Dicembre 2009

-

dficumologia
dlatrica

SIMRI e Ricerca

Organo ufficiale Le Societa scientifiche pediatriche

;‘:':ati'f":“"‘:’ TN pert oggi, tra ricerca, comunicazione
alattie E‘Splralorle 5
Infantili (SIMRI) e formazione

Official Journal SIMRI e Ricerca:
of the Italian Pediatric Rassegna attivita scientifica
Respiratory Society internazionale 2007-2009

www.simiri.it

L J
AR Primula




Pneumologia Pediatrica 2009; 36: 47-50 47

Massimo Pifferil, Francesca Montemurro?, Angela M. Cangiotti3, Vincenzo Ragazzo!l, Maria Di Cicco?!,
Bruna Vinci?, Giovanni Vozzi2, Pierantonio Macchial, Attilio L. Boner4

1Dipartimento di Pediatria, Universita di Pisa, Italia; 2Centro di Ricerca interdipartimentale "E.
Piaggio", Facolta di Ingegneria, Universita di Pisa, Italia; 3Istituto di Morfologia umana normale,
Sezione di Microscopia Elettronica, Ospedale “Umberto 1", Universita di Ancona, Italia; 4Dipartimento
di Pediatria, Universita di Verona, Italia

Le colture cellulari da brushing nasale:
un nuovo metodo per semplificare
iter diagnostico nei casi dubbi

di discinesia ciliare primaria

Accettato per la pubblicazione il 10 dicembre 2009.

Corrispondenza: Dott. Massimo Pifferi, Dipartimento di Pediatria, Universita di Pisa,Via Roma 67 56126 Pisa;
e-mail: m.pifferi@med.unipi.it

Oggetto della ricerca

Per evitare di sottoporre i bambini affetti da una
discinesia ciliare di difficile inquadramento ad un
lungo follow-up e a pit prelievi di mucosa nasale, a
distanza l'uno dall'altro, necessari per la valutazione
sia della funzione delle ciglia respiratorie che della
loro ultrastruttura, abbiamo sviluppato un metodo
di cottura delle cellule ciliate nasali pit semplice, ma
idoneo allo studio della ciliogenesi (1). Cio ha con-
sentito di verificare se le ciglia respiratorie di tali
pazienti, ottenute mediante brushing (anziché,
come in passato, con biopsia), potevano recupera-
re la normale ultrastruttura e movimento in un
ambiente privo di noxae patogene, dando un con-
tributo decisivo alla diagnosi dei casi incerti (2).

Cosa sapevamo prima

La diagnosi di discinesia ciliare primaria (DCP) abi-
tualmente viene posta valutando le caratteristiche
cliniche del paziente insieme ai risultati dell'esame
ultrastrutturale e dell'analisi del movimento (fre-
quenza e tipo) delle ciglia respiratorie (2). Tuttavia,
anche con queste tecniche impegnative la diagno-
si puo non essere facile e richiedere la ripetizione
delle indagini nei casi dubbi (2). Infatti, se le diffi-
colta o le incertezze diagnostiche possono essere

legate ad alterazioni secondarie alla presenza di
processi flogistico-infettivi nelle sedi di campiona-
mento, sono state descritte anche alterazioni pri-
mitive della funzione in pazienti con normale ultra-
struttura ciliare (3). Infine, in un sottogruppo di
pazienti con normale ultrastruttura anche il movi-
mento € apparentemente normale, ma le ciglia
presentano un orientamento casuale che compro-
mette il trasporto muco-ciliare (4).

