
29ilmedicopediatra 2018;27(4):29-34 

approfondimenti e notizie

Gianluca Ianiro, Giusi Desirè 
Sciumè, Antonio Gasbarrini 
Area Gastroenterologica e Oncologica, 
Fondazione Policlinico Universitario  
Agostino Gemelli IRCCS, Università Cattolica 
del Sacro Cuore, Roma, Italia

© Copyright by Federazione Italiana Medici Pediatri     OPEN ACCESS

Nuove acquisizioni 
sui probiotici: 
dalla ricerca 

alla pratica clinica

• il miglioramento della funzione della barriera inte-
stinale; 

• la differenziazione e stimolazione della risposta im-
mune sistemica o mucosale. 

Sebbene alcuni di tali effetti possano essere legati all’u-
tilizzo dei più comuni generi di probiotici, molti di essi 
sono specifici per specie o ceppo.

Regolamentazione dei probiotici
Secondo le linee guida WHO/FAO ((World Health 
Organization/Food and Agriculture Organization) 
ogni probiotico deve essere identificato in base al 
suo genere, specie, sottospecie (se presente) e da 
un codice alfanumerico che ne identifica il ceppo 
specifico. 
Definire il preciso ceppo utilizzato come probiotico è 
fondamentale, in quanto ciascun ceppo ha specifici 
effetti benefici ad esso legati. Nonostante questa spe-
cificità, sta diventando sempre più evidente che alcuni 
meccanismi d’azione dei probiotici sono condivisi da 
più ceppi, specie o addirittura generi.
Inoltre, la World Gastroenterology Organization 
(WGO) suggerisce che ogni prodotto contenente pro-
biotici debba indicare nel proprio foglietto illustrativo:
• il genere, la specie e il ceppo identificativo, con la 

corretta nomenclatura;
• il numero di ceppi vitali fino al termine della sca-

denza;
• il tipo di conservazione;
• indicazioni sulla sicurezza;

INTRODUZIONE E GENERALITÀ

Definizione
I probiotici sono definiti come microorganismi vivi che, 
ove somministrati in dosi adeguate, conferiscono un 
beneficio alla salute dell’ospite. 
Le formulazioni di probiotici più comunemente usate 
contengono lattobacilli, bifidobatteri e, meno frequen-
temente, E. coli, streptococchi, enterococchi, Bacillus 
spp., lieviti es. Saccharomyces boulardii. 
Altri possibili modulatori del microbiota intestinale sono 
i prebiotici e i simbiotici.
I prebiotici sono prodotti selettivamente fermentati, i 
quali determinano uno specifico cambiamento nel-
la composizione e attività del microbiota intestinale, 
determinando un miglioramento dello stato di salute. I 
prebiotici più comunemente utilizzati in pratica clinica 
sono l’inulina, i fruttoligosaccaridi (FOS) e i galattoligo-
saccaridi (GOS).
I simbiotici sono prodotti contenenti sia probiotici che 
prebiotici.

Meccanismi d’azione
Numerose evidenze hanno dimostrato che i probiotici 
agiscano tramite numerosi meccanismi benefici all’in-
terno dell’organismo. 
Essi includono:
• l’inibizione dell’adesione e della crescita dei pa-

togeni; 
• la modulazione del microbiota intestinale; 
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• dose raccomandata, la quale dovrebbe basarsi 
sull’induzione dell’effetto fisiologico;

• un’accurata descrizione degli effetti fisiologici, per 
quanto sia ammesso dalla legge;

• contatti per la farmacovigilanza.

