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RIASSUNTO

La rinite allergica (AR) & un problema sanitario globale che colpisce dal 5 al 35% della popo-
lazione. L'infiammazione allergica & caratterizzata dall'attivazione di una rete cellulare com-
plessa. La citologia nasale (NC) & uno strumento diagnostico molto utile per aiutare a sud-
dividere la AR in endotipi inflammatori, cercando di caratterizzare la AR sulla base di reperti
immuno-istologici nella mucosa nasale. Nell'iter diagnostico della AR & importante disporre di
strumentazioni vicine al punto di assistenza, semplici da usare e che diano risultati disponibili
istantaneamente, idonei ad aiutare il medico nella pratica clinica. | progressi tecnologici della
citologia nasale hanno cambiato radicalmente l'approccio clinico alla diagnosi e al trattamen-
to della rinite. Lo scopo di questo lavoro é riportare i progressi tecnologici della citologia nasa-
le come metodo diagnostico di facile applicazione per caratterizzare l'eterogeneita della rinite.

PAROLE CHIAVE: rinite allergica, citologia nasale, endotipizzare, lettura automatizzata,
deep learning

ABSTRACT

Allergic rhinitis (AR) is a global health problem affecting 5 to 35% of the population. Allergic
inflammation is characterized by the activation of a complex cellular network. Nasal cytology
(NC) is a very useful diagnostic tool to help divide AR into inflammatory endotypes, attempting
to characterize AR based on immuno-histologic findings in the nasal mucosa. In the diagnos-
tic process of AR, it is important to have instrumentation that is close to the point of care, easy
to use, and gives results that are available instantly, suitable to help the physician in clinical
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practice. Technological advances in nasal cytology have radically changed the clinical approach to the diagnosis and treatment of rhinitis.
The purpose of this paper is to report the technological advances in nasal cytology as an easily applied diagnostic method to characterize the

heterogeneity of rhinitis.

KEY WORDS: allergic rhinitis, nasal cytology, endotyping,automated reading, deep learning

INTRODUZIONE

La rinite allergica (AR) & un problema sanitario globale che colpisce
dal 5 al 35% della popolazione.

La prevalenza europea di AR € del 23%, di questo almeno il 45% non
e diagnosticato.

Nel mondo 500 milioni di persone soffrono di RA, la sua prevalenza e
tendenzialmente in aumento 3,

Linfiammazione allergica & caratterizzata dall'attivazione di una rete
cellulare complessa. La citologia nasale (NC) & uno strumento dia-
gnostico molto utile per identificare e quantificare linfiammazione
nasale *.

La complessita e la variabilita dei fenotipi della AR sono particolar-
mente evidenti e da cio scaturisce la necessita di analizzare e iden-
tificare nuovi approcci per cogliere l'eterogeneita clinica della AR °.
La AR & caratterizzata da congestione/ostruzione nasale, rinorrea,
starnuti e prurito nasale .

La diagnosi di AR viene posta sui sintomi riferiti dal paziente, ma per
formulare la diagnosi & necessario che siano presenti almeno due dei
suddetti sintomi 8. A oggi il percorso diagnostico della AR si basa sul-
la storia clinica supportata dalla rinoscopia anteriore, che ispeziona
le parti anteriori delle cavita nasali, e sui test in vitro (dosaggio IgE
specifiche) e in vivo (skin prick test, SPT) da test di sensibilizzazione
IgE (SPT o IgE specifiche), e, nell'ottica di un‘allergologia di precisione
che utilizzi anche la mobile-Health, la correlazione tra curve polli-
niche e sintomi registrati dal paziente con app tipo AllergyMonitor®;
infine, nel caso di dubbi sulla diagnosi, & possibile utilizzare il test di
provocazione nasale difficilmente praticabile nella pratica clinica ",

