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PREMESSA

Si & soliti definire “reazione di ipersensibilita” una risposta immunitaria
eccessiva e dannosa per "ospite, in grado di provocare danni tissutali e
patologie gravi. Frutto della risposta umorale e/o cellulo-mediata dell’or-
ganismo ad un determinato antigene, esogeno o endogeno, le reazioni
da ipersensibilitd vengono raggruppate in: ipersensibilita di tipo | (anafi-
lattoide); ipersensibilita di tipo Il (citotossica); ipersensibilita di tipo Il (da
immunocomplessi) e ipersensibilita di tipo IV (ritardata) (1). In senso stretto,
le reazioni atopiche come asma bronchiale, rinite allergica e dermatite
atopica, corrispondono a reazioni di ipersensibilita di tipo | e risultano
tutte essere T helper 2 (Th2)-mediate (2). | linfociti T helper (CD3"/CD4+)
naive, presentano sulla carta quattro diversi possibili destini. Possono cioé
evolvere a Th1, Th2, Th17 e Treg. Tra i quattro diversi subset (Fig. 1),
le popolazioni CD3*/CD4" di tipo 1 e 2 sono sicuramente le piu note
ed investigate. In termini funzionali, la risposta Th1 & ritenuta idonea a
contrastare i microrganismi intracellulari, la risposta Th2 appare invece
fondamentalmente costituita per contrastare patogeni extra-cellulari come
i metazoi (3, 4). Pur essendo stati scoperti in tempi piU recenti, i Th17
sembrerebbero invece principalmente coinvolti nella risposta immunitaria
rivolta a contrastare batteri extra-cellulari e funghi (5). Risposte anormali
di tipo Th1 sono sicuramente causa di patologie autoimmuni, cosi come
quelle di tipo Th2 sono responsabili delle manifestazioni atopiche. Allo
stesso modo si ritiene che Th17 siano almeno concausa in alcune reazioni
autoimmunitarie di tipo sperimentale e nelle malattie croniche infiamma-
torie infestinali. | Treg risultano invece essere il subset foriero di tolleranza
e omeostasi immunitaria (6). Per evolvere a Treg infatti un T naive deve
essere sottoposto, in assenza totale di segnali pro-infiammatori, alla sola
presenza di TGF-B (7). Al contrario, la concomitanza di messaggi pro-
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infiammatori, come ad esempio la presenza di IL-6, associati a TGF-B,
determina I’evoluzione a Th17. Se la risposta avviene in presenza di IFN-y,
la cellula evolve a Th1. In presenza di IL-4, il destino dei naive & invece
quello di diventare dei Th2. L'evoluzione nei quattro diversi subset appare,
in vitro, assolutamente polarizzata. Quindi, ad esempio, |’evoluzione di una
risposta immunitaria verso una forte componente di tipo Th1 impedisce
una concomitante risposta di tipo Th2. Lo stesso tipo di polarizzazione
della risposta appare evidente anche nell’'vomo (8).
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Figura 1: | principali subset di T helper (2).

