disturbi gasttestinali; se sara in tal modo comprovato un rapporto

di causeaeffetto verra proposto, suasvamenteun test di provocazione oraf@PO)in ambiente
protetto che dovr”®™ dimostrare | a ricomparsa d
la dieta di eliminazione da diagnostica diverra terapeutica. Qualora la dieta di eliminazione non
provocasse la risoluzione dei sintomif POnon andra eseguito.

Si puo comprendere a questo punto come la dieta di eliminazione costituisca un utile strumento pe
|l a di agnosi e |l a gestione dell d6all ergia al i me
pediatra e per tutti coloro che hanno a cuore la salute e lo sviluppo del bambino.

Il tipo e lo scopo di una dieta di eliminazione dipendono dal prablenre dal | 6et ~ de
Infatti, anche se tutti gli alimenti possono essere responsabili di allergia, il 90% dei casi di allergia &
dovuto nel bambino a: uovo, latte, arachide, soia, grano, fdsccaro et al, 2014).

Nei lattanti che assumono un lattemulatopud essere utile un breve periodo di dieta di esclusione
con sostit uz prodot® cod enta baSeadbidrdlizzadi Epati di caseina per evidenziare
un possibile ruolo dell éallergia alimentare.

Solo se i sintomi sembrano risolversnco | a di et a s render”™ necessa
allergologica, anche perché i bambcon allergia alimentare IgBediata sono a rischio di
successive sensibilizzazioni alimentari, sintomi respiratori ed asma.

Nei bambini piu grandi e possibileliminare uno o due alimenti contemporaneamente anche se

| 6el i minazione contemporanea di pi Y% di un al
squilibri nutrizionali e per nomn(Mgaorekta.,20d)e | nu
! successo della dieta dipende dall 6identif
capacit?” da parte del paziente o dei Suoi ge

priva ditale sostanza. Questo vincaaestremamente impante alla luce delle attuali conoscenze

della biologia molecolare e delle possibili gasattivita e cericonoscimenti tra molecole simili
contenute in aliment:i di ver si . Su tali conosc
ancor oggid i assistere a incongruenze <che conduco
sostituzione di un altro del tutto simile dal punto dita allergenico latte di capra versus latte
vaccino, uovo di altre specie aviarie versus uovo di gallina @dargaro et al., 2014).

Anche gli utensili usati in cucina possono rappresentare inavvertiti veicoli di proteine allergeniche e
cio andra spiegato ai genitori.

Durante | desecuzione di una dieta di el i mi na:z
fattori confondenti che potrebbero compromettere il risultato della dieta stessa, quali ad esempio
una concomitante superinfezione della cuteStiaphylococcusureusin un paziente affetto da
dermatite atopica, unodi nf e z debcit secondario di lattasi inaon u n
bambino con enterocolite indotta da proteine.

1 concetto i spiratore di una dieta oligoant
giornalmente dal bambino con la sostituzione di cibi ritenuti a bass@ealicita, cercando di
verificare se cido possa comportare la soluzione del problema. Questa drastica risoluzione potrebbe
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essere utile nell devitare infinite e snervant
| 6assunzione ,die spsiet ea lciommefnotnid epnu e ; | 6attual e

tende pero a dissuaderci dal continuarsimile percorso.

La dieta oligoantigenica pu0 essere ancora utilizzata in presenza di alcuni tipi di patologie
gastroirtestinali gsofagite e /gastroenterite allergica eosinofila) in cui pud essere presupposta una
poli-allergia alimentare.

I n merito all 6eliminazione dell e proteine del
bambino, abituato per teagroteine, assume,neghdnhi Suecessiti, ame n
comportamento alimentare particolarmente diffidente, con difficoltd ad avvicinarsi a nuovi gusti e
nuovi alimenti con importanti conseguenze nutrizio@diuraro et al., 2014)Questa osservazione,

se confermad, consentiradi porre due diverse considerazionn primis risulta ancora piu
importarte porre diagnosi certe di APLVAllergia alle Proteine del Latte Vaccinpgr evitare diete

di eliminazione improprie e incongruerct possibili conseguenze futuregm@nche in situazioni di
comprovata APLV con diagnosi certa, sara indispensabile introdutedte non appena sara
possibile, dopo test di scatenamento negatlvna pratica relativamente recente ha studiato
protocolli di somministrazioni orale a dosi aresti per ridurre la reattivita nei soggetti che trovino
difficoltd a risultare tolleranti nel tempo. Questo vale particolarmente per i bambini che
normalmente superano l'allergia a latte e uovo nei primi anni di vita. Una descrizione approfondita
della desensibilizzazione oraledisponibile nell'AllegatdA 6.1

A6.2 LA TERAPI A NEA ADRENAGIHA CONAUTOI ETTORE E PIONENO DG A

DOSAGGIO

1 farmaco di el ezionmntdpdrehal i enaphe dekpéan
per efficaci a (Eampballpet a,i2008; Clhodwdhuary &ayer, 2002; Gold &
Sainsbury, 2000; Grouhi et al, 1999; Gu et al, 2008gemann & Beyer2019. Il problema della

corretta dose di adrenalina da somministrare nel corso di un episodio di anafilassi riguarda
prevalentemente la procedura attraverso l'autoiniettore, quando cioé si deve fronteggiare tale
situazione di emergenza al di fuori della stritatospedaliera. Infatti iospedale le fiale da 1 mg =

1 mL, in soluzione acquosa 1:1.000, e la conoscenza, o la stima, del peso del bambino consentono
di dosarela quantita di adrenalina da somministrare con molta precisione. Il dosaggio in eta
pediatri@ prevede infatti l'utilizzo intramuscolare, nella maggior parte dei casi, di 0,01 mg/kg di
adrenalina fino ad un massimo di 0,3 mg camese somministratdn caso di parziale o nulla
risposta dopo la prima dose, l'intervallo fra 2 dosi successive diganguantita varia fra 5 e 10
minuti. Il 10% dei bambini che sviluppa anafilassi severa in ambiente-@sgedaliero avrebbe

bi sogno di ri petere | 6adrenalina con | 6autoin

Nella Tabella 3sono riportate le dosi anche in base all'eta, nel casaiiman sia possibile
comunque eseguire una corretta valutazione del peso corporeo.
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Tabella3Dose di adrenalina intramuscol are
Eta (anni) |Volumeper | 6i ni ez i d.oGd (1mhg_j/mL)a drenal Jl

<1 0.05mL

1-2 0.1mL

2-3 0.2mL *

3-4 0.3mL *

4-5 0.4mL *

6-12 0.5mL *

>12 0.5-1mL

*Usare meta dose per bambini sottopeso

ZZ7ZO0

per

Piu difficile risulta stabilire la dose idonea con l'autoiniettore di adrenalinaicheommercio nel
nostro Paese in solo 2 dosi predefinite di farmaco: da 0,150 mg e da 0,300 mg.

e

Come si puo osservakeimpossibile dosare correttamente I'adrenalina con l'autoiniettore per un

bambino con un peso < 15 kg o compreso fra 15 e 30 kg. itiPeedeve scegliere quasi sempre fra
2 possibili errori valutando semeglio sottodosare il farmaco o se conviene utilizzare un dosaggio

et

maggiore. Non pare corretta nemmeno l'indicazione allegata alla confezione in commercio: se |l
bambino ha un peso $4g si puo usare la siringa preriempita da 0,150 mg. In questa fascia il peso
puo essere fino a 10 volte superiore: da un piccolo lattante di 4,5 kg ad un ragazzo di 45 kg.

E auspicabile che possano presto essere fornite dosi supplementari di adremgimtampcoprire le

varie situazioni di bambini con pesi differenti. Sarebbe altrettanto favorevole una periodica
educazione medica rivolta agli operatori sanitari peechtata segnalata una carente preparazione

nell 6uso speci f i @®g0 coneogd adetermirta@ anche ana scadente.congsoenza
del problema da parte delle famiglie e dei bambini con la conseguenza che il kit viene usato troppo

di rado quando occorre. La prescrizione deve sempre essere infatti corredata da istruzigrerscritte
il bambino e la famiglia per un uso il piu possibile corretto. L'anafilassi va considerata, infatti, come

un vero handicap di lunga duraasu gesta base deve essere impostaggproccio al bambino

portatore.

La somministrazione sottocutanea dreathlina pud causare spiccato pallore cutaneo nella sede

doéiniezione per un

effetto

vasocostri

ttore

ritenzione locale del farmaco a causa di un piu lento assorbimento dell'adrenalina nel torrente
circolatorn. Per tale motivo sono state studiate altre vie di somministrazione del farmaco. In

particolare | dassorbi

ment o

adr enal

na,

valutato comparativamente, in uno studio randomizzato in cieco, p#icare quale via di
somministrazione, intramuscolare vs sottocutanea, fosse la piu effi8acens et al200). Per

guanto concerne il tax (il tempo in cui I'adrenalina raggiunge, dopo la somministrazione, il picco

plasmatico) si osservava una differenza significativa fra il valore di 8 £+ 2 minuti dopo l'iniezione
intramuscolare rispetto a 34 + 14 minuti dopo la somministrazione sottocufarcdee nei giovani
adulti tali osservazioni venivano confermate evidenziando, almeno per questo gruppo di pazienti, il
minore t max dopo l'iniezione nel muscolo vasto laterale del quadricipite Q&) rispetto alla

somministrazione intramuscolare nel snalo deltoide, alla somministrazione sottocutanea nella

nei

regione deltoidea e al placebo. La piu spiccata vascolarizzazione del muscolo quadricipite potrebbe
rendere ragione del diverso picco ematico rispetto alla somministrazione intramuscolare deltoidea.
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Nei bambini con obesita, se non si ha l'accortezza di utilizzare un ago di almeno 2,6 lam, c'
possibilita che la somministrazione del farmaco avvenga superficialmente, nel tessuto sottocutaneo,
rispetto al piano muscolare piu profondo del quadricipite.

Nei bambini con pregressa anafilassi e stata valutata la somministrazione di adrenalina con inalatori
predosati rispetto alla via iniettiv&lei bambini con anafilassi senza segni e sintomi respiratori i
puff ripetuti di adrenalina con device predosainrsi sono dimostrati efficaci perché la maggior
parte dei bambini non era in grado di ottenere livelli plasmatici soddisfacenti del farmaco. Tale
preparato non € comunque disponibile nel nostro Paese.

Anche la via endovenosa puo essere considerata, bieat® ospedaliero e nelle condizioni
particolarmente gravi di shock con ipoperfugionn tali circostanze una somministrazione
intramuscolo i(m) puo indurre la presenza di elevate quote di adrenalina nel tessuto muscolare del
guadri ci pi t ee daleircdlod copdzibna la zZneancanza di emodistribuzione. Tali casi
iperacuti sono per lo piu di pertinenza del rianimatore ed, in queste condizioni particolarmente gravi
di shock, | 6adrenalina diluita a-20lmcghtin. @00 o
undindiscussa indicazione. Se risulta diffic
circolatorio, nel bambino di eta < 6 anni, si puo anche, entro 90 secondi, utilizzare la via intraossea.

Nel bambino con intubazione nasacheale e vd#ilazione meccanica la somministrazione di
adrenalina puo avvenire anche per via endotracheale con un dosaggio di adrenalina dieci volte
superiore a quel |l o endavenbsaetvy &ano infipeestati dséguitnaicuns i o n
tentativi, su modéb animale, per studiare il{:x plasmatico dell'adrenalina dopo somministrazione

di conpresse sullinguali. Tale sede stata scelta per la sua eccellente vascolarizzazione. | risultati
sono incoraggianti ma nuove valutazioni sull'assorbimentelisgbde nel bambino saranno
indispensabili.

Per motivi etici i lavori di cinetica dell'adrenalina sono compiuti per lo piu su bambini con
pregressa anafilassi ma che al momento dell'osservazione sono ovviamente in ottime condizioni
generali, cioé con un appdo cardiocircolatorio perfettamente funzionaf&a sappiamo che la

crisi severa di anafilassi si accompagna a profonde modificazioni dei parametri cardiovascolari e
pertanto di distribuzione tissutale del farmaco. Quindi ulteriori verifiche saranngendabili
studiando, se possibile, | a distribuzione del

I'L Pl ANO DOAZI ONE

Nel momento in cui S i prescrive | 6adrenalina
famiglia il pioano dbébazione relatiyv

I pi ano dbdbazione B un document o che dovrebhb
autoiniettore perché specifica, nei vari punti, il corretto comportamento da seguire nel corso di una
reazione di anafil assi . 1 pi a mrima pleScaizzoneodn e  d

adrenalina con autoiniettore, non solo ai genitori ma anche agli altri famigliari e, ove possibile, al
personale scolastico dedicando undampia fine:¢
tempistiche necessari. Occorre anchedopo | a prima presentazione
breve distanza di tempo, un secondo incontro dove i famigliari possano chiedere tutti i dubbi che
non sono venuti alla mente subito ma sono maturati in un secondo momento riflettendo, con piu
cdma, sui vari passaggi. Il documento dovrebbe inoltre riportare una sorta di ripetizione scritta
della spiegazione in maniera tale che, se il genitore volesse ripassarlo in assenza del Pediatra, puo
farlo avendo a disposizione una parte scritta che biaiguesto percorso di apprendimentome

se il Pediatra fosse nuovamente presente.
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! documento riporta, nella parte iniziale, I
dicitura dell dali ment o, o dfimgpilcome &alfmaane laticeE o d

bene applicare anche una fotografia aggiornata nella prima pagina del documento per un pronto
riconoscimento nel caso in cui possano dover intervenire persone che non conoscono il bambino
direttamente

Viene di norma suggrito di porre una fotografia ripresa con il bambino sdraiato perché, di norma,
guesta sara la posizione in cui, nel caso di reazione di anafilassi, sara possibile trovare e riconoscere
il bambino per un primo intervento. Infatti gli arti inferiori dovrelbd essere sollevati, da sdraiato,

per facilitae il ritorno venosoNella successiva parte del documento occorre aiutare la famiglia a

capire in qual.@ occasioni fare o non fare |0
composta cercando, it possibile, di fornire una semplice spiegazione di quando agire e quando
aspettare ad utilizzare | 6adrenalina con auto

Nel coinvolgimento dei vari apparati, dovranno essere riportati i segni clinici con parole non
tecniche o mediche ma didiée comprensione per i famigliari. Andra direttamente suggerito il

comportamento, caso per caso a sdeodegli apparati coinvolt. Endubbi o che | 6at
terapeutico deve essere diverso fra i due casi principali: anafilassi che si verifidaal di una
struttura sanitaria e anafil assi che si ver i f
presente un medico o un Pediatra. Nel pri mo c
del |l 6adr enal i na pdiffigle, gpen pn famigipee,r nohit@®@arer aicunivapparati in
mani era preci sa. Possono essere utildi anche p
In questo caso, pur senza esagerare, occorre tutelare il bambino e spiegare al genitore che non
bi sogna temporeggiare perch® | 6evoluzione del

e tumultuosa. Al Medico, in ambiente protetto, questo documento non deve servire perché deve
essere autonomamente in grado di gestire la situazione. breram protetto la reazione di
anafilassi potrebbe avvenire dopo la somministrazione di un farmaco o nel corso di una procedura
diagnostica o terapeutica in allergia alimentdte specialista ha la possibilita di osservare

| 6obi etti vi t tereauh dato diprassiene atteriose, dirsatwsazione periferica di 02, di
frequenza cardiaca e respiratoria ecc.

