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1. INTRODUZIONE



1.1 | batteri lattici

1.1.1 Evoluzione della definizione di batteri lattici

L’origine della definizione di batteri lattici (LAB) risale agli inizi del 1900. A
partire dal 1857, quando Pasteur scopri i meccanismi fermentativi, in particolare
la fermentazione lattica, ebbero origine i primi studi sull’interazione tra questi
microrganismi ¢ 1’ospite, nonché le indagini sul loro ruolo negli alimenti. Nel
1873, Lister isolo dal latte la prima coltura pura di Bacterium lactis (oggi
Lactococcus lactis). Fu solo nel 1890 che vennero introdotte colture starter per
la realizzazione di prodotti lattiero caseari, sia in Germania (Weigmann), che in
Danimarca (Storch). Questo rappresentd un’importante svolta tecnologica
perché permise di dare inizio alla produzione industriale di alimenti fermentati.
Le prime definizioni di LAB includevano sia i1 batteri lattici nell’accezione
attuale, che i coliformi, facendo riferimento alla loro capacita di coagulare il
latte come caratteristica distintiva (Stiles e Holzpfel, 1996). Grazie a Beijerinck,
nel 1901, vennero identificati i microrganismi del genere Lactobacillus come
Gram positivi, portando all’esclusione dei coliformi dal gruppo dei LAB. Questi
furono quindi definiti come “un gruppo naturale di organismi Gram positivi,
immobili, non sporigeni, di forma bastoncellare o sferica, in grado di fermentare
i carboidrati per formare principalmente acido lattico” (Orla-Jensen, 1919).
Secondo questa definizione, i batteri lattici vennero divisi in sette generi:
Betabacterium, Thermobacterium, Streptobacterium, Streptococcus,
Betacoccus, Microbacterium e Tetracoccus. La distinzione venne fatta
attraverso lo studio di forma, presenza di catalasi, capacita di ridurre i nitriti e

tipologia di fermentazione, come e mostrato in Tabella 1.



Genere Forma  Catalasi Riduzione dei Fermentazione  Generi attuali
nitriti
Betabacterium bastoncelli - - Eterofermentanti Lactobacillus
Weissella
Thermobacterium  bastoncelli - - Omofermentanti  Lactobacillus
Streptobacterium  bastoncelli - - Omofermentanti  Lactobacillus
Carnobacterium
Streptococcus cocchi - - Omofermentanti  Streptococcus
Enterococcus
Lactococcus
Vagococcus
Betacoccus cocchi - - Eterofermentanti Leuconostoc
Oenococcus
Weissella
Microbacterium  bastoncelli + + Omofermentanti  Brochotrix
Tetracoccus cocchi +* + Omofermentanti Pediococcus

Tetragenococcus

Tabella 1: classificazione dei LAB secondo Orla-Jensen, 1919.

* i pediococchi possiedono delle pseudocatalsi, dando come risultato dei falsi positivi

Nel 1937, Sherman propose la prima classificazione sistematica del genere
Streptococcus. Tra il 1987 e il 1984, vennero introdotti i generi Lactobacillus e
Enterococcus, grazie allo studio delle loro caratteristiche molecolari (Schleifer e
Kilpper-Baltz). Alla fine del Novecento, il progresso scientifico permise di
approfondire la composizione cellulare e molecolare dei diversi microrganismi,
consentendo di modificare e ampliare la classificazione tassonomica dell’epoca,
basata esclusivamente sulle caratteristiche morfologiche e fisiologiche delle
cellule. Tale approccio, detto filogenetico, si basa sul confronto tra le sequenze
molecolari per ricostruire i rapporti evolutivi tra i vari organismi. Lo studio €
rivolto soprattutto alle sequenze geniche codificanti RNA ribosomiale 16S,

altamente conservato nei procarioti (Felis e Dellaglio, 2007).



1.1.2 Classificazione tassonomica e principali
caratteristiche dei LAB

| batteri lattici sono microrganismi procarioti ubiquitari, appartenenti al regno
dei batteri. Sviluppano naturalmente in substrati ricchi di carboidrati disponibili
come le piante, gli alimenti (vegetali, cereali, vino, birra, prodotti lattiero
caseari, frutta e succhi di frutta, prodotti carnei e ittici), ma anche lungo il tratto
orale, respiratorio, gastrointestinale e genitale degli animali e dell’'uvomo (W.
Liu et al., 2014). | LAB si collocano in entrambi i phyla in cui sono suddivisi i
Gram positivi: Firmicutes e Actinobateria. All’interno del Firmicutes i batteri
lattici si trovano nella classe dei Bacilli, in particolare nell’ordine
Lactobacillales. Quest’ultimo include i seguenti generi di LAB: Alloiococcus,
Aerococcus, Lactobacillus, Carnobacterium, Streptococcus, Lactococcus,
Leuconostoc, Enterococcus, Oenococcus, Tetragenococcus, Pediococcus,
Symbiobacterium, Weissella e Vagococcus (Horvath et al. 2009). Le loro
molecole di DNA presentano un contenuto inferiore al 50% di guanina-citosina.
| LAB appartenenti al phylum Actinobateria sono collocati nel genere
Bifidobacterium e sono formati da DNA contenente un ammontare di guanina-
citosina superiore al 50% (Bjorkroth et al., 2016). In Figura 1 sono mostrate le
relazioni filogenetiche all’interno dei Gram positivi, in riferimento al confronto
tra le sequenze di DNA ribosomiale 16S.

| batteri lattici non presentano 1’enzima catalasi, ma possono possedere delle
pseudocatalasi. Generalmente non sono sporigeni. Dal punto di vista
morfologico possono presentarsi sia come bacilli che come cocchi. Sono
microrganismi anaerobi, anche se tollerano basse concentrazioni di ossigeno
(aerotolleranti). Esistono, sebbene rari, anche alcuni ceppi di LAB in grado di
attuare la respirazione aerobica, essendo dotati di citocromi ma il loro
metabolismo € principalmente di tipo fermentativo e si distingue in

omofermentativo e eterofermentativo. Nel primo caso, vengono convertiti
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zuccheri a sei atomi di carbonio in acido lattico, attraverso la via di Embden-
Meyerhof-Parnas, o glicolisi. Nel secondo caso, oltre all’acido lattico come
principale prodotto finale, si formano anche acetato, etanolo, CO,, formiato e
succinato come prodotti secondari. Questa via metabolica e chiamata via del

fosfogluconato o fermentazione eterolattica (Kandler, 1983).

— Bifidobacterium
‘-—C Propionibacterium

Micrococcus

Brevibacterium

— Aerococcus

—— Camobaterium

[~ Vagococcus

—— Enterococcus

— Telragenococcus

[— Weissella
Oenococcus

l— Leuconostoc
Lactobacillus delbrueckii

L[ Lactobacillus helveticus
Lactobacillus acidophilus

— Pediococcus

Lactobacillus plantarum

— Lactobacillus casei

— Streptococcus thermophilus

'{: Lactococcus raffinolactis
Lactococcus lactis

Figura 1: Dendrogramma che evidenzia la relazione filogenetica all’interno dei Gram positivi, basata
sul confronto tra le sequenze di rRNA 16S. La distanza filogenetica non e mostrata in scala.
(Bjorkroth et al., 2016).



1.2 Definizione di probiotico

La definizione di probiotico si € evoluta nel tempo in relazione ai progressi
compiuti nello studio del loro meccanismo d’azione. Dal punto di vista
etimologico, il termine “probiotico” significa “a favore della vita” e deriva
dall’unione tra la preposizione latina “pro” e il nome greco “bios”. Metchnikoff
fu il primo studioso ad effettuare osservazioni riguardanti gli effetti benefici dei
probiotici sulla salute umana, durante i primi anni del Novecento. Egli suppose
che i microrganismi responsabili del processo fermentativo dello yogurt, ovvero
Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus e Streptococcus thermophilus fossero
in grado di inibire 1 batteri patogeni intestinali, quindi di migliorarne
I’equilibrio. Nel 1965, Lilly & Stillwell, indicarono come probiotici sostanze
prodotte da alcuni batteri per stimolare la crescita di altri microrganismi, a
seguito di osservazioni sulla crescita in vitro. Nel 1973, Fujii e Cook definirono
I probiotici come composti in grado di aumentare la resistenza alle infezioni
nell’ospite, ma non di inibire la crescita di altri microrganismi in vitro. Questa
osservazione venne fatta in riferimento a studi svolti sulla resistenza dei topi
esposti ad infezione da Staphylococcus aureus. Parker (1974) identifico con il
termine probiotico “organismi o sostanze in grado di contribuire all’equilibrio
della flora intestinale dell’ospite” (Hamilton-Miller et al., 2003). La definizione
di probiotico piu utilizzata fino ad oggi e quella data da Fuller nel 1989, che
presento i probiotici come “alimenti contenenti microrganismi vivi, in grado di
conferire benefici all’ospite animale, attraverso il miglioramento del suo
equilibrio microbico intestinale”. La definizione ufficiale, in uso dal 2001, di
FAO (Food and Agricolture Organization of the United Nations) e OMS
(Organizzazione Mondiale della Sanita) stabilisce che “i probiotici sono
microrganismi vivi, che, somministrati in quantita adeguata, apportano un
beneficio alla salute dell’ospite.” Questa definizione ¢ stata approvata anche

dall’ Associazione Scientifica Internazionale dei Probiotici e Prebiotici (ISAPP)
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ed e quella attualmente accettata (Hill et al., 2014). Ogni microrganismo
indicato come probiotico deve, innanzitutto, non essere dannoso per 1’'uomo,
quindi idoneo al consumo. Identificare un microrganismo come sicuro significa
che ne ¢ stato riconosciuto lo “status di presunzione qualificata di sicurezza”
(QPS), ovvero “lo stato di sicurezza attribuito dall’Agenzia per la sicurezza
alimentare in Europa (EFSA) a gruppi selezionati di microrganismi in base ad
Una valutazione comprovante l’assenza di rischi per la salute” (Regolamento di
Esecuzione 562/2012 (UE)). Un particolare ceppo € riconosciuto come sicuro e
puo essere utilizzato come additivo alimentare se presenta un’identita
tassonomica ben definita, se & stato consumato per anni senza provocare danni
all’'uomo e se la mancanza di patogenicita e stata confermata da evidenze
scientifiche. Inoltre, ¢ necessario specificarne la destinazione d’uso (Eshetu
Chilo et al., 2018). Oltre che essere riconosciuti come sicuri dall’EFSA, i
probiotici sono anche ‘“generalmente riconosciuti come sicuri (GRAS)” dalla
Food and Drug Administration (FDA). Una volta che ne e stata determinata la
sicurezza per il consumo alimentare, ogni microrganismo in grado di apportare
dei benefici all’'uomo potrebbe essere un potenziale probiotico. Tuttavia,
I’EFSA impone anche che gli effetti benefici siano validati attraverso prove
scientifiche in vivo. | microrganismi piu utilizzati per questo scopo
appartengono al gruppo dei LAB. In Tabella 2 sono elencati i pitu importanti,
per la maggior parte sono ceppi dei generi Lactobacillus e Bifidobacterium.
Altri microrganismi non appartenenti ai LAB ma considerati probiotici sono
Saccharomyces cerevisiae e S. boulardii, Escherichia coli e Bacillus cereus var.
toyoi (Holzapfel et al., 2001).

11



Lactobacillus

Bifidobacterium

Altri batteri

Altri

spp. spp. lattici microrganismi

L. acidophilus B. bifidum Enterococcus faecalis ~ Propionibacterium

L. casei B. infantis* Enterococcus freudenreichii

L. paracasei B. animalis Faecium Bacillus cereus var.
toyoi

L. amylovorus B. breve Pediococcus Escherichia coli

acidilactici

L. crispatus B. adolescentis Lactococcus lactis Saccharomyces
cerevisiae

L. delbrueckii B. longum Leuconostoc Saccharomyces

spp. bulgaricus mesenteroides boulardii

L. fermentum

L. gallinarum

L. gasseri

. helveticus
. rhamnosus
. johnsonii

. plantarum
. reuteri

. salivarius

r r r . - - -

. Oris

Sporolactobacillus
inulinus
Streptococcus

thermophilus

Tabella 2: Microrganismi riconosciuti come probiotici. (Holzapfel et al., 2001).

