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Prefazione

I probiotici sono costituenti dalle caratteristiche pressoché esclusive nel variegato panorama
dei costituenti alimentari, che annovera sia nutrienti che altre sostanze ad effetto nutritivo o
fisiologico. Si tratta infatti di microrganismi vitali che devono rimanere tali in numero
significativo fino al termine di conservazione del prodotto per esercitare effetti utili per la
salute.

Per il loro potenziale benefico nella costruzione di una dieta complessivamente adeguata, gli
alimenti tradizionalmente fonte di probiotici, yogurt e latti fermentati in primis, sono oggi
giustamente da annoverare tra quelli “protettivi”, insieme a pesce, frutta e verdura.

Per la stessa finalita salutistica si registra un crescente impiego di probiotici negli integratori
alimentari, dove ormai hanno fatto registrare una lunga storia di consumo.

Infatti, come & stato premesso nella ultima revisione delle linee guida ministeriali, I'ingresso
dei probiotici in Italia nella composizione degli integratori risale a circa 30 anni fa, quando tali
prodotti non avevano ancora una regolamentazione specifica e ricadevano allinterno del
campo normativo dei prodotti “dietetici”, la cui immissione in commercio era subordinata alla
preventiva autorizzazione del Ministero della Salute.

Non avendo la “valenza nutrizionale” allora richiesta per la collocazione tra i “dietetici” e non
essendo ancora codificato sul piano normativo il ruolo “fisiologico” delle “altre sostanze”
alimentari, nei primi prodotti autorizzati come integratori i probiotici rappresentavano solo una
componente complementare a quella “nutritiva”, costituita per lo pit da vitamine del gruppo B.

In considerazione della finalita della componente complementare, che era chiaramente
preponderante nel profilo di “attivita” di associazioni del genere, furono messe a punto le
prime linee guida sulle condizioni minime di apporto giornaliero di cellule vive per dare un
significato a tale presenza e, conseguentemente, poterne rivendicare in etichetta l'effetto utile
a favorire “l'equilibrio/il riequilibrio della flora batterica intestinale”.

Tale indicazione, di fatto, rappresenta il primo beneficio di tipo “fisiologico” riconosciuto per
I'etichettatura di integratori con finalita salutistiche, in un’epoca in cui le rivendicazioni di effetti
sulla salute venivano comunemente considerate in contrasto con il divieto di attribuire agli
alimenti proprieta di prevenzione e cura e gli integratori alimentari, nel presupposto della loro
valenza nutritiva, venivano genericamente indicati in etichetta per il consumo in caso “di
ridotto apporto o aumentato fabbisogno” dei loro costituenti.

Quando poi la direttiva 2002/46/CE ha formalmente ammesso come costituenti di integratori
alimentari anche le sostanze diverse dai nutrienti in grado di svolgere “effetti fisiologici” per
finalita salutistiche, i probiotici hanno potuto finalmente rappresentare la componente esclusiva
di tali prodotti.

Si puo quindi affermare che i probiotici rappresentano I'esempio emblematico dell’evoluzione
del ruolo riconosciuto agli alimenti e ai loro costituenti sul piano normativo: dal contributo al
soddisfacimento dei fabbisogni nutrizionali fino a quello per l'ottimizzazione della salute e del
benessere.

”

L'effetto “fisiologico” volto a favorire I'equilibrio della flora intestinale, condizionato alla “dose
del probiotico in grado di colonizzare a livello intestinale, € sempre stato considerato utile per il
benessere generale dell’'organismo.

Con l'avvento del Regolamento (CE) 1924/2006 sui claims nutrizionali e i claims sulla salute e
le sue modalita applicative per disciplinare orizzontalmente la comunicazione sulle proprieta
nutritive e gli effetti degli alimenti sulla salute, si viene invece a determinare una situazione
conflittuale sul riconoscimento dei benefici offerti dai probiotici.

Al di la delle difficolta poste da una valutazione richiedente necessariamente appositi studi
condotti sul'uomo, I'EFSA arriva alla conclusione che favorire I'equilibrio della flora batterica
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intestinale non & in sé un beneficio se non si prova quali specifici vantaggi per la salute ne
conseguano (ad esempio una concomitante diminuzione dei microrganismi potenzialmente
patogeni o altro). Solo tali specifici vantaggi, pertanto, sarebbero i benefici meritevoli di essere
rivendicati come claims sulla salute.

In questa ottica l'effetto favorevole dei probiotici sulla composizione della flora batterica
diventa solo la premessa generale di benefici “a valle”, che restano in sospeso, ai fini di una
possibile indicazione, se non vengono prima definiti specificamente ad uno ad uno per essere
provati ad hoc. E’' come dire che, ad esempio, assumendo un integratore di calcio in caso di
ridotto apporto con la dieta ordinaria del minerale il conseguente effetto sull’ottimizzazione del
suo stato nutrizionale nell’'organismo non sarebbe in sé benefico.

Per I'impiego di probiotici in prodotti alimentari un approccio del genere alla valutazione di
efficacia appare fortemente sproporzionato.

Considerando che un ecosistema intestinale in equilibrio ottimale viene comunemente
considerato a livello medico-scientifico un determinante utile per il benessere, e
conseguentemente un obiettivo da perseguire, non si vede perché un effetto fisiologico
chiaramente volto alla sua salvaguardia o al suo pieno recupero non debba essere considerato
di per sé un beneficio.

Peraltro, sono autorizzati claims come “contribuisce alla normale funzione del sistema
immunitario” per apporti di vitamina A, vitamina B6, vitamina B12, vitamina C, ferro, zinco, da
soli 0 in associazione, pari ad almeno il 15% con la dose giornaliera di un integratore o per 100
g/ml di un alimento.

Ci troviamo quindi in una situazione contraddittoria. Nello stesso quadro normativo, per un
apporto alimentare ad esempio di 12 mg di vitamina C, si legittima la rivendicazione di effetti
volti a favorire le naturali difese dell'organismo nei termini e alle condizioni sopra indicati
mentre per probiotici in grado di colonizzare a livello intestinale alle condizioni previste dalle
linee guida ministeriali non si possono rivendicare proprieta analoghe documentandone I'effetto
eubiotico.

Appare evidente che il complesso delle evidenze scientifiche non supporta una tale
sperequazione e che le rivendicazioni ammesse per le vitamine e i minerali ex articolo 13.1 del
Regolamento (CE) 1924/2006 godono di un ingiustificato trattamento, configurandosi alla
stregua di indicazioni ricavate da testi di biochimica (peraltro non sempre utili per il
consumatore medio sul piano informativo) che non potrebbero mai essere provate attraverso
studi ad hoc alle condizioni minime stabilite.

Occorrono quindi dei correttivi per un approccio proporzionato alle rivendicazioni di efficacia dei
probiotici impiegati negli alimenti, come per tutte le sostanze diverse da vitamine e minerali,
considerando che le misurazioni ad hoc degli effetti, da un lato, pongono grandi difficolta nella
selezione dei soggetti sani e, dall’altro, possono portare alla fissazione di apporti che si
sovrappongono a quelli richiesti per effetti terapeutici.

I claims ammessi per gli acidi grassi polinsaturi a lunga catena come EPA e DHA, in relazione al
controllo dei normali livelli di trigliceridemia (apporto di 2 g) o della pressione arteriosa
(apporto di 3 g), come quello della monacolina per il controllo di normali livelli di
colesterolemia (10 mg, a fronte dei 3 mg precedentemente fissati a livello nazionale sulla base
del complesso delle evidenze scientifiche e non di studi ad hoc) ne rappresentano casi
eclatanti.

Il favore che i probiotici continuano ad incontrare presso il pubblico sta nel fatto che, al di la
delle indicazioni riportate in etichetta, il loro uso & consolidato ed € ormai comunemente noto
al consumatore medio I'ambito dei benefici salutistici che ne pud ricavare, a partire dall’effetto
eubiotico sull’ecosistema intestinale.

Le linee guida ministeriali sono volte a tutelare e a promuovere, oltre naturalmente alla
sicurezza, l'efficacia dei prodotti con probiotici, che & condizionata da un livello di qualita

Pag. 3/47



adeguato.

Nel quadro normativo descritto, per vari aspetti conflittuale come si & visto, solo prodotti
conformi alle prescrizioni delle linee guida possono avvalersi della qualifica di “probiotici”,
considerando le garanzie di qualita che devono fornire per le attese ingenerate nei
consumatori dal solo uso di tale qualifica.

Sul piano regolatorio una indicazione del tipo “favorisce I'equilibrio della flora intestinale”, con

storia trentennale in Italia, non & considerata ad oggi come un claim sulla salute e pertanto

non € autorizzabile ai sensi del Regolamento (CE) 1924/2006. D’altra parte, a fronte di

qualunque dossier volto a documentare benefici conseguenti all’effetto favorevole sulla flora

intestinale, I'EFSA continua invariabilmente a pronunciarsi per l'insufficienza delle prove.

In una situazione del genere, appare auspicabile una revisione generale dei criteri di
valutazione per riportare al centro, come elemento di prova, l'uso tradizionale nel complesso
delle evidenze disponibili.

Nel contempo, ferma restando la necessita di mettere in atto tutte misure necessarie per
assicurare un adeguato livello di qualita dei prodotti contenenti probiotici, appare auspicabile
anche riconoscere il beneficio di un effetto eubiotico e la sua utilita come elemento informativo
in etichetta secondo i criteri delle linee guida ministeriali. Cio al fine di orientare correttamente
i consumatori nelle scelte secondo le loro esigenze ed aspettative con un linguaggio ad essi
familiare e comprensibile.

Bruno Scarpa, Ministero della Salute
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Presentazione

Sono passati tre anni dalla presentazione del Position Paper relativo agli effetti dei Probiotici
sulla salute umana, elaborato da un gruppo di esperti nazionali coordinato da NFI.

La letteratura scientifica relativa agli effetti favorevoli di questi microrganismi sulla salute
umana ha continuato ad accumularsi, e le metanalisi che hanno valutato complessivamente i
loro effetti in specifiche condizioni fisiologiche e patologiche sono ormai numerose. Spesso
queste analisi (anche quelle condotte dal rigoroso gruppo Cochrane) concludono sottolineando
la significativita dell’effetto considerato.

Il Position Paper & stato rivalutato interamente. Sono stati aggiunti un capitolo relativo agli
effetti dei probiotici nell’anziano, sia per la crescente quota della popolazione che fa parte
della “terza eta” e sia per la disponibilita, ormai ricca, di evidenze scientifiche sul tema, ed
uno sugli effetti epigenetici dei probiotici: un‘area di crescente interesse in tutto I'ambito della
relazione tra alimentazione salute. La bibliografia del Paper & stata aggiornata.

Pur in questo contesto di crescente interesse della comunita scientifica, e di crescente
disponibilita di dati, la situazione normativa dei prodotti a base di probiotici (ed in particolare
la loro possibilita di vantare specifici claims di salute) appare tuttora complessa: EFSA non ha
infatti ritenuto di accettare alcuno dei claims relativi a questi prodotti sottoposti alla sua
valutazione.

La principale novita, nel settore & probabilmente rappresentata dall’elaborazione, da parte del
Ministero della Salute Italiano, di una linea guida che definisce molti aspetti della produzione,
della commercializzazione e della presentazione al pubblico di questi prodotti: una dettagliata
analisi di questo documento, e delle sua implicazioni operative, & contenuta nella prefazione a
questa nuova versione del documento redatta dal dr. Bruno Scarpa, del Ministero della
Salute.

I prodotti contenenti probiotici continuano a rappresentare, nel mercato Italiano, un’area
importante, anche sul piano economico. E’ opinione di NFI che il raccordo tra comunita
scientifica e mondo produttivo possa portare ad una migliore comprensione dei vantaggi
associati al loro uso regolare ed a una piu adeguata regolamentazione della comunicazione ai
consumatori di queste valenze nutrizionali.

Andrea Poli - NFI
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Introduzione

I microbiota intestinale (termine che ha ormai sostituito la vecchia denominazione
“microflora”) &€ un ecosistema formato da una pluralita di nicchie ecologiche, che ospitano una
popolazione batterica formata da numerosissime specie e da un’innumerevole quantita di
ceppi (Qin J, 2010; Jones BV, 2010; Kurokawa K, 2007; Gill SR, 2006; Jones BV, 2007; Ley
RE, 2008). E’ a stretto contatto con la mucosa intestinale, o interfaccia epiteliale, che
costituisce, dopo quella respiratoria, la piu grande superficie libera del nostro organismo,
essendo pari a circa 250-400 m?.

Il microbiota e la mucosa, insieme al muco, formano la cosiddetta barriera mucosa,
importante sistema di difesa nei confronti dei fattori potenzialmente immunogenici o patogeni
presenti nel lume. L'interfaccia epiteliale, infatti, separa il lume, contenente il microbiota ed i
residui dell’alimentazione e delle secrezioni organiche (salivari, gastriche, pancreatiche, biliari,
intestinali), dal sistema immunitario specifico associato alla mucosa (GALT).

I microrganismi che costituiscono il microbiota si distribuiscono lungo I'apparato digerente in
modo disomogeneo, come riassunto nella tabella seguente:

Tabella 1: Distribuzione del microbiota nell’apparato digerente.

Sede Cellule batteriche per | Note
g di contenuto
intestinale
Stomaco, duodeno | <10° Lattobacilli, Streptococchi

HCl, bile e peristalsi inibiscono |'adesione dei
batteri e ne ostacolano la colonizzazione

Digiuno, ileo 10° -10° Scarse informazioni: probabile attivita di
Ileo distale 10* -107 fermentazione dei carboidrati
Intestino crasso 101° -10%2 Sede della maggior parte delle attivitd del
(prevalenza di microbiota
anaerobi)

Questi microrganismi giocano un ruolo di rilievo, anche attraverso le loro attivita metaboliche,
nell’utilizzazione dei nutrienti assunti con gli alimenti; essi influenzano inoltre in modo
significativo anche lo sviluppo ed il funzionamento del sistema immune, e di altre funzioni
dell’organismo umano (Backhed F, 2005; Ley RE, 2006; Cani PD, 2009; Hooper LV, 2001).

