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1 Introduzione  

 

1.1 Il Microbiota umano 

 

Il rapporto inscindibile tra l’uomo e i microrganismi è iniziato circa 2,5 milioni di anni fa 

ed è destinato a un continuo processo di co-evoluzione. Un esempio di questa unione 

primordiale è stato portato alla luce grazie alla “teoria dell’endosimbiosi” postulata dalla 

genetista Lynn Margulis. Secondo questa teoria i mitocondri sarebbero derivati da 

ancestrali batteri inglobati nelle cellule umane per acquisire un vantaggio evolutivo 

(Margulis L., 1996). Questo vantaggio era stato già teorizzato nel 1926 dal microbiologo 

Paul de Kruif che, per la prima volta, introduce il concetto di microrganismi “buoni” nel 

testo divulgativo «Microbe Hunters» (Castellani, A., et al.,1927). Negli stessi anni, si è 

giunti alla scoperta che l'essere umano è composto da circa 10
13

 cellule eucariotiche e che 

contiene circa 10
14

 cellule procariotiche. Per tale elevato quantitativo, Henderson e Wilson 

hanno suggerito che Linneo avrebbe dovuto chiamare la specie umana Homo bacteriens 

(Henderson B. and Wilson M., 1996). 

Infatti, l’essere umano può essere definito come un superorganismo (olobionte) derivato da 

una simbiosi stabile tra due sistemi autonomi: l’uomo e i microrganismi simbionti. Questi 

ultimi si sono evolutivamente adattati a vivere insieme agli organismi superiori in un 

rapporto reciprocamente vantaggioso. L’insieme dei microrganismi che vive in pacifica 

coesistenza con il proprio ospite è definito “microbiota” (Kobyliak N. et al., 2016).  

Nello specifico, il microbiota umano è composto da una biomassa microbica così 

numerosa da essere di 2-3 ordini di grandezza superiore rispetto a lieviti, protozoi ed 

archaea (Yatsunenko T. et al., 2012; Qin J. et al., 2010). Il numero di cellule batteriche 

riesce ad eguagliare il numero delle cellule che costituiscono l’organismo umano, 

raggiungendo un rapporto di 1:1 (Sender R. et al., 2016).  

Il microbiota colonizza virtualmente ogni superficie del corpo umano: cute, vie 

respiratorie, vie urogenitali e tratto gastrointestinale (GIT) (Figura 1). Anche i distretti che 

venivano un tempo considerati sterili, come il latte materno, se pur momentaneamente, 

possono avere una popolazione microbica residente (Ackerman J., 2012). 
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Figura 1 Distribuzione del microbiota umano (Ackerman J., 2012). 

 

La popolazione microbica dell’essere umano è costituita sia da membri autoctoni 

(residenti) che alloctoni e ciò rende questo ecosistema estremamente dinamico. Ogni 

individuo possiede una composizione microbica unica, fortemente condizionata da vari 

fattori intrinseci ed estrinseci (Figura 2) (Lee Y.K. et al., 2007; Ursell L.K. et al., 2012). 

Ad esempio, il feto non risiede in un ambiente intrauterino sterile, ma è esposto a 

microrganismi commensali derivanti dall'intestino materno e dal flusso sanguigno che 

attraversa la placenta ed entra nel liquido amniotico. L’esposizione ai microbi colonizzanti 

continua al momento della nascita e durante il primo anno di vita e ha una profonda 

influenza sulla salute. Questo crosstalk influisce sull'adattamento del bambino alla vita 

extrauterina. In particolare, a seconda del tipo di parto, si possono notare alcune differenze. 

In caso di parto eutocico (naturale), nell’intestino del neonato sono presenti tracce di 

materiale microbico vaginale materno e si osserva una prevalenza di Bacteroidi e 

Bifidobatteri (Palmer C. et al., 2007). Se la nascita avviene tramite parto cesareo o 

prematuramente, si ha l’interruzione del processo di colonizzazione, causando una 

maggiore suscettibilità alle malattie in futuro.  
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I bambini nati con parto cesareo, inoltre,  hanno una maggiore incidenza di allergie, 

diabete di tipo 1 ed obesità. Mentre i neonati sottoposti a ripetuti regimi antibiotici durante 

il primo anno di vita hanno più probabilità di sviluppare l'asma rispetto agli adolescenti 

(Walker W.A., 2017).  

Successivamente, con l’allattamento la composizione del microbiota (intestinale e non) si 

arricchisce e si riscontrano spesso sia Bifidobacterium (60-90% del microbiota fecale) che 

una quota inferiore all’1% di batteri lattici (Enck P. et al., 2009). Inoltre, si ha un aumento 

della comunità fermentante con una simultanea diminuzione di quella putrefattiva e una 

diminuzione del pH. In queste condizioni si assiste ad un miglioramento delle funzioni 

digestive e di assorbimento, una relativa stimolazione del sistema immunitario e una 

riduzione del rischio di contrarre allergie, una produzione di vitamine (biotina, acido 

folico, vitamina K, vitamine del gruppo B), migliore assorbimento di ioni (Mg
2+

, Ca
2+

, 

Fe
2+

) e a una produzione di composti a funzione trofica per l’enterocita (SCFA, 

amminoacidi, poliamine, fattori di crescita) (Gibson G.R., 1999).  

L’abuso di antibiotici, aumentato soprattutto negli ultimi anni, induce una riduzione dei 

microrganismi sensibili favorendo la proliferazione di batteri resistenti agli antimicrobici. 

Le manifestazioni cliniche più frequenti vanno da disturbi lievi, quali meteorismo e 

diarrea, a gravi infezioni come la colite pseudomembranosa. In soggetti trattati 

frequentemente con antibiotici in età pediatrica vi è, inoltre, un aumento dell’incidenza di 

obesità, diabete ed infezioni da Clostridium difficile (Langdon A. et al., 2016).  

Variazioni della composizione microbica indotta da uno stile di vita scorretto e dallo stress 

possono portare ad un’alterata regolazione della motilità e della permeabilità intestinale 

creando le basi per le patologie connesse (Moloney R.D. et al., 2016; Yano J.M., 2015).  

Un altro fattore è la provenienza geografica che risulta anch’essa determinante per 

l’evoluzione del microbiota intestinale. Analisi sul 16S rRNA hanno evidenziato che nelle 

feci di bambini dell’Europa meridionale risiede una quota maggiore di Bacteroidetes e 

Lactobacillus rispetto a quelli dell’Europa settentrionale in cui vi è un maggior numero di 

Bifidobacterium (Fallani M. et al., 2011). Recenti studi hanno dimostrato che il microbiota 

della popolazione delle zone asiatiche in via di sviluppo mostra un trend che va verso 

quello occidentale a causa dell’aumentata resistenza agli antibiotici (Winglee K. et 

al,.2017; Schnorr S. et al., 2014). 
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Figura 2 Fattori che influenzano il microbiota (Appanna, V. D. 2018). 

 

Disbiosi 

Nell'ultimo secolo si è assistito alla comparsa di un gran numero di malattie multifattoriali, 

tra cui quelle infiammatorie, autoimmuni, metaboliche, neoplastiche e neurodegenerative, 

molte delle quali sono state recentemente associate a un’alterazione del microbiota. 

Quando la corretta colonizzazione di un distretto corporeo viene alterata, si istaura una 

condizione di disbiosi e in base alla regione interessata si può identificare una disbiosi 

intestinale, cutanea, orale o vaginale (Levy, M. et al., 2017). 

La manipolazione del microbiota può dunque rappresentare una strategia utile nel 

trattamento di queste patologie considerando che le terapie farmacologiche attualmente in 

uso sono spesso insufficienti e con molteplici effetti collaterali. A tal proposito, 

l’attenzione verso la conoscenza della composizione del microbiota a scopo sia preventivo 

che terapeutico è in continua crescita. 
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La complessità delle interazioni che si vengono a creare e la molteplicità delle specie 

microbiche presenti in natura, rendono unico il microbiota di ogni singolo individuo al 

punto da poterlo paragonare ad un’impronta digitale. Questa specificità, ci permette di 

valutare l’immenso potenziale del microbiota come target per una medicina personalizzata 

(Jia W. et al., 2008; Bellaguarda E. and Chang E.B., 2015). Potenziali strategie 

terapeutiche per modulare la disbiosi costituiscono un obiettivo clinico fondamentale nel 

trattamento di numerose patologie. Per ristabilire un microbiota bilanciato, in base alla 

gravità della disbiosi, si possono valutare differenti approcci terapeutici e utilizzare 

strategie nutrizionali differenziate mediante l'uso di probiotici, prebiotici e nutrienti 

specifici (McCarville J. et al., 2016). I probiotici, sono organismi viventi che, se ingeriti in 

certe quantità, sono in grado di modificare la composizione del microbiota aumentaando la 

concentrazione di “batteri buoni” e riducendo incidenza e severità di una serie di disordini, 

al di là del loro effetto nutritivo intrinseco. I prebiotici sono fibre che si trovano soprattutto 

in verdura o legumi e non sono assimilabili, ma permettono ai probiotici di proliferare. I 

simbiotici sono alimenti, farmaci o integratori, contenenti una miscela di prebiotici e di 

probiotici (Markowiak P. and Śliżewska K., 2017). Sono invece meno noti i postbiotici, 

metaboliti prodotti dal metabolismo dei microrganismi probiotici, che agiscono in maniera 

indiretta sui tessuti dell’organismo ospite e/o su altri microrganismi contribuendo in questo 

modo a veicolare gli effetti positivi dei probiotici stessi. 

 

Disbiosi vaginale 

Il microbiota vaginale è un sistema complesso e dinamico influenzato da vari fattori quali 

genetica, alimentazione, fattori ambientali e comportamentali. È composto da oltre 200 

specie microbiche, normalmente lattobacilli. Gli squilibri nel microbiota vaginale possono 

essere associati ad infezioni vaginali ricorrenti con conseguenze ginecologiche e ostetriche. 

La disbiosi vaginale è causata da una riduzione del numero di lattobacilli e da un aumento 

di microrganismi quali Candida albicans e Gardnerella vaginalis. (Marrazzo J.M. et al 

2013). 

Candida albicans è un lievito dimorfo normalmente presente nel microbiota intestinale ma 

può colonizzare anche quello vaginale.  
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Quando l'equilibrio dei microrganismi nella vagina viene alterato, può proliferare e causare 

infezione istaurando una condizione comune caratterizzata da prurito, bruciore e secrezioni 

vaginali bianche (Bradshaw C.S., et al 2016). 

Gardnerella vaginalis è un batterio che può causare vaginosi batterica (BV), una 

condizione caratterizzata da secrezioni vaginali grigie o bianche ed un forte odore di pesce. 

La vaginosi batterica è causata dall'aumento dei microrganismi anaerobi nella vagina e 

dalla diminuzione del numero di lattobacilli (Donders G.G.G. et al 2021). 

La vagina costituisce il tratto riproduttivo inferiore esposto all'ambiente esterno, pertanto, 

le cellule epiteliali che rivestono il tratto vaginale sono costantemente esposte ai 

microrganismi commensali e patogeni, rappresentando un sito primario di interazione 

ospite-microbo. Le donne con infezioni acute e ricorrenti mostrano una ridotta integrità 

della barriera epiteliale e una minore capacità di guarigione delle ferite (Mohammedsaeed 

W, et al 2015; Rohani MG, et al 2015). La Candida albicans può invadere la vagina e 

aderire alle cellule vaginali, causando danni alla parete vaginale e provocando una risposta 

infiammatoria. Inoltre, la Candida albicans produce enzimi che distruggono la barriera 

protettiva della vagina, consentendo ad altri patogeni di penetrare e causare ulteriori danni. 

Gardnerella vaginalis, d'altra parte, produce biofilm, una matrice extracellulare che 

protegge il batterio dal sistema immunitario e dagli antibiotici. Il biofilm può causare 

un'infiammazione cronica e ridurre la produzione di acido lattico, che è necessario per 

mantenere l'ambiente vaginale acido e prevenire la proliferazione di patogeni (Sobel J.D. et 

al 2016). 

La gestione della disbiosi vaginale causata da C. albicans e G. vaginalis dipende dalla 

gravità dei sintomi e dalla causa sottostante. Le infezioni lievi possono essere trattate con 

antifungini o antibiotici, mentre le infezioni più gravi possono richiedere un trattamento 

più aggressivo che spesso induce al fenomeno dell’antibiotico resistenza, l’aumento del 

rischio degli effetti collaterali associati ai farmaci e la conseguente diminuzione del 

fisiologico microbiota lattobacillare.   

Tale patologia spesso cronicizza o recidiva rappresentando un serio problema sanitario che 

impatta notevolmente sulla salute e la qualità di vita delle donne che ne sono affette. 

Ispirandosi alle similitudini della complessità del microbiota intestinale e vaginale e al 

successo del trapianto di microbiota fecale (FMT), anche per il trattamento della disbiosi 

batterica vaginale è stato proposto il trapianto di microbiota vaginale (VMT). 



 

 

 

7 

Questa procedura prevede il trapianto dell'intero microbiota vaginale di una donatrice sana 

nella vagina della paziente affetta da disbiosi al fine di ripristinare la biodiversità, la 

stabilità e la normale composizione del microbiota (DeLong, K. et al., 2019). 

In questo scenario, data la complessità della VMT, anche l’uso di probiotici vaginali se 

opportunamente selezionati e mirati può aiutare a ripristinare/mantenere l’equilibrio dei 

microrganismi nella vagina e prevenire la proliferazione di patogeni (Diop K. et al 2021). 

 

 

1.2 I Probiotici 

 

Fin dall’antichità i prodotti fermentati contenenti microrganismi viventi sono stati utilizzati 

dall’uomo per i riconosciuti effetti benefici sulla salute.  

In una versione dell’Antico Testamento la longevità di Abramo veniva attribuita al 

consumo di latte acido (Sánchez B. et al., 2017). In India bevande a base di latte 

fermentato erano note già dall’ VII sec A.C. (Markowiak P. and Śliżewska K., 2017).  

Ippocrate (400 a.C.), intuendo l’importanza dell’omeostasi gastrointestinale e dei fenomeni 

di disbiosi, affermava che “la morte risiede e origina nell’intestino”. Le ricerche condotte 

negli ultimi decenni hanno fornito le prove dell’importanza del microbiota. (Sanchez B. et 

al., 2017). Pertanto, non sorprende il crescente interesse rivolto ai probiotici, specie 

batteriche favorevoli alla salute dell’organismo; infatti, l’etimologia rimanda al significato 

greco-latino “a favore della vita”. 

La prima significativa introduzione del concetto di probiotico risale agli inizi del 1900, 

quando lo scienziato russo Elie Metchnikoff, premio Nobel per la medicina, ipotizzò che 

la longevità dei contadini bulgari fosse attribuibile a una complessa popolazione 

microbica intestinale dovuta a un elevato consumo di latti fermentati (Metchnikoff E., 

1907). Lo scienziato ha scritto nel suo libro “Studi sull’ottimismo”: “con vari alimenti 

sottoposti a fermentazione di acido lattico e consumati crudi (latte acido e kefir) gli esseri 

umani introducono grandi quantità di batteri lattici nei loro tratti gastrointestinale.” 

(Markowiak P. and Śliżewska K., 2017). Probabilmente è stato Ferdinand Vergin a 

coniare per la prima volta il termine probiotico nel 1954, nel suo articolo “Anti-und 

Pobiotika”.  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=S%C3%A1nchez%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27500859
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Vergin confrontava gli effetti nocivi di antibiotici ed altre sostanze sul microbiota 

intestinale con gli effetti benefici di alcuni batteri utili (i probiotici) (Vergin F., 1954).  

Infine, la definizione di probiotico si è evoluta fino ad approdare a quella del 2002 della 

Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO) e dell’Organizzazione 

Mondiale della Sanità (OMS) che definisce i probiotici come “Microrganismi vivi che, 

somministrati in quantità adeguate, conferiscono un beneficio sulla salute dell'ospite” 

(Hill C. et al., 2014). 