CARATTERISTICHE DEI PROBIOTICI
Le preparazioni di probiotici attualmente disponibili sul 
mercato per il consumo da parte dell’uomo sono com-
mercializzate principalmente come prodotti medicinali 
o alimenti (integratori alimentari e cibi fermentati o nuo-
vi alimenti), con una progressiva introduzione di nuo-
ve formulazioni nel mercato. I probiotici convenzionali 
contengono colture singole o multiple di microorganismi 
o spore batteriche e sono venduti come pillole, capsu-
le, bustine, granulati o sospensioni. Il Working Group 
for Probiotics and Prebiotics dell’ESPGHAN (European 
Society of Pediatric Gastroenterology, Hepatology and 
Nutrition) ha recentemente stabilito che le formulazioni 
di probiotici assunte per via orale devono contenere 
un numero sufficiente di microorganismi vivi fino alla 
loro scadenza, e che devono essere esenti da conta-
minazioni. I dati delle analisi sulla qualità dei probioti-
ci in commercio in Europa, Sud Africa, Taiwan, India 
e Pakistan, e negli USA indicano spesso che il loro 
contenuto non corrisponde alle informazioni riportate 
sul foglietto illustrativo, in termini di specie, variabilità, 
numero di microorganismi e purezza. 
Dal punto di vista clinico, la somministrazione di pro-
biotici che non soddisfano i requisiti di qualità porta 
più facilmente a un’efficacia ridotta o addirittura assen-
te, e rappresenta un potenziale rischio infettivo per il 
paziente se vi sono contaminazioni da parte di pato-
geni o patogeni opportunisti. 
Esistono diverse caratteristiche che un probiotico com-
merciale dovrebbe imprescindibilmente possedere per 
poter essere attivo e vitale all’interno dell’intestino, e 
quindi poter essere definito di elevata qualità. 
Esse comprendono:
• la stabilità, ovvero la capacità di mantenere un nume-

ro adeguato di CFU (colony-forming units, unità for-
manti colonie) fino alla data di scadenza del prodotto; 

• la sopravvivenza nell’ambiente acido che incontre-
ranno durante il transito gastrico;

• la sopravvivenza ai sali biliari e ai succhi pancreatici;
• la capacità di adesione alla mucosa intestinale.
Inoltre, un probiotico di qualità deve essere in grado di 
fornire un ottimo profilo di sicurezza. 
Sono stati effettuati diversi studi in vitro per acquisire 
informazioni relative a tali caratteristiche delle formu-
lazioni probiotiche. In particolare, esistono due princi-
pali modelli per testare tali proprietà, il sistema gastro-
duodenale ed il sistema digerente artificiale. Il sistema 
gastro-duodenale misura la sopravvivenza dei microor-
ganismi prima nell’ambiente gastrico (pH acido+ pep-
sina) e poi a livello duodenale (pH 6,9 + sali biliari + 
tripsina + pre-pancreatina).
Fra i sistemi digerenti artificiali, uno dei più performanti 
è il sistema digerente artificiale TIM-1. Questo sistema 
è composto da più comparti che simulano lo stomaco, 
il duodeno, il digiuno e l’ileo ed è continuamente con-
trollato da un computer. In tal modo esso è in grado 
di riprodurre in condizioni il più possibile fisiologiche i 
movimenti peristaltici, la secrezione di enzimi digestivi 
il transito intestinale e l’assorbimento dei prodotti della 
digestione. L’uso di questo sistema consente di deter-
minare i ceppi o le associazioni di ceppi in grado di 
sopravvivere durante il transito intestinale e di raggiun-
gere il colon sotto forma vitale. 
In generale, tali modelli hanno evidenziato un compor-
tamento eterogeneo a seconda delle specie e dei cep-
pi analizzati. Sulla base di tali osservazioni, appare in-
dispensabile acquisire delle conoscenze riguardo alle 
proprietà funzionali delle formulazioni di probiotici, per 
indirizzare la scelta dei clinici tra i diversi prodotti. 

Numero delle CFU e stabilità
I probiotici devono essere somministrati alla dose ade-
guata per espletare il proprio ruolo terapeutico, inoltre 
devono avere la capacità di rimanere vitali fino alla 
data di scadenza. Nel foglietto illustrativo vanno indi-
cati il numero di CFU, la corretta nomenclatura speci-
ficando genere, specie e ceppo di tutti gli organismi 
nella formulazione.
La dose necessaria varia molto a seconda del prodotto 
e del suo utilizzo, per cui il dosaggio adeguato non può 
seguire un criterio generale ma deve basarsi su degli stu-
di scientifici ed essere valutato in base al quadro clinico.
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Resistenza al pH gastrico
La resistenza al pH gastrico viene solitamente valuta-
ta tramite incubazione dei ceppi selezionati per 1-2 
ore a 37°C in succo gastrico artificiale costituito da 
un ambiente a pH 1,4-1,5 con l’aggiunta di pepsi-
na. Ciò viene effettuato per calcolare la percentuale 
di sopravvivenza all’acidità dei ceppi testati. Più alta 
è la percentuale di sopravvivenza, maggiore è la ca-
pacità dei ceppi selezionati di superare il passaggio 
gastrico.

