Review

La supplementazione con probiotici nella preven-
zione della malattia influenzale in eta pediatrica:
basi sperimentali ed applicazioni cliniche

Probiotic supplementation in prevention of seasonal influenza in
children: experimental background and clinical applications

Summary

In the last ten years, several studies have been performed to evaluate the effects of various probiotics - both
alone and in combination - on immune parameters and infectious/inflammatory conditions in humans. The
results of these trials suggest that probiotic bacteria might improve both the humoral and cell-mediated immu-
ne response, including phagocytosis, lymphocyte proliferation, cytokine release and mucosal IgA production.
The most studied probiotics are Lactobacillus spp. and Bifidobacterium spp. They have been seen to provide
numerous benefits when administered to children and adults, ranging from a lower risk of viral respiratory
infections to improvement in some allergic and inflammatory diseases, particularly atopic dermatitis and bowel
inflammatory disease (BID). In this paper we critically evaluate the current state of research on the use of
probiotics in the prevention of winter respiratory infections, paying particular attention to the more recent and
less emphasized research on children.
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Le superfici mucose dell’al-
bero respiratorio, dell’ap-
parato urinario e del digeren-
te sono a diretto contatto con
I’ambiente esterno e, fra le
varie funzioni, devono assol-
vere quella prioritaria di bar-
riera contro |'ingresso di mi-
crorganismi esterni potenzial-
mente patogeni. Alla nascita
tali superfici sono virtualmen-
te sterili e nelle ore immedia-
tamente successive esse Inizia-
no ad essere colonizzate dai
microrganismi presenti nel-
’ambiente esterno o introdot-
ti con I’allattamento. A parti-
re da questo momento si sta-
bilisce fra la flora colonizza-
trice e lospite un rapporto
simbiotico di mutuo vantag-
gio, frutto della selezione evo-
lutiva, sicché alcuni microrga-
nismi diventano prevalenti ri-
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spetto ad altri, fino a raggiun-
gere un delicato equilibrio fra
le varie specie commensali e
fra queste e ospite, equilibrio
da cui dipende lo stato di salu-
te di quest’ultimo!?

In che cosa consiste esattamen-
te il mutuo vantaggio fra ospi-
te e ﬂora colonizzatrice? La
prima é avvantaggiata nella
competizione con altre specie
e ne viene garantita la soprav-
vivenza grazie ad unaformadi
tolleranza immunitaria; per
contro lospite utilizza la mi-
croflora intestinale (MI) e, in
misura minore quella respira-
toria ed urinaria, come sistema
di difesa sia diretta (competizio-
ne interspecie) sia indiretta (at-
tivazione immunitaria) nei
confronti di microrganismi in
ingresso (batteri, virus e mice-
ti) potenzialmente patogeni**.
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La mucosa intestinale ¢ sicu-
ramente quella maggiormen-
te coinvolta in questo rappor-
to di simbiosi e, in virtu della
sua estensione e dell’ imponen-
te massa di batteri da cui ¢é
colonizzata (oltre 40 generi
con piu di 200 specie presenti
per un ammontare complessi-
vo pari a circa 100.000 miliar-
di di unita colonizzanti), assu-
me un ruolo rilevante nella
risposta immune (fisiologica
ed alterata) sia nell’adulto sia,
soprattutto, nel bambino®*
Molte di queste specie batte-
riche sono state isolate e ti-
pizzate e sono oggi variamen-
te impiegate, o come additivi
per migliorare le proprieta di
alcuni alimenti (functional fo-
ods), per esempio il latte per
neonati, o come preparati lio-
filizzati con una o p1u specie
presenti in quantita adeguate
e con ben precisi rapporti
quantitativi’. Queste ultime
preparazioni sono classificate
come probiotici.

