Att pavisa astmatisk inflammation
med undersokning av sputum

Tari Haahtela, Tuula Metso ja Paula Rytila

Lakarna har nastan helt saknat metoder for att rutinmassigt kunna
diagnostisera slemhinneinflammation i andingsvagarna. Astma ar en
inflammatorisk sjukdom i luftréren, men i praktiken diagnostiseras
och foljs inflammationen inte upp. Undersokningar av sputum har
anvants lange men har de senaste aren utvecklats for att pavisa den
for astma typiska eosinofila inflammationen pa ett tidigt stadium.
Det ar andamalsenligt att undersoka sputum hos patienter som lider
av utdragen hosta: bestamning av inflammationsceller och métning
av inflammationsmarkorer rojer inflammationens art och leder till

ratt behandling.

Redan vid lindrig astma &r slemhinnan in-
flammerad och flimmerepitelet nagot skadat.
Vid astma ar det typiskt att eosinofila leu-
kocyter ackumuleras i epitelet och de un-
derliggande vavnaderna. | kroniska fall ses
forandringar i slemhinnans struktur: basal-
membranen fortjockas, bindvav bildas under
epitelet, glattmuskelskiktet fértjockas och ka-
pillarer nybildas. Strukturférandringen kan
gora luftréren stelare och férsdmrar hos en
del patienter lungfunktionen irreversibelt.

Utdragen hosta, slembildning, andn6d och
ibland pipande andning ar kliniska symtom
pa astma. Rubbad lungfunktion, som tradi-
tionellt varit grunden for diagnostiken av
astma, ar en foljd av slemhinneinflammatio-
nen. Né&r astmainflammationen &r i en aktiv
fas innehaller slemhinnan rikligt med eosi-
nofila leukocyter. I slemhinneprovbitar som
tagits vid bronkoskopi ses inflammations-
forandringar redan pa ett tidigt stadium av
astma, nar sjukdomen annu inte framskridit
s langt att funktionen rubbas bestaende.
Det ar uppenbart att slemhinnan drabbas av
inflammation redan innan funktionsrubb-
ning utvecklas.

Astmainflammationen borde avsldjas redan
nar sjukdomen &r lindrig och funktionsrubb-
ning &nnu inte regelbundet férekommer. Att
undersotka ett inducerat sputumprov ar ett

“nytt” satt att pavisa slemhinneinflammation
noninvasivt. Med hjalp av sadant kan aven
effekten av inflammationslindrande behand-
ling vid astman f6ljas upp. | ett sputumprov
som harstammar fran de nedre luftvagarna
kan man vid inflammation péavisa celler mik-
roskopiskt och méata markorer som frisatts av
aktiverade inflammationsceller.

Bakgrund

Sputumundersdkningar har sedan urminnes
tider utnyttjats av lunglakare t.ex. for att
pavisa tuberkulosbakterier och maligna celler
vid cancermisstanke. Vid astma vacktes in-
tresset for sputumundersdkningar nar det
konstaterats att epitelskador och inflamma-
tionsforandringar forekommer redan pa ett
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Tabell 1. Anvisning for induktion av sputum

1.

Fore induktionen inhalerar patienten 200 pg salbutamol. Efter tio minuter méats PEF-vardet tre ganger
och det basta vardet noteras. Om PEF-vardet &r under 300 I/min, startas induktionen bara under
lakartillsyn. Patienten informeras om undersékningens syfte och undervisas i réatt hostteknik (provet
skall komma upp ur de nedre luftvdgarna). Munnen skdéljs och nésan snyts.

I lakemedelsbehéllaren pd en Omron U1l-ultraljudsnebulisator (Omron, Tyskland, representant
NormoMedical) halls 5 ml steril 3 % koksaltlésning. Patienten inandas lugnt koksaltlésning utan
nasklamma i cirka 15 minuter. Andningen avbryts genast om patienten borjar hosta s& att sputum
kan tas till vara. Patienten skall inte lamnas ensam under induktionen.

Allt sputum tas till vara i en steril kopp. Ett bra sputumprov innehaller material fran de nedre
luftvagarna. Enbart saliv duger inte.

Induktionen avbryts nar man fatt tillrackligt mycket sputumprov, 15 minuter forlopt eller koksaltlosningen
tagit slut. Om patienten far andndd eller andra symtom avbryts induktionen.

