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Riassunto

Premesse. La diagnosi dell’allergia a farmaci pre-
senta molte difficolta ed incertezze. Recentemen-
te sono stati proposti metodi che utilizzano mar-
catori di attivazione dei basofili, evidenziabili in
citofluorimetria dopo incubazione delle cellule in
vitro con il farmaco.

Metodi. Nel nostro studio abbiamo analizzato i
risultati ottenuti con questa metodica nella dia-
gnosi delle reazioni di ipersensibilita a farmaci.
La popolazione studiata ¢ stata costituita da 138
pazienti consecutivi con reazioni avverse da far-
maci ed un gruppo di volontari sani. Il gruppo A
consiste in 92 pazienti con reazione allergica de-
terminata da antibiotici betalattamici (BLAT); il
gruppo B da 46 pazienti con ipersensibilita a
NSAID. I1 gruppo di controllo da 30 volontari che
non avevano mai avuto reazioni allergiche a far-
maci e che avevano nell’ultimo anno assunto
NSAID e BLAT (gruppo C). L’attivazione dei
basofili € stata valutata in citofluorimetria utiliz-
zando come marker il CD63. Gli allergeni testati
sono stati: Metamizolo, Aspirina, Ibuprofene e
Acetaminofene per i NSAID; Penicillina G, Peni-
cillina V, Amoxicillina, Ampicillina MDM, PPL e

Summary

Flow cytometric basophil activation test in pa-
tients with allergic or pseudoallergic reactions to
betalactamic antibiotics and non steroidal anti in-
flammatory drugs

Background. The diagnosis of hypersensivity drug reac-

Cefuroxime per i BLAT. Sono stati considerati
positivi gli allergeni con una attivazione dei ba-
sofili almeno doppia rispetto al controllo negati-
vo del paziente.

Risultati. Nel gruppo A 58 su 92 pazienti erano
positivi ad almeno uno dei farmaci testati (sensi-
bilita = 63,0%; 95%CI 53,6-72,5). Nel gruppo B
30 su 46 pazienti presentavano attivazioni signifi-
cative dei basofili (sensibilita = 65,2; 95%CI 55,9-
74,5). Nel gruppo C 4 pazienti erano positivi ai
BLAT e 7 ai NSAID. La specificita del test nei
confronti dei farmaci testati ¢ stata quindi 86%
(95°%CI 80,00-93,33) per i BLAT e di 76,7 (95%
CI 68,4-84,9) per i NSAID. Il valore predittivo
positivo ¢ risultato 93,5 (95%CI 88,7-98,4) per i
BLAT e 81,1 per i NSAID (95%CI 73,4-88,8). 11
valore predittivo negativo ¢ risultato 43,3 (95%
CI 33,6-53,1) per i BLAT e 60,5 per i NSAID (95%
CI 50,9-70,1).

Conclusioni. I risultati ottenuti evidenziano, la sen-
sibilita del metodo rispetto agli altri test in vitro
e la sua capacita di diagnosticare anche le reazio-
ni pseudoallergiche ma i dati sulla specificita sug-
geriscono la necessita di una attenta valutazione
clinica.

tions may be difficult and uncertain. Recently, new dia-
gnostic tools has been introduced. They measure acti-
vation markers of human basophil by the use of cyto-
fluorometry after in vitro incubation of these cells with
drug. We analysed the results obtained by these tool in
the diagnosis of hypersensivity drug reaction.
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Methods. We studied 138 patients who suffered from
hypersensivity drug reactions [92 out of 138 had had
an hypersensivity rection caused by betalactamic anti-
biotics (group A) and 46 by NSAIDs (group B)| and
30 volunteers (group C) who had never had hypersen-
sivity reactions. All of the healthy subjects had under-
taken NSAID and antibiotics in the last 12 month.
Basophil activation has been studied by cytofluometry
using CD63 as a marker. Tested allergenic antigens were:
metimazol, ASA, ibuprofen, paracetamol (as NSAI-
Ds) and penicillin G, penicillin V, amoxicillin, ampicil-
lin, eMDM, PPL,, cefuroxime, as betalactamic antibio-
tics (BLAT). Basophil activation was considered posi-
tive when we found out at least a doubled reaction
respect to the control group.

