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RIASSUNTO - Diversi studi suggeriscono che la vaccinazione antinfluenzale possa offrire protezione contro il COVID-19,
sebbene i meccanismi alla base di questa associazione non siano del tutto chiari. Questo studio ha valutato I'effetto del
vaccino antinfluenzale 2021-2022 sulla risposta al richiamo anti-SARS-CoV-2. Le analisi sul sangue pre e post-vaccinazio-
ne hanno evidenziato una risposta potenziata al vaccino anti-COVID-19 nei soggetti vaccinati contro l'influenza. | titoli
anticorpali anti-proteina spike sono rimasti elevati fino a 12 settimane. | partecipanti sono stati classificati come "high" o
low responder in base alla risposta al vaccino antinfluenzale; gli high responder hanno mantenuto una risposta robusta al
vaccino COVID-19 anche a 4 e 12 settimane, mentre i low responder sono stati meno reattivi. Questi dati indicano che sia
fattori esterni come la vaccinazione antinfluenzale, sia la capacita intrinseca di ogni individuo di rispondere agli stimoli
giocano un ruolo nella capacita di rispondere alle vaccinazioni.

Parole chiave: vaccinazione antinfluenzale; SARS-CoV-2; risposta immunitaria

SUMMARY (Influenza vaccination improves response to SARS-CoV-2 vaccine in healthy individuals) - Several studies suggest
that influenza vaccination may offer protection against COVID-19, although the mechanisms behind this association are
not entirely clear. This study evaluated the effect of the 2021/2022 seasonal influenza vaccine on the response to the
anti-SARS-CoV-2 booster dose. Analyses of blood samples collected before and after vaccination showed an enhanced
response to the COVID-19 vaccine in individuals who received the flu shot. Anti-spike protein antibody levels remained
elevated for up to 12 weeks. Participants were classified as "high" or "low responders" based on their response to the
influenza vaccine; high responders maintained a strong response to the COVID-19 vaccine after 4 and 12 weeks, while
low responders were less reactive. These data indicate that both external factors, such as influenza vaccination, and each
individual's intrinsic capacity to respond to stimuli play a role in vaccine responsiveness.

Key words: flu vaccination; SARS-CoV-2; immune response silvia.vendetti@iss.it

vaccini sono considerati uno dei trattamenti | di Calmette-Guérin, BCQG), il vaccino anti morbillo

medici pitt efficaci nella storia della medicina,

in quanto svolgono un ruolo fondamentale nel
prevenire le infezioni e le malattie (1). Tuttavia, la loro
efficacia puo variare molto da individuo a individuo,
pertanto ¢ importante capire meglio i meccanismi che
regolano le risposte immunitarie alle vaccinazioni, al
fine di prevedere chi risponderd meglio e integrare
queste conoscenze nello sviluppo e nella produzio-
ne dei vaccini. Recenti studi hanno dimostrato che
alcuni vaccini come quello anti-tubercolosi (Bacillo
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o quello anti-poliomelite esercitano un effetto pro-
tettivo in modo non specifico contro diverse malattie
non correlate (2-4), suggerendo che I'impatto delle
vaccinazioni esistenti potrebbe essere molto piti ampio
e proteggere contro una varieta di patogeni.

In linea con questo concetto, studi recenti hanno
evidenziato che la vaccinazione contro l'influenza ha
un impatto sullincidenza e la gravita della malattia
causata dall'infezione con SARS-CoV-2 (5-7). Tali studi
dimostrano che ¢’¢ un’associazione inversa tra la vac- »
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cinazione contro l'influenza e il rischio di contrarre la
malattia COVID-19 e focalizzano I'analisi sull’associa-
zione con gli esiti clinici della malattia come la morta-
litd, I'ospedalizzazione e il ricovero in terapia intensiva
per coloro che sono infettati dal virus SARS-CoV-2 (8).
Anche se la vaccinazione antinfluenzale ¢ la misura
pit efficace per prevenire I'influenza e le sue compli-
canze, la copertura vaccinale ¢ relativamente bassa,
soprattutto tra le persone piu fragili. In generale, la
risposta al vaccino antinfluenzale varia notevolmente
all'interno delle popolazioni e alcuni soggetti non sono
protetti anche quando ricevono il vaccino che si allinea
con i ceppi virali prevalenti in quella stagione (9).
L'aumento dei titoli anticorpali contro gli antigeni
influenzali dopo la vaccinazione e il raggiungimento di
un titolo anticorpale pari a 40 ¢ considerato dall’Orga-
nizzazione Mondiale della Sanitd il livello soglia oltre
il quale ¢’¢ una riduzione maggiore o uguale al 50%
della probabilita di contrarre 'influenza. La capacita di
risposta varia da persona a persona e dipende da diversi
fattori come I'etd, il sesso, la presenza di anticorpi pree-
sistenti e la storia vaccinale individuale (10). Tuttavia, le

Tabella - Caratteristiche socio-demografiche della coorte

principali cause di variabilita tra individui sono ancora
da identificare. Prevedere chi ha la capacita di rispondere
0 meno ai vaccini e capire i meccanismi alla base delle
risposte potrebbe aiutare a migliorare le strategie vacci-
nali esistenti e di nuova generazione.