Slutligen mats PEF-vardet tre gdnger, och om det sjunkit mer &n 15 procent fran utgangsvardet ges

patienten luftrorsvidgande medicin (t.ex. 200 pg Buventol Easyhaler®).

6. Sputumprovet forvaras i kylskap och behandlas sa fort som mgjligt, helst inom tva timmar.

tidigt stadium av sjukdomen. P& 1990-talet
har metoderna att behandla och analysera
prov av sputum utvecklats och visat sig vara
tillrackligt palitliga och reproducerbara.

Induktion av prov

Vid induktion av sputum anvands en ultra-
ljudsaerosol och latt hyperton saltldsning.
I anvisningen i Tabell 1 har man anvant
en Omron Ul-ultraljudsnebulisator (Omron,
Tyskland, representant i Finland NormoMe-
dical) samt treprocentig koksaltldsning. Fore
induktionen far patienten bronkutvidgande
lakemedel (t.ex. Buventol Easyhaler® 200
ug) eftersom induktionen kan orsaka lindrig
bronkokonstriktion. Utandningens peak flow
(PEF) mats fore och efter induktionen. Detta
tillvagagangssatt ar helt riskfritt for patien-
ten. Med lite 6vning kan 90 procent av pa-
tienterna och friska kontrollpersoner ge ett
bra sputumprov fran de nedre luftvagarna.

Behandling av sputumprov

En enkel metod som lampar sig for rutinana-
lyser for att bestamma koncentrationer av in-
flammationsmarkérer i sputumprov beskrivs
i Tabell 2.

Behandling av prov i primarvarden

Ett sputumprov kan forvaras i kylskap ett par
timmar innan det behandlas. Detta hindrar
bakterieaktivitet och sputumcellerna bevaras
hela och sonderfaller inte. Sputum separeras
fran saliven i provet med pincett. Sputum-

klumparna sammanférs och rérs om med pin-
cett, och en del anvands for utstryksglas. Luft-
torkade glas ar hallbara i rumstemperatur
en vecka utan att cellernas morfologi lider.
Resten av sputumprovet laggs i frys (=20°C)
for att vanta pa transport till laboratoriet.

Behandling av prov pa laboratoriet

Det kravs att sputumprovet ar represen-
tativt material frdn de nedre luftvagarna.
Ett bra sputumprov innehaller mycket mak-
rofager och lite epitelceller frdn slemhin-
nan. Att provet ar representativt kontrol-
leras genom att de obehandlade utstryks-
glasen fargas med eosin-metylenblatt och
studeras i mikroskop. Differentialrdkning
av cellerna i sputum kan inte géras pa ut-
strykspreparat, utan de olika cellernas an-
delar uppskattas semikvantitativt.

De klumpar som separerats ur sputumpro-
vet behandlas med slemupplésande @&mnen
(Sputolysin®) som likvifierar provet. Daref-
ter behandlas provet med cellupplésande re-
agens (detergens), vilket frigor intracelluléara
markorer som kan matas.

Om man vill undersdka inflammationscel-
lernas procentuella andelar i sputumprovet
(differentialrakning) kan provet inte djup-
frysas i vantan pa analys. Det likvifieras med
Sputolysin, men cellerna uppldses inte med
detergens. Med cytocentrifug gors ett prepa-
rat som fargas med MGG (May-Grunwald-
Giemsa) och cellerna raknas mikroskopiskt.
Differentialrédkning av sputumceller &r en
relativt arbetskravande metod och lampar
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Tabell 2. Behandling av inducerat sputumprov i rutinanalys. Punkterna 1-4 i den 6ppna varden, 5-7 i laboratorium

1. Det inducerade sputumprovet samlas i en tom sputumburk. Konserveringsmedel (t.ex. etanol) far inte anvandas.
Sputumprovet halls ut pa en petriskal av plast, och med pincett plockas sputumklumparna ut ur saliven. Saliv och
sputum kan sarskiljas med hjalp av fargen och viskositeten. Saliven ar en klar, néstan genomskinlig vatska. Sputum
varierar till fargen fran olika grader av ljust till helt klart, men kan aven vara gront, gult eller brunt. Sputum &r segare
an saliv och dess viskositet ar hogre an salivens.

