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l INTRODUZIONE

mica recessiva dovuta a mutazione di un

gene posto sul braccio lungo del cromosoma
7. Questo gene codifica per una proteina, Cystic
Fibrosis Transmenbrane Regulator (CFTR), che
regola ed & coinvolta nel trasporto di elettroliti
attraverso la membrana cellulare delle cellule
epiteliali. La mutazione pit frequente € una de-
lezione di tre paia di basi, cui corrisponde una
CFTR che manca di fenilalanina in posizione
508, da cui deriva il nome AF508 che ha ricevuto
tale mutazione. Sono note inoltre pit di 800 mu-
tazioni che inducono anomalie strutturali di-
verse della proteina CFTR e che spiegano la va-
riabilita di espressione clinica della malattia.
In particolare la CFTR e considerata essa stessa
un canale del CI'.
Il difettoso funzionamento della CFTR nella
ghiandola sudoripara porta ad un deficit di
riassorbimento del Cl" lungo i dotti ghiando-
lari, determinando cosi I’elevata concentrazione
di Cl" sudorale patognomonico della malattia.
Nelle vie aeree, al contrario, il deficit funzionale
della CFTIR si manifesta come insufficiente se-
crezione di Cl” da parte delle cellule epiteliali, a
questo si associa un accelerato riassorbimento
di Na™, cio comporta la presenza di secrezioni
disidratate ed il ristagno di secreti densi con
progressiva disfunzione degli organi interes-
sati. Sebbene sia prevalente l'interessamento
pancreatico e polmonare, complicanze fre-
quenti sono la sindrome da perdita di sali, il
diabete, la cirrosi, la patologia a carico dell’inte-
stino precoce e tardiva ecc. [1-4].

I a Fibrosi Cistica (FC) e una malattia autoso-
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La storia naturale di questa malattia resta, a
tutt’oggi, condizionata principalmente dal
grado di interessamento polmonare che si ma-
nifesta con un progressivo decremento della
funzionalita respiratoria. Le infezioni polmo-
nari, virali [5] ma soprattutto batteriche, rap-
presentano il fattore di innesco e di manteni-
mento delle lesioni. Pertanto la diagnosi pre-
coce di queste infezioni e dei loro agenti etiolo-
gici rappresenta un obiettivo rilevante e spesso
di non facile attuazione [6]. Un approccio tera-
peutico mirato ed aggressivo delle infezioni
rappresenta senz’altro la migliore strategia per
consentire il miglioramento della prognosi [7].
Le caratteristiche fondamentali delle infezioni
polmonari nella FC sono:

la presenza cronica dei germi a livello delle
vie aeree con episodi di riesacerbazione che
si sovrappongono al quadro di base;
localizzazione esclusiva a livello delle vie ae-
ree, bronchi e bronchioli, senza episodi di
batteriemia clinicamente rilevanti;

numero di patogeni limitato, in alcuni casi
con aspetto fenotipico caratteristico;

flora patogena colonizzante che di solito si
modifica con il progredire dell’eta del pa-
ziente [8, 9].

I principali germi patogeni sono inizialmente lo
Staphylococcus aureus e successivamente lo Pseu-
domonas aeruginosa (Pa); viene ipotizzato infatti
che i danni causati a livello polmonare dallo S.
aureus possano spianare la strada alla coloniz-
zazione da parte dello Pa [10, 11]. In passato
I'importanza dello S. aureus era notevole, oggi
esistono antibiotici efficaci nei confronti di que-




sto germe che rendono efficace il trattamento.
Tra i Gram negativi i vari ceppi di Pa rappre-
sentano i patogeni principali [12]. La colonizza-
zione iniziale da parte di Pa ¢ di solito causata
da ceppi con aspetto morfologico delle colonie
rugose, con il progredire del tempo le colonie
assumono aspetto di tipo mucoide. Tali modifi-
che sono da attribuire alla produzione di algi-
nato, un esopolisaccaride sinterizzato per una
depressione genica di informazioni presenti
nell’ampio genoma di questo germe [13, 14].
Pa ha una particolare adattabilita al microam-
biente polmonare e questo si riflette in un’alta
resistenza alla chemioterapia [15, 16].

Nei pazienti (pz) con FC la presenza di Pa sulle
superfici epiteliali delle cellule respiratorie, in-
duce una risposta immunitaria che € inefficace
ad eliminare i germi ma in grado di compro-
mettere progressivamente la funzionalita delle
vie aeree. La correlazione tra risposta anticor-
pale e prognosi sembra sia dovuta agli IC che
mediano l'infiammazione cronica [17, 18].
Obiettivo del nostro studio e stato quello di dia-
gnosticare correttamente e monitorare tre
aspetti della evoluzione della malattia polmo-
nare nella FC: I’assenza di infezione da Pa, la
colonizzazione intermittente e l'infezione cro-
nica. Il passaggio dall'una all’altra di queste si-
tuazioni rappresenta una tappa importante
nella storia naturale della malattia e della sua
prognosi e mette in moto una serie di strategie
terapeutiche antibiotiche pilti o meno aggressive
a seconda della evenienza [19-21].