| MEDIATORI DELLO SVILUPPO DI UNA RISPOSTA Th2

Come precedentemente anticipato, le cellule Th2, preposte funzio-
nalmente a mediare una risposta efficace contro parassiti ed elminti, si
rendono responsabili tanto dell’induzione quanto della persistenza di asma
e allergie. Le cellule Th2 producono IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13, IL-25 e
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anfiregulina. L' IL-4, tra queste, riveste sicuramente un ruolo predominante.
Non solo costituisce feedback positivo per la stessa differenziazione ed
amplificazione in cellule Th2 (9, 10) ma & anche il maggior mediatore
coinvolto nello switch verso la produzione di IgE nelle cellule B (11). Le
IgE, precedentemente prodotte in seguito ad un primo contatto delle
cellule con I'allergene, si legano al recettore specifico, FceRl, posto sulla
membrana di basofili e mastociti. In seguito ad un’interazione ligando-
recettore di tipo multivalente capace di determinare il cross-linking di piv
recettori FceRI, mastociti e basofili degranulano (Fig. 2) rilasciando nei
tessuti diversi mediatori attivi, come istamina e serotonina, e conducendo
alla produzione di diverse citochine pro-infiammatorie quali IL-4, IL-13, e
TNF-a (Tumor Necrosis Factor «). In numerose reazioni atopiche, come ad
esempio in quella asmatica, anche gli eosinofili giocano un ruolo certa-
mente rilevante. Nella risposta Th2 il reclutamento degli eosinofili avviene
attraverso il rilascio di IL-5 (12). Anche I'IL-9 & coinvolta nel processo.
Olire ad avere effetto su mastociti e sugli stessi linfociti Th2, I'IL-9 induce
la produzione di mucina nelle cellule epiteliali durante lo svolgersi della
reazione allergica (13). LIL-10, prodotta dalle cellule Th2, sopprime invece
la risposta Th1 polarizzando la reazione immunitaria verso uno sviluppo
di tipo Th2 (14) e abrogando le funzione delle cellule dendritiche (15).
UIL-13, che funzionalmente parlando dovrebbe essere il reale effettore del
processo di espulsione degli elminti, nel corso di una risposta allergica
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Figura 2: Sviluppo della risposta allergica.
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diventa invece il principale mediatore dell’ipersensibilita delle vie aeree
(16, 17). Lanfiregulina & invece una sostanza che fa parte della famiglia
degli EGF (Epidermal Growth Factor) ed & ritenuta essere un normale
mediatore di proliferazione cellulare. In sua assenza perd I'espulsione dei
nematodi & gravemente ritardata (18) e in sua presenza, almeno nel corso
di una reazione allergica, si induce, e ne viene aggravata, I'ipersensibilita
delle vie aeree. Infine, I'lL-25. E una citochina coinvolta nello sviluppo
della risposta allergica dove ha un ruolo sia come fattore d’iniziazione
che come fattore di amplificazione della risposta Th2 (19-21).

EPIDEMIOLOGIA DEL FENOMENO ATOPICO

Nel 2005, nell’ambito dello studio SIDRIA-2, si decise di valutare la
prevalenza di asma bronchiale, rinite allergica ed eczema atopico nei
bambini (6-7 anni) e negli adolescenti (13-14 anni) italiani (22). La tabella
1 illustra la distribuzione della prevalenza percentuale di asma, rinite ed
eczema nei bambini e negli adolescenti. | dati dello studio dimostravano
una prevalenza di manifestazioni patologiche Th2-mediate compresa tra il
9 e il 21%. Olire ad essere notevolmente frequenti, le sindromi allergiche
sono, se si considerano gli ultimi decenni, in continuo aumento. Le cause
di tale aumento sono perd pit probabilmente di ordine ambientale che
non genetico in quanto, un incremento cosi notevole in un cosi breve arco
di tempo non puo essere sospinto da mutazioni del materiale nucleare.
Basti pensare che nel giro di un secolo la prevalenza di atopia & aumen-
tata di oltre 20 volte! Addirittura nei soli USA tra il 1999 e il 2009, una
sola decade, l'incidenza di asma nella popolazione generale & salita del
15% (23). | fattori ambientali pit importanti e potenzialmente coinvolti

Tabella 1
Prevalenza (%) di asma, rinite allergica ed eczema atopico nei bambini (6-7 anni)
e negli adolescenti (13-14 anni) italiani

Diagnosi 6-7 anni 13-14 anni
Asma bronchiale 9,3 10,3
Rinite allergica 12,3 20,9
Eczema atopico 15,9 11,9

