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ABSTRACT
®

Inactivated microorganisms and how to describe them

The use of non-viable microorganisms with beneficial effects on host’s health as food supplements
opens up many perspectives, which go beyond the simple usefulness of developing more stable and
versatile products. This is a new frontier that raises questions and stimuli for the scientific, industrial
and regulatory world. Characterizing, producing and regulating inactivated microorganisms is an
opportunity to increase knowledge on probiotic microorganisms (traditional and next-generation
probiotics), production technologies, analytical methods for the quantification, mechanisms of ac-
tion and to expand their use , with new applications for different categories of consumers. Although
there are currently gaps at the regulatory level and official definitions, which are being worked on,
the sector of inactivated microorganisms and their components is growing rapidly and at the same

time presents challenges and opportunities, for which all interested parties must be prepared.

RIASSUNTO
®

Luso di microrganismi non vitali con effetti benefici per la salute dell’'ospite come integratori nu-

trizionali apre a tante prospettive, che vanno oltre la semplicita utilita di sviluppare prodotti piu
stabili e versatili. Si tratta di una nuova frontiera che pone interrogativi e stimoli per il mondo
scientifico, industriale e regolatorio. Caratterizzare, produrre e disciplinare i microrganismi inat-
tivati & un‘occasione per aumentare le conoscenze sui microrganismi probiotici (tradizionali e di
ultima generazione), sulle tecnologie di produzione, sui metodi analitici di quantificazione, sui
meccanismi di azione e di espandere il loto utilizzo, con nuove applicazioni per diverse categorie
di consumatori. Nonostante ci siano al momento dei vuoti a livello regolatorio e di definizioni
ufficiali, sui quali si sta lavorando, il settore dei microrganismi inattivati e di loro componenti
cresce velocemente e prospetta al contempo sfide e opportunita, per le quali tutti i soggetti in-

teressati devono farsi trovare preparati.
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Introduzione

Un aspetto fondamentale del tema dei microrgani-
smi inattivati pud essere introdotto e riassunto da una
dichiarazione presente sul sito ufficiale dell’International

Probiotic Association (IPA):

Mentre la definizione evolve, il potenziale dell’'uso dei
postbiotici a beneficio della salute sta diventando evidente,
soprattutto in situazioni in cui l'uso di microrganismi vivi

puo non essere raccomandato.*

Largomento & quindi quello di un’alternativa all’'uso di
microrganismi vivi nel campo degli integratori nutrizio-
nali (food supplements), che comprende sia Uutilizzo dei
probiotici “tradizionali” con una lunga storia di utilizzo
(ovvero, nel panorama europeo, delle specie microbi-
che afferenti alle liste di presunzione qualificata di sicu-
rezza redatte e aggiornate periodicamente dall’EFSA:
https://www.efsa.europa.eu/it/topics/topic/qualified-
presumption-safety-qps) e di probiotici di ultima gene-
razione (next-generation probiotics) (1), ovvero probio-
tici di recente identificazione (grazie principalmente ad
analisi genomiche comparative sulla composizione del
microbiota intestinale), tipicamente di origine intestinale
umana, comprendente quindi prevalentemente micror-
ganismi anaerobi stretti, per i quali € necessaria, non
possedendo una lunga storia di utilizzo, una valutazione
documentata degli aspetti di sicurezza (2).

Nella review verra esaminato il tema dei microrganismi
inattivati dal punto di vista delle definizioni, ancora non
ufficiali, del quadro regolatorio provvisorio, delle tecno-
logie di inattivazione e delle possibili tecniche di quan-
tificazione, dei potenziali meccanismi di azione e di un
mercato in fermento che marcia a una diversa velocita,

trainando tutti gli altri aspetti, ancora in divenire.