 

Caratteristiche dei microrganismi probiotici 

Affinché un microrganismo possa definirsi probiotico deve essere isolato dal tratto 

intestinale di individui sani, resistere all’acidità dello stomaco e all’azione della bile, 

sopravvivere nel tratto gastrointestinale e aderire alla mucosa (riproducendosi), essere 

perfettamente tollerabile e avere effetti benefici per la salute antagonizzando i 

microrganismi patogeni e producendo sostanze antimicrobiche.  

 

“Sulla base delle evidenze scientifiche disponibili, la quantità minima sufficiente per 

ottenere una temporanea colonizzazione dell’intestino da parte di un ceppo di fermento 

lattico è di almeno 10
9
 cellule vive per ceppo e per giorno. La porzione di prodotto 

raccomandata per il consumo giornaliero deve, quindi, contenere una quantità pari a 10
9
 

di cellule vive per almeno uno dei ceppi presenti nel prodotto. L’uso di quantità diverse 

può essere consentito solo se il razionale per tale scelta è supportato da adeguati studi 

scientifici. La quantità di cellule vive presenti nel prodotto deve essere riportata in 

etichetta per ogni ceppo e deve essere garantita, alle modalità di conservazione 

suggerite, fino al termine della shelf-life, con una incertezza di 0,5 log.”  

(Ministero della Salute, 2013). 

 

Secondo i suggerimenti dell’OMS, della FAO e dell’EFSA (Autorità Europea per la 

Sicurezza Alimentare), per poter essere adoperati, i ceppi di probiotici devono soddisfare 

criteri di sicurezza e funzionalità, alcuni dei quali riportati in Tabella 1 (Markowiak P. 

and Śliżewska K., 2017). 
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Tabella 1 Criteri per la scelta dei ceppi probiotici suggeriti da OMS, FAO, e EFSA. 

Criterio Proprietà richieste 

Sicurezza 

Origine umana 

Documentato uso sicuro 

Identificazione diagnostica precisa (fenotipo e tratti 

genotipici) 

Assenza di dati relativi a un’associazione con malattie 

infettive 

Assenza della capacità di separare i sali degli acidi biliari 

Nessun effetto collaterale 

Assenza dei geni responsabili della resistenza agli antibiotici 

localizzati in elementi non stabili 

Funzionalità 

Competitività rispetto al microbiota intestinale 

Capacità di sopravvivere, mantenere l’attività metabolica e di 

crescere nel sito di destinazione 

Resistenze ai Sali biliari e agli enzimi 

Resistenza al basso pH dello stomaco 

Attività antagonista nei confronti di agenti patogeni 

Resistenza alle batteriotossine e agli acidi prodotti dal 

microbiota intestinale endogeno 

Aderenza e capacità di colonizzare alcuni siti particolari 

all’interno dell’organismo ospite e un adeguato tasso di 

sopravvivenza nel sistema gastrointestinale 

 

I microrganismi potenzialmente probiotici appartengono principalmente ai seguenti 

generi: Lactobacillus, Bifidobacterium, Lactococcus, Steptococcus, Enterococcus e ad 

alcuni ceppi di lieviti appartenenti al genere Saccharomyces (Markowiak P. and 

Śliżewska K., 2017). 
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I ceppi destinati ad uso umano possono essere suddivisi in probiotici alimentari e 

farmaceutici. I primi contribuiscono alle proprietà organolettiche e nutrizionali dei cibi, i 

secondi trovano applicazione nel trattamento delle patologie legate a disbiosi (Tabella 2). 

 

Tabella 2 Ceppi potenzialmente probiotici usati come: (a) prodotti farmaceutici; (b) additivi alimentari. 

Ceppi potenzialmente probiotici 

Lactobacillus 

-L. acidophilus (a) 

-L. amylovorus (b) 

-L. casei (a) (b) 

-L. gasseri (a) 

-L. helveticus (a) 

-L. johnsonii (b) 

-L. pentosus (b) 

-L. plantarum (b) 

-L. reuteri (a) 

-L. rhamnosus (a) (b) 

Bifidobacterium 

-B. adolescentis (a) 

-B. animalis (a) 

-B. bifidum (a) 

-B. breve (b) 

-B. infantis (a) 

-B. longum (a) 

Altri batteri lattici 

-Enterococcus faecium (a) 

-Lactococcus lactis (b) 

-Streptococcus thermophilus (a) 

Altri microorganismi 

-Bacillusclausii (a) 

-Escherichia coli Nissle 1917 (a) 

-Saccharomyces cerevisiae (boulardi) (a) 
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I batteri acidi lattici (LAB), che per milioni di anni sono stati utilizzati nella 

conservazione  

degli alimenti, possono avere un duplice ruolo: di agenti per la fermentazione alimentare 

e di agenti benefici per la salute. Le fonti più comuni di probiotici alimentari sono i 

prodotti casearie attualmente proliferano in commercio gli alimenti fortificati (Guarner F. 

et al., 2011).  

Sono prodotti di rapida degradabilità, contenenti microrganismi vivi, vanno quindi 

consumati il più possibile freschi di produzione e conservati a basse temperature. Per 

ovviare a questi inconvenienti i batteri vengono essiccati o preferibilmente liofilizzati 

perché con l'essiccamento si raggiungono temperature relativamente alte che alcuni 

lattobacilli non tollerano. 

 

Applicazioni cliniche dei probiotici  

Studi molecolari e genetici hanno permesso di determinare che le basi degli effetti 

benefici dei probiotici, coinvolgono principalmente quattro meccanismi: 

1. competizione con agenti patogeni per l’adesione all’epitelio e per le sostanze 

nutritive; 

2. miglioramento della funzione di barriera del rivestimento epiteliale; 

3. immunomodulazione; 

4. influenza sugli altri organi del corpo mediante il sistema immunitario e la produzione 

di neurotrasmettitori (come il GABA o la serotonina). 

Infatti, in seguito all’interazione e all’adesione alle cellule dell’epitelio intestinale 

dell’ospite, i probiotici riescono a contrastare gli enteropatogeni, limitando l’accesso alle 

molecole bersaglio presenti sulla superficie degli enterociti, utilizzate per avviare il 

processo di invasione. Sono, inoltre, in grado di produrre sostanze antimicrobiche 

(batteriocine) che vanno ad agire sui batteri patogeni migliorando lo stato di salute 

dell’ospite. Hanno anche la capacità di influenzare la risposta di tipo umorale. Infatti, 

numerosi studi scientifici, evidenziano che un trattamento con probiotici del tipo L. casei 

e L. acidophilus determina un innalzamento della produzione di IgA enl tessuto linfoide 

associato all’intestino (GALT) che, formando immunocomplessi con gli antigeni, 

impediscono il loro passaggio attraverso la mucosa intestinale (Mantis N.J. et al., 2011). 
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I probiotici modulano la risposta mediata dalle cellule T nell’epitelio intestinale attraverso 

la produzione di citochine. Inoltre, è stato rilevato che i lattobacilli sono in grado di 

stimolare l’attività dei macrofagi verso differenti specie di batteri (Markowiak P. and 

Śliżewska K., 2017). Negli ultimi decenni sono stati pubblicati numerosi lavori sulle 

applicazioni terapeutiche dei ceppi potenzialmente probiotici usando approcci in vitro ed 

in vivo. In numerosi studi è emerso il loro effetto benefico nel trattamento e nella 

prevenzione delle malattie gastrointestinali, ma le applicazioni dei probiotici sono molto 

più ampie in tutte le fasi della vita (Gibson G. R. et al., 2017) (Figura 3). 

 

 

Figura 3 Patologie sulle quali i probiotici hanno dimostrato effetti benefici raggruppate per età. L’efficacia 

maggiore si riscontra nelle condizioni mostrate in grassetto. AAD, diarrea associata agli antibiotici; CID, 

malattie infettive comuni; IBS, sindrome dell'intestino irritabile; NEC, enterocolite necrotizzante; RR, rischio 

ridotto; T, trattamento; URTI, infezioni del tratto respiratorio superiore (Sanders M.E. et al., 2013). 

 

Nello specifico, i probiotici sono particolarmente efficaci nel trattamento di molte 

patologie nei modi seguenti: 

- agiscono contro i patogeni enterici e influenzano il microbiota e il sistema 

immunitario favorendo uno stato antiinfiammatorio in pazienti affetti da diarrea 

infettiva e malattie infiammatorie croniche intestinali (MICI), come il morbo di Crohn 

e la colite ulcerosa. In combinazione con la terapia standard migliorano notevolmente 

il tasso di eradicazione dell’Helicobacter pylori (Sánchez B. et al., 2017);  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gibson%20GR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28611480
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- prevengono l'invasione di cellule tumorali del colon, suggerendo che i probiotici come 

L. casei e L. rhamnosus GG abbiano sostanze bioattive anti-metastatiche (Motevaseli 

E. et al., 2017);  

- presentano una elevata attività β-galattosidasica responsabile della scissione del 

lattosio a glucosio e galattosio. A tal proposito, diverse prove scientifiche 

confermerebbero la mitigazione della sintomatologia provocata dall'intolleranza al 

lattosio in seguito al consumo di yogurt e latte fermentato contenenti probiotici 

(Staudacher H., 2015);  

- hanno un’azione ipocolesterolemizzante e contribuiscono alla prevenzione di obesità e 

aterosclerosi (Gilliland S., 1985; Ooi L.G. and Liong M.T., 2010; Duranti S. et al., 

2017);  

- riducono considerevolmente il rischio di manifestare la il diabete di tipo I nei bambini 

predisposti allo sviluppo della patologia sebbene non sia ancora chiaro il meccanismo 

che vi è alla base (Heeney D.D. et al., 2017; Uusitalo U. et al., 2016); 

- riducono la formazione di placche cariogene grazie al potere probiotico di 

Streptococcus salivarius K12, microrganismo commensale che inibisce la crescita di 

importanti streptococchi cariogeni (Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus) 

competendo per i siti dentali durante la colonizzazione orale iniziale (Babina, K., et 

al., 2022); 

- ristabiliscono l'equilibrio del microbiota, soprattutto in caso infezioni del tratto genito-

urinario, vaginosi batteriche e infezioni da lieviti. Sono tuttavia necessari studi 

ulteriori per valutare la sicurezza e l’efficacia di questi trattamenti (Chanda W. et al., 

2017); 

- alleviano la sintomatologia di alcune patologie della pelle come acne, dermatite 

atopica e psoriasi, sembrerebbero rispondere positivamente all’utilizzo di ceppi 

potenzialmente probiotici come il L. plantarum (Abrahamsson T.R. et al., 2011);  

- modulano il sistema immunitario dei pazienti allergici desensibilizzandolo in caso di 

atopie, allergie alimentarie infezioni respiratorie (Ouwehand A.C., 2007); 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Motevaseli%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28890883
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Motevaseli%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28890883
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Heeney%20DD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28866243
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Uusitalo%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26552054
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- hanno un effetto antinfiammatorio come riportato da alcuni studi che correlano 

l’artrite reumatoide alle infezioni intestinali o all’azione di allergeni alimentari. In 

queste circostanze la mucosa intestinale risulta danneggiata, ne consegue 

un’aumentata permeabilità con il passaggio di anticorpi che aggrediscono le strutture 

dell’organismo stesso ed innescano un processo infiammatorio (Sandhya P. et al., 

2015). È stato osservato che in pazienti trattati con L. casei, la severità della malattia 

risulta ridotta, con maggiori quantità di IL-10 nel siero e una riduzione dei livelli di 

TNFα, IL-6 e IL-12 (Heeney D.D. et al., 2017); 

- possono influenzare la sintomatologia della sclerosi multipla attraverso la connessione 

dell’asse intestino-cervello. Tuttavia sono necessari studi più estesi per determinare il 

ruolo reale del microbiota in questa malattia (De Oliveira G.L.V. et al., 2017);  

- incrementano i livelli intestinali di serotonina che, tramite l’asse intestino-cervello, 

riequilibra i livelli ormonali coinvolti in depressione e ansia (Vlainić J.V. et al., 

2016). Il trattamento con probiotici corregge la permeabilità intestinale, altera la 

composizione microbica e migliora i difetti comportamentali ansia-like e cognitivi-

motori tipici del disturbo dello spettro autistico (ASD) (Shaaban S.Y. et al., 2017);  

- agiscono positivamente anche sulle malattie neurodegenerative; in particolare, per ciò 

che concerne l’Alzheimer, grazie ad enzimi proteolitici che degradano gli accumuli di 

proteina beta-amiloide e all’aumento della concentrazione di alcuni ormoni (grelina, 

leptina, GLP-1 e GIP), i probiotici influenzano positivamente i processi di 

apprendimento e di memoria giocando  un ruolo importante nella prevenzione e nel 

trattamento della malattia (Akbari E. et al., 2016); 

- favoriscono un rilevante aumento della motilità intestinale in pazienti affetti da 

costipazione dovuta al morbo di Parkinson (Barichella M. et al., 2016). 

 

1.3 Il latte materno come fonte di probiotici 

Ai probiotici sono riconosciute proprietà antitumorali, antinfiammatorie, antiallergiche, 

antimicrobiche, antiossidanti, antiobesità e ipocolesterolemiche (Bhat e Bajaj 2020). 

Queste proprietà sono strettamente correlate alla fonte di isolamento, alla specie microbica 

e al ceppo specifico (Pino et al. 2019) e incrementano l’interesse per il mantenimento e il 

potenziamento della biodiversità di probiotici specifici nella gestione di problemi mirati 

legati alla salute. (Javed S et al 2023)  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sandhya%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26385261
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Heeney%20DD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28866243
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Oliveira%20GLV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28556916
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shaaban%20SY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28686541
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Akbari%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27891089
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Barichella%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27543643
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Il latte materno umano è stato ampiamente studiato per esplorare la sua composizione 

unica alla base della quale ci sono composti bioattivi come glioligosaccaridi del latte 

umano (HMO), che hanno un effetto bifidogenico; la lattoferrina, che svolge un ruolo nello 

sviluppo gastrointestinale e cerebrale; e la colina, anch'essa importante per lo sviluppo 

cerebrale del bambino (Ahern, G.J et al., 2019). Oltre ai macro e micronutrienti e ai 

composti bioattivi, il latte materno umano contiene una pletora di specie batteriche. In 

passato, i batteri isolati dal latte materno erano considerati un contaminante proveniente 

dalla pelle della madre e dalla cavità orale del bambino o da metodi di manipolazione o 

conservazione non corretti (Heikkilä, M.P. et al.,2003). Ad oggi è ampiamente accettato 

che il latte materno abbia un proprio microbiota, costituito principalmente dai generi 

Acinetobacter, Streptococcus, Staphylococcus, Enterococcus, Lactococcus, 

Bifidobacterium e Lactobacillus (Figura 4) (Anjum et al. 2020, Javed et al. 2022).  

 

 

Figura 4 Diagramma a fiore che rappresenta i maggiori phyla batterici presenti nel microbiota del latte 

materno umano (Gonzalez et al., 2021).  
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L'origine delle popolazioni microbiche nel latte non è pienamente compresa ed è molto 

dibattuta. Tradizionalmente, si riteneva che il microbioma del latte fosse il risultato della 

contaminazione della pelle della madre durante la suzione del bambino e molti studi 

notano le somiglianze tra il microbioma della pelle dell'adulto e il microbioma del latte, in 

particolare tra i generi Staphylococcus e Corynebacterium (Pannaraj, P. et al.,2017 

Dimitriu, P.A. et al.,2019). Tuttavia, la scoperta di specie anaerobiche associate ad 

ambienti intestinali come gli archaea, che non sono in grado di esistere in ambienti 

aerobici, ha suscitato interesse per la complessità delle origini dei batteri nel latte materno 

(Togo, A. H. et al.,2019). Queste scoperte suggeriscono che i microrganismi vivi 

provenienti dall'intestino materno si spostano attraverso un percorso endogeno verso la 

ghiandola mammaria, grazie alla presenza di una via entero-mammaria (Figura 5). Questa 

traslocazione comporta complesse interazioni tra cellule epiteliali, cellule immunitarie e 

batteri (Rodríguez, J.M. et al., 2014). Le prove a sostegno della via entero-mammaria 

includono la presenza di comunità microbiche nel colostro raccolto prima della prima 

poppata (Damaceno, Q.S.; et al., 2017). 

