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ABSTRACT

L. paracasei MCC1849 with botanical extracts for urinary tract health

An in vitro study

Urinary tract infections (UTIs) are one of the most common types of bacterial infections worldwide,
representing a severe public health problem. UTIs are caused by both Gram+ and Gram- bacteria,
among these Uropathogenic Escherichia coli (UPEC) is the most common etiological agent, respon-
sible for approximately 85% of all globally occurring UTIs.

Conventional therapeutic treatment involves the use of antimicrobial agents, but due to the dra-
matic increase in antimicrobial resistance, this strategy has partially lost its therapeutic efficacy. For
this reason, the search for natural alternatives for UTIs treatment represents a current research topic.
Many natural substances can be used to protect the urinary tract, support the immune system and
relieve symptoms. This study investigated in vitro the antibacterial efficacy of an oral formulation*
containing botanical extracts in association with the postbiotic L. paracasei MCC1849, highlighting
good inhibitory activity against uropathogenic bacterial strains. The combination of botanical ex-
tracts with probiotic ingredients could provide an interesting opportunity to improve the therapeutic

efficacy of natural alternatives useful in promoting urinary tract health.

RIASSUNTO
®

Le infezioni del tratto urinario (UTI) sono tra le infezioni batteriche piu diffuse al mondo, rap-

presentando un grave problema di salute pubblica. Le UTI sono causate sia da batteri Gram+ che
Gram-, fra questi U'Escherichia coli uropatogeno (UPEC) rappresenta il principale agente eziolo-
gico; esso & causa dell’85% delle cistiti a livello mondiale. Il trattamento terapeutico conven-
zionale prevede 'uso di agenti antimicrobici ma, a causa del drammatico aumento di antibio-

tico resistenza, questa strategia ha perso parzialmente la sua efficacia terapeutica. Per questo
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motivo, la ricerca di alternative naturali per il trattamento delle infezioni delle vie urinarie rappresenta un argomento

attuale.

Molte sostanze naturali possono essere utilizzate per proteggere le vie urinarie, sostenere le difese immunitarie o al-

leviare la sintomatologia.

Questo studio ha indagato in vitro Uefficacia antibatterica di una formulazione orale* contenente estratti vegetali in

associazione al postbiotico L. paracasei MCC1849, evidenziando una buona attivita inibitoria nei confronti di ceppi bat-

terici uropatogeni. La combinazione di estratti botanici con ingredienti che modulano il microbiota potrebbero costi-

tuire un’interessante opportunita per migliorare Uefficacia terapeutica di alternative naturali utili a favorire il benessere

delle vie urinarie.

"GSE CYSTITIS RAPID+ Bustine, prodotto da PRODECO PHARMA (Castelfranco Veneto).

Introduzione

Le infezioni delle vie urinarie costituiscono le infezioni
batteriche pit diffuse al mondo. Si stima colpiscano
annualmente 150 milioni di persone in tutto il mondo,
costituendo un serio problema clinico oltre che econo-
mico (1).

Le infezioni alle vie urinarie possono essere causate da
vari patogeni, ma fra questi l’Escherichia coli uropatogeno
(UPEC) rappresenta il principale agente eziologico; esso &
causa dell’85% delle cistiti a livello mondiale. Il mecca-
nismo principale alla base delle infezioni alle vie urinarie
¢ la via ascendente, ovvero la risalita dei microrganismi,
soprattutto di origine enterica, lungo Uuretra, fino alla
vescica e ai reni. La patogenicita dei ceppi uropatogeni si
deve a diversi fattori di virulenza, in primis fattori di ade-
sione (es. adesine) che promuovono l'attaccamento dei
batteri alle cellule uroteliali, oltre che alla capacita di
formare biofilm, che li rendono piu resistenti alla rimo-
zione durante la minzione nonché meno attaccabili dalle
difese immunitarie e dai trattamenti antibiotici (2). Oltre
a E. coli, altri batteri quali Pseudomonas aeruginosa, Kleb-
siella pneumoniae, Staphylococcus spp. possono causare
infezioni del tratto urinario, specialmente nei soggetti
fragili (1).

