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Riassunto
Le vie aeree sono ricoperte da un sottile strato di liquido noto come liquido di superficie delle 
vie aeree (ALF), costituito da una miscela complessa di proteine, peptidi, lipidi, elettroliti ed 
acqua. Il condensato dell’aria espirata (EBC) rappresenta una matrice biologica estremamen-
te valida per lo studio dell’ALF. 
L’EBC è ottenuto dal respiro orale attraverso un boccaglio con una valvola unidirezionale che 
devia il flusso dell’aria all’interno di una camera refrigerante. L’aria espirata satura di vapore 
acqueo e le particelle aerosolizzate dell’ALF condensano sulla superficie della camera e il 
liquido condensato può essere così raccolto. 
L’EBC comprende oltre 2.000 composti e molti possono essere utilizzati come marker indicati 
per valutazione dell’infiammazione delle vie aeree, screening e diagnostica precoce, valuta-
zione dell’esposizione ambientale e professionale, monitoraggio farmacologico, fisiologia 
dell’esercizio. 

Parole chiave: biomarker, BPCO, asma, riabilitazione, metabolomica

Summary
Airways are covered by a thin layer of fluid known as airway lining fluid (ALF), which is 
made up of a complex mixture of proteins, peptides, lipids, electrolytes, and water. Exhaled 
breath condensate (EBC) represents an extremely valid biological matrix for the study of ALF.  
EBC is obtained by oral breathing through a mouthpiece equipped with a saliva trap 
and a one-way valve that diverts the flow of air through a tube into a cooling cham-
ber. The exhaled air saturated with water vapor and the aerosolized ALF particles con-
dense on the surface of the chamber so that the condensed liquid can be collected.  
EBC includes over 2,000 compounds and several biomarkers indicated for the evaluation of 
airway inflammation, screening and early diagnosis, evaluation of environmental and profes-
sional exposure, pharmacological monitoring, exercise physiology.

Key words: biomarker, COPD, asthma, rehabilitation, metabolomics

Introduzione
Le vie aeree sono ricoperte da un sottile strato di liquido noto come liqui-
do del lining (superficie) delle vie aeree (ALF), costituito da una miscela 
complessa di proteine, peptidi, lipidi, elettroliti ed acqua  1. L’ALF ha un 
ruolo fondamentale nel mantenimento dell’omeostasi polmonare svol-
gendo un’azione immunomodulante, di promozione della riparazione del 
danno tessutale e di trasporto di vari nutrienti. 
L’epitelio alveolare secerne un liquido ricco di lipidi e proteine noto come 
surfattante che regola ed ottimizza la meccanica polmonare 2.
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Essendo una matrice prossima alle vie aeree, l’ALF va 
incontro a modificazioni qualitative e quantitative della 
sua composizione in caso di patologie respiratorie, in 
seguito alla esposizione ad inquinanti professionali e 
anche nel corso di alcune patologie sistemiche. 
La metodica più idonea per il campionamento dell’ALF 
è attualmente il lavaggio bronco-alveolare (BAL) 3. Tut-
tavia, l’invasività della procedura endoscopica necessa-
ria per effettuare il BAL ne ostacola fortemente l’utilizzo 
nella pratica clinica quotidiana sia come strumento dia-
gnostico, sia come strumento di monitoraggio clinico. 
Un metodo non invasivo per ottenere informazioni indi-
rette sulla composizione dell’ALF è quello di raccogliere 
il condensato dell’aria espirata (EBC). La raccolta e lo 
studio dell’EBC presenta numerosi vantaggi rispetto al 
BAL. Infatti, la metodica non è invasiva e può essere 
pertanto eseguita in tutti i soggetti, indipendentemente 
dall’età, e in tutte le malattie respiratorie indipendente-
mente dalla loro gravità e finanche nei pazienti in ven-
tilazione meccanica. Inoltre, l’EBC offre l’opportunità di 
effettuare misurazioni seriate nella stessa persona sia in 
fase stabile che durante le fasi di riacutizzazione della 
malattia, fornendo informazioni preziose per la valuta-
zione e il monitoraggio fisiopatologico delle vie aeree 4.
L’EBC è costituito principalmente da acqua distillata, 
particelle aerosolizzate dall’ALF, a causa del flusso tur-
bolento dell’espirato attraverso le vie aeree, e sostanze 
volatili idro-solubili. Nell’EBC sono stati identificati più 
di 2.000 composti 5 e molti di essi sono potenziali bio-

