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1. INTRODUZIONE 

 

Lo sviluppo delle barriere difensive si è rivelato un evento essenziale per 

l’evoluzione, in quanto ha consentito di separare l’ambiente esterno dal sempre più 

complesso ambiente interno. Tali barriere sono costituite dagli epiteli che rivestono 

tutte le superfici e le cavità interne e che spesso presentano dei complessi apparati 

di difesa associati soprattutto a livello dei tratti intestinale, respiratorio ed 

urogenitale. 

La mucosa intestinale è un’enorme superficie esposta continuamente ad un elevato 

numero di antigeni che giungono nel lume. Il sistema immunitario dell’intestino 

deve quindi essere in grado di proteggere la mucosa dai patogeni, ma anche di 

evitare reazioni di ipersensibilità verso le proteine alimentari, la normale flora 

batterica ed altre macromolecole presenti nell’ambiente intestinale. 

Il sistema immunitario della mucosa agisce mediante due principali meccanismi di 

difesa: 

- esclusione immunitaria, realizzata dagli anticorpi secretori, in particolare della 

classe IgA, che inibisce la colonizzazione dei microrganismi patogeni e l’ingresso 

nel lume di antigeni nocivi; 

- regolazione negativa, atta ad evitare reazioni di ipersensibilità locali e periferiche 

contro sostanze innocue che vengono a contatto con la superficie della mucosa. 

Quando quest’ultimo meccanismo interviene per antigeni alimentari (Brandtzaeg, 

1996) e microflora locale (MacDonald, 1995), prende il nome di tolleranza orale. 

Essa è caratterizzata dalla soppressione specifica della risposta immunitaria 



 

 - 5 -

cellulare ed umorale verso un particolare antigene introdotto con gli alimenti o 

verso la microflora locale, evitando così reazioni immunitarie indesiderate. 

E’ infatti noto che le reazioni contro gli alimenti hanno una base immunologica e 

possono essere causate da una rottura della tolleranza verso i componenti della flora 

intestinale o verso gli alimenti stessi (Strobel, 1998; Chandra, 1997). Si ritiene che 

come conseguenza della rottura della tolleranza orale potrebbero insorgere risposte 

immunitarie dirette contro gli autoantigeni che potrebbero condurre allo sviluppo di 

malattie autoimmuni. L’induzione di uno stato di tolleranza orale è stata pertanto 

suggerita come strategia per trattare alcune malattie autoimmuni nell’uomo 

(Weiner, 1997) e per sopprimere quelle indotte sperimentalmente in modelli animali 

quali: la miastenia grave (Baggi et al., 1999), l’uveite (Krause et al., 2000), l’artrite 

reumatoide (Meyer, 2000), l’encefalomielite (Whitrace et al., 1991) e la colite 

(Gotsman et al., 2001). 

Lo sviluppo del sistema immunitario della mucosa e della tolleranza orale può 

essere influenzato da molte variabili. Un’alterata permeabilità epiteliale, che porta 

ad un maggiore ingresso di antigeni nel lume intestinale, è uno dei fattori principali 

nello sviluppo di gravi disturbi della mucosa, quali le allergie alimentari. Altri 

fattori che influiscono sono l’età dell’individuo, la dose di antigene alimentare 

introdotta e lo sviluppo di un’equilibrata microflora intestinale (Brandtzaeg, 1997). 

Il ruolo di quest’ultima è stato molto rivalutato da quando sono stati evidenziati gli 

effetti benefici svolti da batteri di origine enterica definiti probiotici. Negli ultimi 

anni è infatti cresciuto notevolmente l’interesse per la somministrazione orale dei 

probiotici e recentemente è stato suggerito il loro utilizzo per prevenire le allergie 

alimentari. 
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Alla luce di ciò si può affermare che per un corretto funzionamento della barriera 

intestinale è necessaria una continua e fine interazione tra sistema immunitario della 

mucosa e microflora. Il mancato o errato funzionamento di un costituente di questo 

sistema altamente integrato causa la distruzione della barriera mucosale, 

provocando così il passaggio indiscriminato di contenuto luminale attraverso le 

giunzioni epiteliali, con conseguente rottura della tolleranza orale ed insorgenza di 

infiammazione (Gordon et al., 1997). 
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Risposta immunitaria 

 

Il sistema immunitario agisce mediante due tipi di risposta: 

- la risposta non specifica o innata, che costituisce la prima linea di difesa ed opera 

in modo non selettivo verso antigeni estranei;  

- la risposta specifica o acquisita, che viene invece stimolata in seguito ad 

esposizione ad antigeni specifici.  

La scelta di una delle due risposte è dettata dalla natura dell’antigene. Tuttavia, una 

risposta immunitaria completa richiede la partecipazione coordinata di entrambe 

(Gill & Guarner, 2004). 

La risposta immunitaria innata è mediata da proteine recettoriali appartenenti alla 

classe dei pattern recognition receptors (PPR), che riconoscono dei motivi 

strutturali conservati espressi dai microorganismi, i microbial associated molecular 

patterns (MAMP; Medzhitov & Janeway, 2000). In particolare, il tipo di PPR che 

riconosce i MAMP è costituito dai toll-like receptors (TLR), una famiglia di 

proteine transmembrana espresse soprattutto sulla superficie delle cellule 

immunocompetenti, ossia monociti, macrofagi e cellule dendritiche, ma anche sulla 

superficie delle cellule epiteliali (Cario et al., 2002). Un altro tipo di PPR sono le 

molecole nucleotide-binding oligomerization domain (Nod) presenti nel citoplasma 

di cellule epiteliali ed immunitarie (MacDonald and Monteleone, 2005). 

Quando l’intestino si trova in un buon stato di salute, i TLRs ne proteggono la 

barriera epiteliale e conferiscono la tolleranza verso i batteri commensali; i Nod 

esercitano una azione antimicrobica e prevengono l’invasione dei patogeni. Insieme 
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contribuiscono a mantenere la tolleranza verso antigeni innocui e ad inibire le 

risposte allergiche contro le proteine alimentari (Cario, 2005). 

Il legame tra i PPR ed i MAMP può attivare la cascata del complemento, stimolare 

la fagocitosi ad opera di monociti, macrofagi e polimorfonucleati, oppure indurre la 

trascrizione genica tramite l’attivazione di nuclear factor-kB (NF-kB), che a sua 

volta attiva una cascata di eventi che porta alla risposta infiammatoria. 

Considerando che tra i MAMP riconosciuti dai TLR si trovano i lipidi della parete 

cellulare ed il peptidoglicano (Akira and Takeda, 2004), che non sono specifici dei 

patogeni ma anche dei batteri commensali, ancora non è chiaro come l’ospite 

distingue tra i due tipi di microrganismi. Si è ipotizzato che la mancanza di 

infiammazione in risposta alla microflora sia possibile in quanto i prodotti dei 

batteri commensali stimolano i TLR ed innescano un signaling che conduce alla 

produzione di fattori citoprotettivi, quali l’interleukin (IL)-6, la IL-10, e il tumor 

necrosis factor (TNF)-α, che svolgono un ruolo cruciale nel mantenimento 

dell’omeostasi dell’epitelio intestinale (Rakoff-Nahoum, 2004). 

La risposta immunitaria specifica è caratterizzata dall’espansione clonale dei 

linfociti B e T in risposta ad un antigene esposto dalle cellule presentanti l’antigene 

(APC). I linfociti B secernono anticorpi (risposta umorale), mentre i linfociti T 

coadiuvano le cellule B nella secrezione di anticorpi (T helper, Th) e mediano le 

difese dell’ospite, eliminando i patogeni intracellulari e uccidendo le cellule 

infettate da virus (T citotossici, Gill & Guarner, 2004). 

Le cellule Th possono svilupparsi in Th di tipo 1 (Th1) o di tipo 2 (Th2), in base al 

contesto in cui avviene la presentazione antigenica da parte delle APC. Il 

differenziamento dei diversi tipi cellulari dipende dalle citochine presenti 
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nell’ambiente al quale sono esposte le cellule Th durante la loro attivazione (Abbas 

et al., 1996). Le citochine sono delle proteine secrete che indirizzano e coadiuvano 

la risposta immunitaria; inoltre, contribuiscono a varie funzioni cellulari, come la 

crescita, il differenziamento e l’emopoiesi (Hanada & Yoshimura, 2002). Il pattern 

di secrezione delle citochine da parte delle APC determina il “destino” del 

differenziamento dei linfociti T (Simecka, 1998). Le due classi di linfociti Th 

attuano una risposta differente caratterizzata dalla secrezione di diverse citochine e 

dalla differente regolazione della secrezione di immunoglobuline.  

La risposta Th1 si instaura in microambienti in cui le APC producono IL-12. Questa 

citochina induce i linfociti T a secernere interferon (IFN)-γ, da cui si innescano le 

risposte cellulo-mediate. Altre citochine importanti che vengono attivate in questa 

cascata, classicamente definite come pro-infiammatorie, sono la IL-1, il TNF-α e la 

IL-8, che richiama i neutrofili dal circolo sanguigno al sito di infezione (Baggiolini 

et al. 1995). 

La risposta Th2 porta invece alla produzione delle citochine IL-4, IL-5 e IL-13, che 

richiamano soprattutto eosinofili e mastociti. La IL-4 ha un ruolo fondamentale 

nello stimolare lo “switching” isotipico delle immunoglobuline da IgA/IgG verso 

IgE, espresse in modo particolare nelle infezioni parassitarie e nelle allergie. Da 

numerosi studi (Lin et al., 1991; Beagley et al., 1989) si è visto che aggiungendo ai 

linfociti B le citochine secrete dalle cellule Th2, quali IL-4, IL-5, IL-6, o IL-10, la 

produzione in vitro delle IgA veniva aumentata. In particolare, si è visto che la IL-4 

svolge un ruolo determinante nell’induzione di una risposta contro le reazioni 

allergiche stimolando la produzione di IgE (Mosmann and Coffman, 1989; 

Finkelman et al., 1991). E’ stato anche dimostrato che la IL-6 è una citochina 
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essenziale per l’induzione della risposta mediata da IgA, in quanto è in grado di 

promuovere il differenziamento dei linfociti B in plasmacellule (Okada et al., 1994). 

Inoltre la quantità di plasmacellule secernenti IgA nell’intestino, nei linfonodi 

mesenterici e nei polmoni di topi knockout per la IL-6 risultava inferiore di circa 

50-60% rispetto a quella posseduta dai topi wild-type (Ramsay et al., 1994). 

Da alcuni anni sono state identificare altre classi di linfociti T con funzioni di tipo 

regolatorio (Treg). Esse sono in grado di sopprimere alcune risposte immunitarie 

indesiderate e mantenere uno stato di tolleranza immunologica.  

Una classe di Treg è costituita dalle cellule Th3, caratterizzate da elevata produzione 

di transforming growth factor (TGF)-β e la cui induzione ed espansione è favorita 

dalla presenza della stessa citochina nell’ambiente a cui sono esposte le cellule 

(Chen et al., 1994; Weiner, 2001). I linfociti della classe Th3 vengono stimolati 

dalle APC e costimolati dalle cellule dendritiche (DC). La presenza di TGF-β risulta 

fondamentale in quanto stimola le DC e le APC ad indurre l’espansione di tali 

cellule (Kosiewicz et al., 1998; Iwasaki and Dinarello, 1999; Weiner, 2001). 

Un’altra classe di linfociti con fenotipo regolatorio è quella delle cellule T 

regolatorie 1 (Tr1) caratterizzata da elevata secrezione di IL-10 e bassa espressione 

di IL-12 e IL-4; tali cellule hanno inoltre bassa capacità proliferativa in risposta a 

stimolazione antigenica (Groux et al., 1997). Oltre alle cellule Tr1, i linfociti T 

CD4+ che esprimono costitutivamente la catena α del recettore per la IL-2 (CD 25) 

sono in grado di sopprimere la proliferazione e di secernere elevate quantità di IL-

10 (Levings et al., 2002). I linfociti della classe Tr1 e quelli che esprimono 

contemporaneamente sulla membrana il CD4 e il CD25 sono simili sotto molti 
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aspetti e non si può escludere che esse siano in realtà la stessa popolazione 

(Roncarolo et al., 2001). 

Nella Figura 1 sono mostrati schematicamente regolazione e funzione dei subsets 

cellulati dei linfociti T helper. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.1: Regolazione e funzione dei subsets cellulari dei linfociti T 
I linfociti T helper (Th) possono differenziarsi in Th di tipo 1 (Th1) o di tipo 2 (Th2), in base al 
contesto in cui avviene la presentazione antigenica da parte delle APC. Il differenziamento dei 
diversi tipi cellulari dipende dalle citochine presenti nell’ambiente al quale sono esposte le cellule 
Th durante la loro attivazione. Ciascuno dei due subsets cellulari è derivato da un clone di cellule 
T helper meno differenziato: Th0. Le cellule Th1 si sviluppano in un ambiente ricco in IL-12, 
mentre le Th2 in un ambiente ricco in IL-4. Le cellule Th1 producono citochine che promuovono 
l’immunità cellulo-mediata, che include l’attivazione dei macrofagi, la risposta DTH e la risposta 
delle cellule T citotossiche. Al contrario, le cellule Th2 sono responsabili della risposta 
immunitaria umorale attraverso la secrezione di citochine specifiche e sono coinvolte nella 
risposta allergica. Inoltre le cellule Th1 producono IFN-γ che inibisce il differenziamento delle 
cellule Th2, mentre la IL-4, prodotta dalle cellule Th2, sopprime la risposta Th1. La presenza di 
un ambiente ricco in citochine soppressorie/regolatorie, conduce alla generazione di diversi tipi 
di cellule Treg antigene-specifiche, che vengono definite dal loro fenotipo e dalla loro capacità di 
produrre citochine regolatorie quali TGF-β e IL-10. 
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Intestino 

 
Come detto in precedenza, l’intestino costituisce una barriera tra l’organismo e le 

sostanze introdotte con la dieta.  

Il ruolo principale della mucosa dell’intestino tenue è di realizzare la digestione e 

l’assorbimento dei nutrienti. Per assolvere a questo compito, la mucosa è 

organizzata in pliche, villi e microvilli; strutture che nel loro insieme contribuiscono 

ad aumentare di 500-600 volte la superficie assorbente. I villi sono estroflessioni 

digitiformi della mucosa, che si proiettano verso il lume intestinale. Essi sono 

rivestiti da epitelio prismatico semplice di cellule, chiamate enterociti, la cui 

membrana apicale si espande a formare i microvilli che costituiscono il tipico 

orletto a spazzola. 

L’intestino, con la sua enorme superficie, interfaccia tra l’ambiente esterno e quello 

interno, è continuamente esposto ad una miriade di antigeni per cui, oltre al suo 

ruolo primario dell’assorbimento delle sostanze nutritive presenti negli alimenti, 

deve anche fornire una difesa contro le sostanze potenzialmente dannose, come 

agenti nocivi, patogeni e radicali liberi.  

Uno dei meccanismi di difesa è rappresentato dalla barriera mucosale. Questo 

meccanismo inizia nella bocca e nello stomaco, dove gli enzimi proteolitici e il pH 

acido costituiscono un potente sistema per rompere i polipeptidi potenzialmente 

immunogenici in piccoli peptidi scarsamente immunogenici, prevenendo così 

l’insorgenza di risposte immunitarie indesiderate. A livello intestinale si trova 

invece lo strato di muco secreto delle cellule caliciformi, una prima barriera 

difensiva contro eventuali patogeni introdotti con l’alimentazione, in quanto crea 

una barriera fisica e contrasta l’adesione di patogeni eventualmente presenti nel 
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lume. Antigeni, virus e batteri rimangono intrappolati nello strato di muco, non 

riescono a raggiungere il sottostante strato epiteliale e vengono dunque espulsi con i 

movimenti peristaltici intestinali: tale processo viene chiamato esclusione non 

immune (Mayer, 2003). 

Oltre allo strato di muco, lungo tutto l’intestino è presente il tessuto linfoide 

associato all’intestino (gut associated lymphoid tissue, GALT), che rappresenta il 

tessuto linfoide più esteso di tutto l’organismo, considerata l’enorme superficie 

della mucosa intestinale cui è associato. 

 Esso è composto principalmente da: 

- follicoli linfatici organizzati, chiamati placche del Peyer, disseminate lungo tutto 

l’intestino, ma con un maggior numero nel colon e nel retto;  

- linfociti della lamina propria; 

- linfociti intraepiteliali; 

- linfonodi mesenterici (Simecka, 1998).  

Tramite meccanismi complessi, il GALT è in grado di rimuovere i patogeni, 

eliminare le cellule infettate e sviluppare una memoria immunologica capace di 

indurre una più rapida risposta in seguito ad esposizione allo stesso antigene. 

Nella Figura 2 viene illustrata la barriera difensiva associata all’intestino. 
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Fig.2: Illustrazione della barriera difensiva dell’ intestino 
L’intestino è ricoperto da un film di muco protettivo prodotto degli enterociti. Alla base delle 
cripte si trovano delle cellule specializzate, le cellule di Paneth, in grado di rilasciare molecole 
antimicrobiche nel lume intestinale. La flora intestinale, presente maggiormente nel colon, 
costituisce una barriera naturale contro i patogeni. Il sistema immunitario intestinale comprende 
linfociti disseminati sotto l’epitelio ed organizzati in follicoli linfatici con una regione centrale di 
linfociti B ed una periferica di linfociti T. Al di sopra dei follicoli si trovano le cellule M, 
specializzate nel trasporto delle particelle dal lume ai follicoli stessi. Queste aree dell’intestino 
sono note come placche del Peyer. Quando i linfociti vengono attivati dalle cellule dendritiche 
che presentano l’antigene, lasciano la mucosa ed entrano nel circolo sanguigno mediante il dotto 
toracico. I linfociti così attivati colonizzano in seguito sia la mucosa stessa che altri siti 
mucosali. 
 

Immunità intestinale 

Gli enterociti sono le cellule responsabili dell’assorbimento, quindi interagiscono 

permanentemente con il contenuto del lume intestinale ed entrano a stretto contatto 

con un numero elevato di antigeni, tra i quali anche batteri o molecole nocive per 

l’organismo. Gli enterociti sono considerati parte integrante della risposta innata del 

sistema immunitario intestinale, infatti rappresentano il primo contatto con gli 

antigeni luminali e con i microorganismi, sia commensali che patogeni. Inoltre, gli 

enterociti possono funzionare da APC “non professionali”, presentando alle cellule 

T della lamina propria antigeni parzialmente processati (Mayer, 2003). In seguito ad 

interazione della loro superficie apicale con antigeni luminali, gli enterociti possono 
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secernere dalla loro superficie basolaterale un’ampia varietà di citochine e 

chemiochine, che attivano il reclutamento delle cellule immunitarie dai diversi 

microambienti intestinali, le quali inducono un’attiva risposta immunitaria. Un 

ruolo appropriato per gli enterociti è dunque quello di adattare la reattività 

fisiologica dei tessuti dell’ospite ad un contenuto intestinale continuamente 

mutevole. Disfunzioni di questo sistema possono portare ad una discordanza tra i 

segnali provenienti dal lume e l’insorgenza della risposta immunitaria, che potrebbe 

causare una iper-reattività patologica nei confronti di antigeni non pericolosi, come 

accade nelle allergie alimentari o nelle infiammazioni croniche intestinali. 