 

Figura 5 La via enteromammaria: le cellule dendritiche (DC) intrappolano i batteri intestinali e li 

trasportano nella lamina propria e da lì ai linfonodi mesomerici dove possono rimanere diversi giorni. Una 

volta all'interno delle DC e/o dei macrofagi, i batteri intestinali possono diffondersi in altre sedi, come la 

ghiandola mammaria, poiché esiste una circolazionei linfocitaria all'interno del sistema linfoide associato 

alla mucosa. (Bergmann et al 2014). 
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Le variazioni del microbiota del latte possono essere attribuite a molti fattori come la dieta 

materna, la genetica, la salute, la modalità del parto, le differenze demografiche o 

ambientali (Li, S. et al., 2017). Sono state avviate diverse ricerche per valutare l'impatto di 

questi fattori sul microbioma del latte. In particolare, molti studi hanno evidenziato che il 

parto cesareo è associato a concentrazioni microbiche totali più elevate all'inizio della 

lattazione (giorni 1-16), con livelli significativamente più alti di Streptococcus spp. e 

significativamente più bassi di Bifidobacterium spp. rispetto al parto vaginale (Khodayar-

Pardo, P. et al., 2014). La composizione microbica del latte è stata associata a cambiamenti 

significativi in seguito alla modalità del parto e all'esposizione agli antibiotici intrapartum 

(Hermansson et al.2019). Gli effetti dell'antibioterapia sulla composizione del microbiota 

del latte hanno condotto al rilevamento di una quantità significativamente inferiore di 

Bifidobacterium e Lactobacillus spp. nei campioni di donne che avevano ricevuto 

antibioterapia durante la gravidanza e l'allattamento (Soto A. et al., 2014). In relazione alle 

pratiche di allattamento al seno, quello esclusivo è stato associato a comunità microbiche 

più sane nell'intestino del bambino (Ho et al., 2018), ma si ritiene che l'allattamento al seno 

predominante non differisca in maniera significativa all'allattamento al seno esclusivo 

(Bokulich et.al., 2016, Carvalho-Ramos et.al., 2018). Tuttavia, la sospensione del latte 

materno e l'introduzione di alimenti solidi, come azioni separate, hanno dimostrato di 

modificare la composizione microbica dell'intestino del lattante (Figura 6) (Bäckhed et al., 

2015, Koenig et al., 2011). 
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Figura 6 Fattori che influenzano il microbiota del latte materno. 

 

Il latte materno è la seconda fonte di microrganismi per il bambino, dopo il canale vaginale 

per quelli nati con parto naturale ed è stato stimato che i bambini allattati al seno assumano 

fino a 8×10
5
 batteri ogni giorno (Pannaraj P.S. et al., 2017). Esso svolge un ruolo 

fondamentale nell'inoculazione dei microrganismi nell'intestino del bambino dopo la 

nascita. Il riconoscimento del microbioma del latte umano come risorsa per la salute del 

neonato ha portato a numerose ricerche volte a chiarirne i meccanismi d'azione, che 

comprendono la produzione di composti antimicrobici, la prevenzione dell'adesione di 

batteri patogeni all'epitelio intestinale e il potenziamento della produzione di mucina 

intestinale (Olivares M. et al., 2006). Poiché sono stati accertati i benefici per la salute dei 

batteri presenti nel latte materno, l'isolamento di potenziali ceppi probiotici dal latte è stato 

al centro di varie ricerche (Jara S. et al., 2011) 

I probiotici provenienti da questa fonte dovrebbero soddisfare quasi tutti i requisiti chiave 

per lo status di Generally Regarded As Safe (GRAS) e potrebbero avere ampia diffusione 

di utilizzo (Rajoka et al. 2019). 
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Il microbiota del latte umano è composto da molte specie appartenenti ai generi di 

Bifidobacterium e Lactobacillus, come Bifidobacterium breve, Bifidobacterium bifidum, 

Bifidobacterium adolescentis, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus fermentum, 

Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus salivarius [Rajoka, 

M.S.R et al., 2017, Olivares M. et al., 2006, Belhadj, F.Z.B. et al.,2020). 

 

Limosilactobacillus fermentum 

Il Limosilactobacillus fermentum, precedentemente noto come Lactobacillus fermentum, è 

un batterio lattico che appartiene alla famiglia delle Lactobacillaceae, Gram-positivo, non 

sporigeno e anaerobio facoltativo. La sua forma è quella di un bastoncello corto, 

generalmente curvo o a forma di virgola, con una lunghezza di circa 1-3 μm e un diametro 

di 0,5-1,0 μm; può disporsi singolarmente o formare catenelle (Felis G. and Dellaglio F., 

2007). 

L. fermentum è stato inizialmente classificato nel genere Lactobacillus, ma nel 2020 è stato 

ridefinito come membro del nuovo genere Lactiplantibacillus, insieme ad altri batteri 

lattici della famiglia Lactobacillaceae. La revisione della tassonomia è stata basata su dati 

filogenetici, fenotipici e genomici (Zheng, J., et al., 2020). È un batterio eterofermentativo, 

il suo metabolismo può essere influenzato dalla presenza di ossigeno, pH e temperatura. 

Può utilizzare vari substrati, tra cui glucosio, fruttosio, saccarosio, lattosio e maltosio e 

produrre diversi metaboliti come acido lattico, acido acetico, etanolo e CO2. La produzione 

di acido lattico è importante poiché contribuisce alla conservazione degli alimenti e alla 

regolazione dell'equilibrio microbico dell'intestino e della vagina. L. fermentum è in grado 

di produrre diversi enzimi come proteasi, amilasi, lipasi e β-galattosidasi, che sono 

importanti per la sua capacità di utilizzare diverse fonti di nutrienti (Liu, G. X. et al., 

2011). 

L. fermentum ha diverse proprietà probiotiche, come la capacità di resistere al pH acido 

dello stomaco e di aderire alla mucosa intestinale migliorandone la salute e stimolando la 

crescita di batteri benefici nel microbiota residente che, di conseguenza, ne riduce 

l'infiammazione. Inoltre, può migliorare la regolarità intestinale e ridurre i sintomi della 

sindrome dell'intestino irritabile (IBS) (Cai H. et al 2019).  
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Può aiutare a prevenire e trattare le infezioni batteriche e fungine, ad esempio può inibire la 

crescita di Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e 

Candida glabrata (Ortiz L., 2014; Zangl I. 2023). Infine, può modulare il sistema 

immunitario, aumentando la produzione di anticorpi e migliorando la risposta immunitaria, 

ma anche la tolleranza agli allergeni (Mu, Q. et al., 2018; Isolauri, E. et al., 2021). L. 

fermentum è uno dei batteri lattici presenti anche nel microbiota vaginale, è in grado di 

produrre acido lattico, acidi organici e sostanze antibatteriche che possono impedire la 

crescita di microrganismi patogeni. Inoltre, modulando il microbiota vaginale influenza il 

sistema immunitario e favorisce, quindi, la prevenzione delle infezioni vaginali (Ravel, J., 

et al., 2011; Marcone, V. et al., 2016; Vitali, B. et a., 2016; Petrova, M. I. et al., 2015). 

Il Limosilactobacillus fermentum CECT5716 è un ceppo isolato dal latte umano che ha 

mostrato un effetto benefico sull’evoluzione della mastite, sulla riduzione delle infezioni 

gastrointestinali nei bambini e sulla modulazione della disbiosi intestinale (Rodríguez-

Sojo, M. J., et al., 2021). 

 

Lactiplantibacillus plantarum  

Il Lactiplantibacillus plantarum è un batterio lattico appartenente al genere Lactobacillus, 

bacillo gram-positivo, non mobile, non sporigeno, microaerofilo e mesofilo, può crescere a 

10-15°C, ma non sopravvive a 45°C. Le cellule sono di forma bastoncellare diritta con 

estremità arrotondate, 0,9-1,2 3,0-8,0 µm, presenti singolarmente, in coppia o in brevi 

catene (Felis G. and Dellaglio F., 2007). 

Inizialmente, è stato classificato nel genere Lactobacillus, ma nel 2020 è stato ridefinito 

come membro del nuovo genere Lactiplantibacillus, insieme ad altri batteri lattici della 

famiglia Lactobacillaceae (Zheng, J., et al., 2020).  

L. plantarum rientra nel gruppo dei lattobacilli eterofermentanti facoltativi; gli esosi sono 

convertiti quasi interamente in acido lattico attraverso la via di Embden-Meyerhof-Parnas, 

mentre i pentosi sono convertiti in acido lattico e acetico attraverso la via della 

fosfogluconato/fosfochetolasi per induzione della fosfochetolasi (Corsetti, A., et al., 2008).  

Ha un complesso sistema proteolitico per la degradazione dei peptidi ed ha la capacità di 

sintetizzare aminoacidi de novo. Questo lattobacillo si trova in molti habitat ricchi di 

nutrienti, quali i prodotti caseari, i vegetali e le piante, ma è stato rinvenuto anche nella 

cavità orale umana e nel tratto gastrointestinale (Molin G. et al., 1993).  
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La capacità di adattarsi a diverse condizioni ambientali deriva dall’ampiezza del suo 

genoma e dall’abbondante e ridondante patrimonio genico. Numerosi geni codificano per 

le proteine superficiali suggerendo che abbia capacità di legarsi a diverse superfici 

promuovendo aggregazione e adesione intercellulare (Kleerebezem M. et al., 2003). A tal 

proposito, infatti, per molti ceppi di L. plantarum è stata riscontrata la capacità di 

sopravvivere a pH acido ed ai sali biliari (De Vries M.C. et al., 2006). L. plantarum mostra 

un’adattabilità ecologica e metabolica ed è in grado di abitare una serie di nicchie 

ecologiche, tra cui il tratto gastrointestinale e vaginale dei mammiferi (Filannino et al., 

2018).  

I batteri lattici, come L. plantarum, presentano una elevata attività β-galattosidasica 

responsabile della scissione del lattosio a glucosio e galattosio. Infatti, diverse prove 

scientifiche confermerebbero la mitigazione della sintomatologia provocata 

dall'intolleranza al lattosio in seguito al consumo di yogurt e latte fermentato contenenti 

probiotici (Cebeci A. and Gürakan C., 2003; Staudacher H., 2015). Alcune patologie della 

pelle quali l’acne, la dermatite atopica e la psoriasi, rispondono positivamente all’utilizzo 

di ceppi potenzialmente probiotici come il L. plantarum (Abrahamsson T.R. et al., 2011). 

Inoltre, un recente studio ha dimostrato la sua potenzialità nell’attenuazione della 

pancreatite indotta da Coxsackievirus (Yu, X., et al., 2023). 

L’attività probiotica può essere esplicata anche tramite la produzione delle batteriocine, 

proteine o peptidi sintetizzati a livello ribosomiale, spesso cationici, anfifilici e 

permeabilizzanti di membrana, che inibiscono la crescita di altri batteri. Le batteriocine 

prodotte da L. plantarum sono comunemente indicate come plantaricine (Garcia-Gonzalez 

et al., 2022).  
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2 Scopo dello studio 

 

L’utilizzo dei probiotici è stato proposto, spesso con risultati incoraggianti, nel trattamento 

di numerose condizioni, patologiche e non. La funzione dei probiotici è quella di 

promuovere la proliferazione e l’equilibrio della composizione microbica che costituisce il 

fisiologico microbiota residente. Nonostante molti aspetti dell’azione dei probiotici siano 

ancora da chiarire, è ormai noto il loro 'effetto positivo sulla salute umana. Questo dipende, 

in prima istanza, dalla modulazione inibitoria della proliferazione di patogeni a livello del 

sito di azione. Questa attività viene espletata a vari livelli, tra cui la competizione per i siti 

di adesione alle cellule umane. La selezione di ceppi batterici con potenzialità probiotiche 

richiede la valutazione di importanti caratteristiche per determinarne l'efficacia. Poiché i 

target terapeutici possono essere molteplici, ad esempio le mucose gastriche, intestinali e 

vaginali, è necessario condurre una caratterizzazione iniziale di base dell'identità del ceppo 

e della tassonomia, seguita da una valutazione con saggi convalidati (Sanders M. E. et al 

2008). I benefici dei probiotici sono strettamente connessi all’abilità di permanere nei siti 

target dove esplicano i loro effetti positivi. Per tale ragione, la capacità di adesione e 

colonizzazione da parte dei microrganismi è un requisito fondamentale per valutarne le 

potenzialità probiotico-terapeutiche (Santarmaki V. et al 2017). 

Partendo da questi presupposti, l’obiettivo di questo progetto di dottorato è stato quello di 

isolare dal latte materno ceppi batterici che esplichino le loro potenzialità probiotiche sulla 

salute umana. Più in dettaglio, il programma sperimentale ha cercato di delineare le 

caratteristiche di sicurezza e funzionalità dei ceppi isolati dal latte materno, andando a 

valutarne le potenzialità probiotico-terapeutiche soprattutto a livello vaginale. Dopo avere 

validato la sensibilità agli antibiotici in accordo con i criteri dell’EFSA, i ceppi isolati dal 

latte materno sono stati identificati fenotipicamente e geneticamente. Successivamente, 

sono stati analizzati i criteri di funzionalità quali le proprietà chimico fisiche della 

superficie cellulare e la capacità di sopravvivere attraverso il tratto gastro intestinale per 

valutare l’opportunità della somministrazione per via orale. In conclusione, è stata saggiata 

l’attività probiotica considerando sia l’antagonismo nei confronti dei patogeni in vitro su 

linee cellulari vaginali VK2 E6/E7, che la capacità di prevenire e disgregare il biofilm e di 

favorire il wound healing dell’epitelio vaginale.   
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3 Materiali e metodi 

 

3.1 Popolazione in studio 

 

I campioni di latte umano sono stati raccolti da puerpere volontarie che hanno aderito 

spontaneamente donando il proprio latte collezionati in due tempi distinti. 

Il primo campionamento è stato effettuato entro 10 giorni dal parto (T0) il secondo dopo 

l’inizio dell’alimentazione complementare (T1).  

Lo studio è stato effettuato su campioni di latte materno (2 mL circa) donato da 51 

volontarie in apparente buona salute (ABS) che non avevano assunto antibiotici nel recente 

passato ed anamnesticamente negative per patologie infettive, infiammatorie, autoimmuni 

o metaboliche. Sono state valutate le seguenti variabili: tipo di parto vaginale o cesareo, 

indice di massa corporea, alterazioni cutanee del seno, come allergie o dermatiti, uso di 

antibiotici, età e numero di gravidanze pregresse. 

 

3.2 Tecniche di isolamento dei microrganismi 

I campioni raccolti in provette sterili, tramite estrattore di latte automatico previamente 

sterilizzato o manualmente previa detersione delle mani e del seno con acqua e sapone 

neutro, sono stati trasportati in laboratorio in borsa isotermica a 4°C e sottoposti ad analisi 

microbiologica entro 8 ore dal prelievo. Una porzione del campione è stata conservata a -

80°C per eventuali analisi molecolari. Per valutarne la composizione microbica, diluizioni 

seriali dei campioni freschi sono state seminate direttamente sui seguenti terreni colturali 

agarizzati secondo differenti condizioni di crescita:  

- Man Rogosa and Sharpe (MRS). Semina in inclusione per creare 

microaerofilia/anaerobiosi. Incubazione a 37°C per 24-48 ore per la ricerca di 

Lactobacillus spp; 

- Bifidobacteria Selective Medium (BSM) Semina in inclusione per creare 

microaerofilia/anaerobiosi. Incubazione a 37°C per 24-48 ore per la ricerca di 

Bifidobacterium spp; 

- M17 Semina in inclusione per creare microaerofilia. Incubazione a 37°C per 24-48 

ore per la ricerca di Lactococcus spp. 
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Identificazione microscopica 

In seguito all’isolamento su terreni differenziali, le colonie microbiche sono state 

sottoposte alla colorazione di Gram e quindi differenziati in batteri Gram positivi e 

negativi. 