marcatori di malattie polmonari. Inoltre, l’EBC, essendo 
ottenuto direttamente dalle vie aeree, è una matrice 
biologica più rilevante rispetto ad altre per lo studio 
delle patologie polmonari 6. 
L’EBC contiene sia composti organici che inorganici, tra 
cui ricordiamo perossido di idrogeno (H2O2), ossido ni-
trico (NO), mediatori lipidici (8-isprostano, leucotrieni e 
prostaglandine), piccole proteine (citochine e chemo-
chine) e derivati di acidi nucleici 7 (Tab. I). Questi biomar-
catori possono essere alterati in varie malattie polmona-
ri come asma bronchiale, broncopneumopatia cronica 
ostruttiva (BPCO), bronchiectasie, infezioni e neoplasie 
polmonari. Lo studio di questi biomarcatori può quindi 
riflettere il grado e il tipo di infiammazione polmonare 
nel corso delle differenti malattie respiratorie 8.

Come funziona?
L’EBC può essere facilmente ottenuto in quasi tutte le 
circostanze, indipendentemente dalle caratteristiche 
del soggetto, dalla gravità della patologia polmona-
re, nel soggetto in respiro spontaneo o in ventilazione 
meccanica. 
Dopo aver posizionato una clip nasale, si invita il sog-
getto a respirare tranquillamente attraverso un bocca-
glio provvisto di trappola salivare e di una valvola unidi-
rezionale che devia il flusso dell’aria espirata attraverso 
un tubo di Teflon, polipropilene o altro materiale inerte, 
all’interno di una camera refrigerante. L’aria espirata 
satura di vapore acqueo e le particelle aerosolizzate 

Tabella I. Principali biomarcatori presenti nell EBC.

pH Biomarcatore validato e riproducibile. Valori ridotti di pH sono stati riscontrati in varie patologie 
polmonari tra cui asma e BPCO. Valori particolarmente ridotti sono stati riscontrati in soggetti con 
asma riacutizzato e in un sottogruppo specifico di pazienti con BPCO. Il trattamento con corticosteroidi 
determina un aumento dei valori del pH nel soggetto asmatico. Il reflusso gastroesofageo acidifica 
le vie aeree. 

Metaboliti 
dell’acido 

arachidonico

Comprende leucotrieni, lipoxine, isoprostani e prostanoidi implicati nel  controllo della risposta 
infiammatoria e di altre vie metaboliche.

Biomarker dello 
stress ossidativo

H2O2, isoprostani, prodotti della ossidazione del DNA e dell’RNA, prodotti della ossidazione di 
peptidi, lipidi, glutatione.

Citochine e 
chemochine

Molecole con azione pro- e anti-infiammatoria. Rappresentano biomarcatori di infiammazione 
cronica. Nell’EBC è stata individuata una numerosa serie di citochine e chemochine tra cui ricordiamo 
TNF, INF, IL-1beta, RANTES e vari membri della famiglia di interleuchine (IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6; IL-8, 
IL-10, IL-13, IL-18).

Proteine e 
metaboliti

L’analisi proteomica dell’EBC consente la individuazione di specifiche proteine quali biomarcatori 
di infiammazione e di stress ossidativo. La significativa e differente espressione di queste proteine 
nell’EBC può rappresentare un potenziale biomarker per la precoce identificazione di patologie 
polmonari, in primis le patologie neoplastiche. 

Derivati dall’ossido 
nitrico

Nitrati e nitriti sono derivati dell’ossido nitrico che possono combinarsi con l’ossigeno a formare 
nitroderivati altamente reattivi (RNS) che interagendo con i gruppi tiolici di varie biomolecole 
formano S-nitrosotioli e interagendo con la tirosina formano 3-nitrotirosina.

