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Značaj određivanja specifičnih IgE antitela na rekombinantne 
alergene u planiranju venom imunoterapije 

SAŽETAK 

 

Uvod: Pacijenti sa sistemskom alergijskom reakcijom (SAR) na ubod insekta često 
pokazuju višestruku pozitivnost serumskog specifičnog IgE (sIgE) na venome  Hymenoptera. 
Nepotrebna dugotrajna imunoterapija specifična za venom (VIT) kod lažno-pozitivnih 
pacijenata povećava rizik od ponovne SAR. Prisustvo sIgE na unakrsno-reaktivne 
ugljenohidratne determinante (engl. cross-reactive carbohydrate determinants-CCD) (CCD-
sIgE) komplikuje tumačenje sIgE-testa, posebno kod pacijenata sa višestrukom pozitivnošću 
na venome Hymenoptera. 

Ciljevi: Ovo iztraživanje je imalo za cilj da analizira dijagnostički značaj sIgE-
testiranja na rekombinantne alergene kod pacijenata sa SAR na venome Hymenoptera. 
Takođe je analiziran klinički značaj molekularne alergološke dijagnostike koja koristi 
pojedinačne rekombinantne komponente (engl. component-resolved diagnostics-CRD) i test 
CCD-inhibicije za selekciju uzročnog venoma koji će biti korišćeni za VIT. 

Pacijenti i metode: ImmunoCAP metodom kod 82 pacijenta merili smo nivoe sIgE 
na ekstrakte venoma: vemom pčele (PV), venom ose (OV), venom stršljena (SV) i 
rekombinantne alergene: fosfolipazu A2 (rApi m 1), antigena 5 (rVes v 5 ) i CCD-bromelain. 
Analizirali smo korelaciju metoda ImmunoCAP i Imunoblot za detekciju sIgE na PV i OV 
ekstrakte, i rekombinantne alergene rApi m 1 i rVes v 5 kod 39/82 pacijenata. Prema 
podacima o alergiji na ubod insekta, uporedili smo sensitivnost i specifičnost između dve 
metode. Imunoblot metodom kod 71 pacijenta merili smo sIgE na PV, OV, SV, CCD i 
rekombinantne alergene: rApi m 1, hijaluronidazu (rApi m 2), ikarapin (rApi m 10), rVes v 5 
i fosfolipazu A1 (rVes v 1). Kod 29/71 PV/OV/SV/CCD-pozitivnih pacijenata izvršena je CCD-
inhibicija. Prema CRD i CCD-inhibiciji identifikovali smo pravu senzibilizaciju i definisali 
grupe višestruko pozitivnih pacijenata kojima je bila potrebna CCD-inhibicija pre početka 
VIT. 

Rezultati: Težina SAR nije zavisila od nivoa sIgE u ekstrakte venoma i rekombinantne 
alergene. Ukupno 51% pacijenata je imao višestruku pozitivnost na ekstrakte PV/OV ili 
PV/OV/SV. Teška SAR i CCD-sIgE bili su češći kod višestruko pozitivnih nego kod 
jednostruko pozitivnih pacijenata (P < 0,001). Serumska CCD-sIgE antitela su bila češća kod 
pacijenata sa alergijom na venom pčele u odnosu na pacijente sa alergijom na venom ose ( P 
< 0,0001) i venom stršljena (P = 0,049). Postojala je značajna korelacija između nivoa sIgE 
na ekstrakte venoma (P < 0,0001) i rekombinantne alergene (P < 0,05) merenih ImmunoCAP 
i Imunoblot metodama. ImmunoCAP metoda je imala veću senzitivnost i specifičnost od 



 

Imunoblot metode za dijagnozu SAR na venome Hymenoptera. Serumski sIgE na rApi m 1, 
rApi m 2 i rApi m 10 detektovani su kod 65,7%, 68,4% i 58% pacijenata. Kod pacijenata sa 
alergijom na venom pčele, senzitivnost CRD bila je 86,8%. Kod pacijenata sa alergijom na 
venom ose, senzitivnost sIgE-rVes v5 bila je 94%. Prava višestruka senzibilizacija je 
detektovana kod 13/29 (44,8%) PV/OV/SV/CCD-pozitivnih pacijenata nakon CCD-
inhibicije. Pacijenti sa višestrukom- i CCD-pozitivnošću imali su češće tešku SAR (P < 0,001). 
Test CCD-inhibicije bio je koristan kod pacijenata pozitivnih na PV/OV/SV/CCD koji su bili 
negativni na sve testirane rekombinantne alergene pčele. Perzistiranje pozitivnosti na 
ekstrakt venoma pčele nakon CCD-inhibicije zahteva CRD sa proširenim panelom 
rekombinantnih alergena.  

Zaključak: Specifično IgE-testiranje na rekombinantne alergene bez CCD je 
neophodno za adekvatan odabir venoma za dugotrajnu VIT, posebno kod pacijenata sa 
višestrukom senzibilizacijom na ekstrakte venoma. Takozvana CRD, sa profilom od pet 
najvažnijih rekombinantnih alergena i CCD ima visoku senzitivnost za dijagnozu alergije na 
venome, posebno kod pacijenata pozitivnih na nekoliko ekstrakta venoma. Zajedno, CRD i 
CCD-inhibicija pomažu da se otkrije klinički relevantna, prava senzibilizacija i da se poboljša 
selekcija alergena za dugotrajnu specifičnu imunoterapiju. 

Ključne reči: Anafilaksa, Ugljenohidratne determinante, Insekt-venom alergija, 
Hymenoptera; Venomi pčele; Imunoblot, ImmunoCAP, Molecularna dijagnostika, Venomi 
ose 
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The significance of determining specific IgE antibodies to 
recombinant allergens in planning venom immunotherapy 

ABSTRACT 

 

Introduction: Adults with systemic allergic reactions (SAR) to insect sting show 
often multiple-positivity of serum specific IgE (sIgE) to Hymenoptera venoms. Unnecessary 
long-lasting venom-specific immunotherapy (VIT) in false-positive patients increase the risk 
of recurrent SAR. The presence of IgE to cross-reactive carbohydrate determinants (CCD) 
complicates the interpretation of sIgE to Hymenoptera venoms, especially in patients with 
multiple-positivity. 

Objectives: This report aims to analyze the diagnostic importance of recombinant 
allergen IgE-testing in patients with SAR to Hymenoptera sting. Also we analyzed the clinical 
importance of the component-resolved diagnostics (CRD) and CCD-inhibition test for 
selection of the causative venom for VIT. 

Patients and methods: In 82 patients we measured levels of sIgE to honeybee venom 
(HBV), wasp venom (WV), hornet venom (HV) extracts, recombinant phospholipase A2 from 
HBV (rApi m 1), recombinant antigen 5 from WV (rVes v 5), and CCD-bromelain by 
ImmunoCAP. We analyzed the correlation of ImmunoCAP and Imunoblot for HBV and WV 
extracts, rApi m 1, and rVes v 5 in 39/82 patients. According to the history of insect sting 
allergy, we compared sensitivity and specificity between the two methods. In 71 patients we 
measured sIgE to HBV WV, HV, CCD and recombinant allergens: rApi m 1, hyaluronidase 
(rApi m 2), icarapin (rApi m 10), rVes v 5 and phospholipase A1 (rVes v 1) by Imunoblot. In 
29/71 HBV/WV/HV/CCD-positive patients CCD-inhibition was performed. According to 
CRD and CCD-inhibition we identified true sensitization and defined groups of multiple-
positive patients who needed CCD-inhibition before starting VIT. 

Results: The severity of the SAR does not depend on the sIgE level to venom extracts 
and recombinant allergens. Fifty-one percent of the patients had a multiple-positivity to 
HBV/WV or HBV/WV/HV extracts. Severe SAR and serum CCD-sIgE were more frequent in 
multiple-positive than single-positive patients (P < 0.001). Serum CCD-sIgE were more 
frequent in HBV allergic patients than WV (P < 0.0001) and HV allergic patients (P = 0.049). 
There was a significant correlation between levels of sIgE to venom extracts (P < 0.0001) 
and recombinant allergens (P < 0.05) measured by ImmunoCAP and Imunoblot. ImmunoCAP 
had higher sensitivity and specificity than Imunoblot for diagnosis of SAR to Hymenoptera 
venoms. Specific IgE to rApi m 1, rApi m 2 and rApi m 10 were detected in 65.7%, 68.4% and 
58%, respectively. In HBV allergic patients, CRD sensitivity was 86.8%. In WV allergic 
patients, sensitivity of sIgE-rVes v5 was 94%. True multiple-sensitization was found in 



 

13/29 (44.8%) of HBV/WV/HV/CCD-positive patients after CCD-inhibition. Patients with 
multiple-venom and CCD-positivity had more frequent severe allergic reactions (P < 0.001). 
CCD-inhibition was helpful in HBV/WV/HV/CCD-positive patients who were negative to all 
tested recombinant honeybee allergens. Persistence of HBV-positivity after CCD-inhibition 
requires CRD to other honeybee recombinant allergens. 

Conclusion: IgE-testing to recombinant CCD-free allergens is necessary for the 
adequate selection of long-lasting VIT, especially in patients with multiple sensitivities to 
venom extracts. CRD, using profile of the five most important recombinant allergens and 
CCD, has a high sensitivity for the diagnosis of venom allergy, especially in patients positive 
to several venom-extracts. CRD and CCD-inhibition are helpful to reveal the clinical relevant, 
true sensitization and improve the selection of allergens for long-lasting VIT. 

Keywords: Anaphylaxis, Carbohydrate determinants, Insect Venom Allergy, Hymenoptera; 
Honeybee Venoms; Imunoblotting, Molecular diagnostics, Wasp Venoms 

SCIENTIFIC FIELD: Medicine 

SPECIALISED SCIENTIFIC FIELD: Molecular medicine 
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1. UVOD 
 

1.1. Reakcije preosetljivosti na venome Hymenoptera  
 

Alergija na venome insekata iz reda Hymenoptera (HVA) je jedna od najtežih 

alergijskih bolesti kod odraslih sa značajnom učestalošću sistemske alergijske reakcije (SAR) 

(1). Venomi su izvor glikoproteina i peptida (2) sa svojstvima koji mogu dovesti do različitih 

simptoma, od lokalnih neželjenih reakcija do SAR opasne po život, pa čak i smrti. Nakon 

uboda Hymenoptera insekta najčešće se javlja reakcija preosetljivoti I tipa (3) posredovana 

IgE antitelima. Kao primarna odbrana od patogena, imunski sistem domaćina koristi brojne 

mehanizme kako bi osigurao optimalnu zaštitu. Imunski sistem ima sposobnost da zaštiti 

organizam od stranih antigena razlikovanjem stranih i sopstvenih komponenti čime se 

postiže stanje samotolerancije. Alergijske reakcije nastaju zbog poremećaja regulacije 

imunskog sistema kada alergeni mogu prouzrokovati patološke reakcije u organizmu (4). 

Klinička slika varira od velike lokalne reakcije (VLR) na mestu uboda do SAR (5). Sistemske 

reakcije se veoma razlikuju po težini, od umerenih reakcija koje se sastoje od 

generalizovanih kožnih simptoma do teških po život opasnih anafilaktičkih reakcija koje 

utiču na srčani i respiratorni sistem.  

"Preosetljivost" je širok termin koji se koristi da opiše prekomerni, patološki imunski 

odgovor na strane ili sopstvene antigene. Gel i Kumbs su prvi koji su 1963. godine 

klasifikovali reakcije preosetljivosti u četiri različite grupe prema mehanizmima oštećenja 

tkiva: tip I (preosetljivost posredovana IgE antitelima), tip II (preosetljivost posredovana 

IgM i IgG antitelima), tip III (preosetljivost posredovana IgM i IgG antitelima sa formiranjem 

imunokompleksa) i tip IV (odloženi tip preosetljivosti posredovan T-ćelijama) (6). Reakcija 

preosetljivosti tip III koju karakteriše proizvodnja IgG antitela usmerenih protiv alergena 

venoma može rezultirati simptomima nalik na serumsku bolest i glomerulonefritis izazvan 

taloženjem imunskih kompleksa koji sadrže IgG i alergen venoma (7). U kliničkoj praksi, 

tipovi preosetljivosti se mogu preklapati i pacijenti mogu imati istovremeno simptome više 

vrsta reakcija preosetljivosti.  



Postoje dokazi da komponenta komplementa C5a može igrati važnu ulogu u 

ispoljavanju anafilakse na venom pčele (8). Isto tako, ne postoji terapija koja efikasno 

sprečava reakcije posredovane IgE antitelima. U takvim situacijama, lekovi H1 

antihistaminici i kortikosteroidi samo ublažavaju dejstvo takvih reakcija (4). Alergeni svih 

vrsta i veličina mogu izazvati reakcije preosetljivosti. Proteini velike molekulske težine mogu 

predstavljati alergene koji će biti prepoznati od strane T-ćelija ili imunoglobulina. Nasuprot 

tome, jedinjenja male molekulske težine do 1000 Daltona ne mogu izazovati imunski 

odgovor. Međutim, oni mogu stimulisati imunski odgovor kada se kao hapteni kovalentno 

vežu za druge strane ili sopstvene proteine i tako stvore nove epitope koji mogu postati 

antigeni (4). 

Preosetljivost I tipa po Coombs-u i Gel-u na venome insekata je rana preosetljivost na 

određene antigene posredovana IgE antitelima i mastocitima, koja dovodi do brzog 

oslobađanja tečnosti iz krvnih sudova, sekrecije mukusa i zapaljenja (3). Reakcije rane 

preosetljivosti mogu zahvatiti različita tkiva i mogu da se razlikovati po intenzitetu kod 

različitih pacijenata. Reakcija rane preosetljivosti počinje aktivacijom subpopulacije 

pomoćničkih T-ćelija tip 2 (Th2) i folikularnih pomoćničkih T-čelija (Tfh) koje sekretuju 

interleukin (IL)-4 i IL-13 u odgovoru na proteinske alergene ili hemijske supstance koje se 

vezuju za proteine. Th2 limfociti i citokini stimulišu B-limfocite da se diferentuju u plazma 

ćelije koje produkuju IgE antitela. IgE antitela se vezivuju za specifične Fc receptore visokog 

afiniteta (FcɛRI) na površini mastocita. Veliki deo IgE ostaje vezan za FcɛRI i prilikom 

ponovnog izlaganja, alergen unakrsno povezuje sIgE antitela na mastocitima (9).  

Unakrsno povezivanje sIgE alergenom na mastocitima stimuliše fosforilaciju 

imunoreceptorskih tirozinskih aktivacionih motiva (ITAM) u signalnim lancima FcɛRI za IgE 

i pokretanje signalnih puteva što dovodi do oslobađanje medijatora iz mastocita u dve faze. 

Rana faza koja nastaje u roku od nekoliko minuta do petnaest minuta uzrokovana je 

histaminom, proteazama, leukotrijenima i prostaglandinima. Histamin dovodi do 

vazodilatacije krvnih sudova i kontrakcije glatke muskulature, proteaze do oštećenja tkiva, 

prostaglandini do vazodilatacije krvnih sudova, a leukotrijeni do kontrakcije glatke 

muskulature. U kasnoj fazi koja se javlja nakon četiri do osam sati nakon izloženosti alergenu,  

citokini kao što su IL-1, faktor nekroze tumora (TNF), IL-4, IL-5, IL-13 i faktor stimulacije 
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kolonije monocita i granulocita (GM-CSF) dovode do mobilizacije leukocita i zapaljenja. Kod 

većine osoba ne razvija se snažan Th2 odgovor na alergene (10,11).  

Iz nepoznatog razloga kada neka osoba dođe u kontakt sa pojedinim alergenima 

dolazi do snažnog odgovora Th2 limfocita (Slika 1). 

Kod normalnih osoba mastociti su neretko obloženi IgE antitelima raznih 

specifičnosti, jer mnogi alergeni mogu da pokrenu slabiji imunski odgovor posredovan sIgE 

i zato je koncentracija IgE antitela specifičnih za bilo koji alergen nedovoljna za izazivanje 

alergijske reakcije. Uglavnom, od puta ulaska alergena u organizam i količine medijatora koje 

stvaraju mastociti zavise patološke kliničke i promene koje će nastupiti. 

Anafilaksa je akutna i po život opasana SAR I tipa preosteljivosti na alergene, kao što 

su hrana, lekovi ili venomi insekata. Hrana, lekovi i Hymenoptera venomi su najčešći 

izazivači anafilaktičkih reakcija (9). Anafilaksu karakteriše urtikarija, angioedem, 

bronhospazam, mučnina, povraćanje, dijareja, hipotenzija i anafilaktički šok (12). Definicija 

anafilakse sedamdesetih godina postala je sistemska, neposredna reakcija preosetljivosti 

izazvana IgE antitelima. Reakcije koje nisu posredovane IgE antitelima, a koje su 

prouzrokovale sličan klinički događaj se nazivaju „anafilaktoidne reakcije" (10). Simptomi 

anafilakse su veoma promenljivi. Podaci pacijenata koji doživljavaju anafilaksu otkrili su da 

se najčešće javljaju simptomi kože i sluzokože  u preko 90%  slučajeva praćeni simptomima 

koji uključuju respiratorni i kardiovaskularni sistem nakon izlaganja verovatnom alergenu 

za tog pacijenta (11,12). 



 

Slika 1. Senzibilizacija i alergijska reakcija na ubod Hymenoptera. Preuzeto od Demšar 
Luzar A i sar. Cells, 2021 

 

SAR se dele u 4 stepena težine alergijskih reakcija od blagih do po život opasnih: I-

urtikarija, II-angioedem, III-respiratorni poremećaji i IV-pad krvnog pritiska i gubitak svesti 

(13). Preosetljivost I tipa se konstantno povećava od šezdesetih i sedamdesetih godina 

prošlog veka, tako da se danas procenjuje da je oko 40% stanovništva senzibilisano na neki 

alergen i zato preosteljivost I tipa predstavlja veliki klinički problem (10).  

Iako je opšte poznato da Hymenoptera insekti izazivaju ubode kod ljudi, ovi insekti 

takođe igraju važnu ulogu u oprašivanju useva i smanjenju populacije štetnih insekata. U 

zemljama centralne Evrope postoje dve porodice Hymenoptera koje izazivaju alergijske 

reakcije: porodica Vespidae koja uključuju prave ose (Vespula spp.), vazdušne žute ose 

(Dolichovespula), stršljene (Vespa crabo) i papirne ose (Polistes) i porodica Apidea koja 

uključuje pčele (Apis mellifera) i bumbare (Bombus spp.) (14). Postoji i porodica mrava 

(Formicidae) koja izaziva alergijske reakcije (15) (Slika 2). Pravilno prepoznavanje insekta 
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odgovornog za ubod je važno za odgovarajuće lečenje, međutim većina osoba ne može da 

identifikuje vrstu insekta. Takođe, postoje značajne regionalne varijacije u vrstama 

Hymenoptera, kao i varijacije u raznim delovima sveta. Venom pčele najčešće izaziva 

alergijske reakcije kod dece.  Dok je u centralnoj Evropi venom ose najčešći izazivač anafilakse, 

u drugim regionima kao što su Amerika, Azija i delovi Australije i drugi venomi su važan 

okidač anafilakse. Fatalni slučajevi anafilakse na Hymenoptera venom najviše se povezuju sa 

odraslim dobom (16, 17). 

  

 

 

Slika 2. Taksonomija Hymenoptera. Preuzeto od Matysiak J i sar. Biomedicines, 2022 

    

1.2. Prevalenca rane preosetljivosti na venome Hymenoptera  
 

Tačna učestalost uboda Hymenoptera insekta kod ljudi nije poznata, ali se smatra da 

je između 56% i 94% odraslih širom sveta doživelo bar jedan ubod u životu (18). Prevalenca 

SAR nakon uboda insekta procenjuje se da je u rasponu od 0,15% do 0,8% kod dece i 0,3% 



do 8,9% kod odraslih. Anafilaksa na venom Hymenoptera se javlja kod 3% odraslih i može 

biti fatalna čak i pri prvoj reakciji (19). Velika lokalna reakcija definisana kao bol, otok i 

crvenilo na mestu uboda koja može zahvatiti ceo ekstremitet, iako nije opasna po život, javlja 

se kod 2,4% do 26,4% opšte populacije i oko 40% pčelara. Šansa za SAR na venom 

Hymenoptera je niska kod osoba koje su imale VLR (5 do 10%) i kod dece sa blagim kožnim 

alergijskim reakcijama (19,20). Godišnji mortalitet zbog uboda insekta se kreće od 0,03 do 

0,45 smrtnih slučajeva na milion stanovnika, ali ovaj broj bi mogao biti i veći zbog 

neotkrivenih smrtnih slučajeva (5). Mnogi smrtni slučajevi zbog uboda mogu biti 

neprepoznati. U nekim slučajevima neobjašnjive iznenadne smrti u postmortalnim uzorcima 

krvi moguće je dokazati prisustvo IgE antitela specifičnih za venom Hymenoptera, kao i 

povišenu bazalnu serumsku triptazu (BST), što ukazuje na moguću fatalnu reakciju zbog 

uboda (21). Podaci Evropske mreže za teške alergijske reakcije NORA (engl. First European 

data from the network of severe allergic reactions) utvrdila je da je 48,2% odraslih preko 18 

godina i 20,2% dece imalo tešku anafilaksu usled uboda insekta (22). 

 

1.3. Faktori rizika za tešku sistemsku alergijsku reakciju 

 

Glavni faktor rizika za tešku SAR na venome Hymenoptera je povišen nivo BST koja 

ne zavisi od poremećaja mastocita i mastocitoza. Opterećenje mastocitima u telu može se 

odraziti na osnovnu koncentraciju triptaze u serumu. Primećeno da pacijenti sa HVA i 

povišenim nivoom BST doživljavaju više teške SAR na ubode od pacijenata sa normalnim 

nivoima BST. Povišen nivo BST zbog povećanog broj mastocita ili aktivnosti se takođe može 

naći kod pacijenata sa drugim bolestima ili patološkim stanjima koje uključuju mastocite, 

kao što su hronična urtikarija, uremijski pruritus, mijeloidni maligniteti, hipereozinofilni 

sindrom povezan sa mutacijom FIP1L1-PDGFRA, mijelodisplazni sindromi i sindrom 

aktivacije mastocita (23,24). Sistemska mastocitoza je bolest gde je anafilaksa relativno čest 

nalaz, naročito indolentna sistemska mastocitoza (ISM), a ubod Hymenoptera insekta je 

najčešći okidač anafilakse kod ovih pacijenata (25). Prema objavljenim podacima, 

mastocitoza čini 1% do 7% svih slučajeva sa HVA (26). Prihvaćena gornja granica za 
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normalnu koncentraciju triptaze 11, 4 μg/L može biti neadekvatna (27). Šansa za SAR se 

značajno povećava iznad koncentracije od približno 5 μg/L. Nivoi BST su skoro uvek povišeni 

kod pacijenata sa sistemskom mastocitozom, ali kod pacijenata sa kutanom mastocitozom u 

većini slučajeva se detektuju normalni nivoi (28). Iako potvrda dijagnoze mastocitoze 

zahteva analizu bioptata koštane srži, Evropska mreža za mastocitozu preporučuje 

korišćenje takozvanog REMA skora (Red Española de Mastocitosis; engl. Spanish Mastocytosis 

Network) kao koristan skrining za dokazivanje poremećaja mastocita (25). Sistemska 

mastocitoza mora biti sumnjiva kod osoba muškog pola koji imaju kardiovaskularne 

simptome, vrtoglavicu ili gubitak svesti u odsustvu pruritusa, urtikarije i angioedema posle 

uboda insekta, nezavisno od nivoa BST (29). Anafilaksa izazvana venomom Hymenoptera u 

nedostatku specifičnih IgE (sIgE) antitela i anafilaksa tokom ili posle prekida VIT je usko 

povezana sa postojanjem sistemske mastocitoze (29). Imunoterapiju odgovarajućim 

venomom treba dati doživotno svim pacijentima sa mastocitozom i dokazanim sIgE na 

uzročni venom. Međutim, kod pacijenata sa negativnim sIgE-testom dodatni alergološki 

testovi mogu doprineti potvrđivanju mehanizma anafilakse čime se obezbeđuje indikacija za 

VIT (29). Merenje BST kod pacijenata sa HVA može pomoći da se identifikuju oni pacijenti 

koji istovremeno imaju mastocitozu ili sindrom monoklonske aktivacije mastocita (30). 

Prevalenca teške SAR je oko 50% kod pacijenata sa koncentracijom triptaze od 20,4 do 29,9 

μg/L (31).  

Ostali najznačajniji faktori rizika su teža predhodna alergijska reakcija III ili IV 

stepena prema Milerovoj klasifikaciji (13), starija životna dob, muški pol, lekovi za 

hipertenziju beta-blokatori i inhibitori angiotenzin-konvertujućeg enzima (ACEI), godišnji 

broj uboda i atopijske bolesti (32,33). Postoje dokazi da se anafilaksa ne javlja češće kod 

pacijenata koji uzimaju beta-blokatore. Ovi pacijenti, međutim, ipak mogu biti pod 

povećanim rizikom od SAR, a hitno lečenje adrenalinom može biti manje efikasno (34). 

Efekat ACEI, koji je nezavisan od starosti, sugeriše specifičnu ulogu kinin-angiotenzin 

sistema unutar mehanizama koji izazivaju anafilaktički šok (35). Stariji pacijenti sa 

kardiovaskularnim bolestima koji se leče beta-blokatorima mogu biti posebno izloženi 

velikom riziku od teške SAR u slučaju uboda insekta (34). Vaskularni komorbiditeti, kao što 

je hipertenzija, su takođe značajni faktori rizika za tešku SAR (36). Pretežno 



kardiovaskularni simptomi u nedostatku urtikarije ili angioedema koji slede ubod insekta su 

sumljivi za poremećaj mastocita i trebalo bi da se razlikuje od napada panike ili vazovagalne 

sinkope. Slično tome, neobjašnjiva sinkopa ili idiopatska anafilaksija može otkriti 

mastocitozu ili naslednu alfa-triptazemiju (37). Kako pacijenti sa HVA i klonskim 

poremećajem mastocita uglavnom nemaju tipične kožne lezije mastocitoze, dijagnoza se lako 

može propustiti, te je stoga jako bitna dijagnostička strategija kako bi se ovi pacijenti 

pravilno identifikovali (37). 

Starost je moćan prediktor teške SAR nakon akutnog koronarnog sindroma. Muški 

pol je nezavisan faktor rizika za tešku SAR na ubod Hymenoptera (38). Efekat muškog pola 

kod anafilakse izazvane ubodom insekta verovatno je rezultat efekta selekcije. Zbog 

različitog stepena izloženosti, odrasli muškarci su češće izloženi ubodu nego žene i stoga bi 

mogli biti izloženi većem riziku za razvijanje senzibilizacije ili teške SAR. Pacijenati sa HVA, 

koji imaju čak i diskretno povišenu BST, imaju veći rizik za tešku SAR nakon ponovnog uboda 

insekta, bez obzira na druge prognostičke faktore. Stariji pacijenti i oni koji su doživeli HVA 

su poželjni kandidati za imunoterapiju (31). 

Iako nedostaju pouzdani biomarkeri (39) ili dijagnostički testovi za procenu 

opasnosti od fatalne anafilakse, potrebno je dovoljno iskustva i znanja za savetovanje 

pacijenata (40). VIT smanjuje rizik od naknadne SAR do oko 5% u poređenju sa rizikom od 

SAR kod nelečenih pacijenata za koje rizik može biti čak do 60% (18). Rizik za SAR nakon 

prekida VIT je 10% do 15%, dok je rizik veći kod pacijenata koji su primali VIT manje od 5 

godina (41). 

 

1.4. Dijagnoza i selekcija pacijenata za specifičnu VIT 
 

Dijagnostički sIgE-testovi treba da se vrše kod svih pacijenata sa istorijom SAR nakon 

uboda Hymenoptera insekta (42). Isto tako, sIgE-testove treba obavljati i kod pacijenata sa 

istorijom VLR ako imaju visok rizik da budu ponovo ubodeni, kao što su pčelari i 

poljoprivrednici ili ukoliko imaju značajno smanjen kvaliteta života zbog toga (43–45). 

Dijagnoza HVA u svim navedenim slučajevima daje kvalifikaciju za VIT. Imunoterapija 
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venomom je najefikasnija metoda lečenja alergija, tokom koje imunološki sistem razvija 

imunološku toleranciju na alergen. Međutim, VIT traje više godina i povezana je sa rizikom 

od neželjenih reakcija. Zato je tačna dijagnoza i započinjanje VIT kod pacijenta jako važno 

(46). Tačna identifikacija insekta koji je doveo do SAR je od velikog značaja za izbor venoma 

za dugotrajnu VIT, jer je usled pogrešnog izbora venoma za VIT moguća de novo 

senzibilizacija na pogrešan venom (47). Postoje smernice sa dijagnostičkim algoritamom za 

alergične pacijente koje pomažu u procesu odlučivanja za dugotrajnu VIT. Proces odlučivanja 

za VIT podrazumeva sagledavanje kliničkih simptoma, dijagnostičkih testova, faktora rizika 

i prednosti imunoterapije za svaki pojedinačni slučaj. Standardna dijagnoza počinje 

detaljnom anamnezom pacijenta (klinički simptomi, težina SAR, vrsta insekta, broj uboda, 

tretman SAR) i procenom faktora rizika (lekovi, kardiovaskularni rizici i druge bolesti). 

Naročito je značajna identifikacija insekta koji je doveo do alergijske reakcije. Nije retko da 

pacijent ima poteškoću da pravilno identifikuje insekt koji je doveo do alergijske reakcije ili 

da je događaj doživeo davno pa je zato slabo zapamćen (19). Ako je pacijent doživeo SAR ili 

VLR na ubod insekta, preporučuju se dalji dijagnostički testovi. Početni laboratorijski pristup 

u dijagnostici je otkrivanje vrste hipersenzitivne reakcije, odnosno da li je reakcija pacijenta 

posredovana IgE antitelima ili nije. Dijagnoza se pored istorije alergije na ubod insekta mora 

potvrditi i otkrivanjem sIgE na relevantni alergen. Većina autora smatra da je detekcija sIgE 

najvažniji dijagnostički korak pre početka dugotrajne VIT (48). 

Rutinski dijagnostički testovi uključuju kožne testove i određivanje nivoa sIgE na 

venom (49) (Slika 3). Iako su kožni prik i intradermalni testovi sa ekstraktima venoma 

najosetljiviji za dijagnozu alergije na venom, može proći 2-3 nedelje da postanu pozitivni, a 

s druge strane, mogu pokazati neuverljive višestruko pozitivne rezultate. Takođe, kvalitet i 

standardizacija alergena za kožni test veoma variraju u zavisnosti od proizvođača (50). 

Nedostatak kožnih testova je u tome što se izvode sa ekstraktima venoma koji mogu sadržati 

premalo alergena ili biti deficitarni za određene alergene, kao što je pokazano za ikarapin 

(Api m 10) (51). Da bi se izbegli lažno-negativni rezultati navedene testove treba uraditi 

najmanje 2–4 nedelje nakon uboda (49). 

Prema evropskim smernicama, prvo treba uraditi kožni prik test (42). Ukoliko su 

rezultati negativni, sledeći korak uključuje intradermalni test. Intradermalni testovi imaju 



mnogo veću osetljivost od prik testova, što je dokazano u kliničkim studijama (42,52). Za 

dijagnozu HVA, senzitivnost kožnog prik testa je 49%, dok je senzitivnost kombinacije 

kožnog prik testa i intradermalnog testa 94% (49) (Slika 3). U Evropi su na raspolaganju 

standardizovani venomi Apis mellifera, Vespula spp. i Vespa crabro i mogu se koristiti za 

kožno testiranje. Ovi standardizovani testovi su bezbedni i za pacijente sa mastocitozom 

(53,54). 