Results. In group A, 58 patients out of 92 resulted po-
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sitive for at least one of the studied drugs (sensitivity =
63,05 95%CI 53,6-72,5). In group B, 30 out of 46 pre-
sented significant basophil activation (sensitivity = 65,2;
95%CI 55,9-74,5). In group C, 4 patients were positi-
ve for BLAT and 7 for NSAID. Specificity was res-
pectively 86,7 (95%CI 80,0-93,3) for BLAT and 76,7
(95%CI 68,4-84,9) for NSAID. The positive predicti-
ve value was 93,5 (95%CI 88,7-98,4) for BLAT and
81,1 for NSAID (95%CI 73,4-88,8). The negative pre-
dictive value was 43,3 (95%CI 33,6-53,1) for BLAT
and 60,5 for NSAID (95%CI 50,9-70,1).

Conclusions. Our data show a good diagnostic capacity
of pseudo-allergic reaction by basophil activation, but
specifity values suggest that we need more attention
for a correct clinical evaluation.

Key words: CAST, CDG63 expression, in vitro diagnosis.

Introduzione

L’identificazione degli antigeni responsabili di rea-
zioni allergiche ¢ essenziale sia ai fini diagnostici, sia per
impostare misure efficaci di prevenzione nei riguardi
di queste manifestazioni. I protocolli diagnostici pre-
vedono, nella maggior parte dei casi, una accurata rac-
colta dei dati anamnestici, dei tests 7z vivo e dei tests di
laboratorio. Per quanto riguarda la diagnostica delle
reazioni allergiche a farmaci, 1 tests z vivo non sono
privi di rischi e possono determinare sia falsi positivi
che falsi negativi. Notevolmente carente ¢ la diagnosti-
ca di laboratorio. Classicamente, infatti, in laboratorio
vengono ricercate IgE specifiche per allergene. Nel
caso dei farmaci, sono disponibili e scientificamente
validati immunodosaggi per pochi farmaci, non mol-
to sensibili e che tendono a negativizzarsi in poco tem-
po. Alcuni farmaci, in particolare gli anti infiammatori
non steroidei (NSAID), possono d’altronde indurre
degranulazioni delle cellule effettrici mediate da leuco-
trieni, complemento, per azione diretta del farmaco o
comunque non da IgE. Oltre al dosaggio di IgE spe-
cifiche sono disponibili altri test di modesta diffusione
nei laboratori di allergologia, che potrebbero ampliare
le possibilita diagnostiche'. Negli ultimi anni sono com-
parsi nella letteratura scientifica un certo numeri di stu-
di che hanno evidenziato il potenziale uso della
citofluorimetria nella diagnostica 7z vitro delle allergo-
patie*™. La base su cui si fondano questi test ¢ la di-
mostrazione di un cambiamento del fenotipo di mem-
brana dei basofili attivati dopo incubazione 7 vitro con
Iallergene. Sono stati identificati diversi marcatori di
membrana dei basofili che in corso di attivazione van-
no incontro ad up o a down regulation. I marcatori
maggiormente studiati sono il CD63 ed i1 CD203c.

11 CD63 (gp53) ¢ una tetraspanina presente in diffe-
renti cellule (es. basofili, monociti, mastociti, piastrine).
E’ contenuta in granuli intracitoplasmatici e in corso di

attivazione viene espressa con grande densita sulla su-
perficie cellulare™*". 11 CD203c (neural cell surface
differentiation antigen E-NPP3 PD-1 b B10,
gp130PD-1 b B10, gp130 RB13-06), ¢ espresso esclu-
sivamente sui basofili, sui mastociti e sulle cellule loro
progenitrici ed ¢, similmente al CD63, sovraespresso
in corso di attivazione di questi tipi cellulari'’2*.

Un aspetto che ¢ inoltre largamente discusso ¢ I'uti-
lizzo della IL-3. Questa citochina si ¢ dimostrata in gra-
do di incrementare la sensibilita del test, anche se a di-
scapito della specificita®™ .

In questo studio abbiamo valutato un kit commer-
ciale (Flow-Cast), in un gruppo di pazienti che aveva-
no manifestato reazioni allergiche ad antibiotici beta-
lattamici (BLAT) e ad anti infiammatori non steroidet,
(NSAID), in confronto al dosaggio delle IgE specifi-
che commercialmente disponibili.

Lo scopo del nostro studio ¢ stato valutare la pre-
stazioni del Flow Cast alla luce di un suo possibile uti-
lizzo clinico nella diagnostica delle reazioni allergiche o
pseudoallergiche a NSAID ed a BLAT.