Studio SIDRIA-2 (22).
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nel fenomeno sembrano essere principalmente quelli outdoor (polluzione
ambientale, ozono, traffico veicolare ed esposizione all’allergene) e quelli
indoor (fumo di tabacco, polluzione domestica, allergeni domestici e stile di
vita) ma quelli di tipo “personale” hanno sollevato recentemente i maggiori
interrogativi. Recenti studi, ad esempio, hanno dimostrato che i bambini
che abitano in ambienti rurali, dove vengono allevati animali, sono meno
soggetti ad allergie (24). Nelle famiglie numerose & inoltre evidente un
minore tasso di allergici. In particolare gli ultimogeniti sono piu protetti,
probabilmente per il ruolo svolto dalle infezioni acquisite dai fratelli maggiori
(25). Abbastanza certamente quindi, questi aspetti, di natura in qualche
modo “infettiva”, giocano un ruolo rilevante come possibile fattore causale
responsabile dell'incremento della prevalenza e dell’incidenza di asma e
allergie. Il concetto di minor esposizione microbica, tipico delle societa
moderne, & oggetto, da tempo, di studio per molti Autori. Tra questi un
certo David Strachan alla fine degli anni 80 cerco di studiare in particolare
il rapporto tra la dimensione della famiglia e lo sviluppo del disturbo ato-
pico. | suoi risultati lo portarono a sviluppare la famosa “teoria dell’igiene”
nel 1989 (26). Oggi, “I'ipotesi del microbiota” estende la piv semplice
“teoria dell’igiene” e punta maggiormente il dito sul ruolo dei microbi, un
tempo ritenuti semplici commensali, che risiedono dentro e sopra il corpo
umano (27). Effettivamente studi sperimentali, eseguiti principalmente sul
topo, ma anche alcune osservazioni cliniche indicano, nel loro insieme,
come |"assenza di alcune tipologie di batteri commensali, principalmente
bifidobatteri, come anche la somministrazione di alcuni specifici probiotici,
piU spesso bifidobatteri, influenzi le manifestazioni allergiche e come tale
fenomeno sia tanto piU evidente quanto piU precocemente tali modifiche
prendano luogo. Si parla infatti di un cosiddetto “periodo finestra” corri-
spondente a circa 21 giomi nel topo e a circa 100 giorni nell’'vomo (28).

IL RUOLO DOMINANTE ED ANTINFIAMMATORIO DEI BIFI-
DOBATTERI

Pur restando assolutamente valida I'ipotesi della finestra temporale
nella quale le modifiche del microbiota determinano le conseguenze
maggiori, un ruolo apparentemente dominante espresso dai bifidobatteri
sembrerebbe esprimersi anche in situazioni, su base allergica, dove il
malato & invece un adulto. Un recente lavoro ha chiaramente dimostrato
una ridotta presenza di bifidobatteri nel microbiota intestinale di soggetti
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con una diagnosi di asma di vecchia data (29). | bifidobatteri, secondo
numerosi Autori, costituirebbero quindi per certi versi I'ago della bilancia
utile a distinguere situazioni di salubritd da situazioni di malattia (30).
In particolare, oltre alla gia lungamente discussa e dimostrata atopia,
una disbiosi centrata sui bifidobatteri predisporrebbe o potrebbe essere
causa di sindrome del colon irritabile (31), malattia infiammatoria cronica
intestinale (32), celiachia (33) ed obesita (34). Per quanto possa sembrare
banale dirlo, tali patologie dimostrano sicuramente tutte, a mo’ di comun
denominatore, una componente infiammatoria. La stessa obesitd, ma
anche situazioni di sindrome metabolica o di steatosi epatica non alco-
lica, vengono infatti oggi descritte come patologie sostenute da stati di
inflammazione subclinica o di basso grado (35). Da cosa, in patologie
in fondo cosi diverse tra loro come atopia e obesitd, potrebbe essere
causato il comune “rumore di fondo” pro-infiammatorio? E soprattutto,
che relazione sussisterebbe tra il tono infiammatorio sub-clinico e i bifido-
batteri presenti nel microbiota intestinale2 Se in un modello di microbiota
colonico vengono aggiunti vari tipi di batteri probiofici, si osserva come,
soprattutto nel caso dei bifidobatteri, la presenza dei ceppi esogeni riduca
la permeazione intestinale di lipolisaccaride (LPS) e la conseguente presen-
za periferica di TNF-a (36). E come se la presenza dei bifidobatteri avesse
il potere di ridurre il tono pro-infiammatorio generato naturalmente nel
sistema. In effetti I'uso di ceppi di bifidobatteri isolati dalle feci di bambini
sani ha dimostrato di poter ridurre I'infiammazione TNF-a-mediata e LPS-
indotta (37). Come & noto I'LPS & una sostanza di rivestimento esterno
presente nei batteri Gram-negativi. Questi, nell’intestino, corrispondono
soprattutto al gruppo dei Bacteroidetes e dei Proteobacteria. Sono anche
presenti perd come Negativicutes (Dialister ad esempio) all’interno del
phylum dei Firmicutes. LLPS liberato dai batteri morti, come qualunque
altra sostanza presente nel lume, pud potenzialmente permeare |'intestino
e raggiungere la circolazione. Piv & importante il fenomeno, la perme-
azione, e maggiore sard 'infiammazione indotta. Una volta permeato,
I"LPS si coniuga con la proteina LBP Il complesso LPS/LBP si lega quindi al
recettore CD14 presente sulla membrana dei macrofagi. In seguito a tale
contatto il macrofago si aftiva e comincia a rilasciare TNF-a (Fig. 3). Forse
vale la pena interrogarsi sul come i bifidobatteri possano disinnescare tale
processo. Possiamo fare almeno due diverse ipotesi. Primo. Un microbiota
con un numero consistente di bifidobatteri necessariamente presentera altri
phylum a numerosita ridotta. Se la numerosita dei bifidobatteri impatta ed
¢ a discapito di Bacteroidetes e/o dei Proteobacteria e/o dei Negativicutes,
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allora una quantitd minore di LPS verra rilasciata in seguito a morte batte-
rica e si osserverda necessariamente la comparsa di un minor tono infiam-
matorio TNF-a-mediato. In effetti sappiamo che I'uso di antibiotici in fase
neonatale, riduce la diversitd batterica nel microbiota, a discapito degli
Actinobacteria (bifidobatteri) e in favore di specie Gram-negative, e a questo
segue la comparsa di infiammazione sub-clinica e fenotipo obeso (Fig. 4).