Quest o, oltre a consentire un pi% attento mol
possibilita di gestire il caso nel modo magk possibile. Invece per la famiglia, ui ano dobdazi
vicino ad ogni sintomo segno, descritto semplicemertgparato per apparato, occorre scrivere o

non scrivere |l a raccomandazione alla somminis
vitali, cardiocircolatorio e respiratorio, devono essere tutelati. Di norma lo steroide orale non viene
invece riportato nel pi ano dobéazione. Questo
|l 6intervall o di tempo mol ted | ampiteerbi adel @ ¢ 06
efficacia. ! secondo motivo riguarda | 6i mpo:
poco tempo. Occorre che ne faccia poche ma in maniera attenta e rapida. Non deve perdere tempo &
realizzare altre procedue non attive in tempi brevi, concet
Dopo | a somministrazione dell dadrenalina, | a
guel l a di chiamare il numer o tel efonisadired 1 2.

telefono, sapendo che il genitore, in quel momento, potrebbe essere molto agitato e preoccupato. Al
telefono dovrebbe dire che é in corso una reazione allergica grave, che potrebbe servire altra

adrenalina. [ pi ano nhddare di mon iaterrdropere la telef@ataapnincah e
che | 6operatore del 112 dia il per messo di r
necessar.i per | 6intervento, indirizzo dell a f
Dopo aver chiamato il 112 si puo somministrdaré ant i st ami ni co all a do
déazione. Oltre all éadrenalina va specificato
perdita di coscienza per | 6assenza del rifles
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aggornata in base al peso corporeo. Nei casi in cui vadano utilizzati entrambi, adrenalina e
antistaminico, come sempre deve avvenire per la terapia medica in generale, si usa sempre prima il
farmaco pi %% attivo, | 6adremnaloinddaadriematske oand
inoltre possibile eseguire una seconda dose di adrenalina se nel temf@ diiButi non fosse

ancora giunto il servizio con ambulanza del 112 e le condizioni cliniche non si fossero modificate.

Occorre sempre ricordare | Pedi atri che i genitor.i devon
prescritto dal piano dbéazione, senza aspettar
necessariamente essere sempre presente:d | a ¢
adrenalina.

Occorre togliere il tappo di sicurezza, che
estremita della siringa nella regione antiterale del 11l medio della coscia. Occorre contare per

10 secondi e poi rmassaggiando leatamerdea Wtiti atal propesitot sono dej

kit dimostrativi senza ago che possono essere utilizzati per simulare la manovra di autoiniezione. La
terza parte dell dpiano dbéazione r i gu a ipatare i co

i cellulari di madre e padre nel caso in cui la reazione avvenga in loro assenza (asilo, scuola,
oratorio ecc.) e, se possibile, anche il numero dirett®d@ito Soccorsd?(S) territorialmente piu
vicino all darea di 2resiopenza@darCi vpensadr avivli s
che sta arrivando un caso di anafilassi. Il documento deve essere alla fine firmato dal Pediatra
allergologo responsabile del caso e da entrambi i genitori. Questo significa che il Centro di
riferimert o ed entr ambi i geni tori hanno condiviso
urgenza, la procedura possa essere effettuata sul loro figlio, in caso di loro assenza.

! piano dobébazione  un document anafilagsisperché é la ui b i
guida costante al comportamento condiviso in caso di reazione di anafilassi. Deve essere portato
alla conoscenza di tutte le persone che gestiscono il paziente e deve far parte del kit che deve
seqguire il bambino. In questo kitdeve essere presenti tre compone
| 6adrenalina con autoiniettore, con doppia d
Occorre fare costante educazione sanitaria alle famiglie perché bisogna ricordare che uno dei
probdemi piu frequenti € la mancata somministrazione di adrenalina con autoiniettore in corso di
reazione di anafilassi.

Maggiori informazioni sul piano d'azione sono riportate nell'Alledath?2.
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B.1 - NORME DI ETICHETTARA

Per quanto riguarda le informazioni da riportare in etichetta dei prodotti alimentari, un importante
passo avant.i ~ stato c o mp i olamento gUE ali69/8011adell 6 a p
Parlamento Europeo e del Consiglio relativo alla fornitura di informazione sui prodotti alimentari.

Tale Regolamento, prevede infatti disposizioni importanti per quanto riguarda gli allergeni riportati
nell 6al |l egalt @ard | st di Ipiasrctei clobobbl i go di evi de
allergeni presenti nei prodotti alimentari. Inojta sensi dell'articolo 44 (1) (a), le informazioni

sulla presenza di sostanze o prodotti che provocano allergie o intollerabbgatoria anche per

gli alimenti non preimballaticompresi quelli preparati e forniti da aziende di ristorazione o
imballati sui luoghi di vendita su richiesta del consumatore o per la vendita diretta.

Il Regolamento prevede tuttavia una deroga all'obbligo di fornire informazioni sugli allergeni
guando il nome del prodotto alimentare faccia chiaramente riferimento alla sostanza o al prodotto in
guestione.

Nel caso di prodotti alimentari esentati dall'obbligo di riportare I'elenco degli ingredienti (es.
bevande alcolicheyimane l'obbligo di dthiararei n et i chetta | "indicazio
nome della sostanza o del prodotto che provoca allergia o intolleranza alim@otagsempio

solfiti).

Secondo il sopracitato Regolamento, non sono considerate solo le sostanze elencate come allergen
alimentari ma anche i pd eordiowatii 0degii vant en dPel
provenienti da un ingrediente allergenico o prodotti ottenuti dopo una o piu fasi di lavorazione.

Nel caso di ingredienti e coadiuvanti tecnologici deridgatifrutta a gusciova dichiarato il nome
specifico, cioé mandorle, nocciole, noci, anacardi, noci pecan, noci del Brasile, pistacchi, noci
macadamia o Queensland, ecc.

Nel caso di ingredienti derivatia cereali contenenti glutine va dischiardtaome specifico del
cereale (grancsegale, orzo, avenal.a parola 'glutine' pud essere aggiunta su base volontaria, ma é
il nome specifico del cereale che deve essere sottolh t o , non il termine
Farina di frumento (contiene glutine).

Se il glutine viene aggiunto come ingrediente, deve essere indicato il nome del cereale da cui il
glutine provienead esempioglutine (grano), o glutine di frumento, ecc.

Nel caso di ingredienti composthe contengono sostanze che provocano allergie o intolleranze
elencate nell'allegato Il, queste ultime devono essere evidenmm#a lista degli ingredienti: ed
esempio Ingredienti del ripieno di fragdlaovo, fragola,zucchero, acqua, ...).

Secondo l'articolo 44 (2) delRegolamento (Disposizioni nazionali per gli alimenti non
preimballati) quando gli alimenti sono offerti in vendita al consumatore finale o alle collettivita
senza imballaggio, o dove gli alimenti sono imballati sui luoghi ehdita su richiesta del
consumatore o preimballati per la vendita diretta, gli Stati membri possono adottare disposizioni
nazionali concernenti i mezzi attraverso i quali le informazioni sugli allergeni, che sono
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intenzionalmente aggiunti ad un prodottaropasto, saranno messe a disposizione e, se del caso, la
loro forma di spressione e presentazione.

Le informazioni sugl i a | operatge=deli settaree alimentaren@d s s e r
possono essere daelo su richiesta del consumatore.

Nel casadi alimenti non preimballati serviti dalle collettivita (ristoranti, mense ecc.), & obbligatoria

| 6i ndicazione delle sostanze o prodottd.i di (
indicazione deve essere fornita, in modo che sia ricohdie a ciascun alimento, prima che lo

stesso venga servito al consumatore finale dalle collettivita e deve essere apposta su menu o registrc
0 apposito cartello o altro sistema equivalente, anche digitale, da tenere bene in vista. In caso di
utilizzo di sistemi digitali, le informazioni fornite dovranno risultare anche da una documentazione
scritta e facil mente reperibile sia per | 0aut

I n alternativa, pu, essere r igleomedesime sostabza v v i s
prodotti che possono provocare allergie o intolleranze, sul menu, sul registro 0 su un apposito
cartello che rimandi al personale cui chiedere le necessarie informazioni che devono risultare da una
documentazione scritta e facilmee r eper i bi l e sia per | 6autori-t
finale.

Resta aperta la questione relativa alla presexzaentalenon intenzionale di allergeni e resta
comunque aperto il problema della presenza inaspettata di allergeni alimentari, dovuta a
contaminazione. Proprio peil timore della presenza di allergeni nascosti negli alimenti
confezionati, un numero sempre maggiore di consumatori con allergia alimentare e le loro
associazioni hanno richiesto informazioni concernenti le modalita di produzione.

B1.1 GLIALLERGENIN TRACCE ONASCOSTI"

Quando la sostanza allergizzante costituisce uno degli ingredienti caratterizzanti del prodotto
alimentare o ancora meglio, quando esso é riportato nella denominazione di vendita (latte, uova,
ecc.) é facile individuare per il p&zite allergico quale alimento non consumare. Problema ben piu
serio e che richiede wuna attenta | ettura del
processi produttivi di alimenti complessi, & quello rappresentato dai cosiddetti allergerstinasc
occulti.

Il fenomeno degli allergeni nascosti &€ causato dalla presenza in modo non esplicito di un allergene
in un alimento, apparentemente non correlato allo stgsssg cui € presente allergian esempio
classico € rappresentato dal lisozinestratto da uova, ed impiegato in molte trasformazioni
casearie. Vale la pena di ricordare che il Reg 1169/2011 obbliga di dichiarare anche gli additivi che
contengono sostanze allergizzant:i come ad es
Anche le proteine utilizzate come chiarificanti nella produzione del vino, se dosaaiinov
riportate in etichettaLa produzione industriale degli alimenti, ha enormemente amplificato la
possibilita di reperire, in modo del tutto inaspettato, allergeni bg@d: latte o soia nei salumi,
caseina nel vino...) con lo scatenamento di reazioni verso ingredienti totalmente estranei ed

apparentemente innocui rispetto alle sensibilizzazioni note.
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Léindustria alimentare ha ienn etficheitd, oltreialla lisadegli e r a
i ngredient. obbligatori, i nformazioni sul l a m

di allergeni. In alcuni casi la segnalazione rispecchia una vera attenzione al problema da parte della
ditta ed e ispondente al vero, ma, purtroppo, nella maggioranza dei casi e utilizzata dai produttori
per evitare sequele legali e non e rispondente alla reale presenza di allergeni alimentari.

Le diciture possono essere diverse:

- puo contenere...(allergene),
- prodottoin stabilimenti in cui viene utilizzato...(allergene)
- prodotto in filiere alimentari non separate, in cui viene processato anche...(allergene).

Queste segnalazioni precauzionali invece di andare incontro alle esigenze dei consumatori hanno
ribaltatoil@ar i co dell a responsabilit? sull dacquire
frustrazione nei consumatori che si sono visti ulteriormente limitati, ed in maniera inadeguata, nella
loro possibilita di acquistare e consumare alimenti sicuri.

Cisonost ati, negl i ul t i mi anni , grandi cambi an
alimenti e le informazioni per i consumatori con allergia alimentare crescono di conseguenza.

Non e stata per0 ancora raggiunta una semplificazione della possibititatidare una dieta di
esclusione e con | a etichettatura fiprecauzio
ribaltato sul consumator e, creando insicurezz
limiti di legge, le aziende sidvano in oggettiva difficolta.