| sintomi della AR possono essere simili a quelli causati dalla rinite non
allergica o a quelli dovuti ad alterazioni anatomiche come lipertrofia
adenoidea. Per indirizzare le scelte terapeutiche e migliorare la ge-
stione dei costi e importante determinare correttamente 'eziologia
della RA e avere una valutazione obiettiva dello stato infiammatorio e
dell'entita dell'ostruzione *%°. La NC permette di rilevare e quantifica-
re le popolazioni cellulari all'interno della mucosa nasale in un dato
momento istantaneo, per discriminare meglio le diverse condizioni
patologiche e anche per valutare gli effetti di vari stimoli (allergeni,
infettivi, irritanti, chimico-fisici) o l'effetto di trattamenti (Fig. 1).

Negli ultimi 20 anni, i progressi tecnologici e la ricerca scientifica han-
no cambiato radicalmente ['approccio clinico alla diagnosi e al trat-
tamento della rinite. Tra le procedure, la NC pud essere un‘aggiunta
interessante e promettente da associare alla diagnostica standard. Lo
scopo di questo lavoro é riportare i progressi tecnologici della citolo-
gia nasale come metodo diagnostico di facile applicazione per carat-
terizzare 'eterogeneita della rinite.

CITOLOGIA NASALE
ED ENDOTIPIZZAZIONE

Nell'iter diagnostico della AR e in quelle NA & importante disporre di
strumentazioni vicine al punto di assistenza, semplici da usare e che
diano risultati disponibili istantaneamente, idonei ad aiutare il medi-
co nell'inquadramento diagnostico e nella valutazione obiettiva dello
stato inflammatorio, al fine di indirizzare le opportune scelte terapeu-
tiche, migliorare la gestione e razionalizzare i costi. Nella diagnostica
e nella gestione clinica di pazienti adulti con disturbi nasali Gelardi
ha identificato nella NC una metodica diagnostica strumentale che
presenta tali caratteristiche. Nel lavoro di Gelardi i pazienti sono stati
suddivisi in base ai risultati del prick test cutaneo e della NC in soggetti
con AR o rinite non allergica (NAR) ¥°. Le forme cellulari sono state
ulteriormente suddivise in base al loro citotipo: NARNE (> 50% dei
neutrofili con assenza di spore e batteri); NARES (> 20% di eosinofili);
NARMA (> 10% dei mastociti); e NARESMA (> 20% degli eosinofili e
> 10% dei mastociti) °. | risultati dello studio hanno evidenziato come
la NC ha aiutato a fornire informazioni rapide sul fenotipo e l'endotipo
del paziente rinitico e hanno dimostrato che la NC puo essere utiliz-
zata nella diagnosi differenziale della AR/NAR e nel follow-up della
valutazione dello stato inflammatorio della mucosa nasale, essendo
un esame affidabile, di rapida e semplice esecuzione e di basso costo
(Fig. 2). Un altro studio condotto da Gelardi in soggetti adulti in cui &
stata utilizzata la citologia nasale ha dimostrato che i pazienti con AR
moderata/severa, secondo la classificazione ARIA, mostrano un nu-
mero maggiore di neutrofili, mastociti/linfociti rispetto a quelli con
AR lieve, secondo la classificazione ARIA ™. | risultati di questo studio
hanno inoltre evidenziato che la natura intermittente/persistente del-
la malattia non influenza il pattern citologico e che vi & una stretta
relazione tra la gravita della AR e l'infiammazione della mucosa nasa-
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FIGURA 2. Strumenti per endotipizzare la rinite. Tools for endotyping rhinitis.