Le cellule che costituiscono il sistema immune, responsabili delle risposte che difendono
I'organismo dai patogeni, sono infatti concentrate in massima parte in strutture linfatiche che
si trovano proprio nella membrana basale, o lamina propria, del tratto gastroenterico
(GALT=gut-associated lymphoid tissue). Fanno parte del GALT numerose strutture follicolari e
le placche di Peyer, oltre ad aggregati di linfociti T, di antigen presenting cells (APC) e di
linfociti B, caratterizzati dalla produzione di IgA, gli anticorpi secretori tipici dell'immunita
mucosale. Le IgA sono resistenti alla proteolisi e non attivano il complemento: rivestono
dunque una funzione protettiva senza avere un’azione proinfiammatoria. I T linfociti sono
presenti sia come linfociti T helper CD4+, nelle loro declinazioni (TH1, TH2, TH17, TH9), i T-
citotossici CD8+, le cellule v6 e le cellule T regolatorie, o Treg.

Il microbiota di ogni individuo ha una sua specifica “impronta digitale batterica”, cioe un
profilo di specie suo proprio, diverso da quello di altri individui; esiste tuttavia un core di
almeno 57 specie batteriche che pud essere considerato comune a tutti.

Le divisioni batteriche (i phyla) dominanti sono due, i Bacteroidetes e i Firmicutes, che
costituiscono piu del 90% delle categorie filogenetiche presenti nell’intestino umano, almeno
nella sua parte distale.
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Il microbiota dell'intestino umano € oggi oggetto di ricerche condotte con tecniche molto
avanzate, che comprendono anche lo studio del genoma batterico (microbioma), ed i cui
risultati vengono pubblicati sulle riviste scientifiche piu prestigiose (Qin J, 2010; Jones BV,
2010; Kurokawa K, 2007; Gill SR, 2006; Jones BV, 2007; Ley RE, 2008). Due grandi progetti,
basati sul sequenziamento sistematico del DNA del microbiota, sono al momento in corso: lo
Human Microbiome Project (HMP), negli USA, e il Metagenomics of Human Intestine
(metaHIT), in corso in Europa. Di quest'ultimo & stato pubblicato un primo report (Qin J,
2010), che conferma la presenza, nel microbiota stesso, di una grande varieta di specie
batteriche: oltre 1.000 nei 124 individui campionati, e circa 160 per ogni individuo studiato.

Un risultato sorprendente dell’analisi meta-genomica € quello che vede tuttavia il 15% delle
sequenze determinate codificare per funzioni non note o indefinite, lasciando cosi chiaramente
intendere che la reale comprensione del ruolo svolto dalla biomassa batterica intestinale
richiedera ancora molti anni di ricerca e analisi.

Le due caratteristiche peculiari del microbiota intestinale umano in termini genomici sono:

» |a capacita di aderire alle proteine dell’ospite (collagene, fibrinogeno, fibronectina),
confermando cosi una serie di dati accumulati negli anni mediante altre tecniche
analitiche, che vedono nell’'adesione un requisito fondamentale per la possibilita di
persistenza di un ceppo batterico nel sistema gastro-intestinale

» la possibilita di fermentare i carboidrati

L'interazione tra microbiota ed ospite produce, per entrambi, vantaggi di varia natura. Le
principali funzioni del microbiota, ad oggi note, dotate di un effetto favorevole per l'ospite
sono le seguenti:

» Partecipazione alla formazione della barriera intestinale (box 1)

» Resistenza alla colonizzazione: Nissle nel 1916 (Nissle S, 1916) dimostro per la prima
volta il ruolo del microbiota umano nel conferire resistenza alle infezioni tifoidi mediate
da Salmonella, identificando il microbiota stesso, come sara confermato in seguito,
come la prima barriera di difesa contro l'invasione da parte di batteri patogeni
(Cummings JH, 1997).

» Produzione di acidi grassi a catena corta (SCFA): i metaboliti finali dei processi
fermentativi svolgono nell’'uomo funzioni fisiologiche rilevanti (I'acido acetico per i
muscoli, il cuore ed il cervello; l'acido propionico per la gluconeogenesi; |'acido
butirrico per la nutrizione degli enterociti (Resta SC, 2008).

» Produzione di vitamine: specie del gruppo B e K (Lanning DK, 2005).
= Interazioni con il sistema immunitario di mucosa (Tsuji M, 2008; Turnbaugh PJ], 2009)

= Degradazione di xenobiotici: grazie a geni in grado di sintetizzare enzimi ad attivita
catabolica verso questi composti (Qin ], 2010).

E’ importante in prospettiva osservare anche che la diversa capacita del microbiota, a seconda
della sua composizione, di “estrarre" le calorie della dieta (Ley RE, 2010; Falk PE, 1998)
potrebbe rappresentare una possibile chiave di interpretazione fisiopatologica del sovrappeso
e dell’obesita.

La Tabella 2 riassume alcuni aspetti funzionali o anatomici dell’'organismo ospite imputabili
alla presenza ed all’attivita del microbiota intestinale, basandosi sulle differenze rilevabili tra
animali germ-free ed animali riconvenzionalizzati.
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Tabella 2 Pre-epiteliale (batteri, muco. ecc)

KpKe€liale (tight junctions) MAC BARRIERA MUCOSA
(animali germ-free) (ex germ-free
o g riconvenzionalizzati)

Epitelio intestinale I:é%stt’;-ifg fteliale {membrana basale) Ispessito
Cinetica degli enterociti Lenta Veloce
Metabolismo Acidi Biliari Deconiugazione significativa Deconiugazione assente
Metabolismo Colesterolo Assenza di coprostanolo Presenza di coprostanolo
Produzione SCFA Produzione ridotta Produzione rilevante
Attivita immunologica Ridotta Presente

Box 1: Il sistema di difesa della mucosa intestinale

Il sistema di difesa della mucosa intestinale puo essere diviso in tre componenti principali:

1. pre-epiteliale, costituito da muco, trefoil peptides e lipidi che formano un gel continuo
in cui & secreto un fluido ricco in bicarbonati che mantengono un pH neutro.

2. epiteliale, costituito da cellule legate fra loro dalle tight junctions (un complesso di
proteine occludenti come le zonuline Z0O-1, Z0-2, Z0-3, le claudine, le cinguline, le
7H6, le occludine, le caderine) che impediscono il passaggio di materiale fra cellula e
cellula: la funzionalita delle tight junctions pud essere modulata dall’espressione di tali
proteine.

3. post-epiteliale, formato dai costituenti della lamina propria

villi

Muco

Membrana basale

Tight junctions
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Il microbiota ed il sistema immune

La relazione che si stabilisce tra microbiota ed ospite pud essere di tipo commensale o
simbiotico. I batteri del microbiota, come si ricordava, rivestono un‘importanza fondamentale
nel facilitare l'assorbimento degli alimenti (per esempio permettendo lidrolisi di alcuni
carboidrati non altrimenti digeribili per Il'organismo) e nel prevenire la colonizzazione
intestinale da parte di microrganismi patogeni, e quindi la loro penetrazione nell’'organismo. E’
quindi fondamentale che il sistema immune riconosca i componenti del microbiota in quanto
tali, e stabilisca una condizione di tolleranza nei loro confronti.

La tolleranza nei confronti del microbiota &€ mediata da alcuni meccanismi complementari:

= | batteri del microbiota non esprimono fattori di virulenza (per esempio
secondariamente a modificazioni chimiche dei PAMP, o Pathogen-Associated Molecular
Patterns), strutture antigeniche riconoscibili dai TLR (toll-like receptors) presenti sulla
superficie delle cellule del sistema immune), oppure

» alcuni batteri commensali sono in grado di sopprimere processi flogistici (per esempio
tramite la “down regulation” delle attivita di NF-kB)(Caballero-Franco C, 2007).

Dal microbiota al probiotico

La definizione oggi internazionalmente accettata di “probiotico” & quella elaborata da un
gruppo di esperti congiuntamente convocati nel 2001 (FAO/WHO, 2001) dalla FAO e dall’lOMS:
"Live microorganisms which when administered in adequate amounts confer a health benefit
on the host”. In Italia il Ministero della Salute (Ministero della Salute, 2005) ha definito i
probiotici "microrganismi che si dimostrano in grado, una volta ingeriti in adeguate quantita,
di esercitare funzioni benefiche per l'organismo” sostanzialmente riprendendo la definizione
delle due organizzazioni ONU. E’ da sottolineare come nella definizione FAO/OMS non si faccia
cenno all'origine umana del ceppo batterico come criterio per la selezione e definizione di
probiotico e ci si basi invece sul tipo di effetto causato (FAO/WHO, 2002).

Dal punto di vista funzionale numerosi dati sperimentali suggeriscono che i probiotici possono
concorrere al rinforzo delle attivita della barriera mucosa intestinale, in particolare influendo
sulle cellule epiteliali intestinali (CEI) e sui macrofagi.

Una recente rassegna sintetica (Thomas CM, 2010) sull'argomento ha richiamato |'attenzione
sui meccanismi piu importanti e sulla diversita di azione dei singoli ceppi a livello delle cellule
epiteliali intestinali (CEI) e dei macrofagi. Un elenco dei possibili meccanismi di modulazione
da parte dei probiotici dei sistemi di segnalazione nelle cellule epiteliali intestinali (CEI) e nei
macrofagi, tratta dalla review citata (Thomas CM, 2010) e presentata in allegato in calce a
questo documento.

I meccanismi pit importanti, a tale proposito, sono schematizzati nel box 2.
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Box 2 — Meccanismi di interazione tra probiotici e cellule epiteliali intestinali

» Induzione della sintesi di heat shock proteins citoprotettive.

Le cellule epiteliali intestinali (CEI), quando vengono a contatto con stress termici, osmotici,
ossidativi o di altro tipo, mettono in azione un sistema di “tolleranza allo stress” basato su
Iinduzione delle cosiddette heat shock proteins (hsp) cellulari. Nell'intestino le heat shock
proteins indotte includono la proteina hsp25, che stabilizza I'actina, e laproteina hsp72, che
previene la denaturazione cellulare. Tali meccanismi contribuiscono a mantenere efficienti le
tight junctions fra le CEI, promuovendo cosi la funzione della barriera mucosa (Tao Y, 2006).
Nell'intestino i probiotici inducono la produzione di heat shock proteins citoprotettive (Petrof
EO, 2004).

» Modulazione dei sistemi di segnalazione infiammatori nelle CEI.

Le CEI sono munite di sistemi di segnalazione chiave per |'attivazione della risposta immune
in risposta ad una varieta di stimoli. Il principale di questi sistemi &€ NFkB, presente nel
citoplasma nella sua forma inattiva, legato alle molecole inibitorie della famiglia IkB. In
presenza di stimoli pro-infiammatori, IkB viene fosforilata, si stacca da NFkB e permette cosi
all’'NFkB stesso di migrare dal citoplasma al nucleo, attivando la trascrizione di geni specifici
(Neish AS, 2000). Alcuni probiotici modulano la degradazione di IkBa, mentre altri stimolano
NFkB ad incrementare la secrezione di specifiche citochine (Ruiz PA, 2005). Lactobacillus plan-
tarum inibisce |'attivita di NFkB e la degradazione di IkB in vitro (Petrof EO, 2009). Un altro
bersaglio molecolare modulato da parte dei probiotici & il PPARy, un recettore nucleare che
puo regolare il livello dell'inflammazione intestinale, e che puo in particolare svolgere un ruolo
nell’attenuare alcune patologie intestinali inflammatorie inibendo I'attivita di NFkB (PPARy &
infatti ridotto nelle CEI di pazienti con malattie inflammatorie intestinali, o IBD) (Voltan S,
2008; Dubuquoy L, 2003). Il trattamento con ceppi specifici di probiotici pudé aumentare
I’espressione di PPARy, e migliorare quindi lI'inflammazione in pazienti con IBD (Kelly D, 2004;
Are A, 2008):

» Regolazione dell’apoptosi

Alcuni probiotici possono regolare I'apoptosi (la cosiddetta "morte programmata”) delle CEI.
Lactobacillus rhamnosus GG ATCC 53103 pu0 attivare una proteina ad azione anti-apoptotica
ed inibire una proteina ad azione pro-apoptotica in CEI stimolate con varie citochine (TNF-,
IL-1a- or IFNy). Altri esperimenti indicano che LGG attiva la produzione di due proteine, p75 e
p40, che promuovono la proliferazione cellulare ed attivano la proteina Akt anti-apoptotica
(Yan F, 2007). La capacita dei probiotici di regolare |'apoptosi pud rappresentare anche
un’utile strategia per il controllo delle infezioni intestinali (Czerucka D, 2000).

» Modulazione dei sistemi di segnalazione dei Macrofagi

A livello intestinale i probiotici modulano diversi sistemi di segnalazione dei macrofagi, con
effetti su I'immunita mucosale (si veda la Tabella in appendice).

Aspetti critici della relazione tra probiotici ed organismo ospite

Gli aspetti pratici piu rilevanti della relazione tra probiotici ed ospite, da definire anche per
permettere un uso razionale dei probiotici stessi in un’ottica di miglioramento delle funzioni
fisiologiche dell’'ospite, sono i seguenti:

1. Importanza della somministrazione di batteri vivi; caratterizzazione funzionale ed
identificazione dei batteri

2. Quantita di batteri da somministrare (in relazione al ceppo batterico impiegato, alla
associazione con altri ceppi di una stessa o differente specie, alla matrice alimentare
prescelta ed alla forma industriale di presentazione) e tecniche di conteggio degli stessi

3. Benefici per I'ospite e loro definizione
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4. Sicurezza d’uso (anche alla luce dei due documenti FAO/WHO del 2001 e del 2002 e
del concetto di QPS per le valutazione di sicurezza batterica, recentemente introdotto da
parte di EFSA).