Diffuse nella mucosa si trovano le placche del Peyer, che rappresentano i “siti 

induttivi”, ossia i siti principali dove avviene la presentazione antigenica e la 

risposta immunitaria intestinale viene innescata. Le placche del Peyer sono 

ricoperte da uno strato epiteliale contenente cellule membranose specializzate, le 

cellule M, responsabili del trasporto all’interno delle placche di antigeni, batteri e 

macromolecole derivanti dal lume intestinale (O’Leary e Sweeney, 1986). Le 

cellule M non hanno né orletto a spazzola né glicocalice: sono dotate di un esteso 

sistema di vescicole endocitotiche e di un’ampia tasca intraepiteliale, dove vengono 

rilasciate le vescicole contenenti gli antigeni provenienti dal lume (Kraehenbuhl & 

Neutra, 2000). Nella tasca sono presenti anche le APC, essenzialmente DC e 

monociti, che acquisiscono il materiale trasportato dalle cellule M e presentano 

l’antigene ai linfociti B e T “naive”, presenti nel sottostante strato sottoepiteliale, 

organizzati in follicoli linfatici. Le DC sono APC professionali in grado di esporre 

gli antigeni luminali anche attraverso altre modalità: nella lamina propria, possono 

prendere direttamente antigeni dal lume, in quanto sono in grado di interdigitarsi tra 
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le cellule epiteliali; oppure possono prendere gli antigeni luminali che superano la 

barriera intestinale tramite delle “aperture” transienti in essa (Hart et al., 2002). 

In seguito alla presentazione antigenica, i linfociti B e T vengono attivati 

dall’antigene e indotti a proliferare e a differenziare in linfociti che esprimono le 

integrine α4β7, con funzioni effettorie o di memoria. I linfociti abbandonano le 

placche del Peyer tramite la circolazione linfatica, raggiungono il sangue periferico 

e migrano verso i cosiddetti “siti effettori” intestinali ed extraintestinali, quali i 

polmoni, i tratti aerei ed urogenitali, dove si svolgerà la risposta immunitaria. A 

livello intestinale i linfociti B e T attivati si indirizzano essenzialmente in tre diversi 

compartimenti linfoidi: la lamina propria, l’epitelio della mucosa e i linfonodi 

mesenterici, dove svolgono le loro attività specifiche, quali la sintesi degli anticorpi 

e l’eliminazione dei patogeni (Brandtzaeg, 1998). 

I linfociti B della lamina propria producono essenzialmente IgA. La funzione 

principale delle IgA è di contribuire alla funzione della barriera intestinale, infatti 

agiscono come prima linea di difesa, legandosi agli antigeni, neutralizzandoli e 

rimuovendoli dalla mucosa senza innescare una risposta infiammatoria, in quanto 

non si legano al complemento (esclusione immune degli antigeni dalla superficie 

epiteliale). Gli antigeni che riescono ad aggirare questa prima linea di difesa e 

raggiungono la lamina propria incontrano le IgG e i complessi immuni che ne 

derivano attivano il sistema del complemento e innescano la risposta infiammatoria. 

I linfociti T della lamina propria sono cellule effettrici, essenzialmente CD4+ con 

fenotipo helper/induttore che innescano la risposta immunitaria cellulare secernendo 

numerose citochine e chemiochine come mediatori di tale risposta. 
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I linfociti intraepiteliali, essenzialmente CD8+ con fenotipo soppressore/citotossico 

sono presenti negli spazi tra gli enterociti sopra la membrana basale, definito spazio 

sotto epiteliale. Questi rappresentano i primi componenti del sistema immunitario 

intestinale esposti ad antigeni alimentari e microbici. E’ stato suggerito per i 

linfociti intraepiteliali un ruolo importante nella protezione contro i patogeni 

epiteliali, nella riparazione dei tessuti intestinali danneggiati e nel controllo dei 

tumori epiteliali (Hayday et al., 2001; Cheroutre, 2004). 

I linfonodi mesenterici rappresentano l’ultimo distretto linfoide in cui migrano le 

cellule dalle placche del Peyer. Questi vengono popolati soprattutto da DC e 

macrofagi, che presentano l’antigene ai linfociti ivi residenti. Tale interazione 

favorisce il differenziamento delle plasmacellule in linfociti B, che vengono 

rilasciati nel torrente circolatorio e, tramite l’endotelio vascolare intestinale, 

raggiungono la lamina propria, dove secernono le IgA. 

Responsabili di questo processo di localizzazione linfocitaria sono le cellule 

dell’endotelio vascolare, le quali esprimono le molecole di adesione MadCAM 

(mucosal addressin cell adhesion molecule) in grado di riconoscere le integrine 

α4β7 presenti sui linfociti, che in tal modo vengono richiamati nel torrente 

circolatorio (Simecka, 1998; Campbell et al., 2003). Le cellule endoteliali agiscono 

quindi da sentinelle per il reclutamento di linfociti nei tessuti danneggiati o infettati. 

La migrazione dei linfociti stimolati nella mucosa intestinale (sito induttore) verso 

altri tessuti mucosali di tutto il corpo (siti effettori), suggerisce l’idea di un 

“common mucosal immune system” (Simecka, 1998). 

Nella Figura 3 è mostrato uno schema riassuntivo di questo fenomeno. 
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Fig.3: Rappresentazione schematica del sistema immunitario intestinale 
I siti induttivi per i linfociti T e B sono costituiti dal tessuto linfoide associato all’intestino 
(GALT), che comprende le placche del Peyer, fornite di cellule M per la presentazione antigenica, 
le aree T, i follicoli B e le cellule presentanti l’antigene (APC). Lo “switching” isotipico da IgM a 
IgA avviene nel GALT e nei linfonodi mesenterici; da cui i linfociti B e T attivati dall’antigene 
localizzano, attraverso i vasi linfatici e i capillari, ai siti effettori della mucosa intestinale, ossia 
la lamina propria (LP) e l’epitelio (EP) e ad altri distretti mucosali. I linfociti B attivati possono 
anche migrare dai follicoli isolati direttamente alla LP. Le cellule IgA+ differenziano in 
plasmacellule che producono IgA secretoria (SIgA). L’inserto in alto a sinistra delle figura 
mostra in dettaglio una cellula M e la sua “tasca” contenente vari tipi cellulari. L’inserto in alto a 
destra mostra una DC che si interdigita tra due cellule epiteliali e contatta l’antigene 
direttamente dal lume.  
 

Tolleranza orale 

Ogni giorno, tramite gli alimenti, vengono introdotte nell’organismo molte proteine 

animali e vegetali, alcune delle quali possono essere potenzialmente nocive. Il 

sistema immunitario gastrointestinale deve essere quindi in grado di discriminare tra 

agenti dannosi e sostanze innocue. Un’errata risposta contro gli antigeni alimentari 

potrebbe provocare ipersensibilizzazioni agli alimenti che possono essere causa di 

patologie a livello intestinale. Tuttavia, grazie alla capacità del sistema immunitario 

intestinale di discriminare gli antigeni alimentari da quelli di importanza 

immunologica tramite il processo definito tolleranza orale, queste situazioni non 
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sono molto frequenti. La tolleranza orale è caratterizzata da soppressione della 

risposta immunitaria specifica, cellulare e/o umorale, verso un particolare antigene 

introdotto con gli alimenti. 

Una definizione più precisa del termine tolleranza orale è stata suggerita da Weiner 

(2001) quale “meccanismo mediante il quale una possibile risposta immunitaria 

offensiva è prevenuta, soppressa o deviata verso una gamma di risposte immunitarie 

non offensive.” La tolleranza orale, quindi, è un meccanismo immunologico che si 

sviluppa per trattare come componenti interni gli agenti esterni che hanno accesso 

alle cellule seguendo una via naturale.  

Uno dei requisiti fondamentali per mantenere la tolleranza orale è l’integrità della 

mucosa. Infatti, in individui con disordini intestinali che portano ad una maggior 

permeabilità alle macromolecole, come la celiachia e il morbo di Crohn, si ha un 

aumento della risposta anticorpale agli alimenti. 

Per indurre la tolleranza orale e verificarne sperimentalmente l’avvenuta induzione, 

si somministra oralmente ad animali da laboratorio una proteina che non hanno mai 

incontrato prima come antigene, e poi si inietta la stessa proteina per via 

intraperitoneale per amplificare l’eventuale risposta immunitaria. Le proteine usate 

possono essere a carattere antigenico, come l’ovalbumina (OVA), o a carattere 

immunogenico, quali la proteina basica della mielina (MBP) e il collagene (Weiner, 

1997; Strobel and Mowat, 1998; Mowat, 1994; Brandtzaeg, 1998; Mayer, 2000; 

Husby, 2000). Fino ad ora è stato possibile instaurare la tolleranza orale in animali 

da esperimento con tutte le proteine utilizzate (Simeka, 1998). 
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Meccanismi coinvolti nell’induzione della tolleranza orale 

Inizialmente si pensava che la tolleranza fosse dovuta semplicemente a meccanismi 

di discriminazione self-nonself, ad oggi è invece dimostrato che essa è dovuta a tre 

meccanismi diversi: anergia, delezione clonale, soppressione attiva. Questi 

meccanismi hanno differenti modalità di induzione e possono agire insieme o 

separatamente (Chen et al., 1995; Friedman e Weiner, 1994; Lundin et al., 1999). 

Esistono numerosi studi che indicano che la dose di antigene somministrato è 

importante per determinare quale tipo di meccanismo verrà indotto. Alcuni autori 

hanno messo in evidenza che elevate dosi di antigene inducono anergia e delezione 

clonale (Chen et al., 1995), mentre la somministrazione di basse dosi di antigene 

induce la soppressione attiva mediata da citochine. Tuttavia esistono anche degli 

studi che indicano che la delezione clonale e la soppressione attiva possono essere 

presenti nello stesso tempo negli animali tolleranti (Lundin et al., 1999; Marth et al., 

1996). 

Questi meccanismi servono essenzialmente per eliminare l’attività e/o le cellule che 

possono essere reattive nei confronti dell’antigene a cui l’organismo è reso 

tollerante. Se non viene indotta la tolleranza nei confronti di proteine alimentari, si 

ha la comparsa di patologie a carico del sistema immunitario intestinale dirette 

contro antigeni esterni o autoantigeni, e quindi lo sviluppo di malattie autoimmuni. 

La delezione clonale interviene principalmente durante le fasi di sviluppo nella zona 

midollare del timo, dove le cellule T vanno incontro ad apoptosi dopo aver 

interagito con l’antigene self presentato dalle APC. Questo processo in età adulta 

può avvenire nei tessuti linfoidi periferici come il GALT, dove può verificarsi la 

morte per apoptosi delle cellule reattive all’antigene verso cui l’organismo è 
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tollerante. Alcuni membri della famiglia delle interleuchine possiedono la proprietà 

di regolare l’apoptosi. Ad esempio la IL-2 sembrerebbe in grado di bloccare 

l’apoptosi delle cellule T (Ayroldi et al., 1998), anche se ci sono in proposito pareri 

ancora contrastanti. Infatti studi effettuati su topi in cui il gene per la IL-2 era 

deleto, hanno dimostrato che si avevano una iperproliferazione linfocitaria e lo 

sviluppo di manifestazioni a carattere autoimmunitario (Rafaeli et al., 1998). Questi 

risultati portavano quindi a ritenere la IL-2 come una citochina che stimola 

l’apoptosi. 

Altri studi invece, indicavano che la IL-12 interviene nella inibizione della morte 

cellulare programmata dei linfociti di tipo Th1. Ciò è stato dimostrato utilizzando 

degli anticorpi anti-IL-12, che portavano ad un aumento delle cellule in apoptosi 

negli organi linfoidi periferici (Marth et al., 1999). 

Un altro meccanismo che può intervenire nell’induzione della tolleranza orale è 

l’anergia, un processo per cui la cellula non risponde più ad un antigene presentato 

dalle APC, che invece avrebbe dovuto stimolarla, e si ha inattivazione del clone ma 

non la sua morte. Questo meccanismo interviene soprattutto quando l’antigene è 

presentato da APC non professionali, quali cellule endoteliali o enterociti. 

L’ultimo meccanismo coinvolto nell’acquisizione della tolleranza orale è la 

soppressione attiva mediata da citochine dove la tolleranza è raggiunta grazie alla 

secrezione di citochine soppressorie/regolatorie quali IL-10 e TGF-β. Si ipotizza 

che, in seguito alla presentazione dell’antigene da parte delle APC delle placche del 

Peyer, ed in presenza di un ambiente ricco in citochine soppressorie/regolatorie, 

vengono generati diversi tipi di cellule Treg che vengono definiti in base al loro 

fenotipo ed alla loro capacità di produrre citochine regolatorie (Allez and Mayer, 
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2004). Queste cellule Treg sono antigene specifiche e migrano verso gli organi 

linfoidi e gli organi bersaglio per sopprimere sia le risposte immunitarie specifiche 

per l’antigene che quelle non specifiche mediante il rilascio di citochine quali il 

TGF-β e la IL-10, con conseguente riduzione dei processi infiammatori (bystander 

suppression; Weiner, 2001). 

Studi effettuati su cloni di cellule T di topi sottoposti a tollerizzazione orale hanno 

dimostrato l’importante ruolo ricoperto dalle cellule Th3, che producono TGF-β, 

nell’induzione della tolleranza orale. Questi cloni erano in grado di sopprimere 

risposte immunitarie dopo un processo di trasferimento in altri topi, e ciò era 

accompagnato da un incremento di TGF-β, IL-10 e IL-4 (Chen et al., 1994). 

Questo ha suggerito l’importanza e il legame di tali citochine con il processo di 

tollerizzazione. Gonnella et al. (1998) notarono che l’espressione basale di IL-4, 

TGF-β e IL-10 presente a livello della mucosa intestinale, aumentava poco tempo 

dopo la somministrazione orale di un antigene. Alcuni autori hanno dimostrato che 

TGF-β è essenziale per indurre la tolleranza, mentre non lo sono IL-4 e IL-10, 

osservando che la tolleranza veniva indotta sia in topi knockout per IL-4 (Garside et 

al., 1995), sia durante la somministrazione di anticorpi anti-IL-10 (Aroeira et al., 

1995). I risultati di Tsuji et al. (2001) invece sostengono l’essenzialità della IL-10 

per il processo d’induzione della tolleranza. Questi autori infatti, notarono uno 

spiccato aumento di IL-10 nelle cellule delle placche del Peyer derivanti da topi 

alimentati con β-lattoglobulina, mentre i livelli di IL-4 e TGF-β non differivano 

significativamente da quelli riscontrati nei controlli a cui non veniva somministrato 

oralmente l’antigene. 
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La classe di linfociti CD4+ che esprime costitutivamente il CD25+ risulta essenziale 

per il processo di induzione della tolleranza sia verso antigeni alimentari (tolleranza 

orale), sia verso autoantigeni (malattie autoimmuni), che verso gli organi trapiantati 

(tolleranza al trapianto; Chen and Wahl 2003). E’ stato infatti visto che la 

somministrazione orale di OVA a dei topi attivava la produzione di cellule Treg che 

producevano IL-10, suggerendo un loro possibile ruolo nell’induzione della 

tolleranza orale (Zhang et al., 2001). 

Inoltre, le cellule Tr1, che producono alti livelli di IL-10, venivano attivate in 

seguito a somministrazione orale di myelin basic protein (MBP) in un modello 

animale che mima la sclerosi multipla umana (experimental autoimmune 

encephalomyelitis; EAE) e portavano ad uno stato di tolleranza verso il peptide con 

conseguente diminuzione della malattia (Wildbaum et al., 2002). Altri autori 

notarono un aumento delle cellule CD4+-CD25+ e dell’espressione della IL-10 in 

topi con artrite indotta dal collagene di tipo II (CIA), modello che mima l’artrite 

reumatoide umana, cui veniva somministrato oralmente tale collagene per ottenere 

la tolleranza verso l’antigene causa della malattia (Min et al., 2004). 
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Probiotici 

 

L’interazione degli enterociti con la microflora batterica è fondamentale per lo 

sviluppo del GALT e di una corretta barriera intestinale (Kalliomaki et al 2001). 

Tale cooperazione promuove l’integrità dell’intestino e previene disfunzioni a 

livello cellulare (Donnet-Hughes et al., 1999 Bouhnik et al., 1992; Goldin et al., 

1992; Ouwehand et al., 2002). La normale colonizzazione dell’intestino da parte dei 

batteri commensali contribuisce allo sviluppo del sistema immunitario della 

mucosa. In assenza di microflora, infatti il sistema immunitario intestinale non si 

sviluppa correttamente e la morfologia intestinale risulta notevolmente alterata (Lu 

& Walker, 2001). E’ stato infatti osservato che nei topi germ-free le placche del 

Peyer sono poche, scarsamente sviluppate e mancanti di centri germinali, e risulta 

ridotto il numero di plasmacellule secernenti IgA, di linfociti CD4 a livello della 

lamina propria e di linfociti intraepiteliali. Quando però l’equilibrio della microflora 

intestinale viene ripristinato, si ha il ritorno ad un’esatta composizione del sistema 

immunitario della mucosa (Klaasen et al., 1993; Umesaki et al., 1995). 

L’intestino dell’embrione è sterile, e la colonizzazione del tratto gastrointestinale 

inizia durante il parto, quando il neonato viene a contatto con i batteri della 

microflora materna e con quelli ambientali. Nel corso dell’allattamento e della 

prima infanzia la microflora raggiunge una composizione che rimane pressochè 

stabile nel corso della vita, ma che può subire cambiamenti in risposta a diversi 

fattori, quali alterazioni nella dieta, stato di salute dell’individuo e condizioni 

ambientali. Questa microflora normalmente non è patogena e contribuisce a 

mantenere lo stato di salute dell’ospite, facilitando l’assorbimento dei nutrienti, 
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degradando sostanze potenzialmente dannose o proteine allergeniche e generando 

risposte immunitarie tali da evitare infiammazione a livello intestinale (Chin et al., 

2000). 

