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ABSTRACT 

Background: Le allergie alimentari (AA) non-IgE mediate sono caratterizzate dalla presenza 

di sintomi gastrointestinali con esordio subacuto o cronico. In base alle caratteristiche cliniche 

si classificano come: sindrome enterocolitica (FPIES), proctocolite allergica (FPIAP), 

enteropatia (FPE) e disturbi della motilità intestinale (FPIMD) indotti da proteine alimentari. 

La storia naturale ed i meccanismi fisiopatologici di queste condizioni sono ancora poco 

definiti e questo limita la possibilità di definire strategie efficaci per la prevenzione ed il 

management. Lo studio NIGEFA, osservazionale prospettico, ha l'obiettivo di definire le 

caratteristiche cliniche e fisiopatologiche delle AA non-IgE mediate in età pediatrica. 

Metodi: Bambini (ambosessi, età <14 anni, follow-up 24 m) con AA non-IgE mediata, 

diagnosticata secondo i criteri standard presso il Centro di Terzo Livello di Allergologia 

Pediatrica e Gastroenterologia dell’Università Federico II di Napoli. Per lo studio dei 

meccanismi fisiopatologici è stato raccolto un campione di sangue periferico alla diagnosi per 

la valutazione delle popolazioni Th2, Th1, Treg e Th17 e delle relative citochine.   

Risultati: Un totale di 123 bambini (56% maschi) con un'età mediana (IQR) di 150 (60-300) 

giorni sono stati arruolati nello studio. La frequenza delle AA non-IgE mediate è stata: FPE 

(39%), FPIES (17%), FPIAP (16%) e FPIMD (28%). Il 42% dei bambini presentava AA 

multiple al basale e il 64% aveva rischio allergico familiare. Il sesso maschile (Odds Ratio 

(OR)=2,24; IC 95% 1,07-4,71) e il ritardo diagnostico di 1 mese (OR=1,09; 1,01-1,18) 

aumentavano il rischio di sviluppare AA multipla. Il tasso di acquisizione della tolleranza 

immunologica totale a 24 m è stato del 54% [FPIAP (75%), FPIMD (62%), FPE (54%), FPIES 

(24%)]. La presenza di rischio allergico familiare (OR=0,41; 0,19-0,89) e di AA multipla 

(OR=0,24; 0,11-0,51), riduceva la probabilità di acquisire la tolleranza immunologica a 24 m. 

Al follow-up di 24 m, la marcia allergica è stata osservata nel 46% dei pazienti, con tassi simili 

nei quattro fenotipi clinici. La presenza di AA multipla aumentava il rischio di sviluppare 

marcia allergica (OR=2,22; 1,07-4,61) a 24 m. L’analisi delle popolazioni cellulari e delle 

citochine sul sopranatante di cellule mononucleate di sangue periferico stimolate con proteine 

totali del latte, ha mostrato un incremento simile dei linfociti Th2 e dei livelli delle rispettive 

citochine nei pazienti IgE e non-IgE mediati con allergia alle proteine del latte vaccino. Solo i 

pazienti con AA non-IgE mediata mostravano un aumento della popolazione Th1 e dell’IFNγ. 

Conclusioni: Questi dati suggeriscono l'importanza di una diagnosi precoce per prevenire 

l'insorgenza di AA multiple e quindi limitare l’insorgenza di marcia allergica e accelerare 

l'acquisizione della tolleranza immunologica nei bambini con AA non-IgE mediata. Inoltre 

l’incremento dei linfociti Th1 e dell’IFNγ, risultato come marcatore di AA non-IgE mediata, 

potrebbe essere usato nella diagnosi di queste malattie.  
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1. INTRODUZIONE 

 

L’allergia alimentare (AA) deriva da una abnorme risposta 

immunologica agli antigeni della dieta.1 La prevalenza delle AA è aumentata 

significativamente negli ultimi due decenni ed attualmente fino al 10% della 

popolazione pediatrica ne è affetta.2  

In base al meccanismo immunologico le AA vengono distinte nelle seguenti 

forme: IgE-mediate, Non-IgE-mediate e miste. Circa il 50% dei pazienti 

pediatrici affetti da AA presenta una forma non-IgE-mediata.3-4  

Le AA non-IgE-mediate comprendono uno spettro di disturbi che colpiscono 

prevalentemente il tratto gastrointestinale ad esordio subacuto o cronico, e in 

base alle loro caratteristiche cliniche possono essere distinti in: sindrome 

enterocolitica indotta da proteine alimentari (FPIES), proctocolite allergica 

indotta da proteine alimentari (FPIAP), enteropatia indotta da proteine 

alimentari (FPE) e disturbi della motilità intestinale indotti da proteine 

alimentari (FPIMD).5-7  

Gli allergeni più frequentemente coinvolti sono le proteine del latte vaccino, 

soia, riso e pesce. 5-7 

La storia naturale ed i meccanismi fisiopatologici di queste condizioni sono 

ancora poco definiti, e questo limita la possibilità di definire strategie efficaci 

per la prevenzione ed il management.8,9 

Lo studio NIGEFA  (Non-IgE mediated Food Allergy) nasce con l'obiettivo di 

definire le caratteristiche cliniche e fisiopatologiche delle AA non IgE mediate 

in età pediatrica.  
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1.1 Sindrome enterocolitica indotta da proteine alimentari 

La Sindrome enterocolitica indotta da proteine alimentari (FPIES) è la 

forma più severa tra le AA non-IgE e si caratterizza per un’infiammazione a 

carico di tutto il tratto intestinale. 

 

1.1.1 Epidemiologia 

Non vi sono dati precisi sulla prevalenza della FPIES. Uno studio 

prospettico sulla popolazione Israeliana ha riportato che l'incidenza cumulativa 

di FPIES da allergia alle proteine del latte vaccino (APLV) nei bambini entro i 

2 anni di età è dello 0,34%, simile alla prevalenza dell'APLV IgE mediata 

(0,5%) nella stessa popolazione.10  

La FPIES si presenta in genere nei bambini di età inferiore ai 9 mesi. Il latte 

vaccino e la soia, seguiti dai cereali (riso e avena) e pesce, sono gli allergeni più 

comunemente coinvolti  in Europa occidentale e negli USA.11-13 

La FPIES causata da PLV e soia si manifesta generalmente prima dei 6 mesi di 

vita a causa dell'introduzione della formula nella dieta del lattante. La FPIES 

causata da alimenti solidi si presenta in età più avanzata, con una mediana di 5-

7 mesi, in coincidenza con l'introduzione dei primi alimenti solidi con lo 

svezzamento.7,14 

 

1.1.2 Fisiopatologia 

La FPIES è generalmente considerata una malattia mediata dai linfociti 

T. Tuttavia, il ruolo dei linfociti T è stato recentemente messo in discussione, in 

particolare dall’osservazione che la proliferazione delle cellule mononucleate di 

sangue periferico e gli atopy patch test (APT) non sembrano essere utili alla 

diagnosi di FPIES in tutti i soggetti affetti.15-24  
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Inoltre, il ruolo delle cellule T come meccanismo patogenetico tipico di queste 

forme, è stato ulteriormente messo in discussione da dati recenti che mostrano 

simili risposte proliferative dei linfociti T CD4+ dopo la stimolazione con 

caseina nei pazienti con FPIES causata da PLV, nei pazienti con APLV IgE 

mediata e nei soggetti che tollerano il latte vaccino.25-27  

Recenti evidenze hanno inoltre suggerito il ruolo dell'immunità innata nella 

patogenesi della FPIES, in particolare sembrerebbero attivamente coinvolti 

neutrofili, monociti e cellule eosinofile.28-30 

Infine, a supporto dell’ipotesi secondo cui in pazienti con FPIES sia presente un 

meccanismo infiammatorio sistemico, è stato riscontrato un aumento 

significativo dei livelli di PCR dopo il test di provocazione orale (TPO) 

positivo.31,32  

Se i dati sulla patogenesi sono discordanti e ancora poco chiari, i dati sulla 

tolleranza immunologica sembrano convergere verso un ruolo attivo dei 

linfociti T regolatori (T-reg). In particolare, i linfociti T-reg CD4+ CD25+, 

tramite un'azione soppressiva attraverso il contatto cellula-cellula e la 

produzione del TNF-β e dell'IL-10 sarebbero coinvolti nei meccanismi di 

tolleranza nei soggetti con FPIES.20,26   

 

 

1.1.3 Manifestazioni cliniche 

Nel 2017 sono state pubblicate le prime linee guida internazionali per la 

diagnosi e la gestione dei pazienti con FPIES.14 

Pertanto, è possibile distinguere diverse forme cliniche di FPIES di vari gradi 

di severità, determinate dalla frequenza delle reazioni, dalla dose dell’alimento 

scatenante la reazione, dal fenotipo clinico e dall'età del paziente.11,14,33,34  
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La forma più comune è la FPIES acuta, caratterizzata da vomito ripetuto, che si 

verifica tipicamente 1–4 ore dopo l'ingestione dell’alimento responsabile, 

associato a letargia e pallore.8,9 La diarrea acquosa può manifestarsi entro 24 

ore, ma generalmente insorge entro le prime 5 ore.8,9,11,12,35 Casi gravi di FPIES 

possono portare a disidratazione con instabilità emodinamica (fino al 15% dei 

casi), richiedendo idratazione per via endovenosa e ricovero in ospedale.11,12,14 

La FPIES cronica sembra essere meno frequente, ma è classicamente 

caratterizzata da vomito intermittente, diarrea acquosa cronica con 

malassorbimento, responsabile di scarsa crescita; gli alimenti principalmente 

coinvolti sembrano latte vaccino o formula di soia.8,9  

 

1.1.4 Diagnosi 

La diagnosi di FPIES acuta richiede che siano soddisfatti il criterio 

principale e 3 o più criteri minori.14 Il criterio principale è il vomito 1–4 h dopo 

l'ingestione del sospetto alimento responsabile e l'assenza di sintomi respiratori 

o cutanei indicativi di una reazione allergica IgE mediata. I criteri minori 

includono: 

• due o più episodi di vomito ripetuto dopo aver mangiato lo stesso 

sospetto alimento; 

• vomito ripetuto dopo aver mangiato un diverso sospetto alimento 

con una qualsiasi delle seguenti reazioni sospette 

• estrema letargia,  

• pallore marcato,  

• necessità di una visita al pronto soccorso 

• necessità di supporto di liquidi per via endovenosa 

• diarrea entro 24 h 

• ipotensione o ipotermia.  
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Se i criteri clinici sono rispettati dopo l’assunzione di un singolo alimento, Il 

TPO non è necessario per confermare la diagnosi di FPIES.14 

Il TPO deve essere effettuato per confermare la diagnosi di FPIES se invece non 

sono rispettati i criteri clinici e/o la comparsa di sintomatologia suggestiva è 

avvenuta dopo l’assunzione contemporanea di più alimenti.14    

Non ci sono criteri diagnostici per la FPIES cronica e, di conseguenza, questa 

forma può essere più difficile da diagnosticare. Quando l’alimento responsabile 

è eliminato dalla dieta, la risoluzione dei sintomi si ha in genere entro 3-10 

giorni. Se l’alimento responsabile viene reintrodotto dopo un periodo di dieta di 

eliminazione, si ha lo sviluppo di una reazione di FPIES acuta. Escludere altre 

diagnosi è importante in caso di sospetta FPIES cronica poiché, in assenza di un 

TPO positivo, la FPIES cronica resta una diagnosi presunta.14  

L’esame endoscopico o le biopsie intestinali non sono raccomandati per la 

diagnosi di FPIES.14  

Il ruolo degli esami endoscopici e dei test di screening allergologico come gli 

skin prick test (SPT) e gli APT è ad oggi ancora controverso. 11,10,14,35,36   

La FPIES è classicamente definita come una malattia di tipo non-IgE mediata e 

per tale motivo SPT e IgE specifiche risultano generalmente negative.14 Di 

recente scoperta à la presenza di una FPIES definita “atipica”, caratterizzata da 

sintomi tipici di FPIES e la presenza di o SPT positivi e/o bassi livelli di IgE 

specifiche per l’alimento sospetto; inoltre questo correla con una prognosi 

peggiore. 10,11,15,35,36 

Il ruolo degli APT è ancora fortemente combattuto, prevalentemente dovuto alla 

mancata standardizzazione nell’utilizzo di estratti allergenici vs alimenti 

freschi; utilizzo di diversi supporti di adesione, di diverse concentrazioni di 

alimento, di diverse tempistiche di applicazione dell’APT, ma una recente 

metanalisi ha mostrato come questi test possano avere un buon valore predittivo 
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positivo in soggetti con allergia alimentare non-IgE mediata e sintomi 

gastrointestinali, se effettuati con alimenti freschi.5,8,9,15,23,37 

 

1.1.5 Diagnosi differenziale 

La diagnosi differenziale della FPIES comprende principalmente 

malattie gastrointestinali e infettive. Tra queste troviamo: patologie ostruttive 

gastrointestinali (ad es. intussuscezione, volvolo, stenosi congenita del piloro), 

enterocolite necrotizzante, grave malattia da reflusso gastroesofageo, infezioni 

intestinali, malattie eosinofiliche del tratto gastrointestinale e celiachia. 

 

1.1.6 Management 

Una volta confermata la diagnosi, la gestione della FPIES prevede una rigorosa 

dieta di eliminazione dell'alimento responsabile dalla dieta del bambino o della 

madre se il bambino è allattato al seno. Nei pazienti con APLV allattati 

artificialmente, è necessario inserire una formula ipoallergenica e la formula a 

base di caseina estensivamente idrolizzata è generalmente ben tollerata nei 

pazienti con diagnosi di FPIES da PLV. L’utilizzo di una formula 

amminoacidica può essere necessario nel 10-20% dei pazienti con FPIES da 

PLV.5,8,9,11  

La gestione dei sintomi in pazienti con FPIES prevede la reidratazione 

orale o endovenosa, l’Ondasentron e il metilprednisolone a seconda della 

gravità dei sintomi. 14 

La complicanza più temuta di una reazione di FPIES acuta è lo shock 

ipovolemico. Pertanto, il trattamento principale è la reidratazione. Tra il 45 e il 

95% delle reazioni positive ad un TPO sono state trattate con liquidi per via 

endovenosa, steroidi o entrambi.7,14 
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Se i sintomi sono lievi (1-2 episodi di vomito in assenza di letargia), 

l’approccio iniziale consiste nella reidratazione per via orale, anche con 

l’allattamento al seno; se il bambino ha un’età superiore ai 6 mesi, si può 

considerare, come trattamento aggiuntivo, l’uso dell’Ondansetron i.m. (alla 

dose di 0.15 mg/kg fino ad una dose massima di 16 mg). Il paziente va 

monitorato per almeno 4-6 ore dall’inizio della reazione.14 

In caso di sintomi moderati (≥3 episodi di vomito con lieve letargia), se 

il bambino ha un’età superiore ai 6 mesi è indicata la somministrazione di 

Ondansetron i.m. (alla dose di 0.15 mg/kg fino ad una dose massima di 16 mg). 