Generalmente, le infezioni del tratto urinario sono piu
frequenti nelle donne che negli uomini. In media, quasi

la meta delle donne soffre di infezioni del tratto urinario

almeno una volta nella vita, con infezioni del tratto uri-
nario ricorrenti nel 26-53% delle donne colpite (3).

Ad oggi, la terapia antibiotica costituisce il gold-standard
per trattare i disturbi alle vie urinarie. Tuttavia, la sommi-
nistrazione ripetuta di antibiotici costituisce fonte di forte
preoccupazione a causa dell'insorgenza di ceppi resistenti.
Il fenomeno della resistenza batterica, infatti, complica
potenzialmente la gestione di ogni infezione, indipenden-
temente da quanto lieve possa essere al momento della
prima presentazione; l'uso eccessivo di antibiotici non
comporta infatti solo lo sviluppo di resistenza e un’au-
mentata predisposizione a recidive, ma anche lo sviluppo
di candidosi orale e/o vaginale e disturbi gastrointesti-
nali (4).

Linteresse di pazienti e medici verso opzioni terapeutiche
alternative agli antibiotici & molto forte, soprattutto per
la prevenzione e il trattamento delle cistiti non compli-
cate in cui & possibile evitare 'assunzione di antibiotici.
In questo contesto, gli estratti botanici, grazie alla pre-
senza di molteplici fitocostituenti con diverse proprieta
d’azione, potrebbero costituire una promettente alter-
nativa. Anche la modulazione del microbiota intestinale
sta emergendo come una strategia terapeutica incorag-
giante: Uintestino puo essere una vera e propria riserva di
microbi che, traslocando verso le vie vaginali e urinarie,
possono alterarne Uequilibrio (5).

In questo lavoro, & stata valutata l'attivita antimicrobica

di una innovativa formulazione con estratti vegetali in
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associazione al postbiotico L. paracasei MCC1849. L'atti-
vita antimicrobica & stata messa a confronto con quella
di una formulazione a base di D-mannosio e Cranberry,
le due sostanze bioattive naturali piu utilizzate per sup-

portare la salute delle vie genitourinarie.

Materiali e Metodi

La formulazione

Oggetto dello studio € stata una formulazione a base di
L. paracasei MCC1849 termicamente trattato in combi-
nazione con estratti vegetali, commercialmente dispo-
nibile come integratore alimentare e notificata al Mini-
stero della Salute Italiano (numero di notifica: 167240)
(formulazione test).

Nello specifico, contiene il postbiotico L. paracasei
MCC1849, ceppo probiotico termicamente trattato noto
principalmente per le sue importanti proprieta immuno-
modulanti (6). Sostenere le difese immunitarie costitui-
sce una strategia utile sia per ridurre il rischio di infezioni
sia per allontanare situazioni recidivanti.

La formulazione contiene, inoltre, una miscela di erbe
della tradizione fitoterapica le quali agiscono in maniera
complementare nel favorire la funzionalita delle vie uri-
narie nonché nel dare sollievo in caso di discomfort.
L'Uva ursina, U'Ononide e la Pilosella godono infatti di
proprieta diuretiche e favoriscono l'eliminazione di even-
tuali batteri presenti nelle vie urinarie grazie a un’a-
zione di “lavaggio” (7-9). L'attivita drenante & integrata
da quella antisettica dell’lbisco, le cui proantocianidine
hanno dimostrato attivita inibitoria nei confronti di ceppi
di Escherichia coli (10), e dall’estratto di semi di Pom-
pelmo, il cui fitocomplesso ricco in flavonoidi ha dimo-
strato un’interessante attivita antibatterica sia su ceppi
multiresistenti sia su biofilm batterici (11,12). | flavonoidi
possiedono, inoltre, proprieta antiossidanti utili a pro-
teggere l'epitelio uroteliale infiammato, azione coadiu-
vata anche dai polifenoli contenuti nell’estratto di Erica
selvatica (13).