 

Saggio della Catalasi 

Le colonie batteriche sono state sottoposte al saggio della catalasi per verificare la presenza 

di questo enzima che catalizza la seguente reazione: 2 H2O2 → O2 + 2 H2O; quindi, 

suddivisi in Catalasi positivi e negativi 

 

Produzione di metaboliti acidi 

Le colonie selezionate sono state isolate su terreni selettivi e differenziali con aggiunta 

dell’indicatore verde di Bromocresolo per valutare la produzione di metaboliti acidi tramite 

viraggio del colorante (range da pH 6 blu a pH 3.5 giallo) (Jackson, M. S. et al.,2002).  

 

3.3 Profili di suscettibilità agli antibiotici 

I microrganismi isolati dal latte sono stati sottoposti a uno screening per valutarne i profili 

di suscettibilità agli antibiotici selezionati sulla base del documento dell’Autorità Europea 

per la Sicurezza Alimentare (EFSA, 2012).  

La sensibilità agli antibiotici in vitro è stata saggiata mediante antibiogramma eseguito con 

il metodo Kirby Bauer.  I microrganismi da testare vengono portati a una concentrazione 

pari allo 0.5 McFarland (Biomerieux, France), che corrisponde a una concentrazione 

batterica di circa 1.5x10
8
 UFC/mL).  

Con un tampone sterile si procede a inoculare il batterio omogeneamente su tutta la 

superficie della piastra contenente Terreno agarizzato Isosensitest+MRS al 10%. Sulle 

piastre sono posti, in maniera equidistante, i dischetti di 6 mm contenenti gli antibiotici da 

testare (Tabella 3) (Biemer, J. J. (1973).  
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Tabella 3 Pannello di antibiotici usati per verificare la suscettibilità dei microrganismi potenzialmente 

probiotici. 

Antibiotico Concentrazione 

Vancomicina  (30 µg) 

Gentamicina  (10 µg) 

Eritromicina  (15 µg) 

Cloramfenicolo (30 µg) 

Amoxicillina (30 µg) 

Tetraciclina (30 µg) 

Streptomicina (10 µg) 

Clindamicina (10 µg) 

Kanamicina (30 µg) 

 

Dopo incubazione a 37°C in microaerofilia, viene valutato l’alone di inibizione dovuto alle 

sostanze antimicrobiche che diffondono nell’agar inibendo la crescita del microrganismo. 

L’esperimento è stato replicato tre volte e il diametro di inibizione è stato valutato come la 

media delle tre misurazioni. 

 

3.4 Antagonismo nei confronti dei microrganismi patogeni  

Per ognuno dei ceppi microbici isolati è stata valutata l’attività antimicrobica in vitro nei 

confronti di patogeni di vario interesse clinico e collegati alle disbiosi non solo enteriche, 

ma anche cutanee e vaginali (Staphylococcus aureus ATCC BAA1680, Gardnerella 

vaginalis DSM4944, Enterococcus faecalis ATCC2912, Salmonella enterica ATCC14028, 

Escherichia coli ATCC1576, Candida albicans DSM1386 e Candida albicans C3 (isolato 

clinico vaginale della ceppoteca del Laboratorio di Microbiologia Clinica dell’Università 

del Molise) .  

L’attività antimicrobica è stata saggiata mediante il metodo dell’agar spot in accordo con 

Hockett, K. L., et al., (2017) con alcune modifiche. Piastre di MRS agar (10 mL) sono 

state inoculate con 2𝜇L di coltura overnight di ciascun ceppo isolato dal latte materno alla 

concentrazione finale di 1.5x10
6
 UFC/mL A seguito dell’assorbimento della brodocoltura 

batterica nell’agar, si è proceduto all’incubazione in anaerobiosi a 37°C in giare contenenti 

gaspack (AnaeroGen, Oxoid, UK).  
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In seguito allo sviluppo delle colonie, le piastre sono state ricoperte con 10 mL di agar 

molle (0,8% (w/v) agar) contenente l'1% (v/v) di una coltura attiva overnight dei ceppi 

patogeni alla concentrazione finale di 1.5x10
6
 UFC/mL e incubate a 37°C. Dopo 24 ore di 

incubazione è stata effettuata la misurazione dell’alone di inibizione della crescita dei 

patogeni intorno alle colonie dei ceppi con potenziale attività antimicrobica. Le zone di 

inibizione superiori a 20 mm, da 10 a 20 mm e inferiori a 10 mm sono state considerate 

rispettivamente come inibizioni forti, intermedie e basse. Il test è stato eseguito tre volte e 

ciascuna condizione in triplicato. 

 

3.5 Caratterizzazione preliminare delle sostanze antimicrobiche  

I ceppi potenzialmente probiotici sono stati sottoposti a una valutazione preliminare per la 

caratterizzazione di eventuali sostanze antimicrobiche prodotte in accordo con il protocollo 

di Shokryazdan P. et al., 2014 con alcune modifiche. In particolare, è stata valutata la 

produzione di metaboliti secondari (proteine, perossido di idrogeno e acidi organici) con 

attività antimicrobica rilasciate nel brodo di coltura. 

I ceppi sono stati cresciuti in 25 mL di MRS a 37°C overnight, un’aliquota di terreno non 

inoculato (MRS) è stata utilizzata come controllo negativo (TQ). 

Le brodocolture sono state centrifugate a 8000g per 20 minuti a 4°C ed i surnatanti privi di 

cellule batteriche (CFS)  sono stati filtrati con filtro 22 µm e aliquotati in 6 provette, 

ciascuna sottoposta a diversi trattamenti: Trypsina (TRY) (1mg/mL) e incubate per 2 ore a 

37°C per valutare se la sostanza antimicrobica possa essere una proteina; Lisozima (LYS) 

(1mg/mL) e incubate per 2 ore a 37°C per valutare se la sostanza antimicrobica possa 

essere una proteina; Heat treated (HT) trattati a 100°C per 5 minuti per valutare se la 

sostanza antimicrobica possa essere una proteina termosensibile; Catalasi (CAT) 

(0.5mg/mL) e incubate per 2 ore a 37°C per valutare se l’attività antimicrobica possa 

essere ascritta alla produzione di perossido di idrogeno; neutralizzazione con NaOH 1N per 

valutare se la sostanza antimicrobica possa essere un acido organico. Il pellet restante è 

stato diluito allo 0.5 McFarland (1.5x10
8
 UFC/mL).  
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Per ogni ceppo potenzialmente probiotico è stata allestita una piastra di agar germe 

contenente 1.5x10
5
 UFC/mL di C.albicans C3 e G.vaginalis DSM 4944 alla quale sono 

stati asetticamente praticati fori (6 mm Ø). In ogni pozzetto dell’agar germe sono stati 

dispensati rispettivamente 100 µL di ogni CFS trattato, di CFS non trattato e di pellet alla 

concentrazione finale di 1.5x10
5
 UFC/mL, e di MRS broth come controllo negativo. 

 

3.6 Attività antibiofilm 

Sono stati indagati gli effetti del CFS derivato dalle colture dei ceppi isolati dal latte 

materno sulla inibizione della formazione e sulla disgregazione del biofilm di G. vaginalis 

DSM4944 e C.albicans C3 isolato clinico secondo il metodo di Qian, Z et al., 2021 con 

lievi modifiche.  

Un'aliquota di 100 µL di CFS di ciascun ceppo potenzialmente probiotico è stata aggiunta 

a 100 µL di brodo BHI contenente 1.5x10
6
 UFC/mL di ciascun patogeni. Un volume di 

200 µL di ciascun campione è stato quindi trasferito in una piastra per microtitolazione a 

96 pozzetti e l'incubazione a 37°C per 48 ore microaerofilia. Il terreno di coltura è stato poi 

scartato e la piastra è stata lavata due volte con 200 μL di PBS per rimuovere le cellule 

planctoniche. Le cellule sessili sono state colorate con 200 μL di cristalvioletto al 0,2% 

(w/v) per 15 minuti e risciacquate due volte con PBS per rimuovere il colorante in eccesso. 

Il colorante è stato solubilizzato con 200 μL di alcol etilico e la quantità di biofilm è stata 

quantificata misurando l’assorbanza OD570 (BioTek, Winooski, VT, USA).  

La valutazione degli effetti del CFS sul biofilm maturo dei due patogeni vaginali è stata 

eseguita aliquotando 200 µL di brodo BHI contenente 1.5x10
6
 UFC/mL di ognuno dei due 

patogeni ed è stata incubata a 37 °C per 48 ore. Il surnatante è stato rimosso e sono stati 

effettuati due lavaggi con 200 μL PBS. Il CFS dei ceppi potenzialmente probiotici (200 

μL) è stato quindi aggiunto a ciascun pozzetto prima dell'incubazione a 37 °C per 24 ore.  

Per entrambi gli esperimenti sono stati allestiti il controllo di crescita privo di CFS e un 

controllo negativo (solo BHI). La riduzione della formazione del biofilm è stata 

determinata per via spettrofotometrica (OD570). Per ogni campione sono state preparate 

cinque repliche e l'esperimento è stato eseguito in triplicato. 
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3.7 Proprietà chimico-fisiche della superficie cellulare batterica 

Lo screening preliminare di ceppi potenzialmente probiotici ha richiesto la valutazione in 

vitro delle caratteristiche fisiche e chimiche della superficie delle cellule microbiche come 

l'idrofobicità (MATH) e l'auto-aggregazione (Botes et al., 2008) (Duary et al., 2011). 

L'adesione microbica agli idrocarburi (MATH), come l'esadecano, l'ottano, lo xilene o il 

toluene, e altri ligandi idrofobici è indice dell'idrofobicità della superficie cellulare 

microbica (Marin et al., 1997). 

 

Idrofobicità 

La determinazione dell'idrofobicità della superficie cellulare è stata valutata mediante il 

saggio di adesione microbica agli idrocarburi (MATH) secondo la procedura descritta da 

Collado et al., 2008 con le opportune modifiche. Sono stati adoperati xilene e toluene per 

stimare simultaneamente l'idrofobicità e le proprietà elettron-accettore e donatore delle 

membrane batteriche. I ceppi isolati dal latte materno sono stati coltivati per una notte a 37 

°C in brodo MRS. Le colture sono state centrifugate (8000 rpm per 10 min. a 4°C), sono 

state lavate due volte e risospese in una soluzione fisiologica fino a una densità ottica di 

circa 0,5 (OD580). Gli idrocarburi di prova (xilene e toluene) sono stati aggiunti alle 

provette contenenti le cellule microbiche. Le provette sono state agitate per 5 minuti e 

lasciate a riposo per 60 minuti per la separazione delle due fasi ed è stata misurata l’OD580 

della fase acquosa (Bio-spectrometer basic, Eppendorf, Italia). L'idrofobicità è stata 

espressa come la riduzione percentuale della densità ottica della sospensione batterica 

dovuta alla ripartizione delle cellule nello strato idrocarburico nel tempo (30 e 90 minuti). 

L’affinità agli idrocarburi (idrofobicità) è stata calcolata con l'Equazione 1: 

 

𝐼𝑑𝑟𝑜𝑓𝑜𝑏𝑖𝑐𝑖𝑡à% =
(𝑂𝐷580  𝑇0 − 𝑂𝐷580  𝑇 30,90 )

𝑂𝐷580  𝑇0
× 100 

Equazione 1 Idrofobicità percentuale. OD580 T0: assorbanza iniziale. OD580 T (30,90) assorbanza dopo 30 e 90 

minuti. 
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Auto-aggregazione 

Il saggio di auto-aggregazione è stato eseguito come descritto da Collado et al. 2008 

preparando le sospensioni batteriche come descritto sopra e incubandole a 37 °C. Le 

sospensioni batteriche sono state titolate allo 0.5 McFarland e incubate a 37°C. La capacità 

di auto-aggregazione è stata rilevata dopo 2, 5 e 24 ore tramite l’OD580 della fase acquosa 

(Bio-spectrometer basic, Eppendorf, Italia). La percentuale di auto-aggregazione è stata 

calcolata con l’eEquazione 2:  

 

𝐴𝑢𝑡𝑜 − 𝑎𝑔𝑔𝑟𝑒𝑔𝑎𝑧𝑖𝑜𝑛𝑒% = 1 −  
𝑂𝐷580  𝑇 2,5,24 

𝑂𝐷580  𝑇0
 × 100 

Equazione 2 Auto-aggregazione percentuale. OD580 T0: assorbanza iniziale e OD580 T (2,5,24) assorbanza dopo 

2, 5 e 24 ore. 

 

Formazione biofilm 

La valutazione della produzione di biofilm è stata effettuata come descritto da Stepanovic 

et al. 2020 con alcune modifiche necessarie per la crescita dei microrganismi in vitro. In 

ogni pozzetto sono stati aliquotati 200 µL di brodo MRS contenente 1.5x10
5
 UFC/mL di 

ogni ceppo isolato dal latte materno e dopo 4 giorni di incubazione a 37°C le piastre sono 

state lavate con PBS, fissate con 200 µL di metanolo al 99 % per 15 minuti e poi colorate 

con 200 µL di cristalvioletto al 2% per 5 minuti. La piastra è stata sciacquata sotto acqua 

corrente e il colorante solubilizzato con 160 μL di acido acetico glaciale 33% (v/v) e 

misurata l’OD570 (Bio-spectrometer basic, Eppendorf, Italia). Sono stati definiti dei cut-

off necessari per la classificazione dei microrganismi (Tabella 4). 

 

Tabella 4 Produzione di biofilm dove OD è l'assorbanza del campione e ODc del controllo (terreno non 

inoculato). 

Produzione di biofilm OD570 

Assente OD ≤ ODc 

Debole ODc < OD ≤ (2xODc) 

Moderato (2XODc) < OD ≤ (4xODc) 

Forte 4xODc < OD 
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3.8 Sopravvivenza al transito nel tratto gastrointestinale (GIT) 

 

Una delle caratteristiche peculiari per la selezione di ceppi potenzialmente probiotici è la 

capacità di sopravvivere alle condizioni di stress nel tratto gastro-intestinale (GIT). Questa 

peculiarità è indispensabile non solo per i probiotici che hanno come target l’intestino, ma 

per tutti quei microrganismi che verranno assunti per via orale. Per tale ragione è stato 

messo a punto un modello multicompartimentale in vitro che simula le condizioni fisico-

chimiche del GIT umano.  

Sono state analizzate tre colture indipendenti di ciascun batterio, seguendo il protocollo 

descritto da Vergalito et al., 2020 con alcune modifiche.  

I microrganismi isolati dal latte materno sono stati coltivati overnight a 37 °C in brodo 

MRS. Le brodocolture (150 mL) sono state centrifugate a 8000 rpm per 10 minuti a 4°C 

(Centrifuga 5415 R; Eppendorf, Amburgo, Germania) e il pellet è stato risospeso nello 

stesso volume di soluzione salina.  

Un millilitro di ciascun ceppo è stato prelevato per eseguire la conta microbica su MRS 

agar (Oxoid, Ltd. Hampshire, UK) a 37°C per 72 ore in condizioni anaerobiche 

(AnaeroGen, Oxoid Ltd., Hampshire, UK).  

Per simulare lo stress da masticazione nel tratto orale la diluizione in vivo della saliva, sono 

stati aggiunti 33 mL di una soluzione elettrolitica sterile (NaCl 6,2 g/L, KCl 2,2 g/L, CaCl2 

0,22 g/L e NaHCO3 1,2 g/L) con lisozima (Sigma-Aldrich) a una concentrazione finale 

dello 0,01%. Dopo una incubazione di 2 minuti a 37 °C è stata eseguita nuovamente la 

conta microbica. 