E’ stato visto che tra i componenti della flora intestinale, i batteri producenti acido 

lattico, quali i bifidobatteri ed i lattobacilli, sono in grado di esercitare effetti 

benefici per la salute dell’ospite. Questi batteri, chiamati probiotici, sono definiti 

come “microrganismi vivi che, usati in numero sufficiente come supplemento 

alimentare, arrecano effetti benefici all’ospite modificandone la microflora 

intestinale” (Ouwehand et al., 2002). 

I probiotici devono essere in grado di sopravvivere al transito gastrico e 

colonizzare, anche transientemente, la mucosa intestinale per integrarsi con i batteri 

enterici in modo da mantenere o indurre una sana microflora intestinale. 

Tra i probiotici definiti mediante questi criteri, i più usati e studiati sono: 

Lactobacillus acidophilus, L. casei (ceppo Shirota), L. casei subsp. rhamnosus GG, 

L. johnsonii LJ1, L. reuteri, Bifidobacterium bifidus, B. lactis, B. animalis, B. breve, 

B. adolescentis e B. infantis. 

   

 
Fig.4: Lattobacilli Fig.5: Bifidobatteri 
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Un numero sempre crescente di studi ha messo in evidenza che i batteri probiotici 

sono in grado di influenzare positivamente lo stato di salute, grazie alle numerose 

attività da loro svolte, in particolare: il mantenimento di un giusto equilibrio nella 

microflora intestinale, la protezione contro patogeni intestinali e la modulazione 

della risposta immunitaria che sembrano portare ad un miglioramento nelle allergie 

alimentari, disturbi autoimmuni e tolleranza orale (Ballongue 1993; Fuller 1989; 

Salminen et al., 1996; Sanders 1993; Walker and Duffy 1998). 
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Fig.6: Principali effetti benefici esercitati dai probiotici 
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Capacità di colonizzazione del tratto intestinale 

La capacità di colonizzare, anche transientemente, il tratto gastrointestinale con 

organismi non patogeni che possono avere effetti benefici per la salute dell’ospite, è 

un obiettivo che ci si è prefissati già da molti anni. I lattobacilli ed i bifidobatteri, 

usati in molte preparazioni alimentari, sono considerati buoni candidati per 

raggiungere questo obiettivo. 

La sopravvivenza dei probiotici nelle feci dell’individuo è indice di un’ampia 

colonizzazione intestinale. Vari probiotici sono stati esaminati per quanto riguarda 

la loro sopravvivenza durante il transito intestinale. Alcuni autori hanno dimostrato 

che L. johnsonii La1 è in grado di sopravvivere al passaggio intestinale e si ritrova 

nelle feci degli individui cui era stato somministrato (Donnet-Hughes et al., 1999). 

Anche vari bifidobatteri introdotti con prodotti di latte fermentato sono stati 

ritrovati nelle feci di volontari (Bouhnik et al., 1992). E’ stato visto che L. casei GG 

continuava ad essere presente nelle feci di volontari fino a due settimane dopo la 

sospensione della somministrazione (Goldin et al., 1992). Schiffrin et al. (1995) 

hanno visto che, in seguito a somministrazione di L. acidophilus ceppo La1 o B. 

bifidum ceppo Bb12 a gruppi di volontari, i probiotici perduravano nelle feci fino a 

sei settimane dopo la sospensione del trattamento. 

Un altro batterio che è risultato in grado di sopravvivere al transito intestinale è il B. 

animalis, in quanto è stato trovato nelle feci di ratti precedentemente trattati con lo 

stesso batterio, fino ad una settimana dopo la fine della somministrazione. La 

quantità di B. animalis trovata nelle feci risultava inoltre superiore rispetto a quella 

ingerita con le dosi somministrate in totale (Mengheri et al., 1999), ad indicare che 
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il probiotico non solo sopravviveva al transito intestinale, ma era anche in grado di 

proliferare. 

 

Capacità di adesione alla mucosa intestinale 

L’adesione dei microrganismi patogeni alla mucosa intestinale sembra essere 

cruciale per l’inizio del processo infettivo. Una delle conseguenze dell’adesione dei 

batteri patogeni all’orletto a spazzola è la lesione di quest’ultimo, che permette 

quindi l’ingresso dei batteri, la loro proliferazione e la conseguente morte delle 

cellule epiteliali.  

La microflora presente nell’intestino costituisce una barriera contro l’adesione dei 

batteri patogeni. Sono stati ipotizzati svariati meccanismi per spiegare  questa 

azione difensiva dei probiotici.  

Alcuni autori hanno suggerito che la produzione di acidi organici, come l’acido 

lattico e l’acido acetico, da parte dei probiotici, in special modo da parte di alcuni 

ceppi di lattobacilli, abbassa il pH intestinale ed inibisce la crescita dei patogeni. 

Inoltre, gli stessi autori hanno visto che i probiotici stimolano la peristalsi che, 

indirettamente, rimuove i patogeni accelerandone la velocità di transito 

nell’intestino (Larioa and Martin, 1990). 

Un meccanismo accreditato da vari studi è quello della capacità dei probiotici di 

competere con i patogeni nell’adesione alla mucosa intestinale. Alcuni probiotici 

possono infatti inibire l’adesione dei patogeni ai loro siti di legame presenti sulla 

superficie della membrana intestinale per competizione di legame. L’adesione dei 

lattobacilli all’epitelio potrebbe avvenire mediante un componente proteico secreto 

dal batterio, che si lega al recettore della cellula intestinale. Infatti, trattando il 



 

 - 29 -

supernatante delle cellule in coltura con tripsina, alcuni autori hanno notato che L. 

acidophilus (ceppo BG2FO4) non era più in grado di aderire sia alla linea di cellule 

di carcinoma di colon umano (Caco-2), che ad una linea di cellule intestinali 

secernenti muco (HT29-MTX, Coconnier et al., 1992). 

Altri studi effettuati in vitro che miravano a verificare la capacità di adesione di 

quattro ceppi di L. acidophilus su linee cellulari hanno messo in evidenza che il 

ceppo LA1 era in grado di aderire sia alle Caco-2 che alle HT29-MTX. L’adesione 

era mediata da un fattore proteico presente nel mezzo di coltura del batterio. Inoltre, 

da questi studi emergeva che L. acidophilus inibiva efficientemente l’adesione di tre 

ceppi di Escherichia coli diarrogenici (ETEC, EPEC, DAEC) e Salmonella 

typhimurium  alle Caco-2 (Bernet et al., 1994). 

Studi più recenti (Gopal et al., 2001), hanno confermato che alcuni lattobacilli, quali 

L. rhamnosus DR20, L. acidophilus HN017 e B. lactis DR10, sono in grado di 

aderire a linee di cellule intestinali in vitro e di diminuire la colonizzazione e 

l’ingresso dei patogeni all’interno della mucosa intestinale. 

Ulteriori studi hanno suggerito l’ipotesi che i probiotici siano in grado di inibire 

l’adesione di patogeni all’epitelio intestinale mediante la propria capacità di 

aumentare la produzione delle mucine intestinali MUC-2 e MUC-3. Infatti, 

l’adesione di EPEC a cellule HT-29 diminuiva se le cellule venivano trattate con L. 

plantarum e L. rhamnosus GG, ed il livello di espressione dei geni MUC-2 e MUC-

3 aumentava (Mack et al., 1999), suggerendo che l’aumento delle mucine creava un 

ingombro sterico che impediva ai batteri patogeni di trovare i siti di legame alle 

cellule epiteliali. 
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Prevenzione della diarrea e degli stati infiammatori intestinali 

E’ ben noto che vari ceppi di lattobacilli possono essere usati per prevenire o 

trattare la diarrea acuta causata da E. coli, Salmonella o Shighella. E’ stato 

ipotizzato che tale effetto sia dovuto alla produzione di batteriocine da parte di 

diversi ceppi di probiotici utilizzati (Alm, 1983; Merson et al., 1976; Barefoot and 

Klaenhammer, 1983). 

Alcuni autori hanno usato il L. casei GG addizionato allo yogurt, per curare la 

diarrea associata al trattamento da antibiotici. La somministrazione degli antibiotici 

può portare infatti ad uno squilibrio microbico con netta riduzione della flora 

intestinale “benefica”, principale responsabile della resistenza verso la 

colonizzazione dei patogeni. I risultati di questo studio ha mostrato che i volontari 

umani che avevano ricevuto il probiotico insieme all’antibiotico mostravano minor 

diarrea rispetto agli individui che consumavano solo yogurt pastorizzato come 

controllo (Siitonen et al., 1990). 

E’ stato anche dimostrato che la somministrazione di L. casei GG blocca gli episodi 

di diarrea causati da un ceppo di Clostridium difficile o da infezione con rotavirus 

(Gorbach et al., 1987; Kaila et al., 1992; Isolauri et al., 1994). Saavedra et al. (1994) 

hanno osservato che il trattamento di gravi forme di diarrea da rotavirus, in bambini 

ricoverati in ospedale, era più efficace quando L. casei GG veniva addizionato alla 

dieta rispetto al trattamento senza somministrazione orale del probiotico. Inoltre, il 

numero di plasmacellule secernenti immunoglobuline nel gruppo trattato con L. 

casei GG era approssimativamente il doppio rispetto al gruppo di controllo, e si 

osservava un aumento della risposta anticorpale di IgA sia rotavirus-specifica, che 

non specifica. Tali effetti benefici erano anche accompagnati da un aumento delle 
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IgA sieriche (Majamaa et al., 1995) e da una diminuzione della diffusione del virus 

(Guarino et al., 1997). 

L’efficacia nei confronti della diarrea acuta è ben documentata anche con altri ceppi 

di probiotici, come L. reuteri, L. casei e Saccharomyces boulardii (Huang et al., 

2002, Van Niel et al., 2002). La somministrazione di probiotici, come B. bifidum, 

Streptococcus termophilus e L. rhamnosus, si è dimostrata molto utile anche come 

profilassi per prevenire l’insorgenza della diarrea nosocomiale nei bambini 

(Saavedra et al., 1994; Szajewska et al., 2001). 

Alcuni autori hanno mostrato che L. casei era in grado di prevenire l’infezione 

intestinale causata da S. typhimurium, mentre L. acidophilus non era in grado di 

proteggere le cellule, e lo yogurt forniva una prevenzione solo parziale. Inoltre vi 

era una correlazione tra maggior protezione dall’infezione e aumento della 

concentrazione di IgA secreta, che indicava una stimolazione del sistema 

immunitario locale (Perdigon et al., 1995). 

Ulteriori studi sperimentali hanno dimostrato che alcuni ceppi di lattobacilli 

possono prevenire o diminuire disordini della permeabilità intestinale. E’ stato 

infatti visto che l’esposizione prolungata a latte vaccino induceva un aumento della 

permeabilità intestinale in ratti allo svezzamento, che veniva soppressa quando 

insieme al latte veniva somministrato L. casei GG (Isolauri et al., 1993). 

Recentemente alcuni autori hanno messo in evidenza che un cambiamento nella 

composizione della flora enterica, causata da colonizzazione con Klebsiella 

pneumoniae, S. viridans ed E. coli, portava ad un aumento della permeabilità della 

parete intestinale. Se la colonizzazione avveniva con L. brevis, il passaggio di un 

marcatore dal lume intestinale ai vasi sanguigni era invece ridotto (Garcìa-Lafuente 
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et al., 2001). Questi studi dimostrano che la stabilizzazione e la funzionalità della 

barriera intestinale può essere migliorata dalla presenza nel lume intestinale di 

alcuni ceppi di lattobacilli. 

L’incidenza del morbo di Crohn, della colite ulcerosa e della paucite 

(infiammazione nella tasca ileale che viene ricostruita dopo un intervento di 

colonstomia in pazienti con colite ulcerosa), chiamati collettivamente sindrome 

infiammatoria intestinale (inflammatory bowel disease, IBD), è in continuo 

aumento nei Paesi industrializzati. I cambiamenti nello stile di vita, inclusa una 

maggiore igiene e una riduzione nel consumo di cibi contenenti fermenti batterici, 

possono alterare il giusto equilibrio microbico necessario per lo sviluppo di un 

corretto sistema immunitario intestinale (Shanahan F., 2004). Ciò può portare alla 

comparsa di reazioni immunitarie verso la flora batterica intestinale, che si 

ritengono essere il primo passo che conduce allo sviluppo delle IBD e di altri 

disordini legati ad una errata risposta immunitaria. Diverse evidenze sperimentali 

suggeriscono infatti che sia il morbo di Crohn che la colite ulcerosa sono causati da 

un’iperattivazione del sistema immunitario intestinale nei confronti della flora 

enterica, cui segue l’instaursi di uno stato infiammatorio cronico e conseguente 

danno alla mucosa (Macpherson et al., 1996; Shanahan, 2002). L’equilibrio tra 

batteri patogeni e benefici a livello intestinale rappresenta invece una protezione 

contro risposte immunitarie anomale che conducono all’infiammazione. Per questo 

motivo è stata suggerita, come una buona strategia terapeutica contro le IBD, una 

modificazione della microflora a favore dei probiotici (Fedorak and Madsen, 2004). 

Studi sperimentali condotti ex vivo su mucose intestinali di pazienti affetti da morbo 

di Crohn hanno mostrato che alcuni ceppi di lattobacilli, tra cui L. casei, possono 
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indurre una diminuzione del rilascio di TNF-α da parte della mucosa infiammata. 

Inoltre tale segnale anti-infiammatorio viene trasferito dall’epitelio al tessuto 

sottostante, con conseguente riduzione dell’espressione dei marcatori di attivazione 

espressi sui linfociti T della lamina propria (Borruel et al., 2002). Studi effettuati su 

bambini affetti da morbo di Crohn, cui è stato somministrato L. rhamnosus GG per 

10 giorni, hanno rivelato un aumento di cellule secernenti IgA verso β-

lattoglobulina e caseina (Malin et al., 1996). Per la colite ulcerosa, sono stati 

effettuati dei saggi clinici con una preparazione di un E. coli non patogeno (ceppo 

Nissle 1917), ed è stato osservato lo stesso effetto benefico nella remissione della 

malattia sia con questo probiotico che con il trattamento standard con mesalazina 

(Kruis et al., 1997; Rembacken et al., 1999). Anche una miscela commerciale di 

otto diversi ceppi di probiotici, VSL#3, si è dimostrata una valida terapia di 

mantenimento per la cura della colite ulcerosa (Venturi et al., 1999). 

Numerosi studi hanno mostrato interessanti effetti dei probiotici nelle 

infiammazioni intestinali indotte sperimentalmente in animali per mimare le IBD 

umane. Fabia et al. (1993) hanno notato infatti una diminuzione della colite indotta 

da acido acetico in ratti trattati con L. reuteri R2LC somministrato 

intracolonicamente. Lo stesso lattobacillo veniva testato da Mao et al. (1996), 

insieme al L. plantarum (ceppo DSM 9843), su ratti con enterocolite indotta da 

trattamento con metotrexato. Essi hanno rilevato una minor permeabilità intestinale, 

una minor traslocazione batterica ed una minor concentrazione di endotossine nel 

plasma nei ratti trattati con probiotici rispetto ai ratti non trattati. 

Esperimenti condotti su topi IL-10-/- che sviluppano spontaneamente la colite, 

hanno mostrato che la somministrazione orale di L. reuteri o di L. plantarum 299V 
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faceva diminuire significativamente i sintomi della malattia (Madsen et al., 1999; 

Schultz et al., 2002). Steidler et al. (2000) hanno osservato che somministrando a 

topi knockout per la IL-10 il probiotico L. lactis geneticamente modificato per 

secernere questa citochina, si preveniva l’insorgenza della colite. Altri autori hanno 

evidenziato che la somministrazione della miscela di probiotici VSL#3 a topi cui 

era stata indotta la colite con acido trinitrobenzensulfonico, portava ad un aumento 

della produzione di IL-10 e ad un incremento nel numero delle cellule Treg (Di 

Giacinto et al., 2005). In altri studi condotti su topi knockout per la IL-10 fu invece 

osservato che vari ceppi di probiotici in grado di alleviare i sintomi della colite 

inducevano una diminuzione delle citochine IFN-γ and TNF-α ed un aumento di 

TGF-β (McCarthy et al., 2003). 

Nel complesso, questi risultati mostrano che i probiotici agiscono modulando la 

risposta immunitaria nelle IBD grazie alle citochine regolatorie IL-10 e TGF-β, e 

suggeriscono un ruolo importante per tali batteri per la cura delle IBD. 

 

Stimolazione del sistema immunitario 

Tra i diversi effetti benefici esercitati dai probiotici molto importante è la loro 

capacità di interazione con il sistema immunitario (Salminen et al. 1998). 

Vi sono numerose evidenze che suggeriscono un’azione stimolante dei batteri acido 

lattici sulla risposta immunitaria sia innata che acquisita, sulla funzione linfocitaria, 

sulla produzione di anticorpi e della citochine (Gill et al. 2000, Perdigon et al. 1999, 

Pessi et al. 2000). 

E’ stato visto che alcuni ceppi di probiotici sono in grado di aumentare il numero di 

popolazioni di neutrofili e macrofagi, così come di stimolare l’attività delle cellule 
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natural killer (NK; Gill et al. 2000, Matsuzaki and Chin 2000). La capacità dei 

probiotici di modulare le popolazioni linfocitarie è stata dimostrata da alcuni autori 

che osservarono un aumento della popolazione dei linfociti Th in topi alimentati con 

L. casei (Perdigon et al. 1999). 

Effetto sulla produzione di anticorpi 

Numerosi studi hanno evidenziato che il trattamento con alcuni ceppi di probiotici è 

in grado di potenziare la risposta immunitaria antigene-specifica nei confronti di 

infezioni naturali e immunizzazioni. L’effetto si esplica essenzialmente sulla 

produzione di IgA a livello delle mucose. 

