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Valutazione in vitro dell’attivita immunomodulante
di un integratore alimentare costituito da una
miscela di tre specifici ceppi probiotici:

L. plantarum P17630, L. paracasei 11688 e L. salivarius 11794

In vitro evaluation of immunomodulating activity of a food supplement
containing three probiotics: L. plantarum P17630, L. paracasei 11688,
L. salivarius 11794

Summary

Background: Probiotics have been proposed as a treatment for a lot of discomforts, both in children and adult
patients. Obiective: To evaluate the in vitro activity of a food supplement containing three probiotics on the
release of cytokines from immune cells of healthy individuals. Materials: The ability of three different probio-
tic strains (L. plantarum P17630, L. paracasei 11688 and L. salivarius 11794) in a ratio of 200:4.9:0.1 to stimu-
late the release of five cytokines (IL-6, IL-10, IL-12, TNF-alpha and IFN-gamma) from peripheral blood mono-
nuclear cells was evaluated at 24 h and 6 days. Results: An increase in expression compared to basal level
was observed for IL-10, IL-12 and IFN-gamma at 24 h and 6 days after exposure to probiotics with a diffe-
rent time pattern. No significant increase was observed for TNF-alpha and IL-6. Conclusion: The probiotics
used in this study are able to evoke a specificimmune response in human lymphocytes with prevalence of anti-
inflammatory cytokines and IFN-gamma.
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gastrointestinale’. Questa caratteristica si osser-
va sia nell’individuo adulto che nel bambino
durante tutto il periodo dello sviluppo. Molti
studi hanno valutato le interazioni tra batteri
ed epitelio intestinale non riuscendo pero a
chiaritle del tutto’. Tra i costituenti dell’epite-
lio intestinale i lattobacilli vengono spesso uti-
lizzati come probiotici, cio¢ come microrga-
nismi che, se ingeriti, possono avere effetti
benefici sulla salute umana. Le funzioni svolte
dai probiotici sono molteplici:
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1) azione di barriera che impedisce I’attacco
ed il passaggio transmucosale dei batteri pa-
togeni;

2) azione metabolica con la produzione di
metaboliti (enzimi, vitamine, acidi, etc) utili
all’ospite;

3) azione immunomodulante con induzione di
cellule immunocompetenti da parte del-
Pospite.

La comprensione dei meccanismi, con cui la
flora intestinale ed in particolare i microrga-
nismi probiotici della flora stessa sono in gra-
do di modulare le risposte immunitarie, puo
risultare di notevole rilevanza terapeutica per
esempio per la produzione di supplementi
probiotici con effetto immunomodulante spe-
cifico. Poiché i processi che intervengono
nella stimolazione del sistema immunitatrio
sono molteplici e tutti correlati tra di loro,
diventa di fondamentale importanza com-
prendere quali cellule del sistema immunita-
rio sono attivate dalla presenza di particolari
ceppi probiotici. Infatti, grazie anche al lega-
me tra le loro proteine di superficie (SLPs) e i
recettori glicoproteici o glicolipidici presenti
sulla superficie degli enterociti, i lattobacilli
possono promuovere la sintesi di diverse ci-
tochine e modulare la risposta immunitaria®’.
Diversi studi hanno mostrato che i microrga-
nismi probiotici, che includono ceppi batte-
rici appartenenti ai generi Lactobacillus, Bifi-
dobacterium ed Enterococcus, hanno diverse
proprieta e funzioni, tra cui quelle di aderire
al tessuto epiteliale dell’ospite, di eliminare i
patogeni e di ridurne la capacita di adesione,
di produrre acidi, perossido d’idrogeno e bat-
teriocine che impediscono la riproduzione dei
patogeni stessi. I probiotici sono inoltre in
grado di stabilizzare la microflora intestinale
dopo episodi infettivi e/o antibioticoterapia
nel bambino®.