È necessario predisporre un accesso intravenoso per l’infusione in bolo di 20 

mL/kg di soluzione fisiologica, eventualmente ripetibile se necessario. In caso 

di comparsa di ipotensione severa e/o persistente, shock, letargia marcata o 

distress respiratorio, il paziente va ricoverato in un’unità di terapia intensiva.14  

In caso di sintomi severi (≥3 episodi di vomito con letargia severa o 

cianosi) è necessario predisporre un accesso intravenoso per la rapida infusione 

di un bolo di soluzione salina (20 mL/kg) ripetibile se necessario fino alla 

risoluzione dell’ipotensione. Inoltre, se il bambino ha un’età superiore ai 6 mesi 

è indicata la somministrazione di Ondansetron e.v. (alla dose di 0.15 mg/kg fino 

ad una dose massima di 16 mg); se la predisposizione di un accesso intravenoso 

è ritardata, si può procedere con la somministrazione i.m. di Ondansetron (alla 

dose di 0.15 mg/kg fino ad una dose massima di 16 mg). In questi pazienti viene 

somministrato metilprednisolone e.v. (alla dose di 1 mg/kg fino ad una dose 

massima di 16 mg). È necessario il continuo monitoraggio dei parametri vitali, 

dell’equilibrio acido-base e degli elettroliti sierici, procedendo alla correzione 

di eventuali anomalie. Il paziente può essere dimesso dopo almeno 4-6 ore 

dall’inizio della reazione se è in grado di assumere fluidi per via orale. In caso 

di comparsa di ipotensione severa e/o persistente, shock, letargia marcata o 

distress respiratorio, il paziente va ricoverato in un’unità di terapia intensiva.14 
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1.1.7 Prognosi 

La valutazione dell’acquisizione della tolleranza immunologica comporta 

l’esecuzione di un TPO ogni 12-18 mesi.14 I TPO in regime ospedaliero sono 

raccomandati per la reintroduzione degli alimenti trigger poiché le reazioni 

possono portare a condizioni gravi come ipotensione e shock ipovolemico. 

L'accesso endovenoso periferico deve essere stabilito prima di iniziare il TPO.5 

Le FPIES atipiche, definite dalla presenza di IgE specifiche per l’alimento 

responsabile, sono associate ad un’età più avanzata di acquisizione della 

tolleranza immunologica.8,11  

La maggior parte dei pazienti con FPIES diagnosticata durante l'infanzia 

sviluppa tolleranza immunologica. L'età media della tolleranza alle PLV sembra 

verificarsi intorno ai 3 anni di vita.7,14 La tolleranza immunologica alle FPIES 

causate da alimenti solidi si verifica più tardivamente, generalmente intorno 

all’età scolare.14  

 

  



15 

 

1.2 Proctocolite allergica indotta da proteine alimentari 

La FPIAP rappresenta la forma più frequente di AA non-IgE mediata nei 

bambini allattati al seno e si manifesta tipicamente con sanguinamento rettale 

in pazienti altrimenti sani, è caratterizzata da infiammazione prevalentemente a 

carico dell’ultimo tratto del colon-retto.  

 

1.2.1 Epidemiologia 

Nonostante la mancanza di studi sulla prevalenza, si ritiene che la 

prevalenza stimata di FPIAP vari ampiamente tra lo 0,16 e il 64% dei bambini 

con sanguinamento rettale isolato.5,8,38-40 

 

1.2.2 Fisiopatologia 

Il meccanismo fisiopatologico della FPIAP rimane in gran parte 

sconosciuto. Si riscontra tipicamente la presenza di eosinofili superiori a 10/hpf 

(high-power field) e un aumento dei linfociti intraepiteliali T CD8+ del 

retto.7,9,41 

Le PLV sono l’allergene più frequentemente coinvolto nella FPIAP, 

seguito da soia e uova.41-44 

 

1.2.3 Manifestazioni cliniche 

La caratteristica clinica principale della FPIAP è la presenza di sangue 

rosso vivo nelle feci di un bambino che cresce e si sviluppa normalmente, con 

o senza diarrea e muco.7,40,45,46 I sintomi raramente insorgono nelle prime ore 

dopo l’ingestione dell’alimento responsabile (< 12 h); infatti è più probabile che 

si sviluppino gradualmente nel tempo.47 La FPIAP è stata descritta per la prima 

volta in neonati allattati esclusivamente al seno e sebbene possa essere 



16 

 

presentata anche in bambini allattati artificialmente, è più frequente nei bambini 

allattati esclusivamente al seno.40,46,48,49  

Diversi studi riportano la comparsa di FPIAP in lattanti che praticavano 

allattamento misto (latte materno e in formula) al momento della presentazione 

clinica.5,8,38,45 

Le indagini laboratoristiche possono mostrare in alcuni bambini affetti, 

un’ipereosinofilia periferica ed un’ipoalbuminemia.44,45,50 

L'esordio clinico è solitamente insidioso, con una latenza prolungata 

dopo l'introduzione dell’alimento responsabile, anche se raramente l'esordio 

può essere acuto, entro 12 ore dall’assunzione. Generalmente i bambini con 

FPIAP presentano buone condizioni cliniche generali ed una crescita regolare. 

Quando l’alimento sospetto non viene eliminato dalla dieta, anche se il 

sanguinamento continua, il bambino cresce bene sebbene possa svilupparsi 

anemia.41,46  

  

1.2.4 Diagnosi 

La diagnosi di FPIAP è tipicamente clinica e necessita della risoluzione 

dei sintomi con l’eliminazione dell’alimento sospetto dalla dieta e una 

ricomparsa dei sintomi con la reintroduzione dello stesso alimento (TPO). I test 

di screening allergologico come APT ed SPT non sono raccomandati per la 

diagnosi.10  Tuttavia recenti evidenze mostrano che gli SPT o le IgE alimento 

specifiche possono risultare positive in alcune coorti, in particolare in quelle con 

storia di eczema.38,44,51   

Nei pazienti con FPIAP, il TPO diagnostico si effettua dopo 4 settimane 

di dieta di eliminazione e può essere eseguito a domicilio. La ricomparsa del 

sangue e/o diarrea e muco durante il TPO, conferma la diagnosi. In reazioni 

dubbie con assenza di sangue visibile, i campioni di feci possono essere testati 

per la ricerca del sangue occulto.8,52,53 
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1.2.5 Diagnosi differenziale 

Devono essere considerate, per la diagnosi differenziale con la FPIAP, 

altre cause di sanguinamento rettale nei neonati, come ragadi anali, enterocolite 

necrotizzante, infezioni, ostruzione gastrointestinale, ematochezia benigna e 

disturbi della coagulazione.47  

 

1.2.6 Management 

La gestione del paziente con FPIAP causata da proteine della dieta, si 

basa tipicamente sull’eliminazione dell’alimento responsabile dalla dieta 

materna e/o del bambino.7,38 Il sanguinamento rettale si risolve in genere entro 

3-4 giorni.49 Nel caso di bambini con FPIAP secondaria ad APLV, allattati 

artificialmente, è necessario introdurre una formula ipoallergenica; 

generalmente si utilizza di una formula a base di caseina estensivamente 

idrolizzata o una formula a base di proteine vegetali se il bambino ha più di 6 

mesi.45,46 Raramente è necessaria una formula amminoacidica.38,39 

 

1.2.7 Prognosi 

Nella stragrande maggioranza dei casi, la FPIAP ha una prognosi 

favorevole e la tolleranza immunologica viene raggiunta entro un anno dalla 

diagnosi se è presente AA a singolo alimento.5 In casi di FPIAP associata a più 

alimenti, l’acquisizione della tolleranza immunologica può avvenire più 

tardivamente.51  
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1.3 Enteropatia indotta da proteine alimentari 

La enteropatia indotta dalle proteine dalla dieta (FPE) è un'AA non-IgE 

mediata descritta per la prima volta in Finlandia da Kuitunen et al nel 1975; 

generalmente colpisce i lattanti al di sotto dei 9 mesi di vita ed è caratterizzata 

dal coinvolgimento prevalente dell’intestino tenue.54 

 

1.3.1 Epidemiologia 

La prevalenza della FPE è ancora largamente sconosciuta e i dati sono 

piuttosto discordanti, ma si ritiene che sia una malattia relativamente rara. Uno 

studio finlandese ha stimato che la prevalenza della FPE sia circa un quinto 

rispetto ai pazienti affetti da celiachia.54 

In uno studio retrospettico su una coorte di 189 pazienti affetti da AA 

non-IgE mediate, il dolore addominale e la diarrea erano riportati in >80% dei 

soggetti e la perdita di peso>50%; sintomi tipici della FPE.55 

 

1.3.2 Fisiopatologia 

I meccanismi fisiopatologici alla base dell’insorgenza della FPE 

rimangono scarsamente conosciuti; tuttavia è stato proposto il coinvolgimento 

dei linfociti T CD8+ soppressori nello sviluppo di tale patologia.9,54,56 

La FPE è solitamente causata dalle PLV; tuttavia possono essere coinvolti anche  

uova, soia e grano.9,54 

 

1.3.3 Manifestazioni cliniche 

La FPE si manifesta con la comparsa di diarrea protratta, non ematica, 

generalmente nei primi 9 mesi di vita. I sintomi in genere si manifestano entro 

i primi 2 mesi di vita, entro qualche settimana dall’introduzione nella dieta del 

lattante delle PLV.56,57 
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Oltre la metà dei bambini affetti manifesta anche vomito, distensione 

addominale, inappetenza e malassorbimento simile a quello provocato della 

malattia celiaca, con conseguente scarso accrescimento, anemia ed 

ipoalbuminemia. In alcuni rari casi è stata riscontrata la presenza di sangue 

occulto nelle feci.54,56,57 

Nella maggioranza dei pazienti l'esordio clinico è graduale ma in alcuni casi può 

essere acuto mimando il quadro clinico di una gastroenterite acuta, complicata 

da diarrea prolungata (sindrome post-enteritica).8 

 

1.3.4 Diagnosi 

La diagnosi di FPE è spesso clinica, effettuata attraverso un'anamnesi 

dettagliata, l’esame obiettivo, la risposta alla dieta di eliminazione con la 

scomparsa dei sintomi e la ricomparsa dei sintomi durante il TPO. Tuttavia, per 

formulare una diagnosi certa di FPE potrebbe essere necessario in casi 

selezionati, l’effettuazione di un esame endoscopico con una biopsia 

intestinale.56 

I reperti istologici derivati dalla mucosa dell’intestino dei pazienti affetti da FPE 

comunemente includono: 

• atrofia dei villi; 

• iperplasia linfonodulare del duodeno e del colon; 

• aumento dei linfociti intraepiteliali (>25/100 cellule epiteliali); 

• marcata infiltrazione e degranulazione degli eosinofili nella 

mucosa; 

• aumento dei linfociti T CD8+ intraepiteliali intestinali specifici 

per gli allergeni alimentari; 

• maggiore densità di cellule γδ-TCR+ intraepiteliali.54,56 
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In campioni di biopsia digiunale sono stati riscontrati livelli aumentati delle 

citochine IFN-γ e IL-4.56 

Ad oggi non esistono biomarkers specifici per la diagnosi di FPE; tuttavia, le 

indagini laboratoristiche possono risultare utili come supporto diagnostico, dato 

il frequente riscontro di anemia, ipoalbuminemia e ipoproteinemia nei pazienti 

affetti. 

Il valore diagnostico degli APT è controverso a causa della mancanza di 

validazione per cui non sono raccomandati per la diagnosi di routine; ma una 

recente metanalisi ha mostrato come questi test possano avere un buon valore 

predittivo positivo in soggetti con allergia alimentare non-IgE mediata e sintomi 

gastrointestinali, se effettuati con alimenti freschi. Gli SPT o il dosaggio delle 

IgE alimento-specifiche risultano utili nella diagnosi di FPE.8,57  

 

1.3.5 Diagnosi differenziale 

La FPE entra in diagnosi differenziale con infezioni intestinali (virali, 

batteriche o parassitarie), immunodeficienze primitive, malattie metaboliche e 

con varie rare forme di malassorbimento quali linfangectasia, insufficienza 

pancreatica, difetti congeniti dell’enterocita, enteropatia autoimmune.9 

Tuttavia, la principale diagnosi differenziale è con la celiachia. Infatti, 

clinicamente e anatomopatologicamente, sono indistinguibili, ma gli anticorpi 

tipici della celiachia sono assenti nella FPE. Inoltre, in quest’ultima sono assenti 

altri sintomi extra-digestivi osservati nella celiachia, come la dermatite 

erpetiforme.54,58 
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1.3.6 Management 

La dieta di eliminazione dell’alimento incriminato rappresenta il cardine 

della gestione della FPE, portando alla regressione della sintomatologia entro 4 

settimane.8,56 

La regressione dell’atrofia dei villi invece può richiedere diversi mesi.9 

La reintroduzione dell’alimento sospetto dopo 4 settimane di dieta di 

eliminazione può essere eseguita a casa e documentata con un diario dei sintomi. 