Quando la forma & sostanza:
in attesa di definizioni
condivise

Uincipit presente nella dichiarazione dell’IPA “Mentre la
definizione evolve” citata in precedenza, fa riferimento
al dibattito all'interno della comunita scientifica, e non
solo, sulla definizione e sul significato da assegnare alla
categoria dei “postbiotics”, termine che potrebbe evo-
care qualcosa di futuristico, anche se la ricerca in questo
campo sia iniziata circa 100 anni fa e il significato origi-
nale fosse diverso. Difatti la prima volta che nella let-
teratura scientifica appare il termine “postbiotics” (3) la
definizione faceva riferimento a “fattori solubili prodotti
dai probiotici”, proponendo “l'uso di componenti purificati
e ben caratterizzati come alternativa pit sicura per applica-
zioni cliniche, soprattutto in condizioni infiammatorie cro-
niche come la malattia infiammatoria intestinale, dove i
probiotici non hanno ancora dato risultati incoraggianti per
quanto riguarda Uinduzione della remissione”. Pertanto, la
definizione originale di postbiotico faceva riferimento a
prodotti del metabolismo microbico, quindi a molecole
e composti isolati e identificati. Qualche tempo prima
dell’articolo sui postbiotics, viene pubblicata una propo-
sta di definizione per i microrganismi probiotici inatti-
vati, con il termine paraprobiotics, definendoli come “cel-
lule microbiche non vitali (intatte o rotte) o cellule grezze
estratti (cioé con composizione chimica complessa), che,
quando somministrati (per via orale o topica) in quan-
tita adeguata, conferiscono un beneficio al consumatore
umano o animale” (4). Questa definizione fa pertanto
riferimento a entita complesse, come quelle di una cel-
lula intera o a estratti/lisati cellulari grezzi, ovvero non
purificati e caratterizzati, per cui Ueffetto sull'ospite non
é riconducibile all’attivita di una singola molecola, ma
veicolata dalla compresenza e dal sinergismo di diverse
componenti. | termini postbiotics e paraprobiotics sono
stati usati nella letteratura scientifica secondo le rispet-

tive definizioni proposte negli anni successivi, anche se

“https://internationalprobiotics.org/home/seeking-clarity-on-postbiotics/.
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Figura 1 e Sequenza temporale (A) e panorama di alcuni termini usati nel campo dei probiotici (B).

(Da: 2.)

altri termini sono via via apparsi (metabiotics, psychobio-
tics, parabiotics, immunobiotics ecc.).

Questo proliferare di definizioni (Figura 1) e il fatto che in
alcune occasioni i termini postbiotics e paraprobiotics fos-
sero stati usati in maniera ibrida e non aderenti al signifi-
cato originale ha fatto si che I ISAPP nel 2021 pubblicasse
un consensus statement, con lintento di far chiarezza, pro-
ponendo come nuova definizione di postbiotico quella di
“preparazione di microrganismi inanimati e/o loro compo-
nenti che conferiscono un beneficio per la salute dell'ospite”
specificando che “i postbiotici per essere efficaci devono
contenere cellule inattivate o componenti cellulari, con o
senza metaboliti, che contribuiscono ai benefici osservati per

la salute” (5). A seguito di questa pubblicazione & seguito
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unico termine sia cellule
inattivate sia loro com-
ponenti e lo scartare Ue-
sigenza di avere una defi-
nizione che racchiudesse
la categoria dei meta-
boliti microbici, unitamente al fatto che fosse mancata
una discussione estesa nell'ambiente scientifico a monte
della pubblicazione di un “consensus” (6). Nella riposta
finale dello scambio, L'ISAPP ha poi rinnovato lutilita e
appropriatezza della definizione da loro proposta, con la
chiosa che “la decisione finale sul definizione pit appro-
priata e utile ricadra sulla comunita scientifica e autorita di
regolamentazione” (7).

Bisogna riconoscere che le definizioni di postbiotici e
paraprobiotici, cosi come erano state inizialmente pro-
poste, necessitano di essere migliorate, per evitare
sovrapposizioni, imprecisioni o confusione.

Per esempio, un postbiotico pud contemplare solo un

singolo composto o anche una miscela di molecole note?