Dijagnostički testovi zasnovani na detekciji antitela na ekstrakte venoma, iako veoma 

senzitivni, nemaju adekvatnu specifičnost (55). Više od 50% pacijenata sa alergijom na 

venom Hymenoptera ima sIgE na dve ili više vrsta ekstrakta venoma (višestruka-

pozitivnost) iako je većina njih imala SAR samo na jednan insekt (56). Višestruko pozitivni 

rezultati nastaju zbog: 1. prave dvostruke IgE senzibilizacije na specifične alergene venoma 

pčele (Apis mellifera) i žute ose (Vespula vulgaris, engl. wasp) ili stršljena (Vespa crabo) ili 2. 

prisustva klinički irelevantnih IgE na unakrsno-reaktivne ugljenohidratne determinante 

(engl. Cross-reactive carbohydrate determinants-CCD) koje mogu biti prisutne u sva tri 

venoma. Unakrsna IgE-reaktivnost na CCD često može dovesti do nepotrebne dugotrajne 

VIT, što povećava rizik od ponovne SAR (48). Detekcija serumskog IgE na specifične i 

unakrsno-reaktivne alergene venoma pčele, venoma ose i venoma stršljena olakšava 

diskriminaciju između prave senzibilizacije i unakrsne reaktivnosti, što je od suštinskog 

značaja za odabir alergena koji će se primenjivati za VIT (57).  

Mnogo veća senzitivnost in vitro sIgE-testova dobija se sprovđenjem dijagnostike koja 

koristi pojedinačne komponente (engl. Component-resolved diagnostics-CRD) (58,59). CRD 

koristi prečišćene prirodne ili rekombinantne alergene za otkrivanje IgE na pojedinačne 

alergene, tako da molekularna dijagnostika sa neglikozilovanim rekombinantnim 

alergenima  koji su oslobođeni CCD može poboljšati dijagnostičku tačnost kod pacijenata sa 

istorijom HVA, posebno kod pacijenata sa višestrukom pozitivnošću (59). Danas je CRD sve 

značajnija u kliničkom istraživanju hipersenzitivnih reakcija posredovanih IgE antitelima 

(59). Dok se konvencionalni dijagnostički sIgE-testovi baziraju na preparate ekstrakta 

venoma, takozvana CRD omogućava prepoznavanja profila alergena pacijenta koji će se 

utvrditi. Osim toga, CRD omogućava da se odredi primarna senzibilizacija i unakrsna 

reaktivnost kod pacijenata sa višestruko pozitivnim rezultatima na cele, prirodne ekstrakte 
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(58). Ova inovativna dijagnostka je posebno važna za pacijente koji ne uspevaju da 

identifikuju ili imenuje vrstu Hymenoptera insekta. Ova dijagnostika ima prednost u odnosu 

na konvencionalne dijagnostičke testove sa ekstraktima venoma koji mogu dati lažnu 

višestruku-pozitivnost na više vrsta Hymenoptera zbog njihovih sličnih unakrsno-reaktivnih 

proteinskih alergena i/ili CCD (Slika 3). 

Među ostalim dodatnim dijagnostičkim metodama koje se koriste u dijagnozi HVA, 

treba pomenuti sledeće testove: test aktivacije bazofila (BAT), merenje nivoa BST i 

serumskih specifičnih IgG4 antitela (sIgG4), kao i test izazivanja uboda sa živim insektom. 

Pacijenti koji nisu pokazali IgE-reaktivnost ni na jedan testirani alergen in vivo i in vito 

testovima čine manje od 2% pacijenata koji imaju istoriju alergije. U slučajevima kada svi 

drugi dijagnostički testovi ne daju odgovarajuću dijagnozu preporučuje se in vitro BAT.  

Bazofili se prepoznaju po posebnim markerima (CCR3 +/CD3-, CD123+/HLA-DR- i 

IgE+/CD203c+), a njihova aktivnost se meri pomoću monoklonskih antitela. BAT se obavlja 

samo u specijalizovanim medicinskim centrima (60). Procedura podrazumeva uzimanje 

pune krvi koja se stimuliše alergenima venoma, a aktivacija bazofila se meri protočnom 

citometrijom. Ukupno 67–81% pacijenata sa negativnim in vivo kožnim testovima i in vitro 

sIgE-testovima mogu biti dijagnostikovani korišćenjem BAT. BAT se preporučuje i u slučaju 

višestruko pozitivnih rezultata na venome Hymenoptera ili u slučaju neuverljivih rezultata 

sa rekombinantnim alergenima. Obzirom da pacijenti sa povišenim nivoima BST pokazuju 

znatno veći rizik od ozbiljnih reakcija na ubode Hymenoptera, posebno pacijenti sa 

mastocitozom (36,37), jako je važno kod ovih pacijenta detektovati nivo BST.  

Serumska IgG4 antitela na specifični venom nastaju u kontaktu sa alergenom i mogu 

igrati zaštitnu ulogu (61). Isto tako, potrebno je istraživanje da bi se dokazalo da li se sIgG4 

mogu koristiti kao marker uspešnosti VIT. Rano izlaganje venomu pčele pokreće IgG1 i IgG2 

podtipove imunskog odgovora manjeg stepena, dok dugotrajna izloženost, koja se često 

nalazi kod pčelara, pokreće sIgG4 podtip humoralnog imunskog odgovora. Značajno viši 

nivoi sIgG4 na venom pčele otkriveni su kod pčelara koje su redovno ubodale pčele i koji nisu 

imali alergijske reakcije, uprkos povišenim vrednostima sIgE na venom pčele. Povišeni nivoi 

sIgG4 se primećuju tokom VIT, ali dalje istraživanje je potrebno da bi se otkrilo da li se nivoi 

sIgG4 mogu koristiti kao marker uspešnosti VIT (Slika 3). Na kraju, test izazivanja uboda sa 



živim insektom trenutno se ne preporučuje kao rutinska dijagnostička metoda zbog visokog 

rizika od teške SAR nakon uboda (62). Međutim, test izazivanja uboda sa živim insektom 

može se koristiti za procenu efikasnosti VIT, posebno kod pacijenata sa visokim rizikom od 

ponovnog uboda (5,62). 

 

 

Slika 3. Dijagnostika alergije na Hymenoptera venome. Preuzeto od Matysiak J i sar. 
Biomedicines, 2022 

 

Može se zaključiti da je savremena dijagnostika alergije na venome Hymenoptera 

veoma senzitivna, posebno uz upotrebu CRD. Izvođenjem in vivo kožnih i in vitro sIgE-

testova zajedno i, u posebnim slučajevima dodatnih testova, moguće je dijagnostikovati 

većinu pacijenata. Međutim, još uvek nije moguće dijagnostikovati sve pacijente koji su 

doživeli HVA. Postoje poteškoće u slučaju višestruke pozitivnosti i donošenje odluke o 

odgovarajućoj VIT. Treba naglasiti da rezultati sIgE-testova nisu u korelaciji sa težinom SAR 
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kod pacijenata sa HVA. Obzirom da je HVA potencijalno opasna po život alergija, dijagnoza 

HVA i VIT imaju značajan uticaj na kvalitet života pacijenta. Zato je budući cilj istraživanja 

pronaći bolje biomarkere HVA koji mogu poboljšati dijagnozu i proceniti efikasnost VIT (39).  

 

1.5. Alergeni venoma Hymenoptera 
 

Hymenoptera venomi su složene mešavine različitih bioaktivnih molekula koje se 

sastoje od biogenih amina, peptida, glikozilovanih i neglikozilovanih proteina. Većina 

proteina veće molekulske mase u sastavu venoma ima enzimsku aktivnost (63). Osim toga, 

venomi sadrže fosfolipide, feromone, nestabilna jedinjenja i oko 80% vode (2). Najbolje 

ispitani Hymenoptera venom je venom pčele (64,65). Iako je nekoliko stotina proteina i 

peptida sadržanih u pčelinom otrovu već identifikovano, njegov pun sastav još uvek nije 

ispitan (66,67). Znanje o tačnom sastavu venoma Hymenoptera je neophodno za tačnu 

dijagnozu HVA. Razumevanje za sve komponente alergena ne samo u venomu, nego i u 

terapijskim ekstraktima koji se koriste za specifičnu VIT, može da utiču na ishod VIT. Prema 

Potkomitetu za nomenklaturu alergena odobren od strane svetske zdravstvene organizacija 

i međunarodne unije imunoloških društava (engl. the World Health Organization and 

International Union of Immunological Societies - WHO/IUIS)(68), proteinska komponenta 

jednog venoma smatra se alergenom ako se IgE antitela specifično vezuju za protein kod 

najmanje 2 od 10 ispitanika sa alergijom na venom i ako nema IgE vezivanja kod ispitanika 

bez alergije na venom (69). Ovo vezivanje IgE bi bilo poželjno utvrditi i za proteine koji su 

oslobođeni CCD. Do sada je identifikovano 113 proteina i peptida u venomu pčele, a takođe 

su otkrivene i sezonske varijacije u sastava venoma pčele (70). 

Prema WHO/IUIS, registrovano je dvanaest proteinskih komponenti koje 

predstavljeju alergene pčele i pet proteinskih komponenti koje predstavljaju alergene ose 

(68). Jedanaest od dvanaest alergena potiče od venoma pčele (Api m 1–Api m 12), dok dve 

proteinske izoforme potiču od pčelinjeg sekreta iz matičnih mlečnih žlezda (Api m 11a 

(0101) i Api m 11b (0201)(46). Neki alergeni prisutni u venomu pčele su specifični za pčele 

i nisu prisutni u venomima osa. Oni se nazivaju marker alergeni jer služe kao znak prave 



senzibilizacije na venom Hymenoptera.  Primeri marker alergena specifičnih za pčelu su 

fosfolipaza A2 (engl. Phospholipase A2-Api m 1), kisela fosfataza (engl. Acid phosphatase -Api 

m 3), melitin (engl. Melittin-Api m 4) i ikarapin (engl. Icarapin-Api m 10). Marker alergeni 

specifični za osu su fosfolipaza A1 (engl. Phospholipase A1-Ves v 1) i antigen 5 (engl. Antigen 

5-Ves v 5) (46,71). Pored ovoga, neki alergeni pčele su slični alergenima ose zbog visokog 

sadržaja identitičnih proteinskih sekvenci. Takvi alergeni se nazivaju homologi ili unakrsno-

reaktivni alergeni zato što osoba koje je senzibilisana na jedan od ovih alergena može 

pokazati unakrsnu reaktivnost sa drugim homologim alergenom. Alergeni prisutni u 

venomima pčele i ose koji pokazuju unakrsnu-reaktivnost zbog velikog procenta identičnih 

sekvenci su dipeptidil-peptidaze IV (engl. Dipeptidyl peptidase-Api m 5 i Ves v 3) (72) 

hijaluronidaze (engl. Hyaluronidase-Api m 2 i Ves v 2) i vitelogenini (engl. Vitellogenin-Api m 

12 i Ves v 6) (5). Hijaluronidaza ose postoji u 2 izoforme, Ves v 2.0101 i Ves v 2.0201, od kojih 

je  Ves v 2.0201 neaktivna, ali preovlađujuća izoforma (73)(Slika 4). 
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Slika 4 . Alergeni venoma Hymenoptera. Preuzeto od Matysiak J i sar. Biomedicines, 2022 

Većina alergena venoma su glikoproteini koji sadrže jedan ili više oligosaharida 

vezanih za protein (74). Glavni alergeni pčele Api m 1 i Api m 2 i ose Ves v 2 su glikozilovani. 

Ugljenohidratine strukture glavnih alergena pčele i ose sadrže alfa 1,3-vezani ostatak fukoze 

na N-glikanskom jezgru koje proizvode insekti i biljke. Obe strukture u sastavu venoma, 

proteinske i CCD strukture su unakrsno-reaktivne i mogu predstavljati visoko imunogene 

epitope za IgE antitela (73,75). Glikozilacija predstavlja posttranslacionu modifikaciju 

proteina koja se obavlja u endoplazmatskom retikulumu (76). Biljni glikoproteini nose alfa 

1,3-fukozu i beta 1,2-ksilozu koje su vezane za glikansko jezgro i čine dve N-glikanske 

strukture: MUXF (bromelain) i MMXF (engl. horseradish peroxidase). Glikoproteini insekata 

sadrže alfa 1,3-fukozu i alfa 1,6-fukozu vezane za glikansko jezgro koje su karakterične za 

njihovu strukturu (Slika 5) (77). Glavne razlike između ugljenohidratnih struktura insekata 

i biljaka su prisustvo ksiloze ili 1,6-fukoze. Antitela IgE klase usmerena protiv ovih glikanskih 

epitopa pružaju osnovu za in vitro unakrsnu-reaktivnost alergena. U rutinskoj praksi, 

najčešće se koriste MUFX i MMXF glikoproteini za identifikaciju IgE-reaktivnosti na CCD (74). 

Klinički značaj CCD je još uvek nejasan, ali u slučaju HVA konsenzus je da CCD 

predstavljaju klinički irelevantne determinante (74,78). 

 

 

Slika 5. Struktura N-glikana Hymenoptera insekta. Preuzeto od Matysiak J i sar.  
Biomedicines, 2022 

Glavne alergene venoma Apidae predstavljaju (71)(Tabela 1): 

 Api m 1 - Fosfolipaza A2 je najbolje okarakterisan alergen venoma pčele i predstavlja 

jedan od glavnih alergena u venomu. Api m 1 sa molekulskom težinom oko 16 kDa čini 10% 

do 12% suve težine pčelinjeg venoma i predstavlja najaktivniju poznatu fosfolipazu (79). 



Enzim se sastoji od jednog lanca sa 128 aminokiselinskih ostataka, vezanim ostacima 

ugljenih hidrata i oko 6 do 8 disulfidnih mostova koji stabilizuju tercijarnu strukturu 

proteina (Slika 6). Sekrecija Api m 1 prati sezonski obrazac (79), a varijacije sekrecije su 

sinhronizovane sa varijacijama sekrecije melitina-Api m 4. Sekrecja oba proteina raste istom 

brzinom. Pod uticajem enzimske aktivnosti fosfolipaze A2 dolazi do hidrolize membranskih 

fosfolipida, ćelijska membrana gubi svoj potencijal i postaje propustljiva za jone kalcijuma. 

Ovo povećanje koncentraciji jona kalcijuma u citoplazmi izaziva poremećaj funkcije 

mitohondrija (66,67). 

 Api m 2 - Hijaluronidaza je enzim molekulske težine 44 kDa koji sadrži 382 

aminokiseline. To je drugi glavni alergen pčele koji čini oko 2% suve mase venoma. 

Hijaluronidaza je odgovorna za degradaciju hijaluronske kiseline čime se povećava 

propustljivost vezivnog tkiva i smanjuje viskoznost telesnih tečnosti što olakšava širenje 

toksina. Oko 50% osoba alergičnnih na pčelinji venom ima IgE antitela specifična za 

hijaluronidazu (80). 

 Api m 3 - Kisela fosfataza je enzim koji pokazuje optimalnu aktivnost u kiseloj pH 

sredini. Sastoji se od 373 aminokiseline i sadrži 3 potencijalna mesta N-glikozilacije i dve 

disulfidne veze koje stabilizuju enzim. Enzim je prisutan u pčelinjem venomu u maloj količini 

i  čini 1% do 2% suve težine venoma (81). 

Api m 4 - Melitin je jedan od glavnih enzima pronađen u pčelinjem venomu sa jakim 

hemolitičkim i antimikrobnim aktivnostima. Dokazano je da ima mnogo niža alergogena 

svojstva od fosfolipaze A2 ili hijaluronidaze pčele. Ovaj enzim deluje sinergistički sa 

fosfolipazom A2. Melitin remeti strukturu lipidnog dvosloja ćelijske membrane što dovodi 

do osetljivosti membrane na enzimsko dejstvo fosfolipaze A2. Kao posledica toga dolazi do 

lize ćelije, kao i hemolize eritrocita. Enzim je kardiotoksičan i dovodi do disfunkcije srčanih 

kontrakcija, morfoloških promena srčanog mišića, bradikardije, aritmija i 

atrioventrikularnih blokova. Isto tako, odgovoran je za lokalno zapaljenje i osećaj bola oko 

mesta uboda pčele, obzorom da aktivira primarne nociceptore ćelija. Ovaj enzim ima 

sezonski karakter lučenja koji je takođe sinhronizovan zajedno sa lučenjem fosfolipaze A2 

(79,81). 
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  Api m 5 - Dipeptidil-peptidaza IV je enzim molekulske težine 100 kDa. Zbog 

strukturne sličnosti sa enzimom koji se nalazi u venomu ose Ves v 3, smatra se drugim 

najčešćim uzrokom unakrsne-reaktivnosti između dve vrste insekata (82). Dipeptidil-

peptidaza IV je odgovorna za pretvaranje promelitina u melitin u krvnim sudovima i 

moduliranje hemotaktičke aktivnosti  imunskih ćelija nakon uboda insekta.  

 Api m 10 – Ikarapin je enzim molekulske težine 50-55 kDa koji se sastoji od 223 

aminokiseline koji ima nestabilnu strukturu podložnu degradaciji. Smatra se glavnim 

alergenom pčelinjeg venoma iako je sadržaj u venomu manji od 1%. Api m 10 je bogat 

ugljenim hidratima, nestabilan, nepoznate funkcije i vrlo važan dijagnostički marker. Do sada 

je otkriveno devet izoformi Api m 10, a karakteristično za njega je što je nedovoljno 

zastupljen u terapijskim ekstraktima koji se koriste za VIT (51,82). 

 Pokazalo se da postoji antigenu 5 sličan protein u venomu pčele, koji je izražen samo 

u zimskom periodu i moguće je da ne pokazuje IgE-reaktivnost sa serumima osoba sa 

alergijom zbog izostanka senzibilizirajućih uboda tokom zime (70). 

Među alergenima Vespinae najznačajniji su (Tabela 1): 

Ves v  5 - Antigen 5 je važan i veoma rasprostranjen alergen u venomu Vespidae.  Pošto 

je Antigen 5 u velikoj količini prisutan u venomu ose predstavlja glavni alergen ose, međutim 

njegova funkcija je još uvek nepoznata (83). Pošto antigeni 5 imaju visok stepen identičnih 

sekvenci, pa samim tim i proteinskih epitopa, oni su veoma unakrsno-reaktivni nezavisno od 

vrste Vespidae koja je dovela do senzibilizacije (83). Sekundarna struktura proteina je  

raspoređena u α-β-α-sendviču i sastoji se od centralnog β-lista okruženog sa obe strane α-

heliksom. Većina strukturnih elemenata u Ves v 5 može se očekivati u svim antigenima 5 

Vespidae (84) (Slika 6). 

Trodimenzionalne strukture najvažnijih Hymenoptera alergena prikazane su na Slici 

6. 

 

 



Tabela 1. Pregled najvažnijih alergena venoma Hymenoptera. Preuzeto i modifikovano 
od Jakob T i sar. Allergo J Int, 2017 

Allergen Ime/Funkcija Molekulska  
težina (kDa) 

N glikozilacija 
(potencijalna) 

Pčela (Apis melifera)    
Api m 1 Phospholipase A2 17 1 
Api m 2a Hyaluronidase 45 3 
Api m 3 Acid phosphatase 49 2 
Api m 4 Melittin 3 - 
Api m 5b Allergen C/DPP IV 100 6 
Api m 6 Protease inhibitor 8 - 
Api m 7 Protease  39 3 
Api m 8 Carboxylesterase 70 4 
Api m 9 Carboxypeptidase 60 4 
Api m 10 CRP/Icarapin 55 2 
Api m 11 Major royal jelly 

protein 8 (MRJP 8) 
65 6 

Api m 11 Major royal jelly 
protein 9 (MRJP 9) 

60 3 

Api m 12c Vitellogenin 200 1 
Osa (Vespula spp.)     
Ves v 1 Phospholipase A1 35 - 
Ves v 2.0101a Hyaluronidase 45 4 
Ves v 2.0201a Hyaluronidase 45 2 
Ves v 3b Dipeptidylpeptidase 

IV (DPP IV) 
100 6 

Ves v 5 Antigen 5 25 - 
Ves v 6c Vitellogenin 200 4 
Stršlje (Vespa crabo)    
Vesp c 1 Phospholipase A 34 0 
Vesp ma 2 Hyaluronidase 33 4 
Vesp c 5 Antigen 5 23 0 

a,b,c  Homologi alergeni, CRP: Protein bogat ugljenohidratima (engl. Carbochydrate-rich protein), DPP IV: 
Dipeptidylpeptidase IV 
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Ves v 1 - Fosfolipaza A1 je peptid sa hemolitičkom aktivnošću. 

Ves v 2 - Hijaluronidaza (Ves v 2.0101 i Ves v 2.0201 izoforme) je enzim ose koji hidrolizuje 

hijaluronsku kiselinu. Hijaluronidaza ose Ves v 2 i hijaluronidaza pčele Api m 2 imaju visok 

procent identičnih sekvenci. 

Ves v 3 - Dipeptidil peptidaza-IV ose je enzim sa visokom unakrsnom-reaktivnošću, zbog 

76,1% identičnnih sekvenci kao i Api m 5. 

Ves v 6 – Vitelogenin ose je enzim sa visokom unakrsnom-reaktivnošću zbog visokog 

procenta identičnih sekvenci kao i Api m 12 (Tabela 1). 

 

 

Slika 6. Trodimenzionalna struktura važnih alergena Hymenoptera venoma. Alfa-
heliks i β- ploče su prikazane crvenom i plavom bojom, redom. Preuzeto i modifikovano od 
Simon Blank, i sar. Allergo J Int, 2020 

 

1.6. Molekularna dijagnostika koja koristi pojedinačne 
rekombinantne komponente (engl. Component-resolved 
diagnostics-CRD)  

 

Paralelno sa razvojem novih metode za detekciju sIgE došlo je do revolucije u oblasti 

ekstrakata alergena. U početku su korišćeni sirovi prirodni i nestandardizovani ekstrakti, a 



potom upotreba standardizovanih ekstrakata sa unapređenim preciznijim sadržajem 

komponenti (2). Napredak molekularne biologije tokom poslednjih decenija omogućio je 

detaljnu karakterizaciju relevantnih Hymenoptera alergena. Za razliku od dijagnostike na 

bazi ekstrakta venoma koja meri nivo sIgE na ceo prirodni venom, CRD je bazirana na 

detekciji sIgE na pojedinačne alergene venoma. Testiranje specifične IgE-reaktivnosti na 

pojedinačne alergene komponente predstavlja superiornu dijagnostiku u odnosu na 

konvenkcionalno alergološko testiranje (85). Rekombinantna ekspresija alergena je 

omogućila proizvodnju alergena bez CCD koji se mogu koristi u dijagnostičke svrhe (86,87). 

Kao rezultat toga, molekularna alergološka dijagnostika postala je sastavni deo dijagnostike 

HVA. Dijagnostika kaja koristi pojedinačne rekombinantne alergene ne samo da pruža 

informacije o tome da li je pacijent senzibilisan na ceo venom, već i koji alergeni venoma su 

relevantni za pacijenta. Međunarodna granica za detekciju sIgE je decenijama unazad bila 

0,35 kUA/l. Međutim, razvojem CRD i savremenih autoanalizatora predložena i prihvaćena 

donja granica za detekciju sIgE od strane regulatornih organa je 0,1 kUA/l (88).  

Veliko ogrančenje sIgE-testiranja na ekstrakte venoma različitih Hymenoptera ne 

dozvoljava diskriminaciju između unakrsne reaktivnosti i primarne senzibilizacije na više 

venoma. Analiza pojedinačnih alergenih komponenti venoma omogućava identifikaciju 

alergena koji su prisutni samo u jednom ili drugom venomu i zato predstavljaju marker 

alergene jer identifikuju primarnu senzibilizaciju na specifičan venom. Marker alergeni za 

detekciju primarne senzibilizacije na venom ose su Ves v 1 i Ves v 5, dok su za detekciju 

primarne senzibilizacije na venom pčele Api m 1, Api m 3, Api m 4 i Api m 10 (58). Do sada 

nisu identifikovani marker alergeni koji bi podržali definitivnu diskriminaciju preosetljivosti 

na venome različitih potfamilija Vespidae (58).  

Alergene komponente koje ukazuju na ukrsnu-reaktivnost između vrsta Apidae i 

Vespidae su Api m 2 i Ves v 2, Api m 5 i Ves v 3, kao i  Api m 12 i Ves v 6 (72,86,89,90). 

Značajno je istaći da je sIgE-reaktivnost na hijaluronidazu ose (Ves v 2a, Ves v 2b)  uglavnom 

zasnovana na prisustvu IgE antitela usmerenih na epitope CCD što dovodi u pitanje njihovu 

relevantnost u kontekstu alergije (86,91). Nasuprot tome, IgE-reaktivnost na hijaluronidazu 

pčele (Api m 2) je usmerena na proteinski deo alergena u značajnom procentu, čak do 52% 

(92,93). 
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Na svakoj komponenti alergena, postoje obično nekoliko različitih epitopa za 

vezivanje odgovarajućih antitela. S druge strane, proteini sa sličnom strukturom su često 

prisutni kod biološki povezanih vrsta, a antitela koja se formiraju protiv takvih proteinskih 

struktura mogu se vezati za istu ili sličnu strukturu na proteinu druge vrste i uzrokovati 

unakrsnu-reaktivnost. Komponente alergena specifične za vrstu su jedinstveni markeri za 

njegov izvor alergena, a identifikacija antitela na alergene komponente omogućava detekciju 

primarne senzibilizacije koja je dovela do SAR. Antitela na komponente alergena koje 

predstavljaju markere za unakrsnu-reaktivnost zbog njihove slične proteinske strukture 

mogu dati dragocene informacije o mogućim senzibilizacijama na nekoliko različitih vrsta 

(94). Podaci analize strukture glikoproteina pokazuju da, uprkos visokom procentu 

identitičnih sekvenci, hijaluronidaza pčele i ose Api m 2 i Ves v 2 pokazuju vrlo malo 

homologije koja potiče od površinskih epitopa alergena. Drugim rečima, hijaluronidaza ose 

Ves v 2 nema epitope koji bi mogli da nose IgE-posredovanu unakrsnu-reaktivnost sa 

epitopima hijaluronidaze pčele Api m 2 (95). Dakle, sIgE-reaktivnost na Api m 2 koja je 

oslobođena CCD može biti indikator za primarnu senzibilizaciju na veonom pčele (92). Ovi 

nalazi ukazuju da upotreba alergena bez CCD predstavlja novu strategiju sa velikim 

implikacijama za dijagnostičke i terapijske pristupe. 

Ekstrakti prirodnih venoma koji se koriste za dijagnozu mogu dovesti do lažno-

pozitivnih rezultata zbog unakrsne IgE-reaktivnosti usmerene protiv epitopa CCD. 

Molekularna alergološka dijagnostika, korišćenjem rekombinantnih alergena koji su  

oslobođeni CCD omogućava otkrivanje prave senzibilizacije, a samim tim kod mnogih 

pacijenata poboljšava izbor odgovarajućeg venoma za VIT. Do 75% višestruko pozitivnih in 

vitro testova sa venomima pčele i ose uzrokovano je IgE antitelima na epitope CCD (CCD-

sIgE) i na proteinske epitope homologih alergena (96). Merenje CCD-sIgE može objasniti 

nalaz višestruke pozitivnosti kod alergičnih pacijenata (97,98). Unakrsna-reaktivnost koja 

se može pripisati proteinskim epitopima homologih alergena prisutnih u venomima 

Hymenoptera iznosi oko 50%. Kao rezultat toga, dijagnostički testovi zasnovani na detekciji 

antitela na ekstrakte venoma, iako su veoma senzitivni nemaju adekvatnu specifičnost (55). 

Pokazano je da su IgE antitela usmerena protiv CCD epitopa insekata i biljaka antitela 

visokog afiniteta, ali kao što je pomenuto, nemaju klinički značaj iz nepoznatog razloga (99). 



Merenjem IgE na CCD marker MUKSF3-bromelain moguće je utvrditi prisustvo CCD-sIgE 

antitela kao razlog višestruko pozitivnih rezultata sIgE-testova. Međutim, pošto sIgE antitela 

mogu biti prisutna protiv oba, i epitopa CCD i proteinskih epitopa, izolovana detekcija CCD-

sIgE ne omogućava isključivanje senzibilizacije na proteinske epitope venoma.    

Postoje različiti sistemi za proizvodnju rekombinantnih alergena, kao što su E.coli i 

ćelije insekata Spodoptera frugiperda (Sf9), koji omogućavaju da protein bude pravilno 

trodimenzionalno savijen i ne bude glikozilovan (72,86,100). Alergene komponente iz 

venoma ose koje su  dobijene rekombinantnom tehnologijom su rekombinantna (r) Ves v 1 

(rVes v 1), rVes v 2, rVes v 3 i rVes v 5 (72,86,101,102), dok su alergene komponente iz 

venoma pčele koje su dobijene rekombinantnom tehnologijom rApi m 1, rApi m 2, rApi m 3, 

rApi m 5 i rApi m 10 (72,102–104). 

Komercijalno dostupni pojedinačni rekombinantni alergeni za CRD su (105):  

• rApi m 1, rApi m 2, rApi m 3, rApi m 4,  rApi m 5 i rApi m 10, rVes v 1 i rVes v 

5 za ImmunoCAP metodu (Phadia/Thermo Fisher Scientific),  

• rApi m 1, rApi m 2, r 10, rVes v 1 i rVes v 5 za Imunoblot metodu (Euroimmun, 

Germany, Euroline)   

• rApi m 1, rApi m 2 i rVes v 5 za Immulite (Siemens Healthcare Diagnostics).  

Dijagnostički problemi koji ponekad mogu da se pojave u vezi su izolacije i 

proizvodnje alergena venoma. Postiji rizik za proizvodnju kontaminiranih komponenti u 

preparatu koji može da iskrivi sliku na molekularnom nivou iako upotreba rekombinantnih 

alergena i mogućnost izvođenja analiza na molekularnom nivou dovode do poboljšanja 

dijagnostičke preciznosti (106). Efikasnost proizvodnje rekombinantnih alergena u 

prokariotskim sistemima često zavisi od samog proteina i uspešan je za strukturno relativno 

jednostavne i male molekule. U eukariotiskim sistemima, kao što su kvasac i posebne ćelije 

insekata i sisara, dodaju se oligosaharidi proteinima koji su slični ali nisu identični 

osligosaharidima nativnih proteina. Ovi oligosaharidi utiču na savijanje i imunoreaktivnost 

proteina (107). U poslednjih nekoliko godina ekspresija u ćelijama insekata predstavlja 

zadovoljavajući sistem za proizvodnju rekombinantnih alergena. Funkcionalnost proteina, 

autentičnost epitopa i  pravilno savijanje proteina moglo bi biti demonstrirano za veliki broj 
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alergena (72). Uzročnici fenomena unakrsne-reaktivnosti su IgE antitela koja su usmerena 

na alfa 1,3- fukozne ostatake vezane za N-glikansko jezgro glikoproteina  insekata i biljaka 

(99) (Slika 7a). U biljkama se dodatno nalazi beta 1,2-ksilozni ostatak na glikanskom jezgru 

na koji IgE antitela takođe mogu biti usmerena. Takve ksenobiotske modifikacije 

predstavljaju visoko imunogene epitope koji mogu indukovati antitela svih klasa, a posebno 

IgG i IgE antitela (99). Zamku u in vitro dijagnostici alergija predstavljaju CCD-sIgE, jer 

izazivaju višestruku-reaktivnosti sa bilo kojom glikozilovanom biljkom (hrana, polen) ili 

venomom insekta. Uticaj CCD-sIgE u dijagnostici alergije na pčelu može biti veliki jer nativna   

Api m 1 u svom prirodnom obliku nosi alfa 1,3-vezanu fukozu na N-glikanu. S druge strane,  

rApi m 1, koja se proizvodi bez celog jezgra glikana ili samo bez 1,3 fukoznog ostatka, 

pokazala je visoku pouzdanost za otkrivanje senzibilizacije na proteinske epitope u 

poređenju sa nativnom Api m 1. Dijagnostika kaja koristi pojedinačne rekombinantne 

alergene, primenom neglikozilovanih alergena kao što su rApi m 1 i rVes v 5 (102,108) 

dovela je do značajnog napretka u razlikovanju prave dvostruke senzibilizacije naspram 

irelevantne unakrsne-reaktivnosti. Upotreba Sf9 ćelija insekata Spodoptera frugiperda je 

sistem ekspresije koji dovodi do alergena sa funkcionalnom glikozilacijom, pravilnim 

savijanjem i kompletnim spektrom epitopa (86,100).  

