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Valutazione del ruolo di alcuni batteri lattici irsoggetti in eta pediatrica sottoposti a trapiantbagllule
staminali emopoietiche

Lo studio si propone di analizzare la fattibiliaud trattamento con probiotici per la prevenzidiedie complicanze
gastrointestinali e delle infezioni in riceventidgarici di trapianto di cellule staminali emopdiée, alla luce del di-
battito tuttora incorso sulla sicurezza di impiego dei probioticil’aspite immunocompromesso, valutandone
I'impatto sulla composizione della flora fecale, gwfilo della ricostituzione immunologica e sallitcome clinico.

Evaluation of the role that some lactic acid bactarmlay in pediatric patients undergone hematopadet
stem cell transplantation

The study’s purpose is to examine the feasibilitpmbiotcs treatment for prevention of gastroitited com-

plications and infections in pediatrics recipieafshematopoietic stem cell transplantation, corrandethe de-
bate, currently in progress, regarding the safetyse of probiotics into immunocompromised hosglying

the effect on fecal macrobiotic composition, immiagical reconstitution profile and clinical outcome

Introduzione

Microbiota e probiotici

La flora intestinale & formata da circalfatteri, pari cioé a quasi dieci volte il numerdedeellule che
costituiscono il corpo umano [1]. La sua composigié variabile: troviamo infatti batteri aerobir@arobi
facoltativi, quali Streptococcus, LactobacilluskEtterobacteriaceae, a livello del piccolo intestmentre
prevalgono gli anaerobi obbligati, quali BacteresdBifidobacterium e Clostridium, in corrispondeicl
colon [1]. Essa e inoltre distinta in due differantchie ecologiche: quella mucosale, che inclodtteri
adesi alla superficie delle cellule epiteliali, yakentemente coinvolti nei processi immunologiaifem-
matori, e quella luminale, a cui va riconosciutcunlo metabolico. Nel 2001 la Food and AgricultGne
ganization of the United Nations e la World He&tlganization hanno definito i probiotici come “nacr
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ganismi vivi che, quando somministrati in quanéitieguate, conferiscono all'ospite un beneficio lper
salute”. Essi sono disponibili come integratori, ptssono essere ingeriti anche tramite i cosidcibiti
funzionali, alimenti arricchiti, a cui sono staticizionati ceppi batterici selezionati.

Trapianto di cellule staminali emopoietiche

Per trapianto di cellule staminali emopoietiche $K} si intende I'infusione delle medesime in un-sog
getto con la finalita di ottenere la ricostituziodella normale emopoiesi [2]. Classicamente, siteal
I'attecchimento in base alla comparsa in circolmeltrofili e piastrine, tralasciando invece I'dspe
della ricostituzione immunitaria che avviene in pemiiversi. Le cellule NK sono le prime a comparire
di solito gia entro 2-3 settimane dal trapiantguse dai linfociti B, i cui livelli permangono bsisdu-
rante i primi 3 mesi dopo il trapianto, per poi @ntare e raggiungere un plateau tra i 6 e i 9 rhasi.
sintesi di IgM si normalizza intorno al terzo meis¢ TCSE, mente per quanto concerne le IgG la loro
secrezione viene rilevata tra i 12 e i 24 mesan@lhggior parte dei casi. La ricostituzione ddobiti T

e invece piu tardiva: la conta periferica dellduelT si normalizza dopo un periodo di tempo aitea

dai 3 ai 12 mesi e il completo recupero funziorsgesso richiede ancora pitl tempo. E questo uno dei
pit importanti elementi che pregiudicano la riusclel trapianto, in cui 'immunita T-cellulare énfta-
mentale per la prevenzione di infezioni opportuctst o della Graft-versus-Host Disease (GvHD). La
GvHD acuta e le infezioni sono tra le complicanaggiormente temute dopo TCSE [2].

La radio/chemioterapia di condizionamento pre-TQfeEermina un danno della mucosa intestinale
che, unitamente al diffuso impiego di profilassii@ncrobica, porta al sovvertimento della florateat
rica residente. L'alterazione del microbiota fagoa la colonizzazione della mucosa da parte di pato
geni, che, nell’'ospite immunocompromesso, possoadagtilmente superare la barriera mucosale e
traslocare ad altri organi, dando luogo a battaaesetticemia fino a quadri di multi-organ failutea
GvHD é un disordine immunologico multisistemico saiw dall'aggressione dei tessuti sani del rice-
vente immunocompromesso da parte dei linfociti mimocompetenti del donatore, che riconoscono
proteine cellulari di superficie non condivise &atano le cellule che li esprimono.