Già nel 1992 Perdigon et al. hanno dimostrato che L. acidophilus, L. casei e lo 

yogurt favoriscono l’aumento delle cellule secernenti IgA e che tale aumento è 

proporzionale al numero di dosi somministrate. Gli stessi autori hanno proseguito le 

ricerche su dei topi alimentati con yogurt e differenti lattobacilli e hanno dimostrato 

che solo L. casei ed L. plantarum erano in grado di aumentare il numero dei 

linfociti CD4+ nella lamina propria intestinale, mentre tutti i probiotici 

somministrati causavano un aumento delle cellule B IgA+ nell’intestino (Perdigon et 

al., 1999). Altri esperimenti condotti su topi cui veniva somministrata oralmente la 

tossina del colera, hanno mostrato che la produzione sia nell’intestino che nel siero 

delle IgA specifiche contro tale tossina aumentava notevolmente in seguito a 

somministrazione di yogurt contenente, oltre ai batteri convenzionali L. bulgaricus 

e S. thermophilus, anche L. acidophilus, B. bifidum e B. infantis (Tejada-Simon et 

al., 1999). Questi risultati dimostravano la capacità di alcuni probiotici a stimolare 

la risposta immunitaria specifica. 
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L’aumento della produzione di immunoglobuline da parte dei probiotici è stato 

osservato anche nell’uomo. Alcuni autori (Link-Amster et al., 1994) hanno 

somministrato un ceppo attenuato di S. typhimurium ad un gruppo di volontari che 

stavano ricevendo prodotti di latte fermentato contenenti L. acidophilus La1 e 

bifidobatteri. Essi hanno osservato che la produzione di IgA nel siero di quei 

soggetti era maggiore rispetto a quella dei soggetti di controllo che non ricevevano i 

probiotici. Dal momento che il meccanismo di protezione contro Salmonella è noto 

essere dipendente dalle IgA (Tagliabue et al., 1986), gli autori hanno potuto 

concludere che alcuni probiotici possono agire come adiuvanti nell’induzione della 

risposta immunitaria umorale. Studi clinici sono stati effettuati anche da Kaila et al. 

(1992), i quali hanno osservato un aumento nella risposta delle cellule secernenti 

anticorpi IgA circolanti in neonati supplementati con un ceppo di L. casei. 

Effetti sulla secrezione delle citochine 

Per molti anni la produzione di citochine è stata associata solo alla risposta contro le 

infezioni ed è stata data poca attenzione al fatto che, oltre a vari tipi di alimenti, i 

batteri lattici potessero indurre la produzione di citochine anche in condizioni di 

perfetta salute (Bendtzen, 1988). L’effetto maggiormente studiato e documentato 

sull’attività immunomodulatoria dei probiotici riguarda proprio l’espressione delle 

citochine, sia pro- che anti-infiammatorie, a livello sia intestinale che sistemico. 

Tuttavia, i risultati al riguardo sono piuttosto discordanti e le modalità con le quali i 

probiotici modulano l’espressione delle citochine non sono ancora del tutto chiare. 

Numerosi studi condotti in vitro riportano un aumento delle citochine pro-

infiammatorie quali IL-12 e TNF-α in presenza di probiotici (Hessle et al., 1999; 

Kato et al., 1999; Miettinen et al., 1998). Hessle et al., (2000) studiando la risposta 
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di IL-12 e di IL-10 in cellule mononucleate di sangue periferico (PBMC) umane, 

dopo stimolazione con L. plantarum, L. rhamnosus, L. paracasei, isolati dalla 

mucosa intestinale umana, e con E. coli, hanno visto che tutti e tre i lattobacilli usati 

portavano ad un aumento della IL-12 nei PBMC rispetto ad E. coli, e il più efficace 

risultava essere L. paracasei. Gli autori hanno notato inoltre, un andamento inverso 

tra la produzione di IL-12 e quella di IL-10, tranne che nel caso di stimolazione con 

L. plantarum. Altri autori confermarono la tendenza dei lattobacilli ad aumentare la 

produzione delle citochine infiammatorie, trovando un incremento di IFN-γ e di IL-

12 in PBMC umani trattati con L. johnsonii e L. sakei, mentre il livello di IL-10 non 

sembrava aumentare (Haller et al., 2000). Solis-Pereyra et al. (1997) hanno trovato 

un aumento dei valori plasmatici di IFN-α ed IFN-β in topi a cui i batteri lattici 

venivano iniettati. Inoltre, utilizzando un modello in vitro di cellule mononucleate 

di sangue (BMCs) umane coltivate in un mezzo contenente batteri dello yogurt, 

hanno notato un aumento nella produzione di IL-1 β, TNF- α, IFN-α ed IFN-γ. 

L’aumento della risposta immunitaria innata è stato visto anche in vivo in modelli 

animali (Perdigon et al., 1991; Perdigon et al., 1988) e nell’uomo (Schiffrin et al., 

1995; Schiffrin et al., 1997), dopo somministrazione di prodotti di latte fermentato 

contenenti probiotici. Da queste evidenze, è stato ipotizzato che i batteri acido-

lattici possono essere usati come adiuvanti non specifici della risposta immunitaria 

innata, aumentando i meccanismi di difesa precoci come risposta alle infezioni 

intestinali (Von der Weid et al., 2001). 

E’ stata anche riportata un’attività dei probiotici nell’indurre l’espressione delle 

citochine anti-infiammatorie. Uno studio in vitro su coculture di cellule intestinali 

Caco-2 con PBMC, trattate con vari batteri non patogeni, hanno dimostrato che 
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diversi batteri possono indurre la produzione di differenti citochine (Haller et al., 

2000). Dai risultati ottenuti, L. sakei sembrava aumentare i livelli di mRNA delle 

citochine IL-1β e TNF-α delle Caco-2 solo in presenza delle PBMC, ed il livello di 

mRNA di IL-10 delle PBMC umane. L. johnsonii invece, mostrava una ridotta 

capacità ad indurre le citochine infiammatorie, mentre induceva un aumento dei 

livelli di mRNA di TGF-β nelle Caco-2 solo in presenza delle PBMC. Questo 

studio suggeriva che le cellule epiteliali possono partecipare alla regolazione della 

risposta immunitaria della mucosa, modulando l’espressione delle citochine e delle 

chemiochine in seguito a stimolazione da parte dei batteri non patogeni. Questo 

risultato suggeriva inoltre che il segnale batterico può giungere sulla superficie della 

mucosa grazie a mediatori solubili prodotti dalle PBMC. 

Von der weid et al. (2001) hanno rilevato un aumento sia di IL-12 che di IL-10 in 

colture di linfociti splenici di topi trattati con L. paracasei. Poiché queste due 

citochine risultano avere ruoli antagonisti nella regolazione delle cellule Th1, gli 

stessi autori hanno pensato di osservare gli effetti del batterio nel processo di 

differenziamento delle cellule T CD4+ in topi. I risultati hanno mostrato una forte 

inibizione della attività proliferativa delle cellule T ed una diminuzione dei livelli di 

citochine specifiche sia della classe Th1 che della classe Th2 (IFN-γ, IL-4 ed IL-5); 

al contrario, sia la produzione di IL-10 che quella di TGF-β risultava aumentata. Per 

giustificare l’aumento di queste due citochine antiinfiammatorie non accompagnato 

da attivazione dei linfociti Th2, gli autori hanno suggerito che alcuni componenti 

della flora batterica intestinale potessero indurre la formazione del fenotipo 

cellulare regolatorio Tr1, che è noto produrre alti livelli di IL-10 (Groux et al., 

1997). 
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Effetti benefici sulle allergie alimentari, malattie autoimmuni e tolleranza orale 

Le allergie alimentari e quelle che si manifestano sotto forma di dermatite atopica, 

rinite allergica ed asma, sono disturbi cronici di importanza crescente nei Paesi 

maggiormente sviluppati, dovute ad una risposta immunitaria non controllata nei 

confronti di particolari determinanti antigenici ambientali o alimentari. Agli inizi 

degli anni ’80 venne formulata la cosiddetta “hygiene hypothesis”, in base alla 

quale il grande aumento nell’incidenza di questi disturbi sarebbe dovuto al 

miglioramento delle condizioni igieniche, che porta ad una minor esposizione a 

carichi microbici e quindi a patogeni in grado di innescare una risposta immunitaria 

di tipo Th1, con conseguente spostamento verso una risposta Th2 e iperproduzione 

di IL-4 e IgE, caratteristica degli individui allergici (Rautava et al., 2004). 

Tra le differenti cellule del sistema immunitario coinvolte nel mantenimento di uno 

stato tollerante, un ruolo essenziale è svolto dalle cellule Treg, come la popolazione 

di cellule Th3 che producono alti livelli di TGF-β (Chen et al. 1994) e la 

popolazione di cellule Tr1 che è caratterizzata da elevata secrezione di IL-10 

(Groux et al. 1997). Un livello non ottimale di cellule Treg può portare ad uno 

spostamento dell’equilibrio immunologico a favore delle popolazioni Th1 o Th2 e 

condurre quindi allo sviluppo delle IBD o di allergie ed intolleranze, a seconda della 

predisposizione genetica ed immunologica individuale (Rook and Brunet, 2005). 

Considerando gli effetti immuno modulatori ed anti-infiammtori esercitati dai 

probiotici, è stato suggerito l’utilizzo dei probiotici come nuova strategia per il 

controllo delle infiammazioni e delle reazioni allergiche, in quanto sono in grado di 

alterare favorevolmente la microflora dell’ospite e modulare la risposta immunitaria 



 

 - 40 -

intestinale. E’ infatti noto che una adeguata colonizzazione dell’intestino da parte 

della flora batterica nei primi anni di vita è responsabile del corretto equilibrio tra le 

cellule Th1 e quelle Th2, che fornisce una protezione contro l’insorgenza delle 

allergie (Kalliomaki and Isolauri, 2003; Bischoff and Crowe, 2004). 

La microflora intestinale può promuovere processi potenzialmente anti-allergenici, 

essa infatti può stimolare la produzione di TGF-β ed IL-10, con conseguente 

induzione delle cellule Treg che favoriscono la tolleranza orale (Christensen et al., 

2002 McGuirk and Mills, 2002). È stata infatti osservata una diminuzione della 

risposta immunitaria di tipo infiammatorio verso gli antigeni alimentari negli 

individui allergici in seguito a trattamento con probiotici (Pessi et al., 1999; Pelto et 

al., 1998, Majamaa and Isolauri, 1997). I sintomi della dermatite atopica erano 

diminuiti significativamente in bambini che ricevevano Lactobacillus GG e lo 

sviluppo della stessa dermatite era ridotto nei neonati, predisposti alla malattia per 

fattori ereditari, le cui madri ricevevano il probiotico durante la gravidanza e 

l’allattamento (Majamaa e Isolauri, 1997; Kalliomaki et al. 2001; Kalliomaki et al. 

2003). Questi risultati avvalorano così l’ipotesi che alcuni probiotici possono 

mitigare le infiammazioni intestinali e le reazioni di ipersensibilità in soggetti con 

allergie alimentari. 

In studi successivi Pessi et al. (2000) hanno verificato se la somministrazione orale 

di L. rhamnosus GG potesse indurre la produzione di mediatori immunosoppressivi 

nei bambini affetti da dermatite atopica. Essi hanno notato una riduzione dei 

disturbi nei bambini stessi accompagnato dall’aumento di concentrazione di IL-10 

nel siero dopo un lungo trattamento (otto settimane) con il probiotico. Gli stessi 

effetti benefici sono stati osservati per il trattamento della dermatite atopica in 
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bambini trattati con L. rhamnosus e L. reuteri (Rosenfeldt et al., 2003). Un nuovo 

ceppo di L. paracasei isolato dal tratto gastrointestinale umano, LP-33, si è rivelato 

efficace nel diminuire i sintomi della rinite allergica in bambini cui questo ceppo è 

stato somministrato per trenta giorni insieme a latte fermentato (Wang et al., 2004). 

Sono stati effettuati studi anche sugli effetti svolti dai probiotici durante lo sviluppo 

di malattie autoimmuni. Ad esempio, Kato et al. (1998) hanno somministrato L. 

casei ceppo Shirota a dei topi durante lo sviluppo della artrite indotta da collagene 

di tipo II (CIA), ottenendo un’incidenza ed uno sviluppo minore della malattia nei 

topi trattati con il probiotico rispetto ai controlli. I livelli degli anticorpi IgG2a e 

IgG2b specifici contro il collagene di tipo II erano minori nei topi alimentati con L. 

casei Shirota rispetto a quelli che non l’avevano ricevuto. Inoltre i topi trattati 

mostravano una minor produzione di IFN-γ da parte dei linfociti splenici. Questi 

risultati hanno mostrato che la somministrazione orale di L. casei ceppo Shirota era 

in grado di modificare la risposta immunitaria, sia cellulare che umorale, verso il 

collagene di tipo II e queste modificazioni potevano portare ad una riduzione dello 

sviluppo della CIA nei topi.  

Lo stesso lattobacillo è stato utilizzato da Matsuzaki et al. (1998) per studiare la 

produzione di IgE in risposta all’OVA in topi sottoposti ad un processo di 

immunizzazione. Somministrando L. casei ceppo Shirota a topi, precedentemente 

immunizzati con l’antigene OVA, il livello di IgE risultava diminuire rispetto ai 

controlli sia nel siero, sia nei linfociti splenici ristimolati in vitro con OVA. Inoltre, 

gli stessi autori hanno notato un aumento di produzione di citochine 

proinfiammatorie, quali IFN-γ, IL-2 e IL-12 ed una diminuzione di quelle 
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antinfiammatorie, quali IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 da parte dei linfociti splenici dei 

topi trattati con il probiotico e ristimolati in vitro con OVA, rispetto ai controlli. 

Alcuni studi sono stati effettuati anche per valutare l’effetto dei probiotici sulla 

tolleranza orale. Sudo et al. (1997) hanno confrontato la produzione di anticorpi tra 

topi germfree (GF) e topi cui veniva ristabilita la flora enterica. Essi hanno 

applicato un protocollo di tollerizzazione per l’OVA e hanno notato che nei topi GF 

era prodotta un’elevata quantità di anticorpi IgE ed IgG1 specifici per l’OVA. 

Ristabilendo la flora batterica normale in topi GF appena nati, mediante 

somministrazione orale di B. infantis, che è il principale componente della flora 

intestinale dei topi, si è osservata una diminuzione degli anticorpi IgE ed IgG1 

specifici per OVA rispetto ai topi GF. Nel caso in cui il probiotico veniva 

somministrato a topi adulti, i livelli di anticorpi specifici per OVA rimanevano 

elevati. Questi risultati hanno suggerito che le risposte anticorpali anomale nei topi 

GF dopo l’induzione della tolleranza orale, erano dovute alla mancanza della 

microflora intestinale, e che una risposta normale poteva essere ristabilita 

ricostituendo la flora batterica nei topi solo nei primi giorni di vita. 

Complessivamente questi dati contribuiscono a rafforzare l’ipotesi che alcuni 

probiotici possono evitare lo sviluppo di immunopatologie dirette verso antigeni 

presenti nell’ambiemte intestinale causate da una rottura della tolleranza orale e 

ridurre reazioni di tipo allergico ed autoimmune, mantenendo la giusta 

composizione della flora intestinale. 
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Miglioramento dell’intolleranza al lattosio 

La difficoltà ad assorbire e digerire il lattosio è un disturbo molto frequente che 

avviene quando la concentrazione dell’enzima β-galattosidasi nell’orletto a spazzola 

della mucosa dell’intestino tenue è troppo bassa. E’ ormai opinione comune che 

prodotti di latte fermentato, come ad esempio lo yogurt, siano in grado di migliorare 

la digestione del lattosio in soggetti che soffrono di difficoltà nell’assorbimento e 

che contribuiscano alla miglior tolleranza del lattosio da parte dei soggetti 

intolleranti. La principale ragione alla quale si possono attribuire questi effetti è che 

la β-galattosidasi batterica contenuta nei prodotti a base di latte fermentato 

sopravvive al passaggio gastrico e, ad opera dei sali biliari, viene liberata 

nell’intestino tenue, dove interviene in supporto alla carenza endogena.  

De Vrese et al. (2001) hanno somministrato prodotti di latte fermentato contenenti 

L. delbrueckii subsp. bulgaricus a dei maiali allo svezzamento. Al fine di valutare 

se la vitalità dei batteri fosse un requisito fondamentale per l’attività della β-

galattosidasi batterica, gli stessi hanno usato lattobacilli vitali, lattobacilli uccisi 

mediante irradiazione γ, che preserva l’integrità della parete cellulare, oppure 

lattobacilli uccisi in seguito ad un lungo tempo di conservazione a + 4°C, che porta 

ad una parziale rottura della parete cellulare. Come controllo è stato somministrato 

un prodotto pastorizzato privo di β-galattosidasi batterica. Analizzando i picchi di 

concentrazione di galattosio postprandiale nel plasma, i valori sono risultati uguali 

sia nel caso del trattamento con lattobacilli vivi che con quelli uccisi mediante 

irradiazione, e nettamente superiori rispetto ai valori di controllo. Il trattamento con 

lattobacilli che avevano parziale rottura della parete cellulare dava valori simili ai 
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controlli. Questi risultati indicavano che l’integrità della parete è un elemento 

necessario per proteggere l’enzima durante il passaggio gastrico. 

Alcuni autori (Mc Donough et al., 1987) hanno riportato tuttavia risultati 

contrastanti a quanto detto. Infatti la somministrazione di alcuni ceppi di L. 

acidophilus resistenti ai sali biliari, miglioravano di poco la digestione del lattosio e 

non erano in grado di rilasciare la β-galattosidasi nell’intestino tenue. Sonicando i 

prodotti contenenti tali lattobacilli, e quindi destabilizzando la parete, gli stessi 

autori hanno ottenuto un miglioramento nella digestione del lattosio. Questo 

risultato ha suggerito quindi la necessità della rottura della parete per rilasciare la β-

galattosidasi nell’intestino. 

 

Prevenzione dell’ipercolesterolemia 

Gia da molto tempo è stata attribuita ai bifidobatteri e ad altri probiotici la capacità 

di diminuire la concentrazione di colesterolo nel sangue, così come quella di 

deconiugare e fermentare gli acidi biliari (de Roos & Katan, 2000). 

Infatti, Gilliland et al. (1977), hanno notato che L. acidophilus è in grado di 

deconiugare gli acidi biliari in acidi liberi, che sono escreti dal tratto intestinale più 

velocemente rispetto a quelli coniugati. Ciò porta a nuova sintesi di acidi biliari a 

partire dal colesterolo, causando una riduzione della concentrazione di colesterolo 

nel plasma. Inoltre, gli acidi grassi a catena corta, prodotti finali della fermentazione 

dei carboidrati nell’intestino da parte dei probiotici, inibiscono la sintesi del 

colesterolo da parte del fegato e portano ad una redistribuzione del colesterolo tra il 

fegato e il plasma. Altri possibili meccanismi sono l’assimilazione del colesterolo 



 

 - 45 -

da parte dei probiotici e il legame di questa molecola alle pareti batteriche 

(Lavegrove et al., 2003). 

Altri studi, condotti sia sull’uomo che su modelli animali, hanno mostrato un effetto 

da parte di alcuni probiotici anche nell’aumentare il colesterolo-HDL (Taranto et 

al., 2000; Kiessling et al., 2002). 