Materiali e metodi

La popolazione studiata ¢ stata formata da 138 pa-
zienti consecutivi, 92 di questi avevano sofferto di una
reazione allergica documentata sicuramente riferibile a
BLAT, in 89 si era trattato di sindrome orticatia-an-
giodema (SOA), in 3 casi di Shock Anafilattico (grup-
po A); 46 pazienti avevano sofferto di SOA sicura-
mente riferibile ad un farmaco del pannello di NSAID
testati (gruppo B). E stata scelta come popolazione di
controllo un gruppo di 30 donatori volontari, di cui
15 affetti da allergopatie respiratorie, che non avevano
mai avuto reazioni allergiche a farmaci e che avevano
nell’ultimo anno assunto NSAID e BLAT (gruppo C).

I gruppo A era formato da 38 uomini e 54 donne,
eta media 30.1 anni (range 4-69). Il gruppo B era for-
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mato da 18 uomini e 28 donne, eta media 31.61 anni
(range 7-60). 1l gruppo C era formato da 14 uomini e
16 donne, eta media 32.6 anni.

I pazienti dei gruppi A e B sono stati selezionati dopo
un’attenta valutazione anamnestica e con i seguenti cri-
teri di inclusione: reazione insorta entro due ore dal-
Passunzione del farmaco, nessun altro farmaco assun-
to nelle 24 ore precedenti, SOA avvenuta solamente in
occasione dell’assunzione del principio attivo. Le rea-
zioni allergiche erano avvenute da 1 mese a 2 anni pri-
ma dell’esecuzione del test. In 14 pazienti del gruppo
A e 5 pazienti del gruppo B, che avevano assunto nuo-
vamente il principio attivo la reazione si era ripetuta.
Nessuno dei pazienti ¢ stato sottoposto, a diagnostica
in vivo prima dell’esecuzione dei tests 7 vitro, secondo le
indicazioni del comitato etico.

B’ stato utilizzato il kit commerciale Flow Cast (Bthl-
mann Laboratories AG, Schénenbuch, Svizzera). Il kit
utilizza il CD63 come marcatore di attivazione dei ba-
sofili e prevede I'utilizzo di un tampone contenente
IL-3 nelle fasi di isolamento delle cellule ed incubazio-
ne con I'allergene. I tests sono stati eseguiti seguendo le
istruzioni del produttore. Sono state inoltre seguite le
seguenti procedure: 1) i campioni sono stati processati
entro un’ora dal prelievo, 2) i reagenti sono stati utiliz-
zati entro una settimana dalla apertura del kit, 3) tutta la
procedura fino al termine della incubazione dei cam-
pioni con P'allergene ¢ stata eseguita sotto cappa a flus-
so laminare preventivamente bonificata e resa latex-
free.

La lettura citofluorimetrica ¢ stata effettuata a 488
nm sul citofluorimetro FACSSCAN 1I equipaggiato
con laser 15 nW argon (Becton Dickinson, Franklin
Lakes, NJ, USA) e 'analisi effettuata con il software
Cell Quest. Sono stati utilizzati gli allergeni disponibili
dalla Bithlmann ad eccezione della preparazione com-
merciale Rocefin (Roche Ltd, Basilea, Svizzera), utiliz-
zato nelle diluizioni seriali da 50 a 1000 mcg/ml in un
paziente che era andato incontro a shock anafilattico in
seguito alla sua somministrazione.

Gli allergeni Bithlmann utilizzati sono stati: penicilli-
na V, penicillina G, amoxicillina, ampicillina, PPL,
MDM, cefuroxime, per quanto riguarda i BLAT; ibu-
profene, metamizolo, aspirina e acetaminofene per
quanto riguarda i NSAID. Per ogni paziente ¢ stato
eseguito un controllo negativo, incubando le cellule solo
con il tampone con 1L-3 e un controllo positivo, incu-
bando le cellule con un anti IgE. Sono stati considerati
positivi gli allergeni che determinavano una attivazione
superiore al 5% dei basofili ed almeno doppia rispetto
al controllo negativo.

Sono state determinate le IgE specifiche per ampi-
cillina, amoxicillina, penicilloyl G, penicilloyl V su stru-
mentazione Immulite 2000 (DPC, Los Angeles, USA),
Cefaclor su Unicap system (Phadia, Uppsala, Svezia),
acido acetil salicilico e pirazolone su Eneasystem (Bio-
allergy, Roma). E’ stato inoltre dosato 'ECP sierico
(DPC, Immulite 2000) in tutti i pazienti dei gruppi ana-
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lizzati.

Sono stati quindi successivamente effettuati tests
vivo, dal prick test alla somministrazione della dose te-
rapeutica, per quei farmaci che determinavano attiva-
zioni inferiori al 5% ed al doppio del controllo negati-
vo.