1. I Probiotici come batteri vivi.

La tradizione che risale a Metchnikoff prevede sia I'uso di una matrice alimentare fermentata
da parte di un batterio “benefico” che lintegrazione della dieta con un “concentrato”
batterico; in ambedue i casi fornendo sempre al consumatore batteri vivi, capaci di superare
le barriere gastriche ed ileali e quindi di riprodursi nell’intestino crasso: & un concetto di tipo
ecologico che sostiene l'uso di batteri vivi, e quindi capaci di insediarsi fra altri batteri vivi (il
microbiota) ed esercitare a tale livello funzioni che comportano un’attivita metabolica. Gli
studi che supportano l'efficacia di batteri vivi sono numerosi; pochi invece, e con risultati
conflittuali, quelli che comparano gli effetti dello stesso ceppo somministrato in forma vitale o
meno.

Si deve quindi concludere che, in virtu delle consolidate definizioni e per una migliore
informazione del consumatore, il termine probiotico sia da riservare a prodotti contenenti
cellule vive e vitali.

L'identificazione (a livello di ceppo) € necessaria, sia per motivi di sicurezza e sia per avere la
certezza dello svolgimento di un’azione benefica vera e propria. Numerose evidenze, infatti,
indicano che ceppi differenti della stessa specie possono avere effetti anche grandemente
differenti sull’ospite (Tabella 3).

Tabella 3. Differenza di azione probiotica fra ceppi della stessa specie. Esempi riferiti
solo all’azione verso 'ospite e non alle capacita di sopravvivenza e persistenza.

Specie/ceppo Azione riscontrata Referenza

Bifidobacterium longum /W11 Bassa induzione di IL10 e alta Medina et al,
induzione di Thl 2007

Bifidobacterium longum /NCIMB 8809 e | Alta induzione di IL10 bassa

Bifidobacterium longum /BIF53 induzione di Th1l

Lactobacillus rhamnosus /GG e Differenza nella capacita di Jacobsen et al,

Lactobacillus rhamnosus / 1970-2 colonizzazione in vivo 1999

Lactobacillus crispatus /M247 e Differenza nella capacita di Cesena et al,

Lactobacillus crispatus /MU5 colonizzazione in vivo 2001

In pratica, la specie deve essere identificata mediante la determinazione della sequenza
nucleotidica del DNA che codifica per il 16S RNA, mentre il ceppo deve essere caratterizzato
mediante il profilo di macro-restrizione del cromosoma, determinato mediante elettroforesi in
campo pulsato (PFGE). Viene inoltre raccomandato il deposito in una collezione internazionale
di ceppi.

Ceppi della stessa specie, come si ricordava, possono esercitare azioni diverse, a volte
opposte. La differenza di azione fra i vari ceppi € cosi consolidata nella letteratura scientifica
da essere riportata nel documento FAO/OMS: “data obtained with one specific probiotic food
cannot be extrapolated to other foods containing that particular probiotic strain or to other
probiotic microorganisms” (FAO/WHO, 2001), come pure nel documento AFSSA (Agencie
Francaise de sécurité Sanitaire des Aliments): “The quantity of probiotics passing live through
the gut depends on the strain, the dose ingested, factors related to the host and the vector
food” (AFSSA, 2005).

I mezzi analitici da impiegare sono ormai ben consolidati, tanto da essere specificati in una
serie di documenti:

- report FAO/WHO 2001 (FAO/WHO, 2001)
- linee guida Ministero della Salute 2005 (Ministero della Salute, 2005)
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- opinioni EFSA emesse tra il 2009 e il 2010

2. La quantita.

Poco € noto della quantita ottimale di batteri probiotici vivi da somministrare; tale quantita
non € in realta di facile determinazione, & ceppo-dipendente e, probabilmente, € anche
funzione del tipo di beneficio che si vuole apportare con la somministrazione (effetti funzionali
diversi possono necessitare di quantita differenti di cellule probiotiche vive). Certamente tale
valore non pud tuttavia essere eccessivamente basso, se si intende influenzare in modo
misurabile la composizione del microbiota del ricevente. Va enfatizzato il fatto che nel caso
delle associazioni microbiche ogni specie “concorrente” ad un’azione funzionale deve avere
una sua carica significativa.

In mancanza di specifici studi dose-risposta, comunque, possiamo ricordare quanto riportato
da AFSSA (AFSSA, 2005) in alcuni punti del suo documento:

= “The dose of probiotics ingested is an important factor to obtain high concentrations in
the various compartments of the gastrointestinal tract."

= "It is often said that probiotic concentrations must be greater than or equal to 10°
CFU/mL in the small intestine (ileum) and 10% CFU/g in the colon, but the scientific
basis for these statements is relatively weak.”

= "The concentrations in the colon have been proposed because they correspond to less
than 1/1000 of the autochthonous flora present (which it could be reasonably expected
has more chance of being active than flora present at even lower levels).”

= Da ricordare inoltre come non esistano evidenze scientifiche che provino un effetto
sinergico di due o piu ceppi batterici nel superamento della barriera gastrica e/o del
piccolo intestino, anche se esistono buoni supporti teorici all’esistenza di una tale
sinergia; alcuni lavori, peraltro, sembrerebbero suggerire in casi specifici
un’interazione negativa tra i ceppi impiegati.

3. Quale tipo di beneficio.

I probiotici possono migliorare, nell’lambito della normalita fisiologica, aspetti del
funzionamento intestinale (ad esempio la frequenza di evacuazione o le sue caratteristiche
soggettive) o di altre funzioni dell'organismo. Il consumo di probiotici pud peraltro essere utile
sia per ridurre il rischio di specifiche patologie, sia per attenuarne la sintomatologia oggettiva
0 soggettiva, qualora siano manifeste.

Sul piano formale, va sottolineato che gli effetti dei probiotici sono stati osservati
prevalentemente studiando gruppi di soggetti affetti da patologie. Tale scelta si basa su motivi
di carattere essenzialmente metodologico: non ¢ infatti agevole documentare effetti favorevoli
significativi di un probiotico nella condizione di sostanziale assenza di anomalie di tipo
funzionale tipica della popolazione sana.

Questo approccio ha permesso di ottenere risultati favorevoli, ma pone il problema della
trasferibilita di quanto osservato a quella parte di popolazione che costituisce il consumatore
abituale dei probiotici, definita da FAO/WHO: “otherwise healthy people”.

E’ opinione del panel che in molte situazioni (ad esempio quelle in cui prevalgono sintomi di
natura soggettiva, per i quali esiste una sorta di “continuum” tra quadri di sostanziale
normalita e quadri francamente patologici), la possibilita di trasferire a soggetti sani “pauci-
sintomatici” i dati raccolti in pazienti con quadro clinico piu evoluto migliorerebbe
sensibilmente la possibilita di documentare effetti funzionali rilevanti dei probiotici.

Gli effetti osservati sono in genere legati alla presenza del probiotico nel tratto intestinale,
presenza assicurata solo da una continua somministrazione. Studi di lungo periodo devono
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affiancare quelli, gia esistenti in buon numero, che descrivono gli effetti di interventi di durata
limitata nel tempo.

4. Sicurezza

L'accertamento della sicurezza delle specie microbiche proposte come probiotici per 'uomo ha
sempre costituito un punto fermo per le Autorita Regolatorie, specialmente dopo la
pubblicazione di rapporti clinici su occasionali infezioni attribuibili al loro impiego, che hanno
interessato sopratutto pazienti immunocompromessi (Gasser, 1994; Aquirre and Collins, 1993;
Saxelin et al., 1996a,b; Rautio et al 1999, Mackay et al 1999)

Per lungo tempo, la commercializzazione di probiotici sotto forma di alimenti vari,
principalmente prodotti lattiero-caseari, o come integratori commercializzati sotto varie forme
farmaceuiche, non e stata subordinata ad una formale valutazione di sicurezza quando si
poteva vantare l'esistenza di una lunga tradizione d'uso senza problemi per la salute dei
consumatori; negli USA, ad esempio, molti microrganismi con tale storia venivano qualificati
GRAS (generally recognized as safe) dalle autorita per la loro commercializzazione. In effetti,
specifiche sorveglianze post-market e studi clinici controllati utilizzando lattobacilli e
bifodobatteri non hanno rilevato alcun effetto avverso nei consumatori o nei soggetti trattati
(Saxelin et al., 1996a,b; Gasser, 1994; Adams and Marteau, 1995).

L’enorme favore che i prodotti probiotici hanno incontrato tra i consumatori, testimoniato dalle
grandi quantita consumate ogni anno in molti Paesi industrializzati, hanno promosso la loro
produzione su larga scala e facilitato la deliberata introduzione di microrganismi nella filiera
alimentare. Questo fatto ha finito per aprire un ampio dibattito sull'opportunita di definire piu
precisi criteri con cui documentare la sicurezza d’uso delle colture microbiche per I'uomo e gli
animali (Donohue e Salminen, 1996, Lee e Salminen, 1995, Salminen et al 1996; Salminen et
al 1998; Saarela et al 2000; Wessels et al 2004).

Cosi, alcuni autori hanno proposto linee guida per la valutazione della sicurezza dei
microrganismi probiotici (Salminen et al., 1998; Adams, 1999; Saarela et al., 2000) che
prevedono i seguenti criteri per i ceppi microbici destinati all'uso umano: avere un’origine
umana; essere stati isolati dal tratto gastrointestinale di soggetti sani; possedere una storia
documentata come germi non patogeni; non essere stati associati a malattie e, infine, non
essere portatori di geni trasmissibili di resistenza agli antibiotici, soprattutto alla luce dei seri
problemi che tale situazione potrebbe porre nel trattamento delle infezioni microbiche.

Piu recentemente, I’Autorita Europea di Sicurezza Alimentare (EFSA), sensibilizzata sulla
medesima questione, ha elaborato ed introdotto (EN2003; EFSA, 2004) un nuovo sistema per
la valutazione pre-market della sicurezza di gruppi selezionati di microrganismi,
deliberatamente addizionati ad alimenti e/o mangimi o utilizzati nella produzione di alimenti e
mangimi, grazie al quale gli stessi possono acquisire lo status QPS, o Presunzione Qualificata di
Sicurezza.

In base a questo sistema, qualsiasi ceppo microbico di cui sia stata stabilita in maniera univoca
I'identita, e che sia possibile classificare in un gruppo QPS (cioe in un gruppo che non desta
alcuna preoccupazione dal punto di vista della sicurezza), € sottoposto solamente alla verifica
dell’'assenza di specifiche “qualificazioni” (= cause di preoccupazione per la salute pubblica) per
il definitivo riconoscimento della sicurezza d’uso.

Allo stato attuale, la qualificazione di uno specifico ceppo si basa sulla verifica dell’assenza di
resistenze trasferibili relative ad antibiotici d’interesse clinico e veterinario, e dell’assenza di
fattori di virulenza (Barlow S, 2007; EFSA 2011). Si vuole cosi evitare che a causa dell’'ampia
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distribuzione ambientale dei microrganismi utilizzati dall’industria, questi possano aumentare il
pool dei geni di resistenza agli antibiotici gia presenti nelle popolazioni microbiche del tratto
intestinale e, in special modo, incrementare il rischio di un loro trasferimento ai consumatori
attraverso la filiera alimentare (Jansen WT, 2006).

Come €& noto, nei microrganismi si riconosce una resistenza intrinseca e una resistenza
acquisita; la prima & una caratteristica naturale della specie, con un’assai bassa possibilita di
essere trasferita orizzontalmente. La resistenza acquisita, invece, & un’atipica resistenza che i
ceppi sensibili possono acquisire attraverso mutazioni cromosomiali o I'assunzione di elementi
genetici (plasmidi e transposoni) da altri batteri, verosimilmente per coniugazione (de la Cruz e
Davis, 2000).

I lattobacilli sono naturalmente (intrinsecamente) resistenti all’acido nalidixico, ai chinoloni, al
trimetoprim e ai sulfamidici, e sensibili, invece, a tutti gli inibitori della sintesi proteica tranne
gli aminoglicosidi (Charteris et al 1998: Mathur e Singh,2005). Anche la resistenza ai
glicopeptidi di molte specie di lattobacilli (tranne L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L.
acidophilus, L. johnsonii, and L. crispatus) & considerata intrinseca (Belletti et al, 2009;
Charteris et al 1998b). Per i bifidobatteri & riconosciuta, invece, un’intrinseca resistenza a
kanamicina, gentamicina, streptomicina, polimixina B, acido nalidixico, paromomicina e
neomicina (D’aimmo et al 2007).

Nel caso dei microrganismi destinati al settore veterinario, le resistenze intrinseche dei ceppi
possono essere distinte da quelle acquisite utilizzando uno schema definito dal Panel EFSA on
Additives and Products or Substances used in Animal Feed (FEEDAP) (EFSA, 2012); questo
schema si ritiene utilizzabile anche nel caso dei ceppi destinati all'uomo.

Le specie microbiche che ospitano resistenze antibiotiche acquisite possono essere riconosciute
dai ceppi sensibili mediante un test di sensibilita utilizzando breakpoints microbiologici stabiliti
sulla base di dati di letteratura e/o di programmi di monitoraggio nazionali ed europei. E’
essenziale che i tests con cui stabilire la sensibilita dei ceppi che si intende utilizzare per
'uomo e gli animali siano effettuati in maniera appropriata impiegando metodi
internazionalmente riconosciuti e standardizzati (Huys et al 2010; ISO 2010).

Le piu recenti linee guida emanate del Ministero della Salute per gli integratori alimentari a
base di o con probiotici richiedono la dimostrazione dell’identita del ceppo mediante metodi
molecolari e la verifica dell’assenza di resistenze trasferibili.
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PROBIOTICI E RISPOSTA IMMUNE

Una serie di recenti osservazioni ha permesso di meglio chiarire i meccanismi della risposta
immune che hanno luogo a livello intestinale. Molti di questi meccanismi possono essere
influenzati da specifici ceppi probiotici.