*Unificato a B. longum

1.2.1 Benefici dei probiotici

I benefici apportati all’'uomo dai probiotici sono specifici per ogni ceppo e, se di
molti si € compreso meccanismo di azione, altri sono tuttora studiati. In questo
paragrafo verra affrontato 1’argomento in termini generali, mentre nei capitoli
successivi saranno indagati in modo piu specifico i benefici dei batteri
considerati. Gli effetti dei probiotici riguardano il miglioramento del benessere

intestinale, la prevenzione dei tumori, I’aumento della risposta immunitaria ¢ la
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riduzione del colesterolo nel sangue. Innanzitutto, il mantenimento
dell’equilibrio intestinale ¢ favorito dalla digestione del lattosio, attraverso la
produzione dell’enzima microbico [-galattosidasi; questo riduce i sintomi
dell’intolleranza nei soggetti che ne soffrono (Savaiano et al., 1984). Inoltre,
tramite I’effetto barriera e la competizione tra batteri, 1 LAB ostacolano la
colonizzazione dell’ambiente intestinale da parte dei patogeni, sia impedendone
fisicamente I’adesione al lume, sia producendo sostanze inibenti. Streptococcus
thermophilus, Lactobacillus lactis, Lactobacillus bulgaricus, Streptococcus
cremoris, Lactobacillus acidophilus e Streptococcus lactis sono in grado di
produrre delle batteriocine, proteine ad azione antimicrobica, in grado di agire
contro i membri della stessa specie, o strettamente correlati filogeneticamente.
Oltre alle batteriocine, vengono prodotti acido lattico, acido acetico e altri acidi
organici, che svolgono un’azione antimicrobica indiscriminata rispetto alle
batteriocine, inibendo anche i batteri appartenenti anche ai generi Clostridium e
Bacillus (Kechagia et al., 2013). I LAB probiotici sono anche in grado di
stimolare la produzione di immunoglobuline A, in questo modo, sfavoriscono le
infezioni da Rotavirus e svolgono un’azione immunomodulante. Inoltre,
degradano le nitrosammine, composti che si formano per reazione tra nitriti e
ammine secondarie negli alimenti, ad elevata azione cancerogena (Mcintosh,
1996). Quest’ultima proprieta ¢ tipica, soprattutto, del genere Lactobacillus, che
presenta una maggiore azione degradativa rispetto a Streptococcus e
Bifidobacterium (Rowland et al., 1998). L’azione anticancerogena dei probiotici
riguarda anche I’inattivazione di due enzimi, B-glucoronidasi e B-gluconidasi,
che sono coinvolti nella conversione di composti procancerogeni in
cancerogeni. | probiotici contribuiscono ad abbassare i livelli di colesterolo nel
sangue, attraverso la degradazione degli acidi biliari che si originano a livello
epatico (Mc Connell, 1995); indirettamente, quindi, sono in grado di prevenire

lo sviluppo delle malattie cardiovascolari.
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1.2.2 Tassonomia e caratteristiche dei principali

LAB ad uso probiotico
1.2.2.1 1l genere Lactobacillus

Le specie microbiche piu rilevanti per la nutrizione umana e per il settore
alimentare fanno parte del genere Lactobacillus. Queste rivestono un’elevata
importanza nella produzione degli alimenti fermentati, dove vengono impiegate
sia come colture starter, sia per la conservazione dei prodotti. Inoltre, a questo
genere appartiene la maggior parte dei microrganismi utilizzati come probiotici.
In Figura 2 sono mostrate le relazioni filogenetiche tra le specie di
Lactobacillus. In particolare, 1’utilizzo combinato di modelli filogenetici e
metodi molecolari differenti ha permesso di identificare 15 gruppi (riportati in
Figura 3), ognuno costituito da varie specie, attraverso il sequenziamento del
gene 16S di RNA ribosomiale (Salvetti et al., 2012).

| lattobacilli non producono spore, sono catalasi negativi (anche se alcuni ceppi
sono in grado di produrre delle pseudocatalsi), anaerobi e sono caratterizzati da
forma bastoncellare, con dimensioni comprese tra 0,5-1,5 um di larghezza e
1,5-8 pum di lunghezza. Appartenendo al phylum dei Firmicutes, presentano un
basso contenuto di guanina e citosina nel DNA, non superiore al 50%, anche se
in alcuni casi puo raggiungere i 59.2%. Cresconotrai2ei53°C,apHtra3e8.
Le condizioni ottimali per lo sviluppo sono rispettivamente di 30-40 °C e 5.5-
6.2. Dal punto di vista nutrizionale, i lattobacilli necessitano di substrati ricchi
in termini di carboidrati fermentescibili, amminoacidi, peptidi, vitamine, sali
minerali e acidi grassi. Per questo motivo sviluppano naturalmente in frutta,

vegetali, prodotti lattiero caseari, carnei e ittici.
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Figura 2: Relazioni filogenetiche all’interno del genere Lactobacillus, basate sul confronto tra le
sequenze di rRNA 16S. (Salvetti et al, 2012).

Sono, inoltre, parte della microflora endogena della cavita orale, dell’apparato
gastrointestinale e genitale degli animali e dell’uomo (Salvetti et al., 2012).
Possono essere classificati in tre categorie, a seconda di quali metaboliti sono
rilasciati al termine del processo fermentativo. Il primo gruppo é costituito dagli
omofermentanti obbligati, a partire dagli zuccheri a sei atomi di carbonio,
producono solamente acido lattico attraverso la via Embden-Meyerhof-Parnas.
Questi non possono fermentare i pentosi e il gluconato perché privi dell’enzima
fosfochetolasi. 1l secondo gruppo €& quello degli eterofermentanti facoltativi, i
quali convertono gli esosi in acido lattico tramite la glicolisi e i pentosi e il
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gluconato in acido lattico, acido acetico, etanolo ed acido formico, attraverso la
via del fosfogluconato. Infine, il terzo gruppo € costituito dagli eterofermentanti
obbligati, che fermentano gli esosi ad acido lattico, etanolo, acido acetico e
anidride carbonica, attraverso la via del fosfogluconato (Felis e Dellaglio,

2005).
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Figura 3: Gruppi costituenti il genere Lactobacillus (Salvetti et al, 2012). Sono sottolineate le nuove

specie identificate dopo la catalogazione fatta da Felis e Dellaglio nel 2007.
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1.2.2.1.1 Gruppo Lactobacillus delbrueckii

Il gruppo Lactobacillus delbrueckii e attualmente composto da 27 specie.
Lactobacillus gigeriorum, Lactobacillus equicursoris, Lactobacillus pasteurii,
Lactobacillus hominis e Lactobacillus taiwanensis, sono state recentemente
aggiunte a quelle precedentemente indicate da Felis e Dallaglio nel 2007.
All’interno di questo gruppo 1 probiotici attualmente impiegati sono
Lactobacillus amylovorus, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus crispatus,
Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus gallinarum e Lactobacillus acidophilus
(Klein et al.,, 1998). Lactobacillus crispatus, Lactobacillus johnsonii e
Lactobacillus gasseri colonizzano I’apparato genitale femminile, in particolare,
costituiscono la microflora vaginale endogena. Recenti studi su Lactobacillus
crispatus e Lactobacillus gasseri hanno mostrato una spiccata attivita
antagonistica sia verso i microrganismi patogeni e le specie microbiche che
causano alterazione dei prodotti alimentari, sia nei confronti dei patogeni del
tratto urogenitale (Siroli et al., 2017). Per questi motivi, le suddette specie sono
oggetto di studio per essere applicati come probiotici per la produzione di

alimenti di genere.

1.2.2.1.2 Gruppo Lactobacillus salivarius

Il gruppo Lactobacillus salivarius comprende attualmente 25 specie, 11 delle
quali sono state identificate solo negli ultimi anni: Lactobacillus aquaticus,
Lactobacillus cacaonum, Lactobacillus ceti, Lactobacillus ghanensism,
Lactobacillus sucicola, Lactobacillus hordei, Lactobacillus hayakitensis,
Lactobacillus capillatus, Lactobacillus uvarum, Lactobacillus pobuzihi e
Lactobacillus oeni. Il gruppo e stato diviso inizialmente in due sottospecie:
Lactobacillus salivarius var. salicinus e Lactobacillus salivarius var. salivarius
(Salvetti et al., 2012). Sono microrganismi che colonizzano la saliva umana, la

mucosa intestinale e le feci (Heilig et al., 2002; Ahrne et al., 1998).
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1.2.2.1.3 Gruppo Lactobacillus reuteri

Il gruppo Lactobacillus reuteri € composto da 15 specie (Felis e Dellaglio,
2007). Lactobacillus alvi e Lactobacillus equigenerosi sono quelle aggiunte piu
recentemente (Salvetti et al., 2012). Questo gruppo é costituito prevalentemente
da eterofermentanti obbligati. La specie Lactobacillus reuteri colonizza il tratto
gastrointestinale dell’uomo e degli animali e produce reuterina a partire dal
glicerolo, un potente antimicrobico in grado di inibire la crescita di Gram
positivi e Gram negativi, cosi come di lieviti, funghi e protozoi (Talarico et al.,
1989). Nonostante la maggior parte dei LAB che formano la microflora
vaginale appartengano a Lactobacillus acidophilus, fa parte del gruppo
Lactobacillus reuteri la specie Lactobacillus vaginalis. Recentemente, questa
specie € oggetto di studio per il suo potenziale probiotico negli alimenti di
genere (Siroli et al., 2017).

1.2.2.1.4 Gruppo Lactobacillus plantarum

Le specie appartenenti al gruppo Lactobacillus plantarum colonizzano
numerose nicchie ambientali, inclusi i prodotti lattiero caseari, la carne e
vegetali. Per questo, sono tra i microrganismi responsabili del deterioramento
dei prodotti alimentari come carne (Borcha et al., 1997), succo d’arancia
(Alwazeer et al., 2002) o vino (Beneduce et al., 2004). Le specie di questo
gruppo sono annoverate anche tra quelle costituenti la microflora del tratto
gastrointestinale animale e umano. Inizialmente, facevano parte di questo
gruppo solo tre specie: Lactobacillus plantarum, Lactobacillus paraplantarum e
Lactobacillus pentosus (Felis e Dellaglio, 2007). A queste sono state aggiunte
Lactobacillus fabifermentans e Lactobacillus xiangfangensis (Salvetti et al.,
2012). | membri di questo gruppo sono tutti eterofermentanti facoltativi. Il
Lactobacillus plantarum e caratterizzato dalla produzione di un metabolita con

proprieta antimicrobiche, chiamato plantaricina. Questa € in grado di modificare
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il pH dell’ambiente e agisce contrastando i batteri patogeni intestinali.

1.2.2.1.5 Gruppo Lactobacillus casei

Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus casei e Lactobacillus paracasei sono le
specie piu rilevanti nell’ambito dei probiotici. In particolare, ¢ stato provato che
la specie Lactobacillus casei diminuisca la durata delle infezioni da Rotavirus,
che causa generalmente gastroenterite virale nei bambini, riduce I’incidenza di
ricaduta nei casi di diverticolite e previene i disturbi intestinali, contribuendo a
limitare la produzione delle tossine e inattivando molti composti cancerogeni
che si formano nell’intestino. Inoltre. L. casei favorisce 1’aumento della
produzione dell’immoglobulina A e produce un’elevata quantita di acido lattico
L (+), riducendo anche 1 problemi dovuti all’intolleranza al lattosio (Salminen et
al., 1996). Il gruppo Lactobacillus casei € stato riclassificato numerose volte.
Nel 1989, Collis et al. suggerirono Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus
paracasei come unici membri del gruppo. Dellaglio et al. (1991) e Dicks et al.

(1996) proposero I’esclusione di Lactobacillus paracasei.

1.2.2.2 1l genere Streptococcus

Il genere Streptococcus racchiude piu di 60 specie, alcune note per la loro
patogenicita. Questo genere € stato tra i primi ad essere studiato, perché e
spesso causa dello sviluppo di malattie nell’'uomo e negli animali. Il genere
Streptococcus presenta microrganismi  Gram positivi, immobili, che non
possiedono I’enzima catalasi € sono omofermentanti. La sola specie utilizzata
nell’industria alimentare ¢ Streptococcus thermophilus, questa infatti ha un
ruolo centrale nella produzione dei prodotti lattiero caseari. | ceppi appartenenti
a questa specie sono “generalmente riconosciuti come sicuri (GRAS)” e sono
utilizzati come colture starter nella fermentazione dello yogurt, insieme a
Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus. In particolare, Streptococcus

thermophilus produce acido formico, che stimola la crescita del lattobacillo.
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Quest’ultimo, oltre a produrre i composti aromatici che concorrono a
determinare il tipico flavour dello yogurt, svolge una spiccata attivita
proteolitica che permette allo streptococco di crescere nel latte (Holzapfel et al.,
1997).

1.2.2.3 |l genere Bifidobacterium

Il genere Bifidobacterium fa parte della classe Actinobateria, della sottoclasse
Actinobacteridiae,  dell’ordine  Bifidobacteriales e della  famiglia
Bifidobacteriaceae. Nonostante sia tradizionalmente inserito tra i LAB per il
suo utilizzo nei prodotti alimentari e per la sua importanza nella nutrizione
umana, questo genere e filogeneticamente lontano dai batteri lattici in senso
stretto, ovvero quelli facenti parte dell’ordine Lactobacillales (Garrity et al.,
2004). Il genere Bifidobacterium comprende 44 specie e 9 sottospecie. |
bifidobatteri sono stati classificati per la prima volta nel 1957 (Dehenert),
suddivisi in cinque gruppi secondo le caratteristiche morfologiche e secondo la
capacita di ciascuno di fermentare 24 zuccheri. Felis e Dellaglio (2007) divisero
questo genere in gruppi: Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium
pullorum, Bifidobacterium boum, Bifidobacterium pseudolongum e
Bifidobacterium asteroides. | bifidobatteri sono Gram positivi, immobili, non
sporigeni e non filamentosi. Si presentano di forma bastoncellare a Y o V,
compresi tra 2 e 5 um, singoli o in aggregati. Sono catalasi negativi (a parte le
eccezioni di Bifidobaterium indicum e Bifidobacterium asteroides che
sviluppano I’enzima se crescono in presenza di ossigeno), quindi anaerobi.
Possiedono un metabolismo di tipo fermentativo e sono chemiorganotrofi. La
fermentazione coinvolge I'enzima fruttosio-6-P-fosfochetolasi, attraverso il
pathway metabolico sono prodotti acido lattico e acido acetico in rapporto 2:3
(Kandler, 1983). | bifidobatteri presentano un contenuto di guanina e citosina
che oscilla tra 42 e 67% (Biavati and Mattarelli, 2001). Per quanto riguarda le

condizioni di crescita, questo genere presenta un’elevata variabilita tra le specie
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in termini di richieste nutrizionali, ad esempio, alcuni sono in grado di
sintetizzare vitamine come tiamina, acido nicotinico, acido folico vitamina B12
e piridossina, mentre devono di introdurre riboflavina dall’ambiente (Deguchi et
al. 1985); molte specie necessitano di sali di ammonio come fonte azotata
(Hassinen et al. 1951), mentre alcune sono dotate di attivita ureasica, quindi
richiedono urea (Crociani e Matteuzzi, 1982). Il pH ottimale per la crescita e tra
6 e 7, sono acidotolleranti, ma non acidofili. La temperatura ottimale si trova tra
36 e 38 °C. | bifidobatteri colonizzano il tratto gastrointestinale di diversi
animali, tra cui I’'uomo. In particolare, sono stati identificati all’interno delle
feci dei neonati lattanti Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium infantis spp.
infantis, Bifidobacterium breve spp. parvulorum e Bifidobacterium longum, che
utilizzano come fonti carboniose gli zuccheri costituenti il colostro di cui si
nutre 1’ospite. Nell’adulto le specie piu diffuse sono Bifidobacterium
adolescentis e Bifidobacterium longum (Mitsuoka, 1984). Recentemente le
specie di Bifidobacterium longum e Bifidobacterium infantis sono state
accorpate sotto al nome di Bifidobacterium longum, a seguito del
riconoscimento di tre biotipi: infantis, longum e suis (Sakata et al., 2002). Le
specie piu utilizzate come probiotici sono Bifidobacterium bifidum,
Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium breve e