Microrganismi inattivati e come descriverli

Il paraprobiotico deve riferirsi solo a cellule inattivate o
anche a lisati, che quindi non comporterebbero la pre-
senza di una struttura cellulare? Gli sforzi nel creare uni-
formita e chiarezza devono tenere conto di quanto giu-
stamente sottolineato dall'ISAPP, soprattutto per quanto
riguarda levidenza di ambiguita presente in letteratura (5).
Una possibilita potrebbe essere quella di mantenere
entrambe le definizioni di paraprobiotico e postbio-
tico, poiché indicano concetti e categorie molto diverse,
nonostante molti aspetti debbano essere discussi nella
prospettiva di raggiungere un consenso. Per esempio, il
termine paraprobiotico puo risultare elaborato e, proba-
bilmente, non facile per i consumatori e poco attraente
per il marketing, motivo per il quale il termine postbio-
tico ha avuto molta pil risonanza ed ¢, di fatto, quello
pitl diffuso e accettato.

Aldila del fatto che si ritenga opportuno o efficace man-
tenere esattamente la parola “paraprobiotic”, sarebbe
utile e scientificamente fondato avere un termine che si
riferisca a cellule microbiche, che conservano ed eser-
citano proprieta specifiche, non dipendenti dalla vita-
lita, e che quindi si comportano in modo simile ma non
uguale alle cellule vitali. Lutilizzo di microrganismi inat-
tivati implica benefici per la salute derivanti da una mol-
titudine di fattori molecolari che potrebbero interagire in
modo sinergico o additivo. E questo aspetto vale anche
per i probiotici convenzionali.

Da queste considerazioni deriva la necessita di distin-
guere componenti e/o fattori molecolari di origine
microbica dall’'uso di matrici complesse derivanti da cel-
lule microbiche, per le quali il preciso meccanismo com-
plessivo a supporto della salute dell’ospite non & sempre
conosciuto.

Risulta evidente che elaborare descrizioni universal-
mente accettate non risponde solo a un’esigenza formale
ma pone anche le basi per delineare come regolamen-
tare, misurare, quantificare e caratterizzare una speci-
fica categoria di integratori nutrizionali. Assimilare una
“preparazione di cellule e/o loro componenti” (da defini-
zione ISAPP; 5) puo rendere complessa la fase di rego-
lamentazione e di verifica della qualita e funzionalita di
una determinata categoria di un integratore alimentare,

poiché si dovrebbe far riferimento a tecniche diverse, in

quanto cellule intere e componenti vengono quantificati
e caratterizzati con tecniche diverse e loro effetto neces-

sita di essere misurato in maniera differente.

Come qualificare
e quantificare 1.
1 microrganismi 1nattivati

La definizione ufficiale di probiotico (8) cha ha lievemente
modificato grammaticalmente la definizione elaborata
inizialmente dalla Food and Agricultural Organization of
the United Nations e la World Health Organization nel
2002 (9) essendo basata sul concetto di microrganismi
vivi, veicola implicitamente la modalita della loro “misu-
razione” e rende la vitalitd un attributo fondamentale
unito alla necessita di conferire un beneficio per la salute
dell'ospite. Difatti, i prodotti a base di microrganismi pro-
biotici vengono rilasciati sulla base di una conta vitale
che deve essere riportata in etichetta e garantita fino alla
fine della shelf-life del prodotto. La zona grigia lasciata
all’interno della definizione ufficiale di probiotico dalla
locuzione “quando somministrati in quantita adeguata”,
nel panorama italiano ha visto Uintervento del Ministero
della Salute (10) con il suggerimento di somministrazione
di una quantita pari ad almeno 10° cellule vive al giorno
per almeno uno dei ceppi presenti nella miscela probio-
tica, a meno che lutilizzo di un dosaggio inferiore non
sia supportato da studi scientifici per lo specifico ceppo.
Le linee guida del Ministero della Salute del 2018 (10) si
basavano sulle evidenze scientifiche disponibili in merito
alla quantita minima sufficiente per ottenere una tempo-
ranea colonizzazione dell’intestino. In merito alla defini-
zione e qualificazione di un prodotto contenente micror-
ganismi inattivati, si apre la duplice questione di stabilire
sia quale possa essere il numero massimo di cellule vive
residue accettabili nel prodotto finito, sia il numero
minimo di cellule totali che devono essere presenti affin-
ché si possa garantire un effetto benefico per la salute
dell'ospite. Da una parte la verifica della perdita di vita-
lita & qualcosa che puo essere misurato ma non é di per
sé garanzia dell’efficacia di un microrganismo inattivato.
Nel caso di un probiotico non vivo, per il quale si deve

quindi escludere un processo di colonizzazione da parte
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Figura 2 ¢ Mappa concettuale degli stati metabolici dei microrganismi probiotici e possibili transizioni (A) e metodi per