Bifidobatteri

Figura 3: Permeazione di LPS; interazione LPS/LBP/macrofago e rilascio di TNF-a.
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Figura 4: Riduzione della biodiversitd, infiammazione di basso grado ed obesita.
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Il fenomeno ampiamente descritto nel topo (38) sembrerebbe rivestire un
ruolo potenziale anche nell’'vomo (39). Secondo. La presenza cospicua
di bifidobatteri nel microbiota potrebbe “irrobustire” le giunzioni serrate
e quindi ridurre la permeazione di LPS. Questo aspetto & stato investigato
da numerosi Autori ed oggi sappiamo con relativa certezza che I'eubiosi
mediata da una corretta presenza di bifidobatteri & in grado di irrobustire
effettivamente le giunzioni serrate (40).

TERAPIA BATTERICA CON BIFIDOBATTERI

Se I'assenza di bifidobatteri, attraverso lo svolgersi delle reazioni me-
diate prima dall’LPS e poi dal TNF-«, incrementa gli stati di infiammazione
sub-clinica e se questo a sua volta provoca la comparsa di affezioni come
atopia e obesitd, la somministrazione di bifidobatteri a soggetti obesi o
atopici ne riduce la manifestazione patologica? Per quanto concerne
I"obesitd, il fenomeno & stato osservato fino ad ora, con successo, solo
in modelli sperimentali di tipo murino (41). Gli studi sull’'uomo in questo
senso sono numericamente molto scarsi ed & davvero troppo presto per
giudicarne I'efficacia. Per quanto concerne invece le manifestazioni atopi-
che, le valutazioni cliniche nelle quali & stata saggiata |'opzione probiotica
sono state davvero numerose (42). Sulla base pero di tali valutazioni &
difficile giungere ad una conclusione. Le preparazioni sembrano mostrare
un qualche effetto, ad esempio sulla dermatite atopica, ma questo risul-
ta essere piuttosto variabile in dipendenza di numerosi fattori come ad
esempio il ceppo usato, la tempistica della somministrazione, la durata
della terapia e il dosaggio scelto per il probiotico.