Resistenza ai sali biliari
Per valutare la resistenza ai sali biliari, i ceppi can-
didati vengono testati in un ambiente che simuli le 
condizioni presenti in duodeno in presenza di sali bi-
liari, pancreatina e pH alcalino (8,0). In vitro viene 
così studiata la capacità proliferativa del ceppo can-
didato, prima in condizioni basali e poi in presenza 
di bile, che è un forte tensioattivo. Tale misurazione 
viene solitamente eseguita mediante valutazione spet-
trofotometrica della torbidità nel tempo.

Adesione all’epitelio intestinale
Una volta raggiunto il colon, il ceppo o i ceppi can-
didati devono aderire alle cellule intestinali epiteliali 
al fine di colonizzare la mucosa intestinale, condi-
zione fondamentale per sviluppare le proprie spe-
cifiche attività. Sono state messe a punto nel corso 
degli anni delle metodiche atte a valutare lo stato 
di adesione dei singoli ceppi alle cellule intestinali; 
una di queste è caratterizzata dallo studio in vitro 
del grado di adesione dei ceppi candidati a linee 
cellulari LMH di pollo. 

Sicurezza 
La maggior parte dei probiotici derivano da alimen-
ti fermentati o da microorganismi commensali dei 
soggetti sani. Vengono utilizzati principalmente da 
soggetti in buono stato di salute, per cui l’utilizzo in 
persone con gravi comorbidità o alterazioni immuni-
tarie dovrebbe essere valutato attentamente. Inoltre 
la produzione di questi prodotti dovrebbe garantire 
l’assenza di contaminazione del prodotto finale, per 
evitare l’assunzione di ceppi potenzialmente patogeni.

Ruolo delle spore
Alcuni probiotici (es. B. clausii) sono disponibili sul mer-
cato in forma di spore. Le spore sono delle forme resi-
stenti alla degradazione acida e pancreatica, per cui 
possono avere un ruolo nell’assicurare la sopravvivenza 
dei microorganismi durante il transito gastrointestinale. 
Questa caratteristica di resistenza è però diversa tra le 
varie specie. Le spore possiedono anche la capacità 
di replicarsi in presenza di condizioni favorevoli, per 
cui alcuni ceppi, come per esempio B. clausii, hanno 
un’attiva proliferazione a livello del colon, portando ad 
un aumento delle CFU. 

CARATTERISTICHE DEI PROBIOTICI DI QUALITÀ:  
NUOVE EVIDENZE
Un recente studio pubblicato da Vecchione e colleghi 
ha analizzato i dieci principali probiotici in commer-
cio sul mercato italiano, valutandone la formulazione 
in termini di specie presenti, numero totale di micro-
organismi (CFU) e spore, nonché la loro resistenza 
al transito intestinale. Sono stati analizzati i seguenti 
prodotti: Enterogermina 2 miliardi; Enterolactis Plus; 
Lactoflorene Plus; Reuflor; Codex; Prolife; Dicoflor; 
Enterelle; Yovis;VSL#3.

Metodi
Identificazione dei microbi e loro conta
Le preparazioni incapsulate e liofilizzate sono state dis-
solte in acqua sterile immediatamente prima delle ana-
lisi. Le formulazioni in cui si riportava la presenza di 
microorganismi formanti spore sono state divise in due 
aliquote. Un’aliquota è stata sottoposta a trattamento 
di calore a 80°C per 15 minuti prima di essere messa 
in piastra. Sia le sospensioni sottoposte a trattamen-
to di calore che quelle non trattate sono state diluite 
serialmente in PBS e coltivate (100 μL per piastra) su 
agar soia triptico con 5% di sangue di cavallo (TSH, 
bioMérieux, Marcy l’Etoile, France). Tutte le formula-
zioni sono state diluite serialmente in PBS e piastrate 
in differenti mezzi di coltura per differenziare seletti-
vamente le specie contenute. Le aliquote dei prodotti 
diluiti sono state coltivate su TSH per l’isolamento di 
Bacillus spp., Enterococcus spp. e Streptococcus spp., 
su agar De Man, Rogosa & Sharpe (MRS, Oxoid, 
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Thermo Fisher Scientific, UK) per Lactobacillus spp., 
e su Bifidobacterium selective medium (BSM, Sigma-
Aldrich, Saint Louis, USA) per Bifidobacterium spp. 
(22). La piastratura è stata effettuata in triplicato, e gli 
esperimenti sono stati ripetuti 3 volte in giorni separati. 
Le piastre di TSH sono state incubate a 37°C in condi-
zioni di aerobiosi per 48 ore, le piastre di MRS a 35% 
ad una concentrazione di CO2 del 5% per 72 ore, e 
quelle di BSM in anaerobiosi fino a 72 ore. Il numero 
di CFU è stato determinato e le colonie rappresentative 
sono state identificate tramite analisi biochimica. Per 
l’analisi con spettrometria di massa MALDI-TOF (MS) 
con Flex Control TM 1.1 (Bruker Daltonics, Bremen, 
Germany) sono stati usati batteri da singole colonie, e 
gli spettri sono stati analizzati tramite MALDI Biotyper 
3.0 (BDAL, Bruker Daltonics, Bremen, Germany).