Nella lamina propria dell'intestino le cellule B si differenziano in plasmacellule e secernono
anticorpi IgA dimerici che, sulla superficie baso-laterale delle cellule epiteliali intestinali, si
legano ad un recettore specifico che le trasporta alla superficie apicale, dove vengono liberate
nel lume intestinale. Le IgA secretorie sono elementi importanti dellimmunita mucosale, e
partecipano alla protezione dell’ospite legando un’ampia varieta di antigeni dietetici, batterici,
virali e fungini.

La possibilita che i probiotici possano influenzare questi processi, modificando specifici
parametri immuni e, in ultima analisi, svolgendo quindi un effetto benefico su patologie
umane, € un campo di grandissima attualita. Infatti:

1. I probiotici modulano e stabilizzano la composizione del microbiota, e possono quindi
svolgere effetti immunomodulatori

2. Alcuni probiotici sono in grado di inibire la risposta infiammatoria del sistema immune
intestinale, grazie all'inibizione dell’attivazione di NF-kB o in associazione ad una azione
antiapoptotica sulle cellule dell’epitelio intestinale (Tien MT, 2006; Yan F, 2002)

3. Alcuni probiotici sono in grado di aumentare l'attivita delle cellule Natural Killer (Takeda K,
2006; Kazuyoshi, 2007) cruciali come prima linea di difesa dell’'organismo perché in grado
di svolgere un’attivita citotossica indipendentemente da una precedente sensibilizzazione
all’antigene

4. Alcuni probiotici aumentano la secrezione di muco (Caballero-Franco C, 2007).

Alcuni probiotici hanno un’azione immunomodulatoria diretta: dopo essere stati catturati a
livello delle placche di Peyer, essi possono indurre la secrezione di citochine e I'espressione
di molecole costimolatorie da parte delle Antigen Presenting Cells (APC) (Niers LE, 2007).

6. Alcuni ceppi di Lactobacillus inducono la maturazione delle Cellule Dendritiche (CD) (Smits
HH, 2005). Le CD sono in grado, per mezzo dei loro processi estensivi che attraversano lo
strato di cellule epiteliali, di catturare direttamente dal lume alcuni contenuti. Questa
caratteristica delle CD, combinata con la loro abilita di orchestrare la risposta dei linfociti T
e di stimolare in tal modo la secrezione di IL-10 ed IL-12, ne mette in primo piano il ruolo
come ponte fra microbiota, immunita innata ed immunita adattativa.

7. Dati recenti hanno poi ulteriormente chiarito la complessita delle interazioni che
avvengono tra il microbiota, la risposta immune, e il sistema gastroneterico. Dunque, €&
stato dimostrato che la interazione ta le CD ed il microbiota induce la differenziazione dei
T linfociti presenti nella lamina propia in senso TH17; queste cellule producono la citochina
IL22 che, a sua volta, indice la sintesi dei peptidi ad azione antimicrobica regenerating
islet-derived protein 3p (REGIIIB) e REGIIIy. Questi ultimi svolgono due importanti azioni:
1. Regolano la composizione del microbiota e 2. Modulano la segregazione spaziale tra
microbiota e parete intestinale (creano e mantengono, dunque, uno spazio fisico tra
queste due componenti)(Vaishnava S et al, Science, 334:255-258, 2011) .

Con un uso mirato di specifici ceppi probiotici € possibile indurre una risposta di tipo
immunostimolante sia sulla componente linfocitaria di tipo B (incremento dellimmunita
umorale) e T (incremento dell'immunita cellulo-mediata), sia sulla componente fagocitaria, in
particolare sulle cellule polimorfonucleate (Iliev ID, 2005; Iliev ID, 2008). La possibilita di
stimolare risposte di questo tipo & utile in circostanze cliniche ben precise, per esempio
quando si intenda realizzare un‘immunoprofilassi delle infezioni delle alte vie respiratorie
durante il periodo invernale, o in aggiunta alla vaccinazione anti-influenzale per aumentare la
risposta anticorpale al vaccino o, piu in generale, per aumentare la vigilanza immunitaria
aspecifica verso patogeni di varia natura (Kaur IP, 2002; Marco ML, 2006).

Recenti studi di efficacia hanno fornito esiti positivi sugli effetti dei probiotici sull’apparato
respiratorio, ed in particolare riguardo alla prevenzione ed alla riduzione della severita delle
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infezioni respiratorie, grazie a un aumento delle cellule che secernono IgA nella mucosa
bronchiale (Perdigon G, 1999). Effetti positivi si sono riscontrati anche nei fumatori abituali,
caratterizzati da un’attivita ridotta delle cellule NK (Morimoto K, 2005). Altri recenti dati
hanno poi confermato come I'utilizzo di alcuni probiotici (es. lactobacilli) potenzi la risposta
immunitaria sia sistemica che mucosale antigene specifica indotta dalle vaccinazioni anche in
soggetti giovani e non affetti da patologie (Rizzardini et al, BJN, 107:876-884, 2012). Questi
dati confermano le proprieta adiuvanti nei confronti di vaccini umani dei probiotici,
potenzialmente suggerendo la possibilita di affiancare la vaccinazione con l'utilizzo degli
stessi probiotici per ottimizzare la risposta vaccinale.

Un target privilegiato di studio per indagare gli effetti di salute dei probiotici sono poi i
bambini, tra i quali &€ importante ridurre il diffondersi di malattie specialmente durante
Iinverno, riducendo i giorni di assenza da scuola e diminuendo le occasioni di cura con
antibiotici (Hatakka K, 2001; Lin ]S, 2009; Marseglia GL, 2007).
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PROBIOTICI E SALUTE

Malattie intestinali pediatriche

Nei primi momenti della vita i meccanismi innati di difesa sono piu importanti dei meccanismi
acquisiti, perché il neonato sano € “naive” da un punto di vista immunologico, non avendo
incontrato, all'interno dell’'utero, quasi nessun antigene. In questo periodo iniziale della vita il
colostro ed il latte materno possono accrescere la resistenza del neonato alle infezioni
enteriche; i meccanismi di questa aumentata resistenza alle infezioni sono sia di natura
passiva (grazie al passaggio con il latte di fattori anti-microbici), che attiva, attraverso la
promozione dello sviluppo di specifiche funzioni immuni.

Il sistema immune neonatale si trova di fronte a due grandi sfide: da una parte deve
rispondere attivamente agli antigeni dei batteri patogeni, dall’altra deve “tollerare” gli antigeni
sia dietetici sia dei batteri non patogeni. La regolazione di queste risposte di tolleranza e di
risposta attiva & fondamentale per la salute, e il venir meno di queste proprieta pud portare
ad infezioni ricorrenti, malattie inflammatorie ed autoimmuni e ad allergie.

L'educazione del sistema immune nei primi momenti di vita € fondamentale nel minimizzare la
comparsa di questi disordini immuno-mediati. Gli antigeni fondamentali a questo processo
“educativo” sono proprio quelli della flora batterica, che il neonato acquisisce dalla madre, e
che colonizza l'intestino gia dopo 48 ore di vita (E. coli e Streptococchi). La dieta, poi,
influisce sul microbiota del neonato: infatti i bambini allattati al seno presentano una
colonizzazione prevalente con Bifidobatteri, E. coli e Streptococchi, mentre quelli allattati con
latte formulato, presentano un microbiota con prevalenza di Bifidobatteri, Bacteroidi, Clostridi
ed altri Enterobatteri. L'instaurarsi graduale di una flora autoctona fin dalle prime ore di vita &
in grado di modulare la risposta immunitaria in favore dell’acquisizione della tolleranza orale
(Lu L, 2001; Santos S, 2006) definibile come “un’iporesponsivita immunologica specifica a
seguito di una precedente esposizione mucosale all’antigene”.

La produzione di IgA secretorie, come gia detto, € uno dei meccanismi immunologici
fondamentali nello stabilirsi della tolleranza orale, soprattutto nel periodo perinatale, ma
anche di protezione da agenti patogeni. Il latte materno contiene gia IgA secretorie che
possono essere utili a questo scopo. Per i lattanti che vengono nutriti con latte formulato &
invece evidente come un latte supplementato con batteri probiotici possa favorire la naturale
produzione di questa immunoglobulina. La supplementazione con probiotici € generalmente
considerata sicura dal momento che vengono utilizzati microrganismi identici a quelli presenti
nella flora vaginale e nel tratto gastrointestinale umani.

Negli ultimi anni si sono moltiplicati gli studi clinici condotti su bambini per valutare gli effetti
dei probiotici nella prevenzione e nel controllo sia di patologie gastrointestinali acute e
croniche, ma anche di patologie extra-intestinali quali I'atopia (Zuccotti GV, 2008).
L'interpretazione dei risultati ottenuti & spesso controversa, perché gli studi differiscono per il
microrganismo utilizzato, la popolazione esaminata, la valutazione dell’effetto, le dosi e la
frequenza di somministrazione.

Di seguito una valutazione critica delle evidenze disponibili relative all'uso di probiotici in
specifiche condizioni parafisiologiche o patologiche in ambito pediatrico.

Gastroenteriti Infettive

La maggior parte degli studi effettuati negli ultimi anni ha dimostrato l'efficacia di specifici
probiotici nel ridurre la sintomatologia nella popolazione pediatrica colpita da gastroenterite
infettiva (Zajewska H, 2006; Davidson GP, 2000; NASPGHAN, 2006; Guandalini S, 2006). I
probiotici riducono la durata della diarrea infettiva di 0,7 giorni e riducono la frequenza degli
episodi diarroici gia nelle prime ore (Van Niel CW, 2002). In base alle piu recenti evidenze
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scientifiche pertanto ne € consigliata I'assunzione in corso di gastroenterite acuta fin dalla
comparsa dei primi sintomi.

In genere i probiotici devono essere somministrati per almeno 5 giorni e in ogni caso per tutta
la durata di un eventuale ricovero ospedaliero, in un'unica oppure in due somministrazioni
giornaliere. L'efficacia & evidente soprattutto nei casi di infezioni da rotavirus trattate
precocemente con terapia reidratante orale associata a Lactobacillus GG (Szajewska H, 2001;
Guandalini S, 2000; Kaila M, 1992; Szymanski H, 2006) Questo probiotico € in grado di
diminuire l'escrezione di rotavirus nelle feci (Oberhelman R, 1999), contribuendo alla
riduzione della diffusione del virus e percid migliorando I'efficacia delle strategie di
prevenzione degli episodi infettivi sia in comunita, sia durante la degenza ospedaliera, anche
se con risultati che non possono essere ancora considerati definitivi (Costa-Ribeiro H, 2003;
Mastretta E, 2002; Salazar-Lindo E, 2004). L'efficacia del trattamento con probiotici &
dimostrata nelle gastroenteriti sostenute da rotavirus di severita lieve-moderata, mentre i
risultati ottenuti nel trattamento delle forme rotavirus negative, e soprattutto in quelle
batteriche, non sono significativi (Szajewska H, 2001; Salazar-Lindo E, 2004). Si ipotizza che
I'inefficacia di LGG nelle diarree batteriche sia dovuta alla capacita dei batteri coinvolti di
produrre mucinasi che vanificano gli effetti del probiotico (Mack DR, 1999). Uno studio del
2005 ha invece dimostrato |'efficacia del Lactobacillus paracasei ST1 nelle gastroenteriti non
determinate da rotavirus (Sarker SA, 2005).

A conferma di cid una recente meta-analisi (Szajewska H, 2011) ha analizzato i risultati di 3
studi randomizzati controllati (1092 bambini ospedalizzati) concludendo che Ia
somministrazione di LGG, per l'intera durata dell’'ospedalizzazione, porta ad una significativa
riduzione degli episodi di diarrea nosocomiale, comprendendo anche le gastroenteriti da
rotavirus, rispetto al placebo. Per prevenire 1 caso di diarrea nosocomiale & necessario
trattare 12 bambini.

Risultati che confermano l'efficacia della supplementazione con probiotici nella terapia delle
gastroenteriti in eta pediatrica, vengono rilevati anche da una review (Cremonini F, 2002),
che ne evidenzia inoltre la ceppo-specificita; in particolare i probiotici che hanno dimostrato i
piu promettenti risultati sono Lactobacillus casei subsp. rhamnosus GG, Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus acidophilus, Streptococcus thermophilus,
Bifidobacterium bifidum.

Nel 2010 una revisione Cochrane coordinata da Allen et al. su 56 studi randomizzati controllati
condotti in eta pediatrica ha evidenziato come la supplementazione con probiotici riduca la
durata della diarrea acuta di circa 1 giorno oltre a ridurre la frequenza delle scariche diarroiche
(Probiotics for treating acute infectious diarrhea (Allen SJ, 2010).

Piu recentemente un ulteriore studio randomizzato, ben condotto, su 129 bambini dai 6 mesi ai
6 anni ha mostrato come la supplementazione con Lactobacillus GG acceleri la regolarizzazione
della funzione intestinale in pazienti valutati in pronto soccorso per diarrea acuta (Nixon AF,
2012).

Diarrea associata a terapia antibiotica

L'incidenza di diarrea in corso di terapia antibiotica (AAD) & del 5-30% (Szymanski H, 2006).
La maggior parte degli antibiotici pu¢ indurre, durante il trattamento, la comparsa di diarrea:
il rischio & tuttavia maggiore nel caso di terapie con aminopenicilline, associazione di
aminopenicilline con acido clavulanico, cefalosporine e clindamicina (Szajewska H, 2006).