A tal fine ¢ stata presa in considerazione la pos-
sibilita di uno studio del ruolo degli anticorpi
(Ab) anti-Pa (anti-proteasi, elastasi, esotossina
A) sia nella diagnosi che nel follow-up dei pz
con FC. Per un migliore inquadramento ab-
biamo inoltre correlato la presenza di anticorpi
con la presenza di Pa, valutata con la coltura
dell’escreato o dell’aspirato in ipofaringe otte-
nuto dopo una seduta di fisioterapia; con il de-
terioramento polmonare (FEV1); con l'eta del
pz e con il genotipo.

Bl MATERIALI E METODI

Gli Ab anti-Pa sono stati dosati nel siero di 121
pz affetti da FC (M 56, F 65) con un’eta media di
15 anni (range 15 mesi - 50 anni). E stata utiliz-
zata la metodica ELISA di tipo quantitativo che
consente di evidenziare Ab diretti contro anti-
geni specifici di Pa (elastasi, proteasi, esotossina
A) con una buona specificita e sensibilita. Sono

stati considerati negativi i valori < 1:500; bor-
derline >1:500 e < 1:1250 e positivi > 1250. Nella
suddivisione dei pz nelle tre categorie su men-
zionate sono stati considerati positivi o border-
line i pazienti con almeno la presenza di uno
dei tre anticorpi saggiati.

Il RISULTATI

20 pz pari al 16.5% non presentavano Ab; 17 pz
(14%) avevano valori borderline e 84 (69,5%)
avevano valori positivi.

La coltura dell’escreato eseguita in tutti i 121 pz
ha dato esito negativo in 29 pz (24%), una colo-
nizzazione intermittente in 11 (9%) e una colo-
nizzazione cronica in 81 (67%).

In accordo con i dati della letteratura i valori de-
gli Ab si sono dimostrati significativamente di-
versi nei pz non colonizzati, con colonizzazione
intermittente e con colonizzazione cronica (Fig.
1). Tutti i 20 pz con Ab negativi hanno presen-
tato una coltura negativa per Pa nell’escreato.
Dei 17 pz con anticorpi borderline 8 (47%) ave-
vano almeno una coltura positiva e 9 (53%) col-
tura negativa. 84 pz avevano Ab positivi , di essi
73 (87%) avevano una colonizzazione cronica
mentre gli altri 11 (13%) avevano una colonizza-
zione intermittente (Fig. 1).

La correlazione tra anticorpi e funzionalita pol-
monare ¢ stata valutata tramite FEV1 in 82 pz
suddivisi in due gruppi (FEV1 < 60 n. 38 pz. e
FEV1 > 60 n. 44 pz.) (Fig. 2). L’aumento degli
Ab si correla con un peggioramento della ma-
lattia polmonare con significativita statistica (p
<0.013).

L’eta media dei 20 pz con Ab negativi e di 9,8
anni (eta mediana 8 anni, eta minima 15 mesi,
massima 50 anni); dei 17 con Ab borderline e di
15.1 anni (eta mediana 15 anni, eta minima 16
mesi, massima 29,5 anni); gli 84 pz con Ab po-
sitivi hanno un eta media di 16 anni (eta me-
diana 16 anni, etda minima 20 mesi, massima
42,5 anni).

II genotipo & stato esaminato in 98 pz dei 121
pazienti arruolati. Sono state saggiate le 20 mu-
tazioni, la cui sensibilita e di circa il 70%, risul-
tate essere pill frequenti nella popolazione sici-
liana (Iapichino L., D’Alcamo E., dati non pub-
blicati).

Nei 69 pz con Ab positivi, la prevalenza di AF508
(mutazione considerata grave) in omo o eterozi-
gosi e del 82% (57 pz.); nei 12 pz con Ab border-
line e del 91%; nei 17 pz negativi & del 58%.
Draltro canto in 28 dei 38 pz con Ab positivi,
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Figura 1 - Valore medio di Anticorpi anti proteasi (AP), elastasi (ELA) ed esotossina A (ESO) determinati con
metodo ELISA in 37 pazienti (non colonizzati o colonizzati cronicamente) e 81 pazienti colonizzati cronica-

mente.
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Figura 2 - Correlazione del valore medio di Anticorpi anti proteasi (AP), elastasi (ELA) ed esotossina A (ESO) de-
terminati con metodo ELISA in due gruppi di pazienti suddivisi in base alla funzionalita polmonare.

eterozigoti alla AF, la mutazione riscontrata
sull’altro cromosoma era anch’essa grave. Tra i
17 pz con Ab negativi che presentano la AF508,
solo 5 erano omozigoti mentre nei restanti 5 ete-
rozigoti nessuno presentava mutazione grave
sull’altro allele.

