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Probiotico è un termine coniato negli anni ’60, attraver-
so una strana mistura di latino (“pro”: a favore) e greco 
(“biotico”: della vita) per definire dapprima sostanze 
e poi microrganismi con azione di supporto alla cre-
scita delle comunità microbiche ospitate in vari organi 
degli animali, compreso l’intestino umano  1. Talvolta 
già l’etimologia della parola pone problemi, perché 
numerosi testi definiscono di derivazione “greca” tout 
court la parola, con la divertente conseguenza di attri-
buire al termine il significato di “prima della vita” (se 
anche “pro” fosse mutuato dal greco e non dal latino). 
La doppia “identità” della parola si riflette anche nella 
duplicità dell’interesse scientifico, che ha aspetti clinici 
ma anche microbiologici.
L’attenzione verso i probiotici si è concretizzata negli 
ultimi anni in un elevatissimo numero di pubblicazioni 
(circa 12.000 secondo PubMed) con una forte pre-
senza di trial clinici (poco meno di 2.000) a loro volta 
esaminati da circa 4.000 reviews e meta-analisi; pro-
prio questo alto numero di articoli “descrittivi” (il dop-
pio dei trial clinici) suggerisce come questo argomento 
sia esaminato da molti autori, con diversi punti di vista 
e opinioni. 
Sembra quindi d’interesse rivolgere una qualche atten-
zione agli alcuni aspetti microbiologici dei probiotici, 
visto che “gli ingredienti attivi” non solo altro che mi-
crorganismi.

I MICRORGANISMI NELLE DEFINIZIONI DI PROBIOTICO
“Probiotico” si caratterizza quindi come parola antite-
tica ad “antibiotico”, non solo etimologicamente ma 

anche come concetto: il supporto allo stato di salute 
si ottiene aumentando la presenza microbica e non di-
minuendola; a tale scopo è fondamentale che i micror-
ganismi utilizzati siano in grado di sopravvivere all’a-
cidità presente durante il transito gastrico e all’azione 
tensio-attiva dei sali di bile presenti nell’intestino tenue, 
per poi riprodursi nel colon.
Un’analisi delle definizioni riportate in Tabella I eviden-
zia come il termine abbia assunto significati diversi, a 
partire dalla definizione originaria, che oggi si identifi-
cherebbe più con le sostanze ad azione prebiotica che 
con i microrganismi benefici, cambiando poi radical-
mente e ponendo l’accento sui “microrganismi” (sempre 
vivi e vitali) e introducendo la necessità di una “ade-
guata quantità” che, per altro, non ha mai raggiunto un 
vero consensus da parte del mondo scientifico, mentre 
le autorità regolatorie, incluse quelle Italiane, citano la 
quantità di 1 miliardo/giorno come quella minima per 
poter definire un probiotico.
Oggi la definizione FAO/OMS può essere conside-
rata abbastanza stabilizzata 1 e, soprattutto, accettata 
non solo dal mondo scientifico ma anche dagli organi-
smi regolatori di molti stati, incluso quello Italiano, con 
alcuni punti fermi:
• i probiotici sono microrganismi vivi e vitali al mo-

mento dell’uso;
• la loro efficacia è legata al consumo di un’adegua-

ta quantità;
• il loro uso deve portare un beneficio per la salute o 

il benessere.
In tutte le definizioni comparse nel corso degli anni si 

RIASSUNTO
Numerosi lavori scientifici riportano dati relativi alla validazione in vitro di microrganismi ad azione probiotica. 
Dal punto di vista microbiologico questi test necessitano di una validazione in vivo, altrimenti rimangono dei puri 
esercizi di laboratorio. A livello internazionale, i test in vitro sono accettati e utilizzati per determinate i meccani-
smi d’azione di batteri che abbiano già una forte caratterizzazione di efficacia nell’uomo.
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pone l’accento sulla necessità che i microrganismi si-
ano vivi e vitali al momento del consumo (e quindi i 
microrganismi trattati a caldo, come i cosiddetti “tin-
dalizzati”, definizione per altro microbiologicamente 
non corretta, non corrispondono alla definizione di 
probiotico); questa necessità, a sua volta, ha spinto 
a sperimentare metodi in vitro, più o meno complessi, 
per valutare, prima dell’uso in vivo, la possibilità dei 
microrganismi in esame di sopravvivere alle condizioni 
acide durante il transito gastrico e all’azione tensio-
attiva dei sali di bile.
I metodi pubblicati allo scopo sono numerosi, inclusi 
alcuni molto sofisticati che comprendono una pluralità 
di contenitori posti in serie a simulare i vari tratti dell’in-
testino 2.