Il dosaggio di assunzione prevede 2 bustine al giorno, cia-
scuna da 3,4 g. Ogni bustina contiene 468,75 mg di Pom-
pelmo semi estratto secco (e.s.), 250 mg di Uva ursina

foglie e.s. tit. 20% in arbutina, 180 mg di Ononide radice

e.s., 112,5 mg di Pilosella erba e.s. tit. 1% in vitexina, 100
mg Erica selvatica erba con fiori e.s. tit. 0,6% in iperoside,
100 mg Ibisco fiori e.s. e 10 mg di L. paracasei MCC1849
termicamente trattato.

Uattivita antibatterica & stata messa a confronto con una
formulazione di riferimento a base di Cranberry (Mirtillo
rosso americano), il cui frutto ricco in proantocianidine
di tipo-A (PAC-A) ¢ in grado di limitare la proliferazione
batterica impedendo ladesione dei batteri alle pareti
della vescica e D-mannosio, un monosaccaride che viene
assorbito, metabolizzato ed escreto nelle urine e in grado
anch’esso di ostacolare 'adesione di microrganismi pato-
geni, facilitandone leliminazione con le urine (14,15).

I quantitativi di Cranberry e D-mannosio sono stati scelti
in base alla media di quanto fornito dai prodotti presenti
sul mercato; e quindi rispettivamente 240 mg di Cran-
berry tit. 15% in PAC-A e 500 mg di D-mannosio (formu-

lazione di riferimento).

Metodi

La valutazione dellefficacia antibatterica & stata svolta su
due ceppi batterici: Escherichia coli A297 (DSM 10802), un
ceppo isolato in Svezia da un paziente con infezione alle
vie urinarie, con sierotipo O18:K1 e producente emoli-
sina (16) (tossina che favorisce lesfoliazione dell’epitelio
vescicale esponendo gli strati pili interni dell’uroepitelio
allinvasione di ulteriori microrganismi) e Pseudomonas
aeruginosa BWKH18 (DSM 111026), un altro ceppo pato-
geno, isolato dal getto intermedio delle urine, in grado di
formare biofilm (17).

Il test impiegato per la determinazione della minima con-
centrazione inibente (MIC) si & basato sul metodo stan-
dardizzato CLSI MO7 — “Methods for Dilution Antimicrobial
Susceptibility Tests for Bacteria That Grow Aerobically” (18).
Sono state preparate 12 concentrazioni tramite diluzioni
seriali 1:2 di ciascuna formulazione (range 3,0 g/L-1,45
mg/L per formulazione test e range 2,2 g/L-1,07 mg/L per
la formulazione di riferimento, rispettivamente) e dispen-
sate in pozzetti di una multiwell da 96 pozzetti. Ciascuno
é stato inoculato con una concentrazione standard di
microrganismo pari a 1-10° UFC/mL. Successivamente le
piastre cosi preparate sono state incubate a 37 °C per 24

ore. In seguito all'incubazione & stato determinato il valore



L. paracasei MCC1849 in associazione a estratti vegetali per il benessere delle vie urinarie

di MIC, discriminando in base alla torbidita i pozzetti in cui
€ avvenuta crescita da quelli privi di crescita, la concentra-
zione di MIC risulta essere la prima concentrazione in cui
non si apprezza crescita. Selezionate concentrazioni sono
state successivamente lette con spettrofotometro, tramite
assorbanza (Optical density, O.D.) a 600 nm per valutare
la diminuzione di crescita qualora non apprezzabile tra-
mite valutazione visiva.

Per il test di inibizione del biofilm, sono state preparate
8 concentrazioni tramite diluzioni seriali 1:2 di ciascuna
formulazione (range 3,0 g/L-0,023 g/L per formulazione
test e range 2,2 g/L-0,017 g/L per la formulazione di rife-
rimento, rispettivamente) e dispensate in pozzetti di una
multiwell da 48 pozzetti. Ciascuno & stato inoculato con
una concentrazione standard di microrganismo E. coli
A297 paria1-10° CFU/mL.

Successivamente le piastre cosi preparate sono state
incubate a 37 °C per 72 ore, al termine del quale ¢ stato
rimosso il surnatante presente insieme ai batteri in forma
planctonica non adesi alla piastra.