Bifidobacterium adolescentis (Holzapfel et al., 2001).
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1.3 I lattobacilli vaginali ad uso probiotico

1.3.1 La microflora vaginale

Indagando gli effetti dei probiotici sull’'uomo, I’attenzione ¢ stata
tradizionalmente posta sul loro ruolo nella difesa e nel mantenimento del
benessere gastrointestinale. Recentemente, si & sviluppato un interesse crescente
nei confronti delle interazioni tra probiotici e microbioma vaginale. |
microrganismi costituenti la microflora vaginale sono importanti sia per la
preservazione dello stato di salute della donna, sia per la creazione di un
ambiente favorevole nelle fasi di concepimento, essenziale per lo sviluppo di
gravidanze sane. In particolare, sono state isolate delle comunita microbiche
provenienti da nicchie precedentemente ritenute sterili, come seno, utero, tube
di Falloppio e placenta, a conferma del ruolo fondamentale rivestito dalla flora
endogena nel mantenimento del benessere femminile (Younes et al., 2017).

Per approfondire 1’aspetto microbico dell’ecosistema vaginale, ¢ necessario
considerare, innanzitutto, I’ambiente in cui sviluppa naturalmente la flora
batterica. Esso € costituito da un epitelio pluristratificato, squamoso e non
cheratinizzato, il cui spessore e determinato dalla presenza di estrogeni. Questi
ormoni controllano anche le secrezioni vaginali, composte per la maggior parte
da 90-95% di acqua, sali organici e inorganici, mucina, urea, carboidrati, acidi
grassi, aloumine, lisozima, leucociti e immunoglobuline. Il pH vaginale si trova
tra 4.0 e 4.5; ’elevata acidita ¢ un fattore di selezione delle specie microbiche in
grado di colonizzare questa nicchia ecologica. Sono le cellule epiteliali stesse a
produrre acidi grassi, incluso 1’acido lattico, contribuendo a mantenere un
ambiente acido.

Il primo studio riguardante il microbiota vaginale risale al 1982 e venne svolto
da Doderlein. All’epoca, si ipotizzo che questo microbioma fosse composto
unicamente da lattobacilli, ma oggi & appurato che vi coesistono molti piu
generi batterici. Attualmente, 1 lattobacilli di Doderlein fanno parte del genere
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Lactobacillus, sotto il nome di Lactobacillus acidophilus (Redondo-Lépez et
al., 1990). Numerosi studi hanno dimostrato che il microbiota vaginale delle
donne in salute e formato sia da microrganismi aerobi che anaerobi, inoltre, la
composizione della flora vaginale si modifica secondo la successione degli stadi
dello sviluppo femminile. Durante la fase perinatale, gli estrogeni di derivazione
materna inducono un ispessimento dell’epitelio vaginale, nelle cui cellule viene
depositato glicogeno. Questo composto viene poi rilasciato durante
I’esfoliazione delle cellule epiteliali, favorendo lo sviluppo di microrganismi in
grado di fermentare il glucosio. Gli estrogeni vengono metabolizzati in fase
postnatale, ci0 causa un assottigliamento dell’epitelio della mucosa, andando a
ridurre i microrganismi sviluppati in precedenza. Si crea, quindi, una nicchia
ecologica ricca di aerobi e anaerobi facoltativi (Gregoire et al., 1971; Paavonen,
1982). | batteri anaerobi Gram negativi del genere Veillonella, Bacteriodes e
Fusobacterium, alcuni anaerobi Gram positivi come Peptostreptococcus,
Peptococcus, Actinomyces e Bifidobacterium, ed alcuni batteri aerobi come
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e
Streptococcus viridans, dominano 1’ambiente vaginale durante 1’infanzia. Nelle
ragazze in fase prepuberale, i microrganismi presenti in quantita minore sono i
lattobacilli, Gardnella vaginalis e Prevotella bivia (Randelovic et al., 2012).
Nel momento 1n cui inizia la puberta, grazie all’azione degli estrogeni, I’epitelio
vaginale si ispessisce e i batteri in grado di fermentare il glucosio colonizzano
di nuovo I’ambiente. La microflora vaginale, in questa fase, ¢ simile a quella
che caratterizza la donna adulta, in cui i lattobacilli sono predominanti
(da107a 108 UFC). In Figura 4 sono riassunti gli aspetti principali che
caratterizzano 1’ambiente vaginale in ogni fase dello sviluppo. La microflora
vaginale subisce frequenti variazioni anche durante il periodo mestruale, infatti,
una certa specie puo prevalere sulle altre a rotazione; al contrario, in menopausa
la popolazione microbica risulta essere molto stabile, subendo poche variazioni

in termini di equilibrio tra le varie specie. Nella donna in eta fertile, sono
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Basst livelli di glicogeno «—— N\ucosa vaginale

rappresentativi soprattutto Lactobacillus gasseri, Lactobacillus crispatus,
Lactobacillus jensenii e Lactobacillus iners. In menopausa, a dominare il
microbioma vaginale sono Lactobacillus gasseri, Lactobacillus iners,
Gardnerella vaginalis e specie dei generi Prevotella, Candida, Gemella,

Staphylococcus, Bifidobacterium e Mobiluncus (Gupta et al., 2006).
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Figura 4: principali caratteristiche dell'ambiente vaginale e della microflora nelle fasi: prepuberale,

fertile, post menopausa.

Oltre alla fase dello sviluppo in cui la donna si trova e al periodo mestruale,
I’ecosistema vaginale puo essere influenzato, anche se in misura minore, da
fattori genetici e culturali (in termini di differenti pratiche igieniche che possono
favorire determinati ceppi, piuttosto che decimarne altri). Le donne caucasiche
presentano soprattutto colonie di Lactobacillus crispatus, mentre quelle
iIspaniche o africane sono colonizzate maggiormente da Lactobacillus iners
(Ravel et al., 2011).

In generale, le specie di Lactobacillus che costituiscono la microflora vaginale
si sono adattate per vivere nell’ambiente, presentando meccanismi metabolici
differenti rispetto ai lattobacilli che normalmente colonizzano I’intestino; ad

esempio, sono in grado di produrre proteine da stress o presentano geni che
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codificano per il sistema tossina e antitossina (Macklaim et al., 2011). Inoltre, i
lattobacilli vaginali presentano un genoma a minor contenuto di citosina e
guanina e di dimensioni inferiori rispetto ai LAB che colonizzano i prodotti
lattiero caseari e il tratto gastrointestinale. Questo permette di ipotizzare che essi
abbiano sviluppato un adattamento di maggiore dipendenza dall’ospite rispetto
alle specie di Lactobacillus che colonizzano altri ambienti. In particolare, i geni
che codificano per il metabolismo e il trasporto di amminoacidi, coenzimi,
nucleotidi, metaboliti secondari e lipidi risultano meno espressi nei LAB
vaginali; al contrario, sono sovraespressi quelli implicati nel trasporto delle
vescicole, nei meccanismi di sintesi dei ribosomi, nella divisione cellulare e

nella sintesi proteica (Mendes-Soares et al., 2014).

1.3.1.1 Mantenimento dell’equilibrio della microflora

vaginale

Il mantenimento dell’eubiosi vaginale, ovvero dell’equilibrio delle specie
microbiche che colonizzano questo ambiente, ¢ dovuto all’elevata presenza di
lattobacilli. Le specie di Lactobacillus promuovono il benessere e la salute
dell’ospite, inibendo la colonizzazione da parte di patogeni e prevenendo le
infezioni genitali (Reid et al., 1996). In particolare, i microrganismi responsabili
delle vaginosi batteriche sono ceppi appartenenti ai seguenti generi:
Gardnerella, Atopobium, Prevotella, Bacteroides, Peptostreptococcus,
Mobilincus, Sneathia, Leptotrichia, Mycoplasma e Clostridiales (Onderdonck et
al., 2016). I meccanismi tramite cui i LAB vaginali ostacolano lo sviluppo dei

patogeni sono di varia natura:

1. Effetto barriera

| lattobacilli vaginali sono in grado di formare colonie che aderiscono alle
cellule dell’epitelio vaginale, generando una barriera fisica che impedisce

I’adesione dei patogeni, oltre che di interagire con i recettori cellulari.

25



L’adesione dei lattobacilli alle cellule epiteliali € mediata da carboidrati e
glicoproteine (Andreu et al., 1995). E stato dimostrato che i LAB vaginali
interferiscono con la colonizzazione, svolta dai batteri uropatogeni, delle cellule
dell’epitelio vaginale in vitro (Chan et al.,1985; Reid et al., 1993). Per esempio,
e stato osservato che i lattobacilli competono con Candida albicans e
Gardnerella vaginalis per i recettori delle cellule vaginali. Per questi ultimi, i
LAB presentano una maggiore affinita rispetto ai patogeni, che permette loro di
contrastare la colonizzazione da parte di specie antagoniste (Boris et al., 2000).
I patogeni di cui i LAB limitano la proliferazione, impedendone 1’adesione al
tessuto, sono Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumonia, Trichomonas vaginalis e Staphylococcus aureus (Zarate et
al.,2006).

2. Produzione di composti antimicrobici

| LAB rilasciano principalmente perossido di idrogeno, acido lattico e
batteriocine che inibiscono lo sviluppo di altri microrganismi. La maggior parte
dei lattobacilli vaginali € in grado di produrre e rilasciare H,0,, che svolge
un’azione antimicrobica nei confronti dei patogeni in vitro e puo aumentarne la
sensibilita agli antibiotici. Ancora non e chiaro lo specifico meccanismo
battericida in vivo, ma, sicuramente, questo composto contribuisce a proteggere
I’ambiente vaginale (Sgibnev et al., 2016). Ad esempio, il perossido di idrogeno
limita la proliferazione eccessiva di Gardnerella vaginalis, una delle principali
cause di vaginosi batterica (Eschenbach et al., 1989). Le batteriocine sono
definite come “sostanze prodotte dai batteri, di natura proteica, in grado di
inibire lo sviluppo di ceppi della stessa specie o di specie filogeneticamente
vicine” (Tagg et al., 1976). La produzione di queste molecole procura al LAB
un vantaggio competitivo, utile per la colonizzazione dell’ecosistema vaginale. I
lattobacilli vaginali possono produrre anche delle sostanze simili alle

batteriocine, in termini di effetto antagonista verso le altre specie microbiche.
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Queste agiscono in modo piu generico rispetto alle batteriocine, inibendo sia

fungi che Gram positivi e negativi (McGroarty et al., 1988).

3. Attivita immunomodulante

| probiotici sono in grado di svolgere un’azione immunomodulante, inducendo
la produzione di cellule immunocompetenti; queste sono in grado di scatenare
una risposta immunitaria cellulare, in particolare, i linfociti T, e di produrre
anticorpi, detti linfociti B.

Nel caso specifico di batteri lattici vaginali, la presenza di Lactobacills
crispatus e Lactobacillus jensenii causa la riduzione della quantita di citochine
ad attivita proinflammatoria, come IL-1a e IL-8 (Kyongo et al., 2012). Nelle
donne affette da batteriosi vaginale, la quantita di citochine IL-1B € elevata,
mentre quella di SLPI (Secretory Leukocyte Pepsidase Inhibitor), un peptide
antimicrobico, tende a diminuire. Gardnerella vaginalis agisce stimolando
I’aumento della produzione delle citochine (IL-1B, IL-8 e IL-6) e di sostanze
antimicrobiche (come le defensine), stimolando la risposta proinfiammatoria
(Mitchell e Marrazzo, 2014). Un altro esempio di questo tipo e rappresentato da
Lactobacillus iners, che innalza la produzione di proteine SLPI, che hanno una
spiccata attivita contro il virus HIV (Nikolaitchouk et al., 2008). Lactobacillus
iners ATCC 5195 svolge una funzione regolatoria dei PRR (Pattern-recognition
receptors), implicati nelle funzioni fagocitosi ed endocitosi (Doerflinger et al.,
2014).