Recenti meta-analisi riportano un’importante riduzione dei casi di AAD quando alla terapia
antibiotica sia associato un trattamento preventivo con probiotici (Szajewska H, 2006;
Cremonini F, 2002; D’'Souza AL, 2002). Il microrganismo piu efficace sembra essere
Saccharomyces boulardii, tuttavia nei bambini si &€ dimostrato efficace anche LGG (Arvola T,
1999; Lewis SJ], 1998). S. boulardii, per il quale esiste il rischio di una diffusione ematogena
nei pazienti immunocompromessi, si € dimostrato efficace nell’inibire il ripetersi di episodi di
infezione da Clostridium difficile (Castagliuolo I, 1999). Anche se non tutti gli studi hanno
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confermato l'efficacia del trattamento con probiotici nella prevenzione dell’AAD, una review del
2009 ha dimostrato che l'efficacia stessa & legata prevalentemente al ceppo utilizzato
(McFarland LV; 2009); gli studi analizzati confermano inoltre come i ceppi Saccharomyces
boulardii e Lactobacillus rhamnosus GG presentino sufficienti evidenze cliniche per confermare
il loro utilizzo nella terapia della diarrea da antibiotici.

Una recente revisione Cochrane (Johnston BC, 2011) ha selezionato 16 studi randomizzati
condotti su un totale di 3432 pazienti trattati con diversi ceppi (tra cui Bacillus spp.,
Bifidobacterium spp., Lactobacilli spp., Lactococcus spp., Leuconostoc cremoris,
Saccharomyces spp., or Streptococcus spp., soli o in combinazione; 7 studi su 16 riguardavano
S. boulardii or Lactobacillus rhamnosus spp). La metanalisi ha evidenziato 3 bias principali:
definizione eterogenea di diarrea, grande variabilita di dosaggio dei probiotici somministrati
(da 200 milioni a 40 miliardi CFU/die), mancanza di dati dettagliati sulle terapie antibiotiche
(presenti solo in 6 lavori su 16). Nonostante questi limiti, la revisione conclude per un effetto
protettivo dei probiotici verso la diarrea associata a antibiotici; in particolare il NNT per
prevenire 1 caso di AAD sarebbe paria 7 (NNT 7; 95% CI 6 to 10). In particolare la revisione
individua due ceppi con particolare efficacia Lactobacillus rhamnosus e Saccharomyces
boulardii a dosi variabili da 5 a 40 miliardi CFU/die (Johnston BC, 2011).

Una recentissima review Cochrane (Goldenberg JZ, 2013) ha analizzato 23 studi randomizzati
controllati presenti in letteratura, per un totale di 4.213 soggetti (adulti e bambini). I risultati
di questa review hanno dimostrato che i probiotici riducono del 64% il rischio di diarrea
associata a Clostridium difficile (CDAD). Gli autori concludono che ci sono moderate evidenze
che supportano un effetto protettivo da parte dei probiotici nella prevenzione della CDAD, ma
non nella riduzione dell'incidenza di infezione da Clostridium difficile. La profilassi con
probiotici sembra essere in grado di prevenire 35 episodi di CDAD su 1000 pazienti trattati,
mentre riguardo la diarrea associata ad antibiotici (AAD) la supplementazione previene 84
episodi su 1.000 pazienti trattati.

Enterocolite Necrotizzante (NEC)

L'enterocolite necrotizzante € una causa rilevante di morbilita e mortalita nei neonati
prematuri; l'eziologia di questa patologia non & stata ancora del tutto chiarita. Sono stati
identificati fattori di rischio, quali prematurita, alimentazione enterale e colonizzazione
batterica, che causerebbero la risposta inflammatoria esagerata responsabile della necrosi
ischemica dell’'intestino (Claud EC, 2001).

Sulla base delle osservazioni sui modelli animali, alcuni studi hanno valutato gli effetti di una
supplementazione con probiotici sullincidenza di NEC nei neonati. Una review del 2010
(Deshpande G, 2010) ha analizzato i risultati di 11 studi presenti in letteratura evidenziando
come il rischio di NEC e di morte, nelle popolazioni trattate con probiotici, si sia rivelato
effettivamente piu basso, confermando un significativo beneficio della supplementazione con
probiotici nei bambini prematuri e di peso molto basso alla nascita.

Alla stessa conclusione giunge una rassegna Cochrane del 2011 (AlFaleh K, 2011) che prende
in esame 16 studi randomizzati per un totale di 2.842 bambini prematuri (< 37 settimane di
eta gestazionale) o di basso peso neonatale (< 2500 gr). I dati dimostrano che Ila
supplementazione enterale con probiotici riduce significativamente l'incidenza di NEC (RR
0,35, 95% CI 0,24-0,52) e il rischio di mortalita associata (RR 0,40, 95% CI 0,27-0,60),
mentre non evidenzia significative riduzioni nell’incidenza di sepsi nosocomiali. Gli autori
concludono che sono necessari studi che dimostrino l'efficacia nei neonati ELBW (extremely
low birth weight) e per identificare la migliore formulazione e dose da usare. Gli Autori
sottolineano come siano ancora da definire i ceppi piu efficaci e la posologia ottimale.
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Malattie Allergiche ed Atopiche in eta pediatrica

Negli ultimi anni si & assistito nei paesi industrializzati ad un significativo aumento di patologie
autoimmuni ed allergiche. I fattori responsabili di questo aumento sono probabilmente
I'alterata maturazione della funzione immune nei primi mesi di vita, che comporterebbe un
minore switch TH2/TH1 per un ridotto o mancato contatto con agenti infettivi (teoria
delligiene), e l'alterata flora microbica, che favorisce la persistenza di citochine derivanti da
TH2 (IL4, IL5, IL13), prevalenti alla nascita, e non consente il riequilibrio a favore di una
predominante risposta TH1, con produzione di IL12 ed IFNy.

Quest'ultima ipotesi € sostenuta dall'osservazione in diversi studi di alterazioni nella flora
intestinale in bambini atopici, nei quali si riscontra una prevalenza di Clostridi (Bjorksten B,
1999; Watanabe S, 2003). Nel 2007 & stato pubblicato il primo studio che ipotizza il ruolo
preventivo di un probiotico sulla ricorrenza di sintomi respiratori allergici nei bambini. Questo
studio si prefiggeva lo scopo di valutare se il consumo giornaliero a lungo termine (12 mesi)
di un latte fermentato contenente il probiotico Lactobacillus casei DN-114001 (un probiotico
con attivita immuno-modulante) potesse migliorare lo stato di salute e modificare il profilo
immunologico di bambini in eta prescolare con sintomatologia allergica a inalanti (Giovannini
M, 2007).

Si e trattato di uno studio multicentrico, prospettico, randomizzato, in doppio cieco, in cui
sono stati arruolati 187 pazienti (119 con asma e 131 con rinite, di cui 63 con entrambi i
sintomi), di entrambi i sessi e di eta compresa tra 2 e 5 anni, seguiti presso 8 ospedali di
Milano e provincia. Lo studio ha mostrato come la supplementazione con il probiotico abbia
ridotto del 33% la ricorrenza di episodi di rinite/anno, con una mediana (IQR) di 2 episodi (1-
5) vs 3 (0-8); l'incidenza di episodi di rinite allergica era due volte inferiore nei bambini
trattati nel secondo trimestre di supplementazione (OR (95%CI) di 0,39 (0,19 - 0,82,
P<0,01).

Su un sottogruppo di 45 pazienti é stata effettuata I'analisi genetica della composizione della
flora microbica intestinale, che ha dimostrato una netta prevalenza di flora probiotica
nell'intestino ed in particolare la presenza di numerose colonie di Lactobacillus casei DN-
114001 nei pazienti trattati rispetto ai controlli: la colonizzazione dell’intestino da parte del
probiotico € persistita a 6 e 12 mesi di follow-up nella quasi totalita dei soggetti. Numerosi
studi hanno evidenziato risultati promettenti sull’efficacia dei probiotici nel ridurre I'incidenza
di manifestazioni allergiche (Abrahamsson TR, 2007; Taylor Al, 2007; Kukkonen K, 2007;
Valsecchi C, 2008).

Purtroppo l’enorme eterogeneita degli studi in letteratura, dei ceppi utilizzati, della durata
della terapia e delle dosi impiegate, non permette un’interpretazione univoca. Dalle piu
recenti review (Johannsen H, 2009; Yao TC, 2010) non emerge un’indicazione precisa
sull’efficacia dei probiotici nella terapia o nella prevenzione delle principali patologie allergiche.
I dati pit promettenti riguardano esclusivamente la prevenzione dell’eczema atopico, anche
se non tutti gli studi sono concordi sui risultati. Infatti due recenti review relative all’'utilizzo
dei probiotici nella terapia (Boyle R], 2009) e nella prevenzione (van der Aa LB, 2010) della
dermatite atopica, hanno concluso che ad oggi, in base agli studi presenti in letteratura, non
esistono evidenze sufficienti per promuovere la supplementazione con probiotici in relazione
alla dermatite atopica.

Una recentissima revisione sistematica ha analizzato i dati di 21 studi randomizzati ben
condotti (per un totale di 4.134 bambini): per quanto concerne la prevenzione della dermatite
atopica con probiotici, 11 studi su 17 mostrano una certa efficacia; 5 studi, sui 6 analizzati,
hanno evidenziato un effetto positivo sulla riduzione della severita della dermatite. Il
probiotico che si € dimostrato piu efficace € il Lactobacillus rhamnosus GG. (Foolad N, 2013)

Gli stessi dubbi relativi alla vasta eterogeneita degli studi presenti in letteratura, & stata
sottolineata anche da una recentissima review (Meneghin F, 2012) che ha preso in esame 17
RCTs sulla prevenzione (4.490 pazienti) e 20 sul trattamento (1367 pazienti) della dermatite
atopica con probiotici. Tra i ceppi utilizzati, sicuramente il Lactobacillus GG sia come singolo
probiotico, sia all'interno di un mix di ceppi, & risultato essere il piu efficace. Gli autori
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concludono perd che la mancata aderenza a linee guida per una corretta gestione dei
protocolli di studio, rende molto poco valutabili fra loro i risultati dei singoli RCTs.

Infezioni respiratorie

Tutti i probiotici, come si ricordava, inducono una risposta immunitaria, le cui caratteristiche
sono correlate al ceppo o alla miscela di batteri utilizzati. Recenti studi hanno dimostrato
effetti positivi dei probiotici sul sistema respiratorio, ed in particolare sulla prevenzione e sulla
riduzione della severita delle infezioni respiratorie, mediato probabilmente da un aumento
delle cellule che secernono IgA nella mucosa bronchiale (Perdigon G, 1999). E’ stato anche
dimostrato il ruolo della malnutrizione, e del deficit di alcuni micronutrienti e di vitamine, nei
processi di ingresso cellulare e di replicazione dei patogeni delle infezioni virali (Santos JI,
1994; Levander OA, 1997; Beck MA, 2001). L'uso preventivo di supplementi contenenti
sostanze attive sul sistema immunitario ha quindi un razionale di impiego sia prima della
vaccinazione che come adiuvante al vaccino, per aumentare il titolo anticorpale negli anziani e
nei soggetti defedati (Goodwin K, 2006; Iorio AM, 2007).

Si riportano di seguito i risultati di alcuni studi realizzati su popolazioni target differenti per
indagare gli effetti dei probiotici sulle patologie infettive del sistema respiratorio.

Eta pediatrica

Uno studio randomizzato, in doppio cieco e contro placebo, & stato realizzato allo scopo di
determinare se i probiotici possano ridurre il rischio di infezioni nei neonati. La ricerca ha
coinvolto bimbi di eta inferiore ai 2 mesi, cui & stato somministrato quotidianamente, fino a
12 mesi di eta, latte arricchito da Lactobacillus rhamnosus GG e Bifidobacterium lactis Bb-12
o un latte con placebo. I dati ottenuti suggeriscono che i probiotici possano rappresentare un
mezzo sicuro per ridurre il rischio di otiti medie acute precoci ed il ricorso ad antibiotici per le
infezioni respiratorie ricorrenti durante il primo anno di vita (Rautava S, 2009). Risultati
analoghi sono emersi in uno studio condotto su una popolazione di 326 bambini di eta
compresa tra i 3 e i 5 anni, che ha rilevato una diminuzione di incidenza dell’'uso di antibiotico
di oltre il 65% e una riduzione dei giorni di assenza di oltre il 25% tra i bambini trattati con un
probiotico (Leyer GJ, 2009).

Una recente revisione Cochrane del 2011 (Hao Q, 2011) ha analizzato dati provenienti da 10
RCTs (3541 soggetti tra bambini e adulti) il cui scopo era quello di verificare I'efficacia
preventiva dei probiotici nelle infezioni respiratorie. I risultati hanno dimostrato nei soggetti
supplementati, un ridotto numero di episodi acuti di infezione delle alte vie aeree, un minor
numero di episodi/persona/anno e una riduzione nell’utilizzo di antibiotici. La conclusione degli
autori & che i probiotici sembrano essere migliori del placebo nel prevenire le infezioni
respiratorie delle alte vie aeree, ma gli studi analizzati presentano delle limitazioni.

Adulti

Uno studio randomizzato in doppio cieco e contro placebo ha valutato se il consumo per tre
mesi di Lactobacillus gasseri PA 16/8, Bifidobacterium longum SP 07/3, Bifidobacterium
bifidum MF 20/5, avesse riflessi su severita dei sintomi, incidenza e durata del raffreddore
comune. Per due stagioni inverno/primavera 479 adulti hanno assunto ogni giorno vitamine e
minerali, arricchiti o meno da probiotici. I risultati indicano una riduzione della durata degli
episodi di raffreddore di almeno due giorni, e della severita dei sintomi, tra i soggetti che
avevano assunto il probiotico rispetto a quelli randomizzati al placebo (De Vrese M, 2006).
Conclusioni simili sono state ottenute in uno studio che ha valutato I'effetto dell’assunzione a
lungo termine di probiotici sulla stessa patologia (De Vrese M, 2005). Un'altra indagine in
doppio cieco, randomizzata e contro placebo, condotta in 237, 234 e 250 adulti sani ha
indagato, in tre stagioni invernali, I'efficacia di diversi probiotici nel ristabilire e mantenere
I’equilibrio intestinale e la potenziale protezione da patologie infettive del tratto respiratorio
(Pregliasco F, 2008). Il protocollo sperimentale prevedeva tre diverse fasi:

» nella prima fase & stata testata una formulazione attiva (A) contenente 3 tipi di
probiotici (L. plantarum, L. rhamnosus e B. lactis) e frutto-oligosaccaridi (FOS) rispetto
al placebo;

* nella seconda fase la stessa formulazione & stata comparata a un preparato simile
arricchito di lactoferrina (B) e al placebo;
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* nella terza fase due formulazioni simbiotiche, ciascuna contenente probiotici e FOS (C)
0 galatto-oligosaccaridi (GOS, D), sono state comparate tra loro e con il placebo.