Per simulare l'ambiente gastrico, alla sospensione cellulare sono stati aggiunti 20 mL di 

soluzione elettrolitica contenente lo 0,3% di pepsina (concentrazione finale) (Sigma-

Aldrich) a pH 2,5 e incubata a 37 °C. Aliquote della sospensione sono state raccolte dopo 

30 minuti (per mimare un transito a stomaco vuoto) e dopo 90 minuti di incubazione (per 

mimare il transito in uno stomaco pieno) e utilizzate per la conta microbica eseguita come 

descritto sopra.  
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Per simulare il transito intestinale, l'ossigeno è stato sostituito dall'azoto per ottenere 

un'atmosfera anaerobica e il pH è stato regolato a 5,0 con una soluzione satura di 

bicarbonato di sodio (8 g di bicarbonato di sodio in 100 mL di acqua distillata, sterilizzata 

a 121 °C per 15 minuti).Sono stati aggiunti 8.25 mL di una soluzione elettrolitica sterile 

contenente lo 0,45% di estratto di bile suina e lo 0,1% di pancreatina (concentrazione 

finale, entrambi da Sigma-Aldrich). Il pH è stato quindi regolato a 6,3 e aumentato 

lentamente a 7,5 fino alla fine del test. Dopo 4 ore, sono state raccolte aliquote di ciascun 

ceppo per la conta microbica, effettuata come descritto in precedenza.  

 

3.9 Identificazione fenotipica  

Lo studio del metabolismo dei carboidrati è stato condotto con l’ausilio del test API 50 

CHL (Biomerieux, France), un sistema standardizzato basato su 50 test biochimici (Tabella 

5) che ha consentito lo studio del metabolismo di diversi carboidrati da parte dei 

microrganismi. 
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Tabella 5 Lista dei test della galleria API50CHL. 

Provetta Test Principi attivi Quantità (mg/cup) 

0 
 

Controllo - 
1 GLY Glicerolo 1,640 
2 ERY Eritrolo 1,440 
3 DARA D-Arabinosio 1,400 
4 LARA L- Arabinosio 1,400 
5 RIB D-Ribosio 1,400 
6 DXYL D-Xilosio 1,400 
7 LXYL L-Xilosio 1,400 
8 ADO D-Adonitolo 1,360 
9 MDX Metil-βD-Xilopiranoside 1,280 
10 GAL D-Galattosio 1,400 
11 GLU D-Glucosio 1,560 
12 FRU D-Fruttosio 1,400 
13 MNE D- Mannosio 1,400 
14 SBE L-Sorbosio 1,400 
15 RHA L-Ramnosio 1,360 
16 DUL Dulcitolo 1,360 
17 INO Inositolo 1,400 
18 MAN D- Mannitolo 1,360 
19 SOR D-Sorbitolo 1,360 
20 MDM Metil-αD-Mannopiranoside 1,280 
21 MDG Metil-αD-Glucopiranoside 1,280 
22 NAG N-Acetil Glucosammina 1,280 
23 AMY Amigdalina 1,080 
24 ARB Arbutina 1,080 

25 ESC Esculina 1,160 
Citrato ferrico 0.152 

26 SAL Salicina 1,040 
27 CEL D-Celiiobiosio 1,320 
28 MAL D- Maltosio 1,400 
29 LAC d-Lattosio (origine bovina) 1,400 
30 MEL D- Melbioso 1,320 
31 SAC D-Saccarosio 1,320 
32 1RE N-Trealosio 1,320 
33 INU lnulina 1,280 
34 MLZ D-Melezitosio 1,320 
35 RAF D-Raffinosio 1,560 
36 AMD Amido 1,280 
37 GLYG Glicogeno 1,280 
38 XLT Xilitolo 1,400 
39 GEN Gentiobiosio 0,500 
40 TUR D-Turanosio 1,320 
41 LYX D-Lixosio 1,400 
42 TAO N-Tagatosio 1,400 
43 DFUC D-Fucosio 1,280 
44 LFUC L-Fucosio 1,280 
45 DARI D-Arabitolo 1,400 
46 LARI L-Arabitolo 1,400 
47 GGNT Guconato di potassio 1,840 
48 2KG 2-chetoGluoconato di potassio 2,120 
49 SKG 5-chetoGluoconato di potassio 1,800 
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I microrganismi isolati, incubati precedentemente in MRS Broth a 37°C overnight, sono 

stati centrifugati a 8000 rpm per 10 min e poi risospesi in API 50 CHL Medium e API 

Suspension Medium. La sospensione è stata inoculata nelle microprovette numerate delle 

“gallerie”. In ogni microprovetta è contenuta una diversa sostanza (Tab. 7) e un indicatore 

di pH che vira quando, durante l'incubazione, il catabolismo dei glucidi produce acidi 

organici (API 50 CH). Le gallerie sono state incubate a 37 °C per 48 ore. 

I risultati di tutti i test sono stati registrati sulla scheda apposita come positivi (+) se c’è 

stato viraggio, negativi (-) se non c’è stato viraggio, dubbi (?) se la situazione non è chiara.  

Il profilo biochimico così ottenuto può essere identificato, a partire da un database, tramite 

il software di identificazione apiweb
TM

. 

 

3.10 Identificazione molecolare  

Estrazione del DNA   

Dalle colture batteriche, isolate dal latte materno, è stato estratto il DNA tramite il 

Genomic DNA Extraction Kit (Blood/Bacteria/Cultured Cells) (RBCBioscience, Taiwan).  

La coltura batterica (<10
9 

UFC/mL), precedentemente coltivata in MRS Broth a 37°C 

overnight, è stata centrifugata per 1 minuto a 13.000 rpm eliminando il surnatante. Il pellet 

è stato risospeso in 200 μL di Lysozyme Buffer e incubato a temperatura ambiente per 10 

minuti invertendo il tubo ogni 2-3 minuti. Sono stati aggiunti 200 μL di GB Buffer e si è 

vortexato per 5 minuti. Dopo 10 minuti di incubazione a 70°C sono stati aggiunti 200 μL 

di etanolo al 96% e vortexato per 10 secondi. Il campione è stato aliquotato in una 

colonnina di estrazione posizionata su un tubo di raccolta da 2 mL e centrifugato a 13.000 

rpm per 2 minuti. Sono stati aggiunti 400 μL di W1 Buffer nella colonnina e si è 

centrifugato a 13.000 rpm per 30 secondi. Dopo rimozione dell’eluato, sono stati aggiunti 

600 μL di Wash Buffer centrifugando a 13.000 rpm per 30 secondi. Infine, sono stati 

aggiunti 50 μL di Elution Buffer precedentemente riscaldato a 70°C, incubato a 

temperatura ambiente per due minuti e centrifugato a 13.000 rpm per 30 secondi per eluire 

il DNA purificato. 

Per accertare il grado di purezza e la concentrazione dei campioni di DNA 

precedentemente estratto, è stato utilizzato uno spettrofotometro NanoDrop 2000 Thermo 

Scientific™ (Massachusetts, USA) ad ampio spettro (UV-Visibile). 
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Amplificazione del DNA  

Per discriminare i microrganismi microscopicamente ascrivibili al genere Lactobacillus, è 

stato adoperato un protocollo di identificazione molecolare per la tipizzazione di undici 

specie di Lactobacillus spp. (Song, Y. L et a., 2000). 

La metodica ha previsto una successione di multiplex PCR consecutive con primer 

specifici per gruppo e specie derivati dalla regione intergenica 16S-23S rRNA e dal 23S 

rRNA. La prima (denominata multiplex PCR-G) raggruppa le 11 specie in 4 gruppi. In 

seguito, per ogni gruppo, sono state effettuate ulteriori PCR necessarie alla corretta 

identificazione della specie mediante quattro saggi di PCR multiplex (denominati 

multiplex PCR II-1, multiplex PCR II-2, multiplex PCR III e multiplex PCR IV) (Figura 

7). Come controlli positivi per l’identificazione dei ceppi isolati dal latte materno sono stati 

utilizzati Lactobacillus fermentum ATCC 23271 e Lactobacillus plantarum ATCC 14917. 

 

 

 

Figura 7 Rappresentazione schematica protocollo di identificazione molecolare (Song et al. 2002).  
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Elettroforesi degli acidi nucleici 

Gli amplificati sono stati visualizzati su gel al 1.5% (p/v) di agarosio in tampone TAE 1X 

(Tris Acetato EDTA) addizionato con GELRED (Sigma Aldrich) alla concentrazione di 

0.8g/ml. 

Per ogni campione e per il controllo positivo e negativo sono stati caricati, in ogni 

pozzetto, 10 µL di prodotto di amplificazione. 

È stato adoperato un marcatore di peso molecolare 50 bp DNA Ladder (Dye Plus) (Takara 

BIO INC., Japan). 

La migrazione elettroforetica è stata effettuata con un’intensità di corrente costante di 

120V e 70mA per un tempo di 30 minuti circa in presenza di un tampone di corsa TAE 1X. 

Trascorso il tempo della migrazione elettroforetica, il gel è stato osservato e fotografato 

tramite un transilluminatore integrato MoonLight (Diatech Lab Line, Italia), uno strumento 

che espone il gel alla luce U.V. e permette l’acquisizione digitale dell’immagine. 

 

3.11 Saggio di vitalità cellulare (MTT) 

Per valutare la potenzialità probiotico-terapeutica dei ceppi isolati, è stata selezionata la 

linea cellulare VK2/E6E7 cellule epiteliali isolate da mucosa vaginale donate dalla Prof.ssa 

Katia Mangano (Università di Catania). 

Prima di valutare l’adesione alle linee cellulari, è stato verificato se i ceppi influenzassero 

la vitalità della linea cellulare tramite un saggio che si basa sulla riduzione enzimatica del 

3-(4,5-dimetiltiazolo-2-il)-2,5-difeniltetrazolio bromuro (MTT) a MTT-formazano che è 

catalizzata dalla succinato deidrogenasi mitocondriale. Pertanto, il saggio MTT dipende 

dalla respirazione mitocondriale e serve indirettamente a valutare la capacità energetica e 

quindi la vitalità di una cellula (Chacon, E. et al., 1997). 

La linea cellulare è stata seminata nelle piastre da 96 pozzetti ad una concentrazione di 

6×10
3
 cellule per pozzetto ed è stata incubata per 24 ore a 37°C in presenza del 5% CO2 in 

terreno Keratinocyte Growth Medium (KGM) (Thermo Fisher). 

Successivamente, le cellule sono state trattate con i ceppi potenzialmente probiotici sia 

vitali a una concentrazione di 1x10
5
 UFC/mL sia tindalizzati a una concentrazione di 1x10

5
 

UFC/mL trattati per 60 minuti a 80 °C sia con i rispettivi CFS. L.rhamnosus GG è stato 

utilizzato come controllo positivo. 
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È stato utilizzato come controllo negativo il brodo MRS, terreno di coltura utilizzato per 

produrre i CFS. 

Dopo una prima incubazione overnight a 37°C, in ogni pozzetto sono stati aggiunti 10μL 

di MTT (5 mg/ml). Le piastre sono state nuovamente incubate per due ore fino al viraggio 

osservabile ad occhio nudo da giallo a viola, dovuto alla riduzione, da parte degli enzimi 

mitocondriali, del MTT a formazano. Una volta aspirato il surnatante, in ogni pozzetto 

sono stati aggiunti 100μl di DiMetilSolfOssido (DMSO) per solubilizzare i cristalli di 

formazano e le piastre sono state incubate al buio e in agitazione per 10 minuti. 

Infine, l’assorbanza di ogni pozzetto è stata letta mediante l’utilizzo dello spettrofotometro 

alla lunghezza d’onda di 580 nm.  

Per ogni condizione sono stati allestiti tre replicati e la vitalità relativa delle cellule è stata 

espressa in percentuale rispetto alle cellule di controllo non trattate (. López-García, J., et 

al.,2014). 

 

3.12 Adesione alla linea cellulare VK2/E6E7 

Il saggio di adesione dei ceppi potenzialmente probiotici alla linea cellulare epiteliale 

vaginale (VK2/E6E7) è stato condotto con un metodo precedentemente messo a punto e 

pubblicato dal nostro laboratorio (Venditti et al., 2021). 

In sintesi, i ceppi cresciuti overnight a 37°C in brodo MRS sono stati centrifugati a 8000 

rpm per 10 minuti e risospesi in soluzione fisiologica fino ad ottenere una torbidità pari 

allo 0.5 McFarland (1,5x10
8 

UFC/mL). Sono state effettuate opportune diluizioni decimali 

per ottenere le concentrazioni da inoculare per il saggio di adesione: 1,5x10
5 

UFC/mL, 

1,5x10
6 

UFC/mL e 1,5x10
7 

UFC/mL. L.rhamnosus GG è stato utilizzato come controllo 

positivo ed è stata valutata anche la capacità di adesione dei due patogeni G.vaginalis 

DSM4944 e C.albicans C3 isolato vaginale. Le colture cellulari di VK2 E6/E7 sono state 

aliquotate in piastre a 6 pozzetti e incubate a 37°C per 24 ore al 5% di CO2 in KGM, 

rispettivamente, supplementato con antibiotico fino al raggiungimento della giusta 

confluenza con una concentrazione di 2x10
5
 cellule/mL. La percentuale di confluenza delle 

cellule è stata valutata tramite microscopio ottico a contrasto di fase (ZEISS Axiophot) ad 

ingrandimento 40x. Raggiunto l’85% di confluenza, il mezzo colturale è stato rimosso e i 

singoli pozzetti sono stati lavati con PBS a pH 7,4 allo scopo di allontanare residui di 

antibiotico.  
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In ogni pozzetto sono stati distribuiti 2 mL di sospensione batterica precedentemente 

allestita in KGM senza antibiotico e ogni piastra è stata incubata a 37°C per 2 ore al 5% di 

CO2 per poter valutare l’adesione dei batteri saggiati. Al termine dell’incubazione il 

surnatante è stato rimosso e ciascun pozzetto è stato lavato due volte con PBS a pH 7,4 allo 

scopo di eliminare le cellule batteriche non aderenti. Per favorire il distacco delle cellule 

dal fondo della piastra sono stati aggiunti 200 μL di Tripsina EDTA allo 0.05% per 5 

minuti a temperatura ambiente, la reazione è stata bloccata aggiungendo 800 μL di DMEM 

ghiacciato. Per evidenziare l’avvenuta adesione è stato prelevato 1 mL da ciascun pozzetto 

e seminato su MRS Agar per la conta batterica, utilizzata come parametro per determinare 

la percentuale di adesione. Ogni condizione del saggio di adesione è stata effettuata in 

triplo. La percentuale di adesione, come da letteratura (Schillinger U. et al., 2005) è stata 

espressa con l’Equazione 3:  

Equazione 3 Adesione percentuale dove UFC/mL (120) rappresenta il numero di Unità Formanti Colonie 

dopo due ore di contatto con le cellule e UFC/mL (0) rappresenta il numero di Unità Formanti Colonie a 

tempo zero (inoculo). 

 

L’ analisi statistica è stata eseguita utilizzando un software commerciale (GraphPad Prism 

versione 5.00 per Windows, GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA). È stato 

impiegato il test ANOVA a una via per comparare, nella stessa linea cellulare, la varianza 

dell’adesione dei diversi inoculi. Il livello di significatività statistica è stato fissato a p 

<0,05. 

 

3.13 Attività antimicrobica su VK2 E6/E7 

Per valutare l’antagonismo nei confronti di microrganismi patogeni è stato messo a punto 

un modello in vitro in presenza di due patogeni ricorrenti in caso di disbiosi vaginale quali 

G. vaginalis e C. albicans sulla linea cellulare VK2 E6/E7. In accordo con il protocollo 

proposto da He, Y., et al.,2020, con qualche modifica, ha previsto la valutazione 

dell’effetto inibitorio dei ceppi potenzialmente probiotici sull’adesione dei patogeni alla 

linea cellulare, sia mimando lo spiazzamento di un patogeno già adeso che valutando la 

competizione per i siti di adesione tramite co-incubazione. 
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La coltura cellulare VK2 E6/E7 è stata aliquotata in piastre a 6 pozzetti e incubata a 37°C 

per 24 ore al 5% di CO2 in KGM con antibiotico fino al raggiungimento di una confluenza 

pari all’85%. Il mezzo colturale è stato rimosso e i singoli pozzetti sono stati lavati con 

PBS a pH 7,4 allo scopo di allontanare residui di antibiotico. 