le. La NCrisulta dunque un esame utile nell'identificare e quantificare
l'infiammazione nasale e nel categorizzare |'eterogeneita clinica della
AR ™. Ciprandi et al. hanno eseguito uno studio in 52 pazienti (di eta
media 32 anni) con presenza di sintomi di AR non trattati confrontati
con 52 soggetti sani (di eta media 27 anni) e hanno, in base alla conta
cellulare, discriminato l'endotipo infiammatorio tra i pazienti con AR
e i controlli 2. La conta nasale degli eosinofili pari o superiore a 2, la
conta dei neutrofili pari o superiore a 5 e la conta dei mastociti pari o
superiore a 1 € risultata discriminante tra i pazienti con AR e i controlli.
Inoltre, i risultati hanno dimostrato che anche valutare la sola conta
degli eosinofili nasali & risultata sufficiente per discriminare tra i pa-
zienti con AR e i controlli 2. Lo studio ha dimostrato che il test della
NC & una tecnica standardizzata di supporto nella pratica clinica *2.
Recenti studi hanno utilizzato, nei bambini, la NC come strumento
per aiutare a suddividere la AR in endotipi infiammatori, cercando di
caratterizzare la AR sulla base di reperti immuno-istologici nella mu-
cosa nasale. Nello studio di Malizia et al. in 168 bambini di eta 6-14
anni con AR é stata applicata una latent class analysis (LCA) basata
sulla NC, valutando la conta delle cellule neutrofili, eosinofili e ma-
stociti per identificare gli endotipi di AR . La LCA ha identificato due
classi: Classe 1 (n = 126, 75%) con una prevalenza moderata di neu-
trofili (31,45%) in assenza di infiltrato di mastociti; Classe 2 (n = 42,
25%) con compresenza di un moderato infiltrato di eosinofili (45,24%)
e moderato numero di infiltrato di mastociti (50%). Nei bambini della
Classe 1 si & riscontata una condizione di inflammazione persistente
minima con presenza di ostruzione nasale. | bambini della Classe 2
con eta maggiore rispetto ai bambini della Classe 1 hanno presentato
un numero maggiore di SPT positivi, indipendentemente dal tipo di
sensibilizzazione (indoor vs outdoor) . Un altro studio eseguito sui
bambini di eta 6-12 anni con AR stagionale (SAR) suggerisce che il me-
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todo di clustering, basato sul lavaggio nasale con valutazione delle ci-
tochine e sulla NC con valutazione della conta delle cellule neutrofili,
Il rilevamento dei parametri infiammatori nel compartimento nasale
ha permesso di identificare nei bambini con SAR tre distinti cluster di
SAR. Il Cluster 1 ha mostrato livelli piu bassi di IL-5 e IL-17 e livelli inter-
medi di IL-23 e IFN-y; il Cluster 2 ha presentato livelli piu elevati di IL-5
e livelli intermedi di IL-17, IL-23 e [FN-y; il Cluster 3 ha mostrato livelli
piu elevati di IL-17, IL-23 e IFN-y e livelli intermedi di IL-5. Il Cluster 1 ha
mostrato una percentuale inferiore della conta cellulare di neutrofili
rispetto ai Cluster 2 e 3. Il Cluster 3 ha mostrato una percentuale piu
alta della conta cellulare dei neutrofili rispetto ai Cluster 1 e 2. Se-
guendo i criteri delle linee guida ARIA il Cluster 1 comprendeva 40
(50%) bambini, prevalentemente con SAR intermittente e persistente,
con livello di gravita moderato/severo, il Cluster 2 comprendeva 25
(31,2%) bambini, prevalentemente con SAR persistente e livello di gra-
vita moderato/severo, il Cluster 3 comprendeva 15 (18,8%) bambini
con SAR intermittente principalmente con un livello di gravita lieve.
L'utilizzo di questi strumenti ha permesso di endotipizzare l'eteroge-
neita infiammatoria della SAR *.