La lunghezza media delle infezioni respiratorie acute ha mostrato risultati migliori per quanto
concerne le ILI (influenza-like illness) e le URTI (upper respiratory tract infections) nelle fasi 1
e 2 dello studio, mentre l'incidenza di raffreddore e tosse sono risultate migliori nella fase 3.
Risultati analoghi emergono dalla revisione sistematica delle evidenze cliniche ottenute in 14
ricerche randomizzate (RCTs) relative all’'uso dei probiotici nel prevenire le infezioni del tratto
respiratorio (RTIs). La riduzione nella severita dei sintomi collegati alle RTIs & stata rilevata in
cinque studi su sei; in tre studi su nove il decorso clinico delle RTIs & stato piu breve. I
probiotici, quindi, hanno un effetto benefico sulla severita e sulla durata dei sintomi delle
RTIs, ma non sembrano ridurre lI'incidenza delle RTIs (Vouloumanou EK, 2009).

Effetti sull’apparato digerente

Molti degli effetti studiati dei probiotici, comprensibilmente, si riferiscono all’apparato
digerente. Tali effetti si riferiscono sia a condizioni parafisiologiche (stipsi) che a situazioni piu
specificamente di malattia.

Recentemente e stata pubblicata una review sull’effetto di alcuni ceppi probiotici sulla
costipazione (Chmielewska A, 2010): sono stati considerati 5 studi clinici controllati verso
placebo per un totale di 377 soggetti. I risultati mostrano che negli adulti effetti favorevoli
sulla frequenza di evacuazione e sulla consistenza delle feci sono stati ottenuti con i ceppi
probiotici Bifidobacterium lactis DN-173010, Lactobacillus casei Shirota e Escherichia coli Nissle
1917. Alcuni ceppi hanno permesso di ottenere una riduzione della percezione di gonfiore
addominale (riportata dai pazienti prima e dopo il trattamento). Nei bambini, il ceppo L.
rhamnosus Lcr35 ha mostrato degli effetti favorevoli anche se non statisticamente significativi
(ridotto numero di soggetti coinvolti) mentre il ceppo L. rhamnosus GG non ha mostrato alcun
effetto rispetto al placebo. Nel 2008 un altro studio, controllato verso placebo, & stato condotto
su bambini con costipazione funzionale cronica, che per 8 settimane hanno ricevuto un
probiotico (L. reuteri DSM 17938) oppure un placebo. In questo caso, gia dopo la seconda
settimana di trattamento e stato rilevato un significativo miglioramento della frequenza di
evacuazione mentre nessun effetto € stato misurato sulla consistenza delle feci (Coccorullo P,
2010).

Un’altra review molto recente (Meneghin F, 2013) ha analizzato gli studi presenti in letteratura
riguardo un disturbo altrettanto frequente in eta pediatrica, le coliche del lattante. Riguardo la
gestione di questi piccoli pazienti, c’@ molta confusione e sono sempre di piu le mamme che
ricorrono all’utilizzo dei piu svariati rimedi per controllare un disturbo che pud causare molta
ansia in famiglia. Dalla review emerge che in letteratura ci sono alcuni studi, anche ben
condotti dal punto di vista metodologico, che dimostrano risultati promettenti soprattutto
utilizzando il ceppo Lactobacillus reuteri DSM 17938. In futuro ulteriori RCTs con minor
eterogeneita potrebbero chiarire in modo definitivo se effettivamente anche in questo campo,
I'utilizzo di probiotici puo rivelarsi efficace.

Il microbiota, d'altra parte (lo si & piu volte sottolineato) partecipa alla funzione di barriera
contro l'adesione alla mucosa dei batteri patogeni, momento cruciale per l'inizio dei processi
infettivi. Quando questa funzione di barriera é alterata da agenti chimici, da antigeni o da
fattori stressogeni di varia natura, possono manifestarsi disordini intestinali, talora dovuti alla
crescita di batteri patogeni.

Numerosi dati sperimentali suggeriscono che i probiotici possano concorrere al rinforzo delle
attivita della barriera mucosa intestinale, in particolare influendo aspetti della funzionalita
delle cellule epiteliali intestinali o dei macrofagi (Tabella 2).

La Tabella 4 riporta i dati pubblicati in studi controllati su I'utilizzo di probiotici nella
prevenzione e nel trattamento di alcuni disordini o malattie digestive.
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Tabella 4.

Disordine Ceppo Dose Rif.
Trattamento L. rhamnosus GG 101°-10*! cfu Allen 2004
della diarrea L. reuteri ATTC 55730 10%°-10"!cfu x2/di Allen 2004
acuta infettiva . . . 5 .
nei bambini L. acidophilus + B.inf. 107 cfu x3/di Lee 2001
S. cerevisiae (boulardii) 200 mg x3/di Allen 2004
Trattamento Enterococcus faecium LAB SF68 108 cfu x3/di Allen 2004

della diarrea
acuta infettiva
negli adulti

Prevenzione
della diarrea da
antibiotici

S. cerevisiae (boulardii)
L. rhamnosus GG

B. lactis Bb12 + S.
thermophilus

Enterococcus faecium LAB SF68
S. cerevisiae (boulardii)

L. rhamnosus GG

L. casei DN-114 001 in latte
fermentato con L. bulgaricus +
S. thermophilus

B. clausii
L. acidophilus CL1285 + L. casei

250 mg x2/di
10 cfu x1-2/di

107 + 10° cfu/g
formula

108 cfu x2/di

1 g or 3x10%° cfu
x1/di

10%%-10 cfu x2/di
100 cfu x2/di

2x10%sporex3/di
5x10%° cfu/di

Sazawal 2006
Sazawal 2006
Sazawal 2006

Sazawal 2006
Sazawal 2006

Sazawal 2006
Hickson 2007

Nista 2004
Beausoleil 2007

Prevenzione
della diarrea
nosocomiale nei
bambini

L. rhamnosus GG

B. lactis BB12 + S.
thermophilus

B. lactis BB12
L. reuteri ATTC 55730

10%°-10 cfu x2/di

108 + 107 cfu/g
formula

10° cfu x2/di
10° cfu x2/di

Sazawal 2006
Sazawal 2006

Sazawal 2006
Sazawal 2006

Prevenzione
della diarrea da
C. difficile negli
adulti

L. casei DN-114 001 in latte
fermentato con L. bulgaricus +
S. thermophilus

acidophilus + B. bifidum

cerevisiae (boulardii)

10%% cfu x2/di

2x10%° cfu x1/di
2x10%° cfu x1/di

Hickson 2007

Plummer 2008
Sazawal 2006

Coadiuvante
nella terapia per
eradicazione
H.pylori

L.

S.

L. rhamnosus GG
B. clausii

S.

cerevisiae (boulardii

L. casei DN-114 001 in latte
fermentato con L. bulgaricus +
S. thermophilus

6x10° cfu x2/di
2x10° spore x3/di
1 g o 5x10° cfu/di
10'° cfu x2/di

Tong 2007
Tong 2007
Tong 2007
Sykora 2005

Riduzione dei
sintomi del
malassorb. di
lattosio

Yogurth con L. bulgaricus+ S.
thermophilus

Yogurt

Montalto 2006

Riduzione dei
sintomi della
sindrome del
colon irritabile

B. infantis 35624

L. rhamnosus GG

VSL# 3 miscela 8 ceppi

L. rhamnosus GG, L. rhamnosus
LC705, B. breve Bb99 e

Propionibacterium freudenreichii
ssp. shermanii

108 cfu x1/di
6x10° cfu x2/di
4.5x10' cfux2/di

10%% cfu x1/di

Montalto 2006
Gawronska 2007
Kim 2005

Kajander 2005
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B. animalis DN-173 010 in latte
ferm. con L.bulgaricus + S.
thermophilus

10%° cfu x2/di

Guyonnet 2007

Remissione col. | E. coli Nissle 1917 5x10%° x2/di Kruis 2004
Ulcerosa

Remissione VSL# 3 miscela 8 ceppi 4.5x10cfux2/di Gionchetti 2003
pouchite

Prevenzione
enterocolite
necrotizzante

B. infantis, S. thermophilus B.
bifidum

L. acidophilus + B. infantis

0.35x10°cfu per ogni
ceppo x1/di

10° cfu per ogni
ceppo x2/di

Deshpande 2007

Deshpande 2007
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L'’ANZIANO

Le variazioni del microbiota associate all'invecchiamento sono ancora lontane dall’essere
chiarite con certezza, ma sono certamente significative. Tali variazioni possono essere in realta
conseguenti al declino dello stato di salute generale, alla malnutrizione e alla maggiore
necessita di farmaci, come antibiotici e farmaci anti-inflammatori non steroidei (FANS), che si
osserva frequentemente nel soggetto anziano (Dethlefsen L, 2008; Méakivuokko H, 2010).

Per giunta sono state dimostrate differenze nella composizione del microbiota di soggetti
anziani sani e di soggetti anziani ospedalizzati o istituzionalizzati (Bartosch S, 2004; Hopkins
MJ, 2001). Questa situazione, infatti, indica ulteriormente come le condizioni di vita, lo stato di
salute e di nutrizione e i farmaci abbiano un effetto significativo sulla composizione del
microbiota.

Anche l'aumento dei tempi di transito, che correla con una ridotta massa cellulare batterica
fecale (Stephen A M, 1987), e che si osserva spesso nei pazienti anziani ospedalizzati, puo
influenzare i cambiamenti del microbiota in questi individui, rispetto agli anziani sani.

Poiché il microbiota intestinale normale fornisce un importante meccanismo di difesa naturale
contro l'invasione dei patogeni e impedisce la crescita eccessiva di microrganismi autoctoni
opportunistici (resistenza alla colonizzazione), le alterazioni nella composizione del microbiota
che si osservano nell’anziano possono determinare conseguenze negative, quali la maggiore
incidenza di infezioni gastrointestinali che si osserva nelle persone anziane rispetto ai giovani
(Lovat LB, 1996) e una diminuzione delle difese immunitarie. I cambiamenti immunologici
legati all'invecchiamento comportano riduzioni dell’efficienza delle risposte mediate dalle cellule
B e T (Smith JL, 1998); inoltre, I'aumento di anticorpi circolanti contro batteri intestinali
commensali nelle persone anziane € stato associato a cambiamenti legati all'eta, come la
diminuzione della secrezione acida gastrica e I'aumento della permeabilita mucosale (Percival
RS, 1996).

Negli anziani, rispetto alla popolazione giovane adulta, si manifesta inoltre una riduzione della
diversita del microbiota (O'Toole PW, 2010), caratterizzata da una grande variabilita
interindividuale, con numeri inferiori di Bifidobatteri e superiori in Enterobacteriaceae
(Claesson MJ, 2011; Biagi E, 2010). Inoltre, i Bacteroidetes diventano pil numerosi, mentre i
Firmicutes risultano essere in numero inferiore (Woodmansey EJ, 2007).

Nell’'anziano risultano diminuiti anche i livelli di Clostridium cluster XIVa e di Faecalibacterium
Prausnitzii, i quali sono conosciuti come importanti produttori di butirrato (Mueller S, 2006;
Rajilic-Stojanovic M, 2009).

Un recente studio (Biagi E, 2010) ha valutato, mediante “Human Intestinal Tract Chip”
(HITChip) e PCR quantitativa dei 16S rRNA, il microbiota di soggetti centenari, di soggetti
giovani e di anziani non centenari. I risultati dimostrano che Bacteroidetes e Firmicutes
dominano il microbiota intestinale di soggetti centenari (rappresentando oltre il 93% dei batteri
totali). Rispetto agli adulti e agli anziani non centenari, nei centenari sono stati osservati
cambiamenti specifici nella relativa proporzione di sottogruppi di Firmicutes, con un
diminuzione del contributo del genere Clostridium cluster XIVa (Ruminococcus obeum et rel.,
Roseburia intestinalis et rel., E. ventriosum et rel., E. rectale et rel., E. hallii et rel.) , con un
incremento in Bacilli, e un riarrangiamento del genere Clostridium cluster IV (Papillibacter
cinnamovorans et rel., E F. Prausnitzii et rel.) che, insieme Clostridium cluster XIVa, & uno dei
principali batteri che producono butirrato, un acido grasso a catena corta, che rappresenta
una fonte di energia per gli enterociti e & stato implicato nella protezione contro le malattie
inflammatorie intestinali. Viceversa, altri batteri butirrato produttori quali Anaerotruncus

Pag. 27/47



colihominis et rel. (Clostridium cluster 1V), e Eubacterium limosum et rel. (Clostridium cluster
XV) sono aumentati nei centenari. L'incremento di E. limosum & molto netto (circa 15 volte), e
potrebbe indicare un gruppo di batteri caratteristici dei centenari. Infine, il microbiota
intestinale dei centenari € maggiormente ricco in Proteobacteria, un gruppo contenente molti
di quei batteri recentemente definiti come "patobionti'. Questi sono considerati componenti
minori e opportunisti dell’ecosistema intestinale umano che, in alcune circostanze, ad esempio
in presenza di inflammazione, possono sfuggire al controllo e indurre patologia.

EFFICACIA DELL'USO DEI PROBIOTICI NELLA POPOLAZIONE ANZIANA

Gli studi ad oggi effettuati nella popolazione anziana per verificare |'attivita dei probiotici sul
microbiota in questa fascia di eta, hanno valutato da un lato I'effetto sulla composizione del
microbiota, dopo somministrazione, dall’altro hanno valutato l'efficacia sui sintomi delle
principali patologie, anche iatrogene, che colpiscono I'anziano a livello gastrointestinale, quali
stipsi, diarrea secondaria all’assunzione di antibiotici, in particolare legata alla presenza di
Clostridium difficile.