La ricomparsa della sintomatologia in seguito alla reintroduzione dell’alimento 

sospetto entro 4 settimane permette di confermare la diagnosi di FPE.57 

In caso di risultato positivo al TPO, la dieta di eliminazione dovrà essere 

praticata per 6 mesi, indi effettuare TPO per valutare l’acquisizione della 

tolleranza.54 

 

1.3.7 Prognosi 

La prognosi è favorevole e l’acquisizione della tolleranza avviene in 

genere entro i 24–36 mesi di età.8,56,59 
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1.4 Disturbi della motilità intestinale indotti da proteine alimentari 

La malattia da reflusso gastroesofageo (MRGE), la stipsi e le coliche 

sono tra i disturbi pediatrici più comuni. Sono generalmente disturbi funzionali, 

ma se la sintomatologia è persistente da almeno 8 settimane (rigurgito 

persistente, costipazione o irritabilità), il trattamento convenzionale non è stato 

efficace e se il bambino presenta altri segni di atopia come la dermatite atopica, 

questi sintomi possono essere secondari ad una AA non-IgE mediata.60 

 

1.4.1 Malattia da reflusso gastroesofageo 

1.4.1.1 Epidemiologia 

Il RGE rappresenta il fisiologico transito di contenuto gastrico acido 

nell'esofago a causa del rilassamento transitorio dello sfintere esofageo 

superiore innescato soprattutto dalla distensione del fondo gastrico. Più della 

metà dei bambini sani rigurgita il latte dopo la poppata nei primi mesi di vita e 

i sintomi spesso si risolvono o migliorano significativamente entro i 12 mesi di 

età.9,60 Il RGE è considerato patologico e quindi si parla di malattia da reflusso 

gastroesofageo (MRGE) solo se provoca danno alla mucosa esofagea, ritardo 

della crescita o complicanze respiratorie.60 Il ruolo degli allergeni alimentari, in 

particolare del latte vaccino, nella fisiopatologia del RGE è stato a lungo 

considerato. In uno studio svolto su bambini con esofagite istologica, circa il 

42% è migliorato dopo il trattamento con formula idrolisata e ha ripresentato i 

sintomi dopo alla reintroduzione dell’alimento.61 

 

1.4.1.2 Fisiopatologia 

I meccanismi attraverso i quali gli allergeni alimentari inducono MRGE 

sono ancora poco conosciuti. È stato suggerito che il rilascio di mediatori 

proinfiammatori da parte di linfociti T ed eosinofili attivati possa stimolare il 

sistema nervoso enterico e causare disfunzioni peristaltiche innescando il 

rilascio dello sfintere esofageo inferiore.60 I bambini con MRGE secondaria ad 
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APLV avevano livelli di IL-4 e TNF-α significativamente più alti rispetto a 

bambini con MRGE non indotta da APLV.59 

 

1.4.1.3 Manifestazioni cliniche 

La MRGE si manifesta con rigurgito frequente soprattutto dopo i pasti. 

A differenza del vomito, il reflusso non è dovuto a contrazioni peristaltiche 

gastriche, per cui i rigurgiti si manifestano senza sforzo e di ridotta intensità.  

Il rigurgito deve essere presente 2 o più volte al giorno per 3 o più 

settimane. 

Nella MRGE possono apparire altri sintomi come irritabilità, rifiuto di 

alimentazione, sintomi respiratori quali tosse o dispnea. Molto meno 

frequentemente, i lattanti hanno apnea o episodi di inarcamento della schiena 

intermittenti con rotazione della testa da un lato (sindrome di Sandifer), inoltre 

possono presentare scarsa crescita ponderale.62 

 

1.4.1.4 Diagnosi 

La diagnosi di MRGE è basata sulla clinica, tuttavia per confermare che 

la MRGE sia secondaria ad AA, è fondamentale osservare la scomparsa dei 

sintomi durante la dieta di eliminazione dell’alimento sospetto e osservare la 

ricomparsa dei sintomi con il TPO.60 L’uso degli SPT o la misurazione delle 

IgE sieriche alimento specifiche non sono utili alla diagnosi; l'uso del APT è 

stato suggerito come strumento di supporto alla diagnosi, ma l'evidenza finora 

si basa solo su piccole serie di casi.60 

Di supporto alla diagnosi è l’esame istologico della mucosa esofagea. Il 

numero assoluto di eosinofili della mucosa nella MRGE indotta da proteine 

alimentari non è aumentato (<5/HPF), il che consente di distinguerlo 
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dall'esofagite eosinofila (presenza di almeno ≥15/HPF eosinofili nelle biopsie 

di esofago).9,60  

La manometria esofagea non consente invece di distinguere il RGE non 

allergico da quello indotto da proteine alimentari.59,60 

 

1.4.1.5 Diagnosi differenziale 

Tra le diagnosi differenziali troviamo MRGE non secondaria ad AA, 

stenosi ipertrofica del piloro che deve essere esclusa mediante ecografia o pasto 

baritato. Quest’ultimo è utile anche per escludere la malrotazione intestinale.  

Altra diagnosi differenziale deve essere effettuata con l'esofagite 

eosinofila che è caratterizzata da un numero di eosinofili della mucosa 

≥15/HPF) nell'esofago in assenza di ulcerazione della mucosa o neutrofilia.60 

 

1.4.1.6 Management 

La terapia si basa sull’eliminazione dell’alimento implicato dalla dieta 

del bambino con risposta generalmente entro le 2-4 settimane.60 Il TPO con la 

reintroduzione del cibo sospetto dopo 4 settimane dall'eliminazione può essere 

eseguita a casa e documentata con un diario dei sintomi. I tentativi di 

reintroduzione vengono effettuati ogni sei mesi.53 

 

1.4.1.7 Prognosi 

La prognosi è favorevole con la risoluzione dei sintomi nella maggior 

parte dei bambini intorno ai 12-18 mesi di età. 
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1.4.2 Stipsi 

1.4.2.1 Epidemiologia 

Fino al 30% dei bambini è affetto da stitichezza, con una stima del 3-5% 

di tutte le visite ambulatoriali pediatriche.9 Circa il 97% delle stipsi nei bambini 

è di origine funzionale ed è spesso associata a defecazione dolorosa, ritenzione 

di feci e incontinenza fecale.60 

La stipsi indotta da proteine alimentari è un'entità clinica ancora poco 

definita e la sua incidenza nell'infanzia non è nota.60 Recenti evidenze mostrano 

che la dieta priva di PLV porti a regressione della stipsi in una percentuale 

variabile dal 28-78% dei bambini con stipsi cronica.9,60 

 

1.4.2.2 Fisiopatologia 

Il ruolo delle PLV nella stitichezza è controverso. Il passaggio dal latte 

materno alla formula è spesso associato a una lieve stitichezza. È stato 

dimostrato che formule con un alto contenuto di caseina, proteine del siero e alti 

livelli di acido palmitico influiscono negativamente sulla consistenza delle 

feci.60  

In soggetti con stipsi secondaria ad AA è stata riscontrata la presenza di 

eosinofili e mastociti nella mucosa rettale, che regredisce dopo dieta di 

eliminazione.59,60 L'infiammazione della mucosa rettale suggerisce che 

potrebbero essere coinvolti meccanismi non-IgE mediati simili a quelli 

riscontrati nella FPIAP o nella FPIES. L'infiammazione allergica inoltre può 

portare ad un aumento della pressione anale a riposo e predisporre alla 

ritenzione fecale.9  

 

1.4.2.3 Manifestazioni cliniche 

La stipsi cronica nel lattante indotta da proteine alimentari, è 

caratterizzata dal passaggio infrequente di feci dure per più di 8 settimane, in 
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associazione ad incontinenza fecale e defecazione dolorosa. Tale 

sintomatologia non regredisce utilizzando i trattamenti convenzionali per la 

gestione farmacologica della stipsi.60 

 

1.4.2.4 Diagnosi 

La diagnosi di stipsi indotta da proteine alimentari è basata sulla clinica, 

tuttavia, la distinzione con la forma funzionale si basa sulla scomparsa dei 

sintomi durante la dieta di eliminazione e successiva ricomparsa della stipsi 

durante il TPO con l’alimento incriminato.60 

 

1.4.2.5 Diagnosi differenziale 

La stipsi del lattante entra in diagnosi differenziale con forme funzionali, 

malformazioni anatomiche anorettali, malattia di Hirschprung, celiachia (dopo 

l’introduzione del glutine nella dieta), ipotiroidismo, alterazioni elettrolitiche 

(ipokaliemia, ipercalcemia), fibrosi cistica, anomalie spinali e masse 

addominali.63 

 

1.4.2.6 Management 

La terapia si basa sull’eliminazione dell’alimento implicato dalla dieta 

del bambino con risposta generalmente entro le 4 settimane.60 

In caso di esame bioptico effettuato alla diagnosi, potrebbe essere 

necessaria una nuova biopsia per dimostrare la risoluzione della infiammazione 

eosinofila e il monitoraggio della malattia.60 La dieta di eliminazione per 6 mesi 

rappresenta il cardine della gestione di pazienti con stipsi secondaria ad APLV 

e il TPO va ripetuto semestralmente per valutare l’eventuale acquisizione della 

tolleranza immunologica. 59,60 
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1.4.2.7 Prognosi 

La prognosi della stitichezza allergica alimentare sembra essere 

generalmente buona con l'80% dei pazienti che raggiunge la tolleranza entro 1 

anno dalla diagnosi.59 

 

 

1.4.3 Coliche 

1.4.3.1 Epidemiologia 

La colica infantile è caratterizzata da episodi improvvisi di pianto 

inconsolabile della durata >3h al giorno per 3 o + giorni alla settimana per 3 o 

+ settimane consecutive. Questa condizione colpisce fino al 19% dei bambini 

nei primi mesi di vita. Meno del 5% dei bambini con coliche ed irritabilità 

possono essere affetti da una patologia di base, ma la prevalenza di coliche 

secondarie ad AA non è nota.59,60,64 

 

1.4.3.2 Fisiopatologia 

Sebbene l'eziologia delle coliche infantili secondarie ad AA rimanga 

controversa, la dismotilità gastrointestinale, l'ipereccitabilità neuronale 

intestinale e il rilascio di citochine proinfiammatorie sono state proposte come 

fattori patogenetici.42,64-69 In alcuni soggetti con dismotilità intestinale indotta 

da proteine della dieta, è stata riscontrata ipereosinofilia nella mucosa 

intestinale.70 

Studi sperimentali su topi mostrano il coinvolgimento delle cellule Th2 

e di citochine, come l’IL-4 e IL-13, nella dismotilità indotta dagli antigeni 

alimentari e dell’IL-5 nella patogenesi dell'ipereosinofilia della mucosa 

intestinale.71 L'ipereccitabilità neuronale intestinale indotta dall’AA può portare 

ad una percezione alterata degli stimoli fisiologici, come la distensione 

intestinale e la peristalsi, che vengono percepiti come eventi dolorosi.69,70-72 
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1.4.3.3 Manifestazioni cliniche 

La colica infantile è stata definita clinicamente in modi diversi, ma il 

pianto prolungato è una caratteristica quasi costante.73 I criteri di Wessel, che 

richiedevano la regola del "tre" per una diagnosi (pianto per più di tre 

ore/giorno, per più di tre giorni/settimana per >3 settimane), sono stati sostituiti 

dai recenti criteri Roma IV. Secondo tali criteri, la diagnosi di colica infantile 

può essere confermata in presenza dei seguenti criteri:53  

• età inferiore ai 5 m all’esordio e alla scomparsa dei sintomi; 

• periodi ricorrenti e prolungati di pianto, agitazione o irritabilità segnalata 

dai genitori che si verificano senza cause specifiche e che non possono 

essere prevenuti o risolti dai genitori; 

• nessuna evidenza di scarsa crescita, febbre o malattia.74,75  

In lattanti con coliche persistenti, dermatite atopica e/o altri sintomi 

gastrointestinali come alterazioni dell’alvo e/o MRGE, l’eziologia allergica 

delle coliche dovrebbe essere fortemente sospettata. 53 

 

1.4.3.4 Diagnosi 

Come per le altre AA non-IgE mediate, non sono disponibili 

biomarcatori per confermare il coinvolgimento degli alimenti e la diagnosi si 

basa sulla risposta clinica alla dieta di eliminazione di 4 settimane, seguita dalla 

ricomparsa della sintomatologia durante il TPO o entro le 4 settimane. Il TPO 

può essere effettuato a domicilio, vista la natura dei sintomi.53 

È stato dimostrato che gli SPT per l’alimento responsabile e/o le IgE alimento-

specifiche possono risultare positivi in un sottogruppo di pazienti e che gli APT 

possano avere un buon valore predittivo positivo in soggetti con allergia 

alimentare non-IgE mediata e sintomi gastrointestinali, se effettuati con alimenti 

freschi. Pertanto, sebbene la negatività dei test di screening non escluda la 

diagnosi, questi possono essere di supporto al TPO nel processo diagnostico.9,53 
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1.4.3.5 Management 

Per i lattanti con coliche associate ad AA, la dieta di eliminazione si 

distingue in base al tipo di allattamento: nei bambini allattati al seno viene 

indicata una dieta materna priva dell’alimento responsabile;76,77 invece, nei 

bambini allattati artificialmente, l’utilizzo di una formula a base di PLV 

estensivamente idrolisate per un periodo di 4 settimane, rappresenta la strategia 

di scelta. Se si osserva una chiara risposta clinica, la dieta di eliminazione deve 

essere seguita dalla reintroduzione dell’alimento nella dieta (TPO) per 

confermare o sconfessare la diagnosi.69,76 Una volta confermata la diagnosi, la 

dieta di eliminazione deve essere effettuata per almeno 6 mesi prima di 

rivalutare l’eventuale acquisizione della tolleranza immunologica tramite 

TPO.69,76 

1.4.3.6 Prognosi 

La prognosi delle coliche infantili indotte da AA è generalmente 

favorevole, con una risoluzione nel primo anno di vita.78-80 
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2. OBIETTIVI DELLO STUDIO 

 

Gli obiettivi primari dello studio erano:  

1) valutazione delle caratteristiche anamnestiche e cliniche attraverso 

l’analisi delle seguenti variabili: sesso, storia familiare di malattie allergiche, 

modalità di parto, tipo di allattamento, durata allattamento, età all'insorgenza 

dei sintomi, età alla diagnosi, ritardo diagnostico, presenza di dermatite atopica 

(DA) prima dell'insorgenza della AA, tipo di allergeni alimentari coinvolti, AA 

multipla;  

2) valutazione della storia naturale, attraverso lo studio delle seguenti 

variabili: tempo di acquisizione della tolleranza immunologica, insorgenza di 

marcia allergica (MA), sviluppo di altre malattie immunomediate e non 

immunomediate;  

3) risultati e caratteristiche del TPO e dei test di screening allergologico 

(APT, SPT). 