'enumerazione di cellule vive e morte (B,C,D). (A, Da: 14; B, Da: 12.)

del ceppo, la definizione di un numero minimo adeguato
di cellule totali & un aspetto meno immediato da stabi-
lire e dovra essere, pertanto, piu direttamente correlato
all’'evidenza di un effetto benefico sulla salute dell'ospite,
osservato per uno specifico dosaggio e/o legato a una
evidenza di funzionalita comparabile con il corrispettivo
ceppo vitale (Figura 2). La tradizionale tecnica di conta
delle unita formanti colonia (UFC) a seguito di diluizione
e semina su terreno di coltura agarizzato in piastra puo
essere utilizzata come controllo dellefficacia del tratta-
mento di inattivazione in termini di assenza di crescita e
quantificazione del numero di UFC residue (Figura 2B).
Come anticipato, non ¢ stata ancora fissata una soglia
massima di cellule vive per prodotti derivanti da probio-
tici tradizionali, per cui la strategia temporanea, in alcuni
casi, € quella di far riferimento ad alcuni mercati pionieri
nel campo dei probiotici, come quello giapponese, in cui
diversi prodotti a base di cellule inattivate riportano in
etichetta una quantita di cellule vitali residua inferiore a
103 UFC/g. Diverso & il caso di alcuni Novel Foods (di cui
si parlera successivamente) come quello di Akkermansia
muciniphila, per cui UEFSA ha fissato un valore massimo
di cellule vitali inferiore a 10 UFC/g (11).

Tuttavia, la conta in piastra costituisce soprattutto un
aspetto di controllo qualita su un prodotto a base di
microrganismi inattivati, che risulta circoscritto al con-
cetto di replicabilita e che non puo esplorare altri stati
metabolici e fisiologici delle cellule (Figura 2A).

| microrganismi inattivati necessitano di tecniche di enu-
merazione non legate alla coltivabilita e una review
recente (12) elenca e descrive i metodi analitici di enu-
merazione disponibili per probiotici e postbiotici (Figura
2 B,C,D). Uno dei metodi utilizzati, spesso anche per il
rilascio del prodotto, & basato sull’utilizzo di una camera
di conta, che presenta tuttavia il limite di non poter
discriminare, per i batteri, tra cellule vive e cellule morte.
La citometria a flusso (Figura 2C) & emersa come uno
strumento avanzato nella valutazione della vitalita dei
probiotici, in grado di estrarre informazioni dettagliate
sulle singole cellule, comprese le loro dimensioni, gra-
nularita e morfologia attraverso 'analisi della diffusione
della luce laser. La norma ISO 19344 IDF 232 (13) riporta
il metodo di enumerazione dei batteri lattici, utilizzando
tre diversi protocolli di colorazione per valutare lattivita
enzimatica cellulare (basata sull'enzima esterasi), l'in-