I probiotici

Con il termine generico di
probiotici si indicano “micror-
ganismi vitali che, sommini-
strati in quantita adeguate, con-
feriscono all ’ospite effetti bene-
fici”*®. 1 batteri piti frequente-
mente impiegati come probio-
tici negli studi sperimentali e
clinici sono alcune specie ap-
partenenti al genere Bifido-
bacteria (particolarmente B.
lactis, B. bifidum), alcuni cep-
pt di Lactobacillus (particolar-
mente L. caset, L. paracase, L.
salivarius, L. rhamnosus), alcu-
ni ceppi di Streptococcus e la
mutffa Saccharomyces boulardi.
E’ interessante rilevare che se
tuttii prOblOthl presentano la
capacita di indurre una certa
risposta immunitaria, le carat-
teristiche di tale risposta sono

in ampia misura correlate al
probiotico o alla miscela di
probiotici utilizzata: per esem-
pio alcune specie inducono
una risposta prevalentemente
anti-inflammatoria, altre indu-
cono una risposta di segno
opposto, altre ancora risposte
di tipo prevalentemente anti-
microbico%.

Probiotici e sistema
immunitario

Le modalita attraverso cui i
probiotici regolano il sistema
immunitario, sia a livello lo-
cale che sistemico, sono state
oggetto di studi numerosi ed
approfonditi con I'utilizzo di
vari modelli sperimentali, ed
oggi molti dei meccanismi di
cross-tolking fra probiotici e
sistema immunitario dell’ospi-
te sono stati delucidati'®™.
Benché alcuni tasselli del puz-
zle non siano ancora stati po-
sizionati, i rapporti fra probio-
tici e sistema immunitario
possono essere schematizzati
secondo il disegno di figura 1.
La stimolazione del sistema
immunitario € mediata sia dal-
le cellule epiteliali che dalle

cellule M nelle placche di
Peyer da cui maturano le cel-
lule dendritiche: si noti sia la
produzione di Iga secretorie
(sIgA) sia il rilascio di citochi-
ne dai linfociti T, “indirizza-
bili” prevalentemente verso i
cloni TH1 o TH2 in relazio-
ne al composto utilizzato.

E’ possibile “manipolare”
la flora batterica intesti-
nale a vantaggio del-
Iospite?

La figura 1 suggerisce la possi-
bilita di stimolare il sistema
immunitario accentuando, per
esempio, una risposta di tipo
1Mmunosoppressivo se si in-
duce polarizzazione dei linfo-
cit1 T verso il clone TH1, o al
contrario una risposta di tipo
immunostimolante se si indu-
ce espansione del clone TH2.
Questa opportunitd, che ha
grande valenza clinica, € stata
confermata da studi sperimen-
tali che hanno dimostrato che
Putilizzo di miscele di probio-
tici, in rapporti quantitativi
ben precisi fraivari ceppiole
varie specie presenti, consen-
te di indurre prevalentemen-

Figura 1. Schematizzazione delle interazioni fra probiotici e mucosa

intestinale.
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te I'una o Paltra risposta. In
un recente studio di Castellaz-
zi e associati € stato dimostra-
to che due ceppi appartenenti
alla specie Lactobacillus (L. sa-
livarius 11794 ed L. pamcasez
11688) esprlmono una “speci-
fica” attivita immunomodu-
lante su cellule mononucleate
di sangue periferico inducen-
do il rilascio di talune citochi-
ne piuttosto che di altre!’.

Attivita anti—infidmmatoria
Questa caratteristica spiega la
capacita di diversi probiotici,
singolarmente o in opportune
miscele, di agire positivamen-
te su un grande numero di
condizioni cliniche caratteriz-
zate da eziopatogenesi appa-
rentemente opposta: da quel-
le con prevalente esaltazione
della componente infiamma-
toria ed allergica (dermatite
atopica, allergie alimentari,
malattia infiammatoria croni-
ca intestinale), a quelle carat-
terizzate da pigrizia immuni-
taria (ridotta risposta anticor-
pale dopo vaccinazione, infe-
zioni croniche o rec1d1vant1,
predisposizione alle enteroco-
liti virali o batteriche, etc)>?.
Un esempio tipico di azione
anti-inflammatoria viene da
Lactobacillus plantarum che,
in diversi studi, ha mostrato
la capacita di indurre il rilascio
di citochine anti-infiammato-
rie, prevalentemente IL-10, da
parte di macrofagi e linfociti
T della mucosa intestinale e ne
é quindi stato proposto 1’uti-
lizzo nel trattamento della In-

flammatory Bowel Disease
(IBD)>.