 

L’obiettivo secondario dello studio era la valutazione della fisiopatologia 

delle AA non-IgE-mediate attraverso lo studio dei meccanismi immunologici.  

 

 

  



31 

 

3. MATERIALI E METODI 

 

3.1 Disegno dello studio  

Lo studio NIGEFA è stato uno studio osservazionale monocentrico. È  

stato condotto da gennaio 2017 a gennaio 2023 presso il Centro di Terzo Livello 

di Allergologia Pediatrica e Gastroenterologia dell'Università degli Studi di 

Napoli "Federico II".  

Tutti i soggetti di età ≤14 anni, consecutivamente osservati presso il Centro per 

sospetta AA con sintomi gastrointestinali (cioè diarrea, dolore addominale, 

sangue nelle feci, stitichezza, coliche, vomito, rigurgito), in presenza o in 

assenza di irritabilità, arresto della crescita stauro-ponderale e dermatite atopica 

per almeno 3 settimane sono stati valutati per lo studio.  

I criteri di esclusione erano i seguenti:  

• età >14 anni;  

• malattie infettive;  

• malattie sistemiche croniche;  

• tumori maligni;   

• immunodeficienze;  

• malattie autoimmuni;  

• celiachia;  

• malattie metaboliche e genetiche;  

• fibrosi cistica o altre forme di insufficienza pancreatica primaria;  

• malformazioni o precedenti interventi chirurgici maggiori del tratto 

gastrointestinale, cardiovascolare, urinario o respiratorio;   

• malattie psichiatriche e neurologiche;  

• patologie eosinofiliche del tratto gastrointestinale;  

• altre malattie allergiche senza una storia suggestiva di AA; 
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• trattamento con immunomodulanti o cortisonici nelle ultime 4 settimane. 

Lo schema di flusso dei pazienti è raffigurato in figura 1. 

 

3.2 Procedure dello studio 

Solo i soggetti che rispettavano i criteri di inclusione e di esclusione sono 

stati considerati per lo studio.  

In occasione del primo incontro (T0), dopo aver illustrato finalità e modalità 

della sperimentazione ed ottenuto il consenso informato scritto da almeno un 

genitore/tutore di ciascun paziente, i soggetti arruolati sono stati sottoposti ad 

una valutazione anamnestica e clinica completa da parte di un team 

multidisciplinare composto da allergologi pediatrici, gastroenterologi pediatrici 

e dietologi certificati. I dati anamnestici, demografici, antropometrici e clinici 

(sesso, storia familiare di malattie allergiche, modalità di parto, tipo di 

allattamento, durata allattamento, età all'insorgenza dei sintomi, età alla 

diagnosi, ritardo diagnostico, presenza di dermatite atopica (DA) prima 

dell'insorgenza della AA, AA multipla) sono stati registrati in una cartella 

clinica dedicata. Alla prima visita (T0) i pazienti arruolati sono stati sottoposti 

a test di screening allergologici (SPT ed APT) e sono state fornite istruzioni 

scritte ai genitori, da parte dei dietologi certificati coinvolti nello studio, sulle 

modalità di esecuzione di esecuzione della dieta di eliminazione per 4 settimane.  

Come illustrato in Figura 1, quattro settimane dopo la prima valutazione (T1), 

quando è stata raggiunta la remissione completa e stabile dei sintomi della 

sospetta AA, è stata eseguito il TPO per ottenere una diagnosi certa di AA non-

IgE mediata. Tutti i TPO sono stati eseguiti presso il Centro di Allergia e 

Gastroenterologia Pediatrica dell'Università di Napoli “Federico II”.  In tutti i 

pazienti consecutivamente osservati, con diagnosi certa di APLV di tipo IgE e 

non-IgE-mediata confermata al TPO, è stato effettuato, un prelievo di sangue 
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venoso periferico raccolto in provette con eparina (10 ml di sangue intero) per 

la valutazione della fisiopatologia delle AA.  

Quindi, nei pazienti con diagnosi confermata di AA Non-IgE mediata, è stato 

previsto un follow-up semestrale per una durata di 24 mesi.  

Ad ogni visita è stata eseguita una valutazione anamnestica completa, compresa 

la valutazione di MA, definita come insorgenza di almeno un’altra 

manifestazione atopica, disturbi della motilità gastrointestinale e di malattie 

autoimmuni; inoltre tutti i bambini sono stati sottoposti a valutazione clinica ed 

è stata valutata la crescita staturo-ponderale ed. Infine, sono stati eseguiti SPT, 

APT e TPO per valutare l’acquisizione della tolleranza immunologica in tutti i 

soggetti, ad eccezione dei pazienti con FPIES, sottoposti a TPO dopo 12 e 24 

mesi dalla diagnosi.14 

Le AA non-IgE mediate, in particolare FPIAP, FPE e FPIMD sono state 

diagnosticate in base alla storia clinica, alla risposta ai test di screening 

allergologico, alla scomparsa dei sintomi durante il periodo della dieta di 

eliminazione e alla ricomparsa dei sintomi durante il TPO o nelle 2 settimane 

successive,53 mentre la diagnosi di FPIES è stata effettuata sulla base dei criteri 

diagnostici internazionali.14  

L’insorgenza di MA è stata valutata ad ogni visita e la diagnosi di DA, AA IgE 

mediata, rinocongiuntivite ed asma allergica, è stata eseguita da un allergologo 

pediatrico esperto, sulla base delle linee guida internazionali.81-84 Inoltre, è stata 

studiata anche l’insorgenza di altri disturbi immunomediati (celiachia, tiroidite, 

diabete, malattie infiammatorie intestinali, artrite idiopatica giovanile) e non 

immunomediati (disturbi gastrointestinali funzionali); la diagnosi di tali disturbi 

è stata eseguita sulla base delle linee guida internazionali.85-89  
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3.3 Test di screening allergologico 

3.3.1 Skin Prick Test 

Gli SPT sono stati eseguiti utilizzando allergeni estratti di proteine del 

latte vaccino (α-lattoalbumina, β-lattoglobulina e caseina); di uova di gallina 

(albume e tuorlo), soia, semolino, riso, pesce, carne di maiale, vitello, pollo, 

coniglio, crostacei (gambero), legumi (piselli, ceci, fagioli, lenticchie), frutta a 

guscio (arachide, mandorla, nocciola, noce e pistacchio) in ciascun paziente 

sulla base della storia clinica (Lofarma S.p.A, Milano, Italia).  

Gli aeroallergeni (cipresso, betulla, artemisia, ulivo, parietaria officinalis, 

ambrosia, acari della polvere, epitelio di cane e gatto, alternaria) sono stati 

testati in caso di insorgenza di sintomi respiratori.  

Gli SPT sono stati eseguiti con una lancetta a punta singola da 1 mm (ALK-

Abello, Copenaghen, Danimarca), l’allergene è stato applicato sulla superficie 

volare dell’avambraccio del paziente e sono stati utilizzati come controllo 

positivo e negativo, istamina dicloridrato e una soluzione salina isotonica 

rispettivamente. Le reazioni sono state registrate sulla base della media tra i due 

diametri maggiori (in millimetri) del pomfo dopo 15 minuti. La risposta degli 

SPT è stata considerata “positiva” se il pomfo ≥3 mm in assenza di reazione al 

controllo negativo. 

 

     3.3.2  Atopy Patch Test  

Gli APT sono stati applicati sulla cute sana della schiena del bambino. è 

stata applicata una goccia (50 μl) di alimento fresco (latte vaccino, albume e 

tuorlo, soia, semolino, riso, pesce, carne di maiale, vitello, pollo, coniglio, 

crostacei (gambero), legumi (piselli, ceci, fagioli, lenticchie), frutta a guscio 

(arachide, mandorla, nocciola, noce e pistacchio)) su un disco di cellulosa 

assorbente l’allergene, contenuto in un pozzetto di alluminio (FinnChambers, 

Epitest Ltd Oy, Tuusula, Finland) di 12 mm integrato in un cerotto 
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ipoallergenico (Scanpor tape, Epitest Ltd Oy, Tuusula, Finland). I siti di 

applicazione sono stati valutati dopo 20 minuti per valutare la comparsa di 

reazioni immediate.  

Il tempo di occlusione degli APT sulla schiena del paziente è stato di 48 ore. I 

risultati sono stati letti per la prima volta 15 minuti dopo la rimozione del 

cerotto. Se è stato riscontrato un eritema da irritazione nell’area di applicazione 

del patch test, i risultati sono stati letti dopo 30 minuti.  

La seconda valutazione è stata effettuata 72 ore dopo aver applicato gli APT. 

Le reazioni sono state classificate secondo gli standard e considerate come:  

• 0, negativo – nessuna reazione, visibile o palpabile;  

• +, arrossamento – reazione negativa o dubbia;  

• ++, arrossamento e infiltrazione palpabile con papule – reazione positiva;  

• +++, arrossamento, infiltrazione palpabile con molte papule ed eczema 

– forte reazione positiva.  

• ++++, se la reazione è stata molto intensa come: arrossamento, edema, 

infiltrazione palpabile e vescicole. 

Le reazioni 0 e + (arrossamento senza infiltrazione) sono state considerate 

negative, in quanto il verificarsi di arrossamento isolato può essere il risultato 

di irritazione locale. 

 

    3.3.3 Test di provocazione orale  

I TPO si sono svolti presso il nostro Centro di Terzo Livello di 

Allergologia Pediatrica e Gastroenterologia dell’Università degli Studi di 

Napoli “Federico II” e la preparazione del test è stata eseguita da dietisti esperti 

in AA sulla base dei protocolli internazionali.90 Il TPO è stato eseguito in tutti i 

pazienti ad eccezione dei soggetti con criteri clinici di FPIES acuta dopo 
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l’ingestione di un singolo alimento, sulla base delle attuali linee guida per la 

FPIES.14   

Il TPO è stato interrotto e considerato diagnostico per AA in caso di segni 

oggettivi di una reazione allergica o di sintomi soggettivi comparsi dopo almeno 

3 dosi dell’alimento testato,90 o per la presenza del criterio principale insieme 

ad almeno criteri minori, in soggetti con sospetta FPIES.7,90 I soggetti sono stati 

osservati per 6 ore dopo l’ultima dose dell’alimento o dopo la risoluzione dei 

sintomi, in caso di risultato positivo del TPO.  

I risultati sono stati valutati simultaneamente dal team multidisciplinare 

operante presso il Centro. Se il paziente non mostrava alcun sintomo durante il 

TPO effettuato in ambiente ospedaliero, ai genitori venivano fornite indicazioni 

scritte sulla somministrazione domiciliare della dose massima utilizzata in 

ospedale, ogni giorno per 14 giorni. In caso di comparsa di sintomi durante 

questo periodo di reintroduzione a domicilio, i genitori sono stati istruiti a 

recarsi nuovamente presso il Centro lo stesso giorno per escludere risultati falsi 

negativi. Dopo 14 giorni di somministrazione dell’alimento a domicilio, i 

pazienti sono stati riesaminati e i genitori sono stati intervistati presso il Centro. 

Il risultato del TPO è stato considerato negativo se il paziente tollerava l’intero 

test, incluso il periodo di reintroduzione a domicilio di 14 giorni.  

I bambini con un risultato negativo al TPO sono stati rivalutati ogni 6 mesi per 

verificare la persistenza dell’acquisizione della tolleranza, l’insorgenza di MA 

e l’insorgenza di altre malattie immunomediate e non immunomediate. Un 

soggetto con AA multipla era considerato tollerante se superava il TPO per tutti 

gli alimenti a cui era risultato sensibilizzato. 

 

3.4 Procedure di laboratorio 

3.4.1 Modalità di estrazione delle cellule mononucleate di sangue 

periferico (PBMCs) 

Per ogni soggetto con APLV, sono stati raccolti 10 ml di sangue 

periferico intero in provette con eparina e trasferite in laboratorio a temperatura 
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ambiente entro 2 ore dal prelievo. Le PBMCs sono state estratte mediante 

centrifugazione in gradiente di densità Ficoll (Ficoll Histopaque-1077, Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA). Le cellule sono state stratificate su Ficoll e 

centrifugate per 30 minuti a 1800 rpm a temperatura ambiente. Dopo la 

centrifugazione, le PBMCs sono state lavate con 10 ml di tampone fosfato salino 

(PBS) e centrifugate per 10 minuti a 1200 rpm. Dopo la centrifugazione, le 

PBMCs sono state raccolte con FBS 10%+ DMSO 1% e conservate a -80°C 

fino all’analisi. 

 

3.4.2 Protocollo di stimolazione 

Le PBMCs  sono state piastrate (2x105 cellule/pozzetto) e stimolate con 

250 µg/ml di proteine totali del latte vaccino e con siero albumina bovina (BSA) 

per 2 giorni per la valutazione delle cellule Th1, Th2 e Th17 e per 7 giorni per 

la valutazione delle cellule T regolatorie al citofluorimetro. Il surnatante 

raccolto e conservato a -80°C per l’analisi ELISA delle citochine coinvolte nella 

risposta allergica. 