tegrita della membrana e il potenziale della membrana,
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fornendo quindi un insieme di informazioni sulla vita-
litd batterica. Nello studio dell'integritd di membrana,
uno dei coloranti utilizzati € in grado di penetrare tutte
le cellule batteriche, indipendentemente dalla loro vita-
lita, restituendo quindi un dato di unita fluorescenti
totali (Total Fluorescent Units, TFU) che include batteri
vivi, danneggiati e morti. Un altro colorante invece rie-
sce a penetrare solo le cellule batteriche con membrana
compromessa e questo consente di ricavare, per sottra-
zione, il dato di unita fluorescenti attive (Active Fluore-
scent Units, AFU) che rappresentano le cellule vitali, con
membrane integra. La differenza tra TFU e AFU, che ven-
gono definite non-AFU (n-AFU), rappresenta la popola-
zione di cellule morte o irrimediabilmente danneggiate.
A parte la norma ISO 19344 IDF 232 (13), sono stati svi-
luppati altri protocolli i cui coloranti hanno diversi tipi di
target, per fare solo qualche esempio le proteine intra-
cellulari di cellule integre o le specie reattive dell'ossi-
geno (Reactive Oxygen Species, ROS) (12). Pertanto, la
citofluorimetria, nell’'ambito dei microrganismi inattivati,
a parte fornire un dato di conta totale (TFUs), consente
anche di fare valutazioni pil dettagliate e specifiche sullo
stato fisiologico, metabolico e di integrita delle cellule,
il che puo essere rilevante per esempio nel valutare e
confrontare gli effetti, i tipi ed entita di danno eserci-
tati su diversi ceppi da differenti trattamenti di inatti-
vazione. Altri metodi di enumerazione vengono dalla
biologia molecolare, come la tecnica denominata quan-
titative Polymerase Chain Reaction (qPCR) e la droplet
digital-PCR (dd-PCR) (Figura 2D), le quali richiedono
anzitutto che vengano sviluppate delle sonde nucleo-
tidiche ceppo-specifiche (o almeno specie-specifiche,
a seconda del tipo di prodotto), che vadano quindi ad
amplificare in maniera specifica il DNA del ceppo di inte-
resse. In questo panorama, la viability quantitative-PCR
(vgPCR) consente di amplificare in maniera specifica il
DNA presente nelle cellule integre sfruttando un colo-
rante, come per esempio il propidio monoazide (PMA)
che penetra solo le cellule morte e con membrana dan-
neggiata, andando a intercalarsi nel DNA, impedendone
cosi Uamplificazione (12). Questa tecnologia potrebbe
risultare utile per alcuni prodotti a base di microrgani-

smi inattivati, sebbene lutilita maggiore sia quella di

ottenere una conta vitale non dipendente dalla col-
tivabilita che comprenda anche quella che viene defi-
nita come popolazione di cellule vive ma non replicabili
(Viable But Not Cultivable Cells, VBNCs; 14 e Figura 4A)
analogamente a quello che puo essere fatto in citome-
tria a flusso. Quest’ultima sara probabilmente la tecno-
logia sulla quale si lavorera maggiormente per sviluppare
metodi di conta ufficiali per i prodotti a base di micror-
ganismi inattivati che possano diventare di routine e alli-

neabili tra diversi laboratori.

Come agiscono B
1 microrganismi 1nattivati

Traivantaggi promossi nell'utilizzo di microrganismiinat-
tivati vi & quello di una potenziale migliore stabilita del
prodotto, sia in termini di tempi e temperature di conser-
vazione, la possibilita di ridurre l'overage da applicare per
ottenere la concentrazione desiderata fino alla fine della
shelf-life (15) e il ridotto rischio per la salute in categorie
di consumatori fragili (anziani, bambini, soggetti immu-
nocompromessi, con alterata permeabilita intestinale)
(Figura 3A).

Tuttavia, la versione inattivata di un microrganismo non
si esaurisce nell'ottenere meramente un ceppo pil ver-
satile in termini di conservazione e/o di utilizzo finale.
Linattivazione non ha solo scopo di “togliere” qualcosa
al ceppo probiotico (privarlo della vitalita) per renderlo
pil adattabile, ma anche quello di ottenere qualcosa di
nuovo e di diverso. Non tutte le funzionalita probiotiche
sono dipendenti dalla vitalita e diverse proprieta vengono
mantenute o possono risultare maggiormente pronun-
ciate a seguito del processo di inattivazione. Si fa riferi-
mento soprattutto a quelle capacita di cross-talk o inte-
razione tra microrganismi e cellule dell'ospite (epiteliali,
endoteliali, immunitarie, entero-endocrine) che dipen-
dono dalla presenza e dal riconoscimento di specifiche
molecole microbiche (Microbe-Associated Molecular
Patterns, MAMPs) le quali, interagendo con determinati
recettori delle cellule dell'ospite (es. TLRs), attivano una
cascata del segnale che porta all’attivazione di risposte a
livello sia locale che sistemico, che possono coinvolgere

il sistema immunitario, Uintegrita intestinale, le risposte
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Figura 3 e Potenziali vantaggi dei microrganismi inattivati (A) e meccanismi di azione e di
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(A, Da: Yesilyurt N, Yilmaz B, Agagilindiiz D et al. Involvement of Probiotics and Postbiotics in
the Immune System Modulation. Biologics. 2021;1(2):89-110. B, Da: 5.)