1. Esperimento di pre-infezione con i patogeni (spiazzamento): le cellule sono state 

inoculate con 1 mL delle sospensioni patogene a una concentrazione di 2x10
5
 

UFC/mL (la carica batterica iniziale è stata determinata mediante conta su piastre di 

Rose Bengala Agar con cloramfenicolo per la conta di C.albicans C3 e su 

Gardnerella Vaginalis Agar per la conta di G.vaginalis DSM4944). Le cellule sono 

state quindi incubate a 37°C 5% di CO2 per 1 ora. I patogeni non aderenti sono stati 

rimossi mediante tre lavaggi con PBS sterile. Ogni ceppo potenzialmente 

probiotico (1 mL) è stato aggiunto al pozzetto del gruppo sperimentale. Le cellule 

sono state quindi coltivate a 37°C %% CO2 per un'altra ora. 

2. Nell’esperimento di co-infezione (competizione) le cellule sono state inoculate con 

una sospensione mix contenente 1 mL di patogeni (2x10
5
 UFC/mL) e 1 mL dei 

ceppi potenzialmente probiotici (2x10
5
 UFC/mL). Le cellule sono state quindi 

coltivate a 37°C 5% CO2 al per un'altra ora. La carica batterica iniziale è stata 

determinata mediante conta su piastre di Rose Bengala Agar con cloramfenicolo 

per la conta di C.albicans C3 e su Gardnerella Vaginalis Agar per la conta di 

G.vaginalis DSM4944. 

3. Esperimento di pretrattamento con i lattobacilli (esclusione): le cellule sono state 

inoculate con 1 mL delle sospensioni dei ceppi potenzialmente probiotici a una 

concentrazione di (2x10
5
 UFC/mL) e quindi incubate a 37°C 5% CO2 per 1 ora. I 

microrganismi non adesi sono stati rimossi mediante tre lavaggi con PBS sterile. I 

ceppi patogeni 1mL (2x10
5
 UFC/mL) sono stati aggiunti ai pozzetti. Le cellule 

sono state quindi coltivate a 37°C 5% CO2 per un'altra ora. La carica batterica 

iniziale è stata determinata mediante conta su piastre di Rose Bengala Agar con 

cloramfenicolo per la conta di C.albicans C3 e su Gardnerella Vaginalis Agar per 

la conta di G.vaginalis DSM4944. 
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Per tutti gli esperimenti L. rhamnosus GG è stato utilizzato come controllo positivo. Al 

termine dell’incubazione il surnatante è stato rimosso e ciascun pozzetto è stato lavato due 

volte con PBS a pH 7,4 allo scopo di eliminare i microrganismi non aderenti. Per favorire 

il distacco delle cellule dal fondo della piastra sono stati aggiunti 200 μL di Tripsina EDTA 

allo 0.05% per 5 minuti a temperatura ambiente, la reazione è stata bloccata aggiungendo 

800 μL di KGM ghiacciato. 

Per evidenziare l’avvenuta adesione è stato prelevato 1 mL da ciascun pozzetto e seminato 

su Rose Bengala Agar con cloramfenicolo (terreno selettivo per l'isolamento e 

l'enumerazione di lieviti) per la conta di C.albicans C3 e su Gardnerella Vaginalis Agar per 

la conta di G.vaginalis DSM4944. Ogni condizione del saggio di adesione è stata effettuata 

in triplicato. La percentuale di adesione, come da letteratura, (Schillinger U. et al., 2005) è 

stata calcolata secondo l’equazione 3 riportata in precedenza. 

Tutte le analisi statistiche sono state eseguite utilizzando un software commerciale 

(GraphPad Prism versione 5.00 per Windows, GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, 

USA).  

È stato impiegato il test ANOVA ad una via per comparare, la variazione dell’adesione dei 

patogeni rispetto ai gruppi trattati con i diversi lattobacilli. Il livello di significatività 

statistica è stato fissato a p <0,05. 

 

3.14 Saggio di migrazione delle cellule VK2 E6/E7 

La disbiosi può indurre un danno nella struttura della mucosa vaginale, per tale ragione è 

fondamentale intervenire ripristinando o prevenendo la corretta integrità epiteliale (Zevin, 

A. S. et al., 2016). La migrazione è una proprietà delle cellule della mucosa che 

contribuisce alla crescita e al ripristino dopo un danno. Per verificare se la migrazione delle 

cellule VK2/E6E7 potesse essere promossa dai ceppi isolati dal latte materno, è stato 

eseguito un test di wound-healing (Takada, K et L., 2018).  

Seguendo il protocollo di Magnifico I. et al., 2023, con qualche modifica, è stata allestita la 

coltura cellulare di VK2 E6/E7, in modo da ottenere una concentrazione pari a 3,7 x 10
5
 

cellule/mL. Le cellule (70 μL/pozzetto) sono state piastrate in μ-Dish (IBIDI®) (diametro 

35 mm) contenenti l'inserto di coltura (Figura 8). Raggiunto l’85% di confluenza, l'inserto 

è stato rimosso mediante pinzette sterili creando uno spazio libero da cellule (setto) di circa 

500μm. 
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Figura 8 Piastre piastre μ-Dish (IBIDI ®) adoperate per il saggio della migrazione. 

 

Dopo la formazione del setto, il μ-Dish è stato riempito con 2 mL di terreno KGM senza 

antibiotici. 

Le cellule sono state trattate addizionando i rispettivi CFS al 10% ottenuti dai ceppi isolati 

dal latte materno e incubate per 24 ore a 37°C 5% CO2.Cellule non inoculate sono state 

utilizzate come controllo. 

L'estensione della migrazione delle cellule è stata fotografata a diversi timepoint 0 (T0), 8 

(T8), 18 (T18) e 40 (T40) ore con la fotocamera (MODEL ISH 300 OPTECH) e misurata 

utilizzando il software di analisi delle immagini, Image J (V 1.45s, fornito dal National 

Institute of Health, USA) (Triantaphillidou, S., et al., 2004, Boreman, G.D et al., 2001).  

Tutti i saggi sono stati effettuati in triplicato e sono stati ripetuti in maniera indipendente 

per tre volte. I dati espressi come media ± deviazione standard (SD) sono stati analizzati 

con il software GraphPad Prism 8.0. È stato impiegato il test ANOVA a una via per 

comparare e il livello di significatività statistica è stato fissato a p <0,05.  
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4 Risultati 

 

Il Diagramma 1 illustra il workflow adoperato per la selezione dei ceppi potenzialmente 

probiotici isolati dalla popolazione in studio. 

 

Diagramma 1 Workflow della selezione di ceppi potenzialmente probiotici dal latte materno. 
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4.1 Popolazione in studio 

Il latte materno è stato raccolto da un totale di 51 donne in apparente buona salute (ABS) 

con un'età media di 26 ± 5,7 anni e un BMI medio di 23.5 ± 3.1 kg/m
2
. 28 donne hanno 

espletato il parto eutocico e 23 parto cesareo; 35 erano primipare e 16 multipare. 

Per alcune pazienti non è stato possibile raccogliere il campione al T1; cinque volontarie 

hanno avuto una mastite da lattazione, nove hanno utilizzato antibiotici per trattare 

un'infezione, due hanno interrotto l’allattamento prima dei 6 mesi, undici impossibilitate a 

fare pervenire i campioni per motivazioni legate alla pandemia causata dal virus SARS-

CoV-2. Per tale ragione sono stati analizzati campioni di latte a T0 e T1 di 24 donne, 

mentre per le restanti 27 è stato possibile analizzare solo il campione del T0. Tutti i 

campioni sono stati conservati a -80°C per le eventuali analisi molecolari.  

 

4.2 Microrganismi isolati 

L’isolamento di ceppi microbici ha permesso l’allestimento di una ceppoteca costituita da 

203 microrganismi dal latte materno custodita presso il Laboratorio di Microbiologia 

Clinica dell’Università degli Studi del Molise (Figura 9).  

 

 

Figura 9 Terreni agarizzati per l’isolamento di microrganismi dal latte materno. 
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Identificazione microscopica 

Colorazione di Gram 

Dall’osservazione al microscopio ottico a contrasto di fase ingrandimento 100x sono stati 

selezionati i microrganismi Gram positivi (colorati in viola/lilla) (Figura 10). Sono stati 

identificati 140 ceppi di forma coccica, 50 di forma bastoncellare e 13 coccobacilli. 

 

Figura 10 Osservazione al microscopio ottico a contrasto di fase ingrandimento 100x. Bacilli Gram + isolati 

dal latte materno. 

 

Saggio della catalasi 

Il saggio della catalasi ha consentito di effettuare una ulteriore scrematura dei ceppi 

potenzialmente probiotici. Sono stati conservati per le successive analisi i ceppi catalasi 

negativi. 

 

Produzione di metaboliti acidi  

L’uso di terreni differenziali addizionati di Bromocresolo ha consentito la selezione di 

batteri acidi lattici. Dei 203 ceppi di partenza, solo il 25.63% è stata in grado di indurre il 

viraggio del terreno dal blu verso il giallo e di formare colonie verdi (Figura 11).  
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Figura 11 Terreno agarizzato in piastre Petri addizionato con il colorante verde di Bromocresolo. Terreno prima 

dell’inoculo microbico (sinistra), terreno dopo l’inoculo di un microrganismo produttore di metaboliti acidi con il 

viraggio dal blu verso il giallo e la formazione di colonie verdi (destra). 

 

Lo screening dei requisiti probiotici preliminari ha permesso di identificare 50 bacilli Gram 

positivi, catalasi negativi e acido produttori. 

4.3 Profili di suscettibilità agli antibiotici  

Come evince dalla Figura 12, i microrganismi selezionati hanno mostrato avere percentuali 

diverse di sensibilità agli antibiotici presi in esame. Il 93% dei ceppi è risultato sensibile 

all’ampicillina, mentre solo il 45% alla vancomicina. 
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Figura 12 Percentuale di sensibilità agli antibiotici dei ceppi selezionati, tramite il metodo Kirby-Bauer 

 

4.4 Antagonismo nei confronti dei microrganismi patogeni  

 

I ceppi che hanno mostrato ottima sensibilità al pannello di antibiotici testati sono stati 

saggiati per valutare la loro attività antagonista nei confronti dei seguenti microrganismi 

patogeni: Enterococcus faecalis ATCC 2912, Salmonella enterica ATCC 14028, 

Escherichia coli ATCC 1576, Staphylococcus aureus ATCC BAA 1680, Gardnerella 

vaginalis DSM 4944, Candida albicans DMS 1386 e Candida albicans C3 (isolato clinico 

vaginale UNIMOL). 

I ceppi testati, seppur in maniera differente, hanno mostrato una qualche attività 

antagonista nei confronti dei microrganismi patogeni tramite la formazione di aloni di 

inibizione della crescita con il metodo dell’agar spot (Figura 13).  
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Figura 13 Valutazione dell’attività antimicrobica in vitro. Metodo dell’agar spot. 

Sono stati selezionati e denominati L1, L2, L3 e F2 i quattro ceppi dotati di un buon profilo 

di sensibilità agli antibiotici e che parallelamente hanno mostrato buona attività antagonista 

nei confronti di tutti i patogeni test (Tabella 6).  

 

Tabella 6 Zone di inibizione della crescita dei microrganismi patogeni (mm ± SD) dovute ai ceppi isolati dal 

latte materno con il metodo dell’agar spot. 

 L1 L2 L3 F2 L.rhamnosus GG 

E. faecalis ATCC2912 26.0±0.4 22.5±0.7 21.0±0.1 20.0±0.4 25.0±0.7 

S. enterica ATCC14028 31.0±0.5 37.0±0.2 33.5±0.4 28.0±0.4 21.5±0.1 

E. coli ATCC1576 22.5±0.1 26.0±0.3 30.0±0.8 39.0±0.2 20.1±0.4 

S. aureus ATCC BAA1680 29.0±0.2 26.0±0.4 21.5±0.4 31.0±0.0 20.0±0.3 

G.vaginalis DSM4944 48.0±0.2 45.5±0.6 50.5±0.1 60.5±0.3 52.0±0.4 

C. albicans DSM1386 20.0±0.3 24.0±0.5 21.0±0.7 23.0±0.6 13.0±0.8 

C. albicans C3 19.5±0.1 33.5±0.5 50.0±0.1 45.0±0.2 32.5±0.3 
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4.5 Caratterizzazione preliminare delle sostanze antimicrobiche 

Le sostanze antimicrobiche prodotte dai ceppi potenzialmente probiotici isolati dal latte 

materno sono state caratterizzate mediante il saggio di diffusione su agar contro i ceppi 

patogeni vaginali G.vaginalis DMS 4944 e C.albicans C3. I risultati hanno mostrato che 

tutti i ceppi hanno prodotto acidi organici attivi contro entrambi i patogeni testati. L’attività 

antimicrobica di L1 ed L3 potrebbe essere ascritta a proteine di natura differente: 

termostabile per L1 e termosensibile per L3. I CFS dei ceppi L1, L3 e L2 trattati con 

catalasi, hanno subito inibizione dell’attività antimicrobica facendo ipotizzare che l’attività 

antagonista sia dovuta anche alla produzione di perossido di idrogeno (Tabella 7).  

 

Tabella 7 Attività inibitoria degli CFS trattati e non trattati dei ceppi isolati dal latte materno (L1, L2, L3 e 

F2) nei confronti di 
a
: G.vaginalis DSM4944 (G.v) e C.albicans C3 (C3

b
). Surnatante non trattato (NT), 

Surnatante neutralizzato con NaOH, Surnatante trattato con lisozima, trattato con tripsina e trattato con 

catalas. Surnatante trattato a 100°C per 5’ (Heat Treated). I valori sono espressi come media ± deviazione 

standard. (-) non c’è inibizione. 

 Diametro alone di inibizione (mm) 

Surnatante L1 L2 L3 F2 

 G.v
a
 C3

b
 G.v

a
 C3

b
 G.v

a
 C3

b
 G.v

a
 C3

b
 

Non trattato 21.2±0.5 11.1±0.5 20.2±0.7 10.5±0.4 18±0.7 9.4±0.3 20±0.9 11.1±0.5 

NaOH - - - - - - - - 

Lisozima  - - 18.3±0.7 9.4±0.5 - - 25.4±0.6 12.3±0.2 

Trypsina - - 19.2±0.4 8.1±0.2 - - 18.4±0.3 10.2±0.5 

Catalasi - - - - - - 16.1±0.7 8.7±0.3 

Heat treated 20.6±0.8 10.6±0.8 20.6±0.8 8.6±0.8 - - 27.4±0.3 14.2±0.5 

 

4.6 Attività antibiofilm  

Alla luce della spiccata attività antimicrobica nei confronti di G.vaginalis DSM4944 e 

C.albicans C3 isolato clinico vaginale, l’impatto del surnatante privo di cellule (CFS) 

prodotto dai ceppi isolati dal latte materno è stato testato nei confronti del biofilm prodotto 

dai patogeni vaginali. Il contatto con i CFS ha mostrato una tendenza a inibire il biofilm 

preformato e quello in formazione di entrambi i patogeni vaginali.  
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I surnatanti di L1 e L3 hanno ridotto in maniera statisticamente significativa (p<0.05) il 

biofilm preformato di C.albicans C3, i CFS di L1, L3 e L.rhamnosus GG (controllo 

positivo) ha inibito significativamente il biofilm in formazione (Figura 14).  

Biofilm preformato C.albicans C3
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Formazione biofilm C.albicans C3
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Figura 14 Impatto del CFS dei ceppi isolati dal latte materno sul biofilm di C.albicans C3 isolato clinico 

vaginale. A sinistra l’impatto dei CFS sul biofilm preformato (OD570). A destra l’impatto dei CFS sulla 

formazione del biofilm (OD570). Controllo: Crescita di C.albicans C3 in brodo BHI broth. I valori sono 

indicati come media ± SD. *p < 0,05, **p < 0,01 rispetto al controllo.  