 

Prevenzione del cancro 

Lo sviluppo del cancro al colon è una delle più importanti cause di mortalità nei 

paesi industrializzati. E’ ormai noto che la flora intestinale può influenzare la 

carcinogenesi, in quanto alcune specie di batteri che la costituiscono producono 

degli enzimi, quali glicosidasi, β-glucoronidasi, azotoreduttasi e nitroreduttasi, che 

trasformano i precarcinogeni in carcinogeni attivi, come le ammine aromatiche 

eterocicliche (Knasmuller et al., 2001). 

Diversi studi condotti su animali hanno mostrato che alcuni probiotici, come L. 

acidophilus e Bifidobacterium spp., possono proteggere da tale attività pro-

carcinogenica attraverso vari meccanismi: inibizione della crescita dei batteri pro-

carcinogenici, diminuzione dell’attività enzimatica pro-carcinogenica, legame e/o 

disattivazione di tali composti mutageni, carcinogeni, co-carcinogeni e pro-

carcinogeni, produzione di sostanze ad azione antimutagena, riduzione 

dell’assorbimento intestinale dei composti mutageni, stimolazione della risposta 

immunitaria (Rolfe, 2000; Goossens et al., 2003). 

E’ stato visto che L. acidophilus e Bifidobacterium spp. sono in grado di ridurre i 

livelli di β-glucoronidasi, azotoreduttasi, nitroreduttasi ed ureasi, enzimi 
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responsabili di catalizzare la formazione di amine cancerogene (Goldin et al., 1984; 

Lidbeck et al., 1991). 

Diversi studi condotti su animali hanno mostrato che la supplementazione con ceppi 

specifici di probiotici può prevenire l’insorgenza, la crescita e la metastasi di tumori 

indotti dal trattamento con cancerogeni chimici. E’ stata altresì evidenziata una 

diminuzione di alcuni marcatori tumorali specifici (Rafter, 2003; Saikali et al., 

2004). Perdigon et al. (1995) hanno studiato l’effetto della somministrazione di 

yogurt in casi di tumore intestinale indotto chimicamente in topi. I risultati hanno 

mostrato che la somministrazione di yogurt per un lungo periodo inibiva lo sviluppo 

del carcinoma intestinale.  

Nell’uomo è stata osservata una diminuzione del livello degli enzimi pro-

carcinogenici in seguito ad assunzione di alcuni ceppi di Lactobacillus, ma resta 

ancora da stabilire se questo effetto porti ad un’effettiva diminuzione del rischio di 

cancro al colon (Ling et al., 1994). Malgrado dunque vi siano i presupposti per 

considerare i probiotici potenzialmente utili nella prevenzione delle patologie 

neoplastiche, sull’uomo non esistono ancora evidenze sperimentali dirette. 

I dati sperimentali ottenuti finora sono comunque supportati da vari studi 

epidemiologici, che hanno mostrato una diminuzione dell’incidenza del cancro al 

colon in popolazioni che consumano regolarmente un’elevata quantità di yogurt ed 

altri prodotti fermentati (Peters et al., 1992; Kampman, 1994). 
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2. SCOPO DEL LAVORO 

 

La mucosa intestinale è un’enorme superficie esposta continuamente ad un elevato 

numero di antigeni che giungono nel lume. Il sistema immunitario dell’intestino 

deve quindi essere in grado di proteggere la mucosa contro i patogeni, ma anche di 

evitare reazioni di ipersensibilità verso le proteine alimentari, la normale flora 

batterica ed altre macromolecole presenti nell’ambiente intestinale. E’ infatti noto 

che le reazioni contro gli alimenti hanno una base immunologica e possono derivare 

da una rottura della tolleranza verso i componenti della flora intestinale o verso 

alcuni antigeni contenuti negli alimenti stessi. Questo può portare allo sviluppo di 

risposte immunitarie della mucosa dirette contro gli autoantigeni e quindi alla 

comparsa di malattie autoimmuni. Tuttavia queste situazioni non sono molto 

frequenti, grazie alla capacità del sistema immunitario intestinale di discriminare gli 

antigeni alimentari da quelli di importanza immunologica tramite il processo di 

tolleranza orale. 

Negli ultimi anni, le manifestazioni di allergie alimentari, disturbi atopici e malattie 

autoimmuni sono in continuo aumento nelle società occidentali. Come già detto 

nell’introduzione, secondo la “hygiene hypothesis” il grande aumento 

nell’insorgenza di tali disturbi non sembra essere attribuito esclusivamente a fattori 

genetici, ma sarebbe dovuto al miglioramento delle condizioni igieniche, che porta 

ad una minor esposizione a batteri con ridotta stimolazione del sistema immunitario. 

In particolare è stato recentemente visto che tra i batteri della flora intestinale sono i 

probiotici ad essere responsabili della formazione di una corretta risposta 

immunitaria, mantenendo un giusto equilibrio nella microflora, esercitando 
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protezione contro patogeni intestinali e modulando la risposta immunitaria. Infatti il 

trattamento con probiotici sembra portare ad un miglioramento nelle allergie 

alimentari, disturbi autoimmuni e tolleranza orale (Isolauri, 2001; Dugas, 1999). 

Fin’ora i disturbi e la malattie sopra nominati sono stati controllati eliminando dalla 

dieta l’antigene responsabile della risposta immunitaria, ma sta acquisendo notevole 

importanza l’utilizzo di alimenti funzionali contenenti probiotici per mantenere la 

salute dell’individuo e prevenire o migliorare alcune patologie immunitarie. 

Tuttavia, restano ancora da chiarire i meccanismi mediante i quali i probiotici 

modulano la risposta immunitaria intestinale. 

In questo studio si è voluto verificare se la somministrazione orale di probiotici 

potesse indurre una risposta anti-infiammatoria e tollerogenica a livello intestinale 

ed i meccanismi che ne stanno alla base. 

A questo scopo sono stati utilizzati due modelli sperimentali: ratti resi tolleranti 

verso l’antigene alimentare OVA, normalmente non presente nella loro dieta, 

mediante somministrazione orale di tale antigene e successiva immunizzazione, e 

ratti solo immunizzati con lo stesso antigene. I probiotici utilizzati sono stati: 

- Bifidobacterium animalis MB5, un ceppo relativamente nuovo, ma già utilizzato 

nel nostro laboratorio in studi condotti in ratti resi carenti in zinco, in cui si 

dimostrava capace di proteggere la mucosa intestinale dai danni morfologici e 

infiammatori causati da tale carenza (Mengheri et al., 1999); 

- Lactobacillus casei subsp. rhamnosus GG, un probiotico di cui sono ben note 

dalla letteratura molte attività benefiche e già disponibile in commercio. 



 

 - 49 -

3. MATERIALI E METODI 

 

Animali 

I ratti utilizzati in tali studi provenivano dal ceppo Sprague-Dawley (Charles River, 

Como), sono stati allevati in gabbie di acciaio inossidabile, in stanze a temperatura 

controllata stazionaria a 23˚C, in condizione alternata di luce e buio di 12 ore. 

 

Preparazione dei batteri 

I batteri venivano cresciuti nel proprio mezzo di coltura DeMan Rogosa Sharp 

(MRS, Difco) in anaerobiosi in un incubatore con temperatura costante di 37˚C. 

Quotidianamente veniva controllata la densità ottica mediante lettura a 600 nm con 

uno spettrofotometro (modello DU.40, Beckman, Milano) e determinata la 

concentrazione. La quantità di batteri desiderata veniva prelevata in fase di crescita 

esponenziale e, dopo centrifugazione a 3000 rpm (centrifuga Beckman, modello TJ-

6) per 5 minuti, veniva risospesa in phosphate buffered saline (PBS, Euroclone). 

 

Trattamento sperimentale degli animali 

Tutti i ratti venivano alimentati con una dieta standard fornita dalla ditta Mucedola 

(Settimo Milanese), ed avevano libero accesso al cibo e ad acqua distillata e 

deionizzata. 

Al raggiungimento del peso di circa 150-160 g., i ratti venivano divisi in tre gruppi: 

il gruppo Ba riceveva oralmente, tutti i giorni, una quantità fissa (8 x 108 batteri per 

ratto) di Bifidobacterium animalis, ceppo MB5 (ATCC 25527), isolato e fornito da 

B. Biavati (1995) in fase di crescita esponenziale per quattro settimane; il gruppo 
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LGG riceveva Lactobacillus casei subsp. rhamnosus ceppo GG (ATCC 53103) 

nelle stesse dosi e modalità dell’altro probiotico; il gruppo C riceveva PBS invece 

dei batteri. 

Dopo una settimana dall’inizio del trattamento con i probiotici, i ratti dei tre gruppi 

venivano suddivisi in due sottogruppi ciascuno, in base a due diversi protocolli 

sperimentali: tollerizzazione ed immunizzazione, come riportato nello schema 

allegato (Fig.7). All’inizio della seconda settimana, ai ratti cui doveva essere indotta 

la tolleranza (C-t, Ba-t, LGG-t), veniva somministrata oralmente una bassa dose di 

ovalbumina (OVA, 7 mg; Sigma, Milano) sciolta in PBS, per tre volte nella 

settimana, mentre ai ratti che dovevano essere solo immunizzati (C-i, Ba-i, LGG-i) 

veniva somministrato oralmente solo il PBS. Giunti alla terza settimana, tutti i ratti 

venivano immunizzati tramite un’iniezione sottocutanea di 300 µg di OVA, 

emulsionata in adiuvante di Freund completo (CFA, Sigma). L’emulsione veniva 

preparata miscelando 300 µl di una soluzione di OVA (1mg/ml) in PBS sterile con 

300 µl di CFA e sonicando il tutto mediante un sonicatore ad immersione (Sonics & 

Materials, Tecnochimica Moderna, Roma). La settimana successiva veniva 

effettuato un richiamo a tutti i ratti ripetendo la stessa iniezione nelle stesse dosi. 

Alla quinta settimana i ratti venivano sacrificati dopo essere stati anestetizzati con 

un’iniezione intraperitoneale di Farmotal (6 mg/Kg di peso corporeo; Pharmacia & 

Upjohn, Milano). 

Dagli animali venivano rimossi, in condizioni di sterilità sotto cappa a flusso 

laminare (C.A.M.Bio, modello Aura Mini), milza e linfonodi mesenterici che 

venivano subito posti in PBS addizionato di antibiotici (100 µg/ml streptomicina, 

10U/ml ampicillina, Euroclone). 
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Saggio della risposta di ipersensibilità di tipo ritardato (DTH)  

Dopo 6 giorni dall’ultimo richiamo dell’iniezione di OVA, ad alcuni ratti di ciascun 

sottogruppo venivano iniettati 25 µg di OVA in 50 µl di PBS sotto la pianta del 

piede della zampa sinistra e 50 µl di PBS sotto quella del piede della zampa destra. 

Dopo 24 ore il gonfiore sviluppato veniva misurato con un calibro digitale. 

 

Preparazione dei linfociti 

In condizioni di sterilità (cappa a flusso laminare Gelaire, modello BSB-3), i 

linfociti splenici venivano estratti dalla milza mediante perfusione del mezzo di 

coltura direttamente nell’organo tramite siringhe da insulina. L’aumento di 

pressione ottenuto all’interno della milza faceva fuoriuscire i linfociti insieme al 

mezzo stesso. I linfonodi mesenterici venivano grattati su delle retine di ottone 

sterili, quindi i linfociti venivano raccolti e filtrati su del cotone sterile per eliminare 

i residui di tessuto. 

Una parte delle cellule venivano sedimentate in una centrifuga (Beckman, modello 

TJ-6) a 1200 rpm, a temperatura ambiente per 5 minuti e poi risospese nel mezzo di 

coltura RPMI- 1640, (Biochrom AG), contenente 100 µg/ml streptomicina, 10 U/ml 

ampicillina, 2 mM glutammina, 10% siero bovino fetale inattivato (30 minuti a 

56˚C), 1% di una soluzione di aminoacidi non essenziali 100X, 50 µM di β-

mercaptoetanolo. I prodotti usati per le colture erano forniti dalla ditta Euroclone. 

I linfociti venivano contati al microscopio ottico mediante una camera di Neuhauer 

per la conta cellulare e piastrati per testarne la proliferazione, l’espressione genica e 

la secrezione delle citochine, secondo i protocolli sperimentali di seguito riportati. 
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Tutte le cellule venivano poste in incubatore (Steri-Cult 200, Forma Scientific) a 

37˚C, con il 5% di CO2 e il 95% di umidità. 

Una parte dei linfociti mesenterici veniva separata mediante gradiente di Ficoll- 

Plaque (Amersham Bioscience, Milano). Questo polimero ha una densità intermedia 

tra quella degli eritrociti e quella dei PBMC e grazie al principio della 

centrifugazione a gradiente, permette di separare i linfociti, che si stratificano 

sottoforma di un anello biancastro all’interfaccia delle 2 fasi (Ficoll-sospensione 

cellulare), e gli eritrociti che hanno una densità maggiore e sedimentano costituendo 

il pellet. La sospensione di 10 ml veniva fatta colare dalla parete del tubo 

posizionato quasi orizzontalmente, sopra il Ficoll. Una volta create le 2 fasi, queste 

venivano centrifugate a 1800 rpm per 40 minuti a temperatura ambiente in una 

centrifuga senza freno (Beckman, modello TJ-6). Gli anelli di linfociti venivano 

raccolti all’interfaccia delle 2 fasi mediante una pipetta pasteur, messi in un nuovo 

tubo e lavati in 15 ml di PBS per allontanare il Ficoll residuo. Dopo centrifugazione 

a 1200 rpm per 5 minuti, i linfociti totali sono stati risospesi in PBS e contati al 

microscopio ottico, per calcolarne la concentrazione. 

 

Analisi delle sottopopolazioni linfocitarie 

L’analisi delle sottopopolazioni linfocitarie veniva effettuata mediante 

citofluorimetria a flusso, una metodica che permette di valutare parametri fisici e 

chimici di particelle biologiche o cellule contenute in una sospensione e di 

identificare sottopopolazioni di cellule sulla cui membrana è presente una struttura 

riconosciuta da un anticorpo monoclonale specifico coniugato con un marcatore 

fluorescente. 
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Dopo la separazione su gradiente di Ficoll, i linfociti mesenterici (1 x 107 cells/ml) 

venivano preparati per l’analisi delle sottopopolazioni. Le cellule venivano lavate in 

PBS e fissate con paraformaldeide (4%; 10 minuti a 4°C). I linfociti venivano poi 

incubati per 30 minuti a 4°C con anticorpo anti CD3 di ratto (clone 1F4) coniugato 

con fluoresceina isotiocianato (FITC), anticorpo anti CD25 di ratto (clone OX-39) o 

anti CD8 di ratto (clone OX-8) coniugato con ficoeritirina (PE) e anticorpo anti 

CD4 di ratto (clone OX-35) coniugato con ficoeritrina cianina 5 (PE Cy5). Tutti gli 

anticorpi usati erano della Pharmingen (Becton Dickinson, Milano), e veniva 

utilizzato 1 µg di anticorpo ogni 106 linfociti. L’analisi delle sottopopolazioni 

veniva effettuata utilizzando un fluorescence-activated cell sorter (FACS-Calibur, 

Becton Dickinson, Milano). 

 

Proliferazione linfocitaria in risposta al mitogeno ConA 

La capacità proliferativa dei linfociti veniva testata dopo stimolazione con il 

mitogeno Concanavalina A (Sigma), capace di indurre la proliferazione policlonale 

delle cellule, quindi di stabilire il grado massimo di risposta proliferativa che le 

cellule possono raggiungere. 

I linfociti venivano posti in coltura alla concentrazione di 1,5 x 106 cellule/ml in 

piastre da 96 pozzetti (Costar; SIAL; Roma), in maniera da avere 3 x 105 

cellule/pozzetto. I linfociti venivano lasciati per 72 ore in coltura in presenza del 

mitogeno ConA (2,5 µg/ml). Nelle ultime 18 ore di coltura veniva aggiunto 1 µCi di 

timidina triziata per ogni pozzetto (attività specifica di 6,7 mCi/mmol; NEN, 

Germania). Le cellule venivano filtrate mediante un Cell Harwerster (Nunc) su 

appositi filtri di carta (Titertek). Questi venivano fatti asciugare e messi in vials di 
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scintillazione (Beckman) in presenza di 2 ml di liquido di scintillazione Hisafe2 

(Wallace, Milano). La radioattività incorporata veniva quindi determinata mediante 

uno scintillatore (Beckmann, modello LS1801). 

 

Proliferazione linfocitaria in risposta all’OVA 

Uno stesso numero di linfociti (3 x 105 cellule/pozzetto) venivano piastrati in piastre 

da 96 pozzetti in presenza o meno di OVA alla concentrazione finale di 5 mg/ml e 

lasciati in coltura per 96 ore. Il tempo e la quantità di OVA erano quelli che davano 

la massima proliferazione, come determinato da esperimenti preliminari. La 

timidina triziata veniva aggiunta nelle ultime 18 ore di coltura e le cellule venivano 

filtrate con la stessa procedura utilizzata per il mitogeno. 

 

Estrazione di RNA dai linfociti 

I linfociti necessari per l’estrazione dell’RNA (5 x 107) venivano piastrati su fiasche 

da 75 cm2 (Costar) in presenza o meno di OVA alla concentrazione finale di 5 

mg/ml e lasciati in proliferazione per 72 ore. I linfociti venivano infine raccolti, 

centrifugati a temperatura ambiente per 5 minuti a 1200 rpm (centrifuga Beckman 

modello TJ-6) e risospesi in 3 ml di tampone GT (guanidina tiocianato 5M; sodio 

citrato pH 7, 25 mM; sarcosile 0,5%; EDTA pH 7,5, 2 mM; e 5% β-

mercaptoetanolo aggiunto fresco). Le cellule venivano omogenate tramite una 

siringa finché l’omogenato non risultava completamente fluido. L’omogenato si 

stratificava quindi su gradiente di CsCl (4.95M) e 0.1M EDTA, in tubi da 

ultracentrifuga per rotore SW-40 (Beckman, Milano), e si centrifugava per 17 ore, a 

20˚C, a 34000 rpm in ultracentrifuga (Beckman, modello L8-70M). Il supernatante 
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veniva aspirato e, dopo aver tagliato i tubi a circa 1 cm dal fondo, il sedimento 

contenente l’RNA veniva risospeso in 200 µl di urea 7 M-sarcosile 2%, per 

eliminare residui di proteine, e raccolto in tubi RNAsi free. Venivano aggiunti a 

questa soluzione 100 µl di cloroformio, 100 µl di fenolo e dopo agitazione con 

vortex si centrifugava a 2500 g con una microcentrifuga (Ole Dich) 10 minuti a 

4˚C, per separare le 2 fasi: organica ed acquosa. La fase acquosa veniva recuperata 

in un nuovo tubo e veniva aggiunto Na-acetato (1/10 del volume raccolto) e 2,5 

volumi di etanolo assoluto. Dopo aver invertito delicatamente i tubi, questi 

venivano posti almeno 1 ora a -80 ˚C per far precipitare l’RNA. Dopo 

centrifugazione a 14000 g, 30 minuti a 4˚C, il supernatante veniva scartato e il 

pellet veniva lavato in etanolo 70%. Infine il pellet veniva essiccato sottovuoto in 

Speedvac concentrator (SAVANT, Roma), e risospeso in 25 µl di acqua bidistillata 

ed RNAsi free. La densità ottica veniva determinata mediante lettura allo 

spettrofotometro (DU.70, Beckmann) a 260 nm e 280 nm per valutare la quantità di 

RNA (260 nm) e la eventuale presenza di proteine (280 nm). Il rapporto ottimale tra 

le due densità ottiche (260 nm/280 nm), che assicura un grado elevato di pulizia 

dell’RNA, dovrebbe dare un valore tra 1,7 e 2. Se il rapporto non risultava ottimale, 

si procedeva ad una ulteriore estrazione con fenolo/cloroformio. Dopo averne 

determinato la concentrazione, l’RNA veniva diluito a 1 µg/µl in acqua bidistillata 

ed autoclavata, e conservato a -80 ˚C. 