1.3.1.2 Azione dell’acido lattico

| lattobacilli vaginali fermentano glucosio e maltosio, i prodotti della scissione
del glicogeno da parte dell’enzima a-amilasi, rilasciando acido lattico (Spear et
al., 2014). La produzione di questo composto contribuisce a mantenere acido il
pH dell’ambiente, contrastando la proliferazione microbica di Candida

albicans, Escherichia coli, Gardnerella vaginalis, Neisseria gonorrhoeae,
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Chlamydia trachomatis, virus HSV-2, causa dell’herpes genitale di tipo 2, e
HIV-1 (Conti et al., 2009; Graver et al., 2001). Questo composto risulta essere il
composto con maggiore azione antimicrobica, rispetto agli altri prodotti dai
LAB. In normali condizioni di equilibrio, la microflora vaginale é formata
soprattutto da ceppi del genere Lactobacillus, in particolare, Lactobacillus
crispatus, Lactobacillus iners, Lactobacillus gasseri e Lactobacillus jensenii.
Nel momento in cui si manifesta una disbiosi, il carico di lattobacilli subisce
una notevole riduzione, portando allo sviluppo di una vaginosi batterica (Ravel
et al., 2011). A seconda della specie che domina la flora vaginale, vengono
raggiunti differenti livelli di acidita. In particolare, Lactobacillus crispatus € il
maggiore produttore di acido lattico, seguito da Lactobacillus iners,
Lactobacillus jensenii e Lactobacillus gasseri.

e Afttivita antibatterica

L’acido lattico rilasciato nell’ambiente vaginale si presenta sia come isomero L
che D; anche le cellule del tessuto epiteliale producono una percentuale di acido
L-lattico, inferiore al 15% (Boskey et al., 2001). Lactobacillus jensenii produce
unicamente I’isomero D, al contrario, Lactobacillus iners genera solo acido L-
lattico, mentre Lactobacillus gasseri e Lactobacillus crispatus possono generare
entrambi 1 tipi di molecola. Alcuni studi hanno dimostrato che I’elevata
protezione esercitata da Lactobacillus crispatus nei confronti degli uropatogeni
¢ dovuta alla maggior efficacia dell’isomero D rispetto a quello L (Witkin et al.,
2013). L’acido lattico protonato, ovvero la forma in cui si presenta a pH
vaginale, € in grado di entrare nelle cellule batteriche senza richiedere 1’azione
del recettore che lega il lattato (GPR81), né dei trasportatori monocarbossilati
(Ahmed et al., 2008). Una volta all’interno del citosol, 1’acido lattico acidifica
I’ambiente e interferisce con le normali funzioni cellulari, causando la morte
della cellula batterica (Alakomi et al., 2000). Un esempio della capacita

protettiva dei lattobacilli ¢ rappresentato dall’azione contro Candida albicans e
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Streptococcus di gruppo B, che possono causare rispettivamente candidosi
vulvovaginali, morbilita e mortalita neonatale (Masey et al., 2008). Nonostante
gli streptococchi del gruppo B siano produttori di acido lattico e acidotolleranti,
I lattobacilli generano una quantita maggiore di questo composto e, abbassando
il pH, lo rilasciano in forma protonata, inibendo lo sviluppo di questi patogeni
(De Gregorio et al., 2014).

e Attivita virucida

Studi recenti hanno dimostrato che la probabilita di sviluppare il virus HIV
(Virus dell’Immunodeficienza Umana), trasmesso dal partner maschile, ¢
inferiore nelle donne con microflora vaginale ricca di LAB. Inoltre, una
prevalenza di LAB vaginali in donne gia affette AIDS (Sindrome da
Immunodeficienza Acquisita) puo ridurre la capacita di trasmettere il virus al
partner o al neonato durante il parto (Taha et al., 1998). L’acido lattico risulta
possedere una capacita virucida verso HIV-1 gquantitativamente maggiore e piu
rapida, rispetto a quella esercitata da HCI e acido acetico nello stesso mezzo
(Aldunate et al., 2013). Entrambi gli isomeri contrastano il virus, sebbene
I’acido L-lattico sia 17 volte piu attivo contro il ceppo Ba-L. L’attivita virucida,
come quella antimicrobica, ¢ espletata dalla forma protonata dell’acido lattico.
L’inattivazione di HIV-1 & irreversibile, ma non conduce alla distruzione del
virus né alla perdita della proteina di membrana gpl120, una glicoproteina
essenziale per I'infezione delle cellule ospiti, che si trova sulla superficie del
virione. Questo suggerisce che I’inattivazione avvenga grazie all’unione di piu
fattori, che agiscono direttamente contro il funzionamento delle proteine virali,
e indirettamente danneggiando I’integrita dei lipidi formanti il capside (Lai et
al., 2009). La presenza di LAB vaginali produttori di acido lattico abbassa
anche il tasso di incidenza del virus dell’herpes simplex (HSV-1 e HSV-2).
Infatti, i lattobacilli inibiscono il virus sia diminuendo la capacita di adesione

alla membrana cellulare dell’ospite, sia bloccandone I’entrata e la replicazione

29



nella cellula, attraverso I’effetto antagonista svolto dall’acido lattico (Conti et

al., 2009).

1.3.2 | probiotici come prevenzione e cura delle
disbiosi vaginali

| disturbi ginecologici dovuti a disbiosi del microbiota vaginale, che colpiscono
frequentemente le donne in eta fertile, possono portare a vaginosi batteriche, a
candidosi vulvovaginali e a vaginiti arobiche, oltre che a malattie sessualmente
trasmissibili (Workowski e Berman, 2010). Come gia precedentemente
sostenuto, la vaginosi batterica € caratterizzata dalla riduzione delle colonie di
Lactobacillus, che normalmente dominano 1’ecosistema vaginale nella donna
sana, e ad un aumento dei batteri anaerobi patogeni. Nel caso della vaginite
aerobica, i lattobacilli sono sostituiti da enterococchi e streptococchi come, ad
esempio, Staphylococcus aureus ed Escherichia coli. Infine, la candidosi
vulvovaginale ¢ causata da un’infezione dovuta ai lieviti, soprattutto da
Candida albicans (30-35% dei casi) (Green et al., 2105). Il trattamento di
queste patologie con la somministrazione di batteri probiotici puo ristabilire il
normale equilibrio della microflora, contribuendo al processo di guarigione.

Grazie alle proprieta benefiche dimostrate in vitro, i ceppi di Lactobacillus piu
utilizzati per questo scopo appartengono alle specie di Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus crispatus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
reuteri e Lactobacillus fermentum (Hutt et al., 2016). Studi recenti hanno
dimostrato che Lactobacillus crispatus, Lactobacillus vaginalis e Lactobacillus
gasseri sono in grado di svolgere un’azione anti-Clamydia e anti-Candida
(Nardini et al.,, 2016; Parolin et al.,, 2015). | probiotici vaginali sono
somministrati tramite capsule o tamponi per applicazione locale, contenenti i
lattobacilli in forma liofilizzata; oppure, possono essere assunti per via orale, in

un formato che ne permetta la sopravvivenza lungo il tratto gastrointestinale.
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Oltre al microrganismo, puo essere somministrato anche solo acido lattico per le
sue proprieta antimicrobiche; spesso, il preparato é formato anche da glicogeno
per stimolare anche la crescita dei lattobacilli gia presenti (Andersch et al.,
1986). Nella terapia delle vaginosi batteriche vengono spesso utilizzati
probiotici formulati con uno o piu ceppi di lattobacilli vaginali, a complemento
del trattamento con antibiotici, oltre che per evitare che si ripresenti una disbiosi
dopo la guarigione (Eriksson et al., 2005). Alcuni studi hanno dimostrato che i
probiotici, assunti sia per via orale che applicati localmente, contribuiscono a
ristabilire la salute di donne affette da diabete gestazionale, da infezioni
batteriche e candidosi al tratto genito-urinario, oltre che da mastiti (Barrons e
Tassone, 2008; Vazquez-Frenso et al., 2014; Tan et al., 2016). | LAB di origine
vaginale sono tuttora studiati per identificare un metodo di somministrazione
volto a massimizzare la loro azione probiotica. Oltre all’applicazione dei
probiotici in preparati in grado di agire localmente, questi si possono
somministrare anche per via orale, grazie alla loro capacita di passare
dall’intestino al tessuto vaginale e di colonizzarlo; molti studi hanno dimostrato
che questo ha un impatto positivo sul benessere dell’habitat vaginale e, quindi,
sull’ospite (Vitali et al., 2012). L’efficacia di questi probiotici ¢ stata indagata
anche all’interno della matrice alimentare, per la produzione di alimenti
funzionali. In particolare, un alimento funzionale e definito dalla Commissione
sulla scienza degli alimenti funzionali in Europa (FUFOSE) come “un prodotto
che ha degli effetti benefici su una o piu funzioni dell’organismo umano,
apportando miglioramenti delle condizioni generali e fisiche o/e riducendo il
rischio di sviluppare malattie. Deve presentarsi come alimento e deve esercitare
il proprio effetto sulla base di un normale consumo”. Alcuni studi hanno
dimostrato la capacita di questo tipo di alimento funzionale ad avere effetti
positivi sulla flora vaginale e intestinale delle donne affette da HIV, oltre che di
ridurre il tasso di malattie dell’apparato cardiovascolare in fase post menopausa

e di migliorare la salute della pelle (Korzen-Bohr et al., 2006; Kimoto-Nira et
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al., 2014; Farhangi et al., 2017). Tuttavia, condurre degli studi riguardanti i
benefici dei probiotici sul benessere femminile ¢ complesso per 1’elevato
numero di fattori implicati, come la scelta delle specie di Lactobacillus (anche
non di origine vaginale), di diversi tipi di test e di campioni di popolazione (che
spesso non sono omogenei), oltre che dall’incapacita di standardizzare il
momento in cui si ritiene ristabilito lo stato di salute, ad esempio quando si

definisce in remissione la vaginosi batterica (MacPhee et al., 2010).

1.3.3 Selezione e caratterizzazione dei batteri lattici

vaginali ad uso probiotico

Come gia riportato in precedenza, i probiotici hanno varie proprieta, come
favorire I’equilibrio intestinale, la digestione e aumentare la biodisponibilita di
certi nutrienti, oltre a stimolare il sistema immunitario. In particolare, facendo
riferimento agli alimenti funzionali di genere, i lattobacilli probiotici agiscono
per ristabilire I’equilibrio in caso di disbiosi vaginali. Le procedure per la
selezione e la caratterizzazione di tali microrganismi sono le stesse utilizzate per
gli altri probiotici. Gli studi riguardanti le basi della selezione di ceppi a
maggior potenziale probiotico evidenziano che i microrganismi piu efficaci per
questo scopo sono di origine umana. Inoltre, & stato notato che un probiotico
sviluppa e manifesta i propri effetti al massimo potenziale se inserito in un
ambiente simile a quello da cui é stato isolato (Saarela et al., 2000).

Per poter essere applicati come probiotici nell’industria alimentare, i ceppi
microbici devono presentare determinate proprieta di sicurezza, funzionalita e

tecnologiche; queste sono riassunte in Tabella 3.
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Parametri Proprieta

Sicurezza - Presenta una lunga storia di utilizzo sicuro negli alimenti

- Non presenta virulenza, patogenicita e non produce tossine

- Non trasferisce geni di antibioticoresistenza

- Non causa infezione nei soggetti immunodepressi

- Le attivita metaboliche non producono composti dannosi
per I’uomo

- E sicuro anche nella fase successiva alla vendita

Funzionali |- Sopravvivenza nel tratto gastrointestinale
- Adesione alle cellule del tessuto intestinale
- Comprovati benefici sulla salute

Tecnologici |- Resistente ai fagi
- Possibilita di processare, immagazzinare e produrre in
larga scala il microrganismo

Tabella 3: caratteristiche di sicurezza, tecnologiche e funzionali che un ceppo deve presentare per

essere utilizzato come probiotico

1.3.3.1 Proprieta di sicurezza

L’aspetto di sicurezza di un microrganismo utilizzato come probiotico, gia
affrontato nel paragrafo riguardante la definizione di probiotico, € il piu
importante e precede la determinazione della proprieta funzionali e
tecnologiche. 11 ceppo dev’essere ritenuto sicuro dall’EFSA per la sua
applicazione alimentare, ovvero idoneo per il consumo umano; non deve
produrre ammine biogene, composti cancerogeni, tossine, né spore. Queste
ultime sono molto difficili da eliminare con trattamenti termici inferiori ai 100°
C; il rischio per il consumatore risiede nella capacita della spora di generare una
cellula vegetativa se posta in condizioni favorevoli, danneggiando 1’ospite.
Infine, il microrganismo non deve essere veicolo di trasferimento di geni di
resistenza agli antibiotici (Capurso, 2016). EFSA impone anche un
riconoscimento tassonomico del microrganismo che si vuole selezionare come

probiotico, in quanto esistono numerose differenze tra i ceppi all’interno di una
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stessa specie. Se un ceppo e riconosciuto come probiotico, non necessariamente

tutti 1 microrganismi che appartengono alla stessa specie sono probiotici.

1.3.3.2 Proprieta funzionali

Per determinare se un microrganismo probiotico € in grado di esplicare le
proprie proprieta benefiche sull’organismo vengono svolti specifici test in vitro,
sequiti da studi sull’uomo, per determinare 1’effettiva presenza di determinate
caratteristiche funzionali. Devono essere considerati vari aspetti per la selezione

di un probiotico:

1. Resistenza in ambiente acido e alla bile

E fondamentale che i probiotici giungano vivi e vitali fino all’intestino. Questo
implica che, a seguito dell’assunzione per via orale, i ceppi siano in grado di
sopravvivere nel passaggio attraverso lo stomaco, al contatto con il succo
gastrico. Inoltre, la resistenza alla bile rappresenta un importante parametro per
stabilire la capacita di sopravvivenza nell’intestino tenue (Fukushima et al.,
1998). Risulta essenziale, quindi, che i LAB probiotici siano in grado di
resistere in un ambiente acido (pH 3-4) e agli enzimi presenti nello stomaco, nel
duodeno e nell’intestino tenue. Per testare la resistenza dei ceppi probiotici in
vitro, i test prevedono il contatto con soluzioni a diversa concentrazione di bile,
per indagarne successivamente la vitalita; inoltre, si mettono in atto degli studi
di digestione gastrica duodenale simulata per verificare la sopravvivenza dei

ceppi probiotici in ogni fase del percorso digestivo (Patrignani et al., 2019).