Léobiettivo da raggiunger e, medi ante | 6azion
allergia alimentare e delle societa scientifiche specialistiche, & quello di ottenere dal legislatore e
dal | 6i ndu s pir dorssgne adld reali lesigenzeedel consumatore, la cui lettura permetta

dives fi care con certezza | a Asicurezzao di un ¢

LOEFSA (European Food Safety Authority) e alt
valutando i dati riportatin letteratura per arrivare a proporre soluzioni adeguate in merito alla dose
minima o sul livello soglia in grado di scatenare una reazione &lmegli individui piu sensibili

La Tabella 4 illustra I'elenco degli allergeni per cui € prevista |'dtetiaea obbligatoria in base al
Regolamento Europeo n. 1169/2011.
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Tabella 4- Gli allergeniprevisti dalla legislazione Europea

1. Cereali contenenti glutinevale a dire: grano (tra cui farro e grano khorasan), se
orzo, avena o i loro cepfiridati e prodotti derivati, tranne

a) sciroppi di glucosio a base di grano, incluso destrosio;
b) maltodestrine a base di grano;
C) sciroppi di glucosio a base di orzo;

d) cereal.i utili zzat:i per | a fabbr i c argineg
agricola.

2. Crostacei e prodotti a base di crostacei.

3. Uova e prodotti a base di uova.

4. Pesce e prodotti a base di pes@nne:
a) gelatina di pesce utilizzata come supporto per preparati di vitamine o carotenoidi;

b) gelatina o colla di pesadilizzata come chidicante nella birra e nel vino

5. Arachidi e prodotti a base di arachidi

6. Soia e prodotti a base di soia, tranne:
a) olio e grasso di soia raffinati;

b) tocoferoli misti naturali (E306), tocoferolo-&ifa naturale, tocoferolo acetato-dlfa
naturale, tocoferolo succinatod@fa naturale a base di soia;

C) oli vegetali derivati da fitosteroli e fitosteroli esteri a base di soia;

d) estere di stanolo vegetale prodotto da steroli di olio vegetale a base di soia

7. Latte e prodotti a base ditte(incluso lattosio), tranne:

a) siero di |l atte wutilizzato per | a fab
origine agricola;
b) lattiolo

8.Frutta a gusciovale a dire: mandorle (Amygdalus communis L.), nocciole (Corylus avell
noci (Juglans regia), noci di acagiu (Anacardium occidentale), noci di pecan [Carya illino
(Wangenh.) K. Koch], noci del Brasile (Bertholletia excelsa), pistacchi (Pistacia vera
macadamia o noci del Queensland (Macadamia ternifolia), e ptodwtti, tranne per la frutta
gusci o wutilizzata ©per |l a fabbricazione
agricola.

9. Sedano e prodotti a base di sedano.

10. Senape e prodotti a base di senape.

11. Semi di sesamo e piatti abase di semi di sesamo.

12. Anidride solforosa e solfith concentrazioni superiori a 10 mg/kg o 10 mg/litro in termin
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SO, totale da calcolarsi per i prodotti cosi come proposti pronti al consumo o rico
conformemente alle istruzioni dei faldanti.

13. Lupini e prodotti a base di lupini.

14. Molluschi e prodotti a base di molluschi.

*Allegato Il del regolamento (UE) n. 1169/2011

B1.2 IL CONSUMATORE ALLERCO E | PRODOTTI GOFEZIONATI

La dieta priva delpla@iireqrtediaddtea gy e&ros o cwin siilbi
guell a categoria di consumator i . Al mo ment o
del | 6etichetta e, in particolare, dell arieJ] i st a
e di fondamentale importanza.

Con riferimento al sopra citato allegato Il il Regolamento CE1169/2011 prescrive che le sostanze
all ergizzant. siano facilmente individuate a
all oper at ormee ndtealr es edtit oirned iavli duar e i | mezzo pE

Al e 1 ndi caz icdonjpardgrafod,leiteraz)l | 6 ar t i

a) figurano nel |l 6el enaoundifergnento chianogallaedériormimazidne ( é )
della sostanza del prodottofigumr nt e nel | el enco del |l 6all egato |
b) |l a denominazione dell a sostanza evidertiath pr c

attraverso un tipo di carattere chiaramente distinto dagli altri ingredienti elencati, per esempio per
dimensioni, stile o colore di sfondo.

B1.3 IL CONSUMATORE ALLERCO NELLA RISTORAZNE COLLETTIVA

! Regol ament o UE 1 bréevede zZite Ipdr gliaalimedticoffettiiincvendita al4 4
consumatore finale o alle collettivita, senza imballaggio, imballati sui luoghi di vendita su richiesta

del consumatore o preimballati per la vendita diretta, gli Stati membri possono adottare disposizioni
nazionali concernenti i mezzi con i quali le indicazioni sugli allergeni devono essere rese disponibili
e, eventualmente, la loro forma di espressione e presentazione

Il Ministero della Salute Italiano ha pubblicato una nota (nota 6/2/2015 n°3674yaetdke
indicazioni sulla presenza di allergeni forniti alle collettivita.

In materia di informazioni sugli alimenti e di responsabilita degli operatori del settore alimentare, e
necessario in ogni caso il r i sglaménto CE)LL69/2001la nt o
che ai paragrafi 2, 6 e 8 recita:

ARnLOoperatore del settore alimentare responsa
presenza e | 0esattezza delle informazioni sug
inmateria di informazioni sugli alimenti e ai
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nGl i operatori del settore alimentare, nel | 0t
informazioni sugli alimenti non preimballati destinati ahsumatore finale o alle collettivita siano
trasmesse all operatore del settore alimentar
obbligatorie sugl:. alimenti siano fornite, oV
NGl i oper at onentareadhe fornisceno admltriepertori del settore alimentare alimenti

non destinati al consumatore finale o alle collettivita, assicurano che a tali altri operatori del settore
alimentare siano fornite sufficienti informazioni che consentano lordelseaso, di adempiere agli
obblighi di cui al paragrafo® .

In relazione alle informazioni sulle sostanze che provocano allergie o intolleranze, cosi come
elencati nell'allegato Il del regolamento stesso, qualsiasi operatore che fornisce alimentepibnti p
consumo all'interno di una struttura, come ad esempio un ristorante, una mensa, una scuola o un
ospedale, o anche attraverso un servizio di catering, o ancora per mezzo di un veicolo o di un
supporto fisso o mobile, deve fornire al consumatore fileal&formazioni richieste.

Tali informazioni possono essere riportate sui menu, su appositi registri o cartelli o ancora su altro
sistema equivalente, anche tecnologico, da tenere bene in vista, cosi da consentire al consumatore d
accedervi facilmente diberamente. Nel caso in cui si utilizzino sistemi elettronici di tipo
Nnapplicazioni per smartphoneo, codice a barre
caso predisposti quali unici strumenti per riportare le dovute informazioni, in quamfacilmente
accessibili a tutta la popolazione e dunque non sufficientemente idonei allo scopo.

Inoltre, la notadel 6 febbraio 2015 del Ministero della Salute, indica che gli obblighi

d i6formazione in materia di allergeni alimentari possono riterassolti anche nel caso in cuasi
presente in un |l uogo ben visibile alldinterno
una tra le seguenti diciture

~

- Ale i nformazioni circa | a presenza di S O
intolleranze sono disponibili rivolgendosi al personale in servizio;

- fiper qgual si asi i nformazioni su sostanze
documentazione che verr”™ fornita, a richie

In tal caso e necessario che le informazioni dovute risultino da idonea documentazione scritta,
facil mente reperibile sia per | 6autorit”™ comp
avra preventivamente preso visione e conoscenza corstt@ieeapprovazione scritta.

La scelta circa la modalita da utilizzare per render edotto il consumatore finale € rimessa alla

di screzionalit? del | 6operatore, che sceglier
organizzazione e dimensione azienda . Léoperator e, nel predispor
per adempiere all odoobbligo di cui sopr a, dovr

allergeni in rapporto alle singole preparazioni secondo le modalita che riterra pituopp@ito

potra avvenire per esempio evidenziando nella lista degli ingredienti delle singole preparazioni la
presenza degli allergeni, predisponendo una tabella che riporti le 14 categorie di allergeni previste
dal Regolamento e che, contestualmente, iddivie preparazioni che le contengono, o secondo
altre e diverse modalit”™ che garantiscano com
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B1.4 IL BAMBINO ALLERGICA SCUOLA

La gestione dei pasti destinati ai soggetti che necessitano di diete speaiali contesto di
ristorazione scolastica riveste una grande importanza sia perché la popolazione infantile e la piu
soggetta alle allergie alimentari con reazioni gravi o sistemiche, sia per la fiducia che le famiglie
ri pongono nel | @8adastofaziodesscolmsticli lorcsfiglt vi zi o

La programmazione delle produzioni deve permettere di fornire ai soggetti allergici o intolleranti,
alimenti in grado di evitare rischi per la salute, squilibri nutrizionali e monotonia nelle tipologie
degli alimerti. La logistica e la gestione degli spazi risulta di fondamentale importanza sia nei centri

di cottura che nelle cucine di piccole dimensioni. Da un lato la gestione di numerosi flussi e
dal |l é6al tra il rischio | egao @apprasertae unm rischio pear B s u
contaminazione crociata degli alimenti.

Per una gestione corretta delle diete speciali, i capitolati predisposti dai Comuni dovrebbero
richiedere:

A selezione dei fornitori

materie prime adeguate (e.i. prosciutto cotto sgh#tee/o derivati del latfe
procedure per la preparazione delle diete speciali

predisposizione di menu speciali scritti

alternanza dei piatti, limitando la somministrazione di quelli freddi
formazione specifica per gli operatori

piano di autocontrolladeguato

o o o Do Do Io  I»

procedure per la gestione e controllo dello stoccaggio e conservazione degli alimenti (evitare
contaminazioni tra materie prime)

| fornitori devono fornire alimenti correttamente etichettati e offrire garanzie specifiche per le

materie prime utii zzate per | a preparazione di pi att.
deve valutare la corrispondenza e la correttezza delle informazioni riportate in etichetta, al fine di
limitare eventuali rischi per il consumatore allergico.

La predispsizione di procedure per la preparazione dei piatti speciali € di fondamentale importanza
soprattutto per la gestione delle attrezzature, degli utensili e delle superfici che entrano in contatto
con gli alimenti(e il contatto tra e con alimenti nella ead di trasporto, manipolazione e
trattamento delle materie prime) L6i denti fi cazi one dei punti C
permette di limitare il rischio per i soggetti allergici e intolleranti.
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Ad esempio la copertura degli alimenti duear& procedura di cottura in forno, o durante la
distribuzione, puo limitare la contaminazione crociata accidentale. La fornitura dei pasti speciali
dovra avvenire in una vaschetta monorazione di materiale idoneo per il contatto con gli alimenti e
termosatflata. La porzione dovra altresi essere perfettamente identificabile da parte del personale
addetto alla distribuzione del pasto mediante applicazione del nome e cognome del bambino e
classe di appartenenza.

Léente appaltante dervreanrziac hn eid ep iea tutnia <ppeadiaal
piatti freddi, al fine di evitare squilibri nutrizionali e monotonia alimentare.

La ditta erogatrice del servizio deve garantire agli operatori una formazione adeguata e specifica al

fine di permettereua ggi or nament o continuo per tale prob
deve essere dedicata una parte adeguata per la gestione del pericolo allergeni e un piano di
campionamento opportuno sia sulle materie prime che sul prodotto finito.

La stessa #&tnzione e le stesse procedure, adeguate al contesto, devono essere adottate anche ne
caso di gestione delle mense scolastiche gestite direttamente dalle scuole.

Inoltre particolare attenzione alla gestione del pasto in classe (merenda) deve essedal posta
personale scolastico al fine di evitare contaminazioni e/o ingestione accidentale di alimenti causa di
reazione (SIAIFeder asma @ARaccomandazi oni per |l a ges
2011

https://www.siaip.it/upload/1925 Raccomandazioni%2®Bino%20Allergico%20a%20Scuola_Si
aip-Federasma.pjif

B 2- STRUMENTI E APPROCRER LA VALUTAZIONEHD RISCHIO NEL SETRE& DEGLI
ALLERGENI ALIMENTARI

B2.1 INTRODUZIONE

Al momento attuale, la gestione del rischio allergeni pud trovare adempiressgnzialmente
attraverso azioni che abbiano come scopo quello di evitare che i soggetti allergici entrino in contatto
con le molecole verso cui sono sensibilizzati. Da cio deriva innanzitutto la necessita per il soggetto
allergico di avere una corretta f or mazi one <che gl i consenta di
guesto contesto e stato sviluppato il quadro normativo che rende obbligatoria la dichiarazione degli
ingredienti ritenuti rilevanti per la salute dei consumatori allergici, negli alimegitnpallati e non
(Regolamento 1169/2011). Questo tipo di intervento, che si riferisce esclusivamente a componenti
che sono presenti intenzionalmente, non protegge il consumatore dalla possibile esposizione ad
eventuali allergeni in tracce che, come gixdéso, € legata a fenomeni di contaminazioni crociate
che possono verificarsi in qualsiasi punto della filiera adirnentare.

Le industrie alimentari si trovano di conseguenza nella necessita di mettere in atto misure
precauzional.i m anmenté regplamematehvolte adsegitara anquanto meno ridurre
al minimo il rischio di contaminazioni. Tali misure sono rappresentate dai principi igienici generali
di Buona Pratica di Fabbricazione (GMP, Good Manufacturing Practice) e dal sistema HACCP
(Hazard Analysis and Critical Control Point).

Léoapplicazione di qgueste procedure risulta d
definiscano i livelli ammissibili di residui di allergeni nelle derrate alimentari. Cid ha portato da un
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lato ad afficire esclusivamente alla sensibilita dei metodi analitici la definizione della
presenza/assenza degli allergeni negli alimenti, utilizzando de facto il Limit of Detection (LOD)

come | ivell o di azione (Hatterspaytetdall 620d
utilizzo sempre pi%¥r diffuso di etichett.e fApl
prodotto i n stabili ment. i n Cui Vi ene ut il

etichettatura, e diverso a seconda delleualitii dei consumatori allergici: puo portare da un lato ad

una restrizione significativa del numero di alimenti ritenuti potenzialmente sicuri, con un impatto
negativo sulla qualita della vita e un aumento del rischio di andare incontro a carenze alifrizion
doéoaltra parte numer osi consumator i, ritenendo
portati a ignorarle completamente aumentando il rischio di possibili effetti avversi (Ctealel e
2014, Hattersley et al. 2014).