Attivita immunostimolante

In modo analogo ¢ possibile
indurre una risposta di tipo
immunostimolate sia sulla
componente linfocitaria di
tipo B (incremento dell’'immu-
nita umorale) e T (incremen-

tion of 1al influenza in children

Probiotic supplemer

ion in pre

Figura 2. Produzione di IFN-y da parte di cellule mononucleate di
sangue umano dopo stimolazione precoce (24 ore) con un probiotico
a base di L. plantarum +L. paracasei+L. salivarius e stessa misura
compiuta dopo stimolazione protratta (6 giorni). (Dati da Malfa P et

al 2009%).
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to dell’'immunita cellulo-me-
diata) sia sulla componente
fagocitaria, in particolare su
cellule polimorfonucleate”**.
La possibilita di 1ndurre rispo-
ste di questo tipo € utile in
circostanze cliniche ben pre-
cise, per esempio quando si
Vogha fare un ciclo di 4-6 mesi
di immunoprofilassi delle in-
fezioni delle alte vie respira-
torie prima della stagione in-
vernale, o in aggiunta alla vac-
cinazione anti-influenzale per
aumentare la risposta anticor-
pale al vaccino o, piu in gene-
rale, per aumentare la vigilan-
za immunitaria aspecifica ver-
so patogeni di varia natura'?%.
In un recente studio sono sta-
te valutate le proprieta immu-
nofavorenti di una miscela di
tre ceppi probiotici (L. plan-
tarum P17630, L. paracasei
11688 e L. salivarius 11794) in
rapporto 200:4,9:0,1 su coltu-
re cellulari di linfociti umani
eseguendo il dosaggio di IL-4,
IL-6, IL-10, IL-12, IFN-y e
TNF-o sia dopo stimolazione
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acuta (24 ore) che protratta (6
giorni)®. In figura 2 sono ri-
portati 1 dati relativi all’indu-
zione di IFN-y, una citochina
notoriamente coinvolta nei
processi di alerting immunita-
rio, particolarmente attraver-
50 la risposta cellulo-mediata,
e le cui concentrazioni sono
risultate significativamente
aumentate dopo stimolazione
con la miscela di probiotici
summenzionata. L’azione del-
I'TFN-y si esplica nell’attiva-
zione delle cellule presentanti
’antigene (APC), nell’aumen-
to dell’attivita lisosomiale dei
macrofagi e nell’incremento
dell’attivita dei linfociti
NK27,28.

Probiotici e malattie
influenzali nel bambi-
no: i dati clinici

Le malattie influenzali in eta
pediatrica, e le relative com-
plicanze a carico delle alte e

basse vie respiratorie, sono un
problema sanitario e sociale
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Figura 3. Rischio relativo (RR) di assenze, cicli di antibioticoterapia
(ATB) respiratoria ed infezioni respiratorie totali nei supplementati
rispetto ai controlli. (Dati da Hatakka K 20013).
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rilevante con costi al 1991
compresi fra 650 e 2.300 ster-
line/anno/bambino a causa
delle terapie e delle assenze la-
vorative dei familiari®. Le di-
mensioni del problema sono
correlate sia alla maggior su-
scettibilita alle infezioni nei
primi anni di vita, sia all’ele-
vata contagiosita dei virus re-
spiratori negli asili e nelle
scuole primarie. Cio spiega la
ragione per cui sin dai primi
anni ‘90 s1 sono tentate proce-
dure di stimolazione immuni-
taria aspecifica e di semplice
applicabilita in eta prescolare
e scolare”.

Il primo studio di profilassi a
lungo termine in bambini di
eta compresa fra 1 e 6 anni che
frequentavano asili pubblici €
stato pubblicato nel 2001%°. In
questo trial in doppio cieco,
placebo-controllato, 296 bam-
bini che assumevano un latte
arricchito con un probiotico
(L. rhamnosus 5-10x10° CFU/
mL) sono stati comparati a
298 bambini di controllo ai
fini dei tassi infettivi e delle
relative complicanze per un
periodo di 7 mesi. In figura 3

sono riportati i risultati piu
importanti registrati al termi-
ne del follow-up.