Još jedan problem in vitro dijagnostike HVA predstavljaju pacijenti sa 

dokumentovanom anamnezom HVA, ali negativnim sIgE-testom. Mogući razlog negativnih 

sIgE-testova može biti taj što ekstrakti venoma predstavljaju heterogene smeše u kojima su 

komponente prisutne u različitim koncentracijama, kao i razlog da određeni alergeni mogu 

biti izgubljeni ili degradirani tokom obrade (51) (Slike 7b i 7c).  

Nekoliko studija je potvrdilo da se upotrebom komercijalno dostupnih 

rekombinantnih alergena bez CCD dijagnoza alergije na pčelu može potvrditi kod 94,4% 

pacijenata (59), dok upotreba rVes v 5 i rVes v 1 može potvrditi alergiju na osu kod 100% 

pacijenata (5,102). Mnogi pacijenti sa istinskom senzibilizacijom mogu se identifikovati 

pomoću rApi m 1 i rVes v 5 koji su dostupni za rutinsku in vitro dijagnostiku, a koji strukturno 

nisu povezani. Prema smernicama Evropske akademije za alergiju i kliničku imunologiju 

(engl. The European Academy of Allergy and Clinical Immunology-EAACI), VIT se ne 

preporučuje pacijentima bez kliničkih simptoma sa slučajno otkrivenom senzibilizacijom na 



venom insekta (42). Antigen 5 je prepoznat kao glavni i najsnažniji alergen u otrovu ose i 

stršljena i može pomoći u serološkoj potvrdi senzibilizacije kako kod alergičnih pacijenata 

na osu tako i kod alergičnih pacijenata na stršljen (109,110).  

Serum-specifična IgE na rVes v 5, detektovana ImmunoCAP metodom su pokazala 

zadovoljavajuću senzitivnost (84-93%) i specifičnost (94-100%) za dijagnozu prave 

senzibilizacije na osu ili stršljen i mogu pomoći u adekvatnom izboru odgovarajućih alergena 

za VIT (56,111,112). Međutim, niska senzitivnost za dijagnostiku sIgE na rApi m 1 u rasponu 

od 57% do 79%, prijavljena je kod pacijenata sa alergijom na pčelu (50,102). Veću 

senzitivnost za rApi m 1 (88% do 97%) kod pacijenata sa alergijom na pčelu su prijavile 

druge grupe autora (56,112,113). Senzitivnost Api m 1 može zavisiti od regionalnih razlika 

ili od sIgE-testa koji se koristi u dijagnostici. Postoji pretpostavka da kapacitet vezivanja sIgE 

za rekombinantni Api m 1 koji se koristi u ImmunoCAP dijagnostici može biti smanjen zbog 

nepravilnog savijanja proteina rekmbinantnom tehnologijom (113). S druge strane, 

pokazano je da sIgE-reaktivnosti  na prirodni Api m 1 i rekombinantni Api m 1 daje identične 

rezultate ImmunoCAP metodom (114). Senzibilizacija na druge glavne alergene pčele Api m 

3 i Api m 10 je prisutna kod 50% i 62% pacijenata alergičnih na venom pčele. Korišćenje 

proširenog repertoara alergena Api m 1, Api m 3, Api m 4 i Api m 10 značajno povećava 

dijagnostičku senzitivnost za detekciju senzibilizacije na venom  pčele do 90% u poređenju 

sa korišćenjem samo Api m 1 (115). S druge strane, najveća senzitivnost, do 100% je 

pronađena za ekstrakte venoma pčele i ose (56,102,111,113). 

U većini slučajeva, kada dijagnostika zasnovana na ekstraktima venoma ne utvrdi 

tačnan uzročnik alergije zbog višestruke senzibilizacije ili negativnih sIgE-testova, CRD 

omogućava detaljno otkrivanje profila senzibilizacije i identifikaciju venoma koji je doveo do 

kliničkih simptoma. Zajedno sa boljim poznavanjem molekularnog sastava različitih 

ekstrakata venoma, CRD može doprineti optimalnoj terapiji prilagođenoj pacijentima (116). 

Štaviše, za pacijente koje je teško dijagnostikovati zbog niskih koncentracija sIgE, CRD ima 

veću senzitivnost u poređenju sa testiranjem na bazi ekstrakta venoma.  

Važno je znati da određeni alergeni nisu dovoljno zastupljeni u nekim terapijskim 

ekstraktima što može biti razlog terapijskih neuspeha (93). Dijagnostika kaja koristi 
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pojedinačne rekombinantne alergene može biti od veće pomoći u dijagnostikovanju alergije 

na venom ose nego alergije na venom pčele zbog specifičnosti sastava venoma. Alergeni 

prisutni u velikim količinama u terapijskim mešvinama za VIT su Api m 1, Api m 2 i Api m 4 

(10%, 3% i >40% suve težine venoma, redom). Nasuprot ovome, Api m 3, Api m 5 i Api m 10 

su nedovoljno zastupljeni (manje od 1% suve težine venoma) ili odsutni u brojnim 

terapijskim preparatima (93,104).   

 

 

Slika 7. Molekularna IgE dijagnostika. Preuzeto od Ollert M, Blank S. Curr Allergy Asthma 
Rep, 2015 



Obzirom na složene obrasce senzibilizacije kod pacijenata sa alergijom na pčelu, zbog 

velikog broja različitih alergena prisutnih u pčelinjem venomu, potrebno je dalje ispitivanje 

za analizu i identifikaciju visokorizičnih profila. Treba naglasiti da CRD može razlikovati 

klinički značajnu senzibilizaciju od klinički irelevantne senzibilizacije (116). Mogućnost 

utvrđivanja specifičnih IgE antitela na više rekombinantnih alergenih komponenti 

omogućavaju razvoj CRD. Pored pravilnog tumačenja rezultata testova, kliničari moraju da 

znaju o osnovama CRD, njihovim kliničkkim implikacijama i moraju imati na umu da 

senzibilizacija ne mora nužno podrazumevati kliničku alergiju. Dijagnostika kaja koristi 

pojedinačne rekombinantne alergene je važna za donošenje odgovarajućih i pravovremenih 

kliničkih odluka za svakog pacijenta (117–119). 

 

1.7. Test aktivacije bazofila (BAT) 

 

U skladu sa CRD je i test aktivacije bazofila (BAT). BAT ima značajnu ulogu u dijagnozi 

HVA iako nije prva dijagnostička opcija. BAT zahteva stručnost u praktičnoj primeni i 

tumačenju rezultata i obično se sprovodi u sekundarnim i tercijarnim zdravstvenim 

centrima. Molekuli CD203c i CD63 se eksprimiraju na membranama granula bazofila. 

Aktivacija bazofila alergenom dovodi do eksprimiranja molekula CD203c i CD63 na površini 

bazofila koji se mogu kvantifikovati protočnom citometrijom. Pokazano je da je sentitivnost 

BAT za merenje ekspresije CD63 89%, a za CD203c 97% (120). Upotreba CD63 je više 

rasprostranjena. Nivo od 15% aktivacije bazofila je izabran kao granični nivo za 

identifikaciju senzibilizacija na venom Hymenoptera (121).  

Test aktivacije bazofila se preporučuje samo ako sve ostale dijagnostičke metode ne 

otkriju alergiju uprkos ubedljivoj istoriji HVA (122). Pomoću BAT može se detektovati 80% 

senzibilisanih pacijenata koji su imali ubedljivu HVA i negativne sIgE-testove (60). 

Efikasnost BAT može biti smanjena kod pacijenata sa mastocitozom ili kod pacijenata sa 

niskim koncentracijama ukupnog serumskog IgE. Grupa autora je pokazala da BAT 

poboljšava dijagnostičku tačnost alergije na venom ose koristeći rekombinantne alergene 

ose rVes v 1 i rVes v 5 (121). Medjutim, još uvek je nejasno da li je moguće razlikovati 
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primarnu senzibilizaciu od unakrsne-reaktivnosti u slučaju detektovane senzibilizacije na 

unakrsno-reaktivne alergene kao što su Ves v 2 i Api m 2 ili Ves v 3 i Api m 5.  

Obzirom da BAT nije u potpunosti standardizovana metoda, teško je uporediti 

rezultate različitih studija. Lažno-pozitivni rezultati testa mogu biti uzrokovani visokim 

koncentracijama venoma, dok lažno-negativni rezultati mogu biti posledica nižeg 

apsolutniog broja bazofila (<150) ili dugog vremenskog perioda između uboda insekta i sIgE-

testa. U svakom slučaju, BAT može biti od koristi za dobijanje detaljnijih informacija o 

Hymenoptera insektu, kao i u praćenju efektivnosti VIT (123).  

 

1.8. CCD-sIgE antitela i CCD-inhibicija 
 

Već je pomenuto da ugljeni hidrati u sastavu glikoproteina biljaka i insekata 

predstavljaju najobilnije imunološke determinante. Oni su strukturna osnova onoga što je 

poznato kao unakrsno-reaktivne determinante ugljenih hidrata ili skraćeno CCD. Uprkos 

nekim strukturnim varijacijama, dva glavna ugljena hidrata su ksiloza i fukoza povezana sa 

jezgrom glikana koji čine suštinski deo dva nezavisna epitopa. Biljke sadrže oba epitopa dok 

glikoproteini insekata sadrže samo fukoze. Alfa 1,3-fukoza se redovno nalazi u 

glikoproteinima insekata, kao što su fosfolipaza A2 (124,125) i hijaluronidaza pčele i 

hijaluronidaza ose (73,126).  Navedeni alergeni osim 1,3-fukoze u svom sastavu sadrže i 1,6-

fukozu. Klinički efekat CCD-sIgE antitela kod pacijenata koji su razvili ova antitela, je 

najverovatnije mali u većini slučajeva, ali za nepristrasnog biološkog hemičara ugljeni hidrati 

nisu molekuli manjeg značaja (77). Međutim, veliki broj pacijenata ima CCD-sIgE antitela 

koja remete interpretaciju rezultata (94), a samim tim otežavaju dijagnozu HVA. Oko 50-60% 

pacijenata sa alergijom na HVA ima IgE-reaktivnost na Apodae i Vespoidae. Unakrsna-

reaktivnost zasnovana na proteinima i determinantama ugljenih hidrata su najčešći uzroci 

višestruke pozitivnosti (86). Već pomenuti proteini u sastavu Hymenoptera venoma 

uključeni u unakrsnu-reaktivnost su hijaluronidaze Api m 2 i Ves v 2 i dipeptidil-peptidaze 

Api m 5 i Ves v 3 pčele i ose (127). Unakrsna-reaktivnost uzrokovana CCD-om može se 

eliminisati korišćenjem CRD i CCD-inhibicijom koji se nedovoljno koriste u kliničkoj praksi 



(128–130). Testom CCD-inhibicije postiže se eliminacija CCD-sIgE antitela kod pacijenata 

koji su ih razvili i na taj način olakšava dijagnostika HVA.  

Lažno-pozitivni rezultati su čest problem u in vitro dijagnostici HVA (6). Većina 

alergena venoma su glikoproteini i unakrsno povezivanje samo CCD epitopa sa IgE vezanim 

za mastocite ne dovodi do degranulacije mastocita. Prisustvo sIgE na ekstrakte prirodnog 

venoma ne dozvoljava razlikovanje između sIgE-reaktivnosti na proteinske epitope od sIgE-

reaktivnosti na CCD epitope (71,131). Dijagnostika zasnovana na ekstraktima otežava odabir 

relevantnog venoma za VIT. U nekim slučajevima, uprkos nalazu sIgE, pacijenti nisu ranije 

imali simptome alergije jer je senzibilizacija uzrokovana dobro tolerisanim alergenom 

venoma. Imunoterapija tokom 3 do 5 godina sa relevantnim venomom je i dalje jedini 

efikasan i uzročni tretman HVA. Klinički značaj sIgE usmerenih na CCD epitope je 

kontroverzan (57,132,133). Zbog klinički irelevantnoih CCD-sIgE, povećan nivo sIgE antitela 

na konvencionalni ekstrakt venoma treba pažljivo tumačiti u kontekstu kliničke istorije. 

Nažalost, identifikacija relevantnog venoma odgovornog za alergiju je ponekad teška, jer 

pacijenti nisu mogli da identifikuje insekt (129). Štaviše, neki pacijenti sa visokim nivoima 

sIgE antitela ne pokazuju kliničke manifestacije, dok drugi pacijenti sa niskim nivoima sIgE 

mogu doživeti tešku anafilaksu (71,129). U našoj prethodnoj studiji je pokazano da CCD-sIgE 

antitela češće imaju pacijenati sa alergijom na pčelu (129). Ovaj nalaz se može objasniti 

činjenicom da je većina alergena pčela glikozilovana, dok dva glavna alergena ose Ves v 5 i 

Ves v 1 nisu glikozilovana (134). Takođe, otkrili smo da upotreba rekombinantnog glavnog 

alergena pčele rApi m 1 u dijagnostici nije bila dovoljna, bez obzira na metod detekcije. S 

druge strane, upotreba rekombinantnog glavnog alergena ose rVes v 5 bila je dovoljna za 

detekciju oko 90% pacijenata sa alergijom na osu (129). Varijabilnost testova u dijagnostici 

alergija je česta zbog nedostatka međunarodnih standarda za alergene i antitela. To često 

dovodi do različitih rezultata ispitivanja i komplikuje njihovu uporedivost. Sve u svemu,  

buduća istraživanja treba da utvrde da li CCD-sIgE antitela mogu dovesti do ozbiljnih 

alergijskih simptoma ili ne.  
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1.9. Venom-specifična imunoterapija (VIT) 

 

Za pacijente sa HVA jedina terapija koja modifikuje bolest sprečavajući učestale 

anafilaktičke reakcije i mortalitet (135,136) i koja poboljšava kvalitet života je specifična VIT 

(137). Imunoterapija odgovrajućim venomom se primenjuje više od četiri decenije, a prvi 

put je odobrena za primenu u Sjedinjenim Američkim Državama (42,138). Specifična 

imunoterapija treba da bude široko dostupna za sve pacijente sa HVA koji su u riziku za 

buduću SAR (33). Ona ima za cilj da indukuje imunološku toleranciju pružajući dugoročnu 

zaštitu od buduće SAR kod 95% pacijenata koji su alergični na venom ose i oko 80% 

pacijenata koji su alergični na venom pčele (19,139). Isto tako, VIT omogućava pacijentima 

da u nekom momentu prekinu nošenje injekcije epinefrina za samosalnu upotrebu (EpiPen), 

ali uprkos svim zaslugama EpiPen-a i VIT, oba tretmana mogu imati negativne posledice koje 

su isto tako važne za pacijente (140). 

Važno je prepoznati visokorizične faktore koji identifikuju pacijente koji zahtevaju 

VIT. Rizik od beta-blokatora i ACEI tokom VIT je mali i ne bi trebalo da utiče na odluku o 

započinjanju VIT. Izbor venoma, režim i doza VIT treba da budu personalizovani. Odluka da 

se prekine VIT posle 5 godina donosi se na osnovu kliničkih podataka, poznatih faktora rizika 

i rezultata dijagnostičkih testova. Tokom VIT rizik od anafilakse je ispod 3% kod osoba sa 

istorijom VLR ili kožnim sistemskim reakcijama. Tokom VIT pacijenti treba da nose EpiPen 

zbog potencijalne mogućnosti za nastanak SAR ukoliko budu ubodeni (140). U nedostatku 

medicinskih indikacija za VIT, EpiPen je alternativna suboptimalna monoterapija kod 

alergičnih osoba iako je za mnoge pacijente opterećujuća.  

Postepeno povećanje doze venoma indukuje toleranciju kroz složene imunološke 

mehanizme. Pacijenti se leče povećanjem doza alergena do određene koncentracije 

održavanja, a lečenje se sprovodi nekoliko godina. Prva randomizovana kontrolisana studija 

o korišćenju ekstrakta prirodnog venoma pokazala je visoku efikasnost (141). Imunoterapija 

se preporučuje kod dece i odraslih sa dokumentovanom senzibilizacijom na venom 

Hymenoptera i SAR koja premašuje generalizovane simptome kože (svrab, urtikarija i 

angioedem), ali i kod odraslih pacijenta sa generalizovanim simptomima kože ako je kvalitet 



života oštećen (42). Uprkos studijama koje pokazuju značajno smanjenje simptoma nakon 

specifične VIT, verovatnoća neželjenih reakcija nije mala, a dugo trajanje terapije dovodi do 

visokih troškova lečenja i niske adherencije pacijenata. 

 

1.9.1.  Apsolutne i relativne kontraindikacije za VIT 
 

Oko 47% evropskih alergologa ima iskustvo sa primenom VIT kod pacijenata sa 

kardiovaskularnim, malignim, autoimunskim obolenjima i onih koji su na terapiji ACEI i/ili 

beta-blokatorima (142). Ustanovljeno je da kardiovaskularne bolesti same po sebi nisu 

kontraindikacija za VIT, kao i da se VIT može sprovoditi kod starijih pacijenata sa 

kardiovaskularnim oboljenjima (143). Iako lečenje adrenalinom pacijenta sa 

kardiovaskularnim oboljenjima na terapiji beta-blokatorima može biti manje efikasno, ovi 

pacijenti nemaju veći rizik za SAR na ubod Hymenoptera insekta i VIT nije kontraindikovana 

(34,143). Na maloj grupi pacijenata, istraživanjem je ustanovljeno da ACEI mogu 

predstavljati veći rizik za SAR. Prema najnovijim EAACI smernicama, terapija ACE 

inhibitorom se može nastaviti tokom VIT, ali pacijenti treba da budu upoznati sa mogućim 

rizicima od SAR tokom VIT (42,144). Aktuelno maligno oboljenje se smatra relativnom 

kontraindikacijom, obzirom da nema dokaza o bilo kakvim nepovoljnim efektima VIT na rast 

tumora ili efikasnost hemioterapije. Imunoterapija se može preporučiti pacijentima sa 

visokim rizikom za SAR na Hymenoptera venom ukoliko je maligna bolest stabilna ili u 

remisiji (145). Organ-specifična autoimunska oboljenja dijabetes melitus, Hašimotov 

tiroiditis, Kronova bolest, ulcerozni kolitis i reumatoidni artritis se ne smatraju 

kontraindikacijama kada je oboljenje stabilno ili u remisiji, ali treba imati na umu da bi 

imunisupresivna terapija mogla uticati na efikasnost VIT (49). Kod dece se sprovode iste 

preporuke za VIT, ali se VIT retko primenjuje kod dece uzrasta ispod pet godina zato što je 

teška SAR retka u ovoj uzrasnoj dobi (146). Kod trudnica imunoterapija se može nastaviti sa 

tolerantnijom dozom održavanja samo ukoliko je terapija započeta pre trudnoće, ali se ne 

preporučuje pokretanje VIT u trudnoći (42). Kod pacijenta sa teškom početnom SAR i 
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mastocitozom i/ili povišenom BST, VIT može biti manje efikasna i zato je treba sprovoditi 

dugo, nekada i doživotno (147). 

 

1.9.2.  Protokoli VIT  
 

Savremeni terapijski proizvodi za specifičnu VIT su ekstrakti venoma koji se 

prečišćavaju standardizovanom procedurom. Proces proizvodnje ovih proizvoda regulisano 

je smernicama. Zbog poverljivih podataka specifičnih za proizvođača, ekstrakti venoma za 

VIT mogu se razlikovati po sastavu i aktivnosti alergena. Proizvodi za VIT su dostupni kao 

vodeni i liofilizovani ekstrakti venoma ili kao depo-preparati (136). Aktuelne smernice za 

VIT Američke Akademije za Alergologiju i Kliničku Imunologija (engl. The American Academy 

of Allergy, Asthma and Immunology -AAAAI) preporučuju VIT osobama koje su imale kliničke 

podatke o SAR na ubod Hymenoptera (122). Najnovije EAACI smernice navode indikacije za 

VIT i uključuju decu i odrasle koji su imali SAR (42). Obe smernice podrazumevaju 

definitivnu dijagnozu HVA potvrđenu in vivo ili in vitro sIgE-testom. Injekcija za VIT 

predstavlja medicinski zadatak i treba da je obavlja lekar špricem od 1 ml sa iglom za 

injekciju veličine 14–18. VIT se sprovodi potkožnim injekcijama na ekstenzornim stranama 

nadlaktica (49). Procedura za primenu VIT podrazumeva davanje preparata venoma insekta 

kroz seriju potkožnih injekcija. To je postupak u dva koraka koji se sastoji od inicijalne faze 

i faze održavanja (42). Početna doza VIT je 0,1 mg, a potom se doza postepeno povećava do 

doze održavanja od 100 µg. Smatra se da je doza od 100 µg ekvivalentna količini venoma 

tokom dva uboda pčele. Kod pacijenata sa SAR nakon uboda insekta preporučuje se 

povećanje doze na 200 µg (42). Generalno, VIT se smatra bezbednom, iako u nekim 

slučajevima potencijalno može nastati SAR opasna po život.   

Brzi i ultra-brzi protokoli lečenja mogu rezultirati većom učestalošću SAR u 

poređenju sa klaster ili konvencionalnim protokolima (148). U najnovijoj studiji,  

istraživanjem je pokazano da su brzi i ultra-brzi protokoli za VIT bezbedniji od klaster 

protokola zbog manje učestalosti SAR (149). Vreme do dostizanja doze održavanja zavisi od 

protokola koji se koristi. Konvencionalni protokol podrazumeva postepeno povećavanje 



doze venoma tokom 8 do 16 nedelja lečenja (150). Brži protokoli lečenja podrazumevaju 

dostizanje doze održavanja u roku od jedne nedelje, dva do tri dana ili u roku od četiri do 

osam sati (150,151). Klaster protokol predstavlja alternativni režim za konvencionalni 

protokol. Preporučena početna doza je između 0,001 i 0,1 µg. Subkutane injekcije u fazi 

održavanja se obično daju u intervalima od četiri nedelje u prvoj godini lečenja, svakih šest 

nedelja u drugoj godini lečenja i svakih osam nedelja od treće do pete godine VIT (152). 

Protokol koji se koristi može se prilagoditi individualno, u zavisnosti od toga kako pacijent 

reaguje tokom VIT (153). 

Važno je naglasiti da se, za razliku od imunoterapije hranom ili polenom, imunološka 

tolerancija uspostavljena tokom VIT smatra doživotnom, čak i nakon prekida lečenja (154). 

Iako su se mnoge studije fokusirale na otkrivanje biomarkera za praćenje terapije i procenu 

efikasnosti imunoterapije, do sada nije ustanovljen relevantni biomarker. Izazov 

kontrolisanog uboda ostao je do danas zlatni standard za procenu tolerancije venoma (155).  

Trajanje VIT potrebno za postizanje dugotrajne tolerancije varira među pacijentima. 

Smatra se da je najmanje pet godina optimalno za postizanje dugotrajne tolerancija jer pruža 

zaštitu od neželjenih reakcija na ponovni ubod Hymenoptera (122,156). Postoje nekoliko 

specifičnih faktora rizika kao što je starija životna dob, teška SAR na prethodni ubod ili na 

ubod/injekciju tokom VIT, lečenje kraće od 5 godina, povišena BST i/ili poremećaji 

mastocita, alergija na venom pčele i kardiovaskularne bolesti (157). Međutim, svi pacijenti 

tokom VIT i dalje imaju 10% mogućnosti da dobiju alergijsku reakciju na budući ubod. Zato 

su periodi lečenja duži od 5 godina povezani sa nižim rizikom od recidiva (158) i to je jedini 

način da se rizik smanji na 2% (82). Da bi rizik od recidiva nakon prekida VIT bio što manji, 

mora se razmotriti produžena VIT ili čak doživotna VIT. Opšti konsenzus je da pacijenti sa 

inicijalnom teškom SAR i pacijenti sa dijagnozom klonskog poremećaja mastocita (često 

udruženog sa povišenom BST i mutacijom KIT D816V) treba da primaju doživotno VIT 

(159,160). 
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1.9.3.  Imunski mehanizmi tokom specifične VIT 
 

Specifična VIT ima za cilj da izazove prelazak sa proalergijskog i proinflamatornog 

Th2 stanja koji su prisutni kod osobe sa alergijom u stanje imunološke tolerancije. Indukcija 

tolerancije na specifičan alergen tokom VIT karakterišu promene ćelijskiog i humoralnog 

odgovora. Promene T-ćelijskog i B-ćelijskog odgovora zajedno sa promenama u profilima 

citokina i klase antitela su karakteristične tokom VIT (161,162). Kod alergične osobe, Th2 

ćelije specifične za venom izazivaju i iniciraju alergijsku reakciju, dok se tokom VIT formiraju 

regulatorne T-ćelije (T-reg) specifične za venom (163). Ponovljeno izlaganje alergenu u 

malim dozama dovodi do ograničenog zapaljenja ili bez zapaljenja. Kao rezultat toga, 

diferencijacija i aktivacija naivnih T-ćelija se pomera ka odgovoru Th1 i T-reg, što naknadno 

modifikuje odgovor B-ćelija, i na kraju dovodi do povećanja specifičnih IgG4 antitela. U 

daljem toku, T-reg ćelije su u stanju da potisnu proalergijske Th2 ćelije, a dalje potiskivanje 

Th2 dovodi do smanjenja sekrecije citokina IL-3, IL-4, IL-5, IL-9 i IL-13. Isto tako, T-reg 

smanjuju aktivaciju i degranulaciju mastocita, eozinofila i bazofila i dovode do smanjenja 

zapaljenja. Odgovor B-ćelija podrazumeva prelazak proalergijskih B-ćelija koje proizvode 

IgE na B-ćelije koje proizvode IgG4 sa regulatornim fenotipom i posledičnim povećanjem 

sekrecije IL-10 i TGF-beta (164). Prisustvo sIgG4 antitela je od velikog značaja u ranim 

fazama VIT, ali kasnije broj sIgG4 antitela opada. Iako se nivoi sIgG4 progresivno smanjuju, 

njihov uticaj na inhibiciju aktivacije bazofila ostaje. Blokirajuća sIgG4 antitela treba da imaju 

zaštitnu anti-inflamatornu ulogu. B-ćelije sa regulatornim fenotipom su takođe u stanju da 

potisne proliferaciju T-ćelija specifičnih za venom i da izazovu formiranje dodatnih T-reg. 

Ove promene dovode do promena u fenotipu imunskog sistema koji toleriše venom (165) 

(Slika 8 ). Kada dođe do ponovnog izlaganja alergenu, osim sIgG4 i drugi faktori se takmiče 

sa sIgE i inhibiraju IgE-posredovanu degranulaciju efektorskih ćelija. Karakteristično je da 

tokom VIT dolazi do početnog rasta koncentracije sIgE iza koje sledi postepeno smanjenje 

koncentracije sIgE tokom nekoliko meseci. Promene koncentracije sIgE tokom VIT nisu u 

korelaciji sa kliničkim poboljšanjem alergije (166).   



.

  

Slika 8. Mehanizmi indukcije tolerancije tokom immunoterapije venomom. Preuzeto 
od  Demšar Luzar A i sar. Cells, 2021 

 

Postoje stalni istraživački napori da se pronađu prediktivni biomarkeri za praćenje 

efikasnosti VIT. Imunska tolerancija uspostavljena tokom i nakon završetka VIT smatra se 

doživotnom, mada ima autora koji su istraživanjem ustanovili da taj vremenski period može 

biti do 20 godina nakon terapije (167). Stečena tolerancija na alergen karakteriše nekoliko 

mehanizama. Tokom inicijalne faze uočava se nespecifičan kratkotrajni zaštitni efekat, dok 

se u fazi održavanja VIT odvija indukcija specifičnih dugotrajnih mehanizama tolerancije 

(153) (Slika 8). 
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1.9.4.  Buduće smernice za VIT 
 

Dijagnostika kaja koristi pojedinačne rekombinantne alergene korišćenjem alergena 

bez CCD omogućava razlikovanje unakrsne-reaktivnosti i prave alergije, a samim tim i izbor 

odgovarajućeg venoma za VIT (58). Ipak, i dalje postoji nedostatak informacija o relevantnim 

alergenima prisutnim u venomima različitih vrsta Hymenoptera. Ove informacije bi bile 

korisne za povećanje senzitivnosti i specifičnosti dijagnostičkih sIgE-testova, kao i za 

poboljšanje terapijskih ekstrakata koji se koriste za VIT. Osnovni cilj istraživača je povećanje 

efikasnosti terapije i smanjenje vremena lečenja. Shodno tome, postoji potreba da se 

identifikuju biomarkeri koji mogu efikasno predvideti efikasnost VIT.  

Kao posledica razvoja CRD i pronalaženja novih dijagnostičkih komponenti, 

omogućila bi se identifikacija različitih profila senzibilizacije i VIT prilagođena svakom 

pacijentu. Takva terapija bi omogućila lečenje pacijenata sa adekvatnim količinama alergena 

i samo sa alergenima na koje su pacijenti senzibilisani. S obzirom na složene profile 

senzibilizacije alergičnih pacijenata i nejednake distribucije relevantnih alergena u 

terapijskim ekstraktima, takva terapija bi mogla imati visok potencijal za superiornu 

efikasnost i izbegavanje se de novo senzibilizacija na druge alergene (58,87). 

 

Prvi deo našeg istraživanja je imao za cilj da analizira dijagnostički značaj sIgE-

testiranja na rekombinantne alergene kod pacijenata sa istorijom SAR na ubod 

Hymenoptera. Odredili smo razlike u grupama pacijenata za koje je utvrđeno da su sIgE-

pozitivni na pojedinačni (PV ili OV ili SV) ekstrakt ili višestruko pozitivni (PV/OV i 

PV/OV/SV) na ekstrakte uzimajući u obzir težinu SAR i sIgE-reaktivnost za rApi m 1, rVes v 

5 i CCD. Takođe smo ispitali da li postoji korelacije između koncentracije sIgE na alergene 

koje su detektovane ImmunoCAP i Imunoblot metodama. Prema podacima o alergijskoj 

reakciji na ubod insekta, uporedili smo senzitivnost i specifičnost sIgE-testiranja na 

ekstrakte venoma i rekombinantne alergene pomoću obe metode. 



Drugi deo našeg istraživanja je imao za cilj da analizira dijagnostički značaj CRD za 

istovremeno određivanje sIgE antitela na pet najvažnijih rekombinantnih alergena rApi m 1, 

rApi m 2, rApi m 10, rVes v 1, rVes v 5 i CCD-inhibicije kod pacijenata sa HVA.  Jedan od ciljva 

je bio da na osnovu pouzdanih podataka o alergijskoj reakciji na ubod insekta i sIgE-testa 

definišemo grupe višestruko-pozitivnih pacijenata kojima je potrebna CCD-inhibicija pre 

početka dugotrajne VIT.  
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2. CILJEVI ISTRAžIVANJA 

 

1. Određivanje učestalosti dvostruke senzibilizacije na ekstrakte venoma i 

rekombinantne alergene pčele i ose, kao i učestalost specifičnih IgE (sIgE) na 

unakrsno-reaktivne determinante ugljenig hidrata (engl. cross-reactive carbohydrate 

determinants - CCD) 

2. Određivanje prisustva sIgE na različite rekombinantne alergene pčele kod pacijenata 

preosetljivih na ubod pčele 

3. Određivanje specifičnosti i senzitivnosti nalaza sIgE na ekstrakte venoma i 

rekombinantne alergene pčele i ose ImmunoCAP i Imunoblot metodama 

4. Utvrđivanje korelacije dijagnostičkih testova od značaja za detekciju sIgE na 

ekstrakte venoma i rekombinantne alergene pčele i ose 

5. Utvrđivanje efekta imunoterapije merenjem specifičnih IgG4 (sIgG4) na alergene 

pčele i ose 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3. MATERIJAL I METODE 
 

3.1. DIZAJN STUDIJE 
 

Istraživanje je sprovedeno u vidu retrospektivne studije na Klinici za alergologiju i 

imunologiju Univerzitetskog kliničkog centra Srbije (UKCS). Protokol istraživanja odobren 

je od strane Etičkog komiteta UKCS i Etičkog komiteta Medicinskog fakulteta Univerziteta u 

Beogradu, broj 1550/V-8. 