In questo studio, ¢ stata esaminata I'associazione
tra la vaccinazione contro l'influenza e la risposta
immunitaria alla dose di richiamo del vaccino contro il
SARS-CoV-2 in un gruppo di individui sani ed ¢ stato
osservato che la capacita di rispondere alla vaccinazio-
ne antinfluenzale ha un impatto positivo sulla capacita
di rispondere alla vaccinazione anti SARS-CoV-2.

Lo studio

Descrizione della coorte e campionamento

Una coorte di individui sani (n. 113) & stata reclutata
tra ottobre 2021 e gennaio 2022. Le persone partecipan-
ti allo studio senza malattie significative sono state consi-
derate per I'analisi (n. 74) (Tabella). In particolare, sono
stati esclusi dallo studio gli individui che hanno contrat-
to l'infezione con SARS-CoV-2, con diagnosi di cancro,

Due vaccini Un vaccino Totale
Caratteristiche n. % n. % n. %
Genere
Maschio 18 33 6 30 24 32
Femmina 36 67 14 70 50 68
Eta
Mediana 57 51 54
IQR; intervallo (49-60); (35-70) (49-56); (31-72) (49-60); (31-72)
Istruzione
Alta 41 76 12 60 53 72
Media o bassa 13 24 8 40 21 28
Fragilita
In ottima salute 8 15 7 35 15 20
In buona salute 39 72 12 60 51 69
In salute 7 13 1 5 8 11
Indice di massa corporea
Sottopeso 1 2 0 0 1 1
Normopeso 30 55 12 60 42 57
Sovrappeso 20 37 6 30 26 35
Obesita 3 6 2 10 5 7
Fumo
Si 7 13 5 25 12 16
No 47 87 15 75 62 84
Patologie
Si 23 43 11 55 34 46
No 31 57 9 45 40 54
Totale 54 73 20 27 74 100
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disturbi immunologici, sottoposte a terapia immuno-
soppressiva, a trapianto o a vaccinazioni negli ultimi
6 mesi, affette da malattie croniche o infezioni virali
o batteriche e donne in gravidanza. Tutti gli individui
hanno ricevuto la dose di richiamo del vaccino a mRNA
anti-SARS-CoV-2 e cinquantaquattro di loro hanno
ricevuto il vaccino antinfluenzale quadrivalente inatti-
vato (QIV) Flucelvax (Seqirus) prima della vaccinazione
anti-COVID-19. 1l vaccino influenzale raccomandato
conteneva le proteine neuraminidasi ed emagglutini-
na dei seguenti ceppi virali: A/Wisconsin/588/2019,
A/Cambodia/e0826360/2020, B/Phuket/3073/2013 e
B/Washington/02/2019. Il numero di individui di sesso
femminile era pit elevato di quello di sesso maschile
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(68% vs 32%), tuttavia circa le stesse proporzioni sono
state mantenute negli individui che hanno ricevuto due
vaccini (67% wvs 33%) o un vaccino (70% wvs 30%).
Le persone coinvolte sono state sottoposte a prelievo
ematico prima e dopo 28 giorni dalla vaccinazione
antinfluenzale e prima (T0) e dopo uno (T1) e tre (T3)
mesi dopo aver ricevuto la dose di richiamo del vaccino
anti-SARS-CoV-2. Dopo ogni vaccinazione, sono state
rilevate le risposte immunitarie umorali contro gli anti-
geni influenzali inclusi nel vaccino e contro le proteine

spike (S) e nucleoproteina (Np) del virus SARS-CoV-2.

Risultati

Benefici della vaccinazione antinfluenzale
sulla risposta al vaccino anti-SARS-CoV-2