Acidi nucleici Possono essere determinabili nell’EBC con la tecnica della reazione a catena della polimerasi (PCR). 
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dell’ASF condensano sulla superficie della camera refri-
gerante e il liquido condensato può essere poi raccol-
to. Generalmente, la durata della procedura è di circa 
10 minuti sia negli adulti che nei bambini di età supe-
riore ai 4 anni; tale durata è ben tollerata dalla maggior 
parte dei soggetti e fornisce un volume di condensato 
di circa 1-3 ml, sufficiente per le successive analisi 9. 

Qual è lo stato dell’arte?
Lo studio dell’EBC attraverso diverse metodiche (Tab. II) 
si presta a svariate applicazioni sia come metodica di ri-
cerca che come indagine da implementare nella pratica 
clinica. Numerosi sono gli obiettivi che possono essere 
raggiunti dall’analisi dei composti presenti nell’EBC:
•	 Identificazione e monitoraggio di biomarcato-

ri: l’EBC contiene citochine, leucotrieni e marcatori 
dello stress ossidativo e nitrosativo. L’analisi delle 
sostanze presenti nell’EBC ottenuto da soggetti con 
varie patologie quali asma, BPCO e malattie pol-
monari interstiziali ha la potenzialità di identificare 
biomarcatori o profili di biomarcatori specifici per 
le singole patologie. In aggiunta, il monitoraggio 
delle variazioni nel breve e lungo tempo di questi 
biomarcatori può fornire informazioni preziose sulla 
progressione della malattia e sulla risposta al trat-
tamento nel singolo paziente. 
Per esempio, le concentrazioni di leucotriene (LT) B4, 
LTC4, LTE4, interleuchina(IL)-4, 8-isoprostano sono 
aumentati nell’asma rispetto ai soggetti sani. Ana-
logamente, LTB4, prostaglandina (PG) E2, PG-F2α, 
8-isoprostano sono aumentati nella BPCO rispetto 
ai soggetti sani. Altri marcatori quali IL-4, IL-5 e IL-
13 hanno la potenzialità di discriminare tra soggetti 
con asma e quelli con BPCO 8.
Maniscalco et al. attraverso l’analisi metabolomica 
dell’EBC con risonanza magnetica nucleare (NMR) 
hanno discriminato con buona sensibilità e specifi-
cità i pazienti asmatici da quelli con BPCO, dimo-
strando che i livelli di etanolo e di metanolo erano 

più elevati in maniera statisticamente significativa 
nei soggetti con BPCO rispetto a quelli con asma, 
mentre i valori di formato e acetone/acetoina erano 
significativamente inferiori 10. 
Analogamente, in un altro studio dello stesso grup-
po, l’analisi metabolomica dell’EBC ha consentito di 
identificare un set di biomarcatori in grado di se-
parare asmatici obesi, asmatici magri e obesi non 
asmatici 11.
Infine, l’8-isoprostano rappresenta un prodotto del-
lo stress ossidativo ed è aumentato in varie patolo-
gie infiammatorie, fra cui l’asma bronchiale. Dopo 
appropriato trattamento i livelli dell’8-isoprostano 
nell’EBC gradualmente si riducono rendendolo un 
potenziale marker utile per il monitoraggio terapeu-
tico nei bambini affetti da asma bronchiale 12.

•	 Valutazione dell’infiammazione delle vie aeree: 
lo studio dei mediatori della risposta infiammatoria 
quali citochine e leucotrieni presenti nell’EBC con-
sente di ottenere informazioni sia sul tipo di risposta 
infiammatoria (Th2 vs Th1) che sulla sua gravità 13. 
Inoltre, tali informazioni sono rilevanti per compren-
dere i meccanismi fisiopatologici attivi nelle varie 
malattie polmonari e per supportare i clinici nella 
implementazione di un trattamento personalizzato. 
Alcuni biomarcatori, in primis l’H2O2, hanno il po-
tenziale di essere utilizzati come marker per il mo-
nitoraggio dell’infiammazione essendo l’incremento 
della loro concentrazione nell’EBC correlata all’au-
mentato numero ed attività di cellule infiammato-
rie 8. 