Analisi con spettrometro di massa MALDI-TOF MS 
I campioni isolati sono stati testati in duplicato. 
Ciascuna colonia è stata posizionata sulla piastra 
MALDI, trattata con μL di etanolo, 1 μL di acido formi-
co e 1 μL di acetonitrile e quindi rivestita con 1 μL of 
acido α-ciano-4-hidrossicinnamico saturato, e asciu-
gata. La piastra caricata è quindi stata collocata nello 
strumento seguendo le istruzioni del produttore. Gli 
spettri di massa sono stati acquisiti entro 10 minuti. 
Gli spettri sono stati importati nel software integrato 
MALDI Biotyper software (versione 3.0) e analizzati 
da un pattern di match standard, con un setting di de-
fault. Uno score ≥ 2,00 indicava l’identificazione a 
livello di specie, uno score da 1,99 a 1,70 indicava 
l’identificazione a un livello di genere, e qualsiasi sco-
re <1,70 indicava una somiglianza non significativa 
dello spettro ottenuto con ciascuno dei dati presenti 
nel database. 

Preparazione degli inoculi per i test di vitalità
Gli inoculi sono stati preparati come segue. Le sospen-
sioni di Enterogermina, Reuflor, and Dicoflor sono sta-
te usate immodificate. I microorganismi liofilizzati di 
Lactoflorene Plus and Prolife sono stati sospesi nel liqui-
do contenuto nella fiala commerciale, come suggerito 
dalle istruzioni del produttore. La polvere contenuta in 
una capsula di Enterolactis Plus, Codex ed Enterelle 

è stata dissolta in 10 mL di acqua sterile. La polvere 
contenuta nelle bustine di Yovis e VSL3 è stata dissolta 
in 50 mL di acqua sterile.

Sopravvivenza nell’ambiente gastrico
La sopravvivenza nell’ambiente gastrico dei microorga-
nismi è stata valutata a tempo 0, 30, 60 e 120 minuti, 
utilizzando 2 modelli standard di succhi gastrici con 
pH 1,4-1,5 contenenti o meno pepsina.
 
Sopravvivenza nell’ambiente intestinale (sali biliari e 
succhi pancreatici)
La sopravvivenza nell’ambiente intestinale è stata te-
stata in una soluzione di sali biliari + pancreatina a 
pH 8,0. Le concentrazioni dei probiotici testati in tale 
ambiente sono state valutate a tempo 0, 30, 60, 120, 
240 e 360 minuti. 

RISULTATI
La Tabella I riassume i principali risultati dello studio. 

CFU e sicurezza
Per quanto riguarda il numero totale di CFU, 
Enterogermina, Codex, Prolife e Dicoflor hanno mo-
strato una corrispondenza con quanto indicato nel bu-
giardino; Lactoflorene Plus ha mostrato un numero infe-
riore, mentre Enterolactis Plus, Reuflor, Enterelle, Yovis 
e VSL#3 possedevano un numero maggiore di CFU 
rispetto a quanto indicato. Il numero di spore presenti 
in Enterogermina, Lactoflorene Plus e Prolife era corri-
spondente a quanto indicato. In nessuno dei prodotti 
studiati è stata trovata traccia di contaminazione da 
parte di altri microorganismi.

Sopravvivenza all’ambiente acido
Già dopo 30 minuti quasi tutti i prodotti hanno mostrato 
una riduzione del numero delle CFU (Enterolactis Plus, 
Lactoflorene Plus, Reuflor, Codex, Prolife, Dicoflor, 
Enterelle). Al termine dell’incubazione non sono state 
ritrovate colonie di Enterolactis Plus, Lactoflorene Plus 
e Dicoflor. Enterelle, Reuflor, Codex e Profile hanno 
mostrato una riduzione della loro concentrazione, 
mentre Enterogermina, Yovis e VSL#3 non hanno mo-
strato alterazioni.
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TABELLA I. 
Sommario dei principali risultati dello studio di Vecchione et al.