 

3.4.3 Analisi  della popolazione linfocitaria tramite citofluorimetria  

Dopo la stimolazione, le Treg sono state identificate come cellule positive a 

CD4(+)CD25(+)Foxp3(+)CD127(-), utilizzando specifici anticorpi,  e i linfociti 

Th1, Th2 e Th17 utilizzando il kit di fenotipizzazione Th1/Th2/Th17 (BD, 

Franklin Lakes, New Jersey, USA) mediante l’analisi citofluorimetrica. La 

colorazione è stata eseguita utilizzando il kit umano di rilevamento Treg 

(Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Germania) e i risultati analizzati dal 

citometro a flusso BD CANTO II e dal software DIVA (Becton-Dickinson, 

Franklin Lakes, New Jersey, USA). Un totale di 100.000 eventi sono stati 

acquisiti per l'analisi dopo il gating dei linfociti in base al dot plot FSC/SSC.  
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3.4.4 Analisi delle citochine della risposta Th2, Th1, IL-10 e 

proinfiammatorie mediante ELISA  

Le concentrazioni delle citochine della risposta delle Th2 (IL-5, IL-9, IL-13), 

Th1 (IFN-γ), la citochina tolerogenica IL-10 e quelle pro-infiammatorie (IL-6, 

TNF-α) sono state eseguite utilizzando kit commerciali specifici secondo le 

istruzioni del produttore (tutte Elabscience, Houston, Texas, USA). 

 

3.5 Gestione e analisi dei dati 

Tutti i dati sono stati registrati nella cartella clinica dedicata dal team 

multidisciplinare. Quindi, utilizzando un unico metodo di inserimento dei dati, 

tutti i dati sono stati inseriti in forma anonima nella banca dati dello studio. 

Quindi, un team statistico ha esaminato il database dello studio, ha eseguito la 

pulizia e la verifica dei dati secondo le procedure standard. 

 

3.6 Analisi statistica 

La maggior parte delle variabili continue non erano distribuite secondo 

una curva gaussiana e tutte sono state riportate come mediana (50° percentile) 

e intervallo interquartile (IQR, 25° e 75° percentile). Le variabili discrete sono 

state riportate come numero e proporzione di soggetti per la caratteristica di 

interesse.  

I confronti per le variabili continue tra soggetti con AA non-IgE mediata sono 

stati eseguiti utilizzando il Wilcoxon-Mann-Whitney U-Test; quelli per le 

variabili categoriche utilizzando il test del χ2 di Pearson. 
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3.6.1 Storia naturale 

È stata utilizzata l’analisi univariata di regressione logistica per indentificare i 

potenziali predittori di AA multipla al T0, di acquisizione della tolleranza 

immunologica totale e alle PLV a 24 mesi e di comparsa di MA a 24 mesi.  

Il rate di acquisizione della tolleranza immunologica totale, alle PLV e il rate di 

comparsa di MA sono stati calcolati come probabilità marginali da un modello 

logistico univariato, utilizzando il verificarsi dell’outcome (0=no, 1=si) come 

risposta. Un modello simile è stato utilizzato per calcolare il rate corrispondente 

all’interno delle singole forme di AA non-IgE mediata (0=FPE, 1=FPIES, 

2=FPIAP, 3=FPMID.  

Le variazioni nei 24 mesi del rate di tolleranza immunologica totale, tolleranza 

alle PLV e comparsa di MA, sono state calcolate come stime marginali da un 

modello di regressione logistica includendo gli outcome di interesse come 

risposta (0=no; 1=si) e tempo (0= 6 mesi, 1=12 mesi, 2= 18 mesi, 3=24 mesi) e 

l’AA multipla al baseline (0=no; 1=si) X interazione tempo (discretoXdiscreto) 

come predittori e intervalli di confidenza del cluster, per tenere conto delle 

misure ripetute.91 

Le differenze di incidenza del rate di tolleranza e comparsa di MA tra i gruppi 

(AA multipla vs singola) sono state ottenute dallo stesso modello logistico di 

regressione usando contrasti, con la correzione di Bonferroni per 4 confronti (6, 

12, 18 e 24 mesi). 

3.6.2 Accuratezza diagnostica  

Le stime e 95%CI della of true positive fraction (TPF), true negative fraction 

(TNF), positive diagnostic likelihood ratio (DLR+) e negative diagnostic 

likelihood ratio (DLR-) sono stati calcolati come probabilità stimate da un 

modello di regressione logistica che impiega intervalli di confidenza a grappolo 

tenendo conto delle misure ripetute all'interno del soggetto. 
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DLR+ e DLR- sono stati calcolati da tale modello utilizzando contrasti non 

lineari dei rapporti (TPF/ false positive fraction) e (FNF/true negative fraction) 

con il metodo delta. (I valori predittivi positivi e negativi non sono stati calcolati 

in quanto il presente disegno di studio non può essere considerato in grado di 

fornire una stima affidabile della vera "prevalenza" di AA non-IgE. I dati DLR+ 

e DLR- potrebbero comunque essere trasferiti ad altri contesti applicando il 

teorema di Bayes, cioè considerando le probabilità pre-test di AA non-IgE 

mediata).92 

L'analisi statistica è stata effettuata utilizzando Stata 17.0 (Stata Corporation, 

College Station, TX, USA). 

 

3.7 Comitato etico 

Lo studio è stato approvato dal Comitato Etico dell'Università degli Studi 

di Napoli ''Federico II', registrato presso www.clinicaltrials.gov (registrazione 

n. NCT04462978), e condotto in conformità alla Dichiarazione di Helsinki 

(revisione Fortaleza, 2013), agli Standard di Buona Pratica Clinica 

(CPMP/ICH/135/95), al D.Lgs. 211/2003 in materia di dati personali e alla 

normativa europea in materia.   
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4. RISULTATI 

 

4.1 Popolazione dello studio 

Da gennaio 2017 a gennaio 2021 sono stati valutati un totale di 195 

soggetti per sospetta AA non-IgE mediata. 

Venti soggetti sono stati esclusi per la presenza di almeno un criterio di 

esclusione: 

• 16 hanno presentato sintomi gastrointestinali per <3 settimane; 

• 2 hanno presentato disturbi neuropsichiatrici;   

• 1 aveva una precedente diagnosi di celiachia; 

• 1 era affetto da fibrosi cistica.  

In 52 soggetti sono state ottenute altre diagnosi:  

• 24 disturbi gastrointestinali funzionali; 

• 9 infezioni gastrointestinali; 

• 8 celiachia; 

• 5 AA IgE-mediate; 

• 2 malformazioni del tratto gastrointestinale; 

• 2 intolleranze alimentari; 

• 1 disturbi gastrointestinali eosinofili; 

• 1 IBD ad esordio precoce.  

In un totale di 123 pazienti è stata ottenuta una diagnosi certa di AA non-IgE 

mediata al termine dell’iter diagnostico. 
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4.2  Risultati degli obiettivi primari 

4.2.1 Caratteristiche cliniche 

Le principali caratteristiche anamnestiche, demografiche e cliniche della 

popolazione di studio sono riassunte nella Tabella 1. La maggior parte dei 

pazienti arruolati è risultata di sesso maschile (56.1%), nato da parto cesareo 

(61%) e con rischio allergico familiare (64.2%).  

All’arruolamento, 52 pazienti (42%) presentavano AA multipla, di cui 

24 (50%) erano affetti da FPE, 12 (57%) da FPIES, 3 (15%) da FPIAP (15%) e 

13 (38%) da FPMID.  

Confrontando i pazienti con AA singola vs multipla, in quest'ultimo gruppo vi 

era un numero significativamente più alto di maschi (p<0.05) e l'età alla 

diagnosi era significativamente più elevata (p<0.05), riflettendo il ritardo 

diagnostico più lungo nel gruppo delle AA multiple rispetto a quelle singole 

(p<0.05).  

Applicando l'analisi di regressione logistica univariata, l'odds ratio (OR) tra AA 

multipla vs singola era 1.09 (IC 95% da 1.10 a 1.18) per ogni 30 giorni di ritardo 

diagnostico; 2.24 (IC 95% da 1.07 a 4.71) per maschio vs femmina (Tabella 2). 

A causa dell'ampio IC al 95% e della dimensione relativamente bassa del 

campione, non è stato ritenuto opportuno eseguire il modello multivariato di tali 

predittori. 

L'antigene alimentare più comune è stato il latte vaccino, presente in 99 pazienti 

(80.5%). Invece il 23.6% dei soggetti presentava allergia all'uovo; il 14.6% 

allergia alla soia, il 13.8% al frumento; il 9.8% allergia al riso; il 9.8% allergia 

alla carne; il 9% dei pazienti ha mostrato allergia ai legumi; il 7% allergia al 

pesce e il 9% ha presentato AA per altri alimenti. La somma supera il 100% per 

la presenza delle AA multiple.  
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Tra i 99 bambini con APLV, il 40.4% era affetto da FPE; il 12.1% da FPE; il 

19.2% da FPIAP e il 28.2% da FPIMD.  

Dei 99 pazienti con APLV, all’arruolamento, 9 pazienti erano allattati al seno, 

mentre 90 erano allattati con formula artificiale alla nostra prima osservazione.  

Tra i pazienti alimentati con formula: 

• 40 (44.4%) sono stati alimentati con una formula a base di caseina 

estensivamente idrolizzata supplementata con il probiotico 

Lacticaseibacillus rhamnosus  GG (EHCF-LGG);   

• 9 (10%) assumevano una formula di sieroproteine del latte ampiamente 

idrolizzate (EHWF);   

• 14 (15.6%) assumevano una formula a base di caseina estensivamente 

idrolizzata (EHCF);  

• 10 (11.1%) utilizzavano una formula a base di aminoacidi (AAF);  

• 10 (11.1%) assumevano una formula a base di riso (RF); 

• 7 (7.8%) assumevano con una formula a base di soia (SF).   

 

4.2.2  Storia naturale 

4.2.2.1  Acquisizione della tolleranza immunologica totale 

Complessivamente 67 pazienti [0.55 (IC del 95% tra 0.46 e 0.63)] hanno 

raggiunto la tolleranza immunologica totale, ovvero a tutti gli alimenti in caso 

di pazienti affetti da AA multiple, a 24 m di follow-up:  

• 26 FPE (54.2%);   

• 5 FPIES (23.8%);  

• 15 FPIAP (75.0%); 

• 21 FPIMD (61.8%).   
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Durante il periodo di studio, il tasso di tolleranza totale è stato: 0.17 (IC del 95% 

da 0.10 a 0.24, n= 21 su 123) a 6 mesi; 0.28 (IC del 95% da 0.20 a 0.36, n= 35 

di 123) a 12 mesi; 0.40 (IC del 95% da 0.31 a 0.49, n= 49 di 123) a 18 mesi.   

Separando i pazienti in due popolazioni, AA singola vs multipla, i primi 

avevano maggiori possibilità di acquisire tolleranza immunitaria a 24 mesi 69% 

vs 34.6% e durante tutto il follow-up. Nel dettaglio, la differenza assoluta è 

stata: -0.13 (IC del 95% da -0.29 a 0.03, p = 0.181) a 6 mesi; -0.26 (IC del 95% 

da -0.45 a -0.07, p = 0.002) a 12 mesi; -0.32 (IC del 95% da -0.53 a -0.12, p = 

0.0003) a 18 mesi; -0.34 (IC del 95% da -0.56 a -0.13, p = 0.0003) a 24 mesi 

(Figura 2). 

Per valutare il ruolo delle AA multiple e di altri potenziali predittori sul rate di 

acquisizione della tolleranza immunologica a 24 mesi, è stata eseguita un'analisi 

univariata. La AA multipla, rispetto a quella singola, è stata associata a un OR 

di 0.24 (IC del 95% da 0.11 a 0.51) di acquisizione complessiva della tolleranza 

immunologica a 24 mesi. È interessante notare che anche una storia familiare di 

allergia era inversamente associata al risultato, con un OR di 0.41 (IC del 95% 

da 0.19 a 0.89). Infine, l'OR dell'acquisizione complessiva della tolleranza 

immunitaria a 24 mesi è stato di 0.26 (IC del 95% da 0.08 a 0.84) per FPIES vs 

FPE (Tabella 3). 

Nei bambini allattati artificialmente, il tasso di tolleranza immunologica totale 

a 24 mesi di follow-up è stato di 0.75 (95%CI 0.62-0.88) per i soggetti che 

avevano ricevuto EHCF+LGG rispetto a 0,46 (95%CI 0.32-0.60) per i pazienti 

trattati con altre formule (p=0.003) (stima marginale dalla regressione 

logistica). 

 

4.2.2.2 Acquisizione della tolleranza alle proteine del latte vaccino 

Un totale di 62 pazienti [0.63 (IC del 95% da 0.53 a 0.72)] ha raggiunto 

la tolleranza immunologica alle PLV a 24 m di follow-up. Di questi 25 erano 
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affetti da FPE (62.5%); 2 da FPIES (16.7%); 15 da FPIAP (79%) e 20 FPIMD 

(71.4%). Il tasso di tolleranza alle PLV durante il follow-up di 24 m è stato: 

0.19 (IC del 95% da 0.11 a 0.27, n = 19 di 99) a 6 mesi; 0.31 (IC del 95% da 

0.22 a 0.40, n = 31 di 99) a 12 mesi; 0.46 (IC del 95% da 0.37 a 0.56, n = 46 di 

99) a 18. Il tasso di acquisizione della tolleranza a 24 mesi è stato inferiore nei 

bambini con AA multipla rispetto a quelli con singola AA. Nel dettaglio, la 

differenza assoluta era: -0.15 (IC del 95% da -0.34 a 0.03, p = 0.151) a 6 mesi; 

-0.19 (IC del 95% da -0.41 a -0.04, p = 0.140) a 12 mesi; -0.23 (IC del 95% da 

-0.48 a -0.01, p = 0.071) a 18 mesi; -0.30 (IC del 95% da -0.54 a -0.05, p = 

0.009) a 24 mesi (Figura 3).  

Non sorprende che tale risultato sia stato confermato dall'analisi univariata sui 

potenziali predittori di acquisizione della tolleranza alle PLV a 24 mesi. La 

presenza di AA multipla si è associata ad una probabilità inferiore di acquisire  

la tolleranza alle PLV a 24 m con un OR di 0.28 (IC del 95% da 0.12 a -0.66).  

Infine, l'OR dell'acquisizione della tolleranza alle PLV a 24 mesi è stato di 0.12 

(del 95% da 0.02 a 0.62) per FPIES rispetto a FPE (Tabella 4). 

Nei pazienti allattati artificialmente, il tasso di tolleranza alle PLV a 24 mesi, è 

stato di 0.83 (95%CI 0.71-0.94) per i soggetti che avevano ricevuto EHCF-LGG 

vs 0.48 (95%CI 0.34-0.62) per quelli trattati con altre formule ipoallergeniche 

(p=0.0002) (stime marginali dalla regressione logistica). 