IL biofilm & stato quindi lavato tre volte con acqua sterile
deionizzata e successivamente, dopo fissazione a 60 °C
per 2 ore, si &€ proceduto alla colorazione con Crystal vio-
let. Il colorante (0,02%) sciolto in acqua deionizzata €
stato dispensato in ciascun pozzetto, lasciato agire per
5 minuti a temperatura ambiente e infine lavato per tre
volte con acqua sterile deionizzata. Lattivita di inibizione
del biofilm & stata visualizzata prima tramite osserva-
zione microscopica e successivamente mediante spettro-
fotometro, estraendo la quantita di colorante fissato al
biofilm con metanolo al 100% per 5 minuti a tempera-
tura ambiente.

Uestratto metanolico & stato quantificato allo spettro-
fotometro, misurando l'assorbanza a 595 nm. Dato che
Uintensita di colorazione della soluzione ottenuta &
direttamente proporzionale al biofilm residuo, 'assor-
banza rappresenta un parametro quantitativo per misu-
rare la quantita di biofilm.

| dati sono stati espressi come media + deviazione stan-
dard (SD). Le analisi statistiche sono state eseguite
mediante test ANOVA a una via e test di correzione mul-
tipla di Dunnett: il valore p <0,05 é stato considerato una

differenza statisticamente significativa.

Risultati

La determinazione mediante microdiluizione in piastra
da 96 pozzetti della MIC delle due formulazioni analiz-
zate ha evidenziato che la formulazione test presenta
un valore di MIC nei confronti di Escherichia coli A297
pari a 0,75 g/L, mentre la formulazione di riferimento ha
mostrato un’attivita antimicrobica piu bassa, fornendo
un valore di MIC pari 1,1 g/L.

Nello specifico, la formulazione di riferimento a base di
Cranberry e D-mannosio ha mostrato un’attivita inibito-
ria inferiore del 32%. Per quanto riguarda invece il ceppo
Pseudomonas aeruginosa BWKH18, il test ha fornito per
il prodotto un valore di MIC pari a 1,5 g/L mentre per la
formulazione di riferimento non & stato possibile otte-
nere alcun valore di MIC per il range di concentrazioni
testate (Tabella 1).

Per quanto riguarda la capacita diinibire la formazione del
biofilm, il test & stato svolto nei confronti di E. coli A297,
non avendo ottenuto dei valori di MIC per il prodotto di
riferimento nei confronti del ceppo P. aeruginosa BWKH18.
Il test ha evidenziato che la formulazione oggetto di
studio & in grado di inibire la formazione del biofilm del
microorganismo E. coli A297 (p <0,05 vs NT) (Figura 1A).

Per quanto riguarda la formulazione di riferimento
invece, si evince un trend di inibizione nella formazione
di biofilm, che perd non risulta essere statisticamente
significativa per nessuna delle concentrazioni testate
(Figura 1B).

Si riportano inoltre, per ciascun gruppo sperimentale,
un’immagine catturata al microscopio dei microorganismi
sottoposti a colorazione con Crystal violet, a seguito del
test di inibizione del biofilm. Per ciascuna formulazione
e concentrazione testata, si riporta un pozzetto rappre-

sentativo (Figura 2).

Tabella 1 ¢ Valori di MIC ottenuti per le due formulazioni
testate

Formulazione
di riferimento

11g/L

Formulazione test

E. coli A297 0,75 g/L

P. geruginosa

BWKH18 158/l )

UIntegratore Nutrizionale 28(4) ¢ 2025 @———
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Figura 1 e Quantificazione del biofilm mediante spettrofotometria in seguito a test di inibizione con la formulazione test (A) e la
formulazione di riferimento (B). | dati di assorbanza (O.D.) a 595 nm riportati sono espressi come media + DS di cinque replicati di
due esperimenti indipendenti normalizzati come % rispetto al controllo (NT).
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Figura 2 e Immagini al microscopio dei microrganismi sottoposti a colazione con Crystal violet, a seguito del test di inibizione del
biofilm con la formulazione test (A) e di riferimento (B). Per ciascuna concentrazione testata, si riporta un pozzetto rappresentativo.