Prodotto
CFU effettive 

rispetto 
alle dichiarate

Sopravvivenza dopo 
120 min 

nel succo gastrico
USP

Sopravvivenza dopo 
120 min 

nel succo gastrico
ASTM

Sopravvivenza 
nell’ambiente 

intestinale

Enterogermina 2 miliardi
Bacillus clausii spore

= 96% 100% Aumento da 240 min

Enterolactis Plus
Lactobacillus paracasei
CNCM I-1572

+ 0% 0% Riduzione da 30 min

Lactoflorene Plus
L. acidophilus LA-5®

L. paracasei CRL 431®

Bifidobacterium BB-12®

B. coagulans BC513

- 0% 0% Riduzione da 360 min

Reuflor
L. reuteri DSM 17938

+ 36% 69% Riduzione da 30 min

Codex
Saccharomyces boulardii

= 65% 78% Riduzione da 30 min, 
uguale a 360 min

Prolife
B. coagulans MTCC 5260
Bifidobacterium lactis HN019
Streptococcus thermophilus St-21
L. acidophilus La-14
L. plantarum Lp-115
L. brevis Lbr-35
L. rhamnosus HN001
L. casei R215
L. gasseri Lg-36
L. helveticus R0052

= 75% 62% Riduzione da 30 min

Dicoflor
L. rhamnosus GG

= 0% 0% Riduzione da 30 min

Enterelle
S. cerevisiae sub. boulardii 
MTCC-5375
Enterococcus faecium UBEF-41
L. acidophilus LA 14

+ 0% 24% Inviariata

Yovis
S. salivarius subsp. thermophilus
B. breve
B. infantis
B. longum
L. acidophilus
L. plantarum
L. casei
L. delbrueckii subsp. bulgaricus
S. faecium

+ 97% 100% Riduzione da 240 min

VSL#3
S. thermophilus BT01
B. breve BB02
B. longum BL03
B. infantis BI04
L. acidophilus BA05
L. plantarum BP06
L. paracasei BP07
L. delbrueckii subsp. bulgaricus BD08

+ 99% 100% Riduzione da 240 min
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Sopravvivenza ai sali biliari e succhi pancreatici
Si è notata una significativa riduzione di Enterolactis 
Plus, Reuflor, Prolife, e Dicoflor già dai primi 30 mi-
nuti, per Yovis e VSL#3 è iniziata dai 240 min, per 
Lactoflorene da 360 min. Enterelle non ha mostrato 
variazioni, mentre Enterogermina ha mostrato di re-
plicarsi nei succhi biliari aumentando la sua concen-
trazione a partire da 240 min. d’incubazione. Infine, 
S. cerevisiae contenuta nel Codex ha mostrato un’ini-
ziale riduzione per poi replicarsi e tornare alle con-
centrazioni iniziali a 360 min. La concentrazione di 
B. clausii tra l’ambiente acido dello stomaco e quello 
alcalino intestinale, ha mostrato un aumento di CFU 
di ben 1000 volte. 

CONCLUSIONI
In generale, i probiotici valutati in questo studio hanno 
dimostrato adeguata qualità dei preparati esaminati, 
ma con un diverso comportamento in presenza di aci-
do e bile. In particolare, la quantità di microrganismi 
contenuti in Enterogermina, Yovis e VSL3 è rimasta sta-
bile in queste condizioni fino ad un massimo di 2 ore. 
Inoltre, il B. clausii (Enterogermina 2 miliardi) è stato l’u-
nico in grado di moltiplicarsi significativamente sopra 
il numero iniziale, e S. boulardii (Codex) di replicarsi 
fino all’importo iniziale dopo un declino iniziale nel 
modello artificiale intestinale.
L’integrazione di questi studi in vitro artificiali con inda-
gini funzionali e immunologiche appare essenziale per 
selezionare probiotici di qualità. 

MESSAGGI CHIAVE 
• La scelta del probiotico non può essere casuale, ma 

a seconda della patologia del paziente deve esse-
re usato il ceppo e la specie che hanno dimostrato 
maggiore efficacia negli studi clinici.

• I probiotici vanno somministrati nelle quantità ade-
guate sulla base dei migliori dati scientifici basati 
sull’evidenza.

• Bisogna accertarsi che i probiotici utilizzati siano 
stati sottoposti a degli studi di sopravvivenza per 
assicurarsi che giungano al colon nelle concentra-
zioni adeguate.
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