Variazioni della composizione del microbiota

Tre importanti studi in doppio cieco contro placebo hanno valutato le variazioni della
composizione del microbiota a seguito di assunzione di probiotici: lo studio di Lahtinen SJ
(Lahtinen SJ, 2009) che ha considerato l'effetto di una bevanda di avena fermentata
contenente 10° cfu mL™! Bifidobacterium longum 46 (DSM 14583) e B. longum 2C (DSM
14579) somministrata quotidianamente per 6 mesi, lo studio di Ahmed M (Ahmed M, 2007)
che ha considerato |'effetto di una bevanda costituita da latte scremato ricostituito contenente
3 dosi differenti [5 x 10° CFU/die, 1.0 x 10° CFU/die e 6.5 x 10’ CFU/die] di Bifidobacterium
lactis HNO19 (DR10TM) somministrata quotidianamente per 4 settimane e lo studio di Bartosch
S (Bartosch S, 2004) che ha considerato l'effetto del Bifidobacterium bifidum e B. lactis in
associazione a inulina.

Nella tabella 5 sono riportate le variazioni significative, riscontrate dgli autori, nella
composizione del microbiota del gruppo trattato rispetto al gruppo placebo

Efficacia sui sintomi delle principali patologie, anche iatrogene, che colpiscono
I'anziano

In un ampio studio controllato effettuato in 360 persone con piu di 60 anni, I'effetto di un
intervento di 3 settimane con un latte fermentato contenente il probiotico L. casei DN-114001
ha mostrato che l'incidenza di infezioni invernali non era diversa rispetto al gruppo di controllo,
ma la durata di tutte le patologie era significativamente piu bassa nel gruppo che aveva
assunto il probiotico rispetto al gruppo di controllo (Turchet P, 2003).

Uno studio in doppio-cieco, che ha coinvolto 24 pazienti anziani sottoposti a nutrizione
artificiale enterale, ha valutato gli effetti della somministrazione per 12 settimane di latte
fermentato contenente Lactobacillus johnsonii LA1 (LC1). Il gruppo che aveva assunto il
probiotico presentava significativamente meno giorni con infezioni alla fine della
somministrazione (Fukushima Y, 2007).

Numerosi studi condotti sulla popolazione anziana hanno dimostrato che l'assunzione di
probiotici determina una ridotta frequenza e / o durata di episodi di diarrea associata agli
antibiotici (AAD), oltre a ridurre la gravita delle sintomi.
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* Probiotici sono stati utilizzati in associazione agli antibiotici come terapia per le infezioni
da Clostridium difficile, che causa piu del 95% dei casi di colite pseudomembranosa
(Gougoulias C, 2007).

* Nello studio di Hickson (Hickson M, 2007) sono stati valutati 135 pazienti ricoverati, con
eta media di 74 anni, prima e dopo 1 settimana di consumo di 100 g (97 ml) di una
bevanda contenente Lactobacillus casei, L. bulgaricus e Streptococcus thermophilus
assunta due volte al giorno nel corso di un ciclo di antibiotici. Il gruppo placebo ha
ricevuto un frullato sterile. I risultati hanno mostrato che 7 su 57 soggetti (12%) del
gruppo che assumeva il probiotico ha sviluppato diarrea associata all'uso di antibiotici
rispetto a 19 su 56 (34%) nel gruppo placebo (p = 0,007). La regressione logistica per
il controllo di altri fattori ha dato un odds ratio pari a 0,25 (intervallo di confidenza 95%
0,07-0,85) per l'uso di probiotici. La riduzione del rischio assoluto & stata del 21,6%
(dal 6,6% al 36,6%). Nessuno nel gruppo che ha assunto probiotico e 9/53 (17%) nel
gruppo placebo hanno avuto diarrea da C. difficile (P = 0,001). La riduzione del rischio
assoluto ¢ stata del 17% (7% al 27%).

Un ulteriore studio sull’'uso dei probiotici come coadiuvanti alla terapia antibiotica per prevenire
i disturbi gastrointestinali € stato condotto da Beausoleil su una popolazione anziana di 89
uomini con eta media di 72 anni (Beausoleil M, 2007). La preparazione assunta era un latte
fermentato, contenete almeno 50 x 10° unita formanti colonia di L. acidophilus CL1285 e L
casei. Il manifestarsi di diarrea associata agli antibiotici si & verificato in 7 dei 44 pazienti
(15,9%) nel gruppo che ha assunto lattobacilli e in 16 dei 45 pazienti (35,6%) nel gruppo
placebo (OR 0,34, 95% CI 0,125-0,944, p = 0,05). La mediana della durata della degenza
ospedaliera & stata otto giorni nel gruppo che ha assunto probiotico, rispetto a 10 giorni nel
gruppo placebo (p=0,09). La prevenzione della CDAD ¢ un risultato importante da considerare
nella popolazione anziana, perché questa condizione & stata associata a un aumento di
mortalita e morbilita (Miller MA, 2002).

Negli anziani, la stitichezza & una condizione comune, caratterizzato da una costellazione di
sintomi definiti dai criteri detti di "Roma III" (Higgins PD, 2004). Una recente review del 2010
(Chmielewska A, 2010), che ha incluso 3 studi in doppio cieco contro placebo condotti da
Koebnick (Koebnick C, 2003), Mdéllenbrink (Mdllenbrink M, 1994), e da Yang (Yang YX, 2008),
considerando 266 pazienti, per la maggior parte anziani, ha confermato lI'efficacia del
trattamento con Bifidobacterium lactis DN-173 010, Lactobacillus casei Shirota, e Escherichia
coli Nissle 1917 sulla frequenza di defecazione e sulla consistenza delle feci.

Questo miglioramento €& secondario alla riduzione del pH nel colon che i probiotici determinano
grazie alla produzione di acidi grassi a catena corta (acido butirrico, acido propionico e acido
lattico). Un pH piu basso migliora la peristalsi nel colon e, successivamente, potrebbe diminuire
il tempo di transito intestinale (Chmielewska A, 2010). Un interessante studio cross over
effettuato in un gruppo di 36 donne ha riportato una riduzione del tempo di transito, dopo
I'intervento per 10 giorni con latte fermentato contenente Bifidobacterium animalis DN-173,
010 (Marteau P, 2002), assunto 3 volte al giorno nella dose di 125 grammi.

Per quanto riguarda la popolazione anziana, una ricerca in doppio cieco contro placebo
condotta da Ouwehand AC (Ouwehand AC, 2009) ha studiato gli effetti di una combinazione
simbiotica di lattitolo e Lactobacillus acidophilus NCFM (dose totale giornaliera di 10 g lattitolo
e 2 x 10'° cellule di batteri probiotici) assunto due volte al giorno per 2 settimane, in un
gruppo di soggetti anziani; i risultati dello studio hanno dimostrato una maggiore frequenza di
evacuazione nel gruppo che ha assunto il probiotico, cosi come livelli significativamente
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maggiori di PGE2, oltre che cambiamenti nel periodo di assunzione dei livelli di IgA e
spermidina, dimostrando cosi risultati positivi sulla funzione della mucosa intestinale.

Lo stesso gruppo di lavoro (Bjorklund M, 2012) ha recentemente valutato, in uno studio in
doppio cieco contro placebo, l'efficacia della medesima associazione di Lactobacillus acidophilus
NCFM con il lattitolo in un gruppo di 51 anziani che seguivano una terapia antinflammatoria
non steroidea (FANS o non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs). I risultati dello studio
hanno dimostrato un aumentato dei lattobacilli e bifidobatteri e anche un possibile effetto

stabilizzante sui livelli di B. coccoides-E. e di Clostridium cluster XIVab.

Tabellan. 5

Disegno dello | Soggetti Eta Probiotici Risultati Bibliografia
studio
Studio n=33 placebo; 83x7 anni Bevanda 1B.catenulatum | Lahtinen SJ,
randomizzato all'avena 2009
controllato fermentata 1 B. bifidum
contro placebo con
n=33 probiotico 84x8 anni Bifidobacteriu | 1 B. breve
m longum and
B. longum
Studio n= 20 placebo; > 60 anni Latte 1 bifidobatteri Ahmed M,
randomizzato, scremato 2007
in doppio cieco, | n= 20 bassa dose ricostituito 1 lactobacilli
controllato di probiotici; contenente
contro placebo Bifidobacteriu | 1 enterococci
n=20 media dose m lactis
di probiotici; lenterobatteri
n=20 alta dose di
probiotici
Studio n= 9 placebo Media 71 anni | Bifidobacteriu | tbifidobacteria Bartosch S,
randomizzato, m bifidum e B. 2004
in doppio cieco, | N=9 simbiotici Media 73 anni | /actis 1 lactobacilli
controllato (miscela di (probiotici)
contro placebo | probiotici e insieme ad 1 B. bifidum
prebiotici) inulina
prebiotica
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Probiotici ed epigenetica

Il microbiota intestinale pud essere influenzato da fattori ambientali, tra cui la nutrizione, che
possono determinare conseguenze a breve, medio e lungo termine sullindividuo e sul suo
stato di salute.

E’ noto che una colonizzazione ritardata dell'intestino da parte di batteri commensali o
alterazioni dell’ecosistema del microbiota intestinale, possono predisporre all'insorgenza di
disordini cronici immuno-mediati come allergie e malattie autoimmuni (Canani RB, 2011;
Licciardi PV, 2010), ad esempio & stato dimostrato che bambini affetti da patologie allergiche
hanno a livello intestinale una popolazione piu esigua di specie benefiche come i Bifidobatteri e
una popolazione piu rappresentativa di specie patogene come Clostridi e Stafilococchi rispetto
ai bambini non allergici (Licciardi PV, 2010).

Dalle evidenze che lintroduzione di una singola specie batterica a livello del microbiota
intestinale pud modificare alcune dinamiche sfavorevoli (Canani RB, 2011), il ruolo dei
probiotici nella prevenzione e nel trattamento di patologie immuno-mediate viene sempre piu
studiato.

Probiotico e definito un microorganismo che, quando presente in adeguate concentrazioni,
apporta benefici in termini di salute all'organismo (Canani RB, 2011; Brown C, 2004); i
probiotici possono ripristinare I'equilibrio del microbiota intestinale.

I meccanismi conosciuti attraverso cui si esplicita |'azione benefica dei probiotici sono
modificazioni dell’ecosistema microbico intestinale, mantenimento delle proprieta della barriera
del lume intestinale e modulazione della risposta immune a livello mucosale e sistemico
(Licciardi PV, 2010; Oelschlaeger TA, 2010).

Per spiegare I'ampia varieta di effetti osservati, € stato ipotizzato che le funzioni biologiche dei
probiotici siano il risultato di eventi epigenetici (Canani RB, 2011).

L'epigenetica studia gli effetti che I'ambiente pud avere nei confronti dei geni attraverso
modifiche non della loro sequenza, ma della loro espressione.

I meccanismi epigenetici, in termini di variazioni interindividuali del pattern di metilazione del
DNA e di modificazioni istoniche (acetilazioni, fosforilazioni, metilazioni) responsabili di
cambiamenti strutturali della cromatina, influenzano il modo in cui i geni vengono espressi e
forniscono una possibile spiegazione di come fattori ambientali e nutrizionali possano
modificare il rischio individuale di sviluppare alcune patologie.

Considerando che |la patogenesi di neoplasie e patologie infiammatorie croniche
frequentemente dipende da una trascrizione genica aberrante (Licciardi PV, 2010), un esempio
dell'influenza positiva dei probiotici sull’espressione genica & fornito dalla riduzione della sintesi
di alcune interleuchine inflammatorie legate all'insorgenza di malattie infiammatorie intestinali.

Un recente lavoro del 2012 (Ghadimi D, 2012) condotto su modelli in vitro di mucosa
intestinale, ha dimostrato che, a determinate concentrazioni, Bifidobacterium breve e
Lactobacillus rhamnosus GG (principali probiotici commensali) sono in grado di antagonizzare
I"attivazione trascrizionale di citochine proinfiammatorie (IL-17 e IL-23) attraverso l'inibizione
dello stato di acetilazione degli istoni promosso da stimoli inflammatori (nello studio in oggetto
il LPS) e attraverso la riduzione dell’attivita del fattore di trascrizione nucleare NF-kB (Ghadimi
D, 2012).
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Altri studi condotti al fine di chiarire il possibile ruolo epigenetico dei probiotici si sono
focalizzati sugli acidi grassi a corta catena (SCFAs) ed in particolare sul butirrato (Canani RB,
2011; Licciardi PV, 2010; Canani RB, 2012)

I batteri probiotici a livello del colon sono responsabili della fermentazione di composti
alimentari, in particolare fibre, in seguito alla quale si ha produzione di acidi grassi a corta
catena (SCFAs) tra cui acido acetico, acido propionico e acido butirrico (Licciardi PV, 2010;
Canani RB, 2012).

Il butirrato & il composto che piu di altri ha molteplici effetti benefici sull’intestino e sui tessuti
periferici; localmente il butirrato migliora lintegrita della barriera epiteliale intestinale
modulando |'espressione di alcune proteine giunzionali come la cingulina e I'occludina.
Localmente e sistemicamente il butirrato pud ridurre lo stato infiammatorio e regolare la
risposta immunitaria (Licciardi PV, 2010).

Per tutte queste proprieta e per il fatto che i livelli di acidi grassi a corta catena sono ridotti
nelle malattie inflammatorie intestinali come risultato di un microbiota alterato (Licciardi PV,
2010), il butirrato potrebbe essere considerato una strategia terapeutica e preventiva nei
confronti di differenti disordini cronici quali malattie infiammatorie intestinali, neoplasie,
sindrome metabolica, patologie cardiovascolari, patologie croniche immuno-mediate e
patologie ereditarie (Canani RB, 2011; Licciardi PV, 2010; Canani RB, 2012).