| PROGRESSI DELLA TECNOLOGIA
SULL'USO DELLA CITOLOGIA
NASALE: PROCESSAZIONE
ELETTURA AUTOMATIZZATA

La NC & stata inizialmente utilizzata nella pratica clinica all'inizio del
XX secolo, quando Eyermann era riuscito a identificare alcuni eosi-
nofili nella mucosa nasale di pazienti con sospetta diatesi allergica %,
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per essere poi sostanzialmente “abbandonata” per un lungo perio-
do; solo recentemente, dai primi anni 2000, grazie alla semplicita
della tecnica nonché alla sua bassa invasivita, tale metodica é stata
progressivamente “riscoperta’, acquisendo una maggiore rilevanza
nell’algoritmo diagnostico rinologico. Nonostante questo, la NC e
usata tutto sommato ancora raramente (per lo piu in centri di ricerca
universitaria) nella valutazione e gestione dei pazienti con affezioni
delle vie aeree superiori, a causa sia della procedura dispendiosa in
termini di tempo che della non ottimale riproducibilita dei risultati *.
La tecnica citologica comprende i sequenti passaggi: il campiona-
mento (raccolta delle cellule dalla mucosa nasale), la processazione
(che include colorazione e fissazione) e l'osservazione microscopica
(lettura) Y. A ogni modo in letteratura non c'é consenso sulla stan-
dardizzazione della procedura di elaborazione dei campioni ottenuti
attraverso lo scraping nasale (che risulta essere, tra tutte le tecniche di
campionamento disponibili, quella piu frequentemente utilizzata), sia
per quanto riguarda la loro “processazione” sia per cid che concerne
la successiva “lettura” *°. Per quanto riguarda la fase di processazione,
uno studio ha confrontato, in termini di contenuto di cellule infiam-
matorie, qualita dei vetrini e appropriatezza del giudizio clinico, due
diversi metodi di elaborazione dello scraping nasale, quello “classico”
mediante striscio immediato sul vetrino in contrapposizione a una
metodica di citocentrifugazione [previa diluizione del campione con
soluzione tamponata con fosfato (PBS) o ditiotreitolo (DTT)] ¥%; la
valutazione é stata esequita su 105 soggetti sintomatici, ciascuno dei
quali sottoposto a doppio campionamento della mucosa del turbina-
to inferiore. L'analisi ha evidenziato una buona correlazione tra le due
tecniche per quanto riguarda le percentuali di neutrofili ed eosinofili;
inoltre entrambe restituivano cellule ben conservate (anche se con
migliore “distribuzione” attraverso la metodica di centrifugazione,
mentre nei vetrini strisciati si repertavano piu “grumi” di cellule non-
ché aree coperte da muco) e mostravano una maggiore percentuale
di neutrofili nei maschi e nei fumatori cosi come una maggiore per-
centuale di eosinofili nei pazienti con poliposi, con una buona con-
cordanza con la sintomatologia clinica, misurata da uno specifico
questionario (Sino-Nasal Outcome Test-22) . Gli autori concludono
che vi & una sostanziale sovrapposizione dei risultati ottenuti dai ve-
trini strisciati rispetto a quelli centrifugati, in termini di affidabilita e
ripetibilita; infatti, sebbene la citocentrifugazione consenta di otte-
nere vetrini di maggiore “qualita’, facilitando la successiva procedura
di lettura, questo vantaggio & controbilanciato da una procedura di
preparazione piu complessa e dispendiosa in termini di tempo. A ogni
modo, si ritiene che la disponibilita di diversi metodi di processazione
possa verosimilmente contribuire a implementare la diffusione della
NC come tool nella valutazione delle malattie delle vie aeree superio-
ri 8. Per cio che concerne la fase di lettura, € noto che l'osservazione
al microscopio richiede allo specialista un periodo di tempo oltremo-
do prolungato. Tuttavia, oggigiorno i moderni sistemi di scansione per
preparazioni citologiche (come Optika Optiscan 10, lo scanner Patho-
scan, la piattaforma Metafer o quella D-SIGHT) e i nuovi microscopi
digitali ad alta qualita consentono di progettare un sistema di suppor-
to software, basato su tecniche di “deep learning’, per aiutare lo spe-