 

4.2.2.3  Sviluppo di marcia allergica  

Alla fine del follow-up di 24 mesi un totale di 57 pazienti (46.3%) ha 

presentato MA, definita dallo sviluppo di almeno un’altra manifestazione 

atopica, e 7 pazienti hanno sviluppato ≥2 manifestazioni allergiche, senza 

differenze statisticamente significative tra le quattro malattie (Figura 4). Un 

costante incremento dell'insorgenza di MA è stato osservato a partire dal primo 

follow-up di 6 mesi. Nel dettaglio, il tasso di MA era 0.19 (IC del 95% da 0.12 
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a 0.26, n = 23 di 123) a 6 mesi, 0.30 (IC del 95% da 0.22 a 0.38, n = 37 di 123) 

a 12 mesi, 0.35 (IC del 95% da 0.26 a 0.43, n = 43 di 123) a 18 mesi e 0.46 (IC 

del 95% da 0.37 a 0.55, n = 57 di 123) a 24 mesi. Il tasso di MA è risultato 

inferiore nei bambini con AA singola rispetto a quelli con AA multipla, ma gli 

IC del 95% della differenza erano ampi e includevano il valore 0 nella maggior 

parte dei casi. 

Applicando l'analisi univariata per valutare il ruolo di potenziali predittori sullo 

sviluppo di MA la AA multipla rispetto a quella singola è stata associata ad un 

OR di 2.22 (IC del 95% da 1.07 a 4.61) di sviluppo MA a 24 m (Tabella 5).  

La manifestazione atopica più frequente è stata la DA insorta dopo la diagnosi 

di AA, presente nel 22% dei casi. La distribuzione delle varie forme di MA a 

24 mesi è riportata in Tabella 6. 

Nei bambini allattati in formula, il tasso di marcia allergica a 24 mesi era di 0.53 

(95%CI 0.37-0.68) per i soggetti che avevano ricevuto EHCF-LGG rispetto a 

0.36 (95%CI 0.23-0.49) per i pazienti trattati con altre formule (p=0.113). 

 

4.2.2.4 Sviluppo di malattie immunomediate e non immunomediate 

Durante il follow-up di 24 mesi, 2 bambini hanno sviluppato malattie 

autoimmuni, nello specifico: 

• 1 artrite idiopatica giovanile; 

• 1 tiroidite autoimmune. 

Entrambe le malattie si sono sviluppate prima dell'acquisizione della tolleranza 

immunologica.  

Inoltre, 6 bambini hanno sviluppato disturbi funzionali gastrointestinali, tra cui: 

• 4 dolori addominali funzionali; 

• 1 sindrome dell’intestino irritabile; 

• 1 stipsi funzionale. 
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Questi disturbi si sono sviluppati tutti dopo la risoluzione della AA. 

 

4.2.3 Caratteristiche dei test di screening allergologici e dei test di 

provocazione orale 

 

Alla diagnosi sono stati eseguiti 275 TPO in 195 bambini con sospetta AA non-

IgE-mediata: 217 di essi sono risultati positivi confermando la diagnosi in 123 

pazienti (52 con AA multipla). Il tempo mediano (minimo; massimo) di 

reazione dopo l'ultima dose del TPO è stato di 24 (1; 80) ore. Le tempistiche di 

reazione variavano nelle 4 malattie: 30 (10; 48) per la FPE; 2 (1; 3) per la 

FPIES; 52 (36; 72) per la FPIAP; e 38 (5; 80) per la FPIMD (p<0.05). 

 

Alla diagnosi, in 195 bambini sono stati eseguiti 275 APT e SPT. Tra i 123 

bambini con AA non-IgE mediata confermata dal TPO, 110 (89.4%) avevano 

un APT positivo, 5 (4.5%) avevano sia APT che SPT positivi e nessuno aveva 

un SPT positivo isolato.  

 

Durante il follow-up sono stati eseguiti in totale 615 TPO per valutare 

l'eventuale acquisizione di tolleranza immunologica, nei 123 pazienti arruolati 

nello studio. Un totale di 116 OFC è risultato negativo in 67 bambini (18 con 

AA multipla), mentre 499 sono risultati positivi in 56 bambini (34 con AA 

multipla). 

 

Durante il follow-up sono stati eseguiti anche 615 APT per monitorare 

l'acquisizione della tolleranza immunologica: 487 APT sono risultati positivi 

durante il follow-up. L'accuratezza diagnostica dell'APT nel predire il risultato 

del TPO alla diagnosi e durante il follow-up è riportata in Tabella 7. 
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4.3  Risultati degli obiettivi secondari 

4.3.1 Meccanismi fisiopatologici 

4.3.1.1 Analisi della popolazione linfocitaria 

In condizioni basali, la percentuale di linfociti T-reg CD4+/CD25+/FoxP3+ era 

simile nei pazienti con AA IgE-, non-IgE mediata e nei controlli sani. Dopo la 

stimolazione con 250 μg/ml di PLV, è stata osservata una significativa riduzione 

del numero di linfociti T-reg CD4+/CD25+/Foxp3+ nei PBMCs di pazienti con 

AA non-IgE mediata e IgE mediata. Nessuna modulazione è stata invece 

osservata nei controlli sani (Figura 5).  

In condizioni basali, la percentuale di linfociti Th1, Th2, Th17 era simile nei 

pazienti con AA IgE-, non-IgE mediata e nei controlli sani. Dopo la 

stimolazione con 250 μg/ml di PLV, è stato osservato un aumento simile della 

percentuale di linfociti Th2 e Th17 sia nei bambini con AA IgE- che non-IgE 

mediata, mentre la percentuale di linfociti Th1 (positivi per INFɣ) aumentava 

in maniera significativa solo nelle PBMCs dei bambini con AA non-IgE mediata 

(Figura 6).  

 

4.3.1.2 Analisi delle citochine 

Dopo stimolazione con BSA e con il solo mezzo di coltura, le concentrazioni di 

IL-5, IL-13, IL-6, IL-9, IL-10, e TNF-α sono risultate simili nei 3 gruppi 

(controlli sani, pazienti con AA IgE mediate e pazienti con AA Non-IgE 

mediate). Dopo la stimolazione con PLV, si è osservato un aumento simile della 

produzione di IL-5, IL-13, IL-6, TNF-α nelle PBMCs tra i bambini con AA IgE- 

e non-IgE mediata (senza differenze tra i diversi fenotipi clinici). Non è stata 

osservata alcuna modulazione nella produzione di IL-9 e IL-10. Nel surnatante 

dei PBMCs di controlli sani non vi è stata una variazione di concentrazione di 

citochine dopo la stimolazione con PLV, rispetto ai livelli basali (Figura 7).   
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5. DISCUSSIONE 

 

Lo studio NIGEFA è il primo studio prospettico con 24 mesi di follow-

up che valuta le caratteristiche cliniche, la storia naturale e la fisiopatologia di 

pazienti pediatrici con diverse forme di AA non-IgE mediata. Le evidenze 

disponibili in letteratura derivano principalmente da studi retrospettivi, 

focalizzati su una singola forma di AA non-IgE mediata, in particolare solo su 

pazienti con FPIAP o FPIES indotta da PLV o con fenotipi non-IgE-GIFA non 

definiti.55,93-95 Sono stati condotti pochi studi prospettici, per lo più incentrati su 

una singola forma di AA non-IgE mediata, o che indagavano solo le 

caratteristiche cliniche, o la storia naturale, o i meccanismi fisiopatologici o 

l'accuratezza diagnostica dei test di screening allergologici.10,25,27,96,97 

Nella nostra popolazione, la maggior parte dei pazienti era di sesso maschile 

(56%), nata da parto cesareo (61%), aveva familiarità per allergia (64%), era 

allattata in formula (92.7%) ed aveva una AA singola (58%) in accordo con gli 

studi precedenti.10,55,59,93,98,99  

L'età mediana era di 90 giorni alla comparsa dei sintomi e di 150 giorni alla 

diagnosi, con un ritardo diagnostico mediano di 30 giorni. I dati relativi al 

ritardo diagnostico nella AA non-IgE mediate sono scarsi e discordanti, 

variando da 2,2 a 6 mesi, a seconda degli antigeni alimentari o dei fenotipi non-

IgE-GIFA.59,100,101 La tipologia di sintomi (esclusivamente GI) e la caratteristica 

temporale d’insorgenza (subacuta o cronica) nelle AA non-IgE mediate, sono i 

fattori principalmente responsabili di mancata o ritardata diagnosi.35 I dati 

relativi al ritardo diagnostico e alla prognosi delle AA non-IgE mediate non 

sono stati valutati in questi studi. Nello studio NIGEFA abbiamo riscontrato che 

per ogni 30 giorni di ritardo diagnostico vi era un OR di 1.09 per lo sviluppo di 

AA multiple. Oltre al ritardo diagnostico, anche il sesso maschile è risultato un 

fattore di rischio per l'insorgenza di AA multipla. Questi dati suggeriscono 

l'importanza di una diagnosi precoce per limitare l'insorgenza di AA multipla. 
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Le diverse forme di AA non-IgE-mediate erano così distribuite nella 

nostra coorte: FPE (39%), FPMID (28%), FPIES (17%) e FPIAP (16%). La 

mancanza di studi prospettici che valutino contemporaneamente il tasso di 

diversi fenotipi non-IgE-GIFA rende difficile il confronto con i nostri 

risultati.55,93,95 In uno studio retrospettivo che ha analizzato i sintomi 

gastrointestinali in una popolazione di soggetti con diagnosi certa di AA, il 

dolore addominale e la diarrea erano presenti in oltre l'80% dei soggetti e la 

perdita di peso in oltre il 50% dei pazienti, sintomatologia caratteristica della 

FPE.55 Inoltre Meyer et al. riportavano una prevalenza maggiore di FPE tra i 

bambini allattati artificialmente e Nowak et al. segnalavano una crescente 

incidenza di FPE attribuita all'alimentazione con formula, come nella nostra 

popolazione di studio.55,102 L'elevato tasso di bambini allattati con formula nella 

nostra coorte potrebbe anche essere responsabile del basso tasso di FPIAP, che 

è considerato uno dei fenotipi di AA non-IgE mediata più comuni nei bambini 

allattati al seno.53 

Il termine FPIMD è un ombrello utilizzato per definire i disturbi della 

motilità gastrointestinale indotti dalle proteine della dieta; mancano dati certi 

sulla prevalenza, ma sono considerati una forma emergente di AA Non-IgE 

mediata.53 A tal proposito, in una popolazione con stipsi cronica, l’AA alle PLV 

è stata identificata come la causa principale nel 77% dei soggetti, mentre in un 

gruppo di lattanti affetti da MRGE, il 40% era secondario ad APLV.103,104  

La storia naturale delle AA non-IgE mediate presenta ancora molti lati 

oscuri, principalmente per la presenza in letteratura di dati retrospettivi, nonché 

la mancata esecuzione di un TPO per confermare la diagnosi o per monitorare 

l’acquisizione della tolleranza immunologica ogni 6 mesi.13,35,55 Nel nostro 

studio prospettico, la tolleranza immunologica è stata attentamente monitorata 

in tutti i pazienti, tramite l’esecuzione di un TPO a ogni 6 mesi (ad eccezione 

dei pazienti con diagnosi di FPIES, in cui il TPO è stato eseguito ogni 12 mesi, 

come da linee guida).14  
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La tolleranza immunologica totale, ovvero a tutti gli alimenti nei pazienti 

con AA multipla complessiva, è stata raggiunta nel 54% dei pazienti a 24 m di 

follow-up, con un tasso più elevato nei pazienti con diagnosi di FPIAP (75%), 

in accordo con i dati presenti in letteratura.9 Questo è un aspetto molto 

importante per definire il reale tasso di tolleranza immunologica; infatti, i dati 

presenti in letteratura sono principalmente retrospettivi e relativi ai pazienti con 

FPIES.11,12 Confrontando i pazienti con AA singola e multipla, abbiamo 

osservato un tasso più basso di acquisizione della tolleranza immunologica a 24 

m di follow-up in quest’ultimo gruppo (69% vs 35%, p <0.05) come illustrato 

in Figura 2.  

L'analisi logistica univariata ha confermato questi dati, mostrando che la 

presenza di AA multipla e la presenza di rischio allergico familiare 

influenzavano negativamente la possibilità di acquisizione della tolleranza 

immunologica, come precedentemente osservato in una popolazione selezionata 

di pazienti con diagnosi di FPIAP.93,105 Non vi sono dati in letteratura 

riguardanti pazienti con FPIMD, FPIES o FPE.  

Nei pazienti affetti da APLV IgE-mediata, alcuni studi hanno suggerito un 

potenziale effetto della scelta della formula sul tempo di acquisizione della 

tolleranza immunitaria.106-108 Analizzando i pazienti APLV non-IgE mediata, 

alimentati artificialmente nella nostra coorte di studio, è stato osservato un tasso 

significativamente più alto di acquisizione della tolleranza immunologica nel 

gruppo EHCF+LGG rispetto alle altre formule a 24 mesi di follow-up. Il tasso 

più elevato è stato osservato sia per il tasso di tolleranza immunologica totale 

che per quella al latte vaccino. 