3. Att provet ar representativt kontrolleras genom att utstryk med tvaglasteknik gors av en del av det sputum som finns
provet. Preparatet lufttorkas och fixeras inte.

4. Resten av provet satts i ett provror, vags och djupfryses.

5. Utstryksprepratatet fargas med metylenblatt, och de fargade cellerna studeras i ljusmikroskop. For vidare behandling
duger prov som innehaller makrofager och/eller bronkepitelceller med flimmerhar.

6. Provet tinas upp for behandling. | provroret tillsatts slemupplésande reagens (10 % Sputolysin utspatt i vatten,
CalbioChem, USA) fyrfaldig volym (4 x A pl) jamfort med méngden sputum (A mg).

7. | provroret tillsatts CTAB-reagens (0,4 % CTAB?, 0,25 % HSA? i PBS-buffert® pH 7,2) femfaldig volym (5 x A pl) jamfort
med méngden sputum (A mg). Provet blandas 15 minuter med en cellblandare.

8. Provet centrifugeras (10 minuter, 1 800 g, rumstemperatur). Klar supernatant tas till vara och férdelas pa tva provror.
Resten av provet (cellknappen) slangs.

9. | supernatanten bestdms inflammationsmarkdérerna. ECP- och MPO-bestdmningarna gors med kommersiella reagenser
(Pharmacia & Upjohn Diagnostics, Uppsala, Sverige). Provet spads vid behov ut med provbuffert.

1CTAB; cetyl-N,N,N-trimetylammoniumbromi. 2HSA; humant serumalbumin. 3PBS; 100 mM fosfatbuffrad koksaltlosning.

sig darfor bara for specialsjukvarden och
stdrre laboratorier.

Undersdkning av provet

Eosinofila leukocyter

Flera olika proteiner som inflammations-
cellerna utsdndrat kan bestdmmas i provet
med immunologiska metoder sedan de isole-
rade sputumklumparna behandlats och pro-
teinerna gjorts l6sliga. Vid astmaundersok-
ningar ar substanser som eosinofilerna ut-
sondrat de viktigaste. Aven neutrofilspecifika
proteiner behdvs, eftersom neutrofil slemhin-
neinflammation ofta férekommer vid forvar-
rad astma, kronisk obstruktiv lungsjukdom
(COPD) samt luftvagsinfektioner.

De eosinofila leukocyterna syntetiserar i
sina granula flera specifika inflammations-
proteiner, av vilka de mest undersokta &r
eosinofilernas katjoniska protein (ECP), eo-
sinofilernas peroxidas (EPO), eosinofilernas
protein X (EPX) och major basic protein
(MBP). Nar cellen aktiverats, utséndrar den
dessa substanser som ofta ar skadliga for
luftvagsepitelet. Enligt den aktuella uppfatt-
ningen har slemhinneskadorna hos astmapa-
tienter till stor del orsakats av eosinofila pro-
teiner.

Av de eosinofila proteinerna kanner man
bast till ECP som ar ett intracellulart basiskt

protein i granula. Det ar toxiskt for parasit-
maskarnas larver och bakterier och orsakar
cellskador. Bestamning av ECP i serum har
i stor utstrackning anvants i diagnostiken av
astma och svaret pa behandlingen. Den eo-
sinofila inflammationsreaktionen vid astma
ses dock svagt i serum i lindriga faser eller
begynnelsestadiet av sjukdomen, och férand-
ringarna vid behandling ar sma. ECP-kon-
centrationen i sputum ar mycket storre an i
serum, och den reagerar latt pa antiinflam-
matorisk behandling som paverkar den eosi-
nofila inflammationen. | en studie av barnast-
matiker korrelerade forandringarna i ECP-
koncentration i sputum val med patienternas
symtom och lungfunktionsférandringar.

Neutrofila leukocyter

Neutrofila leukocyters andel i uppkomsten av
astma ar oklar. Vid inflammation i lungepi-
telet lockar aktiverade celler med kemotak-
tiska faktorer neutrofiler till stéllet och akti-
verar &ven andra celler att utsdndra kemotax-
iner. Neutrofilerna har i sitt cytoplasma flera
specialiserade populationer av granula, som
innehaller mikrobdddande substanser, sasom
myeloperoxidas, lipokalin, lysozym, elastas
och laktoferrin. Till f6ljd av cellaktiveringen
frisatts dessa utanfor cellen. Vid fagocytos
frisatts de intracellulart och forstdér den fa-
gocyterade substansen. | den aktiva fasen av
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sjukdomen kommer dessa substanser aven ut
i den omgivande vavnaden.