Entrambi questipp r oc c i non sono basati sull applicazi
non sono quindi in grado di stimare il rischio reale connesso al consumo di alimenti potenzialmente
contaminati . Nel caso del L O D dedle ditteypsosluttricitdiekit i n f a
per il dosaggio degli allergenierso valori sempre piu bassi che non necessariamente rivestono un
significato <clinico. Nel caso dell 6etichett a
etichettatura consente una waizione affidabile del rischio da parte del consumatore: le evidenze

di sponi bili suggeriscono che ¢6 una scarsa
del |l 6all ergene e che viceversa | 6assenrad di
contaminazione (Allen et al. 203 4aunnGalvin et al. 2015

Di conseguenza c¢6 undurgente necessit?’ di a
presenza non intenzionale di allergeni, che poggino su una solida valutazione del tschio.
approccio basato sul rischio si concentra sul
alimento si traduca in un effetto avverso ed € in grado di fornire il fondamento scientifico per
stabilire livelli di riferimento da usare nelle deoisi di gestione del rischio (Madsen et al. 2011
Reese et al. 2015

C6 or mai un consensus emergente che | 6el i min
accidentale agl:. all ergeni (rischiochedevomng noi
essere presi provvedimenti per migliorare la situazione, attualmente non soddisfacente, definendo
un livello accettabile di rischioQrevel et al. 2014b; Hattersley et al. 2014; Madsen et al. 2011,
Reese etla2015. Il grado di rischio accettée dipende dalla frequenza degli effetti avversi e dalla

loro natura in termini di severita, durata e reversibilitd. Poiché, come €& noto, la severita delle

reazi oni avverse varia significativamente tr
essere quello di migliorare la sicurezza attraverso la prevenzione delle reazioni severe da una parte
e la minimizzazione del rischio per altritipidireazicha | | 6al t ra (bGBCrevel et a

Questo richiede un giudizio di merito ed € in ultima a@li una deci si one s«
coinvolgere tutti gli stakeholders (operatori del settore). Una volta che il livello politico avra preso
una decisione in merito, potranno essere determinate le dosi di riferimento che soddisfano

| 6appr opr ipatezionelstabiliteHattewsleycet al. 2014; Madsen et al. 2011

Non rientrando queste decisioni nelle competenze degli Autori di questo documento, nelle sezioni
che seguono verranno esposti i principi della valutazione del rischio, in grado di faghigani
demandati alla gestione dello stesso, una base scientificamente valida per formulare politiche per la
tutela della sicurezza dei soggetti allergici.
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B2.2 VALUTAZIONE DEL RISIGO: ASPETTI GENERAL

Per lungo tempo e stato messo in discussione se i principi tossicologi classici di valutazione del
rischio potessero appl i car sEoraanplafeatt dcesttatpicte lae a
valutazione del rischio allergeni non differiscemmodo fondamentale dalla valutazione del rischio

da sostanze chimiche o da agenti microbiologici, sebbene ci siano alcune caratteristiche
chiaramente distinte (Crevel et al. 2014a).

La valutazione del rischio € un processo codificato attraverso cui € ifossitenere una
caratterizzazione (stima) del rischio stesso, ovverosia della probabilita del verificarsi di effetti
avversi in una data popolazione. Come € noto, la valutazione del rischio include quattro fasi:
identificazione del pericolo, caratterizzap n e del pericol o, val ut a.

caratterizzaione del rischio (vedi Figurg.3

IDENTIFICAZIONE DERERICOLO

Il n questo contest o, i pericolo  rappresent
indurre una reazione che coinvolgsistema immunitario. Il test di provocazione orale in doppio
cieco con placeb¢DBPCFC)e il requisito per confermare una relazione causale tra la reazione

clinica e | 6assunzione dell d6alimento sospett
dimostrare la natura IgEediata della reazione. A differenza delle sostanze chimiche tossiche e dei
mi crorgani s mi patogeni , che rappresentano un

rappresentano un pericolo solo per una parte di essa amen@ che risulta pericoloso per i
soggetti allergici e spesso una importante fonte di nutrienti per il restopdeldazione (Crevel et

al. 2014d, Madsen et al. 2010). Sebbene siano stati individuati piu di 170 alimenti potenzialmente
allergenici, solgochi di questi alimenti causano la maggioranza delle reazioni allergiche (Houben
et al. 2016). Alcuni alimenti (es. latte e uovo) risultano importanti a livello mondiale, mentre altri
variano tra aree geografi che. n Betessario,igastira ale nt e
stesso livello il rischio derivante da tutti questi alimenti e di conseguenza e necessario dare delle
priorita sulla base della rilevanza sanitaria di ciascun allergene.

CARATTERIZZAZIONE DPERICOLO

Consiste nella caratterizza one del l a relazione tra | 6assunzi
severita di un effetto avverso che si manifesta in seguito ad esposizione al pericolo. In questo
contesto gli affetti avversi sono rappresentati dalle reazioni allergiche gettiog che soggettive.

Una reazione allergica oggettiva e caratterizzata da almeno un sintomo che possa essere riscontratc
ad una osservazione clinica (es. vomito, orticaria, rash, angioedema). Una reazione allergica
soggettiva e definita come il verificas i di sintomi non visibild:@ al
addominale, mal di testa, sensazione di formicolio in gola) (EFSA 2014).

Al fine della caratterizzazione del pericolo (relazione dose/risposta), il DBPCFC, sviluppato per la
di a g n o slargia dlenkentaiie,adl stato adattato e standardizzato per rispondere a tale finalita
(EFSA 2014).

Mentre nella maggior parte degli studi non e stato possibile individuare una dose senza effetto
(NOAEL: No Observed Adverse Effect Level), poiché alcunisigjgetti studiati hanno sviluppato
effetti avversi gia con la dose iniziale testata, diversi studi sono stati in grado di individuare la dose
piu bassa in grado di provocare la reazione avversa (LOAEL: Lowest Observed Adverse Effect
Level denominata piu g@popriatamente nel caso degli allergeni MED: Minimum Eliciting Dose)
(Crevel et al., 2014b; Madsen et al., 2009).
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Dati clinici indicano che la MED puo variare da soggetto a soggetto e puo anche variare per lo
stesso individuo nel tempo e a seconda deftmstanze (infezioni, malattie, stress, assunzione di
alcool e farmaci, ecc.) (Bjorkstén et al., 2008; Houben et al. 2016), rendendo difficile individuare
dell e soglie che proteggano | 6intera popol azi

1. Identificazione del pericolo
Individuazione delle sostanze
in grado di indurre reazioni allergiche Studl clinici .
nel |l 6 uomo Test Provoc azione Orale
in doppio cieco con placebo

J J

2. Caratterizzazione del pericolo: Dose senza effetto (NOAEL)/
Relazione tra quantita di allergene assunto e Dose minima scatenante  (MED)
effetti avversi
(dose/risposta)
od® + | f dzi I T A2 )f & Livelli di a/{ergeqe negli
. . . alimenti
Stima della probabile assunzione <j .

del | 6al l ergene attr Consumi alimentari

Ingestione in singola

/ occasione

4. Caratterizzazione del rischio
Stima della probabilita del verificarsi
di effetti avversiin  una
datapopolazione

Figura3i1 Schema della valutazione del rigziper gli allergeni alimentari

VALUTAZI ONE OBDAQNES ESP

Consiste nella stima della probabile assunzi o
quindi la conoscenzapprofonditadelle fonti di esposizione

A sostanzehe hanno esenzione alla dichiarazione (coadiuvanti tecnologici quali i chiarificant
dei vini) o che possono essere dichiarati in modo complessivo (amidi, oli vegetali, spezie,
ecc)e gliallergeni in tracce),
A informazionisli | 6assunzione dell dalimento/i (quant
A ilivelli di contaminazione.

| sintomi di reazioni mediati da IgE solitamente compaiono entro pochi minuti o poche ore dopo
| 6espolsduzmiotne . di mi sura dell desposi zione per
st

singola occasione, o in un intervallo di tempo relativarhee br ev e, piutto 0
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l ungo termine come nel caso della wvalutazion
201%).
La stima dell assunzione dell dali mento deve
nel | 6ta | metodi analitici adottati per ottenere questi ultimi dati dovrebbero idealmente avere

come bersaglio il pericolo, di conseguenza dovrebbero essere preferiti i metodi in grado di
determinare le proteindlergeniche (Crevel et a014b; Muraro et al, 2014).

CARATTERIZZAZIONE DRISCHIO

E la stima della probabilita di comparsa e della gravita degli effetti dannosi per la salute in una
determinata popolazione ed  basata sull déinte
punti:ident f i cazi one del pericolo, caratterizzazior

B2.3 APPROCCI PRATICI PER VALUTAZIONE DELIRCHIO E CRITICITA

Tre approcci diversi sono stati proposti per la valutazione délioistlergeni (Crevel et al2014b;
EFSA 2014Madsen et aj2011).

Il primo approccio consiste nella valutazione tradizionale del rischio utilizzando il NOAEL/LOAEL

e fattori di incertezza. Questo approccio € basato su stime puntuali e prevede di far riferimento allo
scenario pegjore per ciascuna variabile presa in considerazione (NOAEL/LO&Beglio MED

come gia dettofattori di incertezza e livelli di esposizione). In particolare la stima massima di
assunzione dell dall ergene vieneldasfsuanrzti athae
MED non é possibile escludere che si verifichi una reazione avversa, almeno nei soggetti piu
sensibili. Questo approccio, se da un lato ha lo scopo di assicurare che anche questa parte della

popolazione sia protetta in tuttelecandioni , dal |l éaltro pu, portare
mai escludere che possa verificarsi un effetto avverso e quindi sovrastima il rischio. Un altro
svantaggi o di guesto approccio  che I 6entit’

indicazione della proporzione della popolazione che pud essere a rischio (Spanjersh@o&)al.

Léapprocci o Benchmar k Dose ( BMD) e Margine d
singoli, tiene conto di tutti i dati sperimentali disponibélativi alle MED, che vengono inseriti in

una distribuzione mediante diversi modelli matematici. Da questa distribuzione & possibile ricavare
la Benchmark Dose, definita come la dose che induce un effetto avverso in una data percentuale dei
soggetti studiti (ad es. 10% = BMDB).

Questa dose viene usata come punto di partenza per ulteriori calcoli dai quali, sulla base degli
intervalli di confidenza, si estrapola il limite inferiore della Benchmark Dose (BMDL, Benchmark
Dose Lower Limit) che, diviso peblapport o sti mato di all ergene
Margine di Esposizione (MoE: Margin of ExposurefFEA 2014; Madsen et al. 2009 confronto

dei MOE ricavati per differenti allergeni e differenti scenari di esposizione, consente di inddvidua

le priorita degli interventi di gestione del rischio.

Infine nel modello probabilistico vengono prese in considerazione, anziché delle stime puntuali,
delle distribuzioni di probabilita: la distribuzione di probabilita di assunzione di un alimento
ale@eni co in una data popolazione e |l a distrib
allergenico nella stessa popolazione. Entrambi i dati vengono riportati in una curva cumulativa e la
distribuzione risultante descrivera la probabilita che umie gkella popolazione sia esposta a livelli

e a circostanze in cui si possono verificare effetti avversi. La metodologia probabilistica consente
una valutazione quantitativa del rischio. Poiché le variabili di ingresso possono essere modificate
indipendentmente, la metodologia pud essere utilizzata per calcolare, per livelli di esposizione
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diversi, la percentuale di popolazione che e probabile vada incontro a effetti avversi o per calcolare
le concentrazioni massime di allergene tollerabili, usando comé& pli partenza il massimo
rischio accettabileGiarrocchi et al.2011, EFSA 2014. Ulteriori dettagli sui diversi approcebno

ri portati 22!l 1 06All egato B

CRITICITA

Tutti e tre gli approcci per la valutazione del rischio sopra esposti possonoldizeai, tuttavia

il modello probabilistico e considerato quello piu promettente per la valutazione del rischio
allergeni a livello di popazione (Hattersley et al.,, 2018adsen et al.2011). In ogni caso,
indipendentemente dal modello scelto, ikkbilita dei risultati ottenuti dipende dal tipo, qualita e
guantita dei dati utilizzati per stimasga le soglie di popolazione (o distribuzioni di soglig)e

| " esposi zione all 6alimento/ingredientatiingal | er g
senso permangono ancora delle criticita sia per quanto riguarda i dati clinici che quelli di
esposizione.

DATI CLINICI

Come gia sopra esposto, i dati utilizzati nella valutazione del rischio provengono essenzialmente dai
test di provocazionerale in doppio cieco con placei@BPCFC) Tali test, strutturati inizialmente

come conferma della diagnosi di allergia, negli anni pit recenti sono stati adattati per generare dati
sull e soglie. Nel |l 6appl i cazi oeraiona diviersi fattos the d e v
condizionano la qualita dei dati prodotti, quali la selezione dei pazienti, la procedura stessa del test e

i materiali utilizzati (Tabella

Tabella 5 Fattori che influenzano il risultato degli studi di provocazione.