Per verificare che i campioni non fossero degradati, un’aliquota pari a 1 µg/µl di 

RNA veniva corsa su gel denaturante di agarosio secondo il protocollo seguente: 

l’RNA veniva fatto denaturare a + 80°C in presenza di tre volumi di tampone di 

carica così costituito: 90 µl di MOPS 10X (acido morfolinpropansulfonico), 450 µl 
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di formammide (Sigma), 135 µl di formaldeide 37% (Sigma). Il campione veniva 

raffreddato immediatamente in ghiaccio e quindi fatto correre su un gel all’1,2 % di 

agarosio in MOPS 1X, 2 % formaldeide e 0,05 µg/ml di bromuro di etidio. 

Il bromuro di etidio è in grado di intercalarsi tra le basi dell’RNA e di emettere luce 

fosforescente se esposto a luce ultravioletta, consentendo così di visualizzarlo. Il gel 

veniva fatto correre in tampone MOPS 1X a circa 50 V per 1 ora. Al termine della 

corsa il gel veniva visualizzato mediante un transilluminatore a luce ultravioletta 

per evidenziare le bande dell’rRNA 28S e 18S. 

 

Trascrittasi inversa e reazione a catena della polimerasi (RT-PCR) 

L’espressione genica delle citochine dei linfociti mesenterici e splenici è stata 

analizzata mediante la tecnica della RT-PCR che permette, attraverso 

l’amplificazione del cDNA, di analizzare anche livelli molto bassi di mRNA 

altrimenti non evidenziabili come nel caso di espressione costitutiva di citochine. 

La RT è una reazione in grado di convertire l’RNA in cDNA sfruttando la capacità 

dell’enzima trascrittasi inversa di trascrivere un filamento di DNA a partire 

dall’mRNA. Questo nuovo filamento è detto cDNA in quanto è un filamento 

complementare rispetto a quello di DNA originario dal quale è derivato l’mRNA 

estratto. 

Per ottenere il cDNA veniva utilizzato il protocollo riportato in Tabella 1. La 

MMLV-RT (Gibco, Milano) è una trascrittasi inversa estratta dal un virus Moloney 

murine leukemia. L’inibitore della RNasi era fornito dalla ditta Promega, (Firenze). 
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La miscela ottenuta veniva incubata per un’ora a 37°C, e poi a 95°C per 5 minuti in 

modo tale da inattivare l’enzima. Il cDNA veniva conservato a -80°C fino al 

momento dell’uso. 

Tabella 1 

 Volume Concentrazione finale 
RNA totale 1µl 1 µg/ µl 

Tampone 5x: 
250 mM Tris-HCl pH 8.3

375 mM KCl 
15 mM MgCl2 

4 µl  
50 mM 
75 mM 
3 mM 

0.1 M DTT 2 µl 10 mM 
2.5 mM dNTPs 4 µl 0.5 mM 

50 µM oligo (dT) 16-18 1 µl 2.5 µM 
MMLV-RT 1 µl 200 U/ µl  

inibitore di RNasi 1 µl 40 U/ µl  
H2O bidistillata 6 µl  

 20 µl totali  
 

La PCR veniva effettuata per le citochine anti-infiammatorie IL-10, IL-4, TGF-β e 

per le citochine pro-infiammatorie IFN-γ e cytokine-induced neutrophil 

chemoattractant (CINC), equivalente alla IL-8 umana. Ogni campione di PCR 

conteneva sia i primers della citochina in esame che quelli della gliceraldeide-3-

fosfato deidrogenasi (GAPDH), che è un gene housekeeping usato come standard 

interno del livello di espressione genica. La miscela di PCR conteneva alla 

concentrazione finale: 2,5 mM MgCl2, 50 mM KCl, 10 mM Tris-HCl, 300 nM 

primer senso, 300 nM primer antisenso, 0,2 nM dNTPs, 1 U/25 µl DNA Taq 

polimerasi (Polymed; Firenze), e 4 µl del prodotto di RT. Il volume finale della 

miscela di reazione era portato a 25 µl tramite aggiunta di H2O bidistillata. I 

primers, già utilizzati in un precedente lavoro svolto nel nostro laboratorio 

(Finamore et al., 2003), venivano forniti dalla ditta MWG Biotech (Firenze) e le 
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loro sequenze sono riportate nella Tabella 2. Per la reazione venivano utilizzate 

provette da PCR a parete sottile. L’incubazione veniva fatta in un termoblocco 

(Gene Amp PCR System 9700, Applied Biosystem, Roma) con tappo di chiusura 

riscaldato per evitare l’evaporazione dei reagenti. 

Il programma di PCR utilizzato per tutte le citochine e per tutti i campioni era il 

seguente: 

step 1) denaturazione: 1 ciclo: 3 minuti a 95°C; 

step 2) denaturazione, appaiamento ed estensione: 35 cicli: 30 secondi a 94°C e 2,5 

minuti a 62°C; 

step 3) estensione: 1 ciclo finale: 10 minuti a 72°C. 

Tabella 2 

IL-10 
(fr = 348 bp) 

S : 5’-TGC CTT CAG TCA AGT GAA GAC- 3’ 
A : 5’-AAA CTC ATT CAT GGC CTT GTA-3’ 

IL-4 
(fr = 378 bp) 

S : 5’-TGA TGG GTC GTC TCA GCC CCC ACC TTG C- 3’
A : 5’-CTT TCA GTG TTG TGA GCG TGG ACT C- 3’ 

TGF-β 
(fr = 545 bp) 

S : 5’-ACC GCA ACA ACG CAA TCT AT- 3’ 
A : 5’-GCC GTA CAC AGC AGT TCT TCT C- 3’ 

IFN-γ 
(fr = 405 bp) 

S : 5’-ATG AGT GCT ACA CGC CGC GTC TTG G-3’ 
A : 5’-GAG TTC ATT GAC AGC TTT GTG CTG G-3’ 

CINC 
(fr = 241 bp) 

S : 5’- ATG GTA TCA GCC ACC CGC TCG-3’ 
A: 5’- GAC ACC CTT TAG CAT CTT TTG- 3’ 

GAPDH 
(fr = 702 bp) 

S : 5’-GCC ATC AAC GAC CCC TTC AT- 3’ 
A: 5’-CGC CTG CTT CAC CAC CTT CT- 3’ 

 

Analisi dei prodotti di PCR 

La miscela di amplificazione veniva sottoposta ad una corsa elettroforetica in gel di 

agarosio al 2% in TAE 1X (Tris-Acetato 40 Mm; EDTA 1 mM), in presenza di 0,2 

µg/ml di bromuro di etidio, a 80V per 1 ora. Il gel veniva fotografato sotto luce 

ultravioletta e le foto venivano acquisite tramite uno scanner Speedy 2000 

(Eurocalcolo). La densitometria delle bande relative alle citochine ed allo standard 
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interno, veniva analizzata mediante un software Scion (Scion Corporation; 

Frederick MD). La quantità di mRNA delle citochine era determinata come 

rapporto tra la citochina e la GAPDH. 

 

Saggio ELISA 

La quantità di citochine prodotta dai linfociti mesenterici e splenici è stata misurata 

mediante saggio ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) in grado di 

riconoscere in modo specifico le proteine mediante legame antigene-anticorpo 

monoclonale. Il complesso è riconosciuto e legato da un anticorpo policlonale 

marcato con un enzima. Calcolando l’attività enzimatica, dopo aggiunta del 

substrato, si ha una stima direttamente proporzionale alla quantità di antigene in 

esame. I supernatanti delle colture cellulari stimolati o meno con OVA (5 mg/ml) 

per 72 ore, venivano raccolti ed analizzati per determinare i livelli di secrezione 

della IL-10, mediante un kit fornito dalla ditta Endogen (Tema Ricerca; Bologna). 

 

Analisi statistica 

Le differenze dei risultati tra i vari gruppi di ratti venivano analizzate con ANOVA 

associato al test di Fisher. Le differenze con un valore di P < 0,05 erano considerate 

significative. 
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4. RISULTATI 

 

Risposta proliferativa all’OVA 

I linfociti dei ratti tolleranti (C-t, Ba-t, LGG-t) ed immunizzati (C-i, Ba-i, LGG-i) 

venivano messi in coltura in presenza o meno di OVA per valutarne la 

proliferazione. Le figure 8 e 9 mostrano i risultati della proliferazione dei linfociti 

splenici e mesenterici, misurati come incorporazione di timidina triziata e riportati 

come indice di stimolazione, ossia come rapporto delle cpm dei linfociti stimolati 

sulle cpm dei linfociti non stimolati. Nei ratti di controllo tolleranti (C-t) la risposta 

proliferativa all’OVA risultava più bassa nei linfociti sia mesenterici che splenici 

rispetto a quella dei ratti di controllo immunizzati (C-i), indicando che con il 

protocollo sperimentale utilizzato si aveva induzione della tolleranza orale verso 

l’OVA. La risposta proliferativa dei ratti Ba-t risultava ulteriormente ridotta rispetto 

a quella dei ratti C-t nei linfociti mesenterici, mentre era simile a quella dei ratti C-t 

nei linfociti splenici (Fig.8). Nei ratti C-i la proliferazione dei linfociti mesenterici e 

splenici dopo stimolazione in vitro con OVA, risultava molto alta. Il trattamento 

con i probiotici (ratti Ba-i e LGG-i) portava ad una drastica riduzione della risposta 

proliferativa all’OVA rispetto a quella dei ratti C-i nei linfociti mesenterici, mentre 

nei linfociti splenici risultava simile a quella dei ratti C-i (Fig.9). 

 

Risposta proliferativa alla ConA 

Per verificare se la ridotta risposta proliferativa dei linfociti mesenterici dei ratti 

trattati con batteri probiotici fosse solo antigene specifica, mantenendo quindi la 
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capacità di rispondere ad altri antigeni, la risposta proliferativa linfocitaria veniva 

analizzata anche dopo stimolazione con il mitogeno policlonale ConA. 

I risultati della proliferazione con o senza stimolazione con il mitogeno sono 

misurati come incorporazione di timidina triziata e riportati come indice di 

stimolazione nelle figure 10 e 11. 

Dai risultati ottenuti, non veniva notata alcuna diminuzione della proliferazione in 

nessun gruppo dei ratti analizzato, indicando che la diminuzione riscontrata in 

risposta alla stimolazione con l’OVA era antigene specifica. 

 

Risposta di ipersensibilità di tipo ritardato (DTH) 

Per confermare che l’azione inibitoria sopra descritta, fosse svolta dai probiotici 

solo a livello intestinale, veniva saggiata la risposta DTH, una reazione 

infiammatoria locale che raggiunge il massimo 24-48 ore dopo la somministrazione 

intradermica di un antigene in individui precedentemente sensibilizzati da una 

immunizzazione con lo stesso antigene. 

I risultati, riportati nella figura 12 ed espressi in mm, mostrano che la risposta DTH 

era quasi assente nei ratti tolleranti, mentre risultava marcata e della stessa entità in 

tutti i gruppi di ratti immunizzati.  

 

Valutazione dell’espressione delle citochine nei linfociti mesenterici e splenici 

Come riportato nell’introduzione, uno dei meccanismi principali per l’induzione 

della tolleranza orale è la soppressione dei cloni reattivi all’antigene mediata da 

citochine (Weiner, 1997; Simeka, 1998). Per verificare se le citochine potessero 

essere coinvolte nella riduzione della proliferazione dei linfociti dei ratti trattati con 
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probiotici, è stata analizzata, mediante il saggio RT-PCR, l’espressione genica di 

IL-10, IL-4 e TGF-β, che sono tra le principali citochine coinvolte nell’induzione 

della tolleranza, e l’espressione di IFN-γ e CINC quali citochine infiammatorie, nei 

linfociti sia splenici che mesenterici. 

Per ogni campione, i valori dell’mRNA della citochina in esame venivano 

normalizzati per l’mRNA del gene di controllo GAPDH (mRNA citochina/mRNA 

GAPDH). I risultati sono riportati nelle figure 13-22 ed espressi come rapporto 

dell’mRNA del campione stimolato con OVA sull’mRNA del campione non-

stimolato. 

L’analisi dell’espressione genica delle citochine anti-infiammatorie non evidenziava 

alcuna differenza nei linfociti sia mesenterici che splenici dei ratti tolleranti (Fig. 

13, 15, 17). Un significativo aumento di IL-10 veniva riscontrato nei linfociti 

mesenterici dei ratti LGG-i rispetto a quelli dei ratti C-i, mentre non variava nei 

linfociti splenici dei tre gruppi di ratti immunizzati (Fig.14). Il livello di TGF-β e di 

IL-4 dei linfociti mesenterici e splenici non mostrava variazioni nei tre gruppi di 

ratti immunizzati (Fig.16, 18). 

L’espressione delle citochine infiammatorie IFN-γ e CINC non mostrava differenze 

tra i tre gruppi di ratti tolleranti, nè a livello dei linfociti splenici che mesenterici 

(Fig.19, 21). Non si notavano differenze di espressione genica per IFN-γ e CINC 

neanche tra i linfociti mesenterici dei tre gruppi di ratti immunizzati, mentre 

l’espressione di tali citochine risultava ridotta nei linfociti splenici dei ratti Ba-i e 

LGG-i rispetto agli C-i (Fig.20, 22). 
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Saggio ELISA 

Per verificare se l’aumento di espressione genica della IL-10 trovato a livello dei 

linfociti mesenterici dei ratti immunizzati trattati con i probiotici venisse 

accompagnato da un aumento della sua secrezione, è stata misurata la quantità di 

proteina rilasciata dai linfociti dei ratti immunizzati in coltura, stimolati o meno con 

OVA, mediante saggio ELISA. 

I risultati sono riportati in figura 23 come quantità di citochina secreta. Il livello di 

IL-10 prodotto risultava maggiore del nei linfociti mesenterici dei ratti LGG-i, 

rispetto ai ratti C-i nei campioni non stimolati in vitro con OVA. I campioni 

stimolati avevano un livello di secrezione della IL-10 simile nei tre gruppi di ratti. 

 

Analisi delle sottopopolazioni linfocitarie 

Per comprendere se il trattamento con i probiotici potesse indurre cambiamenti a 

livello delle sottopopolazioni linfocitarie, veniva effettuata l’analisi delle principali 

classi linfocitarie, le CD4 e le CD8e di quelle implicate nei processi di tolleranza, 

le CD4-CD25. 

I risultati sono riportati nelle figure 24 e 25 ed espressi come percentuale dei 

linfociti totali identificati dall’espressione del CD3, marker specifico dei linfociti. 

La percentuale di linfociti CD4 risultava diminuita nei ratti LGG-i rispetto a quelli 

C-i, mentre la percentuale di linfociti CD8 non variava nei gruppi di ratti analizzati 

(Fig. 24). La sottopopolazione di linfociti CD4-CD25 è molto espressa nei ratti 

tolleranti (C-t) e risultava invece drasticamente ridotta nei ratti immunizzati (C-i) 

(Fig.25). I ratti immunizzati e trattati con probiotici non risultavano uguali a C-t, ma 
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superiori a C-i del 30% (Ba-i) e 40% (LGG-i), tuttavia solo il gruppo LGG-i 

risultava significativamente differente (Fig.25). 
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Fig. 9 - Risposta proliferativa all’OVA dei linfociti mesenterici e splenici dei ratti immunizzati.
I linfociti (3x105 cellule/pozzetto) dei ratti non trattati (C-i) e trattati con probiotici (Ba-i e LGG-i), venivano messi in 
coltura con e senza aggiunta di 5 mg/ml di OVA, per 96 ore. La proliferazione cellulare veniva misurata come 
incorporazione di 3H-timidina aggiunta nelle ultime 18 ore. I dati rappresentano le medie ± SEM di almeno 20 animali. 
(a: Ba-i e LGG-i vs C-i  P< 0,01). 
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Fig. 9 - Risposta proliferativa all’OVA dei linfociti mesenterici e splenici dei ratti immunizzati.
I linfociti (3x105 cellule/pozzetto) dei ratti non trattati (C-i) e trattati con probiotici (Ba-i e LGG-i), venivano messi in 
coltura con e senza aggiunta di 5 mg/ml di OVA, per 96 ore. La proliferazione cellulare veniva misurata come 
incorporazione di 3H-timidina aggiunta nelle ultime 18 ore. I dati rappresentano le medie ± SEM di almeno 20 animali. 
(a: Ba-i e LGG-i vs C-i  P< 0,01). 
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Fig . 8  - Risposta  proliferativa all ’ OVA dei linfociti mesenterici e splenici dei ratti tolleranti.  
I linfociti (3x10 5  cellule/pozzetto) dei ratti non trattati (C-t) e trattati con probiotici ( Ba - t e LGG - t), venivano messi 
in coltura con e senza aggiunta di 5 mg/ml di OVA, per 96 ore. L a proliferazione cellulare veniva misurata come 
incorporazione di  3 H - timidina aggiunta nelle ultime 18 ore. I dati rappresentano le medie  ± SEM di almeno 20 animali. 
(a:  Ba - t  vs Ct   P< 0,01).  
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Fig . 8  - Risposta  proliferativa all ’ OVA dei linfociti mesenterici e splenici dei ratti tolleranti.  
I linfociti (3x10 5  cellule/pozzetto) dei ratti non trattati (C-t) e trattati con probiotici ( Ba - t e LGG - t), venivano messi 
in coltura con e senza aggiunta di 5 mg/ml di OVA, per 96 ore. L a proliferazione cellulare veniva misurata come 
incorporazione di  3 H - timidina aggiunta nelle ultime 18 ore. I dati rappresentano le medie  ± SEM di almeno 20 animali. 
(a:  Ba - t  vs Ct   P< 0,01).  
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Fig. 10 - Risposta proliferativa alla ConA dei linfociti mesenterici e splenici dei ratti tolleranti.
I linfociti (3x105 cellule/pozzetto) dei ratti non trattati (C-t) e trattati con probiotici (Ba-t e LGG-t), venivano messi 
in coltura in presenza o meno di 2,5 mg/ml di ConA, per 72 ore. La proliferazione cellulare veniva misurata come 
incorporazione di 3H-timidina aggiunta nelle ultime 18 ore. I dati rappresentano le medie ± SEM di almeno 20 animali. 
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Fig. 10 - Risposta proliferativa alla ConA dei linfociti mesenterici e splenici dei ratti tolleranti.
I linfociti (3x105 cellule/pozzetto) dei ratti non trattati (C-t) e trattati con probiotici (Ba-t e LGG-t), venivano messi 
in coltura in presenza o meno di 2,5 mg/ml di ConA, per 72 ore. La proliferazione cellulare veniva misurata come 
incorporazione di 3H-timidina aggiunta nelle ultime 18 ore. I dati rappresentano le medie ± SEM di almeno 20 animali. 