 

3.2. ISPITANICI 
 

Ispitanici su bili pacijenti Klinike za alergologiju i imunologiju UKCS sa postavljenom 

dijagnozom HVA koji su kontrolisani i lečeni u ambulantnim uslovima Klinike za alergologiju 

i imunologiju u periodu od marta 2015. godine do januara 2022. godine. U istraživanje su 

uključeni pacijenti kod kojih je dijagnoza alergijske reakcije postavljena na osnovu podatka 

o alergijskoj reakciji na ubod Hymenoptera insekta i in vitro laboratorijskih testova za 

detekciju specifičnih IgE na ekstrakte venoma i rekombinantne alergene pčele, ose i 

stršljena. U skladu sa prethodno postavljenim ciljevima, učešće u istraživanju su mogli da 

uzmu svi pacijenti sa HVA ukoliko svoju saglasnost za učestvovanje potvrde potpisivanjem 

informisanog pristanka. Isključujući kriterijum bio je povišena bazalna serumska triptaza 

(BST) (nivo > 11,4 μg/L). U prvom delu istraživanja uključeno je 82 pacijenta, a isključujući 

kriterijum bio je alergijska reakcija na više od jednog uboda Hymenoptera insekta. U drugom 

delu istraživanja, uključen je 71 pacijent, i osim povišene BST, nije bilo drugih isključujućih 

kriterijuma. Od svih ispitanika upitnikom su prikupljeni demografski podaci (godine 

starosti, pol, vrsta insekta i broj uboda koji je doveo do SAR, bavljenje pčelarstvom), podaci 

o ličnoj anamnezi i podaci o komorbiditetima (poremećaji mastocita). Ozbiljnost SAR je 

procenjena na osnovu Milerove klasifikacije HVA, koja podrazumeva četiri stepena težine 

alergijskih reakcija kao posledica uboda Hymenoptera koje se kreću od blagih do opasnog 

po život: I stepen: generalizovana urtikarija, svrab i malaksalost; II stepen: angioedem, 
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teskoba u grudima, gastrointenstinalne tegobe; III stepen: respiratorni poremećaji (gušenje, 

promuklost), slabost i konfuzija; IV stepen: pad krvnog pritiska i gubitak svesti (anafilaktički 

šok) (13).  

U prvom delu istraživanja ispitanici su klasifikovani u dve grupe u zavisnosti od toga 

da li su imali sIgE-reaktivnost na više ekstrakta venoma, odnosno višestruku pozitivnost ili 

su imali sIgE-reaktivnost samo na jednu vrstu ekstrakta venoma, odnosno jednostruku 

pozitivnost. U drugom delu istraživanja ispitanici su takođe klasifikovani u dve grupe u 

zavisnosti od toga da li su imali sIgE reaktivnost na CCD (CCD-sIgE pozitivni) ili nisu (CCD-

sIgE negativni). 

 

3.3. LABORATORIJSKE ANALIZE 

 

Za istraživački rad korišćeni su rezultati imunoloških analiza dobijenih iz uzoraka 

seruma ispitanika koje su učinjene na Odeljenju za visoko specijalizovanu in vitro 

dijagnostiku imunoloških i alergijskih oboljenja Klinike za alergologiju i imunologiju UKCS. 

 

3.3.1.  ImmunoCAP - IgE test 
 

ImmunoCAP fluoroenzimski test (Thermo Fisher Scientific/Phadia, Upsala, Švedska) 

predstavlja zlatni stansdard u in viro dijagnostici alergija. Test omogućava kvantitativno 

merenje alergen-specifičnih IgE u ljudskom serumu ili plazmi (Slika 9). Antitela klase IgE se 

pojavljuju u ljudskom serumu i plazmi kao rezultat senzibilizacije na određeni alergen. 

Metodologija se zasniva na visokom kapacitetu vezivanja antitela. Pouzdanost rezultata testa 

leži u samom dizajnu čvrste faze koja se sastoji od trodimenzionalnog celuloznog polimera 

koji ima veliku površinu i visok kapacitet za vezivanje alergena. Zbog ovakve strukture testa, 

ImmunoCAP metoda ima visoku specifičnost i senzitivnost za detekciju antitela. Ovim testom 

se detektuju IgE antitela u opsegu od 0,1 do 100 kUA/L, gde A predstavlja antitela specifična 



za alergen. U kliničkoj praksi 0,35 kUA/L se koristi kao granična vrednost. Serumi sa veoma 

visokim nivoima sIgE antitela >100 kUA/l mogu se precizno detektovati korišćenjem 

razblaženja i naknadnim množenjem rezultata. 

Za testiranje su se uzimali uzorci venske krvi, a potom nakon centrifugiranja izdvojilo 

se 40 μL seruma pacijenta za detekciju sIgE na specifičnu vrstu alergena. Čvrsta faza testa se 

sastojala od derivata celuloze zatvorenog u kapsuli. Hidrofilni, veoma razgranati polimeri 

celuloze pružali su idealnu mikro okolinu za alergene vezujući ih nepromenjene. Test 

dizajniran kao sendvič imunoesej i karakteristično postavljeni alergeni reagovali su sa 

antitelima u uzorku seruma. Relevantni alergen se kovalentno vezao za sIgE iz seruma 

pacijenta. Nakon ispiranja kojim su se uklonila nevezana, nespecifična IgE antitela, dodata su 

mišja monoklonska anti-IgE antitela obeležena enzimom (engl. Enzyme Conjugat). Kao enzim 

koristila se beta-galaktozidaza, koja je uzrokovala transformaciju dodatog supstrata 4-

metilumbeliferil-β-D-galaktozida (engl. Substrate Solution) u fluorescirajući produkt. 

Monoklonska antitela obeležena enzimom formirala su kompleks sa predhodno vezanim 

sIgE za alergene u čvrstoj fazi. Po isteku inkubacije, nevezana enzim-obeležena IgE antitela 

su se ispirala, a zatim se vezani kompleks ponovo inkubirao sa 0, 01% 4-metilumbeliferil-β-

D-galaktozidazom (engl. Development Solution) prema uputstvu za upotrebu. Na kraju 

postupka reakcija se zaustavila reagensom za stopiranje reakcije (engl. Stop Solution) i 

potom se merila fluorescencija eluata. Intenzitet izmerene fluorescencije bio je 

proporcionalan koncentraciji IgE antitijela u ispitivanom uzorku. Za dobijanje konačnog 

rezultata, intenzitet fluorescencije se prevodio u koncentracije IgE koristeći kalibracijsku 

krivu. Koncentracije antitela su se izražavale kvantitativno u mernim jedinicama kUA/L. 

Granična vrednost za pozitivne rezultate sIgE-testa bila je 0, 35 kUA/L. 

 

3.3.2. ImmunoCAP - IgG4 test 
 

Kvantitativna detekcija alergen-specifičnih IgG4 antitela u serumu pomoću 

ImmunoCAP testova dala je odgovarajuću procenu imunološkog odgovora tokom VIT. 

Tokom VIT povišeni nivoi sIgG4 ukazuju da imunski sistem reaguje na terapiju jer IgG4 ima 
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sposobnost da moduliše imunski odgovor na alergen i samim tim potencijal da utiče na 

klinički odgovor.  Uzorci seruma pacijenata pre VIT i tokom VIT su testirani ImmunoCAP 

testom za detekciju sIgG4 prema uputstvu proizvođača. U klinčkoj praksi granična vrednost 

sIgG4 na venom pčele je 0,05 kUA/L,  dok je granična vrednost sIgG4 na venom ose 0,03 

kUA/L. 

 

Slika 9. ImmunoCAP odeljenja za visoko specijalizovanu in vitro dijagnostiku 
imunoloških i alergijskih oboljenja Klinike za alergologiju i imunologiju 
Univerzitetskog Klničkog Centra Srbije 

 

3.3.3.  Imunoblot - IgE test 
 

           Istovremena detekcija specifičnih IgE antetela na više alergena i CCD je ispitivana  

imunoblot metodom korišćenjem EUROLINE testova (Euroimmun, Germany, Euroline) (Slika 

10). U Imunoblot testu, antigeni obloženi membranama se koriste kao čvrsta faza da bi se 

otkrila specifična antitela u uzorcima seruma pacijenata. Ako uzorak sadrži specifična 

antitela ona se vezuju za antigene vezane za membranu. U sledećem koraku, dodaju se mišja 

IgE-antitela obeležena alkalnom fosfatazom (engl. Enzyme Conjugat), koja se vezuje za 



specifična antitela. Alkalna fosfataza katalizuje reakciju sa naknadno dodatim nitro plavim 

tetrazolijum hloridom/5-bromo-4-hloro-3-indolil fosfatom (engl. Substrate Solution). Ako su 

specifična antitela prisutna u uzorku pacijenta, tamna linija se pojavljuje na odgovarajućem 

položaju antigena. Intenzitet rezultujućeg bojenja je proporcionalan koncentraciji antitela u 

uzorku. EUROLINE testovi su višeparametarske linije koje omogućavaju stvaranje 

sveobuhvatnih kombinovanih profila antitela na jednoj test traci. Kao čvrsta faza koja sadrži 

antigen, koriste se membranske trake sa višestrukim prečišćenim, biohemijski 

okarakterisanim antigenima ili ekstraktima antigena kao tanke paralelne linije. Membrane 

su fiksirane kao čipovi na tačno određenim pozicijama na plastične folije. Membranske trake 

ne sadrže suvišne proteine koji mogu dovesti do nespecifičnih pozitivnih rezultata. Na svakoj 

EUROLINE test traci postoji kontrolna traka koja pokazuje da li su pojedinačni koraci 

inkubacije izvedeni ispravno. Evaluacija se vrši potpuno automatski pomoću softvera 

EUROLineScan (Euroimmun, Germany, Euroline). 

Za detekciju sIgE antitela korišćeni su: 1. Imunoblot (Euroimmun, Germany, Euroline, 

the allergy profile DPA-Dx insect venoms 2) za istovremenu detekciju IgE antitetela na 

ekstrakt venoma pčele, ekstrakt venoma ose, ekstrakt venoma stršljena, rekombinantni 

alergen pčele rAp m 1, rekombinantni alergen ose rVes v 5 i CCD; 2. Imunoblot (Euroimmun, 

Germany, Euroline, the allergy profile DPA-Dx insect venoms 3) za istovremenu detekciju IgE 

antitela na ekstrakt venoma pčele, ekstrakt venoma ose, ekstrakt venoma stršljena, 

rekombinantne alergene pčele Api m 1, rApi m 2, rApi m 10, reombinantne alergene ose Ves 

v 1, rVes v 5 i CCD. 

Test trake nakon što su se navlažile sa po 1 ml univerzalnog pufera, inkubirane su 60 

minuta sa po 400μl nerazblaženog seruma. Nakon 3 pranja sa po 1 ml univerzalnog pufera u 

trajanju od po 5 minuta i dodavanja 1 ml enzimskog konjugata, druga inkubacija trajala je 60 

minuta na sobnoj temperaturi. Nakon pranja istim postupkom kao i pri prvom pranju i 

dodavanja 1 ml supstrata, treća inkubacija trajala je 10 minuta. Nakon treće inkubacije test 

trake su prane destilovanom vodom tri puta po 1 minut, a potom sušene na sobnoj 

temperaturi. Pozitivni uzorci su doveli do promene boje reakcije koja se videla kao tamna 

prebojenost linuja na test trakama. Interpretacija rezultata izvršena je pomoću 

EUROLineScan-a. 
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Granična vrednost za pozitivne rezultate sIgE-testa bila je 0,35 kUA/L. Specifična IgE-

reaktivnost je kvantitativno kategorisana u šest klasa: klasa 1 (≥0,35 do <0,70 kUA/L), klasa 

2 (≥0,70 do <3,50 kUA/L), klasa 3 (≥3,50 do <17,50 kUA/L), Klasa 4 (≥17,50 do <50,00 

kUA/L), klasa 5 (≥50,00 do <100,00 kUA/L) i klasa 6 (≥100,00 kUA/L). 

 

Slika 10. Imunoblot test trake za detekciju IgE na pojedinačne prirodne i 
rekombinantne alergene i na unakrsno-reaktivne ugljenohidratne determinantne 
(CCD) 

 
3.3.4. Test inhibicije unakrsno-reaktivnih ugljenohidratnih 

determinanti (CCD) 
 

Uzorci seruma pacijenata sa višestrukom pozitivnošiću testirani su pomoću 

EUROLINE testa korišćenjem anti-CCD apsorbenta (Euroimmun, Germany). Apsorbent (CCD-

inhibitor) za eliminaciju CCD-sIgE se sastojao od glikoproteina bromelaina ekstrahovanog iz 

stabljike ananasa. Uzorci seruma su inkubirani sa anti-CCD apsorbentom 60 minuta na 

sobnoj temperaturi prema uputstvima proizvođača. Serumi su ponovo testirani korišćenjem 

Imunoblot testa (Euroimmun, Germany, Euroline, the allergy profile DPA-Dx insect venoms 

3) već opisanim postupkom. Imunoblot zapisi pre i nakon CCD-inhibicije prikazani su na 

Slikama 11 i 12. 



 
Slika 11. Imunoblot zapis pre inhibicije unakrsno-reaktivnih ugljenohidratnih 
determinanti (CCD) 

 

 
Slika 12. Imunoblot zapis nakon inhibicije unakrsno-reaktivnih ugljenohidratnih 
determinanti (CCD) 
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3.3.5.   Bazalna serumska triptaza  
 

Jedan od najvažnijih in vitro testova u oblasti alergologije je merenje nivoa triptaze 

mastocita koji ima brojne dijagnostičke upotrebe, posebno za dijagnozu anafilaktičke 

reakcije i mastocitoze. Triptaza se luči iz prethodno formiranih granula neposredno nakon 

aktiviranja mastocita. Dominantne izoforme su α- i β-triptaza, a α- i β-protriptaze se 

kontinuirano luče iz mastocita. Kod zdravih osoba ove protriptaze odražavaju konstitutivnu 

ukupnu serumsku triptazu (30). Nasuprot tome, zrela β-triptaza se prethodno formira i 

nalazi u granulama mastocita, a oslobađa se nakon degranulacije mastocita. Smatra se da je 

osnovna uloga triptaze hemotaksija i proliferaciju fibroblasta u zapaljenju. Glavna upotreba 

testa je u dijagnostici anafilaktičkih reakcija, ali ne pravi razliku između IgE posredovanih 

reakcija i reakcija koje nisu posredovane IgE antitelima. Nivo triptaze je u pozitivnoj 

korelaciji sa stepenom težine anafilakse i ima tendenciju da bude viši kod anafilakse izazvane 

lekom ili venomom insekta u odnosu na anafilaksu izazvanu hranom (30,168) ). Maksimalni 

nivoi triptaze se dostižu 1-2 sata nakon anafilaktičkog okidača. Povišena triptaza ima slabu 

senzitivnost i pacijenti mogu imati normalne nivoe tokom anafilakse. ImmunoCAP Triptaza-

test meri ukupan nivo triptaze koju mastociti oslobađaju u cirkulaciju. Povišeni nivoi triptaze 

pomažu kliničarima da potvrde aktivaciju mastocita tokom teške anafilakse i da podrži 

dijagnozu mastocitoze. Prolazno povećanje triptaze tokom teške alergijske reakcije pomaže 

da se identifikuje i proceni obim reakcije. Stalno povišen nivo triptaze ukazuje na mogući 

poremećaj mastocita. 

Svim ispitanicima je određivan nivo BST pomoću ImmunoCAP metode već opisanim 

postupkom. Granična vrednost BST je bila 11,4 μg/L. Vrednosti iznad 11,4 μg/L odražavale 

su povišen nivo triptaze. 

 

 

 

 



3.4. STATISTIČKA ANALIZA 

 

   Podaci su analizirani primenom metoda deskriprivne i analitičke statistike. 

  Od deskriptivnih metoda korišćeni su: apsolutni i relativni brojevi (n, %), mere 

centralne tendencije (aritmetička sredina i medijana) i mere disperzije (standardna 

devijacija). Izbor testa za testiranje razlike/povezanosti zavisio je od tipa podataka i 

raspodele. 

  Od analitičkih statističkih metoda, za poređenje statistički značajne razlike za 

numeričke podatke su korišćeni testovi razlike: t test ili Wilcoxon test, dok su za nominalne 

podatke korišćeni neparametarski testovi Hi-kvadrat test ili Fišerov test tačne verovatnoće. 

 Procena značajnosti povezanosti je ispitivana pomoću Spearman-ovog koeficijenta 

korelacije za varijable bez normalne raspodele. 

 Statistička značajnost je definisana na nivou verovatnoće nulte hipoteze od P < 0,05 do 

visoko statistički značajnog nivoa P < 0,01. Rezultati istraživanja su prikazani tabelarno i 

grafički. 

Prema istoriji alergije uboda Hymenoptera, uporedili smo senzitivnost i specifičnost 

između dve metode. Osetljivost i specifičnost ovih metoda izračunate su korišćenjem 

formula:  

Senzitivnost = tačno pozitivno/tačno pozitivno + lažno negativno x 100%  

Specifičnost = tačno negativno/tačno negativno + lažno pozitivno x 100%  

Dobijeni podaci su analizirani korišćenjem IBM SPSS statističkog programa (Statistics 

software for Windows, version 17.0; IBM, Armonk, NY).  
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4. REZULTATI 
 

4.1. Demografske karakteristike pacijenata sa višestrukom i 
jednostrukom IgE-pozitivnošću na ektrakte venoma 

 

U prvom delu istraživanja obuhvaćeno je 82 ispitanika sa SAR na venome 

Hymenoptera, od kojih 20 osoba ženskog pola i 62 osobe muškog pola. Prosečna starost u 

ovoj ispitivanoj grupi pacijenata je iznosila je 46,4 godina. Poređenje demografskih 

karakteristika pacijenata sa višestrukom pozitivnošću (42/82) i jednostrukom pozitivnošću 

(40/82) na ekstrakte venoma prikazano je u Tabeli 1. 

Tabela 1. Poređenje demografskih karakteristika kod 82 pacijenata sa alergiijom na venome 
Hymenoptera 

 Višestruka pozitivnost 
PV/OV ili PV/OV/SV 
 (n=42) 

Jednostruka pozitivnost 
PV ili OV ili SV 
(n=40) 

Godine (SV ±SD) 48,9 ± 14,2 43,8 ± 6,46 
Žene (%) 6 (14,3) 14 (35) 
Muškarci (%) 36 (85,7) 26 (65) 
Pčelari (%) 7 (16,7) 5 (12,5) 
Stepen težine sistemske 
alergijske reakcije (%) 

  

I 3 (7,1) 10 (25) 
II 
III 
IV 

3 (7,1) 
19 (45,2) 
17 (40,5) 

11 (27,5) 
 4 (10) 
15 (37,5) 

PV: venom pčele; OV: venom ose; SV: venom stršljena 

 

 U grupi od 82 pacijenta sa alergijom na venome Hymenoptera, osobe muškog pola su 

imale češće SAR (75,6%) u odnosu na osobe ženskog pola (24,4%) (P = 0,029). Većina 

pacijenata (55/82) je imala tešku SAR (III i IV stepen SAR) (67,1%) ( P < 0,001). 

Učestalost teške SAR bila je veća u grupi pacijenata sa višestrukom pozitivnošću 

36/42 (85,7%) u poređenju sa grupom pacijenata sa jednostrukom pozitivnošću na 

ekstrakte venoma 19/40 (47,5%) (P < 0,001) (Tabela 1). 



4.2. Detekcija sIgE antitela ImmunoCAP metodom 
       

4.2.1.  Detekcija sIgE na rekombinantnu fosfolipazu A2 i 
rekombinantni antigen 5 

 

   Detekcija sIgE antitela ImmunoCAP metodom bila je sprovedena kod 82 pacijenta. 

Specifičnu IgE-reaktivnost na rekombinantni antigen 5-rVes v 5 je bila prisutna kod 94,4% 

pacijenata jednostruko pozitivnih na ekstrakt OV i 100% jednostruko pozitivnih na SV, dok 

je sIgE-rekativnost na rekombinantnu fosfolipazu A2-rApi m 1 bila prisutna kod 83,3% 

pacijenata jednostruko pozitivnih na ekstrakt PV (Tabela 2). 

Tabela 2.  Serum-specifična IgE (sIgE) na rekombinantnu fosfolipazu A2, rekombinantni 
antigen 5 i bromolein kod 82 pacijenta sa istorijom sistemske alergijske reakcije (SAR) na 
venome Hymenoptera  

sIgE 
(ImmunoCAP) 

Višestruka 
pozitivnost 

na ekstrakte 
PV/OV/SV 
Ili PV/OV 

(n=42) 

Jednostruka 
pozitivnost na 

ekstrakt 
PV 

 
(n=12) 

Jednostruka 
pozitivnost na 

ekstrakt 
OV 

 
(n=18) 

Jednostruka 
pozitivnost na 

ekstrakt 
SV 

 
(n=10) 

rApi m 1+ 
i 

rVes v 5+ 

11 (26,2%) 0 0 0 

rApi m 1+ 10 (23,8%) 10 (83,3%) 0 0 
rVes v 5+ 18 (42,8%) 1 (8,3%) 17 (94,4%) 10 (100%) 
rApi m 1- 
rVes v 5- 

3 (7,1%) 1 (8,3%) 1 (5,6%) 0 

Bromolein 
(CCD)+ 

17 (40,5%) 4 (33,3%) 0 1 (10%) 

PV: venom pčele; OV: venom ose; SV: venom stršljena; rApi m 1: rekombinantna fosfolipaza A2; rVes v 5: 
rekombinantni antigen 5; CCD: unakrsno-reaktivne ugljenohidratne determinante  

 

Prava dvostruka pozitivnost određena prisustvom pozitivnih sIgE na rekombinantne 

glavne alergene rApi m 1 i rVes v 5 bila je prisutna kod 26,2% višestruko pozitivnih 

pacijenata i nijednog od 40 jednostruko pozitivnih pacijenata (P < 0,001) (Tabela 2). Kod 

pet od 82 (6,1%) pacijenata nije bila prisutna sIgE-reaktivnost na oba rekombinantna glavna 
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alergena rApi m 1 i rApi m 5. Anti-CCD-sIgE antitela bila su češće prisutna kod višestruko 

pozitivnih 17/42 (40,5%) nego kod jednostruko pozitivnih pacijenata 5/40 (12.5%) (P  < 

0,001).  

Većina višestruko pozitivnih pacijenata (35/42) dala je tačne podatke o alergijskoj 

reakciji na ubod insekta. Na osnovu istorije (pčelarstvo, blizina mesta za gnežđenje uboda 

insekata, vizuelna identifikacija insekta, prisustvo uboda), 17/42 višestruko pozitivnih 

pacijenata imalo je SAR na ubod pčele, 12/42 na ubod ose i 6/42 na ubod stršljena. Sedam 

od 42 pacijenata nije moglo da identifikuje insekt koji je doveo do SAR (Tabela 3). 

Specifična IgE-reaktivnost na rApi m 1 je bila prisutna kod 13/17 (76,5%) višestruko 

pozitivnih pacijenata sa istorijom SAR na ubod pčele. Svi višestruko pozitivni pacijenati sa 

istorijom SAR na ubod ose i stršljena imali su sIgE-reaktivnost na rVes v 5 (Tabela 3).  

 

Tabela 3. Serum-specifična IgE (sIgE) na rekombinantnu fosfolipazu A2 i rekombinantni 
antigen 5 kod 42 pacijenta sa višestrukom pozitivnošću na ekstrakte venoma i istorijom 
sistemske alergijske reakcije (SAR) na odgovarajuću vrstu Hymenoptera  

Istorija SAR na 
Hymenoptera 
insekt 

Pozitivna 
sIgE-rApi m 1 
i 
sIgE-rVes v 5 
(n=11) 

Pozitivna 
sIgE-rApi m 1 
 
(n=10) 

Pozitivna 
sIgE-rVes v 5 
 
(n=18) 

Negativna 
sIgE-rApi m 1 
i 
sIgE-rVes v 5 
(n=3) 

Pčela (PV/OV+) 
(n=17) 

3 (17,6%) 10 (58,8%) 1 (5,9%) 3 (17,6%) 

Osa (PV/OV+) 
(n=12) 

3 (25%) 0 9 (75%) 0 

Stršljen 
(PV/OV/SV+) 
(n=6) 

2 (33,3%) 0 4 (66,7%) 0 

Neidentifikovan 
(PV/OV/SV+) 
(n=7) 

3 (42,9%) 0 4 (57,1%) 0 

PV: venom pčele; OV: venom ose; SV: venom stršljena; rApi m 1: rekombinantna fosfolipaza A2; rVes v 5: 
rekombinantni antigen 5 

 

 

 



4.2.2.  Detekcija sIgE na unakrsno-reaktivne ugljenohidratne 
determinante (CCD) 
 

Prema tačnim podacima o vrsti insekta koji je doveo do SAR, pozitivna CCD-sIgE 

antitela bila su češća kod pacijenata sa istorijom alergije na ubod pčele 14/29 (48,3%) nego 

kod pacijenata sa istorijom alergije na ubod ose 2/30 (6,7%) (P < 0,001) i ubod stršljena 

4/16 (25%) (P = 0,049) (Tabela 4). 

Tabela 4. Specifična IgE (sIgE) na unakrsno-reaktivne ugljenohidratne determinante (CCD) 
kod 82 pacijenta sa alergijom na venome Hymenoptera 

Istorija SAR na 
Hymenoptera  
insekt 

Višestruka  
pozitivnost na ekstrakte 
PV/OV/SV ili PV/OV 
(n=42) 

Jednostruka 
pozitivnost na ekstrakte 
PV ili OV ili SV  
(n=40) 

 CCD+               CCD- 
(n=17)          (n=25)  

CCD+                 CCD- 
(n=5)              (n=35) 

Pčela (n=29) 10                       7 4                             8 
Osa (n=30)               2                      10 0                           18 
Stršljen (n=16)    3                        3 1                             9 
Neidentifikovan (n=7)               2                        5 -                               - 

PV: venom pčele; OV: venom ose; SV: venom stršljena 

 

4.2.3.  Određivanje koncentracije sIgE na ekstrakte venoma i 
rekombinantne alergene fosfolipazu A2 i antigen 5  

 

Nisu nađene statistički značajne razlike u srednjim koncentracijama sIgE na ekstrakte 

venoma i rekombinante alergene fosfolipazu A2 i antigen 5 ImmunoCAP metodom između 

pacijenata sa istorijom lakše i pacijenata sa istorijom teške SAR (Tabela 5). 

 

 

 

 



51 
 

Tabela 5. Specifična IgE (sIgE) na ekstrakte venoma i rekombinantne alergene fosfolipazu 
A2 i antigena 5 kod 82 pacijenta sa istorijom lakše i teške SAR na venome Hymenoptera 

sIgE (ImmunoCAP)  
kUA/L 

I i II stepen SAR 
(n=27) 

III i IV stepen SAR 
(n=55) 

P 

PV ekstrakt (SV±SD) 16,27±2,16 13,31±1,51 0,718 
OV ekstrakt (SV±SD) 10,56±1,37 7,71±1,09 0,558 
SV ekstrakt (SV±SD) 3,07±2,92 3,49±7,67 0,915 
rApi m 1 (SV±SD) 4,98±6,30 2,11±2,91 0,374 
rVes v 5 ((SV±SD) 5,56±6,76 6,32±1,20 0,840 

PV: venom pčele; OV: venom ose; SV: venom stršljena; rApi m 1: rekombinantna fosfolipaza A2; rVes v 5: 
rekombinantni antigen 5; SAR: sistemska alergijska reakcija        

 

4.3. Poređenje ImmunoCAP i Imunoblot za detekciju sIgE na ekstrakte 
venoma i rekombinantne alergene fosfolipazu A2 i antigen 5 

 

4.3.1.  Korelacija ImmunoCAP i Imunoblot za detekciju 
koncentracije sIgE na ekstrakte venoma i rekombinantne 
alergene fosfolipazu A2 i antigen 5 

 

Ispitivanje korelacije dijagnostičkih testova za detekcija koncentracije sIgE antitela 

na ekstrakte venoma pčele i ose i rekombinantne glavne alergene fosfolipazu A2 i antigen 5 

bila je sprovedena kod 39 pacijenata. 

Utvrđena je visoko značajna pozitivna korelacija između koncentracija sIgE antitela 

detektovanih ImmunoCAP i Imunoblot metodama za ekstrakt pčele (r, 0,886; P < 0,0001) 

(Grafikon 1A) i rVes v 5 (r, 0,886; P < 0,0001) (Grafikon 1B), zatim za ekstrakt ose (r, 0,808; 

P < 0,0001) (Grafikon 1C) i rApi m 1 (r, 0,349; P = 0,029) (Grafikon 1D).  

 

 

 

 

 

 



 

A                                                                               B 

 
 

 

 

C                                                                              D 

 
 

Grafikon 1. Korelacija ImmunoCAP i Imunoblot za detekciju nivoa sIgE na ekstrakte venoma 
i rekombinantne alergene kod 39 pacijenata sa alergijom na venome Hymenoptera, (A) 
ekstrakt pčele (engl. honeybee venom, HBV), (B) rekombinantni antigen 5 (rVes v 5) (C) 
ekstrakt ose (engl. wasp venom, WV) (D) rekombinantna fosfolipaza A2 (rApi m 1) 
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4.3.2.  Specifičnost i senzitivnost sIgE-testiranja za ekstrakte 
venoma i rekombinantne alergene fosfolipazu A2 i antigen 5  

 

Prema podacima o vrsti insekta koji je doveo do SAR, specifičnost ImmunoCAP i 

Imunoblot metoda za rekombinantne glavne alergene rApi m 1 i rVes v 5 bila je odlična i 

značajno veća od specifičnosti za ekstrakte venoma (Tabela 6).  

Tabela 6. Senzitivnost i specifičnost sIgE na ekstrakte venoma i rekombinantne alergene 
detektovane ImmunoCAP i Imunoblot metodama, prema tačnoj istoriji uboda pčele i ose  

 
sIgE (kUA/L) 

Sensitivnost n (%) 
ImmunoCAP           Imunoblot 
       (n=59)                    (n=30) 

Specificičnost n (%) 
ImmunoCAP              Imunoblot 
    (n=59)                        (n=30) 

PV ekstrakt 29/29 (100)                12/13 (92,3) 16/30 (53,3)                8/17 (47,1) 
OV ekstrakt 30/30 (100)                12/17 (70,6) 14/29 (48,3)                5/13 (38,5) 
rApi m 1 23/29 (79,3)               5/13 (38,5)     27/30 (90)                 16/17 (94) 
rVes v 5 29/30 (96,7)               15/17 (88,2) 24/29 (82,8)                9/13 (69,2) 

PV: venom pčele; OV: venom ose; rApi m 1: rekombinantna fosfolipaza A2; rVes v 5: rekombinantni antigen 5 

 

U grupi pacijenata sa istorijom alergije na ubod pčele, ImmunoCAP metoda je imala 

veću senzitivnost za detekciju sIgE na ekstrakt venoma pčele i rApi m 1 (100% i 79,3%) nego 

Imunoblot metoda (92,3% i 38,5%). Takođe, kod pacijenata sa istorijom alergije na ubod ose, 

ImmunoCAP metoda je imala veću senzitivnost za detekciju sIgE na ekstrakt venoma ose i 

rVes v 5 (100% i 96,7%) nego Imunoblot metoda (70,6% i 88,2%). Prema tačnoj istoriji 

uboda Hymenoptera insekta koji je doveo do SAR, ImmunoCAP metoda za detekciju sIgE-

rApi m 1 (90%) imala je veću specifičnost od ImmunoCAP za detekciju sIgE na ekstrakt 

venoma pčele (53,3%), a ImmunoCAP za detekciju sIgE-rVes v 5 (82,8%) imala je veću 

specifičnost od ImmunoCAP za detekciju sIgE na ekstrakt venoma ose (48,3%) (Tabela 6).  