E’ interessante notare che ben-
ché non tutti 1 risultati dello
studio abbiano raggiunto si-
gnificativita statistica, il trend
é stato particolarmente favo-
revole al gruppo in supple-
mentazione. Questo trial &
tuttavia interessante anche per
un altro aspetto: i benefici re-
gistrati sono stati ottenuti con
un solo lattobacillo addiziona-
to al latte, che pero contiene
gia una certa quantita di que-
sto batterio, peraltro assunto
anche con altre componenti
della dieta tipica del bambino,
sicche il gruppo di “control-
lo” era in una certa misura av-
vantaggiato. In questo trial
non fu registrata una riduzio-
ne consistente dei casi di diar-
rea acuta durante gli episodi
infettivi, un dato che contra-
sta con i risultati di altri studi.
In un trial immediatamente
precedente, la supplementa-
zione con Lactobacillus casei
(10 CFU/mL) aveva infatti
ridotto gli episodi di diarrea
infettiva in bambini di eta
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compresa fra 6 e 24 mesi
(15.9% vs 22.0%; p= 0.03), ri-
sultati confermati in un suc-
cessivo trial condotto in bam-
bini da 4 a 12 mesi, nei quali
I’uso di un latte arricchito con
Lactobacillus reuteri e Bifido-
bacterium lactis ridusse signi-
ficativamente sia gli episodi
febbrili (p <0.01) che nume-
ro e durata degli episodi di
diarrea acuta (p<O 01)2131,
Nei bambini di eta inferiore
ai 2-3 anni i benefici dei pro-
biotici sugli episodi di diarrea
infettiva (Rotavirus?) sembra-
no quindi essere nettamente
piu pronuncmm rispetto alle
fasce di eta maggiori, e cio
potrebbe essere associato ad
un viraggio della flora intesti-
nale dopo lo svezzamento.
Questi dati, presi complessi-
vamente, sono stati confer-
mati da un recente trial di
grandi dimensioni e lunga
durata su una popolazione di
326 bambini (3-5 anni) rando-
mizzati in 3 gruppi: 104 bam-
bini furono assegnati al pla-
cebo, 110 alla supplementa-
zione con L. acidophilus e 112
alla supplementazione con
una combinazione di due pro-
biotici (L. acidophilus/Bifido-
bacterium animalis subspecie
lactis) per la durata di 6 mesi
durante il periodo invernale®.
Obiettivi dello studio erano
valutare 'incidenza degli epi-
sodi influenzali o simil-in-
fluenzali e la durata dei sinto-
mi ad essi correlati (febbre,
tosse, rinorrea), nonché la ne-
cessita di terapie antibiotiche
(ATB) per le complicanze bat-
teriche. I risultati sono riassun-
ti in tabella 1.

Poiché lo studio ha consenti-
to una comparazione dell’as-
sociazione verso placebo, ma
anche della somministrazione
singola (L. acidophilus) vs pla-
cebo, € stato possibile calcola-
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Tabella 1. Effetti della supplementazione con probiotici: follow-up a 6 mesi dagli episodi infuenzali ed
end-point correlati. Il rischio relativo (RR) e la significativitéd sono stati calcolati dopo aggiustamento per
eta; il valore di RR e la significativita si riferiscono ai valori ottenuti con la supplementazione combinata
(LA/BB) vs placebo. (Dati da Leyer GJ 200932).