Gli individui che hanno ricevuto il vaccino anti-
influenzale prima della vaccinazione anti-COVID-19
mostrano una risposta migliore al vaccino anti-
SARS-CoV-2 dopo 4 settimane (T1), tale risposta si
mantiene fino a 12 settimane (T3) rispetto a chi ha
ricevuto solo il vaccino anti-SARS-CoV-2 (titolo anti-
S medio al T1: 28.871 + 1.885 vs 20.823 + 1.804,
p = 0,04 e titolo anti-S medio al T3: 15.421 + 1.670
vs 9.745 + 1.212, p = 0,04) (Figura 1). Gli anticorpi
specifici anti-S sono stati misurati attraverso un b
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Figura 1 - Effetto della vaccinazione antinfluenzale sulla risposta al richiamo del vaccino anti-SARS-CoV-2. Titoli degli anticorpi
anti-spike (A) e titoli degli anticorpi neutralizzanti (B) in individui che hanno ricevuto il vaccino anti-influenzale e il vaccino anti-
SARS-CoV-2 (F+C) e in coloro che hanno ricevuto solo il vaccino anti-SARS-CoV-2 (C). Prima (T0), dopo un mese (T1) e dopo 3
mesi (T3) dalla vaccinazione anti-SARS-CoV-2. L'asterisco indica che le differenze sono significative: p <0,05
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saggio immunometrico (Figura 1A). Inoltre, per ana-
lizzare la funzione degli anticorpi specifici per il virus,
¢ stato effettuato un saggio di neutralizzazione in vitro,
usando il virus SARS-CoV-2, ed ¢ stato osservato un
titolo piu elevato di anticorpi anti-SARS-CoV-2 in
grado di neutralizzare l'infezione virale in individui
che hanno ricevuto due vaccini rispetto a chi ha
ricevuto solo la vaccinazione anti-COVID-19 (titolo
medio degli anticorpi neutralizzanti: 301 + 37 vs 158
+ 23, p = 0,04) (Figura 1B). Per verificare che non
ci fosse stata una infezione asintomatica con SARS-
CoV-2, ¢ stato valutato il titolo degli anticorpi anti-
Np ad ogni prelievo effettuato. Gli individui infettati
con SARS-CoV-2 con un titolo anti-Np maggiore
di 1,4 in accordo con il saggio utilizzato, sono stati
esclusi dall’analisi.

Inoltre, attraverso l'applicazione di un test non
parametrico (Mann-Whitney) non sono state osser-
vate differenze significative tra maschi e femmine
nei doppi vaccinati verso gli antigeni influenzali
(p = 0,154) e verso la proteina S (p = 0,688) e neanche
nei singoli vaccinati verso la proteina S (p = 0,677).
Questo potrebbe essere legato a diversi fattori come
la numerosita del campione, l'etd, la presenza di anti-
corpi preesistenti e la storia vaccinale individuale di
ciascun individuo.
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Risposte immunitarie al vaccino antinfluenzale
della stagione 2021-2022

Per valutare la risposta alla vaccinazione antin-
fluenzale, sono stati valutati gli anticorpi prima della
vaccinazione (DO0) e dopo 28 giorni (D28) attraverso
il saggio dell’inibizione della emoagglutinazione (HI)
e attraverso il saggio di microneutralizzazione (MN)
in vitro, verso i 4 antigeni presenti nel vaccino. E stato
osservato un aumento significativo degli anticorpi
contro tutti e quattro i ceppi contenuti nel vaccino
dopo 28 giorni (Figura 2A). Molti partecipanti erano
gia protetti prima della vaccinazione, anche se la
protezione era diversa per i diversi ceppi influenzali.
Tutto cid potrebbe essere dovuto a esposizioni prece-
denti ai virus o a vaccinazioni passate. In generale, ¢
stato osservato un aumento della protezione dopo la
vaccinazione. I test di MN hanno confermato che gli
anticorpi prodotti in risposta alla vaccinazione sono
efficaci nel neutralizzare il virus influenzale (dati non
mostrati).

A causa dell'elevata variabilita delle risposte al
vaccino antinfluenzale tra gli individui, i soggetti
che hanno ricevuto entrambi i vaccini sono stati

stratificati sulla base della loro capacita di rispon-
dere alla vaccinazione antinfluenzale, considerando
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Figura 2 - Risposte alla vaccinazione antinfluenzale. (A) Media dei titoli HI pre (D0) e post (D28) vaccinazione; (B, C) stratifica-
zione delle persone in high responder (HR) e low responder (LR); (D) rappresentazione delle frequenze di HR e LR nel gruppo di
persone che ha ricevuto la vaccinazione antinfluenzale. L'asterisco indica che le differenze sono significative: p < 0,001

come riferimento la mediana del titolo HI di cia-
scun antigene specifico dopo 28 giorni dalla vacci-
nazione. La popolazione ¢ stata suddivisa in cinque
gruppi: individui senza nessun titolo HI specifico
sopra la mediana post-vaccinazione (D28) (n. 12),
individui con uno (n. 13), due (n. 9), tre (n. 16) e
quattro (n. 4) titoli HI specifici sopra la mediana 28
giorni dopo la vaccinazione. Gli individui apparte-
nenti ai gruppi 0 o 1 sono stati classificati come low
responder (LR), mentre quelli appartenenti ai gruppi
2, 3 o0 4 sono stati classificati come high responder
(HR) (Figura 2). Le differenze tra questi gruppi

sono risultate statisticamente significative. >
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Analisi della risposta anti-SARS-CoV-2
negli individui classificati come HR ed LR