2. Adesione alle cellule epiteliali e persistenza nel tratto gastrointestinale

Uno dei requisiti piu importanti, affinché un microrganismo possa apportare
beneficio all’organismo ospite, & la capacita di colonizzare il tratto
gastrointestinale. | batteri che presentano maggiore capacita di adesione, hanno

elevata probabilita di manifestare a pieno gli effetti metabolici e
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immunomodulatori; legandosi alle cellule dell’epitelio intestinale hanno, infatti,
possono persistere piu a lungo nel tratto intestinale, rispetto ai ceppi non adesi
(Salminem et al., 1996). Inoltre, I’adesione promuove il contatto dei probiotici
con il tessuto linfoide associato all’intestino, facilitando le interazioni con il
sistema immunitario, sia a livello locale che sistemico. | ceppi con capacita di
adesione risultano essere anche maggiormente idonei all’esclusione competitiva
dei patogeni dal tessuto intestinale. Tuttavia, &€ necessario ricordare che LAB
ampiamente utilizzati come probiotici, il cui effetto benefico nell’'uomo ¢ stato
gia comprovato, possono manifestare una bassa capacita di adesione agli
enterociti. Ad esempio, pochi ceppi di Lactobacillus acidophilus aderiscono
all’epitelio intestinale, nonostante siano tra i probiotici piu utilizzati.

| due parametri che si utilizzano per determinare la capacita di adesione di un
ceppo microbico sono idrofobicita e autoaggregazione. Queste proprieta sono
indipendenti tra loro, ma sono correlate all’attitudine ad aderire alle pareti della
mucosa intestinale. L’adesione cellulare si puo indagare anche direttamente in
vitro, utilizzando cellule Caco-2 e linee cellulari HT-29 (Coconnier et al., 1993;
Bernet et al., 1994). Queste sono in grado di differenziare in enterociti, quindi
possono essere utilizzate come modello del tessuto epiteliale dell’intestino tenue
(Tuomola e Salminem, 1998). Esiste una variante di HT-29, HT-29-MTX, in
grado di produrre muco (il gel che ricopre il tessuto intestinale), che viene
utilizzata per le prove di adesione cellulare insieme alle linee cellulari
sopracitate (Tuomola, 1999). Per effettuare dei test di adesione al tessuto
intestinale in vivo, vengono svolte delle biopsie, tramite colonscopia, in soggetti
che hanno assunto probiotici per un determinato periodo di tempo. Questo tipo
di studio risulta piu accurato nel definire la capacita di adesione di un
particolare ceppo probiotico, tuttavia, presenta dei limiti dettati dall’etica

(Alander et al., 1997; Johansson et al., 1993).
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3. Proprieta immunomodulanti

Studi sia in vivo che in vitro hanno dimostrato che i batteri probiotici svolgono
un’azione positiva sul sistema immunitario dell’ospite, come precedentemente
sostenuto, tramite 1’adesione all’intestino e ’interazione con il tessuto linfoide
ad esso associato. Nel caso specifico di batteri lattici vaginali, gli studi sia in
vivo che in vitro, riguardano la loro capacita di stimolare la produzione di
citochine ad azione proinfiammatoria, che aumentano le difese dell’ospite
contro i microrganismi patogeni. Per comprendere questo fenomeno, si tiene
traccia della produzione di citochine modello, ritenute importanti marcatori
biologici nei casi di inflammazione, piuttosto che di salute, dell’ambiente
vaginale. Ad esempio, si considerano IL-8, IL-RA e IL-1 come biomarkers
indicativi di eubiosi vaginale (Fichorova et al., 2011 e 2015). Sebbene lo studio
di questi marcatori biologici sia indicativo della capacita dei probiotici di
influenzare la risposta immunitaria, ci sono numerose Vvariabili che
interagiscono all’interno del tratto genitale, una fra le piu importanti ¢ dovuta
alle modificazioni fisiologiche che si susseguono nella donna (gravidanza,

utilizzo di contraccettivi o ciclo mestruale).

4. Attivita antimicrobica

[ probiotici svolgono un’azione contro 1 patogeni attraverso esclusione
competitiva e produzione di composti antimicrobici. Alcuni ceppi sono in grado
di produrre batteriocine, che, tuttavia, sono composti in grado di inibire solo le
specie filogeneticamente vicine alla specie produttrice. I microrganismi possono
anche produrre perossido di idrogeno, acido lattico, acido acetico ed altri
composti aromatici; questi hanno potere antimicrobico verso un piu ampio
spettro di microrganismi. La capacita di esclusione competitiva e di produzione
di sostanze antimicrobiche contro i patogeni viene testata valutando in vitro gli
aloni di inibizione, questo dopo aver messo a contatto la coltura probiotica con

quella patogena, tramite piastramento. Ad esempio, é stata valutata la capacita
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inibitoria di alcuni ceppi di LAB vaginali verso Enterococcus faecalis,
Enterococcus faecium, Escherichia coli, Gardnerella vaginalis e Listeria
monocytogenes. La maggior parte dei batteri lattici ha dimostrato attivita
antimicrobica contro i patogeni responsabili delle infezioni al tratto urinario e
vaginale. In particolare, i ceppi piu attivi appartengono alle specie di
Lactobacillus vaginalis, Lactobacillus gasseri e Lactobacillus crispatus (Siroli
etal., 2017).

5. Capacita di deconiugare i sali biliari

La bile permette di digerire e assorbire i grassi introdotti attraverso la dieta. A
partire dal colesterolo, gli epatociti sono in grado di sintetizzare gli acidi biliari
primari, che sono coniugati con taurina o con glicina prima di essere secreti,
formando i sali biliari. Alcuni probiotici sono in grado di produrre un enzima,
BHS (bile salt hydrolase), che idrolizza 1 sali biliari separando I’amminoacido
dall’anello steroideo. Questo enzima ¢ presente in varie specie batteriche che
colonizzano il tratto gastrointestinale e genitale. Il metodo che si utilizza in vitro
per determinare la capacita di deconiugare 1 sali biliari prevede I'utilizzo di
piastre Petri con agar, in cui vengono seminati i ceppi € messi a contatto con i
sali. Se dopo un determinato tempo di incubazione si forma un precipitato
bianco opaco intorno alle colonie, significa che, a partire dall’acido taurocolico,
taurochenodesossicolico o taurodesossicolico, si sono formati rispettivamente
colato, chenodesossicolato o desossicolato (Corzo e Gilliland, 1999). L’attivita
dell’enzima BHS puo ridurre il quantitativo di colesterolo assunto dall’ospite, in
quanto i sali biliari deconiugati sono assorbiti piu difficilmente rispetto a quelli
coniugati, oltre ad essere meno efficienti nel promuovere la solubilizzazione e
I’assimilazione dei lipidi nel lume intestinale. Un probiotico che presenta
I’enzima BHS ha piu probabilita di resistere e colonizzare I’intestino, oltre che
apportare beneficio all’ospite. I LAB maggiormente utilizzati negli alimenti non

sono in grado di deconiugare i sali biliari, tuttavia, questo non preclude
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I’importanza del ruolo che rivestono come probiotici (Begley et al., 2006).

1.3.3.3 Proprieta tecnologiche

Una volta accertata la sicurezza dei ceppi e determinati gli aspetti funzionali, la
priorita e rappresentata dalla definizione delle proprieta tecnologiche. Le
principali variabili da tenere in considerazione sono molteplici, innanzitutto, il
ceppo deve essere in grado di sopravvivere al processo industriale di
preparazione dell’alimento. Questo implica la capacita di resistere ai fagi e alle
basse temperature, sia di refrigerazione che di congelamento, in fase di
stoccaggio. Se si utilizza un ceppo probiotico come starter o co-starter, questo
deve fermentare il substrato in modo efficiente e non causare arresti della
fermentazione, per ottenere un prodotto qualitativamente accettabile (Saarela et
al., 2000). Dal momento in cui il probiotico si trova nell’alimento, deve
mantenersi vivo e vitale fino al momento del consumo, per tutta la durata della
shelf life; in particolare, la vitalita, alla data di scadenza del prodotto, deve
essere pari ad almeno 10°-10” UFC/g. Infine, il microrganismo considerato
dev’essere compatibile con le caratteristiche organolettiche dell’alimento,
ovvero non produrre off-flavours, ma piuttosto arricchire in positivo gli attributi
sensoriali del prodotto (Patrignani et al. 2007). Lo studio svolto da Siroli et al.
(2017), rappresenta uno degli esempi piu recenti di caratterizzazione
tecnologica di batteri vaginali, finalizzato all’applicazione di questi probiotici in
prodotti lattiero caseari. Sono state valutate le proprieta tecnologiche di 17 ceppi
di Lactobacillis, appartenenti alle specie di Lactobacillus crispatus,
Lactobacillus gasseri e Lactobacillus vaginalis. Dopo aver determinato le
proprieta antagoniste ed antimicrobiche dei ceppi, come gia evidenziato nel
paragrafo relativo agli attributi funzionali, & stata analizzata la cinetica di
fermentazione dei LAB in latte pastorizzato e la vitalita a temperature di
refrigerazione. Infine, €& stato valutato il profilo volatile, attraverso

gascromatografia abbinata a spettrometro di massa, per identificare le molecole
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aromatiche prodotte dai vari ceppi e determinarne la compatibilita organolettica
con il prodotto. E stato dimostrato che i lattobacilli hanno un’attitudine
tecnologica limitata, in quanto non sono in grado di acidificare il latte al di sotto
di pH 5.0, oltre che essere caratterizzati da una bassa capacita di sopravvivenza
a temperature di refrigerazione, con una riduzione di circa 2 log UFC/mL
durante 28 giorni di stoccaggio. Questi due aspetti rendono i ceppi studiati poco
idonei per I’applicazione come starter nei prodotti lattiero caseari. Tuttavia,
potrebbero essere addizionati ad un’altra coltura starter, che conduca il processo
fermentativo. Per quanto riguarda il profilo aromatico, € notevole la produzione
di acido acetico, acido lattico e acidi organici a corta catena, a cui si deve una
potente azione antimicrobica, oltre che diacetile, acetoino e acetaldeide,
molecole volatili tipiche dello yogurt e dei latti fermentati. Questi risultati
mostrano il potenziale dei ceppi considerati di contribuire a determinare un
buon profilo organolettico del prodotto finale.

Gli studi riguardanti I’applicazione di lattobacilli vaginali in prodotti lattiero
caseari sono tuttora innovativi, e per un loro utilizzo sarebbe necessario
svolgere indagini ulteriori allestendo studi in vivo. Tuttavia i dati ottenuti fanno
pensare ad un loro potenziale utilizzo per creare alimenti funzionali indirizzati

al benessere femminile.

1.3.4 Esempio di applicazione di probiotici vaginali
in prodotti lattiero caseari

Patrignani et al. (2019) hanno utilizzato un ceppo di Lactobacillus crispatus
(BC4) per produrre squacquerone, un formaggio a pasta molle originario della
Romagna. Questo prodotto rappresenta un alimento funzionale, in grado di
manifestare effetti benefici sulla salute femminile. In particolare, lo scopo della
ricerca € stato quello di proporre un’alternativa ai preparati nutraceutici o

farmacologici contenenti probiotici. Il probiotico e stato inoculato come coltura
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aggiuntiva a quella starter (Streptococcus thermophilus), il formaggio é stato,
quindi, conservato a 4° C per un giorno, fino al raggiungimento di pH 5.15, poi
per 18 giorni alla stessa temperatura. Inizialmente, il campione € stato
sottoposto ad un’analisi microbiologica, che ha dimostrato una buona
sopravvivenza del ceppo di Lactobacillus crispatus durante il periodo di
stoccaggio, corrispondente a 7 UFC/g dopo 13 giorni di conservazione a
temperature di refrigerazione. Questo dimostra la compatibilita di BC4 con la
coltura utilizzata come starter e la conservazione di un carico cellulare idoneo
durante la shelf life, per essere applicato come probiotico nell’alimento.
L’attivita dell’acqua del prodotto si ¢ mantenuta costante, mentre il pH ha
subito una diminuzione. In seguito, sono state valutate le capacita proteolitica e
lipolitica di BC4 nello squacquerone, cosi come il profilo volatile e la texture,
inoltre, sono stati svolti dei panel test per definire I’accettabilitd organolettica
del prodotto. E stato dimostrato che Lactobacillus crispatus influisce
positivamente sul gusto, I’aroma, la cremosita e la texture dello squacquerone,
attraverso Dattivita lipolitica e proteolitica che svolge nel formaggio. E stata
effettuata anche una simulazione di digestione gastrica duodenale in vitro, per
testare la sopravvivenza del ceppo in condizioni simili a quelle in vivo. In dati
raccolti hanno evidenziato la resistenza di BC4, sia nei confronti del succo
gastrico, che della bile e del succo pancreatico.