Scopo del lavoro

Nel caso dei pazienti sottoposti a TCSE, i probigtbtrebbero avere un ruolo nella profilassi delle
infezioni, essendo queste ultime causate dalla #mdogena traslocata dalla mucosa intestinale.
Inoltre, attraverso un’azione di ripristino delligjprio del microbiota e ad un’influenza direttal s
sistema immune, con effetto sostanzialmente aatmfiatorio ed immunomodulatore, potrebbero
contribuire a ridurre il rischio di GvHD acuta. $oodel nostro studio e stato quello di valutareyria
coorte di riceventi pediatrici di TCSE in condiziatiniche stabili e a circa due mesi dalla progedu
trapiantologica, la fattibilita di una terapia gtaftica con probiotici nella prevenzione dellednioni

e delle complicanze gastroenterologiche del TCS#ijtandone I'impatto sulla composizione della
flora fecale, sul profilo della ricostituzione immulogica e sull’'outcome clinico.

Materiali e metodi

Per I'arruolamento sono stati considerati 19 pdgiém eta pediatrica, sottoposti a TCSE allogenico
presso il Reparto di Oncoematologia Pediatricaadétindazione IRCCS Policlinico San Matteo di
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Pavia, a partire dal mese di novembre 2011. L'etdiama era di 10 anni, con un range tra i 4 mesi e
16 anni. | pazienti sono stati arruolati al momeaédia valutazione di preparazione al TCSE e sieguit
per un periodo variabile di 3-6 mesi, sulla baskad®ologia di trapianto e dell’'outcome clinicb.
soggetti sono stati suddivisi in modo arbitrarialiure gruppi: gruppo A, formato da coloro che hanno
assunto il probiotico nel periodo di follow-up pd@stSE; gruppo B (gruppo controllo), comprendente
coloro che non hanno assunto probiotico nel perpmkt-TCSE.
| pazienti del gruppo A hanno ricevuto, tra il porad il secondo mese post-TCSE, due diverse formu-
lazioni di probiotico, in base alla compliance ke abndizioni cliniche:
1. Fiorilac PS: integratore alimentare in gocce, coaige Lactobacillus paracasei | 1688, Lac-
tobacillus salivarius |1 1794. Assunzione di 5 goatgiorno se peso corporeo inferiore ai 10
Kg, 10 gocce al giorno se superiore, discioltecqua o latte.
2. Prevesil 10: integratore alimentare in formulazigmanulare, contenente Bifidobacterium
bifidum W23, Bifidobacterium lactis W52, Lactocosclactis W58 (1:1:1). Assunzione di
una bustina al giorno disciolta in acqua o latte.

Sono stati raccolti campioni di feci ai seguentnpe basale pre-TCSE, basale post-TCSE pre-
assunzione di probiotico ed in seguito a 20, 50 g@i8rni dall’assunzione di probiotico. Nei pazient
arruolati nel gruppo di controllo, i campioni sostati raccolti mensilmente dopo TCSE. Agli stessi
tempi, in occasione dei normali controlli di rowtjrsono stati ottenuti campioni di sangue periferic
per lo studio della ricostituzione immunologica g®€SE. Ad oggi, € stato completato il follow-up di
10 pazienti, 6 appartenenti al gruppo A e 4 apparte al gruppo B.

Risultati

Analisi della flora batterica intestinale

L'analisi della flora batterica intestinale & statandotta tramite la tecnica DGGE che fornisce un
semplice approccio per ottenere profili di comumit&robiche complesse. Prendiamo in conside-
razione 3 soggetti appartenenti al gruppo A:

< |l caso del paziente 1, affetto da LAL, e risultg@rticolarmente esemplificativo, mostrando
al tempo pre-TCSE,"f*% un totale sovvertimento del microbiota rispett@mfilo normale,
con comparsa del genere Enterococcus. Nel post-T€Sfreobiotico, § tale reperto viene
confermato a fronte di una crescente poverta dielfa microbica intestinale. La sommini-
strazione del probiotico, nella fattispecie unaamia di Lactobacillus paracasei e Lactobacil-
lus salivarius, modifica sostanzialmente il quaddoT **° e ancor pit al *f°, il tracciato si ri-
vela estremamente eterogeneo, indice di un prdgeessorno alla normale colonizzazione
del tratto gastrointestinale confermato dalla scansg dell’Enterococcus.