IL CEPPO BB12 NELLA MANIFESTAZIONE ATOPICA

Nel 2002 un gruppo di ricerca finlandese aveva osservato che la
somministrazione di Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB12 (DSM
15954) in neonati con diagnosi precoce di dermatite atopica e familiarita
per la manifestazione allergica, aveva modificato il microbiota intestinale.
Tale modifica era rappresentata da un’importante azione di contrasto
alla crescita, attesa nei soggetti atopici, dei Bacteroides (Gram-negativi
appartenenti al phylum dei Bacteroidetes), dalla riduzione di Escherichia
coli (batterio Gram-negativo appartenente al phylum dei Proteobacteria)
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e dalla crescita della quota di Enterococcus e lattobacilli (entrambi Gram-
positivi appartenenti al phylum dei Firmicutes) (43). La somministrazione
di BB12 aveva cioé prodotto una situazione in grado di determinare una
riduzione del potenziale rilascio di LPS e dello stimolo infiammatorio. Sulla
base di queste osservazioni si penso allora di verificare I'impatto clinico
di una somministrazione di BB12 in neonati di circa 4 mesi di vita con
diagnosi di dermatite atopica. Il risultato fu davvero rilevante. La sommi-
nistrazione del ceppo dopo soli due mesi determino |I'azzeramento dello
SCORAD (SCORing Atopic Dermatitis) (Fig. 5). Al contrario, nel placebo, lo
SCORAD non si modificod in alcun modo. Alla riduzione dello SCORAD si
accompagnod un’evidente riduzione delle risposte mediate dai CD4 e dagli
eosinofili (44). Come gid anche ipotizzato in precedenza, diversi sono i
possibili meccanismi che & possibile chiamare in causa per spiegare |'effetto
clinico, anti-atopia, osservato con il ceppo BB12. Sicuramente la riduzione
percentuale di un microbiota foriero di LPS (Bacteroidetes e Proteobacteria)
in favore di popolazioni Gram-positive (Firmicutes a Actinobacteria) ci
aiuta ad ipotizzare una riduzione dello stato d’inflammazione sub-clinica.

12 —

10 —

0 E——

Placebo BB12 Placebo BB12
T=0 T=0 T=8w T=8w

Figura 5: SCORAD in neonati atopici traftati con il ceppo BB12. Adattato da: (44).
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Va nella medesima direzione |'osservazione di come la somministra-
zione di BB12 incrementi in maniera significativa la solidita delle giunzioni
serrate. E possibile misurare in questo senso I’azione del BB12 attraverso
la lettura della resistenza elettrica transepiteliale colonica che risulta
particolarmente aumentata proprio in relazione alla somministrazione
del ceppo in questione (45).

Olire a questi due aspetti perd, anche quelli di modulazione im-
munitaria devono essere presi in forte considerazione. Gia nel 2010
era stato osservato come il BB12 promuovesse una risposta di tipo Th1
(46). In seguito, oltre a questa modulazione venne osservata anche la
precisa polarizzazione verso un fenotipo anti-Th2 (47). E quindi proba-
bile che I'effetto osservato nei neonati con eczema atopico sia dovuto
a due fenomeni principali coesistenti: primo, la riduzione dei fenomeni
di infiammazione sub-clinica, a loro volta prodotti da una riduzione
percentuale delle popolazioni foriere di LPS e da un irrobustimento delle
giunzioni serrate coloniche, e, secondo, la genesi di una polarizzazione

della risposta T helper in favore di una di tipo Th1 e avversa ad una
di tipo Th2.

ENTEROCOCCHI, NATURALI POTENZIANTI LAZIONE ANTI-
ATOPICA DEI BIFIDOBATTERI

Recenti dati sembrano indicare anche negli enterococchi una pos-
sibile azione, piv indiretta di quella giocata dai bifidobatteri, anti-Th2.
| bambini allergici, rispetto ai sani, hanno infatti un microbiota ecces-
sivamente abbondante in termini di Bacteroides per i primi 6 mesi di
vita; appaiono drammaticamente poveri in bifidobatteri almeno fino al
compimento del primo anno di etd; risultano infine piu modesti rispetto
al controllo sano per quanto concerne il genere Enterococcus, almeno
per il primo mese di vita (48). Esiste quindi una chiara correlazione
negativa tra il rischio di atopio e un modesto contenuto intestinale
non solo in Bifidobacterium ma anche in Enterococcus. A rafforzare il
dato che correla in un certo senso in maniera biunivoca i bifidobatteri
con gli enterococchi, vi & "osservazione che la somministrazione di
enterococchi a neonati, anche pretermine, eleva la presenza intestinale
di bifidobatteri.