•	 Diagnosi precoce e screening in soggetti a ri-
schio malattia: la diagnosi precoce delle malattie 
polmonari croniche è fondamentale per un tempe-
stivo e idoneo trattamento evitando, o quantome-
no rallentando, il realizzarsi di quei rimodellamenti 
strutturali dell’organo dovuti all’infiammazione cro-
nica. Una diagnosi precoce è inoltre uno step im-
prescindibile per ottenere un miglioramento della 
prognosi nei pazienti neoplastici. 

La presenza e/o la variazione di specifici biomarca-
tori considerati singolarmente o il profilo di più bio-
marcatori considerati contemporaneamente ha la 
potenzialità di individuare i soggetti ad alto rischio di 
sviluppare una malattia o diagnosticarla prima del-
la comparsa dei sintomi clinici. Ad esempio, i livelli 
di acido 5-idrossieicosatetraenoico  (HETE) nell’EBC 
risultano aumentati nei pazienti con tumore polmo-
nare rispetto ai soggetti sani  14. Chen e collabora-
tori  15 hanno recentemente riportato che la deter-
minazione nell’EBC dei livelli del fattore di crescita 
epidermico (EGF) può avere un ruolo rilevante nella 
diagnosi, nel monitoraggio e nella definizione pro-

Tabella II. Principali metodiche analitiche applicate allo studio 
dell’EBC.

Spettrometria di massa (MS)

Risonanza magnetica nucleare (NMR)

Dosaggio immunoenzimatico (ELISA)

Gascromatografia-spettrometria di massa (GC-MS)

Cromatografia liquida-spettrometria di massa (LC-MS)

Cromatografia liquida ad alta prestazione (HPLC)

Multiplex immonodosaggi

Dosaggio radioimmunologico (RIA)
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gnostica nei pazienti con NSCLC. Lo stesso gruppo 
di ricercatori, in un precedente studio, aveva inoltre 
riportato che il dosaggio del miRNA let-7 nell’EBC 
può aver un ruolo sia nella diagnosi che nella valuta-
zione dei pazienti con NSCLC 16. 
Inoltre, nei pazienti con eteroplasia polmonare l’a-
nalisi dell’EBC può consentire la identificazione di 
alterazioni genetiche ed epigenetiche quali KRAS, 
EFGR e la instabilità dei microsatelliti 17.

•	 Valutazione dell’esposizione ambientale e pro-
fessionale: l’esposizione ad inquinanti ambientali 
indoor e outdoor o l’esposizione ad inquinanti pro-
fessionali può essere monitorata attraverso l’ana-
lisi dei composti presenti nell’EBC  18. Ad esempio, 
nell’EBC è possibile individuare la presenza di metal-
li, quali i derivati del cromo, in alcune attività profes-
sionali come i saldatori 19. In definitiva, gli ambienti 
professionali beneficiano del monitoraggio dell’EBC 
per valutare i rischi legati all’esposizione. 

•	 Monitoraggio farmacologico: l’EBC fornisce un 
metodo non invasivo per valutare l’efficacia dei far-
maci sull’infiammazione delle vie aeree e sullo stress 
ossidativo. Inoltre, il monitoraggio dei biomarcatori 
nell’EBC durante il trattamento può supportare un 
approccio terapeutico personalizzato 20.

•	 Fisiologia dell’esercizio e medicina dello sport: 
l’esercizio fisico, specie se agonistico, comporta al-
terazioni a livello della mucosa delle vie aeree ed in 
alcuni soggetti causa broncocostrizione ed infiam-
mazione (asma da sforzo). L’analisi dell’EBC negli at-
leti consente di valutare le alterazioni delle vie aeree 
indotte dallo sforzo fisico e potrebbe essere utile per 
ottimizzare e personalizzare i programmi di allena-
mento degli atleti 21.