Risultati

Nel gruppo A 58 su 92 pazienti erano positivi con il
Flow Cast ad almeno uno dei farmaci testati (sensibili-
ta = 63.0; 95%CI 53,6-72,5). 36 pazienti sono risultati
sensibili al PPL, 34 al’MDM, 28 all’amoxicillina, 26
all’ampicillina, 14 alla penicillina G, 22 alla penicillina V
e 18 al Cefuroxime. Solamente in 13 casi il risultato ¢
stato positivo per un singolo farmaco: 6 PPL, 3 MDM,
2 amoxicillina e 2 penicillina G. II prospetto delle posi-
tivita ai BLAT ¢ presentato in dettaglio nella Tabella I.
Nel gruppo C 4 pazienti presentavano attivazioni su-
periori al cut-off stabilito: 2 all’ampicillina, 1 all’amo-
xicillina ed uno al PPL. La specificita del test ¢ stata
pati quindi a 86,7 (95%CI 80,00-93,3). Nessuno dei
tubi con le diluizioni di Rocefin ha determinato attiva-
zione significativa del basofili. Le IgE specifiche sono
risultate positive ad almeno uno dei farmaci testati in
24/92 casi (sensibilita = 26,1; 95%CI 17,5-34,7), ed in
nessun caso del gruppo di controllo. La maggiore con-
cordanza si ¢ avuta per ampicillina (test di concor-
danza k di Cohen = 0.76). La correlazione tra Flow
Cast ed IgE specifiche ¢ stata r = 0.46 ed in nessun
caso si ¢ riscontrata negativita al primo e positivita al
secondo test. Nel gruppo B 30 su 46 pazienti presen-
tavano attivazioni significative dei basofili con il far-
maco responsabile della reazione (sensibilita = 65,2;
95%CI 55,9-74,5). 18 risultavano sensibili alla lys-aspi-
rina, 12 allibuprofene, 10 al metamizolo, 9 all’acetami-
nofene. In 20 casi Pattivazione dei basofili ¢ stata in-
dotta da un singolo farmaco: 12 dalla lys-aspirina, 4
dall’ibuprofene, 2 dal metamizolo, 2 dall’acetaminofe-
ne. Il prospetto delle positivita ai NSAID ¢ presentato
in dettaglio nella Tabella II. Nel gruppo C in 7 casi si
registrava una attivazione superiore al cut-off stabilito
per i farmaci lys-aspirina (3 casi), metamizolo (2 casi),
ibuprofene (2 casi). La specificita del test nei confronti
dei NSAID ¢ stata quindi del 76,7 (95%CI 68,4-84,9).
11 valore predittivo positivo ¢ risultato 93,5 (95%CI
88,7-98,4), per i BLAT e 81,1 per i NSAID (95%CI
73,4-88,8). 1l valore predittivo negativo ¢ risultato 43,3
(95%CI 33,6-53,1), per i BLAT e 60,5 per i NSAID
(95%CI 50,9-70,1).

Le IgE specifiche per NSAID sono risultate positi-
ve in 1 paziente del gruppo B (ac. acetil salicilico), ed in
nessuno del gruppo C. La correlazione tra i livelli di
attivazione del controllo positivo e n. di sensibilizza-
zioni ¢ stata di + = 0.0866 per i BLAT e di r = -0.335
per 1 NSAID. IECP sierico ¢ stato trovato tenden-
zialmente elevato nei pazienti con attivazione basale >
15%, ma la correlazione tra questi due parametri ¢ sta-
tar = 0.26.
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Tabella I. Prospetto delle positivita riscontrate ai BLAT.

Clinica Penicillina G Penicillina 1 MDM PPL Amoxicillina — Ampicillina — Cefuroxime

SOA - - + - - - -
Anafilassi + + +
SOA - -
SOA - - - - +
SOA - - -
SOA - +
SOA - -
SOA -
SOA +
SOA - - -
SOA - - -
SOA - + - - - -
SOA - -
SOA - - -
SOA +
SOA -
SOA - -
SOA - -
SOA
SOA
SOA - -
SOA -
SOA +
SOA - - -
SOA - -
SOA - -
SOA + -
SOA - -
SOA - - - -
SOA - - -
SOA - +
SOA + - -
SOA -
SOA -
SOA - - -
SOA - - -
SOA - +
SOA - -
SOA - -
SOA +
SOA -
SOA -
SOA - -
SOA -
SOA
SOA
SOA -
SOA +
SOA - -
SOA - -
Anafilassi + -
SOA + - - - - - -

+ o+ + o+
+ o+ o+
+ o+

+ o+ o+
+ o+ o+
+ o+ o+

+ o+
+ o+
+ o+ + o+ o+ +
o4+ 4+ |
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| + o+