Om det forekommer rikligt med neutrofi-
ler i lungepitelet, djupare i slemhinnorna och
i sputum aterspeglar detta avancerad inflam-
mation. Enstaka neutrofiler i lungepitel och i
sputum ar ett normalt fenomen.

Myeloperoxidas (MPQO) ar det mest un-
dersbkta av proteinerna i priméargranula ef-
tersom det férekommer aven i monocyter.
MPO frisatts i anslutning till fagocytos och
cellaktivering, varvid det katalyserar oxide-
ring. Det uppkomna MPO-vateperoxid-ha-
lid-komplexet ar toxiskt for de flesta mikro-
organismer, men mikrobdéden ar aven fore-
nad med en inflammationsreaktion. Stegrat
MPO-véarde i sputum vittnar om aktivering
av neutrofiler och tyder pa aktuell luftvéags-
infektion eller forvarrad astma. MPO-vardet
i serum ligger nastan undantagslost inom re-
ferensomrédet hos astmatikerna, forutsatt att
de inte samtidigt har en luftvagsinfektion.

Ovriga inflammationsceller i sputum

En central roll vid allergiska reaktioner inne-
has av véavnadsmastceller eller basofiler. Mast-
cellernas andel i inducerade sputumprov ar
liten, hos astmatiker maximalt cirka tva pro-
cent. Histamin och tryptas ar mastcellsspeci-
fika substanser som kan métas i sputum. For
tillfallet kan tryptas- och histaminbestam-
ningar i sputum inte utnyttjas i astmadiag-
nostiken, eftersom koncentrationerna ligger
under matmetodens kanslighet.

Lymfocyter finns bara sparsamt i sputum,
och cellspecifika markorer har dn sa lange
inte anvants i rutindiagnostiken. T-helpercel-
lernas interleukin-5 (IL-5) &ar en viktig till-
vaxtfaktor for eosinofiler och B-celler. Nar
astma forvarras okar IL-5-halterna i sputum
till matbara nivaer, medan steroidbehandling
sanker halterna. For narvarande hor cytokin-
bestdamningar inte till standardundersdkning-
arna.

Sputumundersdkning i kliniskt bruk

Inducerat sputum ar det enda direkta sattet
att icke-invasivt karakterisera inflammation
i luftvagarna. Aven matning av utandnings-
luftens kvaveoxid pavisar inflammation i luft-
vagarna men talar inte om vilken typ av in-
flammation det ar fragan om.

Induktion av sputum kan &ven bra goras
pa barn fran fem ar uppat. | standarddiag-
nostiken I6nar det sig for narvarande att se-
mikvantitativt bestamma inflammationscel-

lerna i utstrykspreparat och méata ECP, en
markor som reflekterar aktivering av eosi-
nofilerna, och i samma prov ocksd MOP,
en markor for neutrofiler. Hos astmatikerna
motsvarar eosinofila leukocyter och ECP-
halter val varandra. Férdelen med att méata
markorer jamfort med cellrdkning ar att man
far ett objektivt talvarde, som kan jamforas
med referensvarden och vars forandringar
kan féljas under behandling.

Metoden kan tillampas aven i den 6ppna
varden. Prov kan tas t.ex. pa halsocentraler
och skickas till laboratorium for undersok-
ning. Lakare i priméarvarden far ofta lov att
gissa om en hostande patient har bakterie-
infektion (behandling kanske med antibioti-
ka) eller virusinfektion (behandling vila och
varm dryck) eller inflammation av astma eller
allergi (behandling t.ex. med inhalationsste-
roid). Sputumundersdkningar kan vara till
hjalp i nar det galler att skilja mellan infek-
tion och allergisk inflammation, men an sa
lange inte nar det galler att sarskilja bakterie-
och virusinfektioner.