neuroendocrine ecc. (5) (Figura 3B). Quello che si ottiene
a seguito di un trattamento di inattivazione dipende dal
trattamento stesso, dalle sue condizioni (es. diverse com-
binazioni di tempi e temperature, facendo il caso del trat-
tamento termico) e dal ceppo microbico specifico. Non &
pertanto semplice prevedere come possano essere even-
tualmente modificate le funzionalita probiotiche di un
ceppo inattivato rispetto al suo corrispettivo vitale. A tal

proposito la letteratura riporta casi molto diversi, in cui
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EPS, proteins such as Msp1/p75, Msp2/p40,
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possono reagire in maniera
diversa a un determinato
trattamento di inattivazione,

che puo6 influire diversa-

Enteric neuron

mente sulla struttura e inte-

diversi

grita cellulare, sui
tipi di proteine, polisacca-

ridi, lipidi e da come tutti

questi composti vengono
esposti e quindi riconosciuti
dalle cellule dell'ospite, cosi
come processi diversi pos-
sono avere un effetto finale
distinto sulle proprieta di un determinato ceppo. Da cio
ne deriva che un ceppo probiotico, dopo essere stato
inattivato, potrebbe avere caratteristiche diverse rispetto
al progenitore e che necessitano pertanto di essere inve-
stigate. Questo solleva la questione della difficolta di riu-
scire a identificare un metodo univoco di “misurazione”
della funzionalita di un postbiotico o paraprobiotico, che
andra verosimilmente studiata caso per caso, alla stregua

di quando si caratterizza un ceppo ex novo.
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Figura 4  Metodi di inattivazione dei microrganismi e meccanismi coinvolti. (Da: 19.)

Come sono attualmente
prodotti e regolamentati
1 microrganismi 1nattivati

A livello regolatorio in Europa i microrganismi inatti-
vati seguono attualmente le stesse regole dei probio-
tici per quanto riguarda gli health claims (16) e i Novel
Foods (17), qualora rientrino in quest’ultima catego-
ria. Il criterio presunzione qualificata di sicurezza (QPS)
si applica quando microrganismi probiotici sono utiliz-
zati come progenitori per ottenere microrganismi inatti-
vati. | microrganismi non presenti nell’elenco QPS rien-
trano quindi in una richiesta di nuovi prodotti alimentari
e sono vincolati all'approvazione da parte dell’EFSA
prima di poter essere utilizzati per lo sviluppo di alimenti
o mangimi in Europa. Non é stato stabilito se nella defi-
nizione che verra elaborata per i microrganismi inattivati
si vorra specificare se il progenitore debba essere neces-
sariamente un probiotico inteso in senso tradizionale, ma

ci sono alcuni precedenti che aprono a tante possibilita.

A tal proposito, la valutazione della sicurezza dei bat-
teri inattivati come Novel Foods & ora disponibile per tre
diverse preparazioni, ovvero Bacteroides xylanisolvens,
Akkermansia muciniphila e Mycobacterium manresensis, le
quali non sono state invece accettate per lo status QPS
nella forma di microrganismi vivi. Nell'Unione Europea
attualmente non esiste nessuna normativa specifica per
i microrganismi inattivati; tuttavia, visto che nel consen-
sus statement (5) viene richiesto un beneficio dimostrato
per la salute, Uinterpretazione espressa da una pubbli-
cazione da Vinderola et al. (18) & che leventuale uso del
termine postbiotic (o comunque quello che verra sele-
zionato) in un alimento o un integratore alimentare
richiedera prima Uapprovazione delle indicazioni per la
salute (health claims) da parte dell’EFSA e di approva-
zione come Novel Food (18). Ma la situazione & pit com-
plessa di cosi, poiché anche microrganismi inattivati deri-
vanti da progenitore QPS possono ricadere nell’iter dei
Novel Food, in particolare a seconda del trattamento