Lactobacillus salivarius 11794 (Proge Farm,
Italia) e Lactobacillus paracasei 11688 (Proge
Farm, Italia) sono due ceppi di batteri pro-
biotici le cui proprieta immunomodulanti
sono gia state valutate su cellule mononu-
cleate di sangue periferico’. Questo studio
ha dimostrato che questi Lactobacillus para-
casei e Lactobacillus salivarius sono in grado
di indurre una specifica risposta da parte del
sistema immune, caratteristica di fondamen-
tale importanza al fine di migliorare la ri-
sposta immune, sia innata che acquisita. Nel-
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Iambito dei ceppi batterici appartenenti al
genere Lactobacillus, si annovera la specie
plantarum che, in diversi studi, ha mostrato
la capacita di indurre il rilascio di citochine
da parte di cellule mononucleate di sangue
periferico (PBMC)®. In virtu della sua capa-
cita di favorire la produzione di IL-10 da
parte di macrofagi e linfociti T della mucosa
intestinale, ¢ stato anche proposto 'utilizzo
di L. plantarum nel trattamento della IBD
(Inflammatory Bowel Disease)’. Questa atti-
vita si estende anche ad altri lattobacilli; per
esempio studi recenti hanno dimostrato che
Lactobacillus crispatus ¢ in grado di inibire
I’adesione di patogeni ad enterociti umani
tramite il processo di aggregazione cellula-
relU—lZ.

I’adesione dei batteri alla mucosa intestinale
¢ attualmente considerata una caratteristica
essenziale dei batteri probiotici. Altri impor-
tanti criteri per la selezione di ceppi probioti-
ci sono la loro capacita di superare la barriera
gastrica, di resistere agli acidi gastrici ed ai sali
biliari, di interagire con le cellule epiteliali, e
di contrastare la colonizzazione intestinale da
parte di specie patogene®. Negli ultimi anni
diversi studi si sono concentrati sulla com-
prensione dei meccanismi di colonizzazione
dell’epitelio intestinale da parte dei probioti-
ci. In particolare, cellule presentanti 'antige-
ne (APCs) come monociti, macrofagi e cellu-
le dendritiche (DCs), sono deputate al pro-
cessing di patogeni e alla presentazione della
loro struttura antigenica alle cellule T, stimo-
lando cosi la risposta immune acquisita. Inol-
tre, monociti e macrofagi eliminano i micror-
ganismi patogeni sia direttamente attraverso
la fagocitosi, sia indirettamente attraverso la
produzione di citochine pro-infiammatorie'.
In quest’ottica, le citochine piu importanti
sono rappresentate da alcune interleuchine
(IL-4, 1L-6,11L.-10, I1L.-12), Interferone-y (IFN-Y)
e Fattore di Necrosi Tumorale-alfa (TNF-0).
L’induzione di alcune citochine, e la loro pre-
valenza rispetto ad altre, assume notevole
importanza per il mantenimento dell’omeo-
stasi immunitaria: un aumento di I11.-4 ed una
diminuzione di IL-12 e di TNF-0 induce, per
esempio, la riduzione dei cloni linfocitari con
fenotipo Th1 ed un aumento dei linfociti Th2,
una condizione fondamentale per ridurre il
processo infiammatorio.

Infine, studi piu recenti hanno dimostrato che
I'impiego di probiotici puo aumentare la ri-
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sposta anticorpale alla vaccinazione influen-
zale o ridurre la durata e la sintomatologia
degli episodi influenzali, sia nell’adulto che
nel bambino, e che queste attivita sono cor-
relate direttamente o indirettamente all’azio-
ne immunostimolante dei probiotici utilizza-
ti, soprattutto grazie all’azione sull’attivita
Natural Killer (NK)">".

Scopo

Scopo del presente lavoro era valutare le pro-
prieta immunomodulanti di una miscela con-
tenuta nell’integratore alimentare FLOREtrix®
(Sigma-Tau SpA, Pomezia, Italia), di tre spe-
cifici ceppi probiotici: L. plantarum P17630,
L. paracasei 11688 e L. salivarius 11794. Gli
eventuali effetti immunomodulanti sono sta-
ti testati attraverso una sperimentazione “in
vitro” che prevedeva 'allestimento di coltu-
re cellulari di linfociti umani in presenza del-
lo stimolo antigenico, rappresentato dalla
miscela stessa. In particolare, ¢ stato valutato
in che misura questa preparazione batterica
potesse stimolare “in vitro” la produzione di
citochine da parte di linfociti di soggetti adulti
sani. Le citochine oggetto di valutazione dopo
challenging antigenico erano: 11L.-4, 11.-6, 1L-10,
1L-12, IFN-Y ¢ TNF-o. Queste citochine sono
state scelte perche maggiormente coinvolte
nei principali processi infiammatori/antin-
flammatoti e nell’attivazione del sistema im-
mune.