Limiti dell’EBC
Prima che lo studio dell’EBC possa trovare la sua giusta 
collocazione sia come strumento di ricerca scientifica, 
sia come procedura diagnostica e di monitoraggio da 
implementare nella pratica clinica quotidiana, bisogne-
rebbe superare una serie di importanti limitazioni, qui 
di seguito esposte. 
•	 Standardizzazione: la composizione dell’EBC può 

variare a causa di diversi fattori quali il pattern respi-
ratorio, l’umidità e la temperatura ambientale, gli 
stili di vita, etc. Standardizzare i protocolli di raccol-
ta, processazione ed analisi del campione è di fon-
damentale importanza per ottenere dati attendibili 
e, soprattutto, confrontabili. I principali fattori che 
ostacolano l’applicazione dell’EBC nella pratica clin-
ica sono l’assenza di standard metodologici e di val-
ori di riferimento specifici per ciascun biomarcatore. 

A tale proposito nel 2017 l’ATS/ERS ha pubblicato 
delle raccomandazioni sulla metodica di raccolta e 
sugli standard tecnici dell’analisi dell’EBC 22. 

•	 Effetto di diluizione: il vapore acqueo dell’espirato 
diluisce fortemente i composti contenuti nell’EBC, 
e il fattore di diluizione deve essere tenuto in de-
bita considerazione quando si analizzano i risultati. 
Il rapporto tra le concentrazioni dei composti non 
volatili presenti nell’EBC e quelli presenti nell’ALF è 
considerato come il fattore di diluizione dell’EBC ed 
è stato riportato avere una ampia variabilità compre-
sa tra 1.000 e 50.000 9. 
Un fattore di diluizione ideale dovrebbe avere una 
concentrazione plasmatica nota e stabile nel tempo, 
un’elevata capacità di diffusione attraverso la mem-
brana cellulare e, infine, non dovrebbe essere un 
prodotto del tratto respiratorio. Sfortunatamente 
al momento nessun fattore di diluizione universal-
mente accettato è stato identificato. Tuttavia, sono 
stati proposti vari indicatori di diluizione, come l’u-
rea, le proteine totali, i cationi totali (Na+, K+, Ca2+, 
Mg2+) e la conduttività dei campioni liofilizzati ed 
evaporati sotto vuoto 9.

•	 Contaminanti e artefatti: l’EBC può contenere 
contaminanti provenienti dalle vie aeree superiori 
(saliva, muco), dal tratto gastrointestinale (reflusso 
esofageo) o particelle ambientali che possono inter-
ferire sui risultati delle analisi e sulla loro interpreta-
zione 23.

•	 Basse concentrazioni di biomarcatori: la con-
centrazione di alcuni biomarcatori nell’EBC è molto 
bassa e, spesso, al di sotto del limite di risoluzione 
delle metodiche analitiche comunemente in uso. 
Tuttavia la disponibilità di metodiche analitiche al-
tamente sensibili ha superato questo ostacolo e ha 
consentito la identificazione di un crescente numero 
di composti presenti nell’EBC.

•	 Validazione: i vari biomarcatori identificati nell’EBC 
in soggetti con varie patologie polmonari non sono 
stati pienamente validati per la diagnosi o per la 
valutazione della gravità della malattia. Affinché i 
biomarcatori identificati nell’EBC possano acquisire 
rilevanza clinica è necessario che essi vengano vali-
dati rispetto ai gold standard. 

•	 Variabilità interindividuale: i composti presenti 
nell’EBC differiscono tra gli individui a causa dell’e-
tà, del sesso, dello stile di vita e dello stato di salu-
te. L’elevata variabilità dei composti, legata anche 
all’effetto diluizione, rende l’interpretazione dei ri-
sultati complessa. È importante stabilire per ciascun 
composto intervalli di riferimento personalizzati.

•	 Conservazione e stabilità: i campioni di EBC si 
degradano nel tempo. Le condizioni di conservazi-
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one (temperatura, contenitori) sono fondamentali 
per ottenere risultati attendibili. Inoltre, la stabilità 
a lungo termine deve essere ulteriormente indagata. 