di inattivazione applicato per ottenere la versione non
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vitale e U'entita dell'impatto del processo di inattivazione.
Diverse tecnologie possono essere applicate per otte-
nere linattivazione dei microrganismi, con diversi costi,
diverso impatto sulla struttura cellulare e sulle molecole
e quindi con diverso esito sulla funzionalita comples-
siva del ceppo. Linattivazione per trattamento termico
& attualmente il processo piu diffuso, sebbene ci siano
tecnologie pil recenti, alcune delle quali possono modi-
ficare in misura minore lintegrita cellulare e componenti.
Tra queste vi & Lutilizzo di radiazioni (UV e ionizzanti),
alte pressioni, sonicazione, riscaldamento ohmico, CO,
supercritca ecc. (19) (Figura 4).

Il fatto che alcune tecnologie di inattivazione non-ter-
mica abbiano origine o applicazione sugli alimentirecente
pud comportare che i microrganismi ottenuti attraverso
tali processi ricadano nella categoria dei Novel Foods.
Riportando quanto previsto dal Regolamento 2015/2283,

rientrano nella categoria dei Novel Foods anche

alimenti e ingredienti alimentari ai quali & stato applicato
un processo di produzione non in uso nella Comunita
Europea prima del 15 maggio 1997 per prodotti alimentari,
laddove tale processo dia luogo a cambiamenti significativi
nella composizione o nella struttura degli alimenti o
degli ingredienti alimentari che ne influenzano il valore
nutrizionale, il metabolismo o il livello di sostanze

indesiderabili (17).

Secondo quanto riportato da un documento redatto
dalla Commissione Europea (20) la mancanza di una
posizione comune in merito alla classificazione delle
nuove tecnologie in tutti gli Stati membri pud ostaco-
lare la loro diffusione in Europa. Per esempio, l'utilizzo
delle alte pressioni (High Pressure Processing, HPP) non
cade piu sotto la classificazione Novel Foods ma, come
riscontrato da molti operatori del settore, molte oppor-
tunita sono andate perse nel tempo a causa della con-
fusione relativa al regolamento sui nuovi alimenti. La
situazione a riguardo negli Stati Uniti, coordinata dalla

Food and Drugs Administration (FDA), € molto diversa

e vede un aumento dell’'uso di tecnologie innovative a
differenza dell’Europa (20). Un altro esempio potrebbe
essere quello delle radiazioni gamma. Il documento
redatto dalla Commissione Europea nell’ambito del qua-
dro normativo sull’'uso delle radiazioni nei prodotti ali-

mentari (21) riporta che:

sebbene negli ultimi anni siano stati compiuti notevoli
progressi tecnologici nel campo delle radiazioni ionizzanti
(per esempio lo sviluppo del fascio di elettroni a bassa
energia), € improbabile, ma non puo essere escluso a
priori, che i prodotti alimentari derivanti da tale tecnologia
possano essere considerati nuovi prodotti alimentari poiché
i cambiamenti nella composizione o nella struttura degli
alimenti indotti da tali tecniche di irradiazione sono minori.
Tuttavia, spetta agli operatori del settore verificare se il
prodotto che intendono immettere sul mercato dell’Unione
rientra o meno nell’ambito di applicazione del regolamento
sui nuovi alimenti ed & necessaria un’analisi caso per
caso secondo la procedura descritta nel regolamento di

esecuzione della Commissione (UE) 2018/456 (21).

Pertanto, la cosa pili probabile & che dovra essere valutata
caso per caso se un determinato ceppo inattivato con
uno specifico trattamento non-termico possa ricadere

nella categoria dei Novel Foods.