 

4.4. Demografske karakteristike CCD-sIgE pozitivnih i CCD-sIgE 
negativnih pacijenata 

 

U drugom delu istraživanja testirani su serumi 71 pacijenta sa SAR na venome 

Hymenoptera od kojih 46 osoba ženskog pola i 25 osoba muškog pola. Prosečna starost u 



ovoj ispitivanoj grupi pacijenata je iznosila 47 godina (46,9±15,1). Poređenje demografskih 

karakteristika CCD-sIgE negativnih (42/71) i CCD-sIgE pozitivnih pacijenata (29/71) 

prikazano je u Tabeli 7. 

Tabela 7. Poređenje demografskih karakteristika 71 pacijenta sa sistemskom alergijskom 
reakcijom na venome Hymenoptera 

 Negativna CCD-sIgE 
(n=42) 

Pozitivna CCD-sIgE 
(n=29) 

Godine (SV ±SD) 43,6 ± 15,3 50,1 ± 14,8 
Žene (%) 31 (73,8) 15 (51,7) 
Muškarci (%) 11 (26,2) 14 (48,3) 
Pčela (%) 20 (47,6) 12 (41,3) 
Osa (%) 20 (47,9) 8 (27,6) 
Stršljen (%) 2 (4,7) 3 (10,3) 
Pčela i osa (%) 0 5 (17,2) 
Pčela i stršljen (%) 0 1 (3,4) 
Stepen težine sistemske  
alergijske reakcije (%) 
I 12 (28,6) 0 
II 2 (4,8) 2 (6,8) 
III 16 (38,1) 14 (48,3) 
IV 12 (28,6) 13 (44,8) 

CCD: unakrsno-reaktivne ugljenohidratne determinante  

 

Većina pacijenata (77,5%) imala je tešku SAR (III i IV stepen SAR) u poređenju sa 

pacijentima koji su imali lakšu SAR (P < 0,001). Nisu nađene značajne razlike učestalosti 

teške SAR između pacijenata ženskog i muškog pola. U grupi pacijenata sa pozitivnim CCD-

sIgE antitelima, većina pacijenata je imala tešku SAR na Hymenoptera 27/29 (93%) nego 

lakšu SAR 2/29 (6, 9%) (P < 0,001). 
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4.5. Detekcija sIgE antitela Imunoblot metodom 
 

4.5.1.  Detekcija sIgE antitela na ekstrakte venoma i rekombinantne 
alergene fosfolipazu A2, hijaluronidazu, ikarapin, fosfolipazu 
A1 i antigen 5 

 

Analizom seruma 71 pacijenta, 39 (55%) pacijenata je imalo višestruku pozitivnost 

na ekstrakte venoma, dok je 30 (42,3%) imalo jednostruku pozitivnost: 13 na ekstrakt 

venoma pčele, 15 na ekstrakt venoma ose i 2 na ekstrakt venoma stršljena. Samo dva (2,8%) 

pacijenta sa istorijom SAR na ubod ose nisu imala sIgE-reaktivnost na ekstrakte venoma 

(Tabela 8). Značajan broj (29/39) pacijenata sa višestrukom pozitivnošću imao je pozitivna 

CCD-sIgE antitela (PV/OV/SV/CCD-pozitivnost). Ostali pacijenti (10/39) su imali višestruku 

pozitivnost (PV/OV-pozitivnost ili PV/OV/SV-pozitivnost), ali bez CCD-sIgE pozitivnosti 

(Tabele 8 i 9). 

Većina pacijenata (65/71) doživela je SAR nakon jednog uboda insekta. Kod svih 

jednostruko pozitivnih pacijenata, istorija prethodne alergije na ubod insekta slagala se sa 

nalazom pozitivnih sIgE antitela na odgovarajući ekstrakt venoma. Među pacijentima sa 

višestrukom pozitivnošću, 19/39 je imalo SAR na uboda pčele, 11/39 na ubod ose, 3/39 na 

ubod stršljena, dok je 6/39 imalo dve odvojene SAR na ubod pčele i ose ili pčele i stršljena 

(Tabela 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tabela 8. Specifična IgE (sIgE) na rekombinantne alergene fosfolipazu A2, hijaluronidazu, 
ikarapin, fosfolipazu A1 i antigen 5 kod 42 pacijenta sa istorijom alergije na ubod 
Hymenoptera, bez sIgE-reaktivnosti na unakrsno-reaktivne ugljenohidratne determinante 
(CCD) 

sIgE 
(Imunoblot) 

Višestruka-
pozitivnost 
na 
ekstrakte 
PV/OV/SV  
Ili PV/OV 
 (n=10) 

Jednostruka 
pozitivnost 
na ekstrakt 
PV 
 
 
(n=13) 

Jednostruka 
pozitivnost 
na ekstrakt 
OV 
 
 
(n=15) 

Jednostruka 
pozitivnost 
na ekstrakt 
SV 
 
 
(n=2) 

Negativni 
za 
ekstrakt 
PV i OV i 
SV 
 
(n=2) 

rApi m1 +  
rApi m2 +  
rApi m10 + 
i 
rVes v5 +  
rVes v1 +/- 

 
 

5 
(50%) 

 
 

0 
 

 
 

0 

 
 

0 

 
 

0 

rApi m2 +  
i 
rVes v5 + 
rVes v1 +/- 

 
0 

 
0 

 
0 

 
0 

 
1 

(50%) 

rApi m1 +  
rApi m2 +  
rApi m10 + 

4 
(40%) 

9 
(69,2%) 

 
0 

 
0 

 
0 

rApi m 2 + 
(samo) 

0 2 
(15,4%) 

0 0 0 

rVes v 5 +  
rVes v 1 +/- 

1 
(10%) 

0 13 
(86,6%) 

2 
(100%) 

1 
(50%) 

rApi m 1 - 
rApi m 2 - 
rApi m 10 - 
rVes v 5 - 
r rVes v 1 - 

 
0 

 
2 

(15,4%) 

 
2 

(13, 3%) 

 
0 

 
0 

PV: venom pčele; OV: venom ose; SV: venom stršljena; rApi m 1: rekombinantna fosfolipaza A2; rApi m 2: 
rekombinantna hijaluronidaza; rApi m 10: rekombinantni ikarapin; rVes v 5: rekombinantni antigen 5; rVes v 
1: rekombinantna fosfolipaza A1 

 

Među pacijentima sa alergijom na osu, 31/33 (94%) pacijent imalo je sIgE-

reaktivnost na rVes v 5, dok je 6/31 (19, 4 %) imalo sIgE-reaktivnost na rVes v 5 i rVes v 1 

(P < 0,001). Svih šest pacijenata sa alergijom na ubod stršljena imalo je sIgE-reaktivnost na 

rVes v 5, dok je 2/6 (33, 3%) imalo sIgE-reaktivnost na rVes v 5 i rVes v 1. Nije bilo pacijenata 
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sa alergijom na ubod ose ili stršljena koji su imali izolovanu sIgE-reaktivnost na rVes v 1 

(Tabele 8 i 9). 

Imunoblot metodom, kod 33/38 (86,8%) pacijenta sa istorijom SAR na ubod pčele 

detektovana je PV-pozitivnost i sIgE-reaktivnost na više od jednog rekombinantnog alergena 

pčele. Analizom PV-pozitivnih seruma, 13/38 (31,6%) pacijenata je imalo sIgE-reaktivnost 

na sve testirane rekombinantne alergene pčele, 25 (65,7%) na rApi m 1, 26 (68,4%) na rApi 

m 2 i 22 (57, 9%) na rApi m 10 (Grafikon 2). Manji broj, 5/38 (13,2%) pacijenata nije imao 

IgE-reaktivnost ni na jedan testirani rekombinantni alergen pčele. 

 

Grafikon 2. Specifični IgE (sIgE) profil rekombinantnih alergena pčele: rekombinantna 
fosfolipaza A2-rApi m 1, rekombinantna hijaluronidaza-rApi m 2 i rekombinantni ikarapin-
rApi m 10 kod 33/38 pacijenta sa istorijom alergije na ubod pčele, pre inhibicije unakrsno-
reaktivnih ugljenohidratnih determinanti (CCD) 

 

4.5.2. Specifična IgE antitela na rekombinantne alergene fosfolipazu 
A2, hijaluronidazu, ikarapin, fosfolipazu A1 i antigen 5 pre i 
nakon CCD-inhibicije 

 



Tabela 9. Koncentracije sIgE (Klase I-VI) na ekstrakte venoma i rekombinantne alergene 
kod 29 višestruko PV/OV/SV/CCD-pozitivnih pacijenata pre i posle CCD-inhibicije 

Insekt 
  

CCD-sIgE pozitivni pacijenti 
pre CCD-inhibicije 

CCD-sIgE pozitivni pacijenti 
posle CCD-inhibicije 

PV OV SV rApi
m 1 

rApi
m 2 

rApi
m 10 

rVes 
v 5 

rVes 
v 1 

PV VV SV rApi
m 1 

rApi
m 2 

rApi 
m10 

rVes
v 5 

rVes
v 1 

I                 
1.P 
  /O 

4 5 4 2 3 2 6 1 3 5 3 4 4 3 6 1 

2. P 
   /O 

5 2 2 2 3 0 2 0 5 1 1 2 4 0 2 0 

3. P 
   /O 

5 4 4 0 1 2 1 2 3 4 0 1 1 3 1 2 

4. P 
   /O 

4 2 3 3 2 0 2 0 2 2 1 4 2 0 2 0 

5.O 2 2 2 1 0 0 3 0 2 2 1 2 0 0 3 0 
6. P 
   /S 

5 4 5 0 5 2 5 1 4 4 4 0 5 2 5 0 

7. P 
   /O 

3 1 1 1 4 3 3 0 3 1 1 2 4 3 3 0 

II                 
1. S 4 3 4 0 5 0 4 0 4 3 3 0 5 0 3 0 
2. S 3 3 3 0 5 0 3 1 3 3 3 1 5 0 3 0 
3. O 1 1 1 0 1 0 1 0 1 1 1 0 1 0 1 0 
4. O 3 3 4 0 3 0 4 0 1 3 4 0 3 0 4 0 
III                 
1. P 5 3 5 4 6 4 0 0 5 3 3 5 6 5 0 0 
2. P 4 2 2 2 5 3 0 0 4 0 0 3 5 4 0 0 
3. P 4 1 2 3 5 4 0 0 5 0 0 4 5 5 0 0 
4. P 2 1 1 4 2 1 0 0 3 0 0 5 2 1 0 0 
5. P 4 1 1 5 0 6 0 0 5 0 1 5 0 6 0 0 
6. P 4 1 2 4 0 4 0 0 3 0 0 4 0 4 0 0 
7. P 5 3 4 5 5 4 0 0 5 0 0 6 5 4 0 0 
8. P 3 1 1 0 2 3 0 0 2 0 0 0 2 3 0 0 
9. P 5 3 3 5 2 5 0 0 5 0 0 5 3 5 0 0 
IV                 
1. P 4 3 4 0 0 0 0 0 2 1 0 1 0 0 0 0 
2. P 3 1 2 0 0 0 0 0 3 1 1 0 0 0 0 0 
3. P 3 2 3 0 0 0 0 0 2 1 0 0 1 0 0 0 
V                 
1. O 1 2 1 0 0 0 3 0 1 2 1 0 1 0 3 0 
2. O 3 3 3 0 0 0 4 1 1 2 2 0 0 0 3 1 
3. S 2 3 3 0 0 0 2 0 3 3 3 0 0 0 2 0 
4. O 3 2 2 0 0 0 5 0 2 2 1 1 0 1 4 0 
5. O 3 3 3 0 0 0 4 0 3 3 2 0 0 0 3 0 
6. O 2 2 2 0 0 0 3 0 1 2 1 0 0 0 3 0 

P: pčela; O: osa; S: stršljen; PV: venom pčele; OV: venom ose; SV: venom stršljena; rApi m 1: rekombinantna 
fosfolipaza A2; rApi m 2: rekombinantna hijaluronidaza; rApi m 10: rekombinantni ikarapin; rVes v 5: 
rekombinantni antigen 5; rVes v 1: rekombinantna fosfolipaza A1; CCD: unakrsno-reaktivne ugljenohidratne 
determinante  
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I 

 

J 

 

 



Grafikon 3. Grafički prikazi rezultata predstavljenih u Tabeli 9  

Klase specifičnih IgE (sIgE) (medijana) za ekstrakte venoma (PV: venom pčele, OV: venom 
ose, SV: venom stršljena) i rekombinantne alergene (rApi m 1: rekombinantna fosfolipaza 
A2, rApi m 2: rekombinantna hijaluronidaza, rApi m 10: rekombinantni ikarapin, rVes v 5: 
rekombinantni antigen 5, rVes v1: rekombinantna fosfolipaza A1) kod 29 pacijenata sa 
višestrukom pozitivnošću i sIgE na unakrsno-reaktivne ugljenohidratne determinante (CCD) 
pre i posle CCD-inhibicije: (A) sIgE na ekstrakte venoma kod 7 pacijenata sa alergijom na 
pčelu/osu ili pčelu/stršljen, (B) sIgE na rekombinantne alergene kod 7 pacijenata sa 
alergijom na pčelu/osu ili pčelu/stršljen, (C) sIgE na ekstrakte venoma kod 4 pacijenta sa 
alergijom na osu ili stršljen, (D) sIgE na rekombinantne alergene kod 4 pacijenta sa alergijom 
na osu ili stršljen, (E) sIgE na ekstrakte venoma kod 9 pacijenata sa alergijom na pčelu, (F) 
sIgE na rekombinantne alergene kod 9 pacijenata sa alergijom na pčelu, (G) sIgE na ekstrakte 
venoma kod 3 pacijenta sa alergijom na pčelu, (H) sIgE na rekombinantne alergene kod 3 
pacijenta sa alergijom na pčelu, (I) sIgE na ekstrakte venoma kod 6 pacijenata sa alergijom 
na osu ili stršljen, (J) sIgE na rekombinantne alergene kod 6 pacijenata s alergijom na osu ili 
stršljen 

 

Prava višestruka senzibilizacija na obe vrste insekta određena sIgE-reaktivnošću na 

najmanje jedan rekombinantni alergen pčele i rVes v 5 detektovana je kod 16/39 (41%) 

višestruko pozitivnih pacijenata i nijednog od 30 jednostruko pozitivnih pacijenata (P  < 

0,001). Sedam od 71 (9,9%) pacijenata je bilo negativno na sve testirane rekombinantne 

alergene (Tabela 8 i 9). 

Prema CRD i CCD-inhibiciji, selektovano je pet podgrupa PV/OV/SV/CCD-pozitivnih 

pacijenata (Tabela 9, Grafikon 3). U prvoj grupi PV/OV/SV/CCD-pozitivnih pacijenata 

(7/29) sa istorijom SAR na ubode pčele i ose/stršljena (1/7 pacijent je doživeo SAR zbog 

uboda ose), kod svih 7 pacijenata detektovana je prava višestruka pozitivnost i značajno 

smanjenje SV-pozitivnosti (P < 0,05) nakon CCD-inhibicije (Grafikoni 3A i 3B). I pre i posle 

CCD-inhibicije, kod druge grupe selektovanih PV/OV/SV/CCD-pozitivnih pacijenata (4/29) 

sa istorijom SAR na ubod ose/stršljena detektovana je sIgE-reaktivnost na rApi m 2 i rVes v 

5 (Grafikoni 3C i 3D). U trećoj grupi PV/OV/SV/CCD-pozitivnih pacijenata (9/29) sa 

istorijom SAR na ubod pčele, sIgE-testiranjem potvrđena je alergija na pčelu zbog nalaza 

sIgE-reaktivnosti na većinu testiranih rekombinantnih alergena pčele i gubitka pozitivnosti 

na OV (P < 0,01) i SV (P < 0,05) nakon CCD-inhibicije. Rezultati Imunoblot testiranja su 

identifikovali značajno povećanu senzitivnost za PV-pozitivnost nakon CCD-inhibicije sa 0% 

na 77% (Grafikoni 3E i 3F).  U četvrtoj grupi PV/OV/SV/CCD-pozitivnih pacijenata (3/29) 
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sa istorijom SAR na ubod pčele, pre CCD-inhibicije nije bila detektovana sIgE-reaktivnosti na 

testirane rekombinantne alergene pčele. Nakon CCD-inhibicije, kod 2/3 pacijenta 

detektovana je sIgE-reaktivnost na rApi m 1 ili rApi m 2 (Gradikoni 3G i 3H). U petoj grupi 

PV/OV/SV/CCD-pozitivnih pacijenata (6/29) sa istorijom SAR na ubode ose/stršljena, bila 

je detektovana sIgE-reaktivnost samo na rVes v 5 pre CCD-inhibicije. Nakon CCD-inhibicije, 

kod 2/6 pacijenta, pored sIgE-reaktivnosti na rVes v 5, bila je detektovana i sIgE-reaktivnost 

na rApi m 1 i rApi m 10 ili rApi m 2 (Grafikoni 3I i 3J).  U grupi PV/OV/SV/CCD-pozitivnih 

pacijenata, svih 29 pacijenata je potpuno izgubilo CCD-sIgE pozitivnost nakon CCD-inhibicije 

(P < 0,01) (Tabela 9).  Takođe, nakon CCD-inhibicije 22/29 pacijenata je zadržalo višestruku 

pozitivnost na PV/OV ili PV/OV/SV (Tabela 9), ali je utvrđeno značajno smanjenje srednje 

koncentracije sIgE antitela na ekstrakte venoma ose (P < 0,047) i stršljena (P < 0,001) 

(Tabela 10). Prema dobijenim rezultatima, kreiran je algoritam za neophodne dijagnostičke 

korake kako bi se obezbedio adekvatan terapijski pristup za dugotrajnu VIT (Grafikon 4). 

Nakon CCD-inhibicije utvrđeno je značajno smanjenje srednje koncentracije sIgE 

antitela na rVes v 5 (P < 0.004). Suprotno, utvrđeno je značajno povećanje srednjih 

koncentracija sIgE antitela na rApi m 1 (P < 0,012) i rApi m 2 (P < 0,031) nakon CCD-

inhibicije (Tabela 10). 

Tabela 10. Specična IgE (sIgE) antitela na ekstrakte venoma i rekombinantne alergene pčele 
i ose kod 29 višestruko pozitivnih pacijenta sa sIgE na unakrsno-reaktivne ugljenohidratne 
determinante (CCD) i istorijom alergije na ubod Hymenoptera, pre i posle CCD-inhibicije 

sIgE (Imunoblot)  
kUA/L 

Pre 
CCD-inhibicije 

Posle 
CCD-inhibicije 

P 

PV ekstrakt (SV±SD) 41,01±22,02 32,93±25,46 0,066 
OV ekstrakt (SV±SD) 13,58±18,47 11,31±17,82 0,047 
SV ekstrakt (SV±SD) 31,72±28,37 18,63±13,35 0,001 
rApi m 1 (SV±SD) 14,62±25,29 27,39±37,73 0,012 
rApi m 2 (SV±SD) 41,67±43,83 46,09±45,58 0,031 
rApi m 10 (SV±SD) 17,11±34,34 25,79±41,07 0,076 
rVes v 5 (SV±SD) 28,05±35,33 20,81±31,57 0,004 
rVes v 1 (SV±SD) 0,22±3,12 0,19±3,31 0,502 

PV: venom pčele; OV: venom ose; SV: venom stršljena; rApi m 1: rekombinantna fosfolipaza A2; rApi m 2: 
rekombinantna hijaluronidaza; rApi m 10: rekombinantni ikarapin; rVes v 5: rekombinantni antigen 5; rVes v 
1: rekombinantna fosfolipaza A1 

 



 
CRD: dijagnostika bazirana na pojedinačnim komponentama; PV: venom pčele; OV: venom ose; SV: venom 
stršljena; rApi m 1: rekombinantna fosfolipaza A2; rApi m 2: rekombinantna hijaluronidaza; rApi m 10: 
rekombinantni ikarapin; rVes v 5: rekombinantni antigen 5; rVes v 1: rekombinantna fosfolipaza A1; CCD: 
unakrsno-reaktivne ugljenohidratne determinante (CCD); VIT: venom-imunoterapija 

 

Grafikon 4. Algoritam za neophodne dijagnostičke korake koji obezbeđuju adekvatan 
terapijski pristup kod 71 pacijenta sa sistemskom alergijskom reakcijom (SAR) na ubod 
Hymenoptera   
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4.6. Detekcija koncentracije sIgG4 ImmunoCAP metodom 
 

   Specifična IgG4 antitela bila su testirana ImmunoCAP metodom kod ukupno 52 

pacijenta na imunoterapiji odgovarajućim venomom.  

Tabela 11. Specifična IgG4 antitela na ekstrakt venoma pčele (PV) kod 28 pacijenata na 
imunoterapiji venomom pčele (pVIT) u fazi održavanja pVIT 

Pacijenti Pol sIgE-PV (kUA/L) 
pre pVIT 

Faza održavanja pVIT 
sIgG4 (kUA/L) 

Trajanje pVIT 
    (meseci) 

 1. N.B. ž 5,56 27,60 36  
 2. G.S. m 4,17 13,80  46  
 3. S.Z. m 6,95 5,12 32 
 4. R.Z. m 30,40 6,57 36 
 5. L.M. m 2,52 13,80 21 
 6. K.S. m 0,47 1,66 12 
 7. D.D. ž 23,70 0,27 12 
 8. N.S. ž 2,40 0,76  54 
 9. P.B. m - 9,21 69 
10. M.B. m 0,63 3,32 76 
11. Z.D. m 1,48 4,01 12 
12. G.P. m 100 0,71  12 
13. R.I. ž - 3,74 33 
14. C.V. m - 7,74 71 
15. DMV. ž 1.34 11,7 32 
16. S.D. ž 0,40 0,59 84 
17. S.M. m 7,50 2,49 16 
18. R.M.  m 1,86 8,43 66 
19. Z.T. m 2,08 2,33 24 
20. R.N. m 30,00 1,51 21 
21. M.S. m 3,63 21,5 41 
22. V.Z. m - 2,43 66 
23. D.S. m 19,6 10,2 32 
24. S.I. m 1,20 1,85 84 
25. P.V. 
26. U.Dj.                 

ž  
m 

7,01 
2,87 

0,67 
0,64 

34   
45 

27. S.V.                   
28. I.M. 

ž  
m 

6,00 
3,06 

0,001 
1,86 

60 
12 

ž: osoba ženskog pola; m: osoba muškog pola 

 

Tokom konvencionalnog protokola VIT svi pacijenti sa inicijalnom alergijom na ubod 

pčele (28,6% osoba ženskog pola i 71,4% osoba muškog pola) nisu imali SAR u fazi indukcije 



i fazi održavanja VIT venomom pčele (pVIT) (IV rastvor 0,4 ml - 100 µg). Detektovano je 

povećanje nivoa sIgG4 na PV (> 0,05 kUA/L) kod 27/28 pacijenata (96,4%) u fazi održavanja 

pVIT (Tabela 11). 

 

Tabela 12. Specifična IgG4 antitela na ekstrakt venoma ose (OV) kod 24 pacijenata na 
imunoterapiji venomom ose (oVIT) u fazi održavanja oVIT 

Pacijenti     Pol sIgE-OV (kUA/L) 
pre oVIT 

Faza održavanja oVIT 
sIgG4 (kUA/L) 

Trajanje oVIT 
(meseci) 

 1. N.S. m 5,60 18,7 65 
 2. B.J. ž 31,90 0,23 40 
 3. D.S. m 2,63   0,001 20 
 4. D.D. m 3,36 0,20 21 
 5. G.S. m 0,83 0,81 31 
 6. P.N. m 3.00 3,10 33 
 7. P.D. m - 3.20 65 
 8. R.D. ž 16,50 1,40 45 
 9. J.M. m 0,43 0,01 60 
10. V.Z. m 1,96 2,40 66 
11. A.R. ž 7,97 3,93 54 
12. V.V. ž 4,90 0,56 57 
13. R.Z. ž 9,30 0,18 48 
14. S.D. m 1,00 0,53 84   
15. P.Lj. m 3,24 0,33 50 
16. A.Lj. m 6,89 0,42 48 
17. Z.R. m 2,64 0,17 12 
18. P.Z. m 0,66 1,51 30 
19. S.D.        m 3,70 1,02 82 
20. U.Dj.                     m 2,53 1,40 72 
21. R.S.   
22. R.D.     
23. D.D.   
24. M.V.   
 

       ž 
       ž 
       m 
       m 
        
                   

0,35 
36,4 
8,24 
3,30 

 
 

0.41 
2,10 
1,30 
0,66 

 
 

66 
42 
30 
63 

 
 

ž: osoba ženskog pola; m: osoba muškog pola 

 

Kod 16/28 (57,1%) pacijenata, nivoi sIgG4 antitela su bili iznad vrednosti praga koji 

obezbeđuje zaštitni efekat pVIT (2,4 kUA/L) u fazi održavanja pVIT. Srednja vrednost 

koncentracije sIgG4 antitela kod pacijenata koji su imali nivoe sIgG4 iznad vrednosti praga 

koji obezbeđuje zaštitni efekat pVIT u faza održavanja pVIT iznosio je 9,47 kUA/l. Vreme 
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trajanja pVIT je bilo preko 2 godine kod 20/28 (71,4%) pacijenata, a prosečno vreme trajanja 

pVIT kod 28 pacijenata je bilo 3 godine i 4 meseca (Tabela 11).  

Tokom VIT, svi pacijenti sa inicijalnom alergijom na ubod ose  (29,2% osoba ženskog 

pola i 70,8% osoba muškog pola) nisu imali SAR u fazi indukcije i fazi održavanja (IV rastvor 

0,4 ml - 100 µg) VIT venomom ose (oVIT). Detektovano je povećanje nivoa sIgG4 na OV (> 

0,03 kUA/L) kod 22/24 pacijenta (91,7%) u fazi održavanja oVIT. Samo kod 1/24 (0,04%) 

pacijenta u fazi održavanja oVIT (5 godina i 4 meseca) koncentracija sIgG4 je bila iznad 

vrednosti praga koji obezbeđuje zaštitni efekat oVIT (6,6 kUA/L) (Tabela 12). Prosečno 

vreme trajanja oVIT je bilo 4 godine i 1 mesec.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5. DISKUSIJA 
 

Ovo istraživanje pokazuje značaj nove molekularne metodologije u svakodnevnoj 

kliničkoj praksi alergologa koji smatra da je SAR uzrokovana venomom Hymenoptera. 

Specifično IgE-testiranje na rekombinantne alergene bez CCD je neophodno za adekvatan 

odabir venoma za VIT, posebno kod pacijenata sa višestrukom pozitivnošću na ekstrakte 

venoma. 

U prvom delu istraživanja studija je imala za cilj da analizira dijagnostički značaj sIgE-

testiranja ImmunoCAP metodom na rekombinantne alergene kod pacijenata sa istorijom 

SAR na ubod Hymenoptera. Identifikovali smo razlike u grupama pacijenata za koje je 

utvrđeno da su sIgE-pozitivni na pojedinačni (PV ili OV ili SV) ekstrakt ili višestruko pozitivni 

(PV/OV i PV/OV/SV) na ekstrakte uzimajući u obzir ozbiljnost SAR i sIgE-reaktivnost na 

rekombinantne glavne alergene fosfolipazu A2-rApi m1 i antigen 5-rVes v 5, kao i CCD. 

Ispitivali smo takođe, korelaciju ImmunoCAP i imunoblot metoda za detekciju koncentracija 

sIgE antitela na venome. Prema tačnim podacima o alergiji i vrsti Hymenoptera insekata, 

uporedili smo senzitivnost i specifičnost sIgE-testiranja na ekstrakte venoma i 

rekombinantne alergene između dve metode. 

Ukupno 51% pacijenata u našoj ispiivanoj grupi je imala višestruku pozitivnost na 

PV/OV ili PV/OV/SV ekstrakte. Pokazano je da upotreba ekstrakta venoma daje lažno-

pozitivne rezultate i značajno smanjuje specifičnost sIgE-testiranja. Prema podacima o vrsti 

insekta, specifičnost sIgE-testiranja na rekombinantnu fosfolipazu A2-rApi m 1 i 

rekombinantni antigen 5-rVes v 5 bila je značajno veća od sIgE-testiranja na pojedinačne 

ekstrakte venoma pčele i ose. Korelacija dva testa bila je veoma značajna za ekstrakt pčele, 

ekstrakt ose i rekombinantni antigen 5-rVes v 5. Ovo je prva studija o dijagnostičkom značaju 

rekombinantnih alergena kod pacijenata sa višestrukom senzibilizacijom na ekstrakte 

venoma u jugoistočnom delu Evrope. 

Precizna identifikacija senzibilizacije na relevantne venome je od velikog značaja za 

započinjanje adekvatne imunoterapije kod pacijenata sa HVA. Iako kožni testovi 

predstavljaju prvi nivo pristupa za dijagnostiku alergije posredovane IgE antitelima, in vitro 
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testovi su najvažniji dijagnostički korak pre uvođenja dugotrajne VIT (48,58). Zlatni 

standard za dijagnozu alergije na venome Hymenoptera je kožno testiranje sa ekstraktima 

venoma (147). Međutim, kožni test može pokazati neobjašnjivu varijabilnost i neuverljive 

višestruko pozitivne rezultate (169). Takođe, kvalitet i standardizacija alergena za kožne 

testove mogu uticati na tumačenje rezultata. 

Prema nalazima naše studije koja je uključila 82 ispitanika, SAR se češće javlja kod 

muškaraca nego kod žena (P = 0,029) što je u skladu sa prethodno objavljenim rezultatima 

(170). Većina naših pacijenata je imala tešku SAR (P < 0,001) i težina SAR je bila nezavisna 

od koncentracija sIgE na ekstrakte venoma i rekombinantne glavne alergene merenih 

ImmunoCAP metodom (P > 0,05). Ovi podaci su prethodno objavljeni i od strane drugih 

autora (170). Prema literaturi, 3%-7,5% ljudi razvije SAR nakon uboda Hymenoptera 

insekata (171). Šansa za sistemsku reakciju na ubod varira između 30% i 65% kod odraslih 

osoba koje su predhodno doživele sistemsku reakciju i zavisi od težine prethodne alergijske 

reakcije. Prema nedavnim EAACI smernicama, VIT se preporučuje kandidatima sa podacima 

teške SAR, pčelarima, pacijentima sa alergijom na pčelu i pacijentima sa poremećajima 

mastocita ili povišenom BST (42).   

Proces odlučivanja za uvođenje VIT je veoma važan za efikasnost terapije i treba biti 

prilagođen svakom pacijentu. Molekularna alergološka dijagnostika, koja koristi 

pojedinačne rekombinantne alergene bez CCD, omogućava otkrivanje prave senzibilizacije i 

na taj način kod mnogih pacijenata poboljšava izbor odgovarajućeg venoma za VIT (50,97). 

Pouzdana identifikacija insekta koji je doveo do SAR je obično teška. Slično, u našoj grupi 

pacijenata, 7/82 (8,5%) nije moglo da identifikuje insekt. Upotreba ekstrakta venoma za 

detekciju sIgE može dovesti do lažno-pozitivnih rezultata zbog njihove unakrsne 

reaktivnosti. Do 75% utvrđene višestruke pozitivnosti in vitro testovima sa ekstraktima 

venoma uzrokovano je sIgE antitelima na CCD koji su sastavni deo glikoproteina homologih 

alergena (56). Višestruka pozitivnost se može izbeći merenjem CCD-sIgE antitela (97,98). 

Rezultati istraživanja su pokazali da je određivanje sIgE na rekombinantne glavne alergene 

posebno korisno za pacijente sa višestrukom pozitivnošću na ekstrakte venoma i one koji 

nisu mogli da identifikuju insekt.  