Nonostante solo dei test in vivo possano confermare I’effettiva funzionalita
dell’alimento, in termini di prevenzione e/o cura delle disbiosi vaginali, questo
studio rappresenta il primo tentativo di creare una squacquerone probiotico
indirizzato al mantenimento del benessere femminile. L’innovazione risiede
nell’utilizzo di un ceppo di Lactobacillus crispatus come probiotico in un
alimento, una delle specie rappresentative della microflora vaginale in

condizioni di salute, finora utilizzato solo nei preparati farmaceutici.
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2. Obiettivi

La mia tesi sperimentale si inserisce nell’ambito del progetto Alma Idea, volto
alla selezione di un ceppo di Lactobacillus spp. di origine vaginale, da
impiegarsi come coltura aggiuntiva per la formulazione di un alimento di genere
in grado di contribuire al benessere femminile, prevenendo quindi 1’insorgenza
di eventuali infezioni senza rinunciare all’aspetto edonistico e, quindi, alla
qualita organolettica e sensoriale dell’alimento stesso. Tuttavia, la selezione di
una coltura microbica per la sua inclusione in una matrice alimentare non puo
prescindere dallo studio delle sue caratteristiche metaboliche, fisiologiche,
funzionali, tecnologiche nonché da quelle legate alla sicurezza. Recentemente,
uno studio condotto dal gruppo di microbiologia del campus di Cesena, ha
evidenziato alcune importanti caratteristiche tecnologiche e di sicurezza di un
pool di ceppi di lattobacilli, isolati da vagina di donna sana, di provata attivita
anti-Candida e con spiccate proprieta antimicrobiche anche verso patogeni di
origine alimentare (Siroli et al., 2017). Questo studio ha messo in luce
I’attitudine di ceppi di Lactobacillus crispatus, Lactobacillus vaginalis e
Lactobacillus gasseri a crescere in latte e a produrre specifici profili di molecole
volatili; permettendo di selezionare alcuni ceppi nell’ambito delle specie
considerate per la loro applicazione come colture aggiuntive nel settore lattiero
caseario. Tuttavia, come sopra menzionato, per poter utilizzare queste colture
per la formulazione di un alimento funzionale di genere e necessario selezionare
ceppi anche di provata attivita probiotica. Pertanto, in questo contesto, il
principale obiettivo del presente lavoro di tesi é stato quello di verificare sul
pool di ceppi sopra menzionati alcuni importanti caratteri funzionali, quali la
capacita di autoaggregazione, 1’idrofobicita, la capacita di deconiugare i sali
biliari, nonché la capacita di sopravvivere alla digestione gastrica duodenale
simulata quando inoculati in latte conservato a 4°C. Inoltre, i ceppi considerati

sono stati testati per la loro capacita ad aderire a cellule intestinali tipo Caco-2.
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Le caratteristiche probiotiche considerate, sebbene condotte in vitro, sono
considerate di fondamentale importanza per la selezione di ceppi ad uso
probiotico. Ad esempio, la capacita di autoaggregazione e I’idrofobicita,
sebbene indipendenti 1’una dall’altra, possono rendere conto della successiva
colonizzazione in ambiente intestinale da parte dei ceppi testati, cosi come le
capacita adesive nei confronti di cellule Caco-2. D’altra parte, invece, la
capacita di sopravvivere alla digestione gastrico simulata puo dare informazioni
importanti in merito alla capacita dei ceppi di resistere agli stress fisiologici che

si presentano durante il processo digestivo.
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3. Materiali e metodi

3.1 Materiali
3.1.1 Ceppi microbici

Per la presente sperimentazione sono stati utilizzati 15 ceppi del genere
Lactobacillus, appartenenti a tre specie altamente rappresentative dell’habitat
vaginale (Parolin et al., 2015). Questi ceppi sono stati isolati da “tamponi
vaginali ottenuti da donna caucasica tra i 18 e i 45 anni, che non presentava
sintomi di infezioni vaginali o al tratto urinario” (Comitato Etico dell’Universita

di Bologna). I ceppi utilizzati sono riportati in Tabella 4.

Lactobacillus crispatus BC1
BC3

BC4
BC5
BC6
BC7
BC8

Lactobacillus gasseri BC9
BC10

BC11
BC12
BC13
BC14

Lactobacillus vaginalis BC16
BC17

Tabella 4: Lattobacilli di origine vaginale utilizzati nella sperimentazione
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3.1.2 Condizioni di crescita

Per permettere la crescita dei ceppi di Lactobacillus gasseri, di Lactobacillus
crispatus e di Lactobacillus vaginalis é stato utilizzato il brodo de Man, Ragosa
e Sharpe (MRS) (Oxoid Ltd., Basingstoke, UK). Questo € un terreno di crescita
non selettivo, in grado di soddisfare le elevate esigenze nutrizionali dei
lattobacilli. La composizione del terreno € riportata in Tabella 5. Per la
preparazione del brodo MRS, 52 g di preparato sono stati aggiunti a 1000 mL di
acqua distillata. 1l composto e stato poi sterilizzato a 121° C per 15 minuti in
autoclave ed e stato aliquotato in provette sterili (15 mL). Le provette sono state
inoculate a partire dal preparato liofilizzato, per poi essere inserite all’interno di
giare per anaerobiosi da 2.5 litri (Anaerojar. Oxoid Ltd., Basingstoke, UK). Per
creare un ambiente anaerobico, sono stati utilizzati sacchetti AnaeroGen (Oxoid
Ltd., Basingstoke, UK). | lattobacilli sono stati fatti crescere in queste

condizioni, a 37° C per 24 ore.

Peptone 10.00 g/L
Estratto di carne 10.00 g/L
Estratto di lievito 5.00 g/L

Glucosio 20.00 g/L
Potassio fosfato bib. 2.00 g/L
Sodio acetato 5.00 g/L

Diammonio citrato 2. 00 g/L
Magnesio solfato 0.20 g/L
Manganese solfato  0.05 g/L
Tween 80 1.00 mL

Tabella 5: Composizione del brodo MRS
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3.2 Metodi
3.2.1 Valutazione della vitalita cellulare

La vitalita cellulare e stata valutata tramite conta in piastra su terreno formato
da 52 g/L di brodo MRS (Oxoid Ltd., Basingstoke, UK) addizionato di 18 g/L
di Agar Technical (Agar no. 3) (Oxoid Ltd., Basingstoke, UK). Dopo aver
compiuto le diluizioni seriali a partire dal campione in provetta,
precedentemente incubato a 37° C per 24 ore in condizioni anaerobiche, ogni
piastra é stata inoculata con 100 pL. Le piastre, sempre seminate in duplicato,
sono state conservate a 37° C per 48 ore, in anaerobiosi. Una volta terminato il
periodo di incubazione nelle giare per anaerobiosi, € stata eseguita la conta delle

colonie presenti.

3.2.2 Capacita di deconiugare i sali biliari
3.2.2.1 Acido taurodesossicolico

| sali biliari sono composti anfipatici prodotti dal fegato e rilasciati nel duodeno.
Sono in grado di solubilizzare 1 lipidi e, per questo, rivestono un’importante
funzione metabolica. L’acido taurodesossicolico ¢ un sale biliare che si forma a
partire da taurina e acido desossicolico. Attraverso la seguente procedura, €
stato possibile valutare la presenza dell’enzima BHS nei lattobacilli di origine
vaginale. Le piastre sono state preparate con MRS (Oxoid Ltd., Basingstoke,
UK) addizionato di Agar Technical (Agar no. 3) (Oxoid Ltd., Basingstoke, UK),
unito a 0.5 g/100 mL di acido taurodesossicolico (Taurodeoxycholic acid,

sodium salt. Sigma, Milano, Italia) e a 0.37 g/L di CaCl,.

3.2.2.2 Procedura

La capacita di deconiugare i sali biliari é stata indagata modificando la

procedura di Mathara et al. (2008) ed é stata eseguita in triplicato. Le piastre
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sono state inoculate con 100 pL a partire dai ceppi cresciuti in brodo MRS (37°
C per 24 ore, in anaerobiosi). In particolare, la semina su piastra € stata eseguita
con striscio tramite ansa sterile. Le piastre sono state incubate in condizioni
anaerobiche a 37° C per 48 ore, all’interno di giare per anaerobiosi. La capacita
di deconiugare 1’acido taurodesossicolico ¢ stata valutata secondo la formazione

di zone di precipitazione all’interno delle piastre Petri.

3.2.3 Autoaggregazione cellulare

La capacita di autoaggregazione delle cellule e stata analizzata attraverso il
metodo di Mathara et al. (2008) e il test e stato eseguito in triplicato. | batteri
sono stati fatti crescere in brodo MRS per 24 ore a 37° C, in condizioni di
anaerobiosi. Le misurazioni, tramite spettrofotometro (modello 6705, Jenway.
ST15 OSA, UK), sono state eseguite ad una lunghezza d’onda pari a 600 pm.
Inizialmente, sono stati prelevati 3 mL dalla provetta iniziale e inseriti in un
falcon (15 mL). Il campione ¢ stato poi centrifugato per separare le cellule dal
brodo di coltura, a 60 000 RPM per 10 minuti. Dopo aver eliminato il
surnatante, il pellet e stato risospeso in 3 mL di soluzione fisiologica,
utilizzando il vortex per 10 secondi. Immediatamente dopo la risospensione,
sono stati prelevati 100 pL e posti in una cuvetta con 900 pL di fisiologica, per
eseguire la prima misurazione dell’assorbanza. Una volta eseguita 1’analisi al
tempo 0, la capacita di autoaggregazione ¢ stata misurata nell’arco di 5 ore a
37° C. In particolare, ogni ora, sono stati prelevati 100 pL dalla sospensione e
aggiunti a 900 pL di soluzione fisiologica in una cuvetta. E stata, quindi,
misurata 1’assorbanza del campione ogni ora per cinque ore. La percentuale di
autoaggregazione e espressa secondo la formula: [1-(A:¢/A)]x 100. A;
rappresenta la media dell’assorbanza ai tempi t=1, 2, 3, 4, 5 e A, ’assorbanza

al tempo 0.
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3.2.4 Ildrofobicita

La capacita di aderire agli idrocarburi, ovvero I’idrofobicita dei ceppi presi in
esame, € stata determinata secondo il metodo utilizzato da Vinderola e
Reinheimer (2003). | batteri sono stati precedentemente fatti crescere in brodo
MRS a 37° C per 24 ore, in condizioni anaerobiche. Il test & stato eseguito in
triplicato. Le misurazioni dell’assorbanza con spettrofotometro (modello 6705,
Jenway. ST15 OSA, UK), sono state eseguite ad una lunghezza d’onda pari a
560 um. Dalla provetta contenente il campione, sono stati prelevati 3 mL e
posti in un falcon da 15 mL. Questo e stato centrifugato a 60 000 RPM per 10
minuti ed é stato eliminato il surnatante. Il pellet e stato risospeso in soluzione
fisiologica (3 mL) ed e stato successivamente diluito fino al raggiungimento del
valore di assorbanza 1. La misura € stata eseguita tramite spettrofotometro,
prelevando 1 mL dal campione e ponendolo all’interno di una cuvetta. Una
volta che il campione e stato diluito fino a valore di assorbanza 1, ne sono stati
prelevati 3 mL e posti in una vial, in cui sono stati aggiunti 0.6 mL di n-
exadecano (n-Hexadecane. Sigma, Milano, Italia). 1l campione € quindi stato
miscelato tramite vortex per 4 minuti. Dopo un’ora di incubazione a 37° C, ¢

stata misurata 1’assorbanza del campione. La percentuale di idrofobicita ¢ stata

Ag—A . .
calcolata con la seguente formula: %xmo, In cui A, rappresenta

0

I’assorbanza al tempo 0 e A; la misura a 560 um dopo un’ora di incubazione a
37° C.

3.2.5 Digestione gastrica duodenale simulata

3.2.5.1 Ceppi microbici

Per la digestione gastrico duodenale simulata sono stati scelti 6 ceppi ritenuti
maggiormente performanti, analizzando i dati ottenuti precedentemente

attraverso i test di autoaggregazione cellulare ed idrofobicita. | ceppi scelti sono
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mostrati in Tabella 6.

BC3 Lactobacillus crispatus
BC4 Lactobacillus crispatus
BC9 Lactobacillus gasseri
BC14 Lactobacillus gasseri
BC16 Lactobacillus vaginalis

BC17 Lactobacillus vaginalis

Tabella 6: ceppi utilizzati per la digestione duodenale simulata

3.2.5.2 Soluzioni

Per la seguente sperimentazione sono state utilizzate tre soluzioni. Queste
simulano le tre tipologie di substrato con cui i lattobacilli vengono in contatto
durante il processo digestivo, una volta assimilati insieme all’alimento.

e Soluzione A: é composta da 0.22 g/L di CaCl,, 16.2 g/L di NaCl, 2.2 g/L di
KCl e 1.2 g/L di NaHCO;. La soluzione ¢ stata sterilizzata e, in condizioni di
sterilita, é stata addizionata pepsina, in modo da ottenere una concentrazione
allo 0.6% (Pepsin from gastric porcine mucosa. Sigma, Milano, Italia). In
particolare, a 25 mL di soluzione sono stati aggiunti 0.15 g di pepsina.

e Soluzione B: é formata da bile alla concentrazione di 1% (Bile extract
porcine. Sigma, Milano, Italia). La soluzione in cui e disciolta la bile e
basica, composta da tampone fosfato salino (PBS), costituito da 16.30 g di
K,HPO, e 0.9 g di KH,PO, disciolti in 1 litro di acqua distillata. Il tampone
fosfato salino e stato sterilizzato ed é stata aggiunta la bile. In particolare,
0.25 g di bile sono stati addizionati a 25 mL di PBS. Quindi, la soluzione &
stata ulteriormente sterilizzata a freddo attraverso filtri 0.2 pum (Filtri siringa
ABLUO, 33 mm. GVS S.p.A., Bologna, Italia).

e Soluzione C: & composta da bile 0.3% (Bile extract porcine. Sigma,
Milano, Italia) e pancreatina 0.1% (Pancreatine from porcine pancreas.
Sigma, Milano, Italia) disciolte in tampone fosfato salino. Il tampone fosfato
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salino e stato sterilizzato, poi, in 25 mL di PBS sono stati aggiunti 0.075 g di
bile e 0.025 g di pancreatina. Quindi, la soluzione e stata sterilizzata a freddo
attraverso filtri 0.2 pum (Filtri siringa ABLUO, 33 mm. GVS S.p.A,

Bologna, Italia).