Il latte vaccino è risultato il principale allergene alimentare implicato 

nella nostra coorte, coerentemente a come già descritto in letteratura e anche il 

tasso di soggetti che acquisiscono tolleranza immunologica al latte vaccino è 

stato maggiore rispetto al tasso di acquisizione della tolleranza immunologica 

agli altri alimenti (54% vs 63%). Questo concetto è stato a lungo descritto in 
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letteratura per i pazienti con FPIES, in cui si descrive un'acquisizione precoce 

della tolleranza immunologica per alimenti liquidi (ad esempio il latte) rispetto 

ad alimenti solidi, ma non per le altre forme di AA Non-IgE mediata.11,109  

Durante i 24 m di follow-up, il 47% dei pazienti ha sviluppato almeno 

una manifestazione atopica. Un tasso simile è stato riportato in pazienti con 

APLV IgE mediata e in AA Non-IgE-mediate.59,110,111 L'alto tasso di 

comorbilità atopica tra i pazienti con AA non-IgE mediata è stato messo in 

evidenza nel 2018 da Meyer et al., che proponeva un nuovo modello di MA in 

pazienti con AA non-IgE mediata.59 Evidenze cliniche hanno mostrato che fino 

al 52% dei pazienti con AA non-IgE mediata, presentano DA concomitante alla 

diagnosi. Nella nostra popolazione abbiamo rilevato che oltre il 35% dei 

soggetti presentava DA al momento della diagnosi di AA non-IgE-mediata, 

senza differenze significative tra le 4 differenti forme di AA Non-IgE 

mediata.55,59 Inoltre l’incidenza cumulativa di DA nella nostra popolazione 

(57%), è risultata maggiore se comparata a quella presentata da bambini europei 

di età <5 anni (10-15%).10 

La rinite allergica è stata osservata nel 19% dei pazienti. Questo tasso di 

prevalenza risulta inferiore rispetto ai dati della letteratura, in cui variava dal 

28% al 45%; questi però erano studi retrospettivi, con follow-up più lungo ed 

età media maggiore della popolazione.55,112 Inoltre il rate di comparsa di rinite 

risulta simile a quello osservato in bambini con APLV IgE mediata, nella stessa 

fascia di età.111 

Anche il tasso di prevalenza di asma allergico del 6%, nella nostra coorte 

di pazienti è risultato inferiore rispetto a quanto riportato in letteratura (26.6-

32%), probabilmente anche in questo caso legato al più breve follow-up e all’età 

media inferiore della nostra popolazione, oltre che ai criteri stringenti utilizzati 

per diagnosticare l’asma allergico nel nostro centro.55,112 Ultimo per prevalenza, 

ma non per rilevanza, è stato il tasso di AA IgE mediata manifestata durante il 

follow-up, pari al 6% (1 FPIAP, 4FPE, 2 FPIES). Precedenti studi si 
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focalizzavano principalmente sulla concomitante presenza di IgE alimento 

specifiche in pazienti con diagnosi di AA non-IgE mediata (es. FPIES atipica) 

o sulle forme transienti (da AA non-IgE mediata ad AA IgE mediata) o sui 

diversi fenotipi di FPIAP.13,105,113 Ad oggi non ci sono dati riguardanti potenziali 

predittori dello sviluppo di MA in pazienti con AA non-IgE mediata, e questa è 

la prima prova che un’AA multipla può facilitare l'insorgenza di MA. 

Un alto rischio di sviluppare disturbi gastrointestinali funzionali 

(attualmente definiti anche come disordini dell’asse intestino cervello)  nel 

corso del tempo in soggetti con AA non-IgE mediata, è stato riportato in 

letteratura.114,115 Uno studio retrospettivo su bambini con APLV diagnosticata 

entro il  I anno di vita, ha mostrato che all'età di 8 anni, questi presentavano  

disturbi gastrointestinali funzionali nel 19.2% dei pazienti.114 In uno studio 

prospettico su pazienti con diagnosi di FPIAP, durante il follow-up di 4 anni, il 

10% dei soggetti ha sviluppato disturbi gastrointestinali funzionali,115 simile a 

quanto riscontrato nella nostra popolazione, dove il 5% dei pazienti sviluppava 

questi disordini durante il follow-up di 2 anni.  

La relazione tra AA non-IgE mediate e sviluppo di malattie autoimmuni non è 

stata ancora studiata; nella nostra coorte 2 pazienti (1.6%) hanno sviluppato 

queste condizioni (1 artrite idiopatica giovanile, 1 tiroidite autoimmune). 

Questa prevalenza sembra più elevata nella nostra popolazione, considerando 

che la tiroidite autoimmune nei primi 3 anni di vita è insolita e che la prevalenza 

attesa di artrite idiopatica giovanile nei primi 5 anni di vita è dello 0.002%.116 

Questi dati potrebbero supportare il ruolo della AA come prima evidenza di una 

disregolazione del sistema immunitario in età pediatrica.59 

Come ultimo aspetto per la parte clinica, abbiamo valutato le caratteristiche dei 

test di screening e dei TPO. Abbiamo riscontrato che tra i 123 bambini con 

diagnosi confermata con TPO, 110 (89.4%) presentavano APT positivi, 5 

(4.5%) mostravano positività sia per APT che per SPT (2 FPIES, 1 FPIAP, 1 

FPE, 1 FPIMD), e nessuno presentava una positività isolata degli SPT. La 
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presenza e il ruolo di SPT positivi o di IgE specifiche nel siero nelle AA non-

IgE mediate è ancora controverso.8 Recenti evidenze hanno dimostrato che fino 

al 35% dei pazienti con FPIES può presentare IgE alimento specifiche positive 

e che i pazienti con FPIAP possono presentare fenotipi diversi in base alla 

presenza di IgE specifiche.8,10,113 Inoltre, la presenza di IgE specifiche nelle AA 

non-IgE mediate, è stata proposta come fattore prognostico negativo sul timing 

di acquisizione della tolleranza immunitaria.10,51,113 Nella nostra popolazione 

nessuno dei 5 pazienti con SPT positivi ha raggiunto la tolleranza immunologica 

durante il periodo di studio di 24 mesi, con l'eccezione di un paziente con FPIAP 

indotta da PLV che ha raggiunto la tolleranza immunologica a 24 mesi 

(tardivamente rispetto ai restanti pazienti con FPIAP con AA singola), 

suggerendo il potenziale effetto prognostico negativo, della positività delle IgE 

specifiche. 

Nella nostra coorte abbiamo riscontrato che l'APT eseguito con alimenti freschi, 

in soggetti con sospetta AA non-IgE mediata, potrebbe essere un utile strumento 

diagnostico, con una frazione vera positiva (TPF) per APT vs TPO di 0.94 (da 

0.89 a 0.97) e una frazione vera negativa (TNF) di 0.81 (da 0.67 a 0.91). La TPF 

è risultata più elevata nella nostra popolazione se confrontata con i risultati 

ottenuti in precedenza in bambini con sintomi gastrointestinali, in cui è stata 

riportata una sensibilità che variava dal 57.4 all'84.2%.117 Questo potrebbe 

essere probabilmente correlato al diverso periodo di applicazione del cerotto, 

così come al diverso supporto utilizzato, al tipo di antigene utilizzato (alimenti 

freschi vs. estratti) e al tipo di alimenti (es. latte vaccino vs. uova) che variavano 

tra gli studi e che potrebbero aver influenzato l'accuratezza diagnostica. Infatti, 

nell’ambito di una recente metanalisi, la TPF è risultata più elevata quando sono 

stati utilizzati alimenti freschi, con supporto finn-chamber, un tempo di 

occlusione di 48 ore e un tempo di lettura a 72 ore in soggetti con sintomi 

gastrointestinali persistenti, come eseguito nel nostro studio.96,117 
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  Il rapporto di verosimiglianza diagnostica positiva dell'APT (DLR+), pari a 5 

(95% CI: da 2 a 8), indica che i bambini con AA non-IgE mediata, possono 

avere una probabilità di avere un APT positivo 5 volte superiore a quella dei 

controlli. Inoltre, il DLR- di 0.08 (95% CI: da 0.03 a 0.13) indica che la 

probabilità di essere negativi all'APT nei bambini con AA non-IgE è di 0,08 

volte superiore a quella dei controlli, evidenziando l'affidabilità e l'utilità 

dell'APT nei pazienti con sospetta AA non-IgE mediata. Inoltre, i nostri dati 

hanno confermato l'utilità dell'APT per il follow-up di questi pazienti, 

determinando così quando è possibile eseguire un TPO in modo sicuro, come 

precedentemente dimostrato.97  

Infine, riguardo le caratteristiche dei TPO, 24 ore è stato il tempo mediano per 

una reazione dopo l’esposizione all’alimento nei soggetti con sospetta AA non-

IgE mediata. Il tempo di comparsa dei sintomi variava tra i diversi fenotipi, da 

2 ore per la FPIES a 30 ore per la FPE, 38 ore per la FPIMD e 52 ore per i 

pazienti con FPIAP, suggerendo un potenziale ruolo dei diversi fenotipi delle 

AA non-IgE mediate, nell'influenzare la tempistica della reazione al TPO, come 

precedentemente riportato da altri gruppi di studio.8 

 

Uno degli aspetti ancora poco definiti delle AA Non-IgE mediate è la 

loro fisiopatologia. Infatti i dati presenti in letteratura sono scarsi e 

prevalentemente relativi a pazienti affetti da FPIES.25,27,28,118 Nel nostro studio 

abbiamo osservato, dopo la stimolazione delle PBMCs con PLV, un aumento 

della produzione di IL-5, IL-13, IL-6, TNF-α simile tra i bambini con AA IgE 

mediata e non-IgE mediata (senza differenze tra i diversi fenotipi clinici), a 

differenza di quanto osservato da Morita et al. Questo gruppo di ricerca, infatti, 

ha mostrato che le PBMCs di pazienti con AA non-IgE mediata stimolate con 

PLV, rilasciavano citochine Th2 (IL-5, IL-6 e IL-13), ma in concentrazioni non 

significative rispetto ai pazienti con AA IgE mediata. La causa di tale 

discrepanza rispetto ai nostri risultati è da ricercare nei tempi e nelle 
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concentrazioni delle PLV utilizzati per il protocollo di stimolazione. In 

particolare, il nostro gruppo ha effettuato una serie di esprimenti time-course e 

dose-risposta per individuare la dose ed i tempi necessari e sufficienti per 

indurre il rilascio di citochine. Morita et al. avevano infatti stimolato le PBMCs 

per 6 giorni con 100 µg/ml di PLV a differenza del nostro protocollo che ha 

previsto una stimolazione di 7 giorni con 250 µg/ml di PLV. 27 Inoltre grazie 

alle analisi di citofluorimetria, abbiamo osservato come nella fisiopatologia 

delle AA IgE e non-IgE mediate fossero coinvolti in egual misura i linfociti Th2 

(identificati dalla IL-4) e i Th17 (identificati dalla IL-17), ma solo le forme non-

IgE mediate mostravano il coinvolgimento e l’attivazione dei Th1 (identificati 

dal IFNγ).  Sempre Morita et al. nel loro studio non riscontrano il 

coinvolgimento di Th1 e Th17 nelle AA non-IgE mediate, probabilmente 

sempre a causa dei differenti protocolli di stimolazione utilizzati.27 Nella nostra 

casistica i livelli delle citochine e le popolazioni cellulari non mostravano 

differenze tra le 4 patologie. In letteratura in una popolazione di pazienti affetti 

da FPIES, Caubet et al. non hanno osservato differenza significativa nella 

produzione delle citochine Th2 (IL-5, IL-6 e IL-13), nella secrezione di IFNɣ e 

TNF-α nelle PBMCs stimolate con caseina rispetto ai pazienti con AA IgE- 

mediata.25 Mentre nelle AA IgE-mediate sappiamo che sono diverse le PLV in 

grado di elicitare una reazione avversa (α-lattoalbumina, β-lattoglobulina e 

caseina), questo non è noto nei pazienti con AA non-IgE mediata. Per tale 

motivo, nel nostro protocollo di stimolazione, abbiamo deciso di utilizzare le 

PLV complete senza scindere le singole proteine. L’assenza di risposta da parte 

delle PBMCs riscontrata nei pazienti con FPIES da Caubet et al. potrebbe essere 

legata all’utilizzo solo della caseina e non di tutte le PLV e al dosaggio inferiore 

(50 µg/ml).25,27 In una popolazione di pazienti affetti da FPIES indotta da PLV, 

Adel‑Patient et al. non hanno riscontrato un aumento della secrezione delle 

citochine Th2 e Th17 nelle PBMCs stimolate con PLV; viceversa, nei pazienti 

con APLV IgE mediata, è stato osservato un aumento della produzione di tali 

citochine, in particolare IL-3, IL-5, IL-6, TNF-α ed INFɣ.118 Probabilmente, il 
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motivo per cui tali risultati differiscono da quanto osservato nella nostra 

casistica è da ricercare nella diversità del protocollo di stimolazione e 

nell’utilizzo di una concentrazione più bassa di PLV (concentrazione di PLV 

compresa tra 10 e 50 μg/ml vs 250 μg/ml nei nostri esperimenti). 118 

Sulla base dei risultati ottenuti è possibile ipotizzare che in realtà le forme IgE- 

e non-IgE mediate siano sottese da uno stesso meccanismo fisiopatologico 

(rilascio di citochine Th2 e Th17) ma la presenza di citochine Th1-mediate 

(IFNɣ) differenzi le forme IgE- dalle non-IgE mediate. La prima motivazione 

che potrebbe giustificare questo meccanismo è legata all’età dei pazienti. Infatti 

è noto che i livelli di IFNɣ seguono un “age-related pattern”, ovvero sono più 

elevati nella prima infanzia rispetto al bambino più grande e questo potrebbe 

giustificare l’età media di insorgenza di AA non-IgE mediate più bassa rispetto 

a quella che riscontriamo per le AA IgE-mediate.2,119 

Inoltre evidenze scientifiche mostrano che l’IFNɣ bloccherebbe la produzione 

di IgE specifiche.119-121 Quindi, è possibile ipotizzare che nei bambini nel primo 

anno di vita con rischio atopico, la perdita della tolleranza immunologica e 

quindi il riconoscimento degli antigeni, segua la via classica delle AA IgE 

mediate, ma l’elevata presenza di IFNɣ, bloccando la produzione di IgE sia 

responsabile della mancata produzione delle IgE alimento specifiche e quindi 

dello sviluppo di una forma non-IgE mediata.  

Sulla base delle attuali conoscenze, questo è il primo studio prospettico 

che valuta simultaneamente la storia naturale, le caratteristiche cliniche e dei 

test allergologici e la fisiopatologia di una coorte di pazienti con diverse forme 

di AA non-IgE mediata con un follow-up di 24 mesi. 