Sekzione dei pazienti

A

Reattivit”®™ documentata all dal i mer
Caratterizzazione adeguata dei soggetti
Rappresentativita rispetto alla popolazione generale

Protocollo del test

Dose di partenza
Progressione delle dosi
Intervallo di tempo tra le dosi
Valutazionedelle reazioni

Materiale utilizzato nel test

Matrice alimentare e contenuto di allergene
Alimento processato o0 meno

Adeguat o mascher ament odeldpkdehod al i me
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Un primo elemento critico € rappresentato dalla selezione dei pazienti, ovverosia dalla misura in cui
i risultati degli studi clinici si applichino

Le popolazioni studiate, solitamente costituite da pazienti affereetitai specializzati, escludono

gl i indi vidui meno sensibili, che sono in gr;
della clinica, e rappresentano quindi un sottogruppo di soggetti piu reattivi rispetto alla popolazione
allergica generaldnoltre la pratica frequente di escludere a priori dai test di provocazione orale gli
individui che hanno avuto in passato reazioni severe (anafilassi), puo ridurre ulteriormente la
rappresentativita dieampione ( Crevel et al. 20442014%; EFSA 2014)

Un altro elemento critico e rappresentato dal protocollo utilizzata'R€L il modo in cui viene
condotto il test determina infatti il tipo di dati generati e quindi la sua idoneita per scopi diversi. Nel
2004 é stato sviluppato un protocollo pgPO a basse dosi per la determinazione delle soglie
(Taylor et al, 2004) e varianti simili sono state applicate a studasga scala (Crevel et aR014a

e 2008, EFSA2014).

Anche i materiali usati nei test sono una variabile critica e dovrebbero essEFT®Mente

caratterizzati, sia rispetto al material e at
matrice. Va tenuto anche conto che il trattar
alimenti, in particolare per gli allergenermolabili rispetto a quelli termostabili e che la

composi zione della matrice wutilizzata per vei

puo influenzarne la disponibilita e quindi la reazione clinica. Un altro aspetto importante é

| 6 e fiaf delc mascheramento, va attentamente verificato se la matrice rende irriconoscibile

| 6ali mento allo studio dal pl acebo in ogni a
2014a,2007, 2008

DATI DI ESPOSIZIONE

Come gia evidenziato, lo sceitadi esposizione per la valutazione del rischio allergeni € relativo
all 6assunzione di al i menti speci fici, cont en
ingestione. | datdelle indaginisui consumi alimentari condotti nella popolazione genevaie

specifici sottogruppi di popolazione (es. bambini, adolescenti, anziani) sono disponibili per la
maggior parte dei paesi europei. Queste indagini, tuttavia, non essendo progettate per la valutazione
del rischio allergeni riportano solitamente i diittonsumo su base giornaliera (EFS814).

Léapporto medio giornaliero di al i menti non
quindi si cerca di ovviare a questo problema facendo riferimento a diversi scenari (consumo medio
0 95° percetile basato sui soli consumatori, assunzione massima ipotizzabile ecc.) (Crevel et al.
2014). La scelta dei dati di assunzione ovviamente influenza i risultati della valutazione del
rischio.

I soggetti all ergici chiaramente eviteranno
mentre per gli alimenti consentgiipotizza che la quantita e la frequenza di consumo sia simile a
guella della popolazione generafebbene questa asswrg possa essere ragionevole per molti
scenari alimentari, una prova formale non e attualmente disponibile (Crevel 201ah). Vi é

quindi la necessita di ottenere dati sul comportamento dei consumatori affetti da allergia alimentare,
comprese le scdtalimentari e i relativi dati di consumo.

Per quanto riguarda il secondo el emento nece
conoscenza dei livelli di contaminazione degli alimenti da residui di allergeni, i dati attualmente
disponibili sonomolto limitati. Come gia detto, i metodi da utilizzare per raccogliere questi dati
dovrebbero dosare le proteine allergeniche. Le metodiche ELISA rilevano le proteine presenti nella
fonte allergenica, anche se naganal sngaosoggattoli a me n
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metodi basati sulla spettrometria di massa, dosando le specifiche protéteeesse, possono
fornire una valutazione diretta del livello di residui allergenici per la valutazione del resctie

se si tratta di tecnichejpicomplesse e non usabili nella routine (vedi sezione analM@@versa i

test PCR non rilevano le proteine e quindi la loro utilita nella valutazione del rischio é limitata
(Crevel et al.2014a).
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B2.4 ESEMPI DI APPLICAZNE DEI PRINCIPI DVALUTAZIONE DEL RISICO

| principi della valutazione del rischio sono stati presi in considerazione solo da pochi organismi
regolatori e non.

In particolare la UK Food Standardgency (Food Standards Agency, 2006 pubblicato nel

2006 una guida qualitai v a , per aiut ar e |l 6i ndustria a ¢
involontaria (crossontaminazione) di allergeni negli alimenti durante la produzione e a
determinare se e quando sia appropriatol | 6dus

consumatore. Partendo da tale documento, la Food Drink Europe ha sviluppato néFdtii 3
Drink Europe, 2013una nuova linea guida, includendo maggiori dettagli sul modo in cui il rischio
puo essere gestito e minimizzato.

Di recente un gruppo di espiefiLSI Europe Food Allergy Task Force Expert Group) ha proposto

un approccio, basato sui principi di valutazione del rischio, per classificare gli alimenti allergenici

in base alla loro importanza per la salute pubblica (Houben 2046). Tale appraio € basato su

due parametr.i indi pendenti: prevalenza dell 6a
specifico alimento) e pot edydoa laduartith i allerjeaea chee n e
scatena una reazione nel 50% della papiohe). Tali parametri vengono rappresentati
graficamente e la posizione del singolo alimento nel grafico puo essere utilizzata per $abilire

necessit”™ o meno dell detichettatura precauzio
I n Australia | 6Al | er ge nmigBowaredéaaeastioneida tischto allergeai e c o n
' imitare | 6uso diffuso dell detichettatura pre

basato sulla valutazione del rischio, noto come programma VIMdluntary Incidental Trace
Allergen Labeling). Una parte essenziale di questo programma e stata la fissazione di una griglia
contenente I|livell:i di azione perAlenetad &0614b; | 6 u «
Crevel et al.2014). Il programma e stato successivamente rivistoi@e raccomandazioni e dosi

di riferimento sono state pubblicate nel 2014 (Taylor et28l14), tenendo in considerazione il
notevole volume di dati e conoscenze che si sono accumulate negli ultimi anni.

Léapproccio VITALsucstasbDviifppeoonigiamndgmaped @ E
Academy 6 Allergy and Clinical Immunology (EAACI) e la German Society for Allergology and
Clinical Immunology (DGAKI) che riportano le dosi di riferimento suggerite, indicando per
ciascuna di essenche la sensibilita richiesta per i metodi analifitufaro et al., 2014Reese et al.

2015,).

Léiniziativa VI TAL rappresenta un primo tenta
| *applicazione del | 6et ipgrdt@oct dresuppomeaun ponsensa SUzun O N ¢
ri schio residuo accettabile e | 6identificazio
informazioni ed avvertenze sulle strategie dietetiche da adottare.

Al momento attuale non esiste un accordorimdgionale su questo tipibidiziative, sara quindi
necessario approfondire la problematica ed ampliare il numero dei dati disponibili, nonché
effettuare studi di validazione clinica per le dosi di riferimento (Muraro ,£@il4).

59



Allergie alimentari esicurezza del consumator® o c u ment o di indirizzo e
Italia 2018

L6identificazione e | a quantificazione di un
analitici. Le tecniche per la rivelazione di potenziali allergeni nei prodotti alimesvae da
considerarsi di due tipologie: approccio diretto (identificazione della proteina allergizzante) e
indiretto (identificazione di altre proteine
della sua presenza mediante analisi del DNIdj)versi approcci analitici sono illustrati in Figura 4.

w

PCR
(DNA-
based)

Figura 4- Schema delle principali tecniche analitiche dirette e indirette per il
rilevamento dell éall ergene o dell dingrediente

| metodi piu frequentemente impiegati n®o quelli immunechimici o basati sulla biologia
molecolare. Piu recentemente, sono stati sviluppati metodi di identificazione diretta di allergeni o
loro frammenti mediante analisi basata sulla spettrometria di massa. Gli approcci e le criticita di
guestimetodi saranno discussi nei paragrafi seguenti.

C1- METODI IMMUNOCHIMICI

I met odi basat. sull danal i si del |l e proteine,
immunochimici quali radiellergosorbent test (RAST), enzyme allergosorbent (E#ST),

di spositivi Al at e rliaked imnunosodben{ dsday(ELISA). Metodichemrsn

usate di routine sono la rocket immead ect rophoresis (RIE) e 1 0im
immunoblotting forniscono solamente risultati qualitativi ansquantitativi, RAST, EAST e

ELISA sono utilizzabili come metodi quantitativi (Poms et 2004a; van Henghg2007)

C1.1 ENZYME LINKED IMMUSORBENT ASSAY (EL)SA

Attual mente |l a tecnica ELISA — il me tnedegli pi %
ali ment. da parte del Il i ndustri a ali mentare
Numerosi metodi ELISA sono stati sviluppati per la rivelazione di diversi allergeni alimentari e
numerosi kit commerciali sono ormai disponibBiaunert, 2013;SchuberUlrich et al, 2009.

Nei test ELISA la presenza di allergeni o delle proteine marker specifiche (antigeni) viene rilevata
mediante la formazione di un complesso con uno specifico anticorpo. La concentrazione del
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complesso antigerant i cor po Vviene quindi determinata m
colorato generato dalla reazione di un secondo anticorpo, marcato con un enzima in grado di reagire
con uno specifico substrato. La quantificazione viene effettuata, utilizzando uwma du
calibrazione generata con standard di riferimento purificati. Sono disponibili due diversi approcci
ELISA: competitivo e sandwich, con rivelazione diretta o indiretta.

i) | test ELISA competitivi utilizzano prevalentemente la rivelazione indirétae@ur a 5) : | 6
purificato | egato in fase solida e | 6antigel
competono tra di loro per il legame con un anticorpo specifico; la quantita del complesso che si
forma tra | 6ant i g speddico,l sarg quindi inversaméni@ mprogorzianale alla
guantita di antigene presente nel campione. La rivelazione del complesso aatitieogo
format osi avviene in seguito ad aggiunta di u
ii)ltestELISA sandwich sfruttano preval entemente | &
interesse presente nell destratto del campi one
fase solida; l a quantit?’ del campiesspocheg
direttamente proporzionale alla quantita di antigene presente nel campione. In questo caso, la
rivelazione del complesso antigeaent i cor po f or mat osi viene effe
secondo anticorpo specificoneiconfron del | 6anti gene, conRUrichgegt o ¢

al. 2009). | kit commerciali disponibili per la determinazione degli allergeni utilizzano
principalmente la tecnica sandwich con rivelazione diretta.

Figura 51 Rappresentazione schematica dedtTELISA competitivo indiretto
(http://www.uniroma2.it/didattica/LabBioanalitica/deposito/bioanaliticELISA.ppt)

prodotto
substrato

.n-—--.+A*+ll—’£—-t.

Figura 6i Rappresentazione schematica del metodo ELISA sandwich
(http://www.uniroma2.it/didattica/LabBioanalitica/deposito/bioanaliticELISA.ppt)

prodotto

Y Y Y +"a+ 11——‘9“‘:’“‘2‘
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| met odi ELI SA presentano diversi vantaggi ¢tr
analisi e sensibilita elevata. Inoltre, nella maggior parte deiig&sultati ottenuti con lo stesso

estratto del campione in esame e lo stesso kit presentano una buona riproducibilita. Quando invece
con kit diversi si analizza lo stesso campione, i risultati possono essere molto dissimili. Questa

difformitaelegataa di ver si fattori critici, correlat:i ¢
policlonali), allestiti verso varie tipologie di proteine e pertanto caratterizzati da prestazioni non
sovrapponi bili (ef fici enzBIJAposkoao essere assuniee ™ pi %

schematizzate in:

- fase di estrazione del campioria procedura di estrazione dovrebbe essere in grado di
consentire unbéestrazione efficiente dell e
sia al | 6aale ohe al prodotto alimentara sottoposto a trattamenti tecnologici in
grado di modificare le caratteristiche delle proteine. Una scelta non ottimale puo portare
all 6estrazione di component.i che possdono i
guantificazione per sottostima (falsi negativi)

- scelta debll antecorgi ipaticonap, ogeneralmente piu utilizzati, riconoscono
epitopi multipli; i monoclonali riconoscono un invece un epitopo singolo. Gli anticorpi
policlonalpumtviechddi priiYcdinosci mento risultar
proteine Aprocessate Atecnol ogi cament e e
svantaggio di portare piu facilmente a fenomeni di ereaftivita;

- standard di calibrazionespesso non sono indicate chiaramente le caratteristiche degli
standard utilizzati per la preparazione delle curve di taratura e se le loro concentrazioni sono
espresse come alimento intero, come proteine totali o come singole frazioni proteiche

- mancanzaidmateriali di riferimento certificati

- determinazione di LOD e LOGono spesso ottenuti da prove condotte non su matrice, ma
semplicemente utilizzando il tampone di estrazione (situazione ottimale che porta a definire
soglie di sensibilita molto basse);

- allestimento delle prove di recuperadealmente dovrebbero essere utilizzati incurred

samples (campioni addi zionat. i doingredient
che mimano quanto piu possibile i campioni reali. Nella pratica vengono isuktzanente
utilizzat:. spi ked samples (dove | 6allergen
pre-misura);

- espressione dei risultati risultati analitici vengono espressi come alimento in toto, come
proteine totali o solubili o come specifipeoteina allergizzante (es. betalattoglobulina). Cio
implica una difficolta nel confrontare i risultati ottenuti, soprattutto in assenza di adeguati
fattori di conversione.