 

Il CFS di tutti i ceppi testati ha determinato una riduzione significativa (p<0.05) del 

biofilm preformato di G. vaginalis DSM4944, soprattutto i ceppi L1, L3 e L.rhamnosus 

GG (p<0.01). Un trend di inibizione è rilevabile anche nella formazione del biofilm e nello 

specifico L3, F2 e L.rhamnsosu GG hanno mostrato un’attività significativa (Figura 15). 
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Figura 15 Impatto del CFS dei ceppi isolati dal latte materno sul biofilm di G. vaginalis DSM4944. A 

sinistra impatto dei CFS sul biofilm preformato (OD570). A destra l’impatto dei CFS sulla formazione del 

biofilm. Controllo: Crescita di G. vaginalis in brodo BHI broth. I valori sono indicati come media ± SD. *p 

< 0,05, **p < 0,01 rispetto al controllo. 
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4.7 Proprietà chimico-fisiche della superficie cellulare batterica 

Idrofobicità 

La capacità di adesione dei batteri svolge un ruolo importante nella colonizzazione del sito 

dove andranno ad esplicare le loro azioni benefiche. Pertanto, questa proprietà è stata 

considerata un potenziale marker per la selezione di nuovi ceppi probiotici. 

L'idrofobicità della superficie è stata determinata, utilizzando il test MATH. I ceppi hanno 

mostrato una differente tendenza di idrofobicità (Tabella 8). 

 

Tabella 8 Adesione dei ceppi isolati dal latte materno e di L. rhamnosus GG agli idrocarburi (espressa come 

idrofobicità %) misurata con il test MATH dopo 30 e 90 minuti (tempo di contatto). 

Idrofobicità % 

Ceppi Tempo di contatto (minuti) Xylene Toluene 

L1 
30’ 0.0 0.0 

90’ 0.0 0.0 

L2 
30’ 44.6 46.5 

90’ 62.4 47.2 

L3 
30’ 13.9 31.9 

90’ 46.7 35.6 

F2 
30’ 58.1 61.6 

90’ 60.3 66.5 

L. rhamnosus GG 
30’ 65.1 47.9 

90’ 67.2 48.2 

 

I Lattobacilli possono essere classificati in tre gruppi in base alla percentuale di 

idrofobicità: bassa (da 0% a 35%), moderata (da 36% a 70%) e alta (da 71% a 100%) 

(Ekmekci, H. et al., 2009). Per tale ragione L3 si può considerare un ceppo a bassa 

idrofobicità, al contrario di L1, L2, F2 e il ceppo di controllo L.rhamnosus GG che, viste le 

percentuali ottenute, possono essere considerati ceppi a moderata idrofobicità. 
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Auto-aggregazione 

Per esercitare effetti benefici, i probiotici devono raggiungere una massa adeguata 

attraverso l’aggregazione. Infatti, tale capacità sembra avere un’influenza sulla loro 

adesione alle cellule epiteliali intestinali (Satyanarayana, T. et al., 2016).  

La capacità di auto-aggregazione dei ceppi testati è stata determinata a tempi diversi (2, 5 e 

24 ore). In generale, la capacità di auto-aggregazione è aumentata con il passare del tempo. 

In dettaglio, rispetto al controllo positivo, hanno mostrato una miglior capacità di auto-

aggregazione, in ordine crescente L2, L3 e F2. Viceversa, L1 ha esibito una propensione 

minore all’auto-aggregazione (Tabella 9). 

 

Tabella 9 Capacità di auto-aggregazione dei ceppi isolati dal latte materno e L. rhamnosus GG valutata 

dopo 2, 5 e 24 ore di incubazione. 

Auto-aggregazione % 

Ceppi 2h 5h 24h 

L1 10,35 21,68 52,3 % 

L2 14,52 29,58 75,8 % 

L3 8,03 24,09 69,9 % 

F2 14,39 30,07 69,3 % 

L. rhamnosus GG 15,35 31,68 77.3 % 

 

Formazione di biofilm 

Gli esperimenti condotti in questo studio hanno permesso di misurare il tasso di adesione e 

la conseguente formazione di biofilm dei batteri testati. 

I ceppi sono stati classificati come: non produttori di biofilm (OD ≤ ODc), debolmente 

produttori di biofilm (ODc˂OD≤ ODc), moderatamente produttori di biofilm (2ODc 

˂OD≤ 4ODc), fortemente produttori di biofilm (OD ˂4ODC) (Tabella 4). Sono stati 

classificati come deboli produttori (L1 e L3) e moderati produttori (L2 e F2) di biofilm 

rispetto al controllo positivo L.rhamnosus GG che ha dimostrato avere una forte capacità di 

formare biofilm (Tabella 10). 
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Tabella 10 Capacità di formazione di biofilm dei ceppi isolati dal latte materno e L. rhamnosus GG. 

Biofilm 

Ceppi Assorbanza media Risultato 

L1 0.080 Debole 

L2 0.161 Moderato 

L3 0.075 Debole 

F2 0.136 Moderato 

L. rhamnosus GG 0.290 Forte 

 

4.8 Sopravvivenza al transito nel tratto gastrointestinale (GIT) 

 

In seguito alla simulazione del transito attraverso il tratto gastrointestinale in vitro, è stata 

valutata la sopravvivenza dei ceppi isolati dal latte materno con lo scopo di verificare se 

assunti per os, a stomaco pieno o vuoto, potessero arrivare nel tratto intestinale vitali per 

espletare la loro azione probiotica. 

Dall'analisi dei dati ottenuti è stato riscontrato che questi ceppi esibiscono una differente 

sensibilità alle condizioni di stress simulato nel passaggio gastrointestinale.   

Nello specifico, il ceppo L1 è riuscito a sopravvivere fino al transito nella cavità orale. I 

ceppi L2, L3 e F2 hanno mostrato una capacità di sopravvivenza, sia attraverso la cavità 

orale che attraverso lo stomaco. 

La vitalità, in seguito al transito in uno stomaco vuoto, è risultata differente per i vari 

ceppi. Nello specifico, dopo 30 minuti nello stomaco, il ceppo L1 ha mostrato assenza di 

vitalità, al contrario i ceppi L2, L3 e F2 hanno esibito una discreta capacità di 

sopravvivenza. Il ceppo L2 ha mostrato una vitalità di due logaritmi inferiore rispetto 

all’inoculo di partenza, F2 una vitalità di cinque logaritmi inferiore rispetto al tempo 0 e L3 

una vitalità molto simile all’inoculo di partenza; infatti, è l’unico dei quattro ceppi che è 

sopravvissuto anche al transito intestinale (Tabella 11). 
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Tabella 11 Transito attraverso il GIT a stomaco vuoto. 

 

Nello stomaco pieno, in cui si prevede una permanenza di 90’, L1 non ha mantenuto la 

vitalità, L2 è rimasto vitale, ma diminuendo la sua carica di due logaritmi, L3 di è ridotto 

di un logaritmo e L3 di cinque. Nessuno dei ceppi, però, ha mostrato vitalità dopo il 

transito intestinale a stomaco pieno (Tabella 12). 

Il controllo positivo L.rhamnosus GG, invece, ha mantenuto una buona vitalità sia dopo il 

transito a stomaco pieno che vuoto. 

 

Tabella 12 Transito attraverso il GIT a stomaco pieno. 

 

Sopravvivenza nel GIT a stomaco vuoto (UFC/mL) 

Ceppi Inoculo iniziale T Saliva T Gastrico 30’ T Intestino 30’ 

L1 7.9x10
8
 5.2x10

8
 0 0 

L2 5.8x10
8
 5.4x10

8
 7.4x10

8
 0 

L3 4.2x10
9
 5.6x10

8
 4.4x10

8
 6.8x10

2
 

F2 9.4x10
8
 9.0x10

8
 6.8x10

8
 0 

L. rhamnosus GG 9.7x10
8
 9.2x10

8
 7.9x10

8
 3.6 x10

6
 

Sopravvivenza nel GIT a stomaco vuoto (UFC/mL) 

Ceppi Inoculo iniziale T Saliva T Gastrico 90’ T Intestino 90’ 

L1 7.9x10
8
 5.2x10

8
 0 0 

L2 5.8x10
8
 5.1x10

8
 1.2x10

6
 0 

L3 4.2x10
9
 5.6x10

8
 1.6x10

8
 0 

F2 9.4x10
8
 9.0x10

8
 6.4x10

5
 0 

L. rhamnosus GG 9.7x10
8
 9.2x10

8
 6.7x10

8
 5.7 x10

5
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4.9 Identificazione fenotipica  

Lo studio del metabolismo enzimatico e dei carboidrati dei ceppi isolati dal latte materno, 

donato da volontarie sane, è stato condotto con l’ausilio dei kit API 50 CHL e i risultati 

sono stati confermati con l’ausilio del software di identificazione ApiwebTM. 

I risultati ottenuti, hanno evidenziato una “eccellente identificazione”, per L2, L3 e F2 con 

una percentuale di similarità pari al 99,9% con L. fermentum (Figura 16 ). Per L1, invece, 

l’output del software ha restituito una percentuale di similarità molto vicina (99,9%) al L. 

plantarum (Figura 17). A titolo esemplificativo, in Tabella 13 e Tabella 14 sono riportati 

gli output rispettivamente di L1 e F2.  
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Tabella 13 Output API 50 CHL F2 identificato come L. fermentum. I saggi biochimici sono indicati come in 

Tabella 5. 

Numero test 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Saggio 

biochimico 
CONTROL GLY ERY D-ARA L-ARA RIB D-XYL L-XYL ADO MDX 

F2 - - - - - + - - - - 
L. fermentum 

ATCC23271 - - - - - + - - - - 

Numero test 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 

Saggio 
biochimico 

GAL GLU FRU MNE SBE RHA DUL INO MAN SOR 

F2 + + + + - - - - - - 
L. fermentum 

ATCC23271 + + + + - - - - - - 

Numero test 20 21 22 23 24 25 16 27 28 29 

Saggio 

biochimico 
MDM MDG NAG AMY ARB ESC SAL CEL MAL LAC 

F2 - - - - - - - - + + 
L. fermentum 

ATCC23271 - - - - - - - - + + 

Numero test 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 

Saggio 

biochimico 
MEL SAC TRE INU MLZ RAF AMD GLY G XLT GEN 

F2 + + - - - + - - - 
 

-  

L. fermentum 

ATCC23271 + + - - - + - - - 
 

-  

Numero test 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 

Saggio 

biochimico 
TUR LYX TAG DFUC LFUC DARL LARL GGNT 2KG K5KG 

F2 - - - - - - - + - - 
L. fermentum 

ATCC23271 - - - - - - - + - - 

 

 

Figura 16 Output del software di identificazione Apiweb TM del ceppo F2 risultato essere, con un una 

percentuale di similarità pari al 99,9%, L. fermentum. 
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 Tabella 14 Output API 50 CHL L1 identificato come L. plantarum. . I saggi biochimici sono indicati come in 

Tabella 5. 

Numero test 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Saggio 

biochimico 
CONTROL GLY ERY D-ARA L-ARA RIB D-XYL L-XYL ADO MDX 

L1 - - - - + - - - - - 
L. plantarum 

ATCC14917 - - - - + - - - - - 

Numero test 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 

Saggio 
biochimico 

GAL GLU FRU MNE SBE RHA DUL INO MAN SOR 

L1 + + + + - - - - + + 
L. plantarum 

ATCC14917 + + + + - - - - + + 

Numero test 20 21 22 23 24 25 16 27 28 29 

Saggio 

biochimico 
MDM MDG NAG AMY ARB ESC SAL CEL MAL LAC 

L1 + + + + + + + + + + 
L. plantarum 

ATCC14917 + + + + + + + + + + 

Numero test 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 

Saggio 

biochimico 
MEL SAC TRE INU MLZ RAF AMD GLY G XLT GEN 

L1 + + + - + + - - - 
 

+  

L. plantarum 

ATCC14917 + + + - + + - - - 
 

+  

Numero test 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 

Saggio 

biochimico 
TUR LYX TAG DFUC LFUC DARL LARL GGNT 2KG K5KG 

L1 - - - - - - - - - - 
L. plantarum 

ATCC14917 - - - - - - - - - - 

 

 

Figura 17 Output del software di identificazione Apiweb TM del ceppo L1 risultato essere, con un una 

percentuale di similarità pari al 99,9%, L. plantarum. 
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4.10 Identificazione molecolare 

Per confermare l’identificazione fenotipica ottenuta mediante API 50CHL si è deciso di 

procedere con l’identificazione molecolare tramite multiplex PCR per la discriminazione di 

undici specie di Lactobacillus spp (Song et al.,2002). 

Come mostrato in Figura 18, i ceppi L2, L3 e F2, così come il controllo positivo (C+Lf) (L. 

fermentum ATCC23271) hanno generato una banda 210bp corrispondente al L.fermentum 

Il ceppo L1 e il controllo positivo (C+Lp) (L. plantarum ATCC 14917) hanno generato una 

banda di 205 bp corrispondente a L.plantarum. (Figura 18). 

 

 

Figura 18 Corsa elettroforetica su gel di agarosio 1.5% dei quattro ceppi con potenzialità probiotiche isolati 

dal latte materno. Marcatore di peso molecolare (M), controlli positivi (C+Lp e C+Lf), controllo negativo 

(C-). A sinistra marcatore di peso molecolare 50 bp DNA Ladder (Dye Plus) (Takara BIO INC., Japan). 
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4.11 Saggio di vitalità cellulare (MTT)  

Al fine di valutare gli effetti dei microrganismi isolati dal latte materno sulla linea cellulare 

VK2 E6/E7 è stata preliminarmente valutata la loro influenza sulla vitalità cellulare tramite 

un saggio MTT. A seguito del trattamento con le sospensioni batteriche (vivi, tindalizzati e 

CFS), la vitalità cellulare è stata espressa in percentuale rispetto alle cellule non trattate. 

Non ci sono differenze significative tra i gruppi trattati con le sospensioni test e il controllo 

(L.rhamnosus  GG) dimostrando che le sospensioni non influenzano la vitalità cellulare 

(Figura 19). 
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Figura 19 Saggio MTT per la valutazione della citotossicità le sospensioni test (batteri vivi, uccisi e 

surnatanti) sulla linea cellulare VK2 E6/E7. I risultati sono espressi come media ± DS. 
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4.12 Adesione alla linea cellulare VK2/E6E7 

L’adesione dei ceppi L1, L2, L3, F2 e L.rhamnosus GG (controllo positivo) alla linea 

cellulare VK2 E6E7 è stata valutata tramite l’inoculo di tre diverse concentrazioni 1,5x10
7
, 

1,5x10
6
, 1,5x10

5
 UFC/mL. I risultati del saggio di adesione, dopo due ore di contatto dei 

ceppi con le cellule, sono stati valutati mediante conteggio della crescita microbica su 

MRS agar (Figura 20).  

I ceppi testati hanno mostrato un buon tropismo verso la linea cellulare VK2/E6E7 

evidenziando un comportamento ceppo-specifico in merito alla capacità di adesione. 

Nel dettaglio, alla concentrazione di inoculo di partenza pari a 1,5x10
5 

UFC/mL è stato 

possibile riscontrare un aumento di oltre un logaritmo della crescita batterica. Al contrario, 

si è assistito a un decremento di poco meno un logaritmo per le concentrazioni di partenza 

di 1,5x10
6
 e 1,5x10

7 
UFC/mL (Figura 20). Alla luce di questi risultati, è stata scelta la 

concentrazione di 1,5x10
5 

UFC/mL per gli esperimenti successivi. 