Unakrsna reaktivnost se može pripisati CCD koji su često prisutni u alergenima 

insekata i biljaka i uobičajenim glikoproteinskim epitopima homologih alergena koji ulaze u 

sastav venoma Hymenoptera, kao što je opisano za hijaluronidaze (Api m 2 i Ves v 2) i 

dipeptidil-peptidaze (Api m 5 i Ves v 3). Poznato je da hijaluronidaze (Api m 2 i Ves v 2) i 

dipeptidil-peptidaze (Api m 5 i Ves v 3) imaju oko 50% identičnih sekvenci (72,90). Kao 

rezultat toga, dijagnostički IgE-testovi zasnovani na detekciji antitela na ekstrakte venoma, 

iako veoma senzitivni, nemaju adekvatnu specifičnost (55). Naše istraživanje je potvrdilo 

podatke iz prethodnih studija koje su ustanovile da 50-60% pacijenata sa alergijom na 

venome Hymenoptera ima višestruku pozitivnost. Utvrđeno je da veliki broj pacijenata sa 

SAR nakon uboda pčele, ose ili stršljena ima pozitivana sIgE na sva tri ekstrakta venoma. Ovo 

se može objasniti ili prisustvom CCD-sIgE ili istinskom senzibilizacijom (56). Kod naših 

pacijenata, pozitivna CCD-sIgE antitela su bila češća kod višestruko pozitivnih nego kod 

jednostruko pozitivnih pacijenata (P < 0,001). Stoga, CCD-sIgE antitela značajno doprinose 

unakrsnoj reaktivnosti utvrđenoj kod ovih pacijenata (50,97). Međutim, istovremeno 

prisustvo CCD-sIgE i IgE antitela na unakrsno-reaktivne proteinske epitope može još više 

otežati odluku o izboru odgovarajućeg venoma za imunoterapiju (59). Takođe, analiza CCD-

sIgE antitela pokazala je da su naši pacijenti sa istorijom alergije na ubod pčele češće imali 

pozitivana CCD-sIgE antitela od pacijenata sa istorijom alergije na ubod ose (P < 0,001). Sve 

u svemu, ovo se može objasniti činjenicom da je većina alergena pčele glikozilovana, dok dva 

glavna alergena ose antigen 5 i fosfolipaza A1 nisu glikozilovana (59). Koncept da višestruka 

pozitivnost na ekstrakte venoma potiče od CCD-sIgE antitela je prethodno potvrđen (56,97). 

S druge strane, prava sIgE-pozitivnost može biti uzrokovana senzibilizacijom na ubod koji se 

prethodno dobro tolerisao (50). U tom smislu, 26,2% naših pacijenata pokazalo je 

senzibilizaciju na rApi m 1 i rVes v 5. Uzeto zajedno, bolje rešenje za otkrivanje istinske sIgE-

reaktivnosti može biti test CCD-inhibicije pomoću ImmunoCAP ili Imunoblot metode (172). 

Novo molekularno-alergološko testiranje zasnovano na detekciji sIgE usmerenih na  

nekoliko neglikozilovanih alergena može pomoći u određivanju prave senzibilizacije i 

rezultirati adekvatnim terapijskim pristupom (50,111–113). Mnogi pacijenti sa istinskom 

senzibilizacijom mogu se identifikovati koristeći rApi m 1 i rVes v 5 koji su dostupni za 

rutinsku in vitro dijagnostiku, i što je još važnije, nisu strukturalno povezani (173). Prema 
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najnovijim EAACI smernicama, VIT se ne preporučuje kod pacijenata sa slučajno otkrivenom 

senzibilizacijom na Hymenoptera insekte bez kliničkih simptoma alergije (42). Korišćenjem 

različitih kombinacija najvažnijih rekombinantnih alergena pčele, senzitivnost sIgE-

testiranja dostiže 94,4% (115). Kombinacijom rekombinantnih alergena ose rVes v 5 i rVes 

v 1, senzitivnost sIgE-testiranja dostiže čak i do 100% (50,79,119). 

Naši rezultati dobijeni pomoću ImmunoCAP metode identifikovali su veoma visoku 

senzitivnost za ekstrakt ose i rekombinantni antigen 5-rVes v 5 kod pacijenata sa istorijom 

alergije na ubod ose (100% i 96,7%) i još veću senzitivnost za rekombinantni antigen 5-rVes 

v 5 kod pacijenata sa istorijom alergije na ubod stršljena (100%). Prethodne studije su 

prijavile nižu senzitivnost testa za rVes v 5 u rasponu od 86,5% do 93% (56,93,111,113) kod 

pacijenata sa alergijom na ubod ose. Takođe, otkrivena je odlična korelacije nivoa sIgE za 

ekstrakt venoma stršljena i rVes v 5 pomoću ImunoCAP metode (174). Kao što već znamo, 

unakrsna reaktivnost koja se javlja između venoma različitih Vespidae, Vespula vulgaris i 

Vespa crabo je jaka, uglavnom zbog sličnosti sastava venoma i strukture alergena. Antigen 5 

je prepoznat kao glavni i najmoćniji alergen ose i stršljena (174). Imajući u vidu ovo 

razmatranje, identifikacija sIgE na rVes v 5 može pomoći u serološkoj potvrdi senzibilizacije 

na venom stršljena. Prema literaturi, 92,6% pacijenata senzibiliziranih na venom stršljena 

ima pozitivna sIgE na rVes v 5 (42). 

Senzitivnost sIgE-testiranja za ekstrakt venoma pčele (100%) i rApi m 1 (79,3%) kod 

pacijenata sa alergijom na pčelu je slična ili veća u poređenju sa prethodno objavljenim 

rezultatima (50,102,175). Senzitivnost sIgE-testirnja za rApi m 1 od 83,3% kod  jednostruko 

pozitivnih i 76,5% kod višestruko pozitivnih pacijenata potvrdilo je da je Api m 1 jedan od 

glavnih alergena pčele. Četiri od 5 pacijenata koji su bili negativni na oba rekombinantna 

alergena imalo je istoriju predhodne alergijske reakcije na ubod pčele. Klinička dijagnoza 

alergije na pčelu bi bila preciznija sa istovremenom upotrebom nekoliko komercijalno 

dostupnijih rekombinantnih alergena pčele kao što su rApi m 1, rApi m 2, rApi m 4, rApi m 5 

i rApi m 10 (115). Ipak, uprkos dobroj korelaciji obe metode za sIgE na ekstrakte venoma i 

rekombinantne alergene, naši rezultati su pokazali da ImmunoCAP metoda ima veću 

senzitivnost i specifičnost od Imunoblot metode. Pored toga, prema tačnoj istoriji alergije na 

ubod insekta, senzitivnost i specifičnost za rApi m 1 i rVes v 5 su više od 75%. 



Glavno ograničenje ovog istraživanja bila je nepotpuna dostupnost nekoliko 

rekombinantnih alergena pčele. Glavni alergen pčele, rekombinantna fosfolipaza A2-rApi m 

1 bila je dovoljna za potvrdu alergije kod 80% pacijenata, ali za 20% pacijenata sa istorijom 

alergije na ubod pčele bilo je potrebno dodatno IgE-testiranje na druge rekombinantne 

alergene pčele. Takođe, Imunoblot metodom je testiran relativno mali broj pacijenata, ali 

naši podaci predstavljaju prvu analizu korelacije ImmunoCAP i Imunoblot za detekciju nivoa 

IgE antitela na ekstrakte venoma i rekombinantne alergene rApi m 1 i rVes v 5.  

U zaključku ovog istraživanja pokazano je da je SAR bila češća kod osoba muškog pola. 

Većina pacijenata je imala tešku SAR. Ozbiljnost SAR nije zavisila od nivoa sIgE na ekstrakte 

venoma i rekombinantne alergene. Više od 50% pacijenata imalo je višestruku pozitivnost 

na ekstrakte venoma. Teška SAR i CCD-sIgE bili su češći kod višestruko pozitivnih nego kod 

jednostruko pozitivnih pacijenata. Specifična IgE antitela na CCD bila su češća kod pacijenata 

sa alergijom na pčelu nego kod pacijenata sa alergijom na osu i stršljen. Utvrđena je značajna 

korelacija između nivoa sIgE na ekstrakte venoma i rekombinantne alergene pomoću 

ImmunoCAP i Imunoblot metoda. ImmunoCAP metoda je imala veću senzitivnost i 

specifičnost od Imunoblot metode za dijagnozu HVA. Takođe je pokazano da upotreba 

ekstrakta prirodnog venoma daje lažno-pozitivne rezultate i značajno smanjuje specifičnost 

IgE-testa. 

Klinička istorija i molekularno alergološko testiranje su od suštinskog značaja za 

adekvatan izbor venoma za dugotrajne imunoterapiju, posebno kod pacijenata sa 

višestrukom pozitivnošću na ekstrakte venoma i kod pacijenata koji ne mogu da identifikuju 

insekt koji je izazvao SAR. S obzirom da prisustvo CCD-sIgE komplikuje tumačenje rezultata 

sIgE-testa, drugi deo istraživanja je imao za cilj da analizira klinički značaj CRD i CCD-

inhibicije za selekciju alergena za VIT. Dijagnostika kaja koristi pojedinačne alergene sa 

profilom pet najvažnijih rekombinantnih alergena pčele i ose i CCD-inhibicija CCD-sIgE 

pozitivnih seruma su bile od pomoći u određivanju prave senzibilizacije kod ispitivanih 

višestruko pozitivnih pacijenata koji su imali HVA. Ovaj dijagnostički pristup treba da bude 

izuzetno važan za izbor adekvatnog venoma za dugotrajanu VIT (50,130). U ovom delu 

istraživanja prvi put su identifikovane različite grupe pacijenata koji su klasifikovani u pet 

podgrupa PV/OV/SV/CCD-pozitivnih, koji dele karakteristične obrasce kliničke istorije i 
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seroloških sIgE-testova. Naši prethodno dobijeni rezultati su ustanovili da je potrebno 

povećati broj rekombinantnih alergena za sIgE-testiranje (129). Posebno je analizirana 

grupa pacijenata sa višestrukom pozitivnošću sa ciljem da se utvrdili kako CCD-inhibicija 

utiče na sIgE-rezultate i da li je neophodno primeniti CCD-inhibiciju kod svih CCD-sIgE 

pozitivnih pacijenata.   

Imunoblot metodom testirani su serumi 71 pacijenta, od kojih je 39 pacijenata imalo 

višestruku pozitivnost, dok je 29/39 pacijenata imalo CCD-sIgE antitela.  Novije studije su 

otkrile da veliki deo unakrsne reaktivnosti između alergena ose i pčele nije posledica 

unakrsne reaktivnosti na homologe proteine, već je uzrokovana CCD (130,176,177). Alfa 1, 

3-vezani fukozni ostatak na N-acetil-glukozaminu N-glikana je prisutan u fosfolipazi A2 pčele 

i hijaluronidazama pčele i ose (73,153,178), a ovi epitopi mogu indukovati proizvodnju CCD-

sIgE antitela različitih izotipova (179,180). 

Većina PV/OV/SV/CCD-pozitivnih pacijenata (27/29) je imala tešku SAR (p<0,001). 

Iako je manji broj višestruko pozitivnih pacijenata imalo lakšu SAR, ranije je pokazano da 

glikozilacija može uticati na dostupnost epitopa, imunoreaktivnost i enzimsku funkciju 

prirodnih alergena (71,180,181). Za sada ne postoji apsolutno tačno objašnjenje biološke 

uloge epitopa ugljenih hidrata u izazivanju alergijskih reakcija, ali prethodni rezultati su 

pokazali da je sIgE-reaktivnost na glikozilovane alergene veća u poređenju sa 

rekombinantnim alergenima. Dobro je poznato da CCD strukture modifikuju proteine tokom 

post-translacione glikozilacije u Goldžijevom aparatu i da ovaj proces zavisi od sistema 

ekspresije i vrste proteina. 

Razlika u IgE-reaktivnosti na glikozilovane alergene u poređenju sa rekombinantnim 

alergenima može biti posledica strukture proteina, pošto proces glikozilacije može biti 

neophodan za stabilizaciju nekih proteinskih nabora (180). Ima nekoliko primera u kojima 

struktura ugljenih hidrata doprinosi epitopu proteinskog alergena koji antitelo obično 

prepoznaje na način specifičan za vrstu. Uloga glikana kao dela epitopa je pokazana u oba 

procesa, vezivanje monoklonskih antitela i oslobađanje histamina iz bazofila (182). Takođe, 

sve je više podataka koji ukazuju da CCD predstavljaju haptene. Uporedne studije o prirodnoj 

glikozilovanoj i rekombinantnoj fosfolipazi A2 pčele su pokazale da glikozilacija prirodnog 



alergena poboljšava njegov kapacitet vezivanja za IgE, odnosno alergenost. Pored toga, 

enzimska funkcija nativne varijante bila je jača (181). 

Više puta je istaknuto da su CCD-sIgE antitela odgovorna za oko 50% dvostruke 

senzibilizacije na venom pčele i ose (56,97). Prethodno objavljeni podaci su pokazali da oko 

polovina pacijenata sa HVA produkuje CCD-sIgE antitela (56,129). Anti-CCD-sIgE 

predstavljaju zamku in vitro dijagnostike jer dovode do unakrsne sIgE-reaktivnosti sa bilo 

kojim glikozilovanim alergenima (polen, hrana ili venom) i značajno ometaju detekciju 

klinički relevantne sIgE-senzibilizacije na proteinske epitope (130,183). Dvostruka ili 

trostruka sIgE-pozitivnost na ekstrakte venoma komplikuje izbor odgovarajućeg venoma za 

VIT, što dovodi do povećanog rizika od neželjenih efekata, de novo senzibilizacije i većih 

troškova lečenja (19). Kod ovih pacijenata, CRD i CCD-inhibicija daju tačnije dijagnostičke 

rezultate (131,184). 

U većini zemalja, prihvaćeni klinički standardi preporučuju kožno testiranje kao 

početni metod (185). Međutim, kožno testiranje može pokazati neuverljive višestruko 

pozitivne rezultate koji dodatno komplikuju dijagnozu HVA. Značaj CCD-inhibicije u in vitro 

dijagnostici je veliki jer CCD-inhibicija eliminiše lažno-pozitivne rezultate (184). Rezultati 

našeg istraživanja su pokazali da test CCD-inhibicije ne treba izvoditi kod svih CCD-sIgE 

pozitivnih pacijenata. Na osnovu CRD i CCD-inhibicije, uočili smo da postoji slaganje između 

rezultata IgE-testiranja i podataka o vrsti insekta koji je doveo do alergijske reakcije. 

Proces odlučivanja za VIT je veoma važan za efikasnost terapije, a u većini slučajeva 

dovoljan je tretman sa samo jednim venomom. Među našim višestruko pozitivnim 

pacijentima sa istovremenim prisustvom CCD-sIgE antitela (n=29) koji su doživeli SAR 

nakon uboda ose ili stršljena, 5/29 pacijenata je nakon CCD-inhibicije imalo sIgE-reaktivnost 

na rApi m 2 i rVes v 5.  Ukupno 11/29 pacijenata je imalo sIgE-reaktivnost na rApi m 2 i rVes 

v 5 nakon CCD-inhibicije, ali 6/11 pacijenata je imalo kliničku prezentaciju alergije na obe 

vrste insekta kao i sIgE-reaktivnost na druge rekombinantne alergene pčele rApi m 1 i/ili 

rApi m 10. Među  višestruko pozitivnim pacijentima koji nisu imali CCD-sIgE antitela, jedan 

pacijent sa alergijom na osu imao je sIgE-reaktivnost na rApi m 2 i rVes v 5, dok su ostali 

pacijenti (četiri od pet) imali alergiju na obe vrste insekta potvrđenu sIgE antitelima na više 
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rekombinantnih alergena pčele i rVes v 5. Ovi podaci sugerišu da je sIgE-reaktivnost na rApi 

m 2 bila zasnovana na prepoznavanju proteinskih epitopa sličnih onima na homologom rVes 

v 2. Ovi podaci sa velikom verovatnoćom ukazuju da je 5/29 ispitivanih pacijenata nakon 

testa CCD-inhibicije imalo sIgE antitela na homologe proteinske epitope hijaluronidaze.   

Uloga hijaluronidaza kao glavnih unakrsno-reaktivnih alergena pčele i ose bila je 

ranije prepoznata zbog visoke homologije između hijaluronidaza svih vrsta (174). Slično, 

jedna grupa autora je pokazala da su sIgE antitela na rApi m 2 imali pojedini pacijenti koji su 

bili senzibilisani samo na venom osa (180). Prema najnovijim EAACI smernicama za 

imunoterapiju Hymenoptera venomom, u većini slučajeva dovoljan je tretman samo sa 

jednim venomom. Glavni dijagnostički problem je da trenutno dostupni testovi ne mogu 

razlikovati asimptomatsku senzibilizaciju od klinički relevantne alergije. Uzimajući u obzir 

navedene činjenice, naši rezultati sugerišu da kombinacija više od jednog rekombinantnog 

alergena pčele i rVes v 5 u dijagnostici omogućava pouzdaniju dijagnozu alergije na obe vrste 

Hymenoptera. Iako hijaluronidaza pčele pokazuje visok procenat homologije sa 

hijaluronidazom ose (90,98,183), ponekad može biti teško odrediti da li ovi rezultati 

odražavaju senzibilizaciju zbog unakrsne reaktivnosti između zajedničkih proteinskih 

determinanti ili istinsku dvostruku senzibilizaciju na obe vrste insekta. Pošto pacijenti sa 

alergijom na venom pčele mogu imati monosenzibilizaciju na Api m 2, odluka u vezi VIT kod 

pacijenata sa sIgE-reaktivnošću na rApi m 2 i rVes v 5 treba da se zasniva na CRD, ozbiljnosti 

SAR i istoriji alergije na ubod insekta (98,183,186). Zanimljivo je da se senzitivnost PV-

pozitivnosti značajno povećala nakon testa CCD-inhibicije sa 0% na 77% u ispitivanoj 

selektovanoj podgrupi PV/OV/SV/CCD-pozitivnih pacijenata sa SAR na uboda pčele. Kod ove 

grupe pacijenata test CCD-inhibicije može zameniti skupu CRD.  

Pokazali smo da je CCD-inhibicija posebno korisna u podgrupi PV/OV/SV/CCD-

pozitivnih pacijenata koji su bili negativni na sve testirane rekombinantne alergene i u 

podgrupi PV/OV/SV/CCD/rVes v 5-pozitivnih pacijenata. U ovim podgrupama pacijenata, 

PV-pozitivnost je bila detektovana i pre i nakon CCD-inhibicije. Stoga, ovim pacijentima je 

potrebno proširenje panela rekombinantnih alergena pčele. Takođe, nakon testa CCD-

inhibicije povećao se broj pacijenata sa sIgE-reaktivnošću na rekombinantne alergene pčele 

sa 20 na 24 od ukupno 29 pacijenata. 



Imajući u vidu da se sIgE-senzibilizacija može slučajno detektovati kod pacijenata bez 

kliničke alergije na ubod Hymenoptera insekta, ne može se potpuno isključiti mogućnost 

alergijske reakcije na budući ubod. Zbog mogućnosti štetnog efekta na budući ubod, a prema 

najnovijim EAACI smernicama za VIT, nije pogrešno sprovoditi VIT sa dva venoma kod 

pacijenata sa istinskom dvostrukom pozitivnošću prema rezultatima CRD i CCD-inhibicije 

(42). U tom kontekstu, novootkrivena sIgE-reaktivnost na rekombinantne alergene pčele 

kod naša četiri pacijenta sa alergijom nakon testa CCD-inhibicije bila je veoma važna. Već 

odavno je poznato da nivoi sIgE nisu u korelaciji sa težinom alergijske reakcije (129,187). 

Isto tako, dugotrajnu VIT treba razmotriti kod pacijenata sa senzibilizacijom na venom pčele 

jer su oni u većem riziku za SAR (42). 

Iznenađujuće, analiza PV/OV/SV/CCD-pozitivnih pacijenata nakon CCD-inhibicije 

dovela je do statistički značajnog povećanje nivoa sIgE na rekombinantnu fosfolpazu-rApi m 

1 i rekobinantnu hijaluronidazu-rApi m 2 (P < 0,05) i statistički značajnog smanjenja nivoa 

sIgE na rekombinantni antigen 5-rVes v 5 (P < 0,01), što do sada niko od drugih istraživača 

nije pokazao. Tačni razlozi za promene nivoa sIgE na pomenute rekombinantne alergene 

nakon testa CCD-inhibicije nisu sasvim jasni. Ovi nalazi mogu biti uzrokovani različitom 

strukturom nativnih alergena venoma pčele i ose i poteškoćama u dobijanju prečišćenih 

rekombinantnih alergena. Nažalost, rekombinantni proteini mogu biti modifikovani post-

translacionim modifikacijama u Goldžijevom aparatu eukariotskih ćelija i mogu da vezuju 

različite ugljene hidrate (188). Ključni delovi CCD su ostaci fukoze koji se javljaju u 

glikoproteinima insekata, ili ostaci fukoze i ksiloze u biljnim glikoproteinima koji mogu 

predstavljati epitope za različite vrste imunoglobulina. Jedna grupa autora pretpostavlja da 

bi klinički značaj CCD u HVA mogao biti rezultat koncentracije i afiniteta IgE i IgG antitela 

(99).  

Kod alergičnih pacijenata, nativni glikozilovani proteini pčele pokreću proizvodnju 

CCD-sIgE, ali i CCD-sIgG antitela svih podklasa različitih afiniteta (189). Tokom istraživanja, 

postavili smo hipotezu da rezultati CCD-inhibicije indirektno ukazuju da rekombinantni 

alergeni fosfolipaza A2-rApi m 1 i hijaluronidaza-rApi m 2 sadrže male količine CCD 

antigena, što može omogućiti antitelima različitih klasa (CCD-sIgE i CCD-IgG) da ometaju 

vezivanje sIgE za proteinske epitope pre CCD-inhibicije. Ovo proizvodi lažno niže nivoe sIgE 
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antitela pre CCD-inhibicije. Konačno, nakon CCD-inhibicije zbog pristupačnosti proteinskih 

epitopa za IgE, rezultira višim, pravim nivoima sIgE na rekombinantnu alergene rApi m 1 i 

rApi m 2.  Ova hipoteza takođe može biti objašnjenje za povećan broj pacijenata sa sIgE-

reaktivnošću na rekombinantne alergene pčele nakon CCD-inhibicije. Nasuprot ovome, 

uzimajući u obzir da Ves v 5 nije prirodno glikozilovan (Gibbs i sar. 2008), postavljena je 

hipoteza da rekombinantni antigen 5-rVes v 5 može indukuovati produkciju samo IgE 

antitela na proteinske epitope i da rVes v 5 u Imunoblotu sadrži male količine CCD antigena, 

što omogućava vezivanje sveprisutnih sIgE antitela na CCD.  

Još su Jin i saradnici istakli značaj stalnog kontakta sa glikoalergenima hrane u 

gastrointestinalnom traktu i polenom (glikozilovanim proteinima) na mukoznim 

površinama respiratornog sistema, koji mogu izazvati proizvodnju određenih nivoa sIgE 

antitela protiv CCD epitopa (99). S tim u vezi, predpostavili smo da ovaj fenomen dovodi do 

lažnih, viših nivoa sIgE na rVes v 5 pre CCD-inhibicije i dolazi se do zaključka da CCD-

inhibicija smanjuje nespecifično vezivanje CCD-sIgE antitela što dovodi do pravih, nižih 

nivoa sIgE antitela na rVes v 5. Dodatno, naši rezultati su pokazali da CCD-inhibicija može 

prevazići trenutna ograničenja nekih procedura u rekombinantnoj tehnologiji koja skriva ili 

daje izmenjenu prezentaciju pojedinih IgE epitopa kako je objašnjeno od strane austrijskih 

istraživača Campana i saradnika, posebno u Imunoblotu koji ne prikazuje trodimenzionalnu 

konformacionu strukturu antigena (190). Ipak, rekombinantna proizvodnja određenih 

alergena još uvek treba da prevaziđe tehnološke prepreke, a razvoj prečišćenih i pravilno 

savijenih rekombinantnih proteina bez CCD je obavezan u dijagnostici alergija i 

imunoterapiji. 

U ovom delu istraživanje koje je obavljeno sa većim brojem pacijenata sa alergijom 

na pčelu, senzitivnost Imunoblota za rApi m 1 bila je 65,7%. Slično tome, otkrili smo solidnu 

senzitivnost Imunoblot metode za rApi m 2 i rApi m 10 (68,4% i 58%) kod pacijenata sa 

alergijom na pčelu. Osetljivost CRD primenom istovremene detekcije sIgE  na najmanje jedan 

testirani rekombinantni alergen pčele bila je 86,8%.  Do sada je opisano 12 alergena pčele, a 

Api m 1 i Api m 4 se nalaze u značajnim količinama u venomu  pčelu (189). Jedno istraživanje 

je pokazalo da su Api m 2 i Api m 10 važni glavni alergeni sa sIgE-reaktivnošću u rasponu od 

47,9-52,2% i 61,8-72,2% (115). Od velikog značaja je što su naši rezultati CRD pokazali 



veoma visoku senzitivnost za rVes v 5 kod pacijenata sa alergijom na osu (94%) i pacijenata 

sa alergijom na stršljen (100%). Takođe smo pokazali da nije bilo pacijenata sa alergijom na 

osu ili stršljen koji su imali izolovanu sIgE-reaktivnost na rVes v 1. Manji broj ispiivanih 

pacijenata sa alergijom na osu i stršljen (8/39) je imao sIgE-reaktivnost na rVes v 5 i rVes v 

1. Rezultati nekoliko istraživanja ranije potvrdilo je da je rVes v 5 dovoljan kod većine 

pacijenata za serološku potvrdu alergije na osu ili stršljen (50,191). Kada je potrebno 

napraviti diferencijaciju alergije na osu i stršljen, pored sIgE-reaktivnosti na rVes v 5, veoma 

je važan podatak o vrsti insekta koji je doveo do alergijske reakcije. Pored ovoga, procenat 

pacijenata sa alergijom na pčelu senzibilisanih na rApi m 1 kreće se u rasponu od 57% do 83, 

3%, a procenat pacijenata sa alergijom na osu senzibilisanih na rVes v 5 kreće se od 86,55 do 

96,7% mereno ImmunoCAP metodom (102,112,113). U skladu sa ovim zapažanjima, naši 

rezultati su potvrdili da je Imunoblot metoda imala zadovoljavajuću osetljivost za iste 

alergene. 

Pošto CRD u našem istraživanju nije uspela da dijagnostikuje (5/38) 13,2% pacijenata 

koji su doživeli SAR na ubod pčele i (2/33) 6,1% pacijenata koji su dođiveli SAR na ubod ose, 

kod ovih pacijenata potrebna je dijagnostika sa proširenim panelom rekombinantnih 

alergena kako bi se potvrdila HVA. S druge strane, CRD može pomoći u identifikaciji 

pacijenata sa istorijom HVA koji su imali negativne sIgE-testove na ekstrakte venoma (58), 

kao što je bio slučaj kod dva naša pacijenta sa SAR na ubod ose.  

Iako koncentracije sIgE tokom uspešne VIT nisu u korelaciji sa kliničkim 

poboljšanjem, poznato je da promene u koncentracijama IgE i IgG4 antitela ukazuju na 

poboljšanje imunološke tolerancije tokom VIT (153,192). Pošto je odnos IgG/IgE dobar 

marker efikasnosti (193) važno je znati njihove prave početne koncentracije pre početka 

dugotrajne VIT. Buduće studije će razjasniti da li koncentracije sIgE antitela pre ili posle CCD-

inhibicije treba uzeti kao klinički relevantne. Jedan od ciljeva našeg istraživanja bio je i 

ispitivanje efekta imunoterapije merenjem sIgG4 antitela na alergene pčele i ose u fazi 

održavanja VIT. Istraživanja Lee i saradnika sa Harvarda u Bostonu su pokazala da odgovor 

B-ćelija podrazumeva prelazak proalergijskih B ćelija koje proizvode IgE  ka B ćelijama koje 

potom proizvode IgG4 sa regulatornim fenotipom i posledičnim povećanjem sekrecije IL-10 

i TGF-beta i da je prisustvo sIgG4 antitela od velikog značaja u ranim fazama VIT (164). Iako 
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se nivoi sIgG4 vremenom progresivno smanjuju, njihov uticaj na inhibiciju aktivacije bazofila 

ostaje, tako da blokirajuća sIgG4 antitela treba da imaju zaštitnu anti-inflamatornu ulogu.  

Naime, ovim istraživanjem je pokazano da su pacijenti na imunoterapiji venomom pčele 

imali značajan porast nivoa sIgG4 u fazi održavanja VIT u odnosu na pacijenate na 

imunoterapiji venomom ose (P < 0,001). Ovi podaci su u skladu sa ranije potvrđenenim 

rezultatima od strane američkikih (164) i engleskih (166) istraživača koji su ustanovili da 

povišen nivo IgG4 može biti biomarker za efikasnost VIT jer je u korelaciji sa zaštitom od 

ponovnog uboda. 

Naši rezultati pokazuju da je test CCD-inhibicije koristan kod pacijenata koji su 

negativni na sve testirane rekombinantne alergene pčele. Pacijenti sa sIgE-reaktivnost na 

ekstrakt venom pčele, pre i nakon CCD-inhibicije, zahtevaju proširen panel rekombinantnih 

alergena pčele (194). Molekularna dijagnostika je veliki korak ka personalizovanoj medicini 

(104) posebno kod pacijenata koji su isključivo senzibilisani na alergene koji su nedovoljno 

zastupljeni u terapijskim smešama za VIT, kao što je opisano za rApi m 10 (93). Ovim 

istraživanjem pokazano je da Imunoblot metoda, sa profilom pet najvažnijih rekombinantnih 

alergena, ima visoku senzitivnost za dijagnozu HVA (194) i da pacijenti sa višestrukom 

PV/OV/SV/CCD-pozitivnošću imaju češće tešku SAR (III i IV stepeni težine). Kod pacijenata 

sa višestrukom pozitivnošću, CCD-inhibicija povećava senzitivnost CRD i pomaže da se 

definišu pacijenti sa alergijom na pčelu kojima je potrebna proširena CRD. Test CCD-

inhibicije i CRD pomažu sinergijski da se otkrije klinički relevantna, istinska senzibilizacija i 

poboljša izbor venoma za dugotrajanu VIT. Ovaj pristup, u kojem su CRD i CCD-inhibicija 

omogućile kreiranje dijagnostičkog algoritma koji je veoma značajan u kliničkom radu pre 

uvođenja imunoterapije je po prvi put ikada učinjen kod pacijenata sa alergijom na 

Hymenoptera venome.  