« |l paziente 2, affetto da un’'emopatia non maligmasenta un "**con alterazione della flora
fecale meno drammatica. Nel post-TCSE si assist® e un’improvvisa rottura
dell’'equilibrio, con importante incremento dell’'Enbcoccus, che rimane il genere prevalente
anche dopo 20 giorni dall'assunzione del medesirobiptico. Solo a partire dal™si os-
serva I'evoluzione del microbiota verso la nornaalit

+ Il paziente 3 mostra al”f**un profilo eterogeneo che viene prontamente mepo d trapianto.

In seguito alla somministrazione del probioticogimesto caso contenente soprattutto Bifidi, la
flora batterica si arricchisce, seppur e degnati fa comparsa dell’Enterococcus, che avviene
in questo caso piu tardivamente rispetto ai dugedtigprecedentemente presi in considerazione.
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La Real-Time PCR ha consentito di tipizzare la rati alcune bande particolarmente in eviden-
za sui tracciati DGGE e di ricercare nelle fecattbri somministrati come probiotico (Tabella 1).
Nel caso dei pazienti del gruppo controllo, dopedi/vertimento della flora batterica contestuale
al TCSE, piu lento ¢ il ripristino del normale nobiota.

Valutazione della ricostituzione immunologica poSESE

Popolazioni NK ed attivita NK in vitro

Lo studio delle sottopopolazioni NK al’ ha mostrato per molti pazienti bassi livelli dilloke
NK CD16+/CD56+. A distanza dall’assunzione del potiso, nel gruppo A non si € osservato un
significativo incremento delle popolazioni NK, semnel paziente 3. Analoghi risultati si sono
osservati nei pazienti di controllo. Tuttavia, nrentei primi, in seguito all’assunzione di probio-
tico si € assistito ad un incremento della funzibaaK, al contrario nei pazienti appartenenti al
gruppo B l'attivita NK é calata o rimasta invaridiigura 2).

Popolazioni T-cellulari e risposta ad attivatori lpthonali e ad antigeni in vitro

E stata valutata la distribuzione delle sottopopiolai di linfociti T CD8+ e CD4+ e la loro funzio-
nalita. Nel periodo di ricostituzione post-TCSE glan parte dei pazienti mostrava una prevalenza
di linfociti T CD3+ CD8+, con un numero basso dnfticiti T helper CD4+. Dall'inizio
dell’assunzione del probiotico, i pazienti del gnopA hanno mostrato un incremento di entrambe le
popolazioni. Analoghi risultati sono stati osservedi pazienti appartenenti al gruppo B, seppure la
variazione in questo caso sia stata meno marcata.iicremento numerico non ha portato pero ad
un significativo aumento della loro capacita diguore citochine in risposta ad uno stimolo aspeci-
fico. Tuttavia, € noto che in caso di sviluppordezioni, in particolare virali, nei primi 30-60aghi
dopo TCSE, alcuni pazienti sono in grado di montara risposta T protettiva e, analogamente, al-
cuni sviluppano una risposta alloreattiva che ppdiaallo sviluppo di GvHD.

E stato suggerito che i probiotici potrebbero awer@zione inibente le risposte. Sebbene nei ptizien
studiati non sia stato possibile valutare quespetts a causa della scarsita del recupero cellplae
TCSE, insufficiente per l'allestimento di colturaste linfocitarie, per stabilire se I'assunziond de
probiotico possa interferire con le risposte T-dpE® verso patogeni rilevanti, quali I'Adenovires
stata valutata la frequenza di cellule virus-speo#f in un saggio ELISPOT. L’andamento della rispo-
sta, bassa o assente nell'immediato periodo poSETGi € dimostrato variabile: talora, in concomi-
tanza con una riattivazione virale asintomatic& ggservato un incremento della frequenza dileellu
specifiche, non influenzato negativamente dall’'aggne del probiotico (Figura 3).