IL VALORE DEI TEST IN VITRO
È bene chiarire il significato che il documento FAO/
OMS attribuisce ai metodi in vitro per stabilire le poten-
zialità probiotiche di un microrganismo.
La sezione 6 del documento del 2001 (Probiotics in 
food: health and nutritional properties and guidelines 
for evaluation) riporta che: “adeguati studi in vitro do-
vrebbero stabilire i potenziali benefici per la salute dei 
probiotici prima di intraprendere trial in vivo”.
Quindi i metodi in vitro sono da considerarsi solo come 

preliminari ai trial in vivo, ma non possono sostituirli; 
avendo avuto l’onore di essere uno dei membri del 
working group che ha steso il documento FAO/OMS 
ricordo come la preoccupazione del gruppo fosse 
quella di non veder proliferare i trial nell’uomo senza 
una base preliminare di osservazioni.
Lo stesso documento riporta poi che: “studi randomizza-
ti, in doppio cieco e con controllo a placebo, dovreb-
bero essere effettuati per determinare l’efficacia di un 
prodotto probiotico. Il gruppo di lavoro riconosce come 
ci sia la necessità di studi nell’uomo in cui un numero 
adeguato di soggetti sia arruolato per ottenere la signi-
ficatività statistica.
Quindi l’efficacia di un probiotico deve essere stabilita 
mediante trial nell’uomo; l’argomento era così rilevante 
che un anno dopo lo stesso gruppo di lavoro ha pubbli-
cato un secondo documento (Guidelines for the evalua-
tion of probiotics in food, 2002) dove si dice: “si nota 
inoltre come i dati in vitro disponibili per alcuni specifici 
ceppi non siano sufficienti per definirli probiotici. I pro-
biotici per uso nell’uomo richiedono la dimostrazione 
di efficacia mediante studi condotti nell’uomo”.
Quindi un primo scopo dei test in vitro è quello di per-
mettere una prima selezione di nuovi ceppi potenzial-
mente probiotici, le cui proprietà andranno però obbli-
gatoriamente verificate in vivo.

Tabella I.
Le definizioni di “probiotico”.

Definizione Autori Referenza
Sostanze che prolungano la fase loga-
ritmica di crescita in altre specie micro-
biche

Lilly & Stillwell 
1965

Probiotics: growth promoting factors produced by microorganisms. 
Science 1965;147:747-8

Microrganismo vivente che esercita un 
effetto positivo sulla salute dell’ospite 
con il risultato di rafforzare l’ecosistema 
intestinale

Fuller 
1989

Probiotics in man and animals. J Appl Bacteriol 1989;66:365-78

Organismi vivi che, consumati in quan-
tità adeguata, conferiscono un beneficio 
all’ospite 

Guarner & Schaafsma 
1998 

Probiotics. Int J Food Microbiol 1998;39:237-8

Organismi vivi che, somministrati in 
quantità adeguata, apportano un bene-
ficio alla salute dell’ospite

FAO/OMS 
2001

www.fao.org/ag/agn/agns/micro_probiotics_en.asp

Microrganismi vivi e vitali che conferisco-
no benefici alla salute dell’ospite quando 
consumati in adeguate quantità, come 
parte di un alimento o di un integratore