 

 

 

 



6. ZAKLJUČCI 
 
Prema postavljenim ciljevima ove doktorske disertacije i na osnovu dobijenih 

rezultata izvedeni su sledeći zaključci: 

1. Više od 50% pacijenata sa alergijom na venome Hymenoptera ima višestruku IgE-

pozitivnost na ekstrakte venoma, dok pravu dvostruku senzibilizaciju na 

rekombinantnu fosfolipazu A2-rApi m 1 i rekombinantni antigen 5-rVes v5 ima 26% 

pacijenata 

 

2. Serumska CCD-sIgE antitela su češća kod pacijenata sa višestrukom IgE-pozitivnošću 

nego kod pacijenata sa jednostrukom IgE-pozitivnošću na ekstrakte venoma (P < 

0,001)  

 
3. Serumska CCD-sIgE antitela su češća kod pacijenata alergičnih na venom pčele u 

odnosu na pacijente alergične na venom ose (P < 0,0001) i venom stršljena (P= 0.049) 

 

4. Teška sistemska alergijska reakcija (III i IV stepena) je češća kod pacijenata sa 

višestrukom IgE-pozitivnošću nego kod pacijenata sa jednostrukom IgE-pozitivnošću 

na ekstrakte venoma (P < 0,001) 

 

5. Težina sistemske alergijske reakcije ne zavisi od nivoa sIgE na ekstrakte venoma i 

rekombinantne alergene  

 
6. Postoji značajna pozitivna korelacija ImmunoCAP i Imunoblot metoda za ekstrakte 

venoma (P < 0,0001) i rekombinantne alergene fosfolipazu A2-rAp m 1 i antigen 5-

rVes v 5 (P < 0,05)  

 

7. Prema istoriji prethodne alergijske reakcije, specifičnost ImmunoCAP i Imunoblot za 

rekombinantne alergene fosfolipazu A2-rApi m 1 (90% i 94%) i antigen 5-rVes v 5 
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(83% i 69%) je odlična i značajno veća od specifičnosti za ekstrakte venoma pčele 

(53% i 47%) i ose (48% i 39%) 

 
8. Kod pacijenata alergčnih na pčelu, ImmunoCAP metoda ima veću senzitivnost za 

ekstrakt venoma pčele i rekombinantnu fosfolipazu A2-rApi m 1 (100% i 79%) nego 

Imunoblot (92% i 39%), a kod pacijenata alergčnih na osu, ImmunoCAP ima veću 

senzitivnost za ekstrakt venoma ose i rekombinantni antigen 5-rVes v 5 (100% i 

97%) nego Imunoblot metoda (71% i 88%) 

 
9. Specifična IgE na fosfolipazu A2-rApi m 1, hijaluronidazu-rApi m 2 i ikarapin-rApi m 

10 detektovana su kod 66%, 68% i 58% alergičnih pacijenata 

 
10. Imunoblot sa profilom pet najvažnijih rekombinantnih alergena fosfolipaze A2-rApi 

m 1, hijaluronidaze-rApi m 2, ikarapina-rApi m 10, fosfolipaze A1-rVes v 1 i antigena 

5-rVes v 5 ima visoku senzitivnost za dijagnozu alergije na pčelu (87%) i osu (94%), 

posebno kod pacijenata sa višestrukom IgE-pozitivnošću  

 
11. Prava višestruka senzibilizacija je detektovana kod 45% višestruko- i CCD-pozitivnih 

pacijenata nakon CCD-inhibicije 

 
12. Test CCD-inhibicije je koristan kod pacijenata istovremeno višestruko- i CCD-

pozitivnih, koji su negativni na sve testirane rekombinantne alergene pčele  

 
13. Test CCD-inhibicije povećava senzitivnost dijagnostike koja koristi pojedinačne 

rekombinantne alergene. Perzistiranje pozitivnosti na ekstrakt venoma pčele nakon 

CCD-inhibicije zahteva dijagnstiku sa proširenim panelom rekombinantnih alergena 

 

14. Porast nivoa specifičnih IgG4 antitela u fazi održavanja imunoterapije je značajno viši 

kod pacijenata na imunoterapiji venomom pčele nego kod pacijenata na 

imunoterapiji venomom ose (P < 0,0001) 
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Abstract

Background: The composition of venom extracts, cross‐reactive carbohydrate de-

terminants (CCD) and the component‐resolved diagnostics (CRD) are important

fields of investigation. IgE‐reactivity to CCD complicates the interpretation of IgE to

Hymenoptera venoms, especially in patients with multiple‐positivity. We analyzed

the clinical importance of CRD and CCD‐inhibition for selection of allergens for

venom immunotherapy (VIT).

Methods: In 71 patients, we measured specific IgE (sIgE) to honeybee venom (HBV),

wasp venom (WV), hornet venom (HV), CCD, and recombinant allergens: phos-

pholipase A2 (rApi m 1), hyaluronidase (rApi m 2), icarapin (rApi m 10), antigen 5

(rVes v 5), and phospholipase A1 (Immunoblot). In 29/71 HBV/WV/HV/CCD‐posi-

tive patients CCD‐inhibition was performed. According to CRD and CCD‐inhibition,

we identified true sensitization and defined groups of multiple‐positive patients who

needed CCD‐inhibition before starting VIT.

Results: sIgE‐rApi m 1, sIgE‐rApi m 2, and sIgE‐rApi m 10 were detected in 65.7%,

68.4%, and 58%, respectively. In HBV allergic patients, CRD sensitivity was 86.8%.

In WV allergic patients, sensitivity of sIgE‐rVes v 5 was 94%. True multiple‐
sensitization was found in 44.8% of HBV/WV/HV/CCD‐positive patients after

CCD‐inhibition. Patients with multiple venom‐ and CCD‐positivity had more

frequent severe allergic reactions (p < 0.001). CCD‐inhibition was helpful in HBV/

WV/HV/CCD‐positive patients who were negative to all tested recombinant hon-

eybee allergens. Persistence of HBV‐positivity after CCD‐inhibition requires CRD

to other honeybee recombinant allergens.

Conclusion: CRD, using a profile of five most important recombinant allergens and

CCD, has a high sensitivity for the diagnosis of venom allergy, especially in patients

positive to several venom extracts. CRD and CCD‐inhibition are helpful to reveal

the clinically relevant, true sensitization and improve the selection of venoms for

long‐lasting VIT.

This is an open access article under the terms of the Creative Commons Attribution License, which permits use, distribution and reproduction in any medium, pro-

vided the original work is properly cited.
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1 | BACKGROUND

Hymenoptera venoms are known to cause life‐threatening and fatal

immunoglobulin E (IgE)‐mediated anaphylactic reactions. About

50%–60% of patients with Hymenoptera venom allergy (HVA) have

specific IgE (sIgE) reactivity to both insect–species, honeybee (Apis

mellifera) and yellow jacket (Vespula vulgaris, also called wasp) or

hornet (Vespa crabro). Protein‐based and carbohydrate determinants‐
based cross‐reactivity are the most frequent causes of multiple‐
positivity.1

Venom extracts are complex, heterogeneous mixtures rich in

glycoproteins. Cross‐reactive carbohydrate determinants (CCD),

composed of α‐1,3‐fucosylated N‐glycans, interfere with the detection

of clinically relevant IgE specific to protein epitopes.2 In contrast to

diagnostics based on whole venom extracts, the component‐resolved

diagnostics (CRD) reveal sIgE to single recombinant allergens without

CCD. In patients positive to several venom extracts, CRD can distin-

guish true, clinically relevant IgE sensitization to protein epitopes from

sIgE‐reactivity to CCD. Compared to diagnostics based on whole

venom extracts, CRD improves the selection of allergens that will be

used for long‐lasting venom immunotherapy (VIT).3–5

Hymenoptera proteins involved in cross‐reactivity are hyal-

uronidases (Api m 2 and Ves v 2) and dipeptidyl‐peptidases (Api m 5

and Ves v 3) from honeybee and wasp, respectively.2 Cross‐reactivity

caused by CCD can be eliminated using CRD and CCD‐inhibition that

are underused in clinical practice.5 False‐positive results are a com-

mon problem in the in vitro diagnostics of HVA.6 The majority of

venom allergens are glycoproteins and cross‐linking of only CCD

epitopes with mast cell‐bound IgE does not lead to mast cell

degranulation. sIgE‐reactivity to whole venom extract does not allow

a distinction between sIgE‐reactivity to protein epitopes from sIgE‐
reactivity to CCD epitopes.7,8 Extract‐based diagnostics limit the

use of standard sIgE serology for selection of causative venom for

VIT. In some cases, despite finding of sIgE, patients did not have al-

lergy symptoms, because sensitization was caused by well‐tolerated

venom allergen. VIT over 3–5 years with insect venom is still the

only effective and causal treatment of HVA. The clinical importance

of sIgE against CCD epitopes (CCD‐sIgE) is controversial, although

most studies showed that CCD‐sIgE have no clinical relevance.9–11

Due to the clinically irrelevant CCD‐sIgE, increased levels of sIgE

to conventional whole venom extract should be interpreted carefully,

in the context of the clinical history. Unfortunately, identification of

the allergy‐relevant venom is sometimes difficult, because the patient

could not identify the insect.4 Moreover, some patients with high

sIgE‐levels do not show clinical manifestations, while other patients

with low sIgE‐levels may experience life‐threatening systemic allergic

reactions (SAR).4,8

In our previous study, we showed that CCD‐sIgE were more

frequently found in honeybee allergic patients.4 This finding can be

explained by the fact that majority of honeybee allergens are gly-

cosylated, while the two major wasp allergens are not glycosy-

lated.12,13 Also, we found that the use of the major allergen rApi m 1

(phospholipase A2) was not sufficient, regardless of the detection

method. On the other hand, using recombinant major wasp allergen

rVes v 5 (antigen 5) was enough for about 90% of wasp allergic

patients.4

The variability of test systems in allergy diagnostics is due to a lack

of international standards for allergens and antibodies. This often

leads to different test results and complicates their comparability.

This study aimed to analyze the diagnostic importance of CRD

for simultaneous determination of five most important recombinant

allergens and CCD‐inhibition in patients with HVA. According to the

reliable history of insect sting allergy, and the sIgE‐test we intended

to identify criteria for true sensitization and to define groups of

multiple‐positive patients who needed CCD‐inhibition before start-

ing long‐term VIT.

2 | METHODS

2.1 | Patients

This retrospective, single‐center study included 71 Hymenoptera

allergic patients: 46 male (64.8%) and 25 female (35.2%) (mean age

46.3 � 15.3 years, range 18–75 years) with sIgE ≥0.35 kUA/L who

have been followed‐up as outpatients or in‐patients from November

2019 to January 2022, at the Clinic of Allergy and Immunology,

University Clinical Center of Serbia in Belgrade. A blood sample for

analysis was taken from all patients who agreed to participate in the

study signing the informed consent. The study has been approved by

the Ethics Committee of the Medical Faculty, University of Belgrade,

and number 1550/V‐8.

Patients who had a documented history of a reliable culprit in-

sect that caused SAR were included in the study. We classified our

patients in two groups: CCD‐sIgE positive (29/71) and CCD‐sIgE

negative (42/71). Severity of SAR to Hymenoptera stings were clas-

sified according to Mueller ranging from I to IV degree (Table 1).14

2.2 | Methods

Serum sIgE‐levels to honeybee venom (HBV), wasp venom (WV),

hornet venom (HV), and recombinant allergens: rApi m 1, rApi m 2,

icarapin (rApi m 10) from HBV, rVes v 5, phospholipase A1 (rVes v 1)

2 of 10 - JOVANOVIC ET AL.
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from WV, and CCD were measured by Immunoblot (Euroimmun,

Germany, Euroline DPA‐Dx insect venoms 3). Serum samples of 29/

71 multiple‐positive patients were tested in the EUROLINE assay

using the anti‐CCD Absorbent (Euroimmun). The absorbent (CCD‐
inhibitor) for eliminating CCD‐sIgE was composed of glycoprotein

bromelain extracted from pineapple. Serum samples were incubated

with anti‐CCD absorbent for 60 min at room temperature according

to the manufacturer's instructions. The sera were retested using the

same insect venoms profile, as previously mentioned.

The cut‐off value for positive sIgE‐test results was 0.35 kUA/L.

The sIgE‐reactivity was categorized quantitatively into six classes:

Class 1 (≥0.35 to <0.70 kUA/L), Class 2 (≥0.70 to <3.50 kUA/L), Class

3 (≥3.50 to <17.50 kUA/L), Class 4 (≥17.50 to <50.00 kUA/L), Class 5

(≥50.00 to <100.00 kUA/L), and Class 6 (≥100.00 kUA/L).

2.3 | Statistical analyses

Obtained data were analyzed using IBM SPSS Statistics software for

Windows (version 17; IBM, Armonk, NY). Mean quantitative vari-

ables were used and frequency of qualitative variables were also

calculated. Nonparametric Chi‐square and Fisher exact tests were

used to evaluate the relationship between variables. The Wilcoxon

signed‐rank test and t‐test were used to compare two matched

samples. According to a history of insect sting allergy, we calculated

sensitivity using the formula: Sensitivity = true‐positive/true‐posi-

tive + false‐negative � 100%.

3 | RESULTS

A comparison of demographic characteristics of CCD‐sIgE negative

(42/71) and CCD‐sIgE positive patients (29/71) is shown in Table 1.

The majority of patients (55/71) had severe SAR (III and IV

grades of SAR) (77.5%) (p < 0.001). No significant differences were

found in the frequency of severe SAR between female and male

patients.

In the CCD‐sIgE positive group, more patients had severe SAR

to Hymenoptera sting 27/29 (93%) than mild SAR 2/29 (6.9%)

(p < 0. 001).

Among the 71 patients, 39 (55%) patients showed multiple‐
positivity, while 30 (42.3%) showed single‐positivity: 13 to HBV

extract, 15 to WV extract, and 2 to HV extract. Only two (2.8%)

patients with a history of SAR after a wasp stings did not show sIgE‐
reactivity to venom extracts (Table 2). A significant number (29/39)

of patients had multiple‐ and CCD‐positivity (HBV/WV/HV/CCD‐
positive). The rest of the patients (10/39) had multiple‐positivity

(HBV/WV or HBV/WV/HV positive) but without CCD‐sIgE‐
positivity (Tables 2 and 3).

The majority of patients (65/71) experienced SAR after one in-

sect sting. In all single‐positive patients, a history of insect sting al-

lergy agreed with the finding of sIgE to the corresponding venom

extract. Among patients with multiple‐positivity, 19/39 had SAR to

the honeybee, 11/39 to wasp, 3/39 to hornet, while 6/39 had two

separate SAR to the honeybee and wasp or honeybee and hornet

stings.

Among the wasp allergic patients, 31/33 (94%) patients had sIgE‐
reactivity to rVes v 5, while 6/31 (19.4%) had sIgE‐reactivity to rVes

v 5 and rVes v 1 (p < 0.001).

All six hornet allergic patients had sIgE‐reactivity to rVes v 5,

while 2/6 (33.3%) of them had sIgE‐reactivity to rVes v 5 and rVes v

1. There were no wasp or hornet allergic patients who had an isolated

sIgE‐reactivity to rVes v 1 (Tables 2 and 3).

Using Immunoblot analysis, 33/38 (86.8%) honeybee allergic

patients presented HBV‐positivity and all 33 patients had sIgE‐
reactivity to at least one tested recombinant honeybee allergen. By

analyzing HBV‐positive sera, 13/38 (31.6%) were sIgE‐reactive to all

tested recombinant honeybee allergens, 25 (65.7%) to rApi m 1, 26

(68.4%) to rApi m 2, and 22 (57.9%) to rApi m 10 (Figure 1). A small

number 5/38 (13.2%) of patients had no IgE‐reactivity to any of the

tested recombinant honeybee allergens.

True multiple‐sensitization to both insect–species determined by

sIgE‐reactivity to at least one recombinant honeybee allergen and

rVes v 5 were found in 16/39 (41%) multiple‐positive patients and in

none of the 30 single‐positive patients (p < 0.001). Seven of 71 (9.9%)

patients were negative for all tested recombinant allergens (Tables 2

and 3).

According to CRD and CCD‐inhibition, five different subgroups

of HBV/WV/HV/CCD‐positive patients were distinguished (Table 3).

In the first group of selected patients (7/29) with a history of SAR

to honeybee and wasp/hornet stings (except for one patient who

TAB L E 1 Comparison of demographic characteristics and
degree of severity systemic allergic reaction in 71 patients with
Hymenoptera venom allergy, with and without CCD‐sIgE.

CCD‐sIgE negative
(n = 42)

CCD‐sIgE positive
(n = 29)

Age (years) 43.6 � 15.3 50.1 � 14.8

Female (%) 31 (73.8) 15 (51.7)

Male (%) 11 (26.2) 14 (48.3)

Honeybee (%) 20 (47.6) 12 (41.3)

Wasp (%) 20 (47.9) 8 (27.6)

Hornet (%) 2 (4.7) 3 (10.3)

Honeybee and wasp (%) 0 5 (17.2)

Honeybee and hornet (%) 0 1 (3.4)

Degree of severity sting reactions (%)

I 12 (28.6) 0

II 2 (4.8) 2 (6.8)

III 16 (38.1) 14 (48.3)

IV 12 (28.6) 13 (44.8)

Abbreviations: CCD, cross‐reactive carbohydrate determinants; sIgE,

specific IgE.
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experienced SAR due to wasp sting), we found a true multiple‐
positivity and a significant decrease of HV‐positivity (p < 0.05) af-

ter CCD‐inhibition.

The second group (4/29) of patients with a history of SAR due to

wasp/hornet sting had sIgE‐reactivity to rApi m 2 and rVes v 5,

before and after CCD‐inhibition.

In the third group of selected patients (9/29) with a history of SAR

to honeybee sting, IgE‐testing confirmed a honeybee allergy due to

sIgE‐reactivity to the majority of tested recombinant honeybee aller-

gens and loss of WV‐positivity (p < 0.01) and HV‐positivity (p < 0.05)

after CCD‐inhibition. We showed that CCD‐inhibition significantly

increased sensitivity for HBV‐single‐positivity from 0% to 77%.

In the fourth group of selected patients (3/29) with a history of

SAR to honeybee sting, there was no sIgE‐reactivity to all tested

recombinant allergens. After CCD‐inhibition, in 2/3 patients we

found sIgE‐reactivity to rApi m 1 or rApi m 2.

The fifth group of selected patients (6/29) with a history of SAR

to wasp/hornet stings, showed initial sIgE‐reactivity only to rVes v 5.

After CCD‐inhibition, 2/6 patients showed sIgE‐reactivity to rApi

m 1 and rApi m 10 or rApi m 2, in addition to sIgE‐reactivity to

rVes v 5.

In the group of 29 HBV/WV/HV/CCD‐positive patients, all pa-

tients completely lost CCD‐positivity after CCD‐inhibition (p < 0.01).

22/29 patients retained HBV/WV‐ or HBV/WV/HV‐positivity, but a

significant decrease was found in the mean concentration of sIgE to

WV and HV extracts (Table 4). A significant decrease was found in

the mean concentration of sIgE to rVes v 5. On the contrary, a

substantial increase was found in the mean concentration of sIgE to

rApi m 1 and rApi m 2 after CCD‐inhibition (Table 4).

According to our results, we proposed an algorithm for the

necessary diagnostic steps to ensure an adequate therapeutic

approach for long‐lasting VIT (Figure 2).

4 | DISCUSSION

Our study demonstrates the clinically importance of molecular CRD,

using profile of the five most important recombinant allergens and

CCD‐inhibition of CCD‐sIgE‐positive sera in the daily clinical prac-

tice. CRD and CCD‐inhibition were helpful in determining true

sensitization in our multiple‐positive patients who had HVA. This

diagnostic approach should be extremely important for the selection

of adequate venom for long‐lasting VIT.5,15 For the first time we

identified different clusters of patients that were classified in the five

subgroups of HBV/WV/HV/CCD‐positive patients, sharing the

characteristic patterns of a history of insect sting allergy and sero-

logical sIgE‐tests.

Our previously published study showed that we must increase

the number of recombinant honeybee allergens, tested by Immuno-

blot.4 We especially analyzed a group of patients with multiple‐
positivity in order to determine how CCD‐inhibition affects sIgE‐
results and whether it is necessary to apply CCD‐inhibition in all

CCD‐sIgE‐positive patients.

We found that 39/71 patients had multiple‐positivity, while 29/

39 patients had CCD‐sIgE. More recent studies revealed that much

of the cross‐reactivity between wasp and honeybee allergens is not

due to protein cross‐reactivity but is caused by CCD.16–18

α‐1,3‐Linked fucose residueon theN‐acetyl‐glucosamineN‐glycan

are present in phospholipase A2 (Api m 1) from HBV, and hyaluroni-

dases (Api m 2, Ves v 2) from HBV and WV, respectively,19–21 and these

epitopes can induce the production of anti‐CCD antibodies of different

isotypes.22,23

Our HBV/WV/HV/CCD‐positive patients (27/29) had more often

severe SAR (p < 0.001). Although, we could not rule out the possi-

bility that patients with mild SAR were less frequently present in our

group, it has been previously shown that glycosylation can contribute

TAB L E 2 Specific IgE to recombinant honeybee and wasp allergens in 42 Hymenoptera venom allergic patients without CCD‐sIgE.

IgE (immunoblot)

Multiple‐positivity to HBV/

WV/HV or HBV/WV
extracts (n = 10)

Single‐positivity
to HBV extract
(n = 13)

Single‐positivity
to WV extract
(n = 15)

Single‐positivity
to HV extract
(n = 2)

Negative for HBV and

WV and HV extract
(n = 2)

rApi m 1 + and/or rApi m 2 + and/or

rApi m 10 + and rVes v 5 + and

rVes v 1 +/–

5 (50%) 0 0 0 0

rApi m 2 + and rVes v 5 + rVes v 1

+/–

0 0 0 0 1 (50%)

rApi m 1 + and/or rApi m 2 + and/or

rApi m 10 +
4 (40%) 9 (69.2%) 0 0 0

rApi m 2 + only 0 2 (15.4%) 0 0 0

rVes v 5 + and rVes v 1 +/– 1 (10%) 0 13 (86.6%) 2 (100%) 1 (50%)

rApi m 1 – rApi m 2 – rApi m

10 – rVes v 5 – r rVes v 1 –

0 2 (15.4%) 2 (13.3%) 0 0

Abbreviations: CCD, cross‐reactive carbohydrate determinants; HBV, honeybee venom; HV, hornet venom; rApi m 1, recombinant phospholipase A2;

rApi m 2, recombinant hyaluronidase; rApi m 10, recombinant icarapin; rVes v 1, recombinant phospholipase A1; rVes v 5, recombinant antigen 5; WV,

wasp venom.
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TAB L E 3 Levels of specific IgE (Class I‐VI) to venom extracts and recombinant honeybee and wasp allergens in 29 multiple HBV/WV/HV/
CCD‐positive Hymenoptera venom allergic patients, before and after CCD‐inhibition.

Insect

CCD‐sIgE positive patients before CCD‐inhibition CCD‐sIgE positive patients after CCD‐inhibition

HBV WV HV rApi m 1 rApi m 2 rApi m 10 rVes v 5 rVes v 1 HBV WV HV rApi m 1 rApi m 2 rApi m 10 rVes v 5 rVes v 1

I

HB/

W

4 5 4 2 3 2 6 1 3 5 3 4 4 3 6 1

HB/

W

5 2 2 2 3 0 2 0 5 1 1 2 4 0 2 0

HB/

W

5 4 4 0 1 2 1 2 3 4 0 1 1 3 1 2

HB/

W

4 2 3 3 2 0 2 0 2 2 1 4 2 0 2 0

W 2 2 2 1 0 0 3 0 2 2 1 2 0 0 3 0

HB/H 5 4 5 0 5 2 5 1 4 4 4 0 5 2 5 0

HB/

W

3 1 1 1 4 3 3 0 3 1 1 2 4 3 3 0

II

H 4 3 4 0 5 0 4 0 4 3 3 0 5 0 3 0

H 3 3 3 0 5 0 3 1 3 3 3 1 5 0 3 0

W 1 1 1 0 1 0 1 0 1 1 1 0 1 0 1 0

W 3 3 4 0 3 0 4 0 1 3 4 0 3 0 4 0

III

HB 5 3 5 4 6 4 0 0 5 3 3 5 6 5 0 0

HB 4 2 2 2 5 3 0 0 4 0 0 3 5 4 0 0

HB 4 1 2 3 5 4 0 0 5 0 0 4 5 5 0 0

HB 2 1 1 4 2 1 0 0 3 0 0 5 2 1 0 0

HB 4 1 1 5 0 6 0 0 5 0 1 5 0 6 0 0

HB 4 1 2 4 0 4 0 0 3 0 0 4 0 4 0 0

HB 5 3 4 5 5 4 0 0 5 0 0 6 5 4 0 0

HB 3 1 1 0 2 3 0 0 2 0 0 0 2 3 0 0

HB 5 3 3 5 2 5 0 0 5 0 0 5 3 5 0 0

IV

HB 4 3 4 0 0 0 0 0 2 1 0 1 0 0 0 0

HB 3 1 2 0 0 0 0 0 3 1 1 0 0 0 0 0

HB 3 2 3 0 0 0 0 0 2 1 0 0 1 0 0 0

V

W 1 2 1 0 0 0 3 0 1 2 1 0 1 0 3 0

W 3 3 3 0 0 0 4 1 1 2 2 0 0 0 3 1

H 2 3 3 0 0 0 2 0 3 3 3 0 0 0 2 0

W 3 2 2 0 0 0 5 0 2 2 1 1 0 1 4 0

W 3 3 3 0 0 0 4 0 3 3 2 0 0 0 3 0

W 2 2 2 0 0 0 3 0 1 2 1 0 0 0 3 0

Note: Shaded areas: Levels of IgE (Class I‐VI) to recombinant honeybee and wasp allergens.

Abbreviations: CCD, cross‐reactive carbohydrate determinants; H, hornet; HB, honeybee; HBV, honeybee venom; HV, hornet venom; rApi m 1,

recombinant phospholipase A2; rApi m 2, recombinant hyaluronidase; rApi m 10, recombinant icarapin; rVes v 1, recombinant phospholipase A1; rVes v

5, recombinant antigen 5; sIgE, specific IgE; W, wasp; WV, wasp venom.
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to epitope availability, immunoreactivity, and enzymatic function of

native allergens.8,22,24

CCD‐sIgEhave been reported to be responsible formore than50%

of double‐sensitizations to HBV and WV.25,26 Both, previously studied

data and our data showed that about half of the patients with HVA

develop CCD‐sIgE.4,26 CCD‐sIgE represent a pitfall of in vitro di-

agnostics because they cause multiple‐reactivity with any glycosylated

allergens (pollen, food, or venom) and significantly interfere with the

detectionof clinically relevant IgE‐sensitization toprotein epitopes.5,27

The double‐ or triple‐positivity of sIgE to whole venom complicates

the choice of appropriate VIT, resulting in increased risk of side ef-

fects, de novo sensitizations and higher costs.19 In these patients, CRD

and CCD‐inhibition provide more accurate diagnostic results.7,17

In most countries, the accepted clinical standards recommend

skin‐testing as the initial method.28 However, skin‐testing may show

inconclusive multiple‐positive results that further complicate the

diagnosis of HVA. The significance of in vitro diagnosis of allergy in-

dicates the importance of CCD‐inhibition because it eliminates false‐
positive results.17

We demonstrated that CCD‐inhibition should not be performed

in all CCD‐sIgE‐positive patients. Based on CRD and CCD‐inhibition,

we found the agreement between the results of the IgE‐testing and

the history of insect sting allergy.

The decision process for VIT is very important for the efficiency

of the therapy, and in most cases treatment with only one venom

appears to be sufficient. Among the HBV/WV/HV/CCD‐positive pa-

tients with wasp/hornet allergy, 5/29 patients after CCD‐inhibition

showed sIgE‐reactivity to rApi m 2 and rVes v 5. Although, Api m 2

shows a high percentage of homology with Ves v 2,27,29 it can

sometimes be difficult to determine whether these results reflect

sensitization due to cross‐reactivity between the shared protein

determinants or true double sensitization to both insect species.

Since HBV‐allergic patients can have Api m 2 mono‐sensitization, a

decision regarding VIT in patients with IgE‐reactivity to rApi m 2 and

rVes v 5 should be based on CRD, severity of SAR and history of

insect sting allergy.27,30,31

Interestingly, the sensitivity of HBV‐single‐positivity was signif-

icantly increased after CCD‐inhibition from 0% to 77% in our third

group of HBV/WV/HV/CCD‐positive honeybee allergic patients. In

this group of patients CCD‐inhibition can replace expensive CRD.

We demonstrated that CCD‐inhibition is especially helpful in the

subgroup of HBV/WV/HV/CCD‐positive patients who were negative

for all tested recombinant allergens and in the subgroup of HBV/WV/

HV/CCD/rVes v 5‐positive patients. In these patients, HBV‐positivity

persisted after CCD‐inhibition. Therefore, these patients require an

extended CRD to other recombinant honeybee allergens. Also, the

number of patients with sIgE‐reactivity to recombinant honeybee

allergens increased after CCD‐inhibition.

Having in mind that sIgE‐sensitization can be found incidentally

in a patient without a clinical history of SAR, the possibility of an

allergic reaction to a future insect sting cannot be completely

excluded. Due to the possibility of an adverse effects on a future

sting, and according to the latest VIT guidelines of the European

Academy of Allergy and Clinical Immunology (EAACI), it is not wrong

to perform VIT with two venoms in patients with true double‐
positivity according to results of CRD and CCD‐inhibition.32

In this context, the newly detected sIgE‐reactivity to recombi-

nant honeybee allergens in our four venom‐allergic patients after

CCD‐inhibition was very important. It is already known, that sIgE‐
levels do not correlate with the severity of the allergic reaction.4,33

Also, long‐lasting VIT should be considered for patients with hon-

eybee sensitization because they are at a higher risk for SAR.32

Surprisingly, we are the first to observe a significant increase of

sIgE‐levels to rApi m 1 and rApi m 2 (p < 0.05), and a significant

decrease of sIgE‐levels to rVes v 5 (p < 0.01) after CCD‐inhibition in

HBV/WV/HV/CCD‐positive patients. The exact reasons for changes

of sIgE‐levels to recombinant allergens after CCD‐inhibition are not

entirely clear. In fact, this finding may be caused by different

F I GUR E 1 Specific IgE (sIgE) profile of recombinant major
honeybee allergens in 33/38 patients with honeybee venom allergy.
rApi m 1, recombinant phospholipase A2; rApi m 2, recombinant

hyaluronidase; rApi m 10, recombinant icarapin; sIgE, specific IgE.

TAB L E 4 Levels of specific IgE to venom extracts and
recombinant allergens in 29 multiple HBV/WV/HV/CCD‐postive
Hymenoptera venom allergic patients, before and after
CCD‐inhibition.

sIgE (Immunoblot) kUA/l
Before CCD‐
inhibition

After CCD‐
inhibition P

HBV extract (mean � SD) 41.01 � 22.02 32.93 � 25.46 0.066

WV extract (mean � SD) 13.58 � 18.47 11.31 � 17.82 0.047

HV extract (mean � SD) 31.72 � 28.37 18.63 � 13.35 0.001

rApi m 1 (mean � SD) 14.62 � 25.29 27.39 � 37.73 0.012

rApi m 2 (mean � SD) 41.67 � 43.83 46.09 � 45.58 0.031

rApi m 10 (mean � SD) 17.11 � 34.34 25.79 � 41.07 0.076

rVes v 5 (mean � SD) 28.05 � 35.33 20.81 � 31.57 0.004

rVes v 1 (mean � SD) 0.22 � 3.12 0.19 � 3.0.31 0.502

Abbreviations: CCD, cross‐reactive carbohydrate determinant; HBV,

honeybee venom; HV, hornet venom; rApi m 1, recombinant

phospholipase A2; rApi m 2, recombinant hyaluronidase; rApi m 10,

recombinant icarapin; rVes v 1, recombinant phospholipase A1; rVes v

5, recombinant antigen 5; sIgE, specific IgE; WV, wasp venom.
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structure of native HBV and WV allergens and by difficulties in

obtaining purified recombinant allergens. Unfortunately, the recom-

binant proteins can be modified by posttranslational modifications in

Golgi apparatus of eukaryotic cells and may bind different sugars.34

In allergic patients, native glycosylated honeybee proteins trigger

production of CCD‐sIgE, but also CCD‐sIgG (all subclasses) of

different affinities.35,36 Our results indirectly indicate that rApi m 1

and rApi m 2 contain small amounts of CCD antigens, which may

allow CCD‐sIgG and CCD‐sIgE to interfere with the binding of sIgE to

protein epitopes. This produces falsely lower sIgE‐levels before CCD‐
inhibition. Finally, after CCD‐inhibition, protein sIgE epitopes are

more accessible, leading to true, higher sIgE‐levels to rApi m 1 and

rApi m 2. This hypothesis can also be an explanation for the increased

number of patients with sIgE to recombinant honeybee allergens

after CCD‐inhibition.

Contrary, Ves v 5 is not naturally glycosylated and can only

induce the production of protein‐based antibodies. But, we suppose

that rVes v 5 in Immunoblot contains small amounts of CCD antigens,

which allows binding of ubiquitous CCD‐sIgE. Constant contact with

food‐allergens in the gastrointestinal tract and pollen (glycosylated

proteins) on the mucosal surfaces of the respiratory system, can

induce production of certain sIgE‐levels against the CCD epitopes.35

This leads to false, higher sIgE‐levels to rVes v 5 before CCD‐
inhibition. CCD‐inhibition reduces non‐specific binding of CCD‐sIgE

leading to true, lower sIgE‐levels to rVes v 5.