+ o+
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+
+
+
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+ o+ Co
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s e

+ o+
+ o+

+
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SOA=sindrome orticaria-angioedema; PPL= benzylpenicilloyl-polylisine: MDM= minor determinant mixture
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Tabella II. Prospetto delle positivita tiscontrate ai NSAID.
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Clinica Lbuprofene

Metamizolo

Acetaminofene Lys-Aspirina

SOA +
SOA -
SOA -
SOA +
SOA -
SOA -
SOA -
SOA
SOA
SOA -
SOA -
SOA +
SOA -
SOA +
SOA -
SOA +
SOA -
SOA -
SOA +
SOA -
SOA +
SOA +
SOA +
SOA -
SOA -
SOA -
SOA -
SOA -
SOA -
SOA +

+ +

+ + + + + + + +

+ 4+ 4+ + 4+ +

SOA=sindrome orticaria-angioedema

In entrambi i gruppi di pazienti, la risposta non ¢
stata apparentemente influenzata dal tempo trascorso
dalla reazione allergica, in quanto si sono avute risposte
positive anche nei casi di reazioni risalenti a 2 anni pri-
ma.

I tests in vivo effettuati in base ai criteri di scelta in
precedenza citati, in 26 pazienti con BLAT ed in 20
con NSAID, sono risultati negativi.

Discussione

I risultati ottenuti mettono in evidenza nel caso dei
BLAT, una sensibilita del Flow Cast superiore rispetto
ai risultati riportati in letteratura ed una specificita leg-
germente infetiore® %, Utilizzando un cut-off patia 3
volte il controllo negativo, i valori di sensibilita e speci-
ficita diventano pari rispettivamente al 47,83% ed al
96,67%, quindi simili ai dati della letteratura. Nel caso
dei NSAID, la sensibilita riscontrata ¢ simile a quanto
tiportato da Sanz et al.’*® con una specificita infetiore.
In ogni caso benché la sensibilita riscontrata non ¢ ele-

vata, i risultati ottenuti 7 »ivo sono notevolmente pro-
mettenti, non avendo riscontrato alcun evento avverso
alla somministrazione del farmaco nei pazienti negativi
al test, secondo 1 criteri precedentemente riportati. 11
Flow Cast puo, a nostro parere, vantaggiosamente €s-
sere utilizzato per ridurre le probabilita pretest di avere
reazioni indesiderate al test di provocazione. Grande
attenzione bisogna porre, pero, all’eliminazione di tutti
quei fattori che possono indurre false attivazioni 7 vi-
tro. A questo proposito, i livelli basali di attivazione non
riflettono necessariamente una recente risposta allergi-
ca, come dimostrato dalla scarsa correlazione esistente
con PECP sierico. L’attivazione elevata del controllo
positivo ¢ stata considerato segno di “alterato relea-
sing” dei basofili, e quindi di una certa aspecificita della
risposta. Sarebbe stato da aspettarsi, quindi, una corre-
lazione con le plurisensibilizzazioni. Non abbiamo tro-
vato alcuna conferma di questa ipotesi, anzi la correla-
zione riscontrata coni BLAT ¢ inesistente ed addirittu-
ra tendenzialmente negativa con i NSAID. Questa classe
di farmaci determina frequentemente reazioni di iper-
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sensibilita non con un meccanismo anticorpo-media-
to. Il Flow Cast rileva questo tipo di reazioni. Dato che
il meccanismo non ¢ determinato da una reazione di
tipo antigene-anticorpo ma ¢ connessa al meccanismo
di azione dei NSAID ci sarebbe stato da aspettarsi con
frequenza una risposta multipla principi attivi saggiati,
al contrario spesso l'attivazione ¢ stata determinata da
un singolo farmaco. Nel caso dei BLAT, al contrario,
le risposte multiple sono risultate piu frequenti rispetto
ai NSAID. Per quanto riguardo il tempo trascorso dall’
evento acuto, la distanza di due anni sembra ininfluente
sull’esito del test, anche se su questo aspetto sono ne-
cessari ulteriori studi.

L'utilizzo del Flow Cast ¢ vantaggioso dal punto di
vista clinico e rappresenta un notevole passo avanti nella
diagnostica 7 vitro delle reazioni allergiche a farmaci,
ma andrebbe riservato ai centri dotati della necessaria
esperienza ed attrezzati per la corretta esecuzione ed
interpretazione del test. Sono necessari ulteriori studi
utili alla corretta messa a punto e standardizzazione della
metodica ed alla stessa comprensione dei meccanismi
e det limiti del test.
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