Questo fenomeno & stato ad esempio osservato somministrando
il ceppo Enterococcus faecium L3 (LMG P-27496) (49). Sulla base di

Edit-Symposia Pediatria & Neonatologia 2/2017



questa osservazione & stato recentemente condotto, su soggetti al-
lergici di eta pediatrica, uno studio teso ad indagare il ruolo giocato
da una somministrazione combinata dei ceppi BB12 e L3. Lo studio
osservazionale, terminato nell’estate del 2017 e che ha coinvolto tra
trattati e controlli circa 100 bambini, ha dimostrato che la sommini-
strazione profilattica, 90 giorni prima del frimestre compreso tra il 15
di marzo e il 15 di giugno, di un preparato contenente i ceppi BB12 e
L3 riduceva manifestazioni quali rinite, lacrimazione, tosse ed eczema
rispettivamente del 42%, 48%, 33% e 66%, rispetto all’anno precedente
(Tab. 2; dati riferibili agli 11 soggetti sui quali & stata terminata I’analisi
statistica). Allo stesso modo (Tab. 3, N=11) una valutazione, eseguita
nel medesimo trimestre, relativa all'impiego dei farmaci per il controllo
dei sinfomi, dimostrava una riduzione mai inferiore al 70% per cid che
concerne antistaminici, cortisonici e agonisti -2 (50).

Tabella 2
Sintomatologia* riferibile al periodo 15 marzo-15 giugno in assenza di profilassi
(2016) e nello stesso periodo ma dopo 90 giorni di profilassi con BB12/L3 (2017)

Sintomo 2016 2017 A% p
Rinite 2,4 +0,9 1,4+0,8 -42 <0,05
Lacrimazione 1,7+ 1,4 0,9 1,1 -48 <0,05
Tosse 1,8 = 0,4 1,2+ 1,4 -33 <0,05
Eczema 3 1 -66 n.s.

*Media = deviazione standard; n.s. = non significativo.

Tabella 3
Giorni di trattamento* farmacologico riferibile al periodo 15 marzo-15 giugno
in assenza di profilassi (2016) e nello stesso periodo ma dopo 90 giorni di
profilassi con BB12/L3 (2017)

Farmaco 2016 2017 A% p
Antistaminico 39,6 = 36,5 11,6 = 24,4 -71 <0,05
Cortisonico 28,5 = 33,7 11,4 =253 -60 <0,05
Beta-2 52 =+ 8,6 1,7 £ 3,1 -67 <0,05

*Media =+ deviazione standard.
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CONCLUSIONI

Allo stato attuale delle conoscenze possiamo ipotizzare che la per-
turbazione del microbiota, soprattutto se in una fase precoce della vita,
determinante la genesi di un microbiota ricco di specie batteriche “infiam-
matorie” come quelle appartenenti ai Proteobacteria e ai Bacteroidetes
oppure ricco di specie di Firmicutes con caratteristiche pit ambientali
che intestinali, come stafilococchi e streptococchi, ma anche in cui sono
presenti Firmicutes Gram-negativi come i Negativicutes ed invece povero
di specie batteriche appartenete a generi noti per le loro caratteristiche
antinfiammatorie, Bifidobacterium, possa condurre ad un aumento del
rischio di manifestare, anche in etd adulta, patologie come 'asma, le
allergie e le dermatiti atopiche. La somministrazione di alcuni ceppi di
bifidobatteri ha dimostrato di poter contrastare alcune forme di malattia
atopica. Losservazione che un intestino povero di enterococchi, nelle
sue fasi iniziali, possa associarsi allo sviluppo di atopia, ha spinto alcuni
Autori a valutare la capacita di modulazione del microbiota susseguente
alla somministrazione di enterococchi in neonati, anche pretermine. Il
dato osservativo dimostra come i neonati trattati con enterococchi au-
mentino la quota endogena di bifidobatteri. Ceppi clinicamente testati e
risultati responsabili di un’azione combinata di tipo anti-atopico sono il
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB12 e |"Enterococcus faecium L3.
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