•	 Accessibilità limitata: le apparecchiature per l’a-
nalisi dei campioni di EBC non sono ampiamente 
disponibili negli ambienti clinici. 

Prospettive future
L’EBC è una matrice facilmente disponibile e in grado 
di offrire un approccio non invasivo per lo studio della 
fisiopatologia polmonare. I numerosi composti identifi-
cati nell’EBC riflettono lo stato fisiopatologico polmo-
nare ed è ipotizzabile che in un tempo non lontano esso 
potrà essere impiegato sia per supportare i clinici nella 
diagnosi e fenotipizzazione delle malattie respiratorie, 
sia per il monitoraggio delle loro riacutizzazioni, nonché 
per valutare l’effetto dei farmaci antiinfiammatori nei 
trial clinici.
Lo sviluppo delle cosiddette “scienze omiche” (genomi-
ca, transcrittomica, proteomica, metabolomica, epige-
nomica, microbiomica e lipidomica) applicate all’analisi 
dell’EBC ha consentito significativi sviluppi nell’identifi-
cazione di numerosi potenziali biomarcatori in grado di 
favorire una più approfondita comprensione dei com-
plessi meccanismi fisiopatologici coinvolti nelle patolo-
gie polmonari. Inoltre, la disponibilità di tecniche ana-
litiche altamente sensibili ha permesso di ottenere una 
elevata quantità di dati sia qualitativi che quantitativi 
riguardo i numerosi biomarcatori presenti nell’EBC. Si 
spera che grazie all’utilizzo di algoritmi machine lear-
ning applicati ai dati ottenuti dallo studio dell’EBC, que-
sto possa diventare uno strumento prezioso per identi-
ficare biomarcatori o patterns di biomarcatori associati 
con lo stato di salute o di malattia.
L’integrazione delle informazioni provenienti da più li-
velli omici, attraverso la costruzione di modelli predittivi 
per la precisa caratterizzazione dei pazienti, consentirà 
una maggiore comprensione della complessità fisio-
patologica alla base delle patologie respiratorie. Tutto 
questo risulta particolarmente importante oggi che, 
grazie all’introduzione di farmaci biologici selettivi per 
specifiche vie metaboliche, abbiamo bisogno di biomar-
catori in grado di riflettere in maniera specifica gli endo-
tipi operanti in ciascuna malattia per la individuazione 
di una strategia terapeutica personalizzata. In aggiunta, 
prima che lo studio dell’EBC possa essere raccomanda-
to nella pratica clinica sono necessari studi longitudinali 
per monitorare i cambiamenti dei suoi componenti nel 
lungo periodo. 
Grazie agli sviluppi tecnologici è verosimile ipotizzare 
che, come è avvenuto per altre metodiche quali il FeNO 
e l’espettorato indotto, la corretta raccolta del campio-

ne e la precisa interpretazione dei dati analitici ottenuti 
dall’EBC consentiranno il trasferimento di tali cono-
scenze dal laboratorio di ricerca al letto del paziente in 
un approccio di biologia dei sistemi per la definizione 
della diagnosi fenotipica delle patologie respiratorie al 
fine di identificare bersagli terapeutici precisi. 
Per la realizzazione di tali obiettivi sono necessarie ele-
vate competenze professionali e team multidisciplinari 
per l’adeguata applicazione dei modelli matematici, de-
gli strumenti computazionali e per l’appropriata inter-
pretazione dei risultati.
In conclusione, la valutazione quali/quantitativa dei 
composti presenti nell’EBC rappresenta uno strumento 
semplice e non invasivo atto a individuare le alterazio-
ni molecolari a livello dell’epitelio bronchiale coinvolte 
nelle diverse patologie respiratorie e nei loro differen-
ti fenotipi, ma ulteriori studi e la risoluzione di alcuni 
problemi ancora irrisolti sono tappe necessarie perché 
la valutazione dell’EBC possa essere pienamente imple-
mentata nella pratica clinica.
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