Materiali e Metodi
Preparazione dei batteri probiotici

I ceppi batterici sono stati forniti sotto forma
di sospensione cellulare in terreno MRS brodo.
Sono stati quindi sottoposti a radiazione Y emes-
sa da una fonte di Cesio per 24 ore ad un’inten-
sita di 33 Gy. Dopo aver verificato I'assenza di
cellule vitali, i batteri sono stati risospesi in tet-
reno RPMI 1640 (Gibco BRL, Life Technolo-
gies, Scotland) per la preparazione di aliquote
conservate a -20°C.

Soggetti inclusi

Per lo studio sono stati arruolati 10 volontari
adulti sani, tutte donne di eta compresa tra 25 e
40 anni. Le volontarie, informate sugli obietti-
vi dello studio, hanno dato il loro consenso a
donare 10 ml di sangue periferico che ¢ stato
raccolto in provette eparinate.

Separazione dei linfociti da sangue
periferico

Il sangue periferico ¢ stato separato su Fycoll
Hypaque (Lymphoprep, Nycomed Pharma AS,
Oslo, Notrvegia) e le cellule mononucleate recu-
perate sono state congelate in FCS al 10% di
DMSO e crioconsetvate in azoto liquido a -180°C.

Preparazione da testare

La preparazione batterica da testare era la misce-
la contenuta nel prodotto FLOREtrix® (Sigma
Tau SpA, Pomezia, Italia) costituita da un mix
di tre specifici ceppi: L. plantarum P17630 +
L. paracasei 11688 + L. salivarius 11794 in rap-
porto 200:4,9:0,1. I ceppi, depositati presso Enti
di Collezione quali la BCCM/LMG di Gent (Bel-
gio) e I'Istituto Pasteur di Parigi (Francia) sono
coperti da brevetto (Proge Farm Stl, Novara, Ita-
lia).

Colture cellulari

I linfociti sono stati messi in coltura in terreno
RPMI 1640+10%FCS (Euroclone) in piastre da
96 pozzetti in presenza delle preparazioni batte-
riche da testare in rapporto di concentrazione
1:1. I linfociti sono stati messi in coltura per 24
ore o per 6 giorni in incubatore a 37°C, 5% CO,,.

Produzione “in vitro”” delle citochine

11 dosaggio delle citochine prodotte dai leucociti
e rilasciate nei surnatanti di coltura dopo stimo-
lazione con le preparazioni batteriche ¢ stato ef-
fettuato mediante metodica ELISA messa a pun-
to nel nostro laboratorio e descritta da Castel-
lazzi e collaboratoti’. La produzione delle cito-
chine (IL-10, IL-12, IL-6, TNF-, IFN-y ¢ IL-4) ¢
stata valutata dopo 24 ore o dopo 6 giorni di col-
tura con le preparazioni batteriche in esame. Gli
anticorpi e i tamponi per il dosaggio ELISA di
IL-10, IL-6 ¢ TNF-o sono Endogen, Tema (Ita-
lia), mentre per il dosaggio dell’IFN-Y ci siamo
avvalsi di anticorpi e tamponi della Mabtech (Sve-
zia).

Risultati

La miscela dei tre ceppi probiotici ha stimola-
to il rilascio delle citochine, oggetto di valuta-
zione, in misura ampia e significativa ad ecce-
zione di IL-4 (non dosata) e parzialmente di
IL-6 le cui variazioni sono state pitt modeste e
statisticamente non significative. Tali variazio-
ni sono state osservate sia dopo 24 ore che dopo
6 giorni di incubazione.
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Figura 1. Effetti della miscela di L. plantarum
P17630, L. paracasei 11688 e L. salivarius 11794
sulla induzione delle tre interleuchine oggetto di
valutazione. | dati, comparati al basale, sono sta-
tati registrati sia dopo 24 ore che dopo 6 giorni di
incubazione.
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Induzione di interleuchine