3.2.5.3 Procedura

Al termine di ognuna delle fasi da cui € composta la simulazione gastrica
duodenale, é stato svolto il campionamento attraverso diluizioni seriali e
inoculo (100 uL) in piastre con terreno MRS addizionato di Agar Technical. Le
piastre sono state incubate a 37°C, in condizioni anaerobiche, per 24 ore 0 48
ore a seconda della resistenza mostrata dal ceppo. Tutta la sperimentazione e
stata svolta in triplicato.

Inizialmente, sono stati preparati due campioni identici, contenenti latte UHT e
inoculo. In ogni falcon (15 mL) sono stati inseriti 13 mL di latte UHT e 1.5 mL
di inoculo di lattobacilli, fatti precedentemente crescere in provette di brodo
MRS incubate a 37°C per 24 ore in condizioni anaerobiche. Il primo campione é
stato utilizzato per svolgere la prova di digestione gastrica duodenale simulata
immediatamente, il secondo é stato incubato a 4° C per 7 giorni. Questo e stato
poi sottoposto alla stessa prova dopo una settimana di conservazione.
Innanzitutto, sono stati prelevati 10 mL dal campione costituito da latte e
inoculo e uniti a 10 mL di soluzione A. A questo punto, € stato eseguito il primo
campionamento, al tempo 0, ovvero quel momento della sperimentazione che
simula la formazione del bolo in bocca, in questa fase, i risultati che si
otterranno dalla conta microbica in piastra corrispondono alla carica microbica
iniziale. Il pH del campione é abbassato a 3.0 aggiungendo 250 pL di acido
cloridrico e controllando I’avvenuta acidificazione tramite piaccametro (Basic
20, Crison. Barcellona, Spagna). Inizialmente, la soluzione A simula la saliva
umana. Nel momento in cui il pH e portato a 3.0 e la pepsina viene convertita in

pepsinogeno, la soluzione assume la composizione del succo gastrico. A questo
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punto, il campione € stato inserito in bagno termostatico (WB-WF bagno
termostatico con scuotimento. Treviglio, Italia) alla temperatura di 37°C per 90
minuti. Terminata la fase di simulazione della digestione gastrica, e stato
eseguito il secondo campionamento. Dopo I’esposizione dei lattobacilli alla
soluzione A sono stati prelevati 2 mL dal campione e posti in provetta eppedorf
per proseqguire il test. Per separare le cellule dalla soluzione e dal latte, e stata
utilizzata una centrifuga (CT15RE, Himac. Tokyo, Japan) a 12 000 RPM, per 4
minuti a 4° C. Dopo la prima centrifuga, eliminato il surnatante, il pellet ¢ stato
risospeso in 2 mL di fisiologica. Attraverso un secondo processo di
centrifugazione nelle stesse condizioni, il pellet e stato risospeso in 2 mL di
soluzione B, che simula la bile epatica. La provetta eppendorf contenente il
campione é stata posta nel bagno termostatico a 37° C per 10 minuti, in modo
da simulare la fase di shock duodenale della bile. Dal campione sono stati
quindi prelevati 100 uL per il terzo campionamento e la restante parte e stata
sottoposta a centrifugazione a 12000 RPM, per 4 minuti a 4°C. Una volta
eliminato il surnatante, il pellet e stato risospeso in soluzione fisiologica (1.9
mL) e centrifugato nelle stesse condizioni. E stata poi aggiunta la soluzione C,
La soluzione C rappresenta il succo intestinale o enterico (shock intestinale). In
questo caso, il tempo di incubazione nel bagno termostatico & di 90 minuti, alla

temperatura di 37°C. Infine, ¢ stato eseguito 1’ultimo campionamento.

3.2.6 Prove di adesione a cellule Caco-2
3.2.6.1 Ceppi microbici

| ceppi utilizzati per le prove di adesione alle linee cellulari Caco-2 sono

elencati in Tabella 7.

BC1 Lactobacillus crispatus
BC3 Lactobacillus crispatus

BC4 Lactobacillus crispatus
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BC5 Lactobacillus crispatus
BC6 Lactobacillus crispatus
BC8 Lactobacillus crispatus
BC9 Lactobacillus gasseri
BC11 Lactobacillus gasseri
BC12 Lactobacillus gasseri
BC14 Lactobacillus gasseri
BC16 Lactobacillus vaginalis

BC17 Lactobacillus vaginalis

Tabella 7: ceppi utilizzati per le prove di adesione a cellule Caco-2

3.2.6.2 Cellule Caco-2

Per valutare la capacita dei ceppi di Lactobacillus di aderire all’epitelio
intestinale, sono state utilizzate cellule Caco-2. Questa linea cellulare e derivata
da adenocarcinoma del colon-retto umano e presenta la capacita di differenziare
spontaneamente in cellule con caratteristiche tipiche degli enterociti, come la
presenza di giunzioni occludenti (tight junctions) e I’espressione di attivita
enzimatiche di  lattasi, N-amminopeptidasi, saccarasi-isomaltasi e
dipeptilpeptidasi (Tor Lea, 2015). Per questo motivo, le cellule Caco-2
differenziate sono spesso utilizzate quale modello di barriera epiteliale
intestinale. Le cellule Caco-2 per la seguente sperimentazione sono state
coltivate in terreno DMEM high Glucose (Sigma, Milano, Italia) addizionato di
2 mM L-Glutammina (Sigma, Milano, Italia) e 20% v/v Siero Fetale Bovino
(Sigma, Milano, Italia), in fiasche per colture cellulari (Corning, NY, USA), e
mantenute in incubatore a 37°C con 5% CO,. Le cellule vengono distaccate in
modo meccanico, utilizzando un cell scraper.

Per ottenere colture di Caco-2 differenziate, le cellule sono state inoculate in
fiasche o piastre multipozzetto alla densita di 10° cellule/cm? e mantenute in

coltura per 14-20 giorni, cambiando il terreno di coltura ogni 3-4 giorni.
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Per effettuare le prove di adesione, le cellule Caco-2 sono fatte crescere su
vetrini coprioggetto (precedentemente lavati e sterilizzati in autoclave), posti in

multipiastre da 6 pozzetti, fino a differenziamento.

3.2.6.2 Procedura

| ceppi di lattobacilli vaginali sono stati inoculati a partire da sospensioni stock
(in terreno MRS addizionato di 10% glicerolo, mantenute a -20°C) in 10 mL di
brodo MRS e lasciati crescere a 37°C per 18 ore, in anaerobiosi (pre-inoculo). A
partire da questo pre-inoculo, e stata allestita una seconda coltura con OD (600
nm) iniziale pari a 0.015, in 10 mL di terreno MRS. Tale coltura é stata fatta
crescere a 37°C per 24 ore, in anaerobiosi. Al termine, la coltura é stata
centrifugata a 20 000 RPM per 20 minuti per separare il pellet cellulare dal
terreno esausto. Il pellet cellulare batterico e stato lavato una volta in soluzione
fisiologica sterile addizionata di 0.05% cisteina, per poi essere risospeso nella
stessa soluzione alla concentrazione di 5 x 108 cfu/mL.

Le cellule Caco-2 differenziate sono state trattate con cellule di lattobacilli
applicando un rapporto 1:400, e mantenute in incubatore a 37°C con 5% CO,
per un’ora. Al termine, i campioni hanno subito un doppio lavaggio con
tampone PBS per eliminare i lattobacilli non adesi, fissati con metanolo per 10
minuti, e poi colorati con Giemsa 10% (Sigma, Milano, Italia). Dopo ulteriori
tre lavaggi in PBS, i campioni sono stati fatti asciugare all’aria e poi osservati al
microscopio ottico. L’adesione dei lattobacilli alle cellule Caco-2 & stata
valutata mediante conta del numero di lattobacilli adesi/cellula Caco-2,

considerando almeno 200 cellule Caco-2.
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4. Risultati

Durante il mio lavoro sperimentale 15 ceppi di Lactobacillus appartenenti alle
specie Lactobacillus crispatus, Lactobacillus gasseri e Lactobacillus vaginalis,
isolati da vagina di donna sana, sono stati testati per la loro capacita di
autoaggregazione, di idrofobicita, di deconiugare i sali biliari e di resistere a
stress simulanti il processo digestivo durante la conservazione refrigerata in
latte. Inoltre, i ceppi testati sono stati anche caratterizzati per la loro attitudine
ad aderire a cellule Caco-2 di adenocarcinoma del colon-retto umano.

In Figura 5 e 6 sono riportati i risultati inerenti alle prove di autoaggregazione e
idrofobicita, rispettivamente, dei ceppi inoculati in terreno M.R.S. ad un livello
compreso tra 8 e 9 log UFC/mL. Come si evince dalla Figura 5, i ceppi dotati di
maggiore capacita autoaggregante sono: Lactobacillus crispatus BC1 (90.86%),
Lactobacillus crispatus BC8 (98.49%), Lactobacillus gasseri BC9 (98.49%),
Lactobacillus gasseri BC10 (82.43%), Lactobacillus crispatus BC7 (69.17%),
Lactobacillus gasseri BC14 (74.87%), Lactobacillus vaginalis BC16 (70.14%)
e Lactobacillus vaginalis BC17 (71.74%). | ceppi di Lactobacillus crispatus
BC3 e BC4 hanno mostrato una percentuale di autoaggregazione pari a 62.4% e
56.52% rispettivamente, mentre i restanti ceppi hanno mostrato percentuali
inferiori al 40%. Per quanto concerne I’idrofobicita, i ceppi Lactobacillus
crispatus BC3 (92.8%), Lactobacillus gasseri BC9 (96.23%), Lactobacillus
gasseri BC14 (79.32%), Lactobacillus vaginalis BC16 (79.83%) e BC17
(89.08%) hanno evidenziato, anche in questo caso, elevate percentuali. | ceppi
Lactobacillus crispatus BC4 e Lactobacillus gasseri BC11 hanno presentato
valori di idrofobicita pari al 74.57% e 73.70%, rispettivamente. | restanti ceppi
hanno mostrato livelli di idrofobicita inferiori al 50%. L’analisi di questi fattori,
secondo 1 dati della letteratura (Tabanelli et al., 2013; Schillinger et al., 2005;
Del Re et al., 2000), risulta molto importante dal momento che I’idrofobicita e
I’autoaggregazione sono correlate positivamente alla capacita dei batteri di
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aderire alle cellule epiteliali e di colonizzarne I’intestino umano, sebbene diversi
meccanismi siano coinvolti nelle potenzialita adesive dei microrganismi tra cui
anche la capacita di produrre esopolisaccaridi (Patrignani et al., 2018). In
particolare, si considera che I’idrofobicita possa conferire al microrganismo un
vantaggio competitivo, importante per la sua permanenza nel tratto
gastrointestinale umano (Tabanelli et al., 2013). In questo senso, alcuni dei
ceppi da me testati hanno mostrato elevati livelli di idrofobicita, superiori al
70%.
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Figura 5: Percentuale di autoaggregazione cellulare dei 15 ceppi di Lactobacillus spp. di origine

vaginale testati
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Idrofobicita dei ceppi di Lactobacillus di origine
vaginale
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Figura 6: Percentuale di idrofobicita dei 15 ceppi di Lactobacillus spp. di origine vaginale testati

Per quanto concerne la capacita di deconiugare i sali biliari, solo alcuni dei
ceppi studiati hanno mostrato questa proprieta. | sali biliari sono composti
anfipatici prodotti dal fegato e rilasciati nel duodeno. Sono in grado di
solubilizzare i lipidi e, per questo, rivestono un’importante funzione metabolica.
Tuttavia, la natura anfipatica e responsabile della forte attivita antimicrobica,
che determina danno alle membrane e stress ossidativo (Bernstein et al., 1999).
La superficie cellulare dei microrganismi rappresenta il primo target fisico
d’azione della bile. I sali biliari sono in grado di modulare I’espressione di
proteine di membrana in batteri enterici (Sanchez et al., 2006), di influenzare la
composizione lipidica in Bifidobacterium (Gomez-Zavaglia et al., 2002) e di
compromettere la funzionalita della membrana cellulare in Lactobacillus
(Taranto et al., 2003, 2006). | meccanismi di inibizione della crescita sono
probabilmente correlati alla dissipazione del potenziale di membrana (Kurdi et
al., 2006). Ai fini di contrastare la tossicita della bile, in Bifidobacterium e stato
riportato il coinvolgimento di diversi meccanismi cellulari, quali espulsione dei

sali biliari attraverso proteine multidrug resistance (Price et al., 2006) e
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incrementata attivita BSH (bile salt hydrolase), (Noriega et al., 2006). Nel mio
lavoro di tesi, quest’ultima attivita enzimatica € stata testata in piastra su terreno
M.R.S. addizionato di acido taurodesossicolico (5g). L’acido taurodesossicolico
e un sale biliare che si forma a partire da taurina e acido desossicolico. |
probiotici che possiedono 1’enzima BHS, presente in varie specie batteriche che
colonizzano il tratto gastrointestinale e genitale hanno piu probabilita di
resistere e colonizzare 1’intestino, oltre che apportare benefici all’ ospite.

In particolare, come mostrato in Tabella 8, i ceppi Lactibacillus crispatus BC4,

BC6, BC7 e BC8 hanno evidenziato questa peculiarita.