Popolazioni B-cellulari

E stata valutata la distribuzione delle sottopagioka di linfociti B circolanti CD19+ ai vari tempi
dall'assunzione del probiotico. In due pazientfegnti rispettivamente al gruppo A e al gruppo B,
che avevano sviluppato una infezione precoce des dr Epstein-Barr dopo TCSE, trattata con anti-
corpo monoclonale anti-linfociti B Rituximab, iv&llo delle cellule B CD19+ si € mantenuto assente
per il periodo di osservazione. Negli altri paziesite assistito ad un loro fisiologico incremenio
merico, senza differenze di rilievo nei due grupyai funzionalita B, espressa come capacita secernen
te Ig in vitro dopo stimolo, non € stata valutataguanto la sua mediana di ricostituzione dopo ECS
e di oltre 12 mesi, superiore al tempo di followelgd nostri pazienti (4-5 mesi).
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Impatto dell’'assunzione di probiotici sul'andamerinico dei pazienti arruolati

Sono stati raccolti dati clinici relativi al followp post-TCSE dei pazienti arruolati nello studio.
Nessuno dei pazienti afferenti al gruppo A ha pphto sepsi o altre complicanze riferibili a germi
traslocati dal tratto intestinale dopo assunziongrdbiotico. Tre dei sei pazienti non hanno svilup
pato GvHD acuta nel periodo post-TCSE. Un pazierda, GVHD intestinale di grado |, associata a
viremia da CMV, ha risolto la sintomatologia cliaidopo assunzione di probiotico. Un quinto pa-
ziente ha mostrato una riattivazione dell'infezi@teeCMV in concomitanza con assunzione di pro-
biotico, risoltasi dopo trattamento con farmaciigmdli. A distanza di circa 2 mesi ha sviluppato
una late acute GvHD epatica, trattata con successcsedute di fotochemioterapia (FEC). Infine,
un paziente con GvHD acuta intestinale di gradon®f responsiva al trattamento con farmaci im-
munosoppressori, steroidi, FEC, cellule staminasenchimali, e complicata da sovrapposizione di
colite da Adenovirus, ha risolto il grave quadrimiclo dopo terapia con anticorpo monoclonale an-
ti-TNF Infliximab, seguito da somministrazione dopiotici e lattoferrina.

Nei pazienti afferenti al gruppo B sono state regis una riattivazione da CMV, una da EBV e lo
sviluppo di GvHD acuta in 2 pazienti, rispettivarteeimtestinale di grado 11, ed epatica di grado II.

Discussione e conclusioni

Non esistono dati in letteratura sull'impiego dedlpotici nei riceventi pediatrici di TCSE e non é
stata riportata una precisa analisi della florafeael periodo peritrapiantologico. | nostri date-
liminari mostrano un pattern di colonizzazione prafamente alterato dopo TCSE. Il confronto dei
profili DGGE su campioni prelevati immediatamentara dell’assunzione di probiotici, mette in
evidenza la prevalenza dell’Enterococcus faecium, @ecremento numerico degli anaerobi obbli-
gati, evento che favorirebbe complicanze setticlheje dimostrato in pazienti in terapia intensiva
[3]. In seguito alla somministrazione di probioticd osserva un lento ripristino della normale ete-
rogeneita del microbiota, seppur il riscontro détnorganismo nelle feci non sia garanzia di colo-
nizzazione dello stesso a livello della mucosasiimale. L'assunzione di probiotici potrebbe avere
inoltre, in riceventi un TCSE per patologia onco&stayica, il vantaggio di favorire la sorveglianza
antitumorale attraverso il potenziamento dell'imrntérinnata [4]. Nella nostra casistica, sebbene
non si sia osservato un incremento numerico delllele NK, in seguito all’assunzione di probioti-
co si e assistito ad un aumento dell’attivita NK,iadicare un beneficio sull’attivazione cellulare,
che potrebbe rivelarsi di supporto all’effetto &mntiorale mediato dalle popolazioni di linfociti NK
alloreattivi emergenti dopo TCSE T-depletato daadore aploidentico.

Per quanto riguarda l'effetto dei probiotici suralcomponenti del sistema immunitario nel pa-
ziente trapiantato, non si € osservata alcunaréiffea significativa su composizione ed attivita
dei linfociti T. | dati della letteratura, ottendti modelli animali di GvHD, indicano un possibile
effetto soppressivo dell’attivita T, in particoladella risposta all'LPS, indotto dai probiotici [5]
Data la rilevanza della GvHD quale complicanza TEISE, questo aspetto verra analizzato me-
diante allestimento di colture miste linfocitariev&lutazione delle loro caratteristiche ed attivita
Abbiamo per ora voluto analizzare I'impatto delttaanento con probiotici sulle risposte T virus-
specifiche, focalizzandoci sulla risposta immuné&Adenovirus. | risultati dimostrano come
I'assunzione di probiotici non inibisca lo svilupgpwecoce di linfociti dotati di attivita IFN
secernente, sebbene I'incremento di cellule spam@finon si sia osservato in tutti i pazienti.
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La letteratura suggerisce che la somministrazioneactobacillus casei possa stimolare la maturazio-
ne dei linfociti B in plasmacellule IgA secernelij. Nei pazienti sottoposti a TCSE, la ridtitione