Le variazioni maggiori sono state osservate a
carico della I1.-12, le cui concentrazioni sono
aumentate di oltre 10 volte rispetto al basale
(figura 1A). Tale effetto si ¢ mantenuto a di-
stanza di 6 giorni anche se l'incremento ¢ sta-
to di dimensioni minori rispetto alla stimola-
zione a 24 h (p<0,013), implicando un mag-
gior coinvolgimento dell’immunita innata
(24h), rispetto a quella acquisita (6gg).
Diverso ¢ stato Peffetto del preparato sul rila-
scio di IL-10: la produzione di questa citochina
nei surnatanti di coltura non € infatti aumenta-
ta con la stessa rapidita osservata per la IL-12 e
dopo 24 ore di stimolazione I'incremento non
¢ risultato statisticamente significativo (figura
1B). Al contrario, dopo 6 giorni, si ¢ registrato
un aumento di circa tre volte delle concentra-
zioni basali, un risultato statisticamente signifi-
cativo (p=0,03). In questo caso la produzione
di IL-10 ¢ da ascrivire principalmente alle cellu-
le dell’immunita acquisita.

La quantita di IL-6 rilasciata dopo 24 ore nei
surnatanti di coltura da parte delle cellule della
immunita innata (cellule dendritiche, monoci-
ti, cellule presentanti I’antigene), ha mostrato
uno scarso incremento, privo di significato sta-
tistico. Anche dopo 6 giorni di coltura la pro-
duzione di 1L.-6, dovuta principalmente alle cel-
lule del’immunita acquisita, non ha mostrato
un incremento significativo (figura 1C).

Induzione di INF-y e TNF-o.

La produzione di Interferone 7y ¢ risultata au-
mentata in misura apprezzabile gia dopo 24
ore di incubazione, anche se alta variabilita
fra la risposta dei diversi soggetti non ha con-
sentito di raggiungere la significativita statisti-
ca; tale differenza ¢ diventata invece statistica-
mente significativa dopo 6 giorni di stimola-
zione (figura 2A).

Andamento inverso nel tempo ¢ stato osserva-
to per la produzione di TNF-0l, aumentato in
maniera statisticamente significativa nei surna-
tanti di coltura dopo 24 ore (p<0,05), mentre
dopo 6 giorni I'incremento rispetto al basale ¢
risultato modesto e sensibilmente minore ri-
spetto alla variazione registrata nelle prime 24
ore (figura 2B).

Discussione

La possibilita di modulare il sistema immuni-
tario con miscele di ceppi probiotici, sia nel
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Figura 2. Rilascio di Interferone-y e Fattore di
Necrosi Tumorale-o dopo stimolazione antigenica
con il preparato in esame: la variazione di IFN-y &
risultata ampia e rapida a partire dalle prime 24
ore e tale effetto si & mantenuto nei successivi 6
giorni; I'effetto sul TNF-q. & stato altrettanto ampio
ma di piv breve durata.
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senso di ridurre la risposta inflammatoria che
di allertare la vigilanza immunitaria, ¢ una
opportunita molto allettante sotto il profilo
clinico. Gli effetti di tali preparazioni sono
stati provati in numerose condizioni cliniche
caratterizzate da disregolazione della risposta
immune con esaltazione della componente in-
fiammatoria e/o allergica, dalle malattie in-
fiammatorie croniche dell’intestino alle intol-
leranze alimentari'®®. Come interpretare i ti-
sultati da noi ottenuti? Il preparato testato in
questo studio, composto da un mix di tre bat-
teri (L. plantarum P17630, L. paracasei 11688,
L. salivarius 11794) in rapporto 200:4,9:0,1, si

¢ dimostrato in grado di stimolare la produ-
zione di vatie citochine con diverso andamen-
to temporale.

L’interleuchina-6 ¢ una proteina multifunzio-
nale che riveste un ruolo importante nella ri-
sposta infiammatoria acuta, nell’emopoiesi e
nella risposta immunitaria, in particolare la IL-
6 stimola la proliferazione dei linfociti B ¢,
quindi, la secrezione di immunoglobuline. 11 suo
ruolo nell’infiammazione, che si esprime at-
traverso l'effetto inibitorio esercitato su TNF-
o, IL-1 e sullattivazione di 1L-10, ¢ importan-
te soprattutto nella cronicizzazione dell'infiam-
mazione, in quanto media il passaggio dallo
stadio acuto a quello cronico®*. Insieme al
TNF-at e alla 11.-1 la I1.-6 forma la triade in-
fiammatoria. Negli esperimenti effettuati si evi-
denzia un suo incremento sia dopo 24 ore che
dopo 6 giorni di stimolazione.