 

 

 

Figura 20 Percentuale di adesione dei ceppi isolati dal latte materno alla linea cellulare VK2 E6/E7 in base 

ai diversi inoculi di partenza. 
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È stata valutata, quindi, la differenza di adesione dei vari ceppi isolati dal latte materno alla 

linea cellulare VK2 E6/E7 rispetto al controllo positivo L. rhamnosus GG con lo stesso 

inoculo di partenza (1,5x10
5 

UFC/mL). Contestualmente, è stata valutata l’adesione dei 

due patogeni vaginali C.albicans C3 e G.vaginalis DSM4944. Emerge che la capacità di 

adesione è chiaramente ceppo-specifica e che i microrganismi isolati dal latte hanno uno 

spiccato trend di adesione. Nel dettaglio, mostrano percentuali di adesione statisticamente 

significative L2 (*p < 0.05) e F2 (**p < 0.01) se confrontate a quelle del L. rhamnosus GG 

(Figura 21). 
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Figura 21 Percentuale di adesione dei ceppi isolati dal latte materno (L1, L2, L3 e F2), del L. rhamnosus 

GG e dei patogeni vaginali C. albicans C3 e G.vaginalis DSM4944 alla linea cellulare VK2 E6/E7. 

 

4.13 Attività antimicrobica su VK2 E6/E7 

L’effetto inibitorio dei ceppi potenzialmente probiotici sull’adesione di C. albicans C3 e 

G.vaginalis DSM4944 alla linea cellulare VK2 E6/E7 è stato valutato mimando in vitro 

diversi scenari: lo spiazzamento del patogeno già adeso; la competizione per i siti di 

adesione (competizione); il pretrattamento con i probiotici (esclusione). 

Nel dettaglio, per quanto concerne l’esperimento di spiazzamento C.albicans C3 isolato 

clinico vaginale, si è notato un trend di riduzione dell’adesione del patogeno alle VK2 

E6/E7 in presenza di L1, L2 e L. rhamnosus GG.  
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D’altro canto, non sono state rilevate differenze statisticamente significative nella 

percentuale di adesione del patogeno non trattato rispetto ai trattati. Nessuna differenza 

statisticamente significativa nemmeno per il controllo L. rhamnosus GG (Figura 22). 

Nell’esperimento di competizione si è avuta una riduzione statisticamente significativa 

della capacità di adesione di C. albicans C3 da parte di L1, L2 e F2 (* p<0.05) rispetto al 

controllo non trattato (Figura 22). Nel gruppo trattatato preventivamente con i lattobacilli 

(esclusione), si è evidenziata una riduzione statisticamente significativa della capacità di 

adesione di C. albicans C3 da parte di L1, L2 e L. rhamnosus GG (* p<0.05) e F2 (** 

p<0.01) rispetto al controllo non trattato (Figura 22). 

Per quanto riguarda G.vaginalis DMS4944, nell’esperimento di spiazzamento si è rilevato 

un trend di riduzione dell’adesione del patogeno alle VK2 E6/E7 da parte di L1, L2 e 

L.rhamnosus GG, non sono state rilevate differenze statisticamente significative della 

percentuale di adesione rispetto al controllo non trattato (Figura 23). 

Nell’esperimento di co-incubazione (competizione) si è registrata una riduzione 

statisticamente significativa da parte di F2 (* p<0.05) rispetto al controllo non trattato.  

Nella prova di profilassi con i lattobacilli (esclusione), si è rilevata una riduzione 

statisticamente significativa della capacità di adesione di G.vaginalis DSM4944 da parte di 

L1, F2 e L. rhamnosus GG (*** p<0.001), L2 e L3 (** p<0.01) rispetto al controllo non 

trattato (Figura 23).  
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Figura 22 Variazione della percentuale di adesione alla linea VK2 E6/E7 di C.albicans C3 non trattata o 

trattata con i lattobacilli isolati dal latte materno e con L.rhamnosus GG  (controllo positivo). 



 

 

 

63 

 

Figura 23 Variazione della percentuale di adesione alla linea VK2 E6/E7 di G.vaginalis DSM4944 non 

trattata o trattata con i lattobacilli isolati dal latte materno e con L.rhamnosus GG  (controllo positivo). 
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4.14 Saggio di migrazione delle cellule VK2 E6/E7 

I ceppi L1, L2, L3 e F2 non ostacolano la migrazione delle cellule dell’epitelio vaginale 

VK” E6/E7 e conservano una tendenza di rimarginazione simile a tutti i tempi testati 

(Figura 24).  

 

 

Figura 24 Capacità di migrazione delle cellule epiteliali VK2 E6/E7trattate con L1. Le immagini al 

microscopio sono rappresentative del risultato di tre esperimenti indipendenti. Le linee bianche tratteggiate 

indicano l'area del setto, ingrandimento 40x. 

 

È stato rilevato che la linea cellulare VK2 E6/E7, se trattata con le sospensioni dei ceppi 

con potenzialità probiotiche, ha esibito una velocità di migrazione comparabile al controllo 

non trattato. Viceversa, sia G. vaginalis DSM 4944 che C. albicans C3, hanno 

notevolmente rallentato la migrazione/proliferazione della linea cellulare causando una 

riduzione molto significativa (p<0.01) della capacità di rimarginazione al punto che, anche 

al termine del periodo di monitoraggio, non si è osservata la chiusura del setto.  

Le cellule trattate con i CFS di L1, L2, L3 e F2 al pari del controllo positivo (L. rhamnosus 

GG) hanno mostrato una significativa differenza (p<0.01) del tasso di proliferazione 

rispetto alle cellule trattate con i due microrganismi patogeni raggiungendo la totale 

rimarginazione del setto alla quarantesima ora (T40) (Figura 25). 
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Figura 25 Saggio di migrazione delle cellule VK2 E6/E7 in presenza di ceppi potenzialmente probiotici, del 

controllo positivo (L.rhamnosus GG) e dei patogeni vaginali G.vaginalis DSM4944 e C.albicans C3. 
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Discussione e conclusioni 

 

La composizione microbiologica del latte materno è stata studiata fin dal XIX secolo 

interpretando la presenza microbica da una prospettiva puramente infettivologica. L'attuale 

rivalutazione dei microbi quali commensali e la crescente disponibilità di nuove 

tecnologie, ha posto le basi per lo studio e la caratterizzazione del microbiota del latte 

materno (Moossavi, S. et al., 2020). Questo know-how scientifico si traduce in un 

miglioramento della conoscenza del microbiota come target terapeutico per il trattamento e 

la prevenzione di patologie di varia natura (Laursen, M. F. et al., 2021; Grady, N. G. et al., 

2016). 

Un gran numero di malattie ad eziologia multifattoriale, tra cui quelle infiammatorie, 

autoimmuni, metaboliche, neoplastiche e neurodegenerative sono state recentemente 

associate alle disbiosi, vale a dire ad alterazioni compositive e funzionali del microbiota 

residente. Lo studio del microbiota è chiamato a decifrare i meccanismi coinvolti nella 

generazione e nella persistenza di configurazioni disbiotiche e a differenziarne le 

associazioni causali ospite-microbiota dai cambiamenti microbici secondari che 

accompagnano il decorso della malattia (Levy M. et al., 2017). 

In questo contesto, considerando che la vagina è il tratto dei genitali femminili esposto 

all'ambiente esterno, essa rappresenta un sito primario di interazione ospite-microbo. Il 

microbiota vaginale è costituito da una combinazione equilibrata di oltre 250 specie 

batteriche, tra cui Lactobacillus spp che ne costituisce la componente predominante 

(Podolsky, D.K. et al, 1999, Qian, Z., 2021).  

La disbiosi vaginale è caratterizzata dalla perdita della dominanza di Lactobacillus spp e 

dall’aumento della diversità microbica, pertanto, l'intervento sulla composizione del 

microbiota è significativo e promettente nella prevenzione e nel trattamento delle malattie 

ginecologiche. L'equilibrio microbico può essere alterato e indurre varie patologie 

infettive, caratterizzate da crescita eccessiva di batteri anaerobi come Gardnerella 

vaginalis (agente di vaginite batterica e vaginite atrofica, BV e AV) e lieviti quali Candida 

albicans (agente di candidosi vulvovaginale, VVC) (Han, Y., Liu, Z., & Chen, T. 2021).  

Il trattamento di queste infezioni, tendenzialmente polimicrobiche, è costituito da agenti 

antimicrobici per via orale o intravaginale, che possono raggiungere un tasso di guarigione 

superiore all'80% (Nurbhai et al., 2007; Sobel e Sobel, 2018). 
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Tuttavia, gli effetti collaterali concomitanti (diarrea, minzione anomala, bruciore, prurito e 

irritazione vaginale), la resistenza ai farmaci e l'alto tasso di recidive ostacolano la 

guarigione e rappresentano una minaccia per la salute (Xie et al., 2017). 

Per tale ragione, i probiotici, che ottimizzano la fisiologica eubiosi vaginale producendo 

sostanze antimicrobiche naturali, si sono dimostrati un valido ausilio terapeutico nella 

prevenzione e terapia delle infezioni dell’apparato genitale femminile (Barrons, R., & 

Tassone, D. 2008). 

Numerosi studi in vivo e trial clinici hanno validato l’efficacia terapeutica della 

somministrazione di Lactobacillus spp. nel trattamento e nella riduzione delle recidive 

della BV attraverso il ripristino del microbiota vaginale (Mei, Z., & Li, D. 2022). 

Studi in vitro dimostrano che i lattobacilli possono svolgere un’attività antimicrobica 

attraverso vari meccanismi contribuendo all’acidificazione del pH vaginale, producendo 

batteriocine, rilasciando biosurfattanti e co-aggregandosi con i patogeni per ridurne 

l’adesione alle cellule epiteliali (Foschi et al., 2017).  

Gli effetti benefici dei probiotici, che si esplicano soprattutto tramite competizione con i 

microrganismi patogeni, vanno valutati di pari passo ai criteri di sicurezza, come la 

sensibilità agli antibiotici, al fine di ridurre possibili reservoir di antibiotico resistenza 

(Daniali, M., Nikfar, S., & Abdollahi, M. 2020). Poiché non tutti i ceppi hanno le 

medesime potenzialità, la nicchia ecologica del microrganismo potrebbe essere 

discriminante ipotizzando che i ceppi isolati da latte materno possano essere 

particolarmente vocati quali potenziali probiotici fisiologici.  

Nel presente studio, sono state valutate le potenzialità probiotiche di microrganismi isolati 

dal latte materno donato da volontarie sane. Inizialmente sono stati discriminati i 

microrganismi in grado di crescere in terreni selettivi e che corrispondessero alle 

caratteristiche microscopiche dei Batteri Acidi Lattici (LAB). Sono stati poi verificati i 

criteri di sicurezza definiti dall’EFSA selezionando i batteri lattici con un adeguato profilo 

di sensibilità agli antibiotici. Successivamente, sono stati valutati alcuni dei criteri di 

funzionalità quali l’attività antagonista nei confronti di agenti patogeni. Questa ha 

permesso di selezionare quattro batteri lattici con elevata attività antimicrobica nei 

confronti di un pool di microrganismi coinvolti nelle infezioni intestinali, cutanee, ma 

soprattutto vaginali caratterizzando preliminarmente un’attività antimicrobica di natura 

proteica (Diagramma 1).  
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Di notevole rilevanza è stata l’attività di inibizione della crescita in vitro e anche 

l’interferenza con la formazione del biofilm prodotto da G. vaginalis DSM4944 e 

C.albicans C3 che costituisce uno dei fattori principalmente coinvolti nell’eziologia e nel 

decorso  delle infezioni vulvovaginali ricorrenti (Figura 14Figura 15) (Qian, Z. et al., 

2021). 

I microrganismi probiotici devono essere in grado di raggiungere, aderire e proliferare nel 

sito d’azione, per poter esplicare i loro effetti benefici (Salminen et al., 1996). Di 

conseguenza, l’auto-aggregazione e il transito gastrointestinale in vitro sono stati valutati 

come criteri di funzionalità richiesti per l’attività probiotica. Le proprietà chimico-fisiche 

della superficie cellulare dei ceppi analizzati mostrano che la tendenza all’auto-

aggregazione è aumentata con il passare del tempo, in accordo con i risultati ottenuti da 

altri autori (Collado M.C. et al., 2008). Inoltre, solo uno dei quattro lattobacilli isolati ha 

mostrato una elevata sopravvivenza al transito gastrointestinale (Tabella 11 Tabella 12). 

Questo risultato mette in evidenza la necessità di un’adeguata formulazione farmaceutica 

mediante il processo di microincapsulazione al fine di soddisfare i criteri legislativi 

richiesti per la commercializzazione dei probiotici assunti per via orale (Vivek, K., 2022).  

Gli studi fenotipici hanno permesso l’identificazione dei quattro ceppi (un L. plantarum e 

tre L. fermentum) tramite il profilo metabolico partendo da substrati differenti. I ceppi 

testati sono stati in grado di metabolizzare alcuni zuccheri, quali lattosio, galattosio, 

glucosio, fruttosio e mannosio, coinvolti nelle più comuni intolleranze glucidiche fornendo 

i presupposti per una futura sperimentazione in pazienti con intolleranze caratterizzate da 

specifici deficit enzimatici (Staudacher H., 2015). 

L’identificazione molecolare mediante sequenziamento della 16S rDNA ha confermato il 

profilo fenotipico (Figura 16, Figura 17 eFigura 18) evidenziando la presenza di questi 

ceppi nel latte materno in accordo anche con la più recente letteratura (Banić, M., et al., 

2022).  

A seguito dell’identificazione, si è proceduto alla determinazione delle potenzialità 

probiotico-terapeutiche sulla linea cellulare di mucosa vaginale VK2 E6/E7. In accordo 

con studi precedenti (Jallouk, A. P. et al., 2014; Coudeyras, S, 2008), i risultati ottenuti 

hanno confermato il tropismo dei microorganismi verso la linea cellulare sottolineato sia 

dalle capacità di adesione che dai saggi di vitalità cellulare (Figura 19 e Figura 21).  
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Inoltre, ciascuno dei lattobacilli è stato in grado di influenzare, se pur in maniera diversa, 

l’adesione dei patogeni alla linea cellulare VK2 E6/E7 che si riduce con valori 

statisticamente significativi soprattutto in pretrattatamento (Figura 22 e Figura 23). Anche 

se in maniera preliminare, questi risultati suggeriscono che i quattro lattobacilli siano in 

grado di interferire con i meccanismi di adesione adoperati da G.vaginalis DSM4944 e 

C.albicans C3 nella distruzione della barriera epiteliale.  

L'integrità della barriera epiteliale è necessaria per limitare l’ingresso di agenti patogeni e 

la riepitelizzazione è una fase importante della riparazione delle ferite mucosali, così come 

di quelle della pelle e di altri tessuti ripristinando l'integrità della barriera (Podolsky, D.K. 

et al., 1999). Il saggio di migrazione ha permesso di verificare la capacità di promuovere la 

fisiologica proliferazione delle cellule epiteliali (Figura 25), in paragone all’infezione con 

G.vaginalis DSM4944 e C.albicans C3 dove si osserva una totale inibizione della 

migrazione, confermando la tendenza a creare lesioni nell’epitelio vaginale (Zevin AS, et 

al., 2016). 

In conclusione, il presente studio ha dimostrato che il microbiota del latte materno può 

essere una risorsa di validi microrganismi con potenzialità probiotico-terapeutiche. Nello 

specifico, sono stati identificati tre ceppi di L. fermentum e un L.plantarum che hanno 

dimostrato caratteristiche di sicurezza necessarie per un probiotico come l’elevata 

sensibilità agli antibiotici. Per quanto riguarda i criteri di funzionalità, hanno mostrato 

capacità di auto-aggregazione e adesione, attività antagonistica nei confronti della crescita 

e della formazione di biofilm prodotto dai patogeni vaginali garantendo la fisiologica 

proliferazione delle cellule epiteliali vaginali.  

Questi risultati offrono numerosi spunti di ricerca. Ad esempio, vista l’attività 

antimicrobica nei confronti di ceppi patogeni coinvolti in vari distretti corporei, sarebbe 

interessante valutarne l’attività anche sulle specifiche linee cellulari considerando infezioni 

polimicrobiche e trattamenti con combinazioni di probiotici, prebiotici e post-biotici. 

Contestualmente si potrebbe valutare il ruolo di questi ceppi nella flogosi e nello stress 

ossidativo tipici dei processi infettivi. Per esplorare a fondo i meccanismi e la sicurezza dei 

probiotici saranno necessari ulteriori studi su modelli animali e trial clinici. 
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