cialista in questa fase del proprio lavoro. In effetti quasi tutti gli studi
sulla classificazione automatica di elementi cellulari appartengono
al campo dell'ematologia. Nell'ambito degli strumenti di Intelligenza
artificiale, in pediatria l'applicazione di strumenti di deep learning ha
permesso da un‘enorme quantita di dati di apprendere informazioni
che supportano i medici nel caratterizzare 'eterogeneita clinica delle
malattie croniche come la rinite e supportare il medico nel percorso
diagnostico e delle cure . Dimauro et al. hanno recentemente pre-
sentato un sistema grazie al quale € possibile identificare e classifi-
care automaticamente le cellule presenti su un preparato citologico
nasale, sulla base di un'immagine digitale del preparato stesso Y.
In questo lavoro, il primo step di identificazione cellulare (ottenuta
grazie a tecniche di processazione e segmentazione delle immagini;
nello specifico l'estrazione cellulare si realizza essenzialmente sulle
caratteristiche cromatiche delle cellule, in particolare dei nuclei) ha
mostrato una sensibilita maggiore al 97%, mentre il secondo step
di classificazione cellulare (su sette citotipi), che si basa su una rete
neurale convoluzionale composta da tre blocchi di strati principali, ha
raggiunto un‘accuratezza di circa il 99% nel set di test e del 94% nel
set di validazione. Il rinocitologo puo poi rapidamente verificare che
la classificazione eseguita dal software sia stata idonea, correggendo
eventuali poche cellule non classificate o classificate in modo errato;
in questo modo la diagnosi puo essere suggerita dal sistema stesso,
prendendo in considerazione anche l'anamnesi di ogni paziente, e
poi definita in ultima analisi dallo specialista (riferendosi anche ai dati
ottenuti dall'esame obiettivo clinico e dagli altri test) . Gli autori con-
cludono che tale sistema di lettura si & dimostrato particolarmente
efficace, specialmente quando & necessario eseguire diverse valuta-
zioni in contemporanea; permette infatti di fotografare un numero
adeguato di campi microscopici selezionati, lasciando che il software
esegua una prima classificazione automatica delle cellule ivi ricono-
sciute, che eventualmente lo specialista pud successivamente cor-
reggere, ove lo ritenga necessario. In conclusione, il conteggio auto-
matico delle cellule comporta da una parte una riduzione del tempo
impiegato, dall'altra il passaggio dall'attuale valutazione semi-quanti-
tativa a una piu precisa e standardizzata valutazione quantitativa; tutto
questo pud sicuramente contribuire a un maggiore utilizzo della NC
nella pratica clinica quotidiana, a tutti i livelli V"

CONCLUSIONE

Il ruolo della NC ha evidenziato un approccio non invasivo alla valu-
tazione obiettiva dell'inflammazione nasale, che potrebbe portare a
una migliore comprensione della fisiopatologia delle malattie delle vie
aeree superiori e avere implicazioni per la diagnosi, il follow-up dei pa-
ziente con rinite. Nonostante la sua semplicita e l'utilita come metodo
diagnostico nel campo della rinologia, la NC paradossalmente rimane
ancora sotto utilizzata in quanto non ancora standardizzata e quindi
non riproducibile 2. La NC ha cambiato, a nostro avviso, |'approccio
diagnostico e clinico del paziente rinitico, evidenziando la fondamen-
tale importanza di raccogliere dati obiettivi sulla infiammazione. E im-
portante investire maggiormente nella ricerca e nei sistema di suppor-
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to software di lettura per sviluppare maggiormente ['utilizzo della NC
come strumento nella pratica clinica. Riteniamo che la NC rappresenti
un passo rilevante e affidabile nel lavoro diagnostico e nella prognosi
dei pazienti con disturbi nasali, ottenere una diagnosi piu accurata con
strumenti non invasivi come NG, si traduce in migliori risultati clinici e in
una migliore gestione del paziente affetto da rinite.
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