La I1.-10 é nota anche come Fattore Inibitotrio
della Sintesi di Citochine (CSIF) ed ¢ prodotta
prevalentemente dai monociti. Esprime effet-
ti pleiotropici sul’immunoregolazione: inibi-
sce I'espressione di citochine Th1, antigeni
MHC di classe II e di molecole costimolatorie
sui macrofagi, aumenta la sopravvivenza e la
proliferazione dei linfociti B e, di consegnenza,
la produzione di anticorpi. Ha un effetto inibi-
torio sulla sintesi di citochine pro-infiamma-
torie quali IL-1, IL-3, IL-6, TNF-al, IFN-y, GM-
CSF e sulla capacita delle APC di presentare
P'antigene®. Cio spiega perché nei monociti dei
pazienti con asma grave si riscontra una bassa
secrezione di I1L-10 e IL-12%. L’incremento di
IL-10 da noi registrato sia a breve termine (24
ore) sia soprattutto dopo 6 giorni di stimola-
zione, potrebbe quindi spiegare da una parte
gli effetti positivi sulla flogosi intestinale (IBD),
effetto ben noto al clinico, e dall’altra la mi-
gliore risposta anticorpale osservata 7z vitro
dopo attivazione linfocitaria®.

TLa II.-12 ¢ una citochina che, come I'l.-10, ha
un’azione sia immunosoppressiva che immu-
nostimolante. La sua azione biologica princi-
pale consiste nell’incrementare la risposta im-
munitaria cellulo-mediata, stimolando la pro-
duzione di IFN-y e TNF-ot da parte di linfociti
T-citotossici e cellule NK. Induce inoltre la
differenziazione dei linfociti T' naive in Th1,
evento chiave per 1 processi di adesione dei
patogeni alle mucose intestinali, come dimo-
strato dalla maggiore propensione all'infezio-
ne intestinale da Citrobacter rodentinm in topi
con delezione del gene per la sintesi di IL-12%.
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I’IFN-y ¢ un potente immunoregolatore della
risposta cellulo-mediata. La sua azione si espli-
ca nell’attivazione della presentazione dell’an-
tigene da parte dei macrofagi, nell’aumento
dell’attivita lisosomiale dei macrofagi stessi,
nell’incremento dell’attivita delle cellule NK,
nell’attivazione delle APC e nel promuovere
la differenziazione dei linfociti T' naive verso
la sottopopolazione Thl. Oltre ad avere una
spiccata azione immunoregolatoria, PIFN-y
possiede attivita anti-virale aspecifica, inclusa
quella verso 1 virus respiratori e contro vari
patogeni intracellulari®™*. [ benefici osservati in
Studi clinici nei quali la somministrazione long-
term di probiotici ha ridotto Iimpatto della ma-
lattia influenzgale, in termini di contagio e dura-
ta, sono probabilmente da attribuire per la mag-
gior parte all’induzione di questa citochina, le
cui concentragioni erano in questo studio pin che
triplicate rispetto al basale dopo stimolazione con
il preparato in esame.

Il TNF-o ¢ la prima citochina ad essere rila-
sciata in seguito ad infezioni virali e batteri-
che, soprattutto da Gram~, ed ¢ coinvolta nei
processi di inflammazione locale, nell’attiva-
zione di cellule endoteliali, nel meccanismo di
insorgenza della febbre e nell'induzione di pro-
teine della fase acuta (APP)¥. Dagli espetimenti
effettuati si osserva un incremento statistica-
mente significativo nella produzione di TNF-0
dopo 24 ore, con una riduzione sensibile dopo
6 giorni di coltura.

Conclusioni

Dai risultati “in vitro” della stimolazione con
la miscela batterica testata e dalle considera-
zioni sulle proprieta delle diverse citochine
analizzate nel presente lavoro, si puo conclu-
dere che la miscela di batteri probiotici conte-
nuta in FLOREtrix™ presenta, insieme ad una
buona attivita anti-infiammatoria, la capacita
di stimolare una potente risposta linfocitaria.
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