Nel |l 6 All egagond riportate pi¥ in dettaglio I|e
tecnica analitica.

C1.2 LATERAL FLOW TEST

by

Il Lateral Flow Test € un approccio analitico, relativamente recente, che si basa sulla
immunocromatografia e consentk ottenere in pochi secondi/minuti una risposta qualitativa
(positiva/negativa) 0 senguantitativa. Ha un costo relativamente basso, non richiede
strumentazione (a meno di voler ottenere un risultato quantitativo) e il personale che lo esegue non
deve esere necessariamente formalte. applicazioni del Later Flow nel campo degli allergeni
alimentari sono diverse, ma certamente la piu utile riguarda il controllo delle superfici di lavoro per
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verificare la perfetta pulizia di ripiani o macchinari durantarnbi di produzione. E noto, infatti,

come | duso di ' i nee di produzione promiscue
ingredienti allergenici da un alimento ad un altro. Lo stesso vale per lavorazioni diverse effettuate
su ripiani condivisi. Lepossi bi | it~ di poter verificare | 0
(lavaggio approfondito) dal punto di vista dei residui di allergeni, aumenta di molto la sicurezza
of ferta al consumatore e consentceudlii rigw,r reo
tracce di éo, Aprodotto in uno stabilimento in

usato anche per la ricerca di ingredienti allergenici negli alimenti, ma in questo caso la risposta si
limita comunemente a definire superamento o meno di una soghkella Figura 7 é illustrata la
struttura di un dispositivo per Lateral Flow: sulla base di sostegno viene posta una membrana,
normalmente di nitrocellulosa. Il Sample Pad rappresenta la zona in cui si deposita il cathpione.
Particle Conjugate rappresenta un reagente rivelatore, ed € costituito da un anticorpo (specifico per
| 6all ergene ricercato) coniugato a |l atice o0 a
viene depositato su un supporto detto Conjufaie (Zona del coniugato).a Test Line € la zona
fondamentale per la risposta; € costituita da anticorpi, specifici per la sostanza ricercata di cui
riconoscono pero un sito diverso rispetto a quello dell'anticorpo contenuto nel Particle Conjugate.

LaContr ol Line | a Iinea che ci garantisce | 0c¢
cui sono presenti gli antinticorpi in grado di legare gli anticorpi presenti nel Conjugate Pad.

Nel caso del controllo delle superfici si effettuauntpepi o del | 6area i nteress
volume di soluzione estraente e si deposita nel Sample Pad.

Nel caso di controllo di alimenti, il campione deve essere estratto con opportuno solvente e quindi
deposto sul Sample Pad.

Nel | 6 Al 1.2egipoitadin dettaglio la tecnica analitica
Figura 7 8 Rappresentazione del dispositivo per Lateral Flow (Wong and Tse, 2009)

Particle Conjugate
on conjugate pad

-c:-ru,,

Cont I Lim
Sample Pad L = Wick

‘—_E.a"_ r 4 .- s ":._‘_H—_/;

B.m. king \

Nitrocellulose Membrane

TE'Et Line

C1.3 IMMUNELETTROFOREBIMUNOBLOTTING

Le tecniche immunoelettroforetiche sfruttano la combinazione di una tecnica separativa
(I'elettroforesi) con il riconoscimento immunochimico ottenuto aggiungendo un anticorpo specifico
o il siero di un soggetto allergico.

Il risultato ottenuto nelle duepplicazioni e il seguente:
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- usando un anticorpo specifico e possibile evidenziare la presenza di un allergene in una
matrice complessa (alimento) anche se contenuto in piccola quantitd. Nel caso in cui
l'allergene sia presente in tracce, puo risultare sadesprocedere con l'estrazione e la
concentrazione della frazione proteica;

- qualora si utilizzi il siero di un soggetto allergico, € possibile identificare la molecola
responsabile della sensibilizzazione/reazione allergica all'interno di un alimenéotalem
(ad esempio latte, uova, ecc.), o di una matrice complessa (biscotto al latte, all'uovo, ecc.).

A seconda della variante utilizzata, la separazione elettroforetica delle proteine puo avvenire sulla
base:

1) del rapporto massa/carica (non frequentguesta applicazione)

2) del peso molecolare quando le proteine vengono sospese in un tensioattivo. In questo caso,
la tecnica e definita SDBAGE (Sodio DodecilSolfatdPoliAcrilamide Gel Elettroforesi);

3) del punto isoelettrico in un campo in cui si sia aeain gradiente di pH
(isoelettrofocalizzazione)

La tecnica di separazione piu utilizzata nellimmunoblotting & quella deHFSBEE, che verra

descrit a i n dettagllBo nell 6AIl egato C

LOi mmunoblotting - una tecnica che present
del | el ettroforesi associata alla specificit?
Ha inoltre il grande vant ag g-reattivithd legari aspeeifict, i r e

perché la reazione e visivamente associata ad una banda che ha una certa corsa elettroforetice
confrontabile con proteine standard. Se la corsa non coincide con quella della proteina standard
caricata in parallelo, la risposta non edfica.

GEL TRASFERIMENTO MEMBRANA
Separazione delle proteine Incubazione con anticorpi
M, (kDa) 1 _2 3 Mﬁ - M (kDa) 1 2 3
1‘_) ].._‘i ]-__'l | f ‘,'r-i’l":‘_,,
75 — ! 75 —
50 — . ’ 50 —
37 — | 37 —
25 =— \ 25 =— - — t3rget
S 15 — protein
T .
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Buboimie

Figura 8i Schema generale della tecnica
immunoelettroforetica o immunoblotting (modificato da
https://www.bierad-antibodies.com/westettlotting-
immunoblottingintroduction.html)

| principali svantaggi derivano invece dalla relativa complessita della procedura che la rende poco
idonea ai controlli di routine e alla quantificazione che richied®eltam esperienza.

L6i mmunobl otting rappresenta comungue uno str
ci si trovi di fronte a problematiche complesse, difficilmente risolvibili con le comuni tecniche
analitiche del sédre (ELISA e ricerca del DN).

C2- METODI DI BIOLOGIA®LECOLARE

La biologia molecolare € quella branca della biologia che studia i meccanismi molecolari alla base
della fisiologia degli esseri viventi, analizzando le interazioni tra le macromolecole (proteine e acidi
nucleici, DNA e RNA). Le tecniche di biologia moldéare consentono di rilevare, analizzare
manipolare ed amplificare (PCR based) gli acidi nucleici.

C2.1 METODI MOLECOLARI RBASED

La tecnica di amplificazione del DNA genomico totale di un alimento attraverso la reazione a
catena della polimerasi (PCRermette di ottenere marcatori molecolari specifici funzionali non
all 6identificazione Adirettado del |l 6all ergene
spettrometria di massa), ma piuttosto alard 6i de
allergene (o di altri geni marker che permettono di dimostrare la presenza specifica delle sostanze
che potenzialmente apportano il rischio). Si tratta quindi di un approccio analitico indiretto. La
PCR, ideata da K. Mullis, premio Nobel nel 1993rnpette di ottenerén vitro in tempi brevi la

sintesi di uno specifico frammento di DNA a doppia elica, definito amplidan®CR si sviluppa
attraverso reazioni enzimatiche controllate a differente temperatura ed € schematizzata nella Figura
9.
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Figura 9- A) Ciclo completo della PCR (fasi di denaturazione del DNA genomico, annealing dei
primers e sintesi); B) Amplificazione del DNA

(Fonte:http://www.disrv.unisa.it/~ads/BIOINFORMATICA/SequenziamentoDNA/ibridazione)htm

Essa e costituita da tre fasi:

l. apertura della doppia elica del DNA templ a
2. riconoscimento e attacco dei primer (sequenze di innesco)spaglifici siti complementari
(fase di annealing),

3. estensione dei primer ad opera di un enzima DNA polimerasi termoresistente.
Lébenzima agisce in presenza di nucl eoti di u
frammento compreso fra i siti di m@aling dei primer stessi, portando alla produzione di un
amplicone specifico per quella entita biologica. La reazione viene quindi ripetuta ciclicamente,
consentendo unbéamplificazione esponenzMulasl e de
et al, 1992). Il numero dei cicli di amplificazione (generalmente compreso tra 30) porta
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| 6ampl i ficazione alla saturazione, con wuna ¢
dipendente dai parametri di reazione. Non e quindi strategico protuteyeeazione oltre i 405

cicli per aumentare la resa di amplificazione; conviene piuttosto ottimizzarne i parametri
(concentrazione DNA templato e suo grado di purezza; concentrazione di nucleotidi e di magnesio
cloruro o di altri adiuvanti specificscelta della DNA polimerasi piu performante per il sistema)
(Saunders: Parkes1999.

La tecnica di amplificazione del DNA applica
essere usata nelle sue principali varianti:

End point PCR (o PCRualitativa):permette di identificare la presenza di un organismo (anche in
traccia ma non ne consente la quantificazione);

Real time PCR (PCR quantitativa o qPCRErmette la rivelazione in tempo reale del DNA
amplificato ed anche la sua quantificazpntilizzando un sistema di riferimento per la costruzione

di una retta di taratur a, attraverso | 6uso
appositamente modificati inserendo le stesse sequenze target riconosciute dai primer. Questi
materiali vrebbero essere utilizzati come standard di riferimento, essendo fondamentali ai fini
dell a qualit”™ e dell 6accettabilit”™ del risult
DNA marcata di riconoscere una specifica sequenza genica ad ae@midciamplificazione,
permettendo, inoltre, di raggiungere una sensibilita significativamente piu elevata rispetto alla End
point PCR. Esistono diverse tipologie di sonde marcate, ma la chimica piu comune resta ad oggi il
sistema che sfrutta una sonda ocada in grado di riconoscere e legarsi alla sequenza genomica
compresa fra i siti di annealing della coppia di primer utilizzati (detti forward e reverse), nonché un
sistema di rilevamento del segnale di fluorescenza emesso dalla stessa quando vianataltbadt
complesso molecolare formatosi (indicando quindi la produzione di un amplicone).

Louso di Si st emi Asemplificatio di mar cat ur e
molecole intercalanti, applicabile quando la specificita della reazéoreerta ed € possibile
riconoscere | 6ampl i cone s p emeling iseppure mandconaunet e I
permette di ridurre sensibilmente i costi e la complessita della tecnica, eliminando la necessita della
sonda ( D6 ArR@D9; afundoteal, 210.0 9) . La PCR, in undal t
utilizzata per identificare nella stessa reazione piu target (bersagli) contemporaneamente, situati
sullo stesso genoma/organismo (linked multiplex PCR) o su genomi/organismi diversi (not linked

multipl ex PCR) . Léoapplicazione di un protocoll o
temporale che economi co, per mettendo di razi
reazione (risparmio di DNA polimerasi e di nucleotidi). La multipleX@PCr i chi ede | dus

piu coppie di primer compatibili fra loro (principalmente non in grado di creare dimeri
riconoscendosi a vicenda, o strutture secondarie particolari in grado di limitare o annullare

| 6anneal ing). [ 1 p r i toterle agpécaziog della PCR, ona it pamieotart a | ¢
modo nella multiplex PCRAIltshuler, 2006). | protocol I di ampl i fic
| 6i denti fi cazi on e nodsonoarolti, e pagtieotaie queli badatesulla multipléxu r a
Realtme PCR. Léoamplificazione di una specifica
Real time PCR, e preferibile per la maggior specificita e sensibilita (Schoringhumer2€08).
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Nel caso delle reazioni multiplexed, quindi, diventa fondamental@ i | anci ament o
componenti di reazione (in particolare delle coppie di primer, spesso caratterizzate da rese di
amplificazione diverse) per evitare |l a compet

caso della multiplex Real time PCRj utilizzano sonde marcate con fluorocromi diversi,
identificabili simultaneamente dal sistema di rilevamento.

La sensibilit”™ dei termociclatori ~ correlata
alcune varianti tecnologiche hanpoe r me s s o di velocizzare | a PCR,
vetro in luogo dei microtubi di plastica. In genere, in un tempo compreso fra una e due ore é
possibile ottenere il ri sultato dell éanalisi,

Una bassa sa di amplificazione € correlabile a diversi fattori, in particolare a:

1 diversa facilita dei primer di identificare una sequenza singola o sequenze genomiche
ri petute (es. amplificazione del DNA ribos

1 scarsa qualita purezza del DNA genomico estratto;

1 presenza di inibitori della DNA polimerasi (es. polifenoli, lipidi).
Nel caso di bassa resa di amplificazione nel/l
PCRO, che <c-ampi st e c aoredin frabcam nofiehuto da una reazione PCR
utilizzando una seconda coppia di primer, disegnati per amplificare una regione interna a quella
identificata dalla prima coppia. Si  wmigil biolre

I 6 a mp |Altsbuten2€06 ( Saunders &arkes 1999.

Il miglioramento della sensibilita della End point PCR qualitativa pud anche essere ottenuto
attraverso | uso dell a tecnologia correlata
alternativamente alleorsa elettroforetica su gel di agarosio; con lo stesso approccio si ottimizza la
ripetibilita delle corse elettroforetiche, seppure a fronte di un aumento dei costi (Coissgn et al.
2010). Questo approccio permette un dosaggio-geamtitativo delle bareled é particolarmente

utile nella rivelazione di profili multibanda, semplificando la comparazione fra profili (campioni)
diversi, nonché permettendo di stabilire un valore soglia di rilevabilita.