Successivamente, sono state analizzate le risposte al
vaccino anti-SARS-CoV-2 confrontando i titoli degli
anticorpi anti-S degli HR e degli LR con le risposte
degli individui che hanno ricevuto soltanto il vaccino
anti SARS-CoV-2. Sono state osservate differenze
altamente significative tra gli HR e coloro che hanno
ricevuto un solo vaccino (titolo anti-S medio: 31.083
+ 2.372 (HRs) »s 20.823 + 1.804 (No-flu-vax),
p = 0,008) al T1, mentre non sono state osservate
differenze tra le risposte degli LR e coloro che hanno
ricevuto solo il vaccino anti-COVID-19. Queste
differenze sono state osservate anche dopo tre mesi

(titolo anti-S medio: 16.600 + 2.050 (HRs) vs 9.745
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+ 1.212 (No-Flu-vax), p = 0.024) (Figura 3A). Tali
risultati sono stati confermati anche attraverso i test
di neutralizzazione virale (Figura 3B). Questi risultati
indicano che sia fattori estrinseci, come il vaccino
antinfluenzale, sia fattori intrinseci legati alla capacita
di rispondere agli stimoli sono importanti per genera-
re una risposta efficace alle vaccinazioni.

Conclusioni

In questo studio ¢ stato osservato che la vaccina-
zione antinfluenzale migliora le risposte al vaccino
anti-SARS-CoV-2 in una coorte di individui sani.
Inoltre, la capacita intrinseca di rispondere alla vac-
cinazione antinfluenzale correla con la capacita di
sviluppare una forte risposta anticorpale al vaccino
anti-SARS-CoV-2. Inoltre, gli anticorpi anti-spike
sono funzionali e proteggono dall'infezione. Questi
risultati sono in accordo con altre osservazioni che
suggeriscono un legame tra la vaccinazione antin-
fluenzale e una riduzione dell'incidenza e della gravita
del COVID-19. Evidenze immunologiche suggeri-
scono che la vaccinazione con il vaccino antinfluen-
zale ¢ in grado di indurre una riprogrammazione
delle cellule dell’'immunita innata che acquisiscono
la capacita di rispondere meglio a ulteriori stimoli e
conferiscono protezione anche verso patogeni non
correlati allo stimolo (3). Questo fenomeno ¢ chia-
mato trained immunity e sara oggetto di ulteriori studi
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Figura 3 - Effetto della vaccinazione antinfluenzale sulla risposta al richiamo del vaccino anti-SARS-CoV-2 negli high responder
(HR) e nei low responder (LR). Titoli degli anticorpi anti-spike (A) e titoli degli anticorpi neutralizzanti (B) in HR, LR e individui che
hanno ricevuto solo il vaccino anti-SARS-CoV-2 (No-flu) sono mostrati prima (T0), dopo un mese (T1) e dopo 3 mesi (T3) dalla
vaccinazione anti-SARS-CoV-2. L'asterisco indica che le differenze sono significative: *p <0,05, **p <0,01
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per capire se nella coorte analizzata in questo studio
c’¢ stata un’induzione di trained immunity. Le risposte
alle vaccinazioni variano ampiamente nella popo-
lazione, con alcuni individui che rispondono bene
e altri che non sviluppano alcuna protezione. Gli
individui che hanno risposto positivamente al vacci-
no antinfluenzale hanno mostrato una forte risposta
al vaccino anti-SARS-CoV-2, mentre quelli con una
risposta meno robusta non hanno mostrato differenze
significative rispetto a coloro che hanno ricevuto solo
il vaccino anti-SARS-CoV-2. I risultati sottolinea-
no l'importanza di considerare i fattori individuali
nella risposta alle vaccinazioni e l'analisi dei singoli
profili immunitari prima della vaccinazione. Questo
approccio potrebbe aiutare a identificare i potenziali
biomarcatori capaci di predire le risposte immunitarie
ai vaccini con lo scopo di ottimizzare e personalizzare
le future strategie vaccinali. [}

Dichiarazione sui conflitti di interesse

Gli autori dichiarano che non esiste alcun potenziale con-
flitto di interesse o alcuna relazione di natura finanziaria o per-
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zare in modo inappropriato lo svolgimento e i risultati di questo
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TAKE HOME MESSAGES

® Lavaccinazione antinfluenzale potenzia la risposta
immunitaria alla vaccinazione anti-SARS-CoV-2.

® Chirisponde bene alla vaccinazione antinfluenzale &
piu predisposto per il richiamo anti-COVID-19 o per
altri vaccini non correlati e mantiene una protezione
nel tempo (effetti a lungo termine).

® |e caratteristiche individuali fanno la differenza:
predire le risposte immunitarie ai vaccini aiuta a
ottimizzare e a personalizzare le strategie vaccinali.
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