End-point Frequenza (%) Riduzione RR (%)
PLA (n=104) LA (n=110) LA/BB (n=1112)
Episodi* 2.28 1.30 0.76 45 (p<0.01)
Febbre 63.5 28.2 16.1 66 (p<0.01)
Tosse 83.7 46.4 29.5 56 (p<0.005)
Rinorrea 81.7 55.5 31.3 48 (p<0.04)
ATB 54.8 16.4 8.0 77 (p=0.77)
Assenze 49.0 18.0 18.0 63 (p<0.02)

PLA=Placebo; LA=L. acidophilus; LA/BB=L. acidophilus/Bifidobacterium animalis; RR=Rischio Relativo

re per sottrazione i vantaggi
conferiti dai due ceppi presi
singolarmente, rilevando che
ai fini degli end-point in que-
stione P’efficacia dei lattobacil-
li € stata di gran lunga mag-
giore rispetto a quella dei bifi-
dobatteri.

Prospettive future e
considerazioni finali

Sulla base dei dati clinici e spe-
rimentali sin qui riportati, e
dei numerosi omessi poiché
non attinenti all’ oggetto di
questa rassegna, si puo ragio-
nevolmente ipotizzare che la
supplemetazione con probio-
tici nei 4-6 mesi prime della
stagione influenzale costitui-
sca un’opportunita nella nu-
trizione dei bambini, soprat-
tutto quelli che non abbiano
beneficiato dell’allattamento
al seno per un congruo peri-
odo, avendo numerosi studi
dimostrato quanto [’allatta-
mento materno nei primi 6
mesi sia cruciale ai fini di una
corretta “maturazione” del si-
stema immunitario neonata-
le?33, Tali effetti si riverbera-
no sia sullo sviluppo di una
microflora intestinale piu ef-
ficiente nei confronti di pa-

togeni esterni, sia sui fenome-
ni di disregolazione immuni-
taria (atopia, intolleranze, al-
lergie, etc)¥>3.

Il problema della maturazio-
ne immunitaria non avrebbe
la rilevanza che negli ultimi
decenni essa ha acquisito se 1
bambini i in eta prescolare, e
sempre piu spesso anche i ne-
onati, non fossero esposti ad
elevato rischio di contagio
delle infezioni respiratorie ed
intestinali negli asili. Questa
popolazione e evidentemente
esposta ad una grande varieta
di patogeni senza essere total-
mente pronta sotto il profilo
immunitario ed e quella che
probabilmente si avvantagge-
rebbe pin di altre della assunzio-
ne protratta e ciclica di probio-
tici. Se la protezione debba es-
sere garantita a queste fasce in
modo indiscriminato, per
esempio attraverso ’uso di ali-
ment1 “fortificati”, 1 cosiddet-
ti functional foods, o se invece
debba avvenire in modo “mi-
rato”, con supplementi speci-
fici e selezionando solo i neo-
nati/bambini a maggior ri-
schio, rimane oggetto di valu-
tazione ed € aspetto diretta-
mente associato alle politiche
sanitarie decise dai vari Paesi.
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> infine interessante notare
che esiste un’altra fascia di
popolazione nella quale i pro-
biotici si dimostrano efficaci
nella profilassi anti-influenza-
le, ed ¢ quella degli over 65,
che costituiscono una quota
crescente della popolazione
occidentale. In questi sogget-
ti numerosi studi, incluso
quello condotto recentemen-
te dal nostro gruppo, hanno
dimostrato che la supplemen-
tazione con probiotici indu-
ce un aumento del titolo an-
ticorpale dopo vaccinazione
influenzale, incremento che
spesso si ¢ tradotto in una
minor incidenza di episodi
influenzali e simil-influenza-
1 al netto della profilassi vac-
cinale’1%16263437 Tn questi sog-
getti si potrebbe ipotizzare
che la supplementazione con
probiotici si comporti da bo-
oster per un sistema immuni-
tario meno reattivo a causa
dell’eta avanzata: in uno stu-
dio di De Vrese e collaborato-
rila supplementazione con tre
probiotici, per tre mest, in 479
adulti (18-67 anni), ha sensibil-
mente ridotto il numero, la
durata e la gravita (giorni con
febbre) degli episodi influen-
zali, suggerendo che i benefi-
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ci della stimolazione immuni-
taria siano presenti e di ampie
dimensioni, indipendente-
mente dall’eta®.

AHO stato delle conoscenze si
puo quindi affermare che i
probiotici esplichino nume-
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