Per facilitare | 6identi figamssmo che potenzialmentd? (€ Rond e |
necessariament e) Aveicol ao gl i all ergeni , pu
ripetute nel genoma (Dovicovicova et,&. 0 0 4 ) , facilitando inoltre
amplificazione. Anche in quesftcaso, laconditio sine quanon est a | a speci fici't
per i ri conosci mento del |l 6organi smo, mag a |l
Léoamplificazione di geni di ver si codi ficant.

(es. Cora 1, Cor a8, Cor a 14 per nocciola) puo portare a rese di amplificazione diverse, rendendo
fondamentale | a fase di di segno sperimentale

2011).

Seppure | 6ELI SA si a, i eair contratli distitsztomali, da teenica @Hin t i

comunemente utilizzata nel controllo degli alimenti, sono numerosi i protocolli PCR che
permettono la rivelazione di ingredienti allergenlqgniu frequentemente studiati negli ultimi anni
sono stati il frumen o , | 6arachide e | a nocciol a, seqgui ti
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di alimenti riportati nelle norme vigenti sono rappresentati in letteratura. Nel caso delle specie piu
studiate sono state numer os dficarione specigpe@finazr®n t ar g
necessariamente le sequenze di annealing dei primer sono allocate sui geni codificanti per gli
allergeni (maggiori 0 minori).

La PCR, nonostante i vantaggi caratteristici (in particolare la specificita di reazione) preserda
|l 6ELI SA, alcune criticit?"™:
scarsa riproducibilita intekit ottenibile da kit preallestiti diversi

elevata complessita nella fase di estrazione, spesso condizione necessaria per allontanare, in
modo specifico per ogni matrice alimentare, gli irhbitdi reazione presenti nelle matrici
complesse e termizzate

individuazione dell a potenziale presenza del
presenza n® | 6attivit?’

Piu recentemente, e stata sviluppata la tecnica della PCR digitaler et al., 2017Hindson et
al., 2013; Huggetet al, 2015;).

! concetto base del protocoll o APCR digitale
campione in numerose frazioni (diluendo quindi fino a2l holecole di DNA, potenzialmente)
celle omicregocce di di mensi oni mi crometriche (Fi gl

mercato esistono almeno due diverse tecnologie per effettuare questo tipo di amplificazione: quella
che si basa sulla preparazione del campione mediantaZmmne di micreemulsione (micregocce;
metodo definito Droplet Digital PCR) e quell
micro-comparti in cui viene suddiviso il campione e quindi amplificato.

Il n ogni i ¢ o-gqguaaarotcadla) vief quindi fatta avvenire la convenzionale reazione di
PCR utilizzando sonde fluorescenti (come nel caso dedlime PCR) e al termine della reazione
procede con la quantificazione del segnale fluorescente ottenuto. Si tratta sempre di un approccio

Afend pointo (al contrario della PCR quantitat
nel campione lemolecole interferenti (es. gli inibitori della DNA polimerasi) aumentando la
possibilit”™ di amplificazione anche da campi ¢

campione ricco di grassi e polifenoli, come il cioccolato, nella ricerca tipeodi latte o di frutta
a guscio).

! ri sultato Apositivoo  chiaramente quello
(al contrario del negativo dove non si sviluppa segnale fluorescente monitorabile). Essendo
numerose le celle/gocce di reazione, al contrario della P@®paionale, si procede quindi con un
calcolo di distribuzione mediante approccio statistico attraverso software (distribuzione di Poisson,
definibile Cc 0 me prbbakdit ppereils rumeyon @ evdnd Icheesi verificano
successivamente ed indigiamtemente in un dato intervallo di tempo, sapendo che mediamente se
ne verifica un numere- )risalendo quindi al numero di molecole di DNA target iniziale. Attraverso
guesta tecnica e quindi possibile ottenere la quantificazielnaateriale genetico.

Pur wversatile e promettente al moment o del l a
nel campo della rilevazione degli allergeni & ancora ridotto, ma si prevede un aumento nelle sue
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applicazioni proprio in ragione dell®bustezza della metodica e della sua versatilita in campo
alimentare.
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Figural0-F a s i del |l danali si i n PCR Digitale

(Modificato da: https://www.thermofisher.com/it/en/homefigience/pcr/digitapcr.html;
https://research.pasteur.fr/en/tool/digipalr-2/and https://eu.idtdna.com/pages/education/decoded/article/gigital
(dpcrywhatis-it-andwhy-useit-)

STEP 1: estrazione DNA STEP 2: distribuzione STEP 3: amplificazione STEP 4: quantificazione

Amplificazione del

Preparazione del Partizione del campione h i
campione (DNA genomico  (distribuzione in celle o segnale (sviluppo ChiarERCaHoAH BEsEIiE
totale da alimento) micro-droplets) fluorescenza nei

comparti “positivi”)

N e | llegath C2 vengono elencate le principali caratteristiche e criticita delle tecniche basate sulla
PCR.

C2.2 ALTRI APPROCCI MOLBCARI

Oltre alle tecniche correlate alla rilevazione immunochimica ELISA (in tutte le sue varianti) e
all amplificazione del DNA negl i ul ti mi anni
basati sul concetto di -ohanbstrudtwati,come b oelle afQuatzoois e n
micro-cantilever) hanno permesso talvolta di raggiungere ottimi livelli di sensibilita, seppure queste
tecniche siano consideratad oggi- ancora premature ed in fase di validazione.

A

Léutil i zzo wlsequaenpetdaDNA o RNA (cdpaciedi riconoscere uno specifico target),
come anche | 6uso di classici anticorpi di s e
nell 6i mmobilizzazione di sonde mol ec oltaadoi su
inoltre diversi sistemi di trasduzione e amplificazione del segnale (elettrochimica, termica, massa,
termica). La rilevazione dell davvenuto | egame
caso dell duso di una uressare effettuatd Anche mediardei tecrachet r
che sfruttano la risonanza plasmonica di superficie (SPR), sistemi a laser o led, come nel caso dei
Aimicaotil evero o degli strument i automati zza
possonopermt t er e | dapplicazione della SPR ed il r
et al, 2016; Costa et al2016; Eissa &ourob, 2017Mairal et al., 2014; Mullet et al., 2000; Pilolli

et al., 2013Zhang et a].2017;).
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C3 - METODI CROMATOGRI&EH E SPETTROMETRIN MASSA

Gli allergeni alimentari sono proteine capaci di indurre, in particolare in seguito ad ingestione, una
risposta anomala del sistema immunitario in individui sensibilizzati. Le proteine allergeniche
costituiscono una classe dbroposti molto eterogenea, che pud variare per peso molecolare (da
poche migliaia a decine di migliaia di dalton), punto isoelettrico, quantita e tipo di modifiche post
traduzionali, e la cui varieta & incrementata dalla presenza, per numerose protejeaictie, di
diverse isoforme. Inoltre, i trattamenti tecnologici degli alimenti possono a volte modificare la
struttura proteica, incrementando ulteriormente la diversita molecolare ed influendo sul loro
potenziale allergenicovan Hengel,2007). Per alcwmi allergeni (es. arachide) le pratiche di
trasformazione industriale (torrefazione o f|
potenziale allergenico, apportando modifiche che comportano una maggior esposizione dei
determinanti antigenici (&ppi).

Negl i ul ti mi anni , oltre alle tecniche doi d:
Aficl assicheo, basate sull i mmunochimica (test
dimostrato di essere un valido ausilio sia per lattaiazazione degli allergeni, sia per la loro
identificazione negli alimenti, svolgendo un ruolo sempre piu centrale, grazie a specificita e
sensibilita. La SM, come noto, permette di identificare le molecole target in base ad una proprieta
molecolare ininseca, la massa, espresso come rapporto massa/carica rivelato, mantenendo allo
stesso tempo una buona sensibilita nella rivelazione, requisito indispensabile per identificare in
maniera univoca molecole presenti in tracce in matrici complesse. Per nafoagpnento sulla

SM, che in questi ultimi anni ha avuto una grande evoluzione ed € stata declinata in numerosi
approcci metodologici, si rimanda a testi specifici e qualificati.

La SM puo essere utilizzata come tecnica singola, ma viene oggi comuneroeoppiata alla
cromatografia liquida (HPLC, High Performance Ligquid Chromatography), in modo da abbinare il
suo el evato potere identificativo con | 6alto
maggior parte delle tecniche cromatografiche IRPLB sono sviluppate sfruttando colonne
impaccate con particelle delle dimensioni da 2,5 a 5 [Im. L’utilizzo di fasi preparate con
microparticelle di dimensione inferiore al2m, pur richiedendo | 6util]
(partendo da 6,000 PSI, poufaice per square inch, tipicamente limite superiore per le tecniche
HPLC), permette di ottenere velocita di separazione e risoluzioni maggiori: in questo caso si parla
di UPLC (UltraPerformance.iquid Chromatography)e UHPLC Ultra High Performance Liquid
Chromatographysinonimo del precedente acronimo, nonostante in questo caso Si possano usare

regi mi di pressioni addirittur acitsslapseluzoneela n el
sensibilit?@ dell e tecniche UPLC/ UHPLC sono i
sistemi di SM.

Considerato lo sviluppo delle tecniche di rilevazione basate sulla SM, oggi sono disponibili
spettrometri ad alta risatione (High Resolution Mass Spectrometry) che potenziano
significativamente le capacita intrinseche di questo approccio analitico, aprendo nuove prospettive
in particolare nel settore delHLSAanal i si di A

Le diverse cmbinazioni strumentali, basate su diversi sistemi di separazione cromatografica,
metodi di ionizzazione e spettrometri di massa (LG/HS| LC/ESIMS/MS, MALDI/TOF,
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LC/ESEMS/MS, capLC/ESI Q/TOF, capLC/ESR/TOF, LC/ESHT/MS/MS, LC/ESIMS/MS)
mostranoppenzi al i t”™ diversi fi caltigkge meigndficativo potete™  f |
identificativo. Anche per | 6approfondi mento
cromatografie accoppiate alla SM.

A livello applicativo, le tecnich di analisi basate sulla SM delle proteine allergeniche negli alimenti
riportate in letteratura seguono essenzialmente due appRacos(et al., 2004):

A approccio fAdirettoo

A approccio Aindirettobo

C 3.1 RIVELAZIONE DIRETTAI PROTEINE ALLERGENEINTATTE

Questo approccio si basa sulla separazione cromatografica seguita dalla rivelazione e dalla

guantificazione dell e proteine fAintatteo. I n
di proteine allergeniche intatte sono scarsi,anrpt e per | a compl essit”™ de
tendenza a perseguire le analisi su un prodotto della digestione triptica e sulla seguente
identificazione dei pepti di Aimar ker so.

C 3.2 RIVELAZIONE DI PEPOI SPECIFICI COME RKER DI PROTEINE AERGINICHE

Questo approccio, si basa sulla digestione delle proteine con enzimi idrolitici specifici (proteasi),
seguita dalla separazione cromatografica, dalla rivelazione/identificazione e quantificazione di
peptidi marker caratteristici della proteina ceaca&i caratterizzano quindi peptidi marker specifici

che possano indirettamente portare all éident.
al cune probl emati che) del |l 6all ergene nella m
utilizzato del primo, principalmente perché i peptidi (molecole a basso peso molecolare) sono piu
facilmente separabili delle proteine (molecole ad alto peso molecolare). Sempre a causa delle
diverse dimensioni, i peptidi possono essere rivelati dalla SM con onagginsibilita, anche se un
fattore potenziale di errore viene introdotto
che ovviamente deve essere quantitativa sulla proteina target, al fine di fornire risultati affidabili.

Ulteriori informadoni sulla spettrometria di massa applicata allo studipo degli allergeni sono
riportate in Allegato C.3.

C 4 - CRITERI DI VALIDAZNE ED ACCETTABILITBELLE METODICHE ANWKILCHE

Nel corso di questi ultimi anni, diverse metodiche analitiche per la ridexglaallergeni sono state
oggetto di studi di validazione intra e interlaboratorio.

Da quanto emerge da questi studi si evidenzia la notevole difformita delle procedure utilizzate nei
protocolli di validazione, soprattutto per quanto riguarda la premar@ziei campioni fortificati, i
livelli di arricchimento scelti e i materiali di riferimento utilizzati.

Allo scopo di armonizzare a livello internazionale le procedure di validazione dei metodi per
rendere confrontabili tra loro i risultati ottenuti @l kontempo, cercare di individuare i requisiti di
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rendimento cui tali metodi debbono rispondere, diversi organismi del settore hanno pubblicato
specifiche linee guida.

Il Codex Alimentarius nel 2010 ha stabilito linee guida (CAC/GL2040) relative ai dteri di
prestazione e validazione dei metodi per la rivelazione, identificazione e quantificazione di
specifiche sequenze di DNA e specifiche proteine negli alimenti. Nelle linee guida sono inseriti
allegati che contengono indicazioni sulla validazione ipmetodi PCR ed immunochimici, sia
gualitativi che quantitativi.

Mentre le linee guida del Codex non sono state sviluppate specificamente per la ricerca degli
allergeni, a livello comunitario, nel 2009, sono state elaborate due norme, che prendono in
considerazione gli aspetti generali dei metodi di tipo immunologico (ELISA) e di biologia
molecolare (PCR), utilizzate per la determinazione degli allergeni negli alimenti.

Nella norma UNI EN 15633 (2009) A Ri cer c a di all ergeni al i
immunol ogi ci 6 sono contenute diverse indicazi
della proteina target, alla creese at t i vi t ~ verso target anal ogh

risultato finale, in termini sia di quantita totale (kg di alimento allergenico o in termini di
proteina con un idoneo fattore di conversione per trasformarla in peso totale di alimento allergenico.