La gravita del genotipo correla con la positivita
degli Ab anti Pa indicando che una CFIR piu
grossolanamente alterata favorisce la colonizza-
zione da Pa ed il conseguente elevato titolo an-
ticorpale.

I CONCLUSIONI

I dati in nostro possesso ci consentono di fare
alcune importanti considerazioni dal punto di
vista clinico, terapeutico e prognostico.

La popolazione di pz negativi per Ab e coltura
e formata da soggetti di eta significativamente
minore con malattia polmonare piu lieve e ge-
notipo mild.

Vi ¢ in questa popolazione indicazione ad at-
tuare alcune misure di tipo igienico-ambientale
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all’interno dei Centri per la FC atte ad evitarne
il contatto con pz positivi per Pa ed inoltre ad
attuare un programma di vaccinazione anti-Pa
come viene pilt spesso segnalato in letteratura
[20, 21].

Nei pz borderline, alle considerazioni prece-
denti, va aggiunta secondo i dati di evidenza
della letteratura una strategia antibiotica ag-
gressiva che abbia come obiettivo 1’eradica-
zione delle possibili colture positive al fine di
evitare o quanto meno ritardare il passaggio
all’infezione cronica, elemento prognostico
sempre sfavorevole [22, 23].

Gli elevati titoli anticorpali rilevati nei pz con
infezione cronica confermano il dato che la loro

presenza risulta essere un indice fedele del
danno polmonare e come tale strettamente col-
legata ad una prognosi peggiore. A differenza
infatti che in altre patologie infettive, la risposta
immunitaria caratterizzata da un elevato titolo,
nella FC non protegge ma & correlata con mec-
canismo patogenetico dimostrato, ad una ma-
lattia pit grave.

In conclusione il dosaggio degli anticorpi anti-
Pa rappresenta un valido ausilio diagnostico
nel follow-up della malattia polmonare nella
FC.

Key words: Pseudomonas aeruginosa - antibodies,
cystic fibrosis.

RIASSUNTO

Obiettivo del nostro studio e stato quello di
diagnosticare tre aspetti della evoluzione
della malattia polmonare nella Fibrosi Cistica.
L’assenza di infezione da Pseudomonas aerugi-
nosa (Pa), la colonizzazione intermittente e
l'infezione cronica. E stata presa in considera-
zione la possibilita di uno studio del ruolo de-
gli anticorpi (Ab) anti-Pa (anti-proteasi, ela-
stasi, esotossina A) nella diagnosi e nel fol-
low-up. Abbiamo correlato la presenza di Ab
con la coltura dell’escreato, con il FEV1, con
I'eta del pz e con il genotipo. Gli Ab sono stati
dosati nel siero di 120 pz con metodica ELISA.
Sono stati considerati negativi valori < 1:500,
borderline > 1:500 < 1:1250, e positivi > 1:1250.

11 16,5% dei pz non presentavano Ab, il 17%
valori borderline e il 69,5% valori positivi. I pz
con Ab negativi hanno presentato una coltura
negativa, i pz con Ab borderline avevano nel
47% almeno una coltura positiva, mentre nel
53% erano negativi. I pz con Ab positivi
nell’87% dei casi avevano una colonizzazione
cronica, nel 13% una colonizzazione intermit-
tente. L’aumento degli Ab si correla con un
peggioramento della malattia polmonare (p <
0.013). La gravita del genotipo (AF08) correla
con la positivita degli Ab anti Pa 1l dosaggio
degli Ab anti-Pa rappresenta un valido ausilio
diagnostico nella diagnosi e nel follow-up
della malattia polmonare nella FC.

SUMMARY

The aim of our study was to diagnose and to con-
trol three aspects of the evolution of lung disease in
CF: the absence of infection, the intermittent colo-
nization and chronic infection by Pseudomonas
aeruginosa.

Therefore a study of anti-pseudomonas antibodies
(Ab) (anti-protease, anti-elastin and antihexo-
toxin A) for diagnosis and follow-up of CF pa-
tients was considered. Moreover, we related the
presence of Ab to the sputum culture, to FEV1, to
patient age and to genotype. Tbe Ab were dosed in
121 patients by quantitative ELISA method. Val-
ues < 1: 500 were considered negative, values> 1:
500 and < 1:1250 borderline, and > 1:1250 posi-

tive. 16.5% of patients did not have Ab, 17% had
borderline values and 69.5% had positive values.
All the patients with negative Ab had negative
sputum culture; 47% of patients with borderline
values had at least one positive culture while 53%
were negative. 87% of patients with positive val-
ues had chronic colonization, 13% intermittent
colonization.

The increase in the Ab rate is statistically related
to a more severe lung disease (p < 0.013). The pres-
ence of a severe mutation (AF 508) is related to
positive wvalues of Ab. Evaluation of anti-
Pseudomonas aeruginosa is an important tool for
diagnosis and follow-up of CF lung disease
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