In queste circostanze 'indagine genetica potrebbe
rappresentare la soluzione ideale, ma la DCP e
una condizione geneticamente eterogenea e, non-
ostante i considerevoli sforzi profusi negli ultimi
anni da alcuni gruppi di ricerca, solo poche muta-
zioni a carico di 9 geni sono state chiaramente
associate alla malattia, escludendo, di fatto, tale
metodica dallimpiego diagnostico (5). Inoltre, seb-
bene siano stati rilevati bassi livelli di ossido nitrico
nasale in forme atipiche di DCP (6), questi sono
abitualmente osservati anche in altre condizioni,
quali la sinusite, le infezioni delle vie aeree supe-
riori e la fibrosi cistica (7). Cio esclude la possibili-
ta di utilizzare la misurazione di tale gas per la dia-
gnosi di certezza, tanto piu che, all'opposto, alcuni
pazienti con DCP presentano valori normali di
ossido nitrico nasale.
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In queste situazioni difficili la diagnosi puo essere
raggiunta mediante 'impiego di colture di cellule
ciliate, giacché, a differenza dei difetti primari, ogni
danno ciliare secondario € virtualmente assente
dopo la ricrescita epiteliale (8). Nonostante la vali-
dita di questo metodo, ne sono state tuttavia
riportate limitazioni o svantaggi, essenzialmente
rappresentati dalla sua complessita tecnica e dalla
necessita di porre in coftura campioni abbondanti
di mucosa nasale, ottenibili esclusivamente
mediante biopsia e a prezzo di epistassi e dolore
(8). Infatti, si & a lungo ritenuto assolutamente
insufficiente il materiale ottenibile con la metodica
meno invasiva del brushing a livello dei turbinati
nasali (8).

Metodi e risultati della ricerca

Sono stati reclutati consecutivamente 59 bambini
con storia clinica di polmonite ricorrente, condi-
zione definita dalla presenza di almeno due episo-
di di polmonite nel corso di un anno o da piu di
tre nel corso della loro vita. Tali pazienti sono stati
valutati in un periodo di relativo benessere clinico
(dovevano essere trascorse almeno 3-4 settimane
dallufttima infezione respiratoria acuta) e in un
momento in cui era possibile la sospensione alme-
no 48 ore di un eventuale trattamento farmacolo-
gico. In ognuno sono stati prelevati campioni di
mucosa nasale, utilizzando la tecnica del brushing, a
livello dei turbinati inferiori e su questi & stata ese-
guita sia 'analisi del movimento che la valutazione
ultrastrutturale delle ciglia respiratorie (9). Un
campione di mucosa nasale prelevato nello stesso
momento da ciascun bambino utilizzando la stes-
sa procedura €& stato inoltre coltivato per eseguire

I'analisi della funzione ciliare dopo ciliogenesi (1).

Una seconda analisi del movimento ciliare ed
un'ulteriore valutazione ultrastrutturale sono state
eseguite solo nei soggetti con risultati non conclu-
sivi dopo la prima valutazione, previa l'istituzione
di un appropriato trattamento antibiotico ed anti-
infiammatorio, per cercare di distinguere le altera-
zioni ciliari primarie dalle secondarie (I).

In particolare, la sospensione di cellule ciliate, otte-
nuta per immersione del campione prelevato in
una soluzione PBS/antibiotico al 2%, da utilizzare
per la coltura cellulare veniva ogni volta centrifu-
gata a 1.500 rpm per 7 minuti. Quindi, il pellet era
risospeso in 4 ml di medium e le cellule seminate
in piastre precedentemente coperte con gel

all'l%. Dopo 24 ore i campioni venivano nuova-
mente rimossi per eliminare le cellule adese e i
globuli rossi e le colture erano incubate a 37°C
con CO, al 5%. A queste veniva aggiunto | ml di
medium fresco ogni 3 giorni, mentre veniva cam-
biato completamente una volta alla settimana (1).
Con tale metodica la ciliogenesi dell'epitelio respi-
ratorio era espressa dalla presenza di aggregati di
cellule in forma di sferoidi fluttuanti nel medium,
mentre dopo la ciliogenesi in coltura la presenza di
continui movimenti di migrazione e/o rotazione
degli sferoidi entro il fluido e/o di movimenti attivi
delle particelle o detriti lungo la superficie ciliare
degli sferoidi erano considerati espressione di
un'attivita ciliare coordinata (I, 8). Al contrario,
invece, all'assenza di questi elementi o allimmobi-
lita ciliare veniva attribuito il significato diagnostico
di DCP

Con tale tecnica gli sferoidi possono essere identi-
ficati gia dopo 24-48 ore di coltura, ma nel nostro
protocollo la valutazione dell'attivita ciliare veniva
eseguita al 21° giorno quando la formazione di
nuove ciglia era avvenuta definitivamente (10).