Vengono inoltre riportati al cuni el ement i Cc he
(bianco,materiale di riferimento o standard analitico, campioni di controllo negativo e/o positivo) e

i parametri di validazione che devono essere valutati: LOD (Limit of Detection), RSD (Relative
Standard Deviation) di campioni replicati (che non dovrebbe stg#r20%), RSD degli standards

e dei campioni di controllo.

In aggiunta viene sottolineato che le matrici utilizzate negli studi di validazione dovrebbero mimare
guanto piu possibile i campioni reali.

La norma UNI EN 15634 (2009)fi Ri c er c a dimentailmedantg metodi didiologia
mol ecol aredo, oltre alle indicazioni su ambi en
punti che devono essere sottoposti a validazione:

- estrazione e purificazione del DNA: i parametri fondamestatio la purezza, la concentrazione,

l 6i ntegrit’ ™;

- amplificazione del DNA: i parametri fondamentali sono la specificita della sequenza di DNA
target, il disegno dei primer, la presenza di numerosi controlli;

-met odi per | 6identificazione del prodott o;

-interpretazione ed espressione dei risultati,
(LOD), sia che la determinazione sia quantitativa (LOQ, Limit of Quantification).

Successivamente e stata pubblicata la norma UNI EN 183320) in cui vengono riportate
definizioni e linee guida relative alle metodiche cromatografiche i(LMS), immunochimiche e
guelle basate sul DNA.

! documento riporta in modo pi%¥b specifico i1
dei materiali diriferimento e per la selezione dei metodi. Vengono inoltre fornite indicazioni
dettagliate sui principi gener ali da seguire

metodi e nella stesura delle procedure e dei rapporti di prova.
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La normanon riporta le tecniche di campionamento, altro punto focale per la ricerca effettiva ed
attendibile della presenza di allergégmgredienti allergizzanti negli alimenti.

Alcuni esperti, sotto gli auspici della Presidential Task Force on Food Allergens geAOAC e ¢
il contributo attivo dell 6Al Il ergen Working G
hanno prodotto una linea guida per lo sviluppo e la validazione dei metodi ELISA per la
determinazione quantitativa degli allergeni (Abbott et a010). Tale linea guida € stata
successivamente inserita nei Metodi Ufficiali AOAC (Appendice(MPAC International, 2016)

Il documento contiene indicazioni sia di carattere generale applicabili a tutti gli allergeni che
indicazioni specifiche riguardanblu ov o e i | l atte. Le indicazion
una serie doéinformazioni che debbono obbligat
a validazione:

- informazioni sull danticorpo uti lturedelasua nel
proteina target (singola/multipla, frazionata/modificata/sintetizzata ecc);

- lista delle derrate testate per la reattivita crociata, con particolare riferimento a quelle che
sono geneticamente simili alla derrata allergenica target e aequedl € piu probabile
possano contenere | 6allergene in esame (p
specifiche a cui fare riferimento);

- informazioni sulle sostanze utilizzate per calibrare il kit (informazioni sulle sue
caratteristiche, sullarpparazione e standardizzazione, sui trattamenti tecnologici eventuali
ecc.) e sul modo in cui vengono espresse le loro concentrazioni (alimento in toto o contenuto
proteico totale ecc);

- informazioni sulle matrici a cui il metodo e applicabile, sulle év&lh matrici che possono
dar luogo a difficolt”™, e sullo stato dell
cotto o entrambi);

- dati relativi a uno studio di validazione condotto da un singolo laboratorio in cui siano stati
verificati: le arve di calibrazione, LOD, LOQ e limite inferiore di applicazione (LLA).
Questodbultimo dato pu, essere superiore al
produttore sconsiglia o non raccomanda | 6u

- robustezza;

- shelflife dei reagenti forniti (data di scadenza del test e informazioni sulla variabilita tra
lotti);

Lo stesso documento indica inoltre gli elementi chiave per le validazioniahi@ratorio:

- numero di laboratori richiesto (min. 8, di cui non piu di ¥ appartenalie stessa
organizzazione)

- numero di matrici (min. 2), livelli di concentrazione (min. 4 per matrice, di cui uno pari a
zero e uno O 2 volte LLA) e di repliche (m

- criteri di accettabilita dei recuperi (ideali 8@20%,accettabili 56 150%)

- dati statistici da calcolare (outliers, media, accuratezza, ripetibilita e riproducibilita, LOD e
LOQ), con indicazioni sul modo di ottenerne la stima

- caratteristiche generali dei materiali di riferimento e materiali specificiitizzate nel caso
dell a ricerca dell 6uovo (polvere doéuovo NI
NIST RM 1549)
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- metodi per la fortificazione dei campioni da utilizzare per il calcolo dei recuperi (uso di
Ai ncurred sampl e sltérnativar aggiupta d&i guartite. hote dicalleigane aa
ciascuna porzione test del campione in esame, utilizzando per la fortificazione materiali di
riferimento in toto in entrambi i casi)

- matrici di interesse (preferibilmente quelle che e piu probabile siantaminate e lista di
quelle consigliate per latte e uovo).
Nel 2016 la AOAC ha pubblicato uno standard (SMPR 2016.002) che descrive i requisiti minimi
raccomandati per i metodi basati sulla spettrometria di massa, utilizzati nella determinazione degli
allergeni nei prodotti finiti e negli ingreelnti (Paez et gl2016). Nella Bbella6é vengono riportati i
requisiti di prestazione del metodo per uovo, latte, arachidi e nocciola. Lo standard fornisce inoltre
esempi di materiali di riferimento appropriati.

Tabella 6- Requisiti di prestazione del metodo di spettrometria di massa SMPR®20{B&#X2et
al., 2016)

Allergene

Parametri uovo intero latte arachidi nocciole
Range analitico, ppm 10-1000 10-1000 10-1000 10-1000
MQL?, ppnf 05 010 010 010
MDL", ppnf 01. 65 03 03 03
Recupero, % 60-120 60-120 60-120 60-120
RSD , % 020 020 020 020
RSDz, % 030 030 030 030

& Method Quantitation Limit: minima concentrazione o massa di analita in una data matrice che puo essere riportato
come risultato quantitativo

 Met hod Detection Limit: concentrazione minima dell da
99%
“riportato come ppm dell dallergene target nella derrat

Nel 2016 e 2018 sono stati pubblicati due altri standard che descrivono i requisiti minimi di
prestazione per metodi ELISA per la determinazione di uovo e latte (SMPR® 201 7S02P0R®
2018.003)Tabelle 7 e 8)
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Tabella 7 - Requisiti di prestazione del metodo ELISA SMi2R17.020(AOAC International,

2017)

Tabella 8 - Requisiti di prestazione del metodo ELISA SMPR®2018.@33AC International,

2018)

c

Italia 2018

di indiri

Parametri Criteri mi ni di a
Range analitico, ppfn Limite inferiore O 5
Limite superiore O 10
LOQ, ppn? 05
LOD, ppnf 05
Recupero, % 50-150
RSD , % 020
RSD:, % 030
ppm uovo essiccato
Vedi Annex A: Scelta del LOD/ LOQ per
ELISA
determinato usando campi oni Aincurredod

Parametri Criteri minimi di accettabilita per il latte

Range analitico, ppin Limite inferiore O 10
Limite superiore O 20

LOQ, ppnf 010

LOD, ppnf 010

Recupero, % 50-150

RSD , % 020

RSD:, % 030

#ppm latte scremato essiccato

ZZ7ZO0 e

a

®Vedi Annex I: Scelta del LOD/LOQ per la quantificazione del latte mediante metodi ELISA

‘determi nato

usando
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Infine il Ministry of Health, Labor and Welfare giapponese oltre ad aver stabilito un valore soglia
per | 6eti chettaturm/ gor(rpiessppondentper oteilnla SO
all ergenico/ peso dell 6al i me atd oe) 2006 elelle linee tguida g |

ufficiali in cui sono descritti i criteri per i protocolli di validazione interlaboratorio per le metodiche
ELISA e PCR sia qualitative che quantitative (Sakai et2413). In breve i protocolli devono
rispondere ai seguemequisiti:

Metodi quantitativi

- numero di laborato# 8
- numer o di Ai nPburred sampl eso
- numero di livelli di fortificazion€ 1 (incluso 101g/qg)
- recupero 5.50%
- riproducibilita, RS ¢ 25%
Metodi qualitativi

- numero di laboratof 6
- numero deéednins axabplr e s o
- numero di livelli di fortificazione2 2, inclusi controllo negativo (bianco) e controllo
positivo (10nmg/qg)
- precisione O 90%
Nelle linee guida sono anche specificati e standardizzati i materiali di riferimento, le soluzioni
estraenti e Iprocedure di estrazione.

Nonostante la mancanza fino ad oggi di specifiche normative universalmente accettate, i documenti
sopra citati forniscono alcuni requisiti minimi accettabili per valutare la qualita delle analisi mirate
all a i ndi v iredient alergemcenedl alimeng, permettendo, di fatto, di programmare
nel prossimo futuro una armonizzazione degli approcci analitici, a livello nazionale ed
internazionale.

Nella Tabella 9vengono schematizzati i principali vantaggi e svantaggi delle tecniche analitiche
descritte.
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Tabella 9 Principali vantaggi e svantaggi delle tecniche analitiche utilizzate nella ricerca di

allergeni

Cl1.1 METODI ELISA:
VANTAGGI

semplicit”™ déuso

tempi brevidi analisi

sensibilita elevata

buona riproducibilita tra lo stesso Kit svantaggi

scarsa riproducibilita con Kit diversi

mancanza di materiali di riferimento certificati
personale esperto e dotazione di laboratorio adeguata

C1.2. LATERAL FLOW TEST
VANTAGGI

1 risposta qualitativa pochi secondi/minuti
i costo relativamente basso

1 non richiede strumentazione

9 non richiede personale formato

C1.3. IMMUNOBLOTTING
VANTAGGI

9 elevata capacita risolutiva

1 elevata specificita

1 individuazione di crosseattivita o legamaspecifici
SVANTAGGI

i tecnica analitica complessa

I personale molto esperto.

C2 METODI DI BIOLOGIA MOLECOLARE
VANTAGGI

1 specificita di reazione

=A =4 =4 =48 -89

9 tempi di esecuzione brevi
SVANTAGG
1 scarsa riproducibilita intekit ottenibile da kit preallestiti diversi

1 elevatacomplessita della fase di estrazione,

C3 METODI CROMATOGRAFICI E SPETTROMETRIA DI MASSA
VANTAGGI
1 Elevata capacita risolutiva
9 Elevata sensibilita
SVANTAGGI
i Tecnica analitic@omplessa
1 Personale esperto
1 Costi elevati
)l

Poco idonea per controlli routinari

T individuazi one del DNA (potenzial e

pr

79

e



Allergie alimentari esicurezza del consumator® o c u me nt o

Italia 2018

di

i ndi

roi

ZZO

ALLEGATI

ALLEGATCQA 4.1 - ALLERGENI DI ORIGINEEGETALE

Caratteristiche molecolari dei principali allergeni del frumento (
ricerche approfondite in banche dati

Triticum aestivum ) e riferimenti per

Allergene Nome della proteina Peso zlr;:)ecolare Banca dati ﬁ;grig: REgS
Allergome 767

Tria 12 Profilina 14.224 GenBank X89825
UniProt P49232

o Allergome 1059

mate | TSRO | et | Gendanc | Fnsisas
UniProt D2T2K2
Allergome 650

Tria 18 Agglutinin isolectin 1 21.239 GenBank M25536
UniProt P10968
Allergome 3677

Tria 19 Gliadina omeg#b 53.02%’ GenBank AB181300
UniProt Q40215
Allergome 2683

Tria 25 Tioredoxina 13.355° GenBank AJ404845
UniProt QILDX4
Allergome 2898

Tri a 26 ST, Gl 90.293 GenBank | X12928

molecolare
UniProt P10388
U= UNIPROT
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Caratteristiche molecolari dei principali allergeni dell'arachide (

ricerche approfondite in banche dati

Italia 2018

di i ndi

Arachis hypogaea) e riferimenti per

r

ZZ7ZO0

Peso molecolare i
Allergene Nome della proteina Banca dati C;od|ce el
(Da) ricerca
) R Allergome 50
Cupina (vicilirtlike,
Arah 1 ) 71.348' GenBank L34402
7S globulina) )
UniProt P43238
) Allergome 51
Conclutina7
Arah 2 i 20.114 GenBank AY007229
(2S Albumina) :
UniProt Q6PSU2
e Allergome 52
Glicinina (leguminlike .
Ara h 3 " ' GenBank AF093541
11S globulina) (frammento) _
UniProt 082580
Allergome 54
Arah5 Profilina 14.05¢ GenBank AF059616
UniProt Q9S0Q19
) Allergome 55
Conglutina
Ara h 6 ) 16.92¢' GenBank AF092846
(2S albumina) :
UniProt Q647G9
) Allergome 56
Conglutina
Arah7 ) 18.418 GenBank AF091737
(2S albumina) )
UniProt Q9SQH1
Patogenesigelated Allergome Loty
Arah 8 protein, PR10, Bet v 1 16.952 GenBank AY328088
G ey UniProt Q6VT83
Non-specific lipid- Allergome 742
Arah9 transfer protein 11.65¢ GenBank EU159429
tipo 1(LTP) UniProt B6CEX8
Allergome 5758
Ara h 10 Oleosinal 17.753 GenBank AY722694
UniProt Q647G5
Allergome 5760
Arah 11 Oleosinal 14.308 GenBank DQO097716
UniProt Q45W87
Allergome 10187
Ara h 12 Defensina 5.184 (MS)* GenBank EY396089
UniProt -
) Allergome 10189
Ara h 13 Defensina 5.472 (MS)*
GenBank EY396019
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