Discussione e Conclusioni

Gli integratori alimentari contenenti ingredienti naturali
hanno trovato nell’ultimo decennio una notevole diffu-
sione e accettazione da parte del consumatore, non solo
perché molte delle sostanze nutraceutiche oggi utiliz-
zate per scopi di prevenzione, salute e benessere, erano
gia conosciute ed utilizzate fin dall’antichita, ma anche
perché Uottenimento dal mondo naturale & considerato
sinonimo di sicurezza d’uso, requisito indispensabile.
Tuttavia, molti di questi rimedi, sebbene siano molto dif-
fusi e consolidati nella pratica clinica tradizionale, non
sempre sono supportati da prove scientifiche.

Questo studio ha testato Uefficacia di una formulazione
innovativa per il benessere delle vie urinarie che associa

estratti vegetali della tradizione con L. paracasei MCC1849
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termicamente trattato. La formulazione, unica nel suo
genere, ha dimostrato una buona efficacia antibatterica
nei confronti di ceppi patogeni specifici del tratto uroge-
nitale. Tale attivita pud essere attribuita a diversi com-
ponenti degli estratti contenuti nella formulazione: per
esempio, i semi di Pompelmo contengono limonoidi e
flavonoidi ampiamente noti per le loro proprieta antibat-
teriche e antiadesive (11,12,19,20), cosi come Ulbisco, ricco
in antocianine e glicosidi in grado di contrastare la colo-
nizzazione di E. coli alle cellule delle vie urinarie (10,21).
Tuttavia, merita di essere sottolineato anche il potenziale
ruolo di L. paracasei MCC1849 termicamente trattato.

Sebbene i ceppi probiotici termicamente trattati svol-
gano un’attivitd prevalentemente immunomodulante,
grazie alla capacita delle cellule del sistema immunita-

rio di riconoscere specifici componenti strutturali della
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parete delle cellule batteriche (indipendentemente dalla
loro vitalita), come il peptidoglicano e il lipopolisacca-
ride, e di innescare cosi una risposta immunitaria, son
possibili anche altri meccanismi (22,23).

Dopo il trattamento termico, le cellule batteriche inatti-
vate possono rilasciare non solo componenti con effetti
immunomodulanti ma anche con proprieta antagoniz-
zanti nei confronti di agenti patogeni.

Si & ipotizzato che diversi componenti batterici siano
coinvolti in queste proprieta; per esempio, l'acido lipo-
teicoico, ottenuto da ceppi diversi di lattobacilli, ha
dimostrato capacita antibiofilm nei confronti di ceppi
orali ed enterici (24-26). Lo studio condotto evidenzia,
inoltre, Uimportanza della qualita di una formulazione
in termini di tipologia di estratti e dosaggio nel garantire
Ueffetto salutistico vantato; D-mannosio e Cranberry, le
due sostanze pill conosciute e utilizzate per il benessere
dell’apparato urinario, possono mancare di efficacia se
non vengono apportate nelle giuste quantita. Il D-man-
nosio, per esempio, mostra efficacia a un dosaggio di2 g/
die, ben piu alto rispetto a quello fornito in media dalla
maggior parte dei prodotti in commercio. Discorso ana-
logo per il Cranberry: le proantocianidine, e in particolare
le PAC-A, che sono ritenute essere le molecole bioat-
tive nel Cranberry, se non apportate in un dosaggio suf-
ficiente non garantiscono Ueffetto salutistico desiderato.
Va sottolineato, infine, quanto emerso da una recente
pubblicazione in cui si € dimostrato che le proantociani-
dine del Cranberry hanno fornito un effetto discordante
su ceppi diversi di E. coli, suggerendo che 'associazione
di pit sostanze bioattive possa costituire una strategia
maggiormente efficace (27).

Sebbene questi dati rappresentino dei risultati preli-
minari, sono molto incoraggianti e meritano di essere
approfonditi con ulteriori esperimenti nonché da indagini
cliniche. Lemergenza della resistenza microbica a livello
globale ha reso prioritario lo sviluppo di strategie alter-

native. Esplorare e approfondire & necessario.
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