La coltura delle cellule ciliate dell'epitelio nasale ha
avuto successo nel confermare od escludere la
diagnosi di DCP in 46 dei 59 pazienti reclutati
(78%), ma in 8 (13%) si infettava e non poteva
essere utilizzata a tale scopo. Infine, in 5 casi (9%)
dava risultati di difficile interpretazione (assenza di
attivita coordinata o di completa immobilita cilia-
re) e tali pazienti erano considerati borderline. In
3 di questi 5 pazienti, tuttavia, I'analisi del movi-
mento ciliare e I'esame ultrastrutturale consenti-
vano di porre diagnosi di discinesia ciliare secon-
daria (DCS). Pertanto, combinando i risultati dei
vari tipi d'indagine si poteva porre con sicurezza
diagnosi di DCP in |7 soggetti, di DCS in 39 casi
e solo 3 pazienti venivano classificati come bor-
derline (Tabella I).

Rilevanza clinica

Sebbene sia stato a lungo ritenuto indispensabile
eseguire una biopsia nasale per disporre di un
campione sufficiente per la coltura dell'epitelio
respiratorio per l'inadeguatezza di tecniche quali
lo scraping o il brushing almeno nella meta dei casi
(8), con la messa a punto della metodica illustrata
abbiamo dimostrato che la coltura dell'epitelio
respiratorio & possibile anche da cellule ottenute
con la procedura meno invasiva del brushing nasale.
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Tabella 1 Risultati diagnostici in pazienti con discinesia ciliare.

Diagnosi con Diagnosi con
AMC e MET ciliogenesi in coltura
N° di campionid DCP DCS Borderline
DCP (13)a 10 10 (100%) 0 (0%) 0 (0%)
DCS (37)b 33 0 (0%) 30 (90,9%) 3 (9,1%)
Borderline (9)¢ 8 4 (50%) 2 (25%) 2 (25%)

AMC: Analisi del movimento ciliare

MET: Microscopia elettronica a trasmissione

a In 2 soggetti la diagnosi era raggiunta con il 2° campionamento

b In 9 soggetti la diagnosi era raggiunta con il 2° campionamento

¢ In 9 soggetti la diagnosi era non conclusiva anche con il 2° campionamento

d in 3 soggetti con DCP, in 4 con DCS, e in 1 definito Borderline le colture cellulari risultavano infette e di conseguenza
non utili

4 N

Analisi del movimento
ciliare in vitro

Alterazioni significative

No DCP Studio ultrastrutturale

Alterazioni classiche

. della DCP
Borderline

Colture cellulari Diagnosi di DCP

semplificate

Alterazioni aspecifiche

Valutazione dell’attivita
ciliare coordinata

No DCP Alterazioni significative Diagnosi di DCP

Figura 1 Algoritmo diagnostico semplificato per la discinesia ciliare primaria.
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Infatti, il successo della coltura in quasi '80% dei
campioni & un dato significativamente superiore a
quanto riportato in precedenza e del tutto simile
alla percentuale di successo delle colture di cam-
pioni ottenuti mediante biopsia dei turbinati (8).

La coltura da brushing anziché da biopsia offre
diversi vantaggi oltre a quello di rendere piu facile
il campionamento. Infatti, le cellule epiteliali non
devono essere dissociate dal restante tessuto con
l'impiego di proteasi, richiedono meno passaggi di
sospensione-centrifugazione-risospensione per cui
si riduce il rischio di danno cellulare e non si rende
necessario il loro posizionamento su uno strato
spesso di collageno (8). Inoltre, il medium in que-
sto tipo di coltura non deve essere sostituito ogni
giorno, ma solo una volta alla settimana e la for-
mazione di aggregati stabili (sferoidi epiteliali) di
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