Our results indicated that CCD‐inhibition can overcome current

limitations of some procedures in recombinant technology, especially

in Immunoblot which do not display three‐dimensional conforma-

tional structure of antigens that hide or change presentation of some

IgE epitopes.37 Nevertheless, the recombinant production of certain

F I GUR E 2 Algorithm for the necessary diagnostic steps that ensure an adequate therapeutic approach for long‐lasting VIT in 71 patients
with Hymenoptera venom allergy. CCD, cross‐reactive carbohydrate determinants; CRD, component‐resolved diagnostics; HBV, honeybee
venom; HV, hornet venom; rApi m 1, recombinant phospholipase A2; rApi m 10, recombinant icarapin; rApi m 2, recombinant hyaluronidase;

rVes v 1, recombinant phospholipase A1; rVes v 5, recombinant antigen 5; VIT, venom‐immunotherapy; WV, wasp venom.
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allergens still needs to overcome technological hurdles and the

development of purified CCD‐free, correctly folded recombinant

proteins is mandatory in allergy diagnostics and immunotherapy.

In this study with a larger number of honeybee allergic patients,

the sensitivity of Immunoblot for rApi m 1 was 65.7%. Similarly, we

detected solid sensitivity for rApi m 2 and rApi m 10 (68.4% and 58%,

respectively) in honeybee allergic patients. Sensitivity of CRD using

simultaneous detection of sIgE for at least one tested recombinant

honeybee allergen was 86.8%. So far, 12 HBV allergens have been

described until now, and Api m 1 and Api m 4 (melittin) are found in

significant amounts in HBV.36 One study showed that Api m 2 and

Api m 10 are important major allergens with sIgE‐reactivity in the

range of 47.9%–52.2% and 61.8%–72.2%, respectively.38

Importantly, our result identified a very high sensitivity for rVes

v 5 in wasp allergic patients (94%) and hornet allergic patients

(100%). We also demonstrated no patients with wasp or hor-

net allergy who had only sIgE‐reactivity to rVes v 1. The minority of

patients with wasp and hornet allergy (8/39) had sIgE‐reactivity to

rVes v 5 and rVes v 1. The results of several studies have confirmed

that rVes v 5 is sufficient in most patients for serological confirmation

of wasp or hornet allergy.15,26,39 When a differential diagnosis be-

tween wasp and hornet allergy is required a history of insect sting

allergy is very important, in addition of sIgE‐reactivity to rVes v 5. In

addition, the sensitization rate of honeybee allergic patients to rApi

m 1 is 57% to 83.3%, and sensitization rate of wasp allergic patients

to rVes v 5 is 86.55%–96.7% measured by ImmunoCAP.38,40,41 In line

with these observations, our results confirmed that Immunoblot had

satisfactory sensitivity to the same allergens.

Since, CRD in our study failed to diagnose (5/38) 13.2% of

honeybee allergic patients, and (2/33) 6.1% of wasp allergic patients,

it may suggest that additional CRD are needed in these patients. On

the other hand, CRD can help identify patients with a history of in-

sect sting allergy without sIgE‐reactivity to venom extracts,42 as it

was in two of our wasp allergic patients.

Although, sIgE‐levels during successful VIT do not correlate with

clinical improvement, changes in IgE‐ and IgG4‐levels are known to

indicate VIT‐induced improvements in immune tolerance.19,43 Since

the IgG/IgE ratio is a good marker of efficacy,44 it is important to

know their true initial concentrations, before starting long‐term VIT.

Future studies will elucidate whether sIgE‐levels before or after

CCD‐inhibition should be taken as clinically relevant.

Our results demonstrate that the CCD‐inhibition test is useful in

patients who tested negative for recombinant honeybee allergens.

Our patients, who had persistent HBV‐positivity even after CCD‐
inhibition, require CRD to other recombinant honeybee allergens.

Molecular diagnostics is a major step toward personalized

medicine,45 especially in patients who are exclusively sensitized to

allergens that are underrepresented in therapeutic mixtures for VIT,

as described for rApi m 10.46 We demonstrated that Immunoblot,

using profile of the five most important recombinant allergens had a

high sensitivity for diagnosis HVA. Patients with multiple HBV/WV/

HV/CCD‐positivity had more frequently severe SAR.

In patients with multiple‐positivity, CCD‐inhibition increases

sensitivity of CRD and help to define HBV allergic patients who

require an extended CRD. CCD‐inhibition and CRD help synergisti-

cally to reveal the clinical relevant, true sensitization and improve the

selection of allergens for long‐lasting VIT.
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ABSTRACT 

 

Adults with systemic anaphylactic reactions (SAR) to insect sting show often multiple-

positivity of serum-specific IgE (sIgE) to Hymenoptera venoms. Unnecessary long-lasting venom-

specific immunotherapies (VIT) in false-positive patients increase the risk of recurrent SAR. This 

report aims to analyze the diagnostic importance of recombinant allergen IgE testing in patients 

with SAR to Hymenoptera sting. 

In 82 patients we measured sIgE to honeybee venom (HBV), wasp venom (WV) and hornet 

venom (HV) extracts, recombinant phospholipase A2 from HBV (sIgE-rApi m1), recombinant 

antigen 5 from WV (sIgE-rVes v5), and cross-reactive carbohydrate determinants-CCD-bromelain by 

ImmunoCAP. We analyzed the correlation of ImmunoCAP and Immunoblot for HBV and WV 

extracts, rApi m1, and rVes v5 in 39/82 patients. According to the history of the culprit insect, we 

compared sensitivity and specificity between the two methods. 

The severity of the SAR does not depend on the sIgE level to venom extracts and 

recombinant allergens. Fifty-one percent of the patients had a multiple-positivity to HBV/WV or 

HBV/WV/HV extracts. Severe SAR and CCD-sIgE were more frequent in multiple-positive 

than single-positive patients. CCD-sIgE were more frequent in HBV allergic patients than WV 

and HV allergic patients. There was a significant correlation between levels of sIgE to venom 

extracts and recombinant allergens measured by ImmunoCAP and Immunoblot. ImmunoCAP 

has higher sensitivity and specificity than Immunoblot for diagnosis of SAR to Hymenoptera 

venoms. 

IgE testing to recombinant CCD-free allergens is necessary for the adequate selection of 

long-lasting VIT, especially in patients with multiple sensitivities to venom extracts. 

 

Keywords: Anaphylaxis; Hymenoptera; Honeybee venoms; Immunoblotting; Wasp venoms 

 
INTRODUCTION 

 

Hymenoptera venoms are considered to be one of 
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 peptides, and biogenic amines. Specific IgE (sIgE) to 

more than one Hymenoptera venom could be found in 

up to 50% of adults with a history of SAR to an insect 

sting, although most of them report an allergic reaction 

to only one insect.2 When positive antibodies to 

multiple venoms are detected they may be related to 1) 

genuine double IgE-sensitization to specific allergens 

of honeybee (Apis mellifera) and yellow jacket 

(Vespula vulgaris, in Europe also called wasp) or 

hornet venoms (Vespa crabo) or 2) presence of 

clinically irrelevant IgE to cross-reactive carbohydrate 

determinants (CCD) present in all three venoms.3  

Concurrent presence of sIgE to specific and cross-

reactive allergens of honeybee venoms (HBV), wasp 

venoms (WV), and hornet venoms (HV) indicates 

further discrimination between genuine sensitization 

and cross-reactivity which is essential for the selection 

of appropriate allergens for venom-specific 

immunotherapies (VIT).4 Nowadays, molecular 

diagnosis with non-glycosylated recombinant allergens 

has significantly improved diagnostic accuracy, 

particularly in patients showing positive sIgE for 

multiple Hymenoptera venoms.5 The major allergen of 

WV and HV is antigen 5 (Ves v5), while phospholipase 

A2 (Api m1) is one of the most important allergens of 

HBV.6 Serum sIgE to recombinant major antigen 5 

(rVes v5), measured by fluoro-enzyme immunoassay 

(ImmunoCAP-FEIA) had a satisfactory sensitivity (84-

93%) and specificity (94-100%) for the diagnosis of 

genuine sensitization to WV or HV and may help 

adequate selection of suitable allergens for VIT.2,7-9 

However, low sensitivity of recombinant Api m1 (rApi 

m1) ranging from 57% to 79%, has been reported in 

honeybee allergic patients.8,10,11 A higher sensitivity of 

rApi m1 (88% to 97%) in honeybee allergic patients 

was reported by other groups.2,12,13 On the other hand, 

the highest sensitivity, up to 100% was found for HBV 

and WV extracts.2,7,8,12 So far it is not clear why there 

are such large variations in sensitivity and specificity of 

sIgE to venom extracts and recombinant major venom 

allergens between different European countries. 

This study aimed to analyze the diagnostic 

importance of recombinant allergen IgE-testing in 

patients with a history of SAR to Hymenoptera stings. 

We determined the differences in groups found to be 

sIgE-positive for single (HBV or WV or HV) extract or 

multiple-positive (HBV/WV and HBV/WV/HV) 

extracts using severity of SAR and positivity for rApi 

m1, rVes v5, and CCD. We also examined whether 

there were correlations between concentrations of sIgE 

to venoms measured by ImmunoCAP and Immunoblot. 

According to the accurate history of insect sting, we 

compared the sensitivity and specificity of IgE-testing 

to venom extracts and recombinant allergens by 

ImmunoCAP and Immunoblot. 

 

MATERIALS AND METHODS 

 

Patients 

This retrospective study included 82 patients: 62 

male (75.6%) and 20 female (24.4%) (mean age 

46.4±13.2 years, range 18-70 years) with a newly-

diagnosed SAR to venom sting. The study was 

performed between March 2015 and November 2019 at 

the Clinical Centre of Serbia, Belgrade. The protocol 

for the research has been approved by the Ethics 

Committee of the Medical Faculty, University of 

Belgrade, and number 1550/V-8. 

 Patients with a documented history of SAR to more 

than one sting were excluded. 42 patients showed 

multiple-positivity, while 40 showed single-positivity: 

12 to HBV extract, 18 to WV extract, and 10 to HV 

extract (Table 1). In all single-positive patients, a 

history of insect sting matched with positive sIgE to 

respective venom.  

The severity of SAR was estimated based on 

Mueller's classification, including four degrees of 

severity of symptoms from a sting from mild to life-

threatening: I-urticaria, II-angioedema, III-respiratory 

disorders, and IV-fall in blood pressure and loss of 

consciousness.14   

None of our patients had mast cell disorder  

or elevated baseline serum tryptase (value≤11 mcg/L) 

measured by ImmunoCAP (Phadia, Uppsala, Sweden). 

 

Fluoro-enzyme Immunoassay (FEIA) 

Serum levels of sIgE to HBV, WV, HV extracts, 

rApi m1, rVes v5, and cross-reactive carbohydrate 

determinants-CCD-bromelain were measured by FEIA 

(ImmunoCAP Phadia, Uppsala, Sweden). Levels of 

sIgE were expressed in quantitative units (kUA/L). A 

value of sIgE ≥0.35 kUA/L was considered positive. 

 

Immunoblot 

In 39/82 patients, serum sIgE levels to HBV, WV 

extracts, rApi m1, rVes v5, and CCD were measured by 

Immunoblot (Euroimmun, Germany, Euroline DPA-Dx 

insect venoms). Levels of sIgE were expressed in 

http://ijaai.tums.ac.ir/
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quantitative units (kUA/L). A value of sIgE ≥0.35 

kUA/L was considered positive. 

 

Statistical Analyses 

Obtained data were analyzed using IBM SPSS 

Statistics software for Windows (version 17; IBM, 

Armonk, NY). Mean quantitative variables were used 

and the frequency of qualitative variables was also 

calculated. Nonparametric Chi-square and Fisher exact 

tests were used to evaluate the relationship between the 

qualitative variables. In 39 patients we analyzed 

Spearman's correlation between levels of sIgE to HBV, 

WV extracts, rApi m1, and rVes v5 by ImmunoCAP 

and Immunoblot.  

According to a history of insect sting, we compared 

sensitivity and specificity between the two methods. 

The sensitivity and specificity of these methods were 

calculated using the formulas:  

Sensitivity = true-positive / true positive + false 

negative  

Specificity = true negative / true negative + false 

positive.  

 

RESULTS 

 

In our group of 82 patients, male patients more 

frequent had SAR (75.6%) comparing to female 

patients (24.4%) (p=0.029).  

A comparison of demographic characteristics of 

multiple-positive and single-positive patients is shown 

in Table 1.  

The majority of patients (55/82) had more severe 

SAR (III and IV grades of SAR) (67.1%) (p<0.001). 

The frequency of more severe SAR (85.7%) was higher 

in the group of patients with multiple-positivity 

compared to the group with single-positivity (47.5%) 

(p<0.001). The number of beekeepers did not differ 

significantly between groups of multiple-positive and 

single-positive patients.  

94.4% of WV single-positive and 100% of HV 

single-positive patients had positivity of sIgE-rVes v5, 

while 83.3% of HBV single-positive patients had 

positivity of sIgE-rApi m1 (Table 2).  

True double sensitizations to both venoms 

determined by positivity for venom-specific 

recombinant allergens were found in 26.2% of 

multiple-positive and none of the 40 single-positive 

patients(p<0.001) (Table 2). Five of 82 (6.1%) patients 

were negative to both recombinant allergens. CCD-

sIgE were more often present in multiple-positive 

17/42 (40.5%) than single-positive patients 5/40 

(12.5%) (p<0.001). 

The majority of multiple-positive patients (35/42) 

had an exact history of an insect sting. Based on the 

history (beekeeping, proximity to nesting places for 

stinging insects, visual identification of the insect, the 

presence of a stinger) 17/42 multiple-positive patients 

had SAR to the honeybee, 12/42 to wasp, and 6/42 to 

the hornet. Seven of 42 patients could not identify the 

insect (Table 3).   

13/17 (76.5%) multiple-positive patients with a 

history of SAR due to honeybee sting displayed 

positivity of sIgE-rApi m1. All multiple-positive 

patients with a history of SAR due to wasp and hornet 

sting concomitant displayed positivity of sIgE-rVes v5 

(Table 3). 

 

Table 1. Comparison of demographic characteristics of patients with Hymenoptera venom allergy 

 Multiple-positivity to HBV/WV or 

HBV/WV/HV extracts (n=42) 

Single-positivity to HBV or WV 

or HV extract (n=40) 

Age (years) 48.9±14.2 43.8±6.46 

Female (%) 6 (14.3) 14 (35) 

Male (%) 36 (85.7) 26 (65) 

Beekeepers (%) 7 (16.7) 5 (12.5) 

Degree of severity sting reactions (%)   

I 3 (7.1) 10 (25) 

II 3 (7.1) 11 (27.5) 

III 19 (45.2) 4 (10) 

IV 17 (40.5) 15 (37.5) 

HBV: honeybee venom; WV: wasp venom; HV: hornet venom 
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Table 2. Serum-specific IgE (sIgE) to recombinant major honeybee and wasp allergens and bromelain in 82 patients with a 

history of systemic anaphylactic reactions (SAR) to Hymenoptera sting 

sIgE (ImmunoCAP) Multiple-positivity 

to HBV/WV or 

HBV/WV/HV 

extracts (n=42) 

Single- positivity 

to HBV extract 

(n=12) 

Single-positivity 

to WV extract 

(n=18) 

Single- positivity 

to HV extract 

(n=10) 

rApi m1 and Ves v5 + 11 (26.2%) 0 0 0 

rApi m1 + 10 (23.8%) 10 (83.3%) 0 0 

rVes v5 + 18 (42.8%) 1 (8.3%) 17 (94.4%) 10 (100%) 

rApi m1 and sIgE-Ves v5 - 3 (7.1%) 1 (8.3%) 1 (5.6%) 0 

bromelain (CCD) + 17 (40.5%) 4 (33.3%) 0 1 (10%) 

rApi m1: recombinant phospholipase A2, rVes v5: recombinant antigen 5, HBV: honeybee venom, WV: wasp venom,  

HV: hornet venom, CCD: cross-reactive carbohydrate determinants  

 

Table 3. Serum-specific IgE (sIgE) to recombinant major honeybee and wasp allergens in 42 patients with multiple-positivity 

for venom extracts and history of systemic anaphylactic reactions (SAR) due to certain kinds of Hymenoptera sting 

History of insect sting  

 

positive sIgE to 

rApi m1 and 

rVesv5  (n=11) 

positive sIgE to 

rApi m1 (n=10) 

positive sIgE to 

rVes v5 (n=18) 

negative sIgE to 

rApi m1 and  

rVesv5 (n=3) 

Honeybee (HBV/WV+) (n=17) 3 (17.6%) 10 (58.8%) 1 (5.9%) 3 (17.6%) 

Wasp (HBV/WV+) (n=12) 3 (25%) 0 9 (75%) 0 

Hornet (HBV/WV/HV+)  (n= 6) 2 (33.3%) 0 4 (66.7%) 0 

Unidentified (HBV/WV/HV+) 

( n=7) 

3 (42.9%) 0 4 (57.1%) 0 

rApi m1: recombinant phospholipase A2, rVes v5: recombinant antigen 5, HBV: honeybee venom, WV: wasp venom, HV: hornet 

venom 

 

According to the history of stinging insects, positive 

CCD-sIgE were more frequently found in patients with a 

history of honeybee sting 14/29 (48.3%) than in patients 

with a history of wasp sting 2/30 (6.7%) (p<0.001) and 

hornet sting 4/16 (25%) (p=0.049) (Table 4)No 

significant differences were found in the mean 

concentration of sIgE to venom extracts and 

recombinant major allergens determined by 

ImmunoCAP between patients with a history of mild 

and patients with a history of severe SAR (Table 5). 

 

Table 4. Specific IgE (sIgE) to cross-reactive carbohydrate determinants (CCD) in 82 patients with Hymenoptera venom 

allergy 

History of insect sting 

 

Multiple-positivity to HBV/WV or 

HBV/WV/HV extracts (n=42) 

Single-positivity to HBV or WV or HV 

extract  (n=40) 

 

 

CCD +                     CCD - 

 (n=17)                    (n=25) 

   CCD+                         CCD- 

    (n=5)                           (n=35) 

Honeybee (n=29)    10                                7       4                                     8 

Wasp (n=30)      2                              10       0                                   18 

Hornet (n=16)      3                                3       1                                     9 

Unidentified  (n=7)      2                                5       -                                      - 

CCD: cross-reactive carbohydrate determinants, HBV: honeybee venom, WV: wasp venom, HV: hornet venom 
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Table 5. Specific IgE (sIgE) to venom extracts and recombinant allergens in 82 patients with a history of mild and more 

severe systemic anaphylactic reactions (SAR) to Hymenoptera sting 

sIgE (ImmunoCAP) I and II degrees of sting 

reactions (n=27) 

     III and IV degrees of sting 

reactions (n=55) 

p 

HBV extract (mean ±SD) (n=29) 16.27±2.16 13.31±1.51 0.718 

WV extract (mean ±SD) (n=30) 10.56±1.37 7.71±1.09 0.558 

HV extract (mean ±SD) (n=16) 3.07±2.92 3.49±7.67 0.915 

rApi m1 (mean ±SD) (n=23) 4.98±6.30 2.11±2.91 0.374 

rVes v5  (mean ±SD) (n=29) 5.56±6.76 6.32±1.20 0.840 

HBV: honeybee venom, WV: wasp venom, HV: hornet venom, rApi m1: recombinant phospholipase A2, rVes v5: recombinant 

antigen 5  

 

 

A                                                                            B 

 
 

C                                                                           D 

 
 

Figure 1. Correlation between concentrations of specific IgE (sIgE) to venom extracts and recombinant allergens determined 

by ImmunoCAP and Immunoblot in 39 patients with allergy to Hymenoptera sting. (A) honeybee venom (HBV) extract (B) 

recombinant  antigen 5 (rVes v5) (C) wasp venom(WV) extract (D) recombinant phospholipase A2 (rApi m1) 
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The highly significant positive correlation between the 

levels of sIgE determined by two methods was found 

for the HBV extract (r, 0.886; p<0.0001) (Figure 1A) 

and rVes v5 (r, 0.886; p<0.0001) (Figure 1B), followed 

by the correlation for WV extract (r, 0.808; p<0.0001) 

(Figure 1C) and finally for rApi m1 (r, 0.349; p=0.029) 

(Figure 1D). 

In addition, when tested by ImmunoCAP and 

Immunoblot, the specificity of sIgE to recombinant 

allergens (rApi m1 and rVes v5) was excellent and 

significantly higher than the specificity of sIgE to 

venom extracts (HBV and WV extracts) (Table 6). 

 

Table 6. Sensitivity and specificity of specific IgE (sIgE) to venom extracts and major recombinant allergens determined by 

ImmunoCAP and Immunoblot, according to an accurate history of honeybee or wasp sting  

 

sIgE 

              Sensitivity n (%) 

ImmunoCAP           Immunoblot 

       (n=59)                    (n=30) 

             Specificity n (%) 

ImmunoCAP              Immunoblot 

      (n=59)                         (n=30) 

HBV extract 29/29 (100)                12/13 (92.3) 16/30 (53.3)                8/17 (47.1) 

WV extract 30/30 (100)                12/17 (70.6) 14/29 (48.3)                5/13 (38.5) 

rApi m1 23/29 (79.3)               5/13 (38.5)     27/30 (90)                 16/17 (94) 

rVes v5 29/30 (96.7)               15/17 (88.2) 24/29 (82.8)                9/13 (69.2) 

HBV: honeybee venom, WV: wasp venom, rApi m1: recombinant phospholipase A2, rVes v5: recombinant antigen 5 

 
In a group of patients with a history of honeybee 

sting, ImmunoCAP had higher sensitivity for HBV 

extract and rApi m1 (100% and 79.3%, respectively) 

than Immunoblot (92.3% and 38.5%, respectively). 

Also, in patients with a history of a wasp sting, 

ImmunoCAP had a higher sensitivity for WV extract 

and rVes v5 (100% and 96.7%, respectively) than 

Immunoblot (70.6% and 88.2%, respectively) (Table 

6). According to an accurate history of insect sting, 

ImmunoCAP for rApi m1 (90%) had higher specificity 

than ImmunoCAP for HBV extract (53.3%), and 

ImmunoCAP for rVes v5 (82.8%) had higher 

specificity than ImmunoCAP for WV extract (48.3%). 

 

DISCUSSION 

 

Our study demonstrates the importance of a new 

molecular methodology in the daily clinical practice of 

an allergist who considers SAR caused by 

Hymenoptera venoms. IgE-testing to recombinant 

CCD-free allergens is necessary for the adequate 

selection of venoms for VIT, especially in patients with 

multiple-positivity to venom extracts. A total of 51% of 

patients in our study group had multiple-positivity to 

HBV/WV or HBV/WV/HV extracts. We have 

demonstrated that the use of venom extracts gives 

false-positive results and significantly reduces the 

specificity of IgE-testing. According to the accurate 

history of insect sting, the specificity of IgE-testing to 

rApi m1 and rVesv5 was much higher than IgE-testing 

to HBV and WV. The correlation between both tests 

was highly significant for HBV, WV, and, rVes V5. 

We emphasize that this is the first study on the 

diagnostic importance of recombinant allergens in 

patients with multiple sensitivity to venom extracts in 

the southeastern part of Europe.  

The precise identification of sensitization to the 

relevant insect is of great importance for initiating 

adequate immunotherapy in Hymenoptera venom 

allergic patients. Although skin testing represents the 

first level of approach for the diagnosis of IgE-

mediated allergy, in vitro tests are the most important 

diagnostic step before the introduction of long-lasting 

VIT.3,4 The gold standard for diagnosis of insect venom 

allergy is skin testing with venom extracts.15 However, 

a skin test may show an unexplained variability and 

inconclusive multiple-positive results.16 Also, the 

quality and standardization of allergens for skin tests 

may influence the interpretation of the results. 

According to the findings of our study, SAR 

appeared more frequently in males than in female 

patients (p=0.029) which was in line with previously 

published results.17 The majority of our patients had 

more severe SAR (p<0.001) and the severity of SAR 

was independent of the concentration of sIgE to venom 

extracts and recombinant major allergens measured by 

ImmunoCAP (p>0.05). These data were previously 

found by other authors.17  
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According to the literature, 3% to 7.5% of people 

develop SAR after an insect sting.3 The chance of a 

systemic reaction to a sting varies between 30% and 

65% in adults with previous systemic reactions, 

depending on the severity of previous reactions.4 

According to the recent guidelines of the European 

Academy of Allergy and Clinical Immunology 

(EAACI), VIT is recommended in candidates with a 

positive history of severe SAR, beekeepers, honeybee 

allergic patients, patients with mast cell disorders, or 

elevated baseline serum tryptase.18 Decision process for 

VIT introduction is very important for the efficacy of 

the therapy and should be adjusted for each patient. 

Molecular diagnostics, using recombinant CCD-free 

allergens, enables detection of genuine sensitization, 

and thus in many patients improves the selection of the 

appropriate VIT.11,19 Reliable identification of the 

stinging insect is usually difficult. Similarly, in our 

group of patients, 7/82 (8.5%) could not identify the 

insect. The use of venom extracts for the detection of 

sIgE could lead to “false-positive” results due to their 

cross-reactivity. Up to 75% of determined multiple-

positivity by in vitro tests with honeybee and wasp 

venoms are caused by CCD-sIgE to common protein 

epitopes of homologous allergens.2 Multiple-positivity 

could be avoided by measuring CCD-sIgE.19,20 Our 

results showed that determination of sIgE to 

recombinant major allergens is especially useful for the 

patients, with multiple-positivity to venom extracts and 

those who could not identify the insect. 

Cross-reactivity can be attributed to CCD 

frequently present in allergens of insects and plants and 

common glycoprotein epitopes of homologous 

allergens present in Hymenoptera venoms as described 

for hyaluronidases (Api m2 and Ves v2) and 

dipeptidyl-peptidases (Api m5 and Ves v3)  which are 

known to share around 50% sequence identity.21,22 As a 

result of that, diagnostics tests based on the detections 

of antibodies to venom extracts, although very 

sensitive, do not have adequate specificity.23 Our study 

confirmed data from previous studies showing that 50-

60% of patients with Hymenoptera venom allergy have 

multiple-positivity. A large number of patients with 

SAR after honeybee, wasp, or hornet sting were found 

to have positive sIgE to all three venom extracts. It may 

be explained by either a presence of CCD-sIgE or 

genuine sensitization.2 

In our patients, positive CCD-sIgE was more 

frequent in multiple-positive than single-positive 

patients (p<0.001). Therefore, CCD-sIgE significantly 

contributes to cross-reactivity determined in these 

patients.11,19 However, the simultaneous presence of 

CCD-sIgE and IgE to cross-reactive protein epitopes 

could make the decision on the selection of relevant 

venom for immunotherapy even more difficult.5 Also, 

the analysis of CCD-sIgE demonstrated that our 

patients with a history of honeybee sting more 

frequently had positive CCD-sIgE than patients with a 

history of wasp sting (p<0.001). Overall, this can be 

explained by the fact that all major honeybee allergens 

are glycosylated, while the two major wasp allergens 

are not glycosylated.5 The concept that multiple-

positivity to venom extracts comes from CCD-sIgE 

was previously confirmed.2,19 On the other hand, 

genuine positivity may be caused by sensitization to a 

previously well-tolerated sting.11 In this regard, 26.2% 

of our patients showed sensitization to rApi m1 and 

rVes v5. Taken together, a better solution for the 

detection of genuine positivity may be the inhibition 

test with CCD and venom extracts by ImmunoCAP or 

Immunoblot.24  

New molecular-allergy testing based on the 

detection of sIgE against several non-glycosylated 

allergens may help in determining the true sensitization 

and result in an adequate therapeutic approach.7,9,11,12 

Many patients with genuine sensitization may be 

identified; using the rApi m1 and rVes v5 that are 

available for routine in vitro diagnostics, and more 

importantly not related structurally.25 According to the 

latest guidelines, VIT is not recommended in patients 

with incidentally detected sensitization to insects 

without clinical symptoms.18 

By using different combinations of the most 

important recombinant honeybee allergens, the 

sensitivity of IgE-testing reaches 94. 4%.13 

Combination of recombinant wasp allergens rVes v5 

and rVes v1 (phospholipase A1), the sensitivity of IgE-

testing reaches even up to 100%.11,26,27 

Our results of ImmunoCAP measurement identified 

a very high sensitivity for WV extract and rVes v5 in 

patients with a history of wasp sting (100% and 96.7%, 

respectively), and even higher sensitivity for rVes v5 in 

patients with a history of hornet sting (100%). Previous 

studies have reported lower sensitivity for rVes v5 

ranging from 86.5% to 93%2,7,8,12 in wasp allergic 

patients. Also, good correlation levels of sIgE were 

revealed for HV extract and rVesv5 measured by 

immunoCAP.28 As we already know, the cross-
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reactivity that occurs between the venoms of different 

Vespidae (Vespula vulgaris and Vespa crabo) is strong, 

mainly due to the similarities of venom composition 

and structure of the allergens.28 The antigen 5 has been 

recognized as the major and most potent allergen in 

wasp and hornets. Given this consideration, 

identification of sIgE-rVes v5 can help in serological 

confirmation of sensitization to the hornet. According 

to the literature, 92.6% of patients sensitized to hornet 

have positive sIgE-rVes v5.29  

The sensitivity of sIgE-testing for HBV extract 

(100%) and sIgE-rApi m1 (79.3%) in honeybee allergic 

patients are similar or higher in compression with 

previously published results.8,11,30 The sensitivity of 

sIgE-rApi m1 of 83.3% in single-positive and 76.5% in 

multiple-positive patients confirmed Api m1 as one of 

the main honeybee allergens. Four of five patients who 

were negative to both recombinant allergens had a 

positive history of honeybee sting. Clinical diagnosis of 

honeybee allergy would be more precise with 

commercial availability of several honeybee allergens 

such as rApi m1, rApi m2, rApi m4 (melittin), rApi m5, 

and rApi m10 (icarpin).13  

Nevertheless, despite a good correlation between 

levels of sIgE to venom extracts and recombinant 

allergens measured by both tests, our results showed 

that ImmunoCAP had a higher sensitivity and 

specificity than Immunoblot. In addition, according to 

the accurate history of insect sting, sensitivity and 

specificity for rApi m1 and rVes v5 are more than 75%. 

This study's main limitation is the incomplete 

availability of several honeybee allergens. Major 

allergen rApi m1 that was used is enough for 80% of 

patients, but for 20% of patients with a history of 

honeybee sting, additional IgE-testing is necessary to 

other recombinant honeybee allergens. Also, a 

relatively small number of patients were tested by 

Immunoblot, but our data represent the first IgE 

correlation analysis between ImmunoCAP and 

Immunoblot for HBV, WV, rApi m1, and rVes v5.  

In conclusion, this study has shown that SAR is 

more frequent in males. The majority of patients had 

severe SAR. The severity of SAR was not dependent 

on the level of sIgE to venom extracts and recombinant 

allergens. Multiple-positivity to venom extracts had 

more than 50% of patients. Severe SAR and CCD-sIgE 

were more frequent in multiple-positive than single-

positive patients. Serum CCD-sIgE was more frequent 

in honeybee than wasp and hornet allergic patients. 

There is a significant correlation between levels of sIgE 

to venom extracts and recombinant allergens by 

ImmunoCAP and Immunoblot. The ImmunoCAP had a 

higher sensitivity and specificity than Immunoblot for 

diagnosis of honeybee and wasp allergy. We have 

demonstrated that the use of whole venom extracts 

gives false-positive results and significantly reduces the 

specificity of the IgE test.  

The clinical history and molecular allergy testing 

are essential for the adequate choice of long-lasting 

venom immunotherapy, especially in patients with 

multiple sensitivities to venom extracts and in patients 

who could not identify the insect which caused SAR. 
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