Alcuni outcome positivi del butirrato possono essere spiegati con il modello epigenetico in
quanto il butirrato € un determinante epigenetico a tutti gli effetti (Canani RB, 2011; Licciardi
PV, 2010; Canani RB, 2012); esso appartiene alla classe degli inibitori delle deacetilasi
istoniche (HDACi) che, favorendo lo stato di acetilazione degli istoni, permettono il
mantenimento di una conformazione della cromatina tale da promuovere l'attivazione della
trascrizione genica (Canani RB, 2011; Licciardi PV, 2010; Canani RB, 2012).

Le maggiori evidenze riguardano i meccanismi epigenetici antineoplastici e antinfiammatori del
butirrato (Canani RB, 2012; Kumar M, 2013).

Il butirrato puo riattivare la trascrizione di geni epigeneticamente silenziati nelle cellule
tumorali come ad esempio il gene per la proteina inibitoria del ciclo cellulare p21 e il gene per
la proteina proapoptotica BAK (Canani RB, 2012; Kumar M, 2013); in questo modo pud essere
promossa l‘apoptosi cellulare, pud essere arrestato il ciclo cellulare e possono essere inibiti
angiogenesi e processi metastatici (Canani RB, 2012; Kumar M, 2013).

Un recente lavoro del 2013 ha ipotizzato il possibile effetto preventivo e terapeutico del
butirrato nei confronti del carcinoma del colon (Kumar M, 2013).

Anche lo stato infiammatorio pud essere modulato dalla presenza di butirrato. I principali
meccanismi attraverso cui il butirrato esercita le sue peculiarita antinfiammatorie, sono la
soppressione dell’attivazione del fattore di trascrizione nucleare NF- kB (Canani RB, 2012;
Place RF, 2005; Segain JP, 2000; Hamer HM, 2008) e l'inibizione della produzione di interferon
y coinvolti nella sintesi di citochine proinfiammatorie, nell’attivazione linfocitaria e nella
regolazione della risposta immunitaria (Canani RB, 2012; Place RF, 2005; Segain JP, 2000;
Hamer HM, 2008).

A questo proposito & plausibile considerare |'utilizzo terapeutico del butirrato nelle malattie
inflammatorie intestinali: studi condotti su pazienti affetti da colite ulcerosa hanno dimostrato
un miglioramento dello stato infiammatorio e della sintomatologia in seguito sia alla
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somministrazione di butirrato sia alla stimolazione della produzione luminale di butirrato grazie
ad una dieta basata sulle fibre (Canani RB, 2012; Hallert C, 2003; Vernia P, 2003).

Effetti epigenetici del butirrato su obesita e su patologie cardiovascolari, sul sistema
immunitario, su disordini ereditari, sulle cellule staminali e sulla neuroprotezione sono ancora
in fase di valutazione (Canani RB, 2012).

La modulazione dell’epressione genica determinata dai probiotici attraverso la produzione di
SCFAs puo0 essere considerata la chiave per la comprensione degli effetti benefici dei probiotici
sia sull'intestino che sullo stato di salute generale dell'individuo (Canani RB, 2011). Sono perod
necessari ulteriori studi per chiarire i meccanismi molecolari coinvolti.

Nonostante le numerose evidenze sul ruolo preventivo e terapeutico dei probiotici nei disordini
cronici soprattutto di natura immuno-mediata, attualmente non sono ancora state stilate
raccomandazioni generali per il loro uso nella pratica clinica.

Quello che rimane imprescindibile € la raccomandazione e la promozione di corretti stili di vita,
come ad esempio una sana alimentazione e l'allattamento al seno, fin dalle prime epoche di
vita poiche stimoli ambientali positivi sono fondamentali per il mantenimento dell’equilibrio del
microbiota intestinale e quindi per la salute dell’intero organismo.
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Conclusioni e Consensus

Alcuni effetti dei probiotici sul funzionamento normale o patologico dell’organismo umano sono
ben documentati, ed il loro impiego da soli o in associazione ad altre terapie pud essere quindi
considerato “evidence-based”.

In altre condizioni cliniche, invece, sono necessari ulteriori studi, perché le evidenze disponibili
non sono sufficienti a dimostrare la reale efficacia dei probiotici stessi.

In generale, come piu volte ricordato in questo documento, va sottolineato che gli effetti sono
“ceppo specifici” e non si possono estendere ad altri probiotici dello stesso genere o specie.

Piu in dettaglio, si pud osservare che:

Influenzare la composizione del microbiota, mediante la somministrazione di batteri
probiotici, pud contribuire in modo significativo alla salute ed al benessere dell’ospite.

Lo studio dei possibili effetti favorevoli di miscele di ceppi deve essere specifico, € non
limitarsi a "sommare” le evidenze relative agli effetti dei vari ceppi miscelati.

Dai dati sperimentali va estrapolata anche la quantita di batteri vivi da somministrare, ed
eventualmente gli effetti della matrice in cui essi vengono somministrati; tale
somministrazione deve essere prolungata, in alcuni casi per tempi indefiniti.

Nei soggetti sani, alcuni probiotici contribuiscono in modo significativo alla
regolarizzazione dell’alvo, ed alla riduzione del discomfort intestinale.

Alcuni probiotici possono antagonizzare i patogeni intestinali per antagonismo diretto (es:
produzione di citochine, defensine etc) o per esclusione competitiva.

Alcuni probiotici contribuiscono alla prevenzione della diarrea infettiva nei bambini.

Alcuni probiotici sono associati ad un globale miglioramento dei disordini funzionali
intestinali (gonfiore, fastidio addominale etc) tipici della sindrome dell’intestino irritabile.
Alcuni probiotici riducono la frequenza e la severita dell’enterocolite necrotizzante (NEC)
nei prematuri.

E’ segnalata la possibilita di utilizzare i probiotici per mantenere la remissione clinica nelle
malattie inflammatorie croniche intestinali (IBD) e nella pouchite; I'evidenza sperimentale
in proposito non ¢ di elevata solidita.

Alcuni probiotici, probabilmente grazie alla stimolazione di vie dell'immunita aspecifica,
sembrano in grado di ridurre la durata e/o la gravita di patologie virali stagionali.
Segnalazioni preliminari, anche se non del tutto univoche, suggeriscono che specifici ceppi
di probiotici possano ridurre l'incidenza o alcuni aspetti dermatologici delle patologie
allergiche nel bambino.

Gli alimenti contenenti probiotici hanno dimostrato la loro sicurezza sia nella popolazione
sana che in soggetti affetti da alcune patologie.

La complessita della ricerca sugli effetti dei probiotici implica, probabilmente, I'adozione di
strumenti di valutazione dei loro effetti differenti da quelli classicamente impiegati per
valutare le azioni dei farmaci.
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Allegato

Modulazione da parte dei Probiotici dei sistemi di segnalazione
nelle cellule epiteliali intestinali (CEI) e nei macrofagi (dalla ref. 24)

Probiotico Modello Via Effetto Referenza
Segnalazione

Bacillus subtilis CEI hsp Induce hsp27, Fujiya, et al.
JH642 hsp25 hsp70 2007
Bacillus subtilis CEI MAPK > fosforilazione Fujiya, et al.
JH642 p38 2007
Bacteroides CEI MAPK Attivazione Resta-Lenert, et
thetaiotaomicro ERK1/2, p38 al. 2006
n ATCC 29184
Bacteroides CEI NFkB Aumenta Kelly, et al.
thetaiotaomicron esportazione 2004

RelA via PPARy
Bacteroides CEI NFkB > fosforilazione Haller, et al.
vulgatus IkBa 2002
Bifidobacterium Macrofagi NFkB < fosforilazione Okada, et al.
adolescentis IkBa; 2009
ATCC 15703 incrementa

SOCS
Bifidobacterium Macrofagi NFkB < legame LPS Menard, et al.
bifidum B536 CD14 2004
Bifidobacterium Macrofagi NFkB < legame LPS Menard, et al.
breve BbC50 CD14 2004
Bifidobacterium CEI NFkB Attiva RelA Ruiz, et al. 2005
lactis BB12
Bifidobacterium CEI MAPK > fosforilazione Ruiz, et al. 2005
lactis BB12 p38
Bifidobacterium CEI NFkB < trans Bai, et al. 2004
longum locazione p65 Bai, et al. 2006
Enterococcus CEI PPARY Induce Are, et al. 2008
faecalis fosforilazione
EC1/EC3/EC15/ PPARy1
EC16
Escherichia coli Macrofagi NFkB Inibisce legame Fitzpatrick, et al.
M17 nucleare p65 2008
Faecalibacterium CEI NFkB Inibisce Sokol, et al.
prausnitzii DSM attivazione NFkB | 2008
17677
Lactobacillus CEI MAPK Attivazione Resta-Lenert, et
acidophilus ERK1/2 e p38 al. 2006
ATCC 4356
Lactobacillus CEI NFkB < fosforilazione Resta-Lenert, et
acidophilus IkBa al. 2006
ATCC 4356
Lactobacillus CEI NFkB < translocazione | Bai, et al. 2004
bulgaricus p65
Lactobacillus casei CEI NFkB Previene Tien, et al. 2005
DN-114 001 degradaz. IkBa
Lactobacillus CEI PPARy > PPARy mRNA Eun, et al. 2007
casei
Lactobacillus Macrofagi NFkB Inibisce fosforil. Watanabe, et al.
casei Shirota IkBa 2009
Lactobacillus Macrofagi MAPK Inibisce fosforil. Watanabe, et al.

casei Shirota

ERK1/2

2009
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Lactobacillus Macrofagi NFkB Attivazione NFkB | Matsuguchi, et
casei YIT 9029 al. 2003
Lactobacillus CEI PPARY > attivita Voltan, et al.
crispatus M247 transcriptzionale | 2008
Lactobacillus Macrofagi NFkB attivazione Klebanoff, et al.
crispatus NFkB 1999
Lactobacillus CEI NFkB Blocca Frick, et al.
fermentum attivazione NFkB | 2007

DSMZ 20052

Lactobacillus CEI MAPK < attivazione Frick, et al.
fermentum p38 2007

DSMZ 20052

Lactobacillus Macrofagi NFkB Attivazione Matsuguchi, et
fermentum YIT NFkB al. 2003

0159

Lactobacillus Macrofagi MAPK Attivazione JNK Matsuguchi, et
fermentum YIT al. 2003

0159

Lactobacillus CEI NFkB Inibisce Petrof, et al.
plantarum proteosoma 2009
Lactobacillus Macrofagi NFkB Inibisce Kim, et al. 2008
plantarum K8 degradaz. IkBa Kim, et al. 2008
Lactobacillus Macrofagi MAPK < p38, INK, Kim, et al.
plantarum 2008;63 Kim, et
Lactobacillus CEI NFkB Previene Ma, et al2004
reuteri degradaz. IkBa

Lactobacillus Macrofagi apoptosi Sopprime Bcl-2 Iyer, et al. 2008
reuteri ATCC PTA e Bel-x,

6475

Lactobacillus Macrofagi NFkB < ubiquitizz. Iyer, et al. 2008
reuteri ATCC PTA IkBa

6475

Lactobacillus Macrofagi MAPK Incrementa JNK | Iyer, et al. 2008
reuteri ATCC PTA e fosforilazione

6475 p38

Lactobacillus Macrofagi MAPKs < fosforilazione Iyer, et al. 2008
reuteri ATCC PTA ERK1/2

6475

Lactobacillus Macrofagi AP-1 < fosforilazione Lin, et al. 2008
reuteri ATCC PTA c-Jun

6475

Lactobacillus CEI hsp Induce hsp25 e Tao, et al. 2006
rhamnosus hsp72,

GG ATCC 53103 heat shock TF1

Lactobacillus CEI MAPKs Incrementa Tao, et al. 2006
rhamnosus fosforilazione

GG ATCC 53103 p38 eINK

Lactobacillus CEI NFkB Previene Kumar, 2007
rhamnosus ubiquitizzazione Lin, et al. 2009
GG ATCC 53103 e degrad. IkBa

Lactobacillus CEI MAPK Up-regolazione Di Caro, 2005;
rhamnosus di geni-f MAPK Lin, 2008

GG ATCC 53103 relati

Lactobacillus CEI apoptosi Attiva Akt/PI3K Yan, 2002
rhamnosus Yan, 2007

GG ATCC 53103

Lactobacillus Macrofagi NFkB Induce attivita Miettinen, et al.
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rhamnosus NFkB 2000
GG ATCC 53103
Lactobacillus Macrofagi apoptosi > Bax pro- Chiu, 2009
rhamnosus Lcr apoptotica,

libera

citocromo-c,

attiva caspasi-9

& 3
Lactobacillus Macrofagi MAPKs Attiva JAK2- Kim, 2006
rhamnosus STAT3 ad inibire
GR-1 attivaz. INK
Ruminococcus Macrofagi NFkB < legame di LPS | Menard, 2004
gnavus FRE1 a CD14
Saccharomyces CEI apoptosi Previene attiv. Czerucka, 2000
boulardii di caspasi-3
Saccharomyces Macrofagi NFkB Previene Sougioultzis
boulardii degradaz. IkBa 2006
Salmonella CEI NFkB Inibisce Neish. 200
typhimurium ubiquitizz. IkBa
PhoP
Streptococcus CEI MAPK Attivazione di Resta-Lenert
thermophilus ERK1/2 e p38 2006
ATCC 19258
Streptococcus Macrofagi NFkB < legame di LPS | Menard, 2004
thermophilus a CDh14
St065

Abbreviazioni: ERK, extracellular signal-regulated kinases;

hsp, heat shock protein; CEI

cellule epiteliali , intestinali; IkBa, inhibitor NFkB; JNK, c-Jun N-terminal kinase; LPS,
lipopolisaccaridi; MAPK, mitogen-activated protein kinase; NFkB, nuclear factor-kappaB;
PPARYy, peroxisome proliferator activated receptor-gamma; SOCS, suppressor of cytokine
signaling; STAT, signal transducer and activator of transcription.
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