Come possono essere
inquadrati i microrganismi
inattivati in prodotti
farmaceutici in Europa

Secondo UAllegato 1 della Direttiva 2001/83/CE (22)
(corretta poi dalla 2004/27/CE; 23) “un medicinale bio-
logico € un prodotto, il cui principio attivo € una sostanza
biologica. Una sostanza biologica & una sostanza pro-
dotta o estratta da una fonte biologica che necessita,
per la caratterizzazione e determinazione della sua qua-
lita, di una combinazione di test fisico-chimici-biolo-

gici, insieme al processo produttivo e al suo controllo.”
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Pertanto, secondo quanto riportato in una recente pub-
blicazione (24) quelli che sono definiti postbiotics pos-
sono quindi essere considerate sostanze attive per medi-
cinali biologici.

Il suggerimento & che gli sviluppatori di medicinali a base
di postbiotici possano fare riferimento alle linee guida
dedicate ai biological medicinal products, non essendoci
attualmente per i postbiotici delle linee guida dedicate.
La cosa piu probabile & che il quadro normativo evolvera
via via che verranno sviluppati nuovi prodotti. Tuttavia,
una sfida importante in questo scenario & che a diffe-
renza dei probiotici sviluppati come medicinali, cono-
sciuti come Live Biotherapeutics (LBP) (25), dove non
& presente in diversi casi alcun rischio di assorbimento
sistemico e di traslocazione, nel caso di postbiotici, a
seconda dei processi di produzione utilizzati e del con-
tenuto del preparato (circostanze in cui contenga anche
metaboliti, componenti della parete cellulare, DNA bat-
terico ecc.) allora la questione dell’assorbimento deve
essere valutata con attenzione.

Un altro scenario € quello regolato dalla normativa
comunitaria (Regolamento UE, 2017/745; 26) riguardante
i dispositivi medici, ovvero “prodotti che prevengono,
curano o alleviano le malattie mediante meccanismi non
farmacologici, immunologici o metabolici”. Un aggiorna-
mento del 2021 ha previsto che i dispositivi medici non
possano contenere microrganismi vivi, per cui Uimpiego
di microrganismi inattivati nei dispositivi medici in Europa
potrebbe essere un campo promettente, a fronte della
dimostrazione di meccanismi di azione di natura fisica
che sottendono alla funzionalita del prodotto a base di

microrganismi inattivati (27).

Diversi tipi formulazioni
e trend di mercato

La richiesta dello sviluppo di prodotti a base di micror-
ganismi inattivati & in forte aumento nel mercato degli
integratori nutrizionali, quasi mossa da un appeal intrin-
seco di questo tipo di formulazione, oltre che da que-
stioni di versatilita del prodotto finale. Inoltre, sono gia
presenti sul mercato e vengono sempre piu richiesti pro-

dotti “ibridi”, contenenti sia ceppi vivi che inattivati, con

eventuale aggiunta di prebiotici. Aldila dei trend di mer-
cato, cosi come si dovrebbe applicare anche a prodotti
probiotici multiceppo o ai sinbiotici, anche nelle for-
mulazioni di questa tipologia di prodotti “misti” tra cel-
lule vive e inattivate € importante valutare il razionale
scientifico (sinergismo, modulazione della funzionalita)
e Uopportunita della scelta di determinate combinazioni,

che siano di reale valore per la salute del consumatore.
Conclusioni

Il mondo dei microrganismi inattivati prospetta al con-
tempo sfide e opportunita, sia per quanto riguarda il
processo produttivo (sviluppo e uso di tecnologie inno-
vative), i metodi di quantificazione (non solo come stru-
mento di controllo qualita ma anche di caratterizzazione)
e studio delle proprieta benefiche.

Tutto cio permettera di aumentare le nostre conoscenze
in generale sui probiotici (tradizionali e di ultima genera-
zione), sui meccanismi di azione, di allargare il loro uti-
lizzo a nuove specie e ceppi, di espandere il loro utilizzo
in animali (da compagnia e da reddito) e in diverse cate-
gorie di consumatori (sani e con patologie) per applica-
zioni specifiche.

Mentre la macchina dei postbiotics continua la sua mar-
cia, U'IPA parallelamente profonde sforziin un lavoro con-
giunto tra 'ambiente scientifico e industriale per razio-
nalizzare, in primo luogo, le applicazioni delle diverse
categorie identificabili nel campo dei microrganismiinat-
tivati, di loro composti e metaboliti. Le definizioni arrive-

ranno probabilmente di conseguenza.
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