C-t
Ba-t
LGG-t

C-t
Ba-t
LGG-t

Linfociti splenici 

S
.I

.

0

20

40

60

80

100

120

Linfociti mesenterici

S
.I

.

0

40

80

120

160

200

Fig. 11 -Risposta proliferativa alla ConA dei linfociti mesenterici e splenici dei ratti immunizzati.
I linfociti (3x105 cellule/pozzetto) dei ratti non trattati (C-i) e trattati con probiotici (Ba-i e LGG-i), venivano messi 
in coltura in presenza o meno di 2,5 mg/ml di ConA, per 72 ore. La proliferazione cellulare veniva misurata come 
incorporazione di 3H-timidina aggiunta nelle ultime 18 ore. I dati rappresentano le medie ± SEM di almeno 20 animali. 

C-i
Ba-i
LGG-iLinfociti splenici 

S
.I

.

0

20

40

60

80

100

120

0

20

40

60

80

100

120

Linfociti mesenterici

S
.I

.

0

40

80

120

160

200

0

40

80

120

160

200

Fig. 11 -Risposta proliferativa alla ConA dei linfociti mesenterici e splenici dei ratti immunizzati.
I linfociti (3x105 cellule/pozzetto) dei ratti non trattati (C-i) e trattati con probiotici (Ba-i e LGG-i), venivano messi 
in coltura in presenza o meno di 2,5 mg/ml di ConA, per 72 ore. La proliferazione cellulare veniva misurata come 
incorporazione di 3H-timidina aggiunta nelle ultime 18 ore. I dati rappresentano le medie ± SEM di almeno 20 animali. 
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Fig. 12 - Risposta di ipersensibilità di tipo ritardato (DTH) dei ratti tolleranti ed immunizzati.
La risposta DTH veniva saggiata dopo iniezione con 25 mg di OVA in 50 ml di PBS sotto la pianta del piede della 
zampa sinistra, o con 50 ml  di PBS sotto la pianta del piede della zampa destra. Il gonfiore sviluppato veniva 
misurato con un calibro dopo 24 ore dall’ iniezione. I risultati sono espressi come differenza tra il gonfiore 
rilevato nella pianta del piede della zampa sinistra e quello del piede della zampa destra. I dati rappresentano le 
medie ± SEM di almeno 8 animali.
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Fig. 12 - Risposta di ipersensibilità di tipo ritardato (DTH) dei ratti tolleranti ed immunizzati.
La risposta DTH veniva saggiata dopo iniezione con 25 mg di OVA in 50 ml di PBS sotto la pianta del piede della 
zampa sinistra, o con 50 ml  di PBS sotto la pianta del piede della zampa destra. Il gonfiore sviluppato veniva 
misurato con un calibro dopo 24 ore dall’ iniezione. I risultati sono espressi come differenza tra il gonfiore 
rilevato nella pianta del piede della zampa sinistra e quello del piede della zampa destra. I dati rappresentano le 
medie ± SEM di almeno 8 animali.
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Fig. 13 –Espressione di IL-10 nei linfociti mesenterici e splenici dei ratti tolleranti.
I linfociti (5x107 cellule) venivano messi in coltura in presenza o meno di 5 mg/ml di OVA per 72 ore. Le citochine
venivano analizzate mediante RT-PCR. I valori densitometrici degli mRNA delle citochine delle cellule stimolate o 
meno, venivano normalizzati per mRNA dello standard interno GAPDH. I risultati sono riportati come rapporto di 
(mRNA IL-10/mRNA GAPDH) stimolato su (mRNA IL-10/mRNA GAPDH) non stimolato. I dati rappresentano le 
medie ± SEM di almeno 8 animali.
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Fig. 13 –Espressione di IL-10 nei linfociti mesenterici e splenici dei ratti tolleranti.
I linfociti (5x107 cellule) venivano messi in coltura in presenza o meno di 5 mg/ml di OVA per 72 ore. Le citochine
venivano analizzate mediante RT-PCR. I valori densitometrici degli mRNA delle citochine delle cellule stimolate o 
meno, venivano normalizzati per mRNA dello standard interno GAPDH. I risultati sono riportati come rapporto di 
(mRNA IL-10/mRNA GAPDH) stimolato su (mRNA IL-10/mRNA GAPDH) non stimolato. I dati rappresentano le 
medie ± SEM di almeno 8 animali.

C-t
Ba-t
LGG-t

C-t
Ba-t
LGG-t

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 - 69 -

Linfociti mesenterici

Linfociti splenici

IL
-1

0 
m
RN

A
St

im
ol
at

o/
no

n 
st

im
ol
at

o
IL

-1
0 

m
RN

A
St

im
ol
at

o/
no

n 
st

im
ol
at

o

0

0,5

1

1,5

2

2,5

0

0,5

1

1,5

2 a

Fig. 14 –Espressione di IL-10 nei linfociti mesenterici e splenici dei ratti immunizzati. 
I linfociti (5x107 cellule) venivano messi in coltura in presenza o meno di 5 mg/ml di OVA per 72 ore. Le citochine
venivano analizzate mediante RT-PCR. I valori densitometrici degli mRNA delle citochine delle cellule stimolate o 
meno, venivano normalizzati per mRNA dello standard interno GAPDH. I risultati sono riportati come rapporto di 
(mRNA IL-10/mRNA GAPDH) stimolato su (mRNA IL-10/mRNA GAPDH) non stimolato. I dati rappresentano le 
medie ± SEM di almeno 8 animali. (a: LGG-i vs Ci  P< 0,05)
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Fig. 14 –Espressione di IL-10 nei linfociti mesenterici e splenici dei ratti immunizzati. 
I linfociti (5x107 cellule) venivano messi in coltura in presenza o meno di 5 mg/ml di OVA per 72 ore. Le citochine
venivano analizzate mediante RT-PCR. I valori densitometrici degli mRNA delle citochine delle cellule stimolate o 
meno, venivano normalizzati per mRNA dello standard interno GAPDH. I risultati sono riportati come rapporto di 
(mRNA IL-10/mRNA GAPDH) stimolato su (mRNA IL-10/mRNA GAPDH) non stimolato. I dati rappresentano le 
medie ± SEM di almeno 8 animali. (a: LGG-i vs Ci  P< 0,05)
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Fig. 15 –Espressione di IL-4 nei linfociti mesenterici e splenici dei ratti tolleranti.
I linfociti (5x107 cellule) venivano messi in coltura in presenza o meno di 5 mg/ml di OVA per 72 ore. Le citochine
venivano analizzate mediante RT-PCR. I valori densitometrici degli mRNA delle citochine delle cellule stimolate o 
meno, venivano normalizzati per mRNA dello standard interno GAPDH. I risultati sono riportati come rapporto di 
(mRNA IL-4/mRNA GAPDH) stimolato su (mRNA IL-4/mRNA GAPDH) non stimolato. I dati rappresentano le 
medie ± SEM di almeno 8 animali.
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Fig. 15 –Espressione di IL-4 nei linfociti mesenterici e splenici dei ratti tolleranti.
I linfociti (5x107 cellule) venivano messi in coltura in presenza o meno di 5 mg/ml di OVA per 72 ore. Le citochine
venivano analizzate mediante RT-PCR. I valori densitometrici degli mRNA delle citochine delle cellule stimolate o 
meno, venivano normalizzati per mRNA dello standard interno GAPDH. I risultati sono riportati come rapporto di 
(mRNA IL-4/mRNA GAPDH) stimolato su (mRNA IL-4/mRNA GAPDH) non stimolato. I dati rappresentano le 
medie ± SEM di almeno 8 animali.
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Fig. 16 –Espressione di IL-4 nei linfociti mesenterici e splenici dei ratti immunizzati.
I linfociti (5x107 cellule) venivano messi in coltura in presenza o meno di 5 mg/ml di OVA per 72 ore. Le 
citochine venivano analizzate mediante RT-PCR. I valori densitometrici degli mRNA delle citochine delle cellule 
stimolate o meno, venivano normalizzati per mRNA dello standard interno GAPDH. I risultati sono riportati 
come rapporto di (mRNA IL-4/mRNA GAPDH) stimolato su (mRNA IL-4/mRNA GAPDH) non stimolato. I dati 
rappresentano le medie ± SEM di almeno 8 animali.
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Fig. 16 –Espressione di IL-4 nei linfociti mesenterici e splenici dei ratti immunizzati.
I linfociti (5x107 cellule) venivano messi in coltura in presenza o meno di 5 mg/ml di OVA per 72 ore. Le 
citochine venivano analizzate mediante RT-PCR. I valori densitometrici degli mRNA delle citochine delle cellule 
stimolate o meno, venivano normalizzati per mRNA dello standard interno GAPDH. I risultati sono riportati 
come rapporto di (mRNA IL-4/mRNA GAPDH) stimolato su (mRNA IL-4/mRNA GAPDH) non stimolato. I dati 
rappresentano le medie ± SEM di almeno 8 animali.
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Fig. 17 –Espressione di TGF-β nei linfociti mesenterici e splenici dei ratti tolleranti.  
I linfociti (5x107 cellule) venivano messi in coltura in presenza o meno di 5 mg/ml di OVA per 72 ore. Le citochine
venivano analizzate mediante RT-PCR. I valori densitometrici degli mRNA delle citochine delle cellule stimolate o 
meno, venivano normalizzati per mRNA dello standard interno GAPDH. I risultati sono riportati come rapporto di 
(mRNA TGF-β /mRNA GAPDH) stimolato su (mRNA TGF-β/mRNA GAPDH) non stimolato. I dati rappresentano le 
medie ± SEM di almeno 8 animali.
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Fig. 17 –Espressione di TGF-β nei linfociti mesenterici e splenici dei ratti tolleranti.  
I linfociti (5x107 cellule) venivano messi in coltura in presenza o meno di 5 mg/ml di OVA per 72 ore. Le citochine
venivano analizzate mediante RT-PCR. I valori densitometrici degli mRNA delle citochine delle cellule stimolate o 
meno, venivano normalizzati per mRNA dello standard interno GAPDH. I risultati sono riportati come rapporto di 
(mRNA TGF-β /mRNA GAPDH) stimolato su (mRNA TGF-β/mRNA GAPDH) non stimolato. I dati rappresentano le 
medie ± SEM di almeno 8 animali.
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Fig. 18 –Espressione di TGF-β nei linfociti mesenterici e splenici dei ratti immunizzati. 
I linfociti (5x107 cellule) venivano messi in coltura in presenza o meno di 5 mg/ml di OVA per 72 ore. Le citochine
venivano analizzate mediante RT-PCR. I valori densitometrici degli mRNA delle citochine delle cellule stimolate o 
meno, venivano normalizzati per mRNA dello standard interno GAPDH. I risultati sono riportati come rapporto di 
(mRNA TGF-β /mRNA GAPDH) stimolato su (mRNA TGF-β /mRNA GAPDH) non stimolato. I dati rappresentano le 
medie ± SEM di almeno 8 animali.
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Fig. 18 –Espressione di TGF-β nei linfociti mesenterici e splenici dei ratti immunizzati. 
I linfociti (5x107 cellule) venivano messi in coltura in presenza o meno di 5 mg/ml di OVA per 72 ore. Le citochine
venivano analizzate mediante RT-PCR. I valori densitometrici degli mRNA delle citochine delle cellule stimolate o 
meno, venivano normalizzati per mRNA dello standard interno GAPDH. I risultati sono riportati come rapporto di 
(mRNA TGF-β /mRNA GAPDH) stimolato su (mRNA TGF-β /mRNA GAPDH) non stimolato. I dati rappresentano le 
medie ± SEM di almeno 8 animali.
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Fig. 19 –Espressione di IFN-γ nei linfociti mesenterici e splenici dei ratti tolleranti. 
I linfociti  (5x107 cellule) venivano messi in coltura in presenza o meno di 5 mg/ml di OVA per 72 ore. Le 
citochine venivano analizzate mediante RT-PCR. I valori densitometrici degli mRNA delle citochine delle cellule 
stimolate o meno, venivano normalizzati per mRNA dello standard interno GAPDH. I risultati sono riportati come 
rapporto di (mRNA IFN-γ/mRNA GAPDH) stimolato su (mRNA IFN-γ/mRNA GAPDH) non stimolato. I dati 
rappresentano le medie ± SEM di almeno 8 animali.
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Fig. 19 –Espressione di IFN-γ nei linfociti mesenterici e splenici dei ratti tolleranti. 
I linfociti  (5x107 cellule) venivano messi in coltura in presenza o meno di 5 mg/ml di OVA per 72 ore. Le 
citochine venivano analizzate mediante RT-PCR. I valori densitometrici degli mRNA delle citochine delle cellule 
stimolate o meno, venivano normalizzati per mRNA dello standard interno GAPDH. I risultati sono riportati come 
rapporto di (mRNA IFN-γ/mRNA GAPDH) stimolato su (mRNA IFN-γ/mRNA GAPDH) non stimolato. I dati 
rappresentano le medie ± SEM di almeno 8 animali.
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Fig. 20 –Espressione di IFN-g nei linfociti mesenterici e splenici dei ratti immunizzati.
I linfociti (5x107 cellule) venivano messi in coltura in presenza o meno di 5 mg/ml di OVA per 72 ore. Le citochine
venivano analizzate mediante RT-PCR. I valori densitometrici degli mRNA delle citochine delle cellule stimolate o 
meno, venivano normalizzati per mRNA dello standard interno GAPDH. I risultati sono riportati come rapporto di 
(mRNA IFN-g/mRNA GAPDH) stimolato su (mRNA IFN-g/mRNA GAPDH) non stimolato. I dati rappresentano le 
medie ± SEM di almeno 8 animali. (a: Ba-i e LGG-i vs C-i  P<  0,01)
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Fig. 20 –Espressione di IFN-g nei linfociti mesenterici e splenici dei ratti immunizzati.
I linfociti (5x107 cellule) venivano messi in coltura in presenza o meno di 5 mg/ml di OVA per 72 ore. Le citochine
venivano analizzate mediante RT-PCR. I valori densitometrici degli mRNA delle citochine delle cellule stimolate o 
meno, venivano normalizzati per mRNA dello standard interno GAPDH. I risultati sono riportati come rapporto di 
(mRNA IFN-g/mRNA GAPDH) stimolato su (mRNA IFN-g/mRNA GAPDH) non stimolato. I dati rappresentano le 
medie ± SEM di almeno 8 animali. (a: Ba-i e LGG-i vs C-i  P<  0,01)
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Fig. 21 –Espressione di CINC nei linfociti mesenterici e splenici dei ratti tolleranti.
I linfociti (5x107 cellule) venivano messi in coltura in presenza o meno di 5 mg/ml di OVA per 72 ore. Le citochine
venivano analizzate mediante RT-PCR. I valori densitometrici degli mRNA delle citochine delle cellule stimolate o 
meno, venivano normalizzati per mRNA dello standard interno GAPDH. I risultati sono riportati come rapporto di 
(mRNA CINC/mRNA GAPDH) stimolato su (mRNA CINC/mRNA GAPDH) non stimolato. I dati rappresentano le 
medie ± SEM di almeno 8 animali.
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Fig. 21 –Espressione di CINC nei linfociti mesenterici e splenici dei ratti tolleranti.
I linfociti (5x107 cellule) venivano messi in coltura in presenza o meno di 5 mg/ml di OVA per 72 ore. Le citochine
venivano analizzate mediante RT-PCR. I valori densitometrici degli mRNA delle citochine delle cellule stimolate o 
meno, venivano normalizzati per mRNA dello standard interno GAPDH. I risultati sono riportati come rapporto di 
(mRNA CINC/mRNA GAPDH) stimolato su (mRNA CINC/mRNA GAPDH) non stimolato. I dati rappresentano le 
medie ± SEM di almeno 8 animali.
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Fig. 22 –Espressione di CINC nei linfociti mesenterici e splenici dei ratti immunizzati.
I linfociti (5x107 cellule) venivano messi in coltura in presenza o meno di 5 mg/ml di OVA per 72 ore. Le citochine
venivano analizzate mediante RT-PCR. I valori densitometrici degli mRNA delle citochine delle cellule stimolate o 
meno, venivano normalizzati per mRNA dello standard interno GAPDH. I risultati sono riportati come rapporto di 
(mRNA CINC/mRNA GAPDH) stimolato su (mRNA CINC/mRNA GAPDH) non stimolato. I dati rappresentano le medie 
± SEM di almeno 8 animali. (a: Ba-i e LGG-i vs C-i  P<  0,01)
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Fig. 22 –Espressione di CINC nei linfociti mesenterici e splenici dei ratti immunizzati.
I linfociti (5x107 cellule) venivano messi in coltura in presenza o meno di 5 mg/ml di OVA per 72 ore. Le citochine
venivano analizzate mediante RT-PCR. I valori densitometrici degli mRNA delle citochine delle cellule stimolate o 
meno, venivano normalizzati per mRNA dello standard interno GAPDH. I risultati sono riportati come rapporto di 
(mRNA CINC/mRNA GAPDH) stimolato su (mRNA CINC/mRNA GAPDH) non stimolato. I dati rappresentano le medie 
± SEM di almeno 8 animali. (a: Ba-i e LGG-i vs C-i  P<  0,01)
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Fig. 23 –Secrezione di IL-10 nei linfociti mesenterici dei ratti immunizzati.
La secrezione di IL-10 veniva analizzata, mediante saggio ELISA, nei supernatanti dei linfociti mesenterici messi in 
coltura in presenza o meno di 5 mg/ml di OVA per 72 ore. I risultati sono espressi come pg/ml di proteina secreta. I 
dati rappresentano le medie ± SEM di almeno 8 animali. (a: LGG-i vs C-i  P< 0,05).
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Fig. 23 –Secrezione di IL-10 nei linfociti mesenterici dei ratti immunizzati.
La secrezione di IL-10 veniva analizzata, mediante saggio ELISA, nei supernatanti dei linfociti mesenterici messi in 
coltura in presenza o meno di 5 mg/ml di OVA per 72 ore. I risultati sono espressi come pg/ml di proteina secreta. I 
dati rappresentano le medie ± SEM di almeno 8 animali. (a: LGG-i vs C-i  P< 0,05).
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Fig. 24 –Analisi delle sottopopolazioni linfocitarie mesenteriche dei ratti immunizzati.
Le sottopopolazioni linfocitarie venivano analizzate, mediante citofluorimetria a flusso, nei linfociti mesenterici di 
ratti immunizzati. I risultati sono espressi come % dei linfociti totali identificati dall’espressione del CD3. I dati 
rappresentano le medie ± SEM di almeno 8 animali. (a: LGG-i vs C-i  P< 0,05).
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Fig. 24 –Analisi delle sottopopolazioni linfocitarie mesenteriche dei ratti immunizzati.
Le sottopopolazioni linfocitarie venivano analizzate, mediante citofluorimetria a flusso, nei linfociti mesenterici di 
ratti immunizzati. I risultati sono espressi come % dei linfociti totali identificati dall’espressione del CD3. I dati 
rappresentano le medie ± SEM di almeno 8 animali. (a: LGG-i vs C-i  P< 0,05).
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Fig. 25 –Analisi delle sottopopolazioni linfocitarie mesenteriche dei ratti immunizzati.
Le sottopopolazioni linfocitarie venivano analizzate, mediante citofluorimetria a flusso, nei linfociti mesenterici di 
ratti immunizzati. I risultati sono espressi come % dei linfociti totali identificati dall’espressione del CD3. I dati 
rappresentano le medie ± SEM di almeno 8 animali. Lettere diverse indicano differenze significative (P< 0,05).
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Fig. 25 –Analisi delle sottopopolazioni linfocitarie mesenteriche dei ratti immunizzati.
Le sottopopolazioni linfocitarie venivano analizzate, mediante citofluorimetria a flusso, nei linfociti mesenterici di 
ratti immunizzati. I risultati sono espressi come % dei linfociti totali identificati dall’espressione del CD3. I dati 
rappresentano le medie ± SEM di almeno 8 animali. Lettere diverse indicano differenze significative (P< 0,05).
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5. DISCUSSIONE 