Ceppi Attivita enzima BHS
Lactobacillus crispatus BC1
Lactobacillus crispatus BC3
Lactobacillus crispatus BC4
Lactobacillus crispatus BC5
Lactobacillus crispatus BC6
Lactobacillus crispatus BC7
Lactobacillus crispatus BC8
Lactobacillus gasseri BC9
Lactobacillus gasseri BC10
Lactobacillus gasseri BC11
Lactobacillus gasseri BC12
Lactobacillus gasseri BC13
Lactobacillus gasseri BC14
Lactobacillus vaginalis BC16
Lactobacillus vaginalis BC17

X XXX [X[X|X|X||NN[X[\]|X]|x

Tabella 8: Capacita di deconiugare i sali biliari
Per valutare la capacita dei ceppi di Lactobacillus ad aderire all’epitelio
intestinale, sono state utilizzate cellule Caco-2. Questa linea cellulare e derivata
da adenocarcinoma del colon-retto umano e presenta la capacita di differenziare
spontaneamente in cellule con caratteristiche tipiche degli enterociti, come la
presenza di giunzioni occludenti (tight junctions) e 1’espressione di attivita

enzimatiche di lattasi, N-amminopeptidasi, saccarasi-isomaltasi e
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dipeptilpeptidasi. Per questo motivo, le cellule Caco-2 differenziate sono spesso
utilizzate quale modello di barriera epiteliale intestinale (Tor Lea, 2015).

| dati relativi alle capacita adesive dei ceppi considerati sono riportati in Tabella
9 e sono espressi come numero di cellule di lattobacilli su cellule Caco-2. In
Figura 7 e 8 ¢ mostrata, invece, 1’adesione dei batteri alle cellule epiteliali, come
si presentava al microscopio. | ceppi considerati erano caratterizzati da valori di
adesivita che oscillavano tra 0.15 e 5.14 (cellule batteriche/cellule Caco2).
Secondo I’approccio sviluppato da Candela et al (2005), la capacita da parte di
un battere di aderire ad un monolayer epiteliale tipo Caco-2 puo essere valutata
come alta (> 40 cellule batteriche/Caco-2 cell), media (540 cellule
batteriche/Caco-2 cell), e bassa capacita adesiva (< 5 cellule batteriche/Caco-2
cell). Tra i ceppi da me testati solo Lactobacillus crispatus BC8 ha presentato
un valore di adesivita pari a 5.14 ed era caratterizzato da alti valori di
autoaggregazione pari a 98.49%. Lactobacillus vaginalis BC17 che ha mostrato
adesivita pari a 2.32 presentava, invece, elevate proprieta idrofobiche, pari a
89.08%. La capacita di aderire alla mucosa intestinale e considerata uno dei
principali criteri di selezione nell’individuazione di potenziali probiotici (Duari
et al 2011), in quanto tale caratteristica consente ai ceppi di persistere a livello
intestinale (Morelli et al., 1997) ed esercitare effetti benefici sulla salute
dell’ospite piu a lungo. Inoltre, ’assunzione di ceppi dotati di buone capacita
adesive permette all’ospite di ridurre il quantitativo di cellule da assumere
quotidianamente. | fattori che incidono sulle capacita adesive di un ceppo
microbico sono sicuramente molteplici e non sempre facili da spiegare.
L’adesione cellulare ¢ considerata, infatti, un fenomeno complesso tra Ia
superficie da colonizzare e membrana cellulare dove le caratteristiche di
superficie di quest’ultima, come I’idrofobicita, la sua carica e la capacita di
movimento incidono significativamente sull’adesione alle cellule epiteliali
intestinali (Shinde et al. 2019). Studi recenti hanno dimostrato come alcune

proteine di superficie, legate alla parete cellulare mediante un legame non
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covalente, o le proteine associate al cosiddetto S-layer giochino un ruolo
fondamentale nei meccanismi di adesione cellulare da parte di microrganismi
probiotici (Do Carmo et al., 2018). Va inoltre sottolineato che le conoscenze
relative all’adesione di probiotici derivano per lo piu da studi in vitro, che
mimano in maniera davvero parziale la complessita dell’ecosistema intestinale.
Il fissaggio convenzionale dei tessuti intestinali, che comporta distacco e perdita
di muco superficiale, ¢ I’impiego di linee cellulari incapaci di produrre muco,
costituiscono un grosso limite sperimentale e pongono notevoli dubbi
sull’importanza e sul significato fisiologico dell’adesione epiteliale (Corthésy et
al., 2007). Infatti, sebbene le cellule epiteliali impiegate nella mia
sperimentazione siano ampiamente utilizzate in prove in vitro, esse presentano
ridotta 0 assente produzione di muco se comparate alle linee cellulari HT-29,
LS174T (Jung et al., 2015; Gonzalez et al., 2018).

Ceppi Valore di adesivita | Deviazione standard
Lactobacillus crispatus BC1 | 0.63 0.21
Lactobacillus crispatus BC3 | 0.45 0.19
Lactobacillus crispatus BC4 | 0.24 0.09
Lactobacillus crispatus BC5 | 0.43 0.17
Lactobacillus crispatus BC6 | 0.74 0.21
Lactobacillus crispatus BC8 | 5.14 2.29
Lactobacillus gasseri BC9 0.26 0.1
Lactobacillus gasseri BC11 | 0.27 0.11
Lactobacillus gasseri BC12 | 0.75 0.23
Lactobacillus gasseri BC14 | 0.15 0.06
Lactobacillus vaginalis BC16 | 0.34 0.16
Lactobacillus vaginalis BC17 | 2.32 1.17

Tabella 9: Capacita di adesione dei ceppi di lattobacilli testati alle cellule Caco-2 (cellule
batteriche/cellule Caco-2). Il valore di adesivita tra Caco-2 e lattobacilli & espresso tramite un rapporto
di 1:400.
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Figura 7: Adesione delle cellule di Lactobacillus alle cellule Caco-2. Immagine ricavata tramite

microscopio elettronico.

Figura 8: Adesione delle cellule di Lactobacillus alle cellule Caco-2. Immagine ricavata tramite

microscopio elettronico.
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Nell’ultima prova condotta, ¢ stata studiata la capacita di Lactobacillus gasseri
BC9, Lactobacillus crispatus BC3, Lactobacillus crispatus BC4, Lactobacillus
gasseri BC14, Lactobacillus vaginalis BC16 e Lactobacillus vaginalis BC17 a
sopravvivere durante il processo digestivo umano simulato quando inoculati in
latte conservato a temperatura di refrigerazione. | ceppi sopramenzionati sono
stati inoculati in latte a livello compreso tra 7 e 9 log UFC/mL e sottoposti a
digestione gastrica, shock duodenale ed intestinale. La capacita di resistere a
questo tipo di stress ¢ stata valutata sia dopo 1’inoculo in latte che dopo 7 giorni
di conservazione a +4°C. In generale, tutti i ceppi testati hanno mostrato grande
resistenza al tipo di stress adottato, compreso quello gastrico. | risultati ottenuti
dalla digestione gastrica duodenale simulata sono mostrati in Figura 9, 10, 11,
12,13 e 14.

Solo il ceppo Lactobacillus vaginalis BC16 ha mostrato, in seguito
all’esposizione a valori di acidita simulanti lo stomaco umano, un decremento di
circa un ciclo logaritmico rispetto al valore di inoculo iniziale (da 8 log
UFC/mL a 7 log UFC/mL). D’altra parte, anche altri autori hanno evidenziato
anche con metodi piu sofisticati di quelli utilizzati in questa sperimentazione
(SHIME), come lo stress gastrico incida significativamente rispetto a quello
duodenale o intestinale, sul decremento di vitalita (Patrignani et al., 2019).
Come si evince dalla Figura 11, dopo una settimana di conservazione del latte
inoculato a temperatura di refrigerazione, il ceppo Lactobacillus gasseri BC9 ha
mostrato un decremento di vitalita rispetto all’inoculo iniziale, passando da 7
log UFC/mL a 6 log UFC/mL, mostrando comunque maggior sensibilita alle
condizioni di stoccaggio adottate piuttosto che allo stress gastrico. | ceppi
Lactobacillus crispatus BC3, Lactobacillus crispatus BC4, Lactobacillus
gasseri BC14 e Lactobacillus vaginalis BC16 hanno mostrato un significativo
mantenimento della vitalita sia in conservazione, che in seguito all’applicazione
dello stress simulato, come mostrato in Figura 9, 10, 11, 12, 13 e 14,

Diversamente, il ceppo Lactobacillus vaginalis BC17 ha evidenziato una
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riduzione significativa in seguito allo stress gastrico simulato, da 7 log UFC/mL
a 5 log UFC/mL, senza ulteriori perdite in termini di vitalita. In generale, il
decremento di vitalita in seguito allo stress gastrico applicato e stato contenuto
in ogni caso, dal momento che sono stati considerati valori di acidita gastrica
pari a 3. Tuttavia, ’applicazione di tale stress ha sicuramente indotto una
maggior resistenza da parte dei ceppi testati alle condizioni di stress successivo
(Tabanelli et al., 2013; Chung et al., 2006). Inoltre, la matrice latte in cui si sono
effettuati i test ha esplicato sicuramente un effetto protettivo nei confronti della
perdita di vitalita da parte dei ceppi, controbilanciando gli effetti negativi dello
stoccaggio refrigerato. E noto, infatti, che la capacita di resistere alle basse
temperature durante la conservazione di un prodotto alimentare e mantenere,
quindi, un’alta vitalita sia uno dei criteri di selezione per i ceppi ad uso
probiotico e funzionale. Infatti, per esplicare un effetto positivo sull’ospite

devono necessariamente essere presenti almeno a livelli di 7 log UFC/g.

Carico cellulare di L. crispatus BC3 nel latte dopo 24 ore e dopo 7 giorni di
conservazione a temperature di refrigerazione
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Figura 9: Vitalita di Lactobacillus crispatus BC3 in latte durante la digestione gastrica duodenale

simulata condotta dopo 24 ore e dopo 7 giorni di stoccaggio a temperature di refrigerazione.
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Carico cellulare di L. crispatus BC4 nel latte dopo 24 ore e dopo 7 giorni di
conservazione a temperature di refrigerazione

10

I
I I
I I |
0
carica microbica  digestione gastrica  shock duodenale shock intestinale
iniziale

(o2}

log UFC/mL
N

N

mBC4 24 ore BC4 7 giorni

Figura 10: Vitalita di Lactobacillus crispatus BC4 in latte durante la digestione gastrica duodenale
simulata condotta dopo 24 ore e dopo 7 giorni di stoccaggio a temperature di refrigerazione.

Carico cellulare di L. gasseri BC9 nel latte dopo 24 ore e dopo 7 giorni di
conservazione a temperature di refrigerazione
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Figura 11: Vitalita di Lactobacillus gasseri BC9 in latte durante la digestione gastrica duodenale

simulata condotta dopo 24 ore e dopo 7 giorni di stoccaggio a temperature di refrigerazione.
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Carico cellulare di L. gasseri BC14 nel latte dopo 24 ore e dopo 7 giorni di
conservazione a temperature di refrigerazione
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Figura 12: Vitalita di Lactobacillus gasseri BC14 in latte durante la digestione gastrica duodenale

simulata condotta dopo 24 ore e dopo 7 giorni di stoccaggio a temperature di refrigerazione.

Carico cellulare di L. vaginalis BC16 nel latte dopo 24 ore e dopo 7 giorni di
conservazione a temperature di refrigerazione
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Figura 13: Vitalita di Lactobacillus vaginalis BC16 in latte durante la digestione gastrica duodenale
simulata condotta dopo 24 ore e dopo 7 giorni di stoccaggio a temperature di refrigerazione.
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Carico cellulare di L. vaginalis BC17 nel latte dopo 24 ore e dopo 7 giorni di

conservazione a temperature di refrigerazione
10

8

I
6
I I I
4
2
0

carica microbica digestione gastrica shock duodenale
iniziale

log UFC/mL

shock intestinale

mBC17 24 ore BC17 7 giorni

Figura 14: Vitalita di Lactobacillus vaginalis BC17 in latte durante la digestione gastrica duodenale

simulata condotta dopo 24 ore e dopo 7 giorni di stoccaggio a temperature di refrigerazione.
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5. Conclusioni

I risultati ottenuti nell’ambito di questa sperimentazione hanno permesso di
caratterizzare da un punto di vista funzionale i ceppi di Lactobacillus crispatus,
Lactobacillus vaginalis e Lactobacillus gasseri di origine vaginale permettendo
di selezionare i ceppi piu promettenti per una loro inclusione come probiotici in
un alimento di genere pensato per il benessere femminile. | dati ottenuti hanno
evidenziato come i ceppi Lactobacillus crispatus BC3, Lactobacillus gasseri
BC9, Lactobacillus gasseri BC14, Lactobacillus vaginalis BC16 e
Lactobacillus vaginalis BC17 fossero caratterizzati da elevati valori di
idrofobicita e autoaggregazione. Inoltre, i test effettuati hanno evidenziato come
I ceppi di Lactobacillus crispatus BC4, BC6, BC7 e BC8 fossero caratterizzati
da importanti attivita enzimatiche (BHS) in gradi di modulare il metabolismo
lipidico e permettere la sopravvivenza dei batteri considerati alle condizioni
stringenti del tratto gastro intestinale. Per quanto riguarda la resistenza dei ceppi
durante la digestione gastrica simulata, sia testata subito dopo I’inoculo in latte
che dopo la conservazione nella stessa matrice a temperature di refrigerazione
per 7 giorni, il decremento di vitalita & stato contenuto per tutti i ceppi,
mostrando, pertanto, una buona resistenza anche dopo 1’esposizione a valori di
acidita gastrica pari a 3. | ceppi Lactobacillus crispatus BC8 e Lactobacillus
vaginalis BC17 erano anche caratterizzati da medie capacita di adesione a
cellule epiteliali intestinali. Sebbene le prove ottenute in vitro dovranno essere
confermate mediante prove in vivo, i dati di questa tesi rappresentano un
importante tassello per la formulazione di un alimento di genere concepito come
strategia alimentare per risolvere e prevenire problematiche inerenti al benessere

femminile.
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