del numero, ma, soprattutto, dell’attivita, dellgpplazioni B avviene piuttosto tardivamente, con un
mediana oltre I'anno dal TCSE, il che non ne ha msssibile la valutazione. Trattandosi di uno stu-
dio preliminare, con un follow-up della durata diattro mesi, non é stato ritenuto utile valutare ad
0ggi questo aspetto, riservandosi di compiere liginad un anno.

In ambito di Terapia Intensiva Neonatale, & statoodtrato come I'impiego di probiotici prevenga
complicanze fatali, quali I'enterocolite necrotina o le sepsi [7]. Tuttavia, I'utilizzo di probiotnei
pazienti trapiantati € dibattuto anche alla lucestddi che hanno mostrato, in soggetti immunocom-
promessi, la possibilita di traslocazione battedalia mucosa intestinale ad altri organi, qualbear-

dio, linfonodi, milza, fegato, evento che, attrageuna fase batteriemica, puo partecipare al determ
nismo di una insufficienza multiorgano. Malgradesjie osservazioni, lo studio di Salminen et al [8],
effettuato su un gruppo di 89 pazienti i quali veeeano probiotico, nella fattispecie Lactobacillba,
dimostrato come l'exitus in coloro che sviluppavama sepsi, fosse nell’'82% dei casi da correlare ad
un piu complesso quadro clinico, nellambito diglagie in fase avanzata o scompensate. | dati pre-
liminari della nostra casistica non ci permettomararre conclusioni su questo aspetto. Tuttavaa, v
sottolineato come nessun paziente abbia svilupptpioni batteriche nel periodo di follow-up.

Per quanto concerne lo sviluppo di GvHD, un paeelgl gruppo A, che aveva assunto probiotici in
presenza di una GvHD di grado lieve, ha risoliguidro dopo assunzione di probiotico, in assenza di
altri interventi terapeutici. Sulla scorta di q@essperienza preliminare, abbiamo trattato coniptieb

co e lattoferrina un paziente con GvHD acuta gaggstinale di grado IV non responsiva a diverse
linee di trattamento, condizione gravata da un@mosi generalmente infausta. Si & potuto osservare
un progressivo miglioramento delle condizioni ahme e la biopsia eseguita a quattro mesi dal tratta
mento mostra un quadro di grado Il, con risoluzidale lesioni inflammatorie. Sebbene non si possa
attribuire al solo trattamento con probiotici queshportante risultato clinico, va tuttavia evid&ia
come, in questo paziente con importanti lesionirgagestinali, la somministrazione del probiotico
non abbia portato allo sviluppo di infezione batisistemica.

Tabelle e figure

Tabella 1. Tipizzazione, tramite Real-Time PCR, dbande in evidenza sul tracciato DGGE.

Lactobacillus paracasei Bifidobatteri Enterococich
Pz1 | TP | <8E+3 4,23E+06 7,68E+10
T° <8E+3 1,06E+07 2,81E+10
T2 | 1,20E+06 1,25E+07 2,93E+07
T | 3,20E+06 1,60E+07 2,40E+006
pz2 | TP | < 8E+3 3,72E+06 2,13E+08
T° < 8E+3 3,75E+06 2,19E+10
T | 1,86E+07 1,46E+07 3,86E+10
T | 4,27E+06 2,11E+07 1,84E+08
7% | 7,05E+06 2,01E+06 1,39E+05
Pz3 | TP | <8E+3 4.18E+06 4.74E+08
T 1.60E+06 1.59E+06 1.08E+07
T | 1.22E+06 2.51E+07 6.78E+09
T | <8E+3 1.96E+10 2.75E+09
T% | <8E+3 1.74E+10 2.53E+09
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Figura 2. Attivita NK in alcuni pazienti rappresentativi della casistica analizzata, ai vari tempi.
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Figura 3. Variazioni della risposta all'adenovirus nei pazienti appartenenti alla casistica analizzata
durante il periodo di follow-up.
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