 

E’ in continuo aumento l’interesse verso i probiotici e un loro potenziale uso 

terapeutico per i numerosi effetti benefici a loro attribuiti, quali la capacità di 

ristabilire un normale livello di permeabilità intestinale ed una equilibrata 

microflora, il rafforzamento della funzione di barriera immunologica svolta 

dall’intestino, la riduzione della risposta infiammatoria intestinale e dell’espressione 

delle citochine tipiche di stati infiammatori/allergici locali e sistemici. 

L’induzione ed il mantenimento della tolleranza orale sono importanti meccanismi 

per conservare l’equilibrio del sistema immunitario ed evitare risposte indesiderate 

ad alimenti o a componenti della flora batterica normalmente presente 

nell’intestino. La rottura della tolleranza orale, dovuta a squilibri del sistema 

immunitario intestinale, porta a risposte immunitarie dirette verso antigeni 

alimentari, con sviluppo di infiammazioni, ma anche a reazioni dirette verso gli 

autoantigeni e quindi allo sviluppo di malattie autoimmuni. 

E’ sempre più evidente che la perdita di tolleranza verso la flora intestinale è un 

evento cruciale nella patogenesi di malattie infiammatorie intestinali, quali la colite 

ulcerosa e la malattia di Chron (Duchmann et al. 1995). 

Come detto prima, la presenza di una equilibrata microflora intestinale è essenziale 

per la salute dell’individuo e per il corretto sviluppo del GALT. 

E’ ormai noto che i probiotici hanno un ruolo importante nel mantenere la normale 

composizione della flora intestinale e nel prevenire così lo sviluppo di varie 

infezioni intestinali e condizioni infiammatorie. 
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Secondo la “hygiene hypothesis”, l’aumento di allergie alimentari multiple 

chiamate disturbi atopici sarebbe dovuto al miglioramento delle condizioni 

igieniche, che porta ad una minor esposizione a carichi batterici e conseguente non 

corretta stimolazione del sistema immunitario intestinale. In particolare è stato 

recentemente visto che tra i batteri della flora intestinale sono i probiotici ad essere 

responsabili della formazione di una corretta risposta immunitaria, e che il 

trattamento con probiotici sembra portare ad un miglioramento nelle allergie 

alimentari, disturbi autoimmuni e tolleranza orale (Isolauri, 2001; Dugas, 1999). 

In natura, infatti, la colonizzazione intestinale da parte dei batteri enterici inizia 

subito dopo la nascita quando il neonato, durante il parto, viene a contatto con la 

flora intestinale materna, ma solo dopo lo svezzamento la composizione della sua 

microflora inizia a divenire simile a quella di un adulto. A circa un anno di vita il 

sistema immunitario del bambino è quasi maturo e sviluppa la tolleranza orale. 

Sebbene i probiotici siano da molto tempo degli importanti costituenti della nostra 

dieta, è da pochi anni che le ricerche si sono indirizzate a comprendere il loro ruolo 

nel promuovere o mantenere condizioni fisiologiche ottimali per le cellule 

intestinali e prevenire lo sviluppo di patologie che coinvolgono il sistema 

immunitario. Tuttavia, non è stato ancora ben definito il ruolo dei probiotici nel 

modulare la risposta immunitaria intestinale. 

In questo lavoro riportiamo dei risultati che dimostrano l’induzione di una risposta 

di tipo tollerogenico a livello intestinale da parte dei probiotici B. animalis MB5 

(Ba) e L. casei subsp. rhamnosus GG (LGG) in ratti immunizzati con l’antigene 

alimentare OVA. Si osservava infatti, che la risposta proliferativa all’OVA nei ratti 

immunizzati con lo stesso antigene era notevolmente ridotta nei linfociti mesenterici 
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negli animali trattati con i probiotici rispetto a quelli non trattati, mentre nella milza 

non si evidenziava alcuna riduzione. In aggiunta, Ba riduceva ulteriormente la 

proliferazione a livello intestinale anche nei ratti resi tolleranti verso l’OVA, dove 

già la risposta proliferativa all’OVA era bassa. 

I nostri dati mostrano inoltre che la capacità proliferativa generale dei linfociti non 

veniva alterata dal trattamento con i probiotici neanche a livello mesenterico, infatti 

la risposta proliferativa verso il mitogeno policlonale ConA risultava elevata ed 

uguale in tutti i gruppi di ratti analizzati. Questi dati suggeriscono che l’osservata 

riduzione della proliferazione linfocitaria mesenterica dei ratti immunizzati e trattati 

con i probiotici è antigene specifica. 

L’effetto inibitorio svolto dai probiotici nei confronti della risposta immunitaria 

verso l’OVA si attuava solo a livello intestinale, in quanto sia la risposta 

proliferativa a livello splenico che la risposta DTH non venivano modificate. Queste 

risultavano infatti ugualmente elevata nei tre gruppi di ratti immunizzati, a suggerire 

che la sensibilizzazione all’ OVA era mantenuta a livello periferico. 

Presi complessivamente, questi dati indicano un nuovo ruolo di Ba e LGG nel 

regolare la risposta immunitaria intestinale attraverso inibizione della proliferazione 

linfocitaria mesenterica pur mantenendo la capacità del sistema immunitario 

sistemico di rispondere ad un antigene estraneo. 

Diversi studi hanno indicato che la risposta immunitaria contro antigeni alimentari 

in soggetti allergici diminuisce dopo trattamento con probiotici (Pessi, 1999; Pelto, 

1998). Un ruolo importante è svolto dall’ LGG che è stato visto essere in gardo di 

diminuire i sintomi della dermatite atopica in bambini e di ridurre lo sviluppo di tale 

disturbo in neonati le cui mamme avevano ricevuto il lattobacillo durante la 
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gravidanza e l’allattamento (Majamaa and Isolauri, 1997; Kalliomaki, 2001). I 

nostri risultati, mostrando che Ba e LGG inducono uno stimolo tollerogenico, 

contribuiscono a rafforzare l’ipotesi che alcuni probiotici possono evitare lo 

sviluppo di immunopatologie dirette verso antigeni presenti nell’ambiemte 

intestinale e ridurre reazioni di tipo allergico ed autoimmune, mantenendo la giusta 

composizione della flora intestinale. 

Che i probiotici usati in questo studio fossero in grado di colonizzare il tratto 

intestinale e quindi di modificare la microflora, era stato dimostrato da studi 

precedenti. Infatti, Ba è stato trovato nelle feci di ratti precedentemente trattati con 

lo stesso batterio, fino ad una settimana dopo la fine della somministrazione 

(Mengheri et al., 1999), e LGG continuva ad essere presente nelle feci fino a due 

settimane dopo la sospensione della somministrazione (Goldin et al., 1992). 

E’ ben noto che uno dei principali meccanismi di induzione della tolleranza orale è 

la soppressione dell’attivazione linfocitaria, attraverso la produzione di citochine 

regolatorie. I linfociti, in seguito al riconoscimento dell’antigene, secernono 

citochine soppressorie, quali IL-10, IL-4 e TGF-β (Simecka, 1998; Weiner, 2001). I 

nostri risultati indicano che il trattamento con LGG induce un aumento 

dell’espressione di IL-10 nei linfociti mesenterici dei ratti immunizzati, mentre non 

modifica quella del TGF-β e della IL-4. Questi dati, inseme alla ridotta risposta 

proliferativa all’OVA, suggeriscono che nel nostro modello sperimentale, la IL-10 è 

la citochina che risulta coinvolta nell’indurre uno stimolo tollerogenico da parte di 

LGG. Questo è in accordo con le numerose evidenze che suggeriscono un’azione 

modulatrice dei batteri acido lattici nella risposta immunitaria sia sulla produzione 
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di anticorpi che su quella di citochine (Perdigon, 1992; Tejada-Simon, 1999; Link-

Amster, 1994; von der Weid, 2001; Haller, 2000). 

La IL-10 è una citochina importante per il mantenimento della tolleranza orale 

nell’intestino, e per prevenire lo sviluppo quindi di patologie intestinali di tipo 

infiammatorio. Infatti, topi knockout per IL-10 sviluppavano IBD, ma se veniva 

ripristinato un livello fisiologico per tale citochina lo sviluppo di detta malattia era 

prevenuto (Kuhn et al. 1993). Inoltre, topi knockout per IL-10 infettati con 

Helicobacter hepaticus sviluppavano infiammazione intestinale di tipo Th1, mentre 

i topi wild-type che producevano IL-10 rimanevano sani (Kullberg et al. 1998). 

Esperimenti condotti su animali in cui era stata indotta sperimentalmente la colite 

avevano dimostrato che la tolleranza verso la flora intestinale endogena era 

abrogata e veniva ripristinata col trattamento con IL-10 (Duchmann et al. 1996). 

Diversi studi hanno dimostrato che i probiotici possono indurre la IL-10, e la 

soppressione di patologie con risposta infiammatoria di tipo Th1. Infatti, è stato 

dimostrato che si poteva prevenire la comparsa della colite ulcerosa in topi 

mediante trattamento con Lactococcus lactis ingegnerizzato a produrre IL-10 

(Steidler et al. 2000). Inoltre, la somministrazione di una miscela di lattobacilli e 

bifidobatteri a pazienti affetti da paucite portava a un significativo aumento della 

concentrazione di IL-10 associata ad un miglioramento della malattia (Ulisse et al. 

2001). I nostri risultati mostrano non solo un alto livello di espressione genica di IL-

10 nei linfociti mesenterici dei ratti immunizzati trattati con LGG rispetto ai ratti 

solo immunizzati, ma anche un livello più alto della proteina IL-10 secreta dai 

linfociti mesenterici di ratti alimentati con tale probiotico non stimolati in vitro con 

OVA, rispetto al controllo immunizzato. Considerando che i linfociti non stimolati 
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in vitro con l’antigene rispecchiano la situazione fisiologica dell’animale in vivo, 

quest’ultimo risultato suggerisce che il trattamento con LGG induce nel ratto un 

aumento della secrezione di base di IL-10 che sembra essere responsabile 

dell’effetto tollerogenico osservato a livello intestinale. 

E’ noto già da tempo che l’attivazione dei lifociti CD4+, in presenza di IL-10, 

induce un nuovo fenotipo di cellule chiamate Tr1, caratterizzate dall’avere una 

bassa capacità proliferativa ed un’alta capacità di produrre IL-10. E’ stato anche 

visto che questa popolazione era in grado di prevenire lo sviluppo della colite in 

topi SCID (severe combined immune deficient; Groux et al. 1997). L’induzione di 

questa popolazione linfocitaria, e la sua attività sembrano essere regolate da 

componenti della flora batterica. Infatti, recenti studi hanno messo in evidenza che 

il trattamento dei linfociti splenici murini con L. paracasei favoriva lo sviluppo di 

una popolazione di cellule T CD4+, che mostrava una ridotta capacità proliferativa e 

che manteneva una buona produzione di IL-10 (von der Weid et al. 2001). 

I nostri dati dell’analisi delle sottopopolazioni linfocitarie hanno mostrato che il 

trattamento con LGG di ratti immunizzati induceva una diminuzione della classe di 

linfociti mesenterici CD4+ rispetto a quella dei ratti solo immunizzati, e portava la 

sottopopolazione linfocitaria mesenterica CD4+-CD25+ verso un livello intermedio 

tra quello presente nei ratti di controllo tolleranti e quelli immunizzati. E’ noto che i 

linfociti T CD4+ in grado di sopprimere la proliferazione e di secernere elevate 

quantità di IL-10, esprimono costitutivamente il CD25 (Levings et al., 2002), e 

fanno parte di quella classe di linfociti Treg con funzioni regolatorie, cioè in grado di 

sopprimere una gamma di risposte immunitarie indesiderate e mantenere uno stato 

di tolleranza. Considerando questi dati, i nostri risultati suggeriscono che LGG è in 
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grado di promuovere una risposta tollerogenica a livello intestinale mediante 

induzione in vivo di una popolazione di linfociti mesenterici simile a Tr1, con una 

bassa capacità proliferativa ed elevata produzione di IL-10. 

L’espressione genica della IL-10 non risultava invece aumentata a seguito del 

trattamento con Ba, che tuttavia era in grado di indurre una diminuzione di 

proliferazione nei linfociti mesenterici dei ratti sia immunizzati che tolleranti. 

Questo dato suggerisce che l’attività tollerogenica svolta da Ba non si attua mediate 

la produzione di IL-10, ma potrebbe coinvolgere altri meccanismi che intervengono 

nell’induzione ed il mantenimento della tolleranza orale, quali anergia o delezione 

clonale. Ulteriori esperimenti sono necessari per chiarire questo punto. Il fatto che i 

due probiotici attivino una simile risposta di tipo tollerogenico ma con meccanismi 

diversi non è sorprendente in quanto precedenti lavori avevano dimostrato che ceppi 

diversi di probiotici potevano avere una diversa azione sul sistema immunitario 

(Ibnou-Zekri et al., 2003). 

I nostri dati evidenziano che oltre ad indurre uno stimolo tollerogenico a livello 

intestinale, Ba e LGG sono in grado di ridurre la risposta di tipo infiammatorio 

anche a livello splenico. Infatti sia IFN-γ che CINC sono notevolmente ridotti nei 

linfociti splenici dei ratti immunizzati trattati con questi batteri. Queste due 

citochine non risultano invece modificate a livello mesenterico, indicando che Ba e 

LGG inducono una risposta differente a livello locale e periferico. 

Tutte le citochine analizzate, sia le pro- che le anti-infiammatorie, non si ritovano 

invece modificate nei ratti tolleranti trattati con probiotici. Ciò potrebbe essere 

spiegato dal fatto che esiste già un alto livello di espressione di IL-10, IL-4 e TGF-β 

e un basso livello di IFN-γ e CINC nei ratti di controllo, che il trattamento con 
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probiotici non varia, probabilmente grazie ad un meccanismo di autoregolazione tra 

la citochine stesse. 

In letteratura ci sono pareri discordanti riguardo il ruolo svolto dai probiotici nella 

modulazione dell’espressione delle citochine infiammatorie. Alcuni studi riportano 

infatti un aumento di IL-12, TNF-α e IFN-γ in PBMC, monociti o splenociti trattati 

con batteri lattici (Miettinen et al., 1998; Hessle et al.. 2000; Kato et al., 1999). 

Tuttavia, è stato anche mostrato che LGG era in grado di ridurre la produzione di 

IFN-γ da parte di linfociti splenici di topi in cui era stata indotta l’artrite reumatoide 

(Kato el. 1998), e che L. plantarum e una miscela di probiotici potevano indurre una 

diminuzione di espressione di IFN-γ e IL-12 in topi knockout per IL-10 (Schultz et 

al. 2002; Madsen 1999). Infine, è stato dimostrato che era possibile avere un 

aumento o una diminuzione di IL-12, IL-6 e IFN-γ a seconda delle cellule in cui si 

analizzavano tali citochine e che la risposta cambiava a seconda del ceppo di 

probiotici usati (Tejada-Simon et al. 1999), suggerendo quindi che i vari ceppi di 

probiotici possono esplicare attività diverse tra loro, anche in relazione alle cellule 

considerate. 

In conclusione, il nostro studio ha messo in evidenza un nuovo ruolo svolto dai 

probiotici quali induttori di uno stimolo tollerogenico, contribuendo a chiarire i 

meccanismi con cui alcuni probiotici possono esplicare la loro attività 

immunomodulatoria. E’ possibile che LGG esplichi la sua funzione tollerogenica 

mediante induzione in vivo di una popolazione di cellule Tr1, che hanno una ridotta 

capacità di proliferazione e una elevata capacità di produrre IL-10. Inoltre Ba e 

LGG sono in grado di modulare la risposta infiammatoria anche a livello splenico, 

riducendo l’espressione genica delle citochine pro-infiammatorie. 
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Questi probiotici appaiono così dei promettenti candidati non solo per il trattamento 

di condizioni infiammatorie intestinali e per la riduzione di reazioni di tipo allergico 

ed autoimmune, mantenendo la giusta composizione della flora intestinale, ma 

anche per la tutela delle condizioni fisiologiche ottimali dell’intestino. 
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