In precedenza sono stati pubblicati diversi studi retrospettivi che 

descrivono soggetti pediatrici con diversi sintomi gastrointestinali indotti da 

proteine alimentari, senza classificare le diverse forme di AA non-IgE mediata, 

principalmente focalizzati su FPIAP o FPIES e sull’APLV.15,55,93,94,104  Gli studi 
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prospettici sono limitati e principalmente focalizzati su una specifica forma di 

AA non-IgE mediata, o valutano separatamente le caratteristiche cliniche e la 

storia naturale o la fisiopatologia di singole forme di AA non-IgE 

mediata.10,11,27,60,96,97,118 

I punti di forza del nostro studio sono l’elevata numerosità della coorte di 

pazienti, il disegno prospettico dello studio, i rigorosi criteri diagnostici adottati 

per la diagnosi e per il monitoraggio dell'acquisizione della tolleranza 

immunologica per evitare diete di eliminazione prolungate e non necessarie. 

Inoltre, abbiamo confermato un ruolo potenziale dell'APT per la diagnosi e il 

monitoraggio dei bambini con AA non-IgE mediata. Abbiamo anche 

evidenziato diversi aspetti della storia naturale relativi al valore prognostico di 

potenziali predittori che agiscono come fattori di rischio o protettivi sullo 

sviluppo della tolleranza immunologica e la comparsa della MA. In ultimo lo 

studio dei meccanismi fisiopatologici ci ha permesso di mettere in luce le 

citochine coinvolte nella patogenesi di queste malattie, mostrando il 

coinvolgimento delle citochine Th2 nella stessa misura delle forme IgE mediate 

ma con l’assenza di IgE alimento specifiche in gran parte dei soggetti; questo 

probabilmente a causa dell’elevata produzione di IFNγ legato all’età inferiore 

media di insorgenza tra queste due forme di AA.  

Inoltre, la presenza di elevate quantità di citochine Th2 in questi pazienti, 

spiegherebbe il perché questi sviluppino nel corso del follow-up MA nella stessa 

percentuale delle forme IgE mediate; anche in questo caso è probabile che la 

graduale riduzione di IFNγ legato alla crescita del bambino, porti alla 

predominanza dell’infiammazione Th2 e la conseguente comparsa di altre 

manifestazioni atopiche. Ulteriori studi sono necessari per convalidare tale 

ipotesi.  

I punti deboli del nostro studio sono dati dal disegno monocentrico e dallo studio 

dei meccanismi fisiopatologici esclusivamente nei pazienti con AA alle PLV.    
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6. CONCLUSIONI 

 

Lo studio NIGEFA fornisce dati sulle caratteristiche cliniche, sui fattori 

prognostici, sulla storia naturale dei diversi fenotipi AA non-IgE mediate e sulla 

fisiopatologia, che potrebbero avere un impatto rilevante sulla pratica clinica. 

Infatti, quando un paziente pediatrico, prevalentemente di sesso maschile, di età 

inferiore a 1 anno, con rischio allergico familiare, nato da parto cesareo e 

allattato artificialmente, presenta sintomi gastrointestinali persistenti, si 

dovrebbe sospettare fortemente una AA non-IgE mediata e l'APT potrebbe 

essere uno strumento affidabile per il work up diagnostico. 

Riconoscere precocemente un bambino con sospetta AA non-IgE mediata è 

estremamente importante per evitare il ritardo diagnostico, in quanto per ogni 

mese di ritardo diagnostico vi è un rischio maggiore di sviluppare AA multipla.   

Dai nostri dati emerge infatti che l’AA multipla è un fattore prognostico 

negativo sulla storia naturale della malattia. 

Limitare quindi l'insorgenza di AA multiple potrebbe essere un importante 

strategia per facilitare l'acquisizione della tolleranza immunologica e limitare 

l'insorgenza di MA. Inoltre, la gestione della dieta con EHCF+LGG potrebbe 

essere una ulteriore strategia efficace per accelerare l'acquisizione della 

tolleranza immunologica e limitare la comparsa di altre AA in questi pazienti.  
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7. TABELLE E FIGURE 

 

Figura 1. Disegno dello studio 
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Figura 2. Tasso di acquisizione della tolleranza immunologica totale durante 

i 24 mesi di follow-up in pazienti con AA singola vs multipla 

 

      A                                                                                                        B 

 

Pannello A: I valori sono espressi come probabilità marginali con IC del 95%. 

Pannello B: Differenze nelle probabilità marginali con IC 95% calcolate dalla regressione logistica 

per misurazioni ripetute, con correzione di Bonferroni per 4 contrasti. 
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Figura 3. Tasso di acquisizione della tolleranza immunologica alle 

proteine del latte vaccino durante i 24 mesi di follow-up in pazienti con 

AA  

 

A                                                                       B 

Pannello A: I valori sono espressi come probabilità marginali con IC del 95%. 

Pannello B: Differenze nelle probabilità marginali con IC 95% calcolate dalla regressione logistica 

per misurazioni ripetute, con correzione Bonferroni per 4 contrasti. 
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Figura 4. Percentuale di pazienti con marcia allergica a 24 mesi di 

follow-up 

I valori sono stime marginali e l’intervallo di confidenza del 95% è calcolato dalla regressione logistica 
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Figura 5. Espressione dei linfociti T-reg CD4+/CD25+/Foxp3+ nei PBMCs 

di controlli, pazienti con AA non-IgE mediata e IgE-mediata dopo 

stimolazione con 250 μg/ml di PLV  

 

BSA, Siero Albumina Bovina; Ctrl, controlli;  PLV, Proteine del latte vaccino  *p<0.05,   
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Figura 6. Espressione dei linfociti Th1, Th2, Th17 nei PBMCs di controlli, 

pazienti con AA non-IgE mediata e IgE mediata dopo stimolazione con 250 

μg/ml di PLV 

  

BSA, Siero Albumina Bovina; Ctrl, controlli; NT, non trattato; PLV, Proteine del latte vaccino   
 

* p< 0.05 PLV vs BSA, NT e Ctrl; ° p< 0.05 non-IgE vs IgE 
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Figura 7. Espressione dei livelli di citochine nel surnatante di PBMCs di 

controlli, pazienti con AA non-IgE mediata e IgE-mediata dopo 

stimolazione con 250 μg/ml di PLV 
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Tabella 1. Caratteristiche cliniche e demografiche della popolazione di studio 

IQR, range interquartile  

 

 

  

  Totale FPE FPIES FPIAP FPMID 

 N=123  N=48  N=21  N=20  N=34  

Sesso maschile, n (%) 69 (56.1) 32 (66.7) 9 (42.9) 9 (45.0) 19 (55.9) 

Storia familiare di allergia, n (%) 79 (64.2) 34 (70.8) 15 (71.4) 11 (55.0) 19 (55.9) 

Parto cesareo, n (%) 75 (61.0) 29 (60.4) 15 (71.4) 12 (60.0) 19 (55.9) 

Nascita pretermine, n (%) 8 (6.5) 5 (10.4) 0 (0) 1 (5.0) 2 (5.9) 

Allattamento al seno per almeno 1 mese, n (%) 67 (54.5) 24 (50) 13 (61.9) 14 (70) 16 (47.1) 

Durata allattamento al seno (mesi),mediana (IQR) 0 (0; 6) 0 (0; 6) 6 (0; 7) 0 (0; 6) 0 (0; 0) 

Allattamento al seno alla diagnosi, n (%) 9 (7.3) 1 (2.0) 2 (9.5) 1 (5.0) 5 (10.3) 

Età di esordio (giorni), mediana (IQR) 90 (30; 180) 105 (30; 330) 120 (30; 180) 60 (30; 90) 105 (30; 180) 

Età alla diagnosi (giorni), mediana (IQR) 150 (60; 300) 195 (90; 495) 150 (60; 180) 60 (60; 105) 180 (60; 360) 

Ritardo diagnostico (giorni), mediana (IQR) 30 (0; 90) 60 (26; 195) 5 (0; 30) 0 (0; 30) 30 (0; 150) 

Dermatite atopica prima di allergia, n (%) 45 (36.6) 20 (41.7) 7 (33.3) 9 (45.0) 9 (26.5) 

Allergie alimentari multiple, n (%) 52 (42.3) 24 (50.0) 12 (57.1) 3 (15.0) 13 (38.2) 
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Tabella 2. Potenziali predittori di insorgenza di AA multipla. 

 

I valori sono espressi come odds ratio e intervallo di confidenza al 95% derivanti da una regressione 

logistica univariata.. *p<0.05, **p<0.001 

 

 

  

Sesso maschile 
2.24* 

[1.07,4.71]           

Età all’esordio  

 1.00 

[1.00,1.00]           

Età alla diagnosi    

1.00 

[1.00,1.00]         

Ritardo diagnostico      

1.09* 

[1.01,1.18]       

Parto cesareo         

1.04 

[0.50,2.17]     

Allattamento al seno            

0.90 

[0.33,2.48]   

Storia familiare di allergia             

0.82 

[0.39,1.72] 

Osservazioni 
123 123 123 123 123 123 123 
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Tabella 3. Potenziali predittori di acquisizione della tolleranza immunologica 

totale a 24 mesi di follow-up 

FPE, food protein induced enteropathy; FPIES, food protein induced enterocolitis syndrome; FPIAP, food 

protein-induced allergic proctocolitis; FPIMD, food protein-induced allergic dysmotility disorders 
I valori sono espressi come odds ratio e intervallo di confidenza al 95% derivanti da una regressione 

logistica univariata. *p<0.05, **p<0.001 

  

Età d’insorgenza  
0.97 

[0.91,1.03]             

Età alla diagnosi  
  

0.96 

[0.92,1.01]           

Ritardo diagnostico  
    

0.96 

[0.90,1.02]         

Sesso maschile 
      

0.81 

[0.40,1.66]       

Storia familiare di allergia 
        

0.41* 

[0.19,0.89]     

Allergie alimentari multiple 
          

0.24** 

[0.11,0.51]   

FPE 
            

1.00 

[1.00,1.00] 

FPIES 
            

0.26* 

[0.08,0.84] 

FPIAP 
            

2.54 

[0.80,8.10] 

FPMID 
            

1.37 

[0.56,3.34] 

Osservazioni 
123 123 123 123 123 123 123 
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Tabella 4. Potenziali predittori di acquisizione della tolleranza immunologica 

alle proteine del latte vaccino a 24 mesi di follow-up 

Età d’insorgenza 
1.02 

[0.91,1.14] 

            

Età alla diagnosi 
  0.99 

[0.94,1.04] 

          

Ritardo diagnostico 
    0.97 

[0.92,1.04] 

        

Sesso maschile 
      1.03 

[0.46,2.34] 

      

Storia familiare di allergia 
        0.51 

[0.21,1.24] 

    

Allergie alimentari multiple 
          0.28** 

[0.12,0.66] 

  

FPE 
            1.00 

[1.00,1.00] 

FPIES 
            0.12* 

[0.02,0.62] 

FPIAP 
            2.25 

[0.63,8.05] 

FPMID 
            1.50 

[0.53,4.24] 

Osservazioni 
99 99 99 99 99 99 99 

FPE, food protein induced enteropathy; FPIES, food protein induced enterocolitis syndrome; FPIAP, food 

protein-induced allergic proctocolitis; FPIMD, food protein-induced allergic dysmotility disorders 

I valori sono espressi come odds ratio e intervallo di confidenza al 95% derivanti da una regressione 

logistica univariata. *p<0.05, **p<0.001 
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Tabella 5. Potenziali predittori di insorgenza di marcia allergica a 24 mesi di 

follow-up 

Età all’esordio  
1.04 

[0.98,1.10] 

            

Età alla diagnosi  
  1.04 

[1.00,1.09] 

          

Ritardo diagnostico 
    1.05 

[0.99,1.13] 

        

Sesso maschile 
      1.50 

[0.73,3.07] 

      

Storia familiare di allergia 
        0.80 

[0.38,1.67] 

    

Allergia alimentare multipla 
          2.22* 

[1.07,4.61] 

  

FPE 
            1.00 

[1.00,1.00] 

FPIES 
            0.99 

[0.35,2.76] 

FPIAP 
            0.72 

[0.25,2.09] 

FPMID 
            0.97 

[0.40,2.33] 
Osservazioni 123 123 123 123 123 123 123 

FPE, food protein induced enteropathy; FPIES, food protein induced enterocolitis syndrome; FPIAP, food 

protein-induced allergic proctocolitis; FPIMD, food protein-induced allergic dysmotility disorders 

I valori sono espressi come odds ratio e intervallo di confidenza al 95% derivanti da una regressione 

logistica univariata. *p<0.05 
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Tabella 6. Distribuzione delle manifestazioni atopiche nella 4 forme di AA 

non-IgE mediata a 24 m 

  

 

 

 

 

 

  

  Totale FPE FPIES FPIAP FPMID 

 N=123  N=48  N=21  N=20  N=34  

Rinocongiuntivite, n (%) 23 (18.7) 8 (16.7) 4 (19) 2 (10) 9 (26.5) 

Asma, n (%) 7 (5.7) 4 (8.3) 0 (0) 1 (5) 2 (5.9) 

Dermatite Atopica, n (%) 27 (22) 11 (22.9) 5 (23.8) 4 (20) 7 (20.6) 

AA IgE-mediata, n (%) 7 (5.7) 4 (8.3) 2 (9.5) 1 (5) 0 (0) 
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Tabella 7. Accuratezza degli APT per la diagnosi e il follow-up delle AA non-

IgE mediate 

 
 

N of tests TPF TNF DLR+ DLR- 

Diagnosi 275 0.94 (0.89 to 0.97) 0.81 (0.67 to 0.91) 5 (2 to 8) 0.08 (0.03 to 0.13) 

Follow-up 615 0.96 (0.92 to 0.99) 0.95 (0.89 to 0.98) 19 (4 to 33) 0.04 (0.01 to 0.07) 

I valori sono proporzioni e l’intervallo è 95%CI.  

TPF, True positive fraction; TNF, True negative fraction; DLR+, diagnostic positive likelihood ratio; 

DLR-, diagnostic negative likelihood ratio. 

Le stime e le IC al 95% di TPF, TNF, DLR+ e DLR- sono ottenute come stime marginali da un modello di 

regressione logistica che impiega intervalli di confidenza a grappolo per tenere conto delle misure ripetute 

all'interno del soggetto  
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