En eosinofil inflammation kan lugna sig
spontant sa smaningom — i synnerhet om or-
saken ar exponering for allergener, och expo-
neringen upphdr. Men i behandlingen med
lakemedel har man ingen nytta av uppre-
pade antibiotikakurer, hostmediciner, ’slem-
I6sande” eller luftrorsutvidgande medel, utan
inflammationen borde behandlas med anti-
inflammatoriska medel. Den réatta behand-
lingen for patienter med astmaliknande in-
flammationer ar narmast inhalationssteroider
som kurer (t.ex. i tre manader). Sputumun-
derstkningarna har 6ppnat en mgjlighet att
diagnostisera dessa patienters sjukdom och
erbjuda en béattre behandling.

Vid astma och dess forvarrade stadier ses
ofta &ven aktivering av neutrofiler. En kraf-
tig infektion (t.ex. lungklamydia) kan satta i
gang en eosinofil inflammationsreaktion, och
da ordineras bade antibiotika och steroider.
Aven COPD-patienter har rikligt med neut-
rofiler i sitt sputum. Nar man mater en neut-
rofilmarkér, myeloperoxidas (MPO), samti-
digt som ECP kan neutrofilernas andel upp-
skattas (Tabell 3). Hos friska manniskor ser
man kraftig sputumneutrofili samt stegrade
MPO- och ECP-halter vid luftvagsinfektio-
ner. Neutrofilerna kan ta upp ECP i sig,
lagra det i sina granula och vid aktivering
frisatta det igen utanfor cellen. ECP-halten
kan vara hog i sputum nar det férutom eo-
sinofiler innehaller ocksa neutrofiler. Darfor
maste man bestamma ECP och MPO sam-
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Tabell 3. Tolkning av resultaten®

ECP i sputum? MPO i sputum? Diagnos
1. Stegrat Normalt Astma eller astmaliknande inflammation
2. Stegrat Stegrat Astma, astmaliknande inflammation, luftvagsinfektion
3. Normalt Stegrat Luftvagsinfektion
4.  Normalt Normalt Normalt fynd

1. ECP forhojt och MPO normalt. Resultatet tyder pa eosinofil aktivering som kan vara férknippad
med astma eller astmaliknande inflammation i luftvégarna. Om patienten har lungfunktionsférandringar
(varierande obstruktion) stéder fyndet diagnosen astma.

2. ECP forhojt och MPO forhojt. Resultatet kan vara forenligt med forvarrad astma men det kan aven
vara frdgan om enbart luftvagsinfektion. Om utstryket féreter eosinofiler stoder fyndet diagnosen astma.

3.  ECP normalt och MPO forhojt. Resultatet tyder pa luftvagsinfektion.

4. ECP normalt och MPO normalt. Om provet ar bra (makrofager pa glaset) ar resultatet normalt. Om
cellerna pa glaset ar bara skivepitelceller ar det frdgan om salivprov och resultatet ar otillforlitligt.

!Metso T, Rytila P, Haahtela T. Hud- och allergisjukhuset, HUCS. (Opublicerat material/Nordiska
kongressen i klinisk kemi, Abo 1998). *Referensvéarden: Ex-ECP-total under 2 500 g/l (n = 35); Ex-

XWO-total under 1 200 mg/l (n = 30).

tidigt for att karakterisera inflammationen. |
framtiden far vi nya inflammationsmark®érer,
sasom peroxidas i eosinofiler (EPO) samt li-
pokalin i neutrofiler (HNL), som forbattrar
undersokningens cellspecificitet.

Inducerade sputumprov lampar sig bra for
bedomning av inflammationens svarhetsgrad
och kan darfér anvandas for att félja upp ef-
fekten av behandlingen. Det vore sarskilt vik-
tigt att kunna se hur inflammationen lugnar
sig nar behandling av astma satts in. Patien-
ten kan vara ganska symtomfri och lungfunk-
tionen normal medan sputumprovet fortfa-
rande visar stark astmatisk inflammation. Da
skall lakemedelsbehandlingen inte trappas
ned eller dosen minskas. Det finns &ven pa-
tienter som i onddan anvander astmamedici-
ner eller har onddigt stora doser. En objektiv
vardering av den astmatiska inflammationen
hjalper aven vid handlaggningen av dessa pa-
tientfall.

Tari Haahtela, Tuula Metso och Paula
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