Ministero Salute
2005, 2013, 2018 

www.salute.gov.it/imgs/C_17_pubblicazioni_1016_allegato.pdf
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Una seconda applicazione dei test in vitro è quella 
della determinazione dei meccanismi di azione dei 
probiotici, a volte difficili o impossibili da analizzare 
in vivo.
Classico è l’esempio della scoperta dei meccanismo 
di adesione di Lactobacillus rhamnosus ATCC 53103 
(LGG). Brevettato  3 in base a diverse caratteristiche, 
tra cui quella di adesione alle cellule intestinali umane 
ottenute da ileostomia, la sua capacità di permanere 
vivo e vitale nell’intestino umano è dimostrata in oltre 
100 clinical trials ma rimaneva da capire il meccani-
smo attraverso cui questo ceppo riusciva ad aderire 
agli epiteli intestinali.
La determinazione della sequenza nucleotidica del suo 
cromosoma ha consentito di individuare un complesso 
di geni che codificano per delle strutture di superficie (i 
pili) coinvolti in fenomeni d’adesione; si pensava che 
questi pili fossero caratteristiche del batteri Gram nega-
tivi e non fossero presenti nei lattobacilli.
La creazione di mutanti del ceppo LGG 4 con il knock 
out dei geni per i pili ha portato alla perdita dell’a-
desione alle linee cellulari, costituendo così la prima 
dimostrazione disponibile al mondo del meccanismo 
di adesione dei batteri probiotici all’epitelio intesti-
nale. Questi test, che utilizzano ceppi geneticamen-
te modificati, possono evidentemente effettuarsi solo 
in vitro. 

I TEST IN VITRO
Dopo aver inquadrato il significato dei test microbiolo-
gici in vitro, sembra opportuno delinearne alcune ca-
ratteristiche tecniche.
I primi test in vitro, condotti alla fine degli anni ’80 del 
secolo scorso, sono serviti a discriminare la capacità 
di resistere a condizioni acide di lattobacilli isolati da 
yogurt o da intestino.
In un pionieristico ma per certi versi insuperato lavoro, 
Conway et al. 5 confrontarono due ceppi di fermenti 
lattici isolati da yogurt con due lattobacilli isolati da 
intestino. I risultati dei test in vitro, che comprendevano 
fra l’altro l’uso di succo gastrico aspirato da volontari, 
vennero poi confermati da uno studio in vivo, dove da 
volontari che avevano in precedenza ricevuto i batteri 
via sondino naso-gastrico venivano prelevati campioni 
del contenuto gastrico dopo 20, 40, 60, 90, 120 e 
140 minuti.
A mia conoscenza questo è l’unico articolo che riporti un 
simile approccio, per altro molto invasivo, per la valida-
zione di un test in vitro.
Ebbene i due ceppi di origine intestinale non solo 
dimostrarono di sopravvivere ai test in vitro ma furono 
anche ritrovati vivi nello stomaco dei volontari, almeno 
fino a 60 minuti dopo l’ingestione; nel 1987 entram-
bi questi ceppi erano classificati come Lactobacillus 
acidophilus ma oggi, alla luce della nuova tassono-

Tabella II.
In vitro vs in vivo: alcuni esempi.

Referenza
Ceppo/prodotto

analizzato 
in vitro

Risultato  
del test in vitro

Risultato in vivo con 
identificazione del ceppo

Referenza test 
in vivo

Jacobsen et al. 
1999

L. johnsonii La1 Bassa resistenza all’acido Identificazione del ceppo in 6/10 
soggetti trattati con 109 UFC

Giannotti et al. 2010

Dunne et al. 2001 L. casei F19 Non sopravvive dopo 30’ 
in succo gastrico umano

Identificazione del ceppo i n. 6/30 
volontari e aumento generalizzato 
della popolazione di lattobacilli nei 
volontari trattati

Sullivan et al. 2002

Bove et al. 2013 L. plantarum WCFS Bassa sopravvivenza a 
pH 2

Positiva colonizzazione in diversi 
clinical trials

Review di van den 
Nieuwboer et al. 
2016

Vecchione et al. 
2018

Dicoflor Riduzione significativa 
dopo 30’ sia in condi-
zioni acide che in succo 
intestinale simulato

Identificazione del ceppo coloniz-
zante le mucose intestinali mediante 
PCR

Pagnini et al. 2018
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mia a base molecolare, sono identificati uno come 
Lactobacillus gasseri ADH e l’altro come Lactobacillus 
rhamnosus GG (LGG).
L’importanza dell’articolo del 1987 è data dall’aver 
validato in vivo quanto si andava proponendo come 
sistema in vitro e dal costituire uno dei pochi lavori 
scientifici in cui è stata effettuata questa validazione: la 
mancanza di questa validazione ha portato a proporre 
diversi metodi che si sono poi rilevati inconsistenti.
In un lavoro che riassumeva i risultati di un progetto 
europeo (EU FLAIR Project AGRF-CT91-0053) Charteris 
et al.  6 dimostravano la differenza fra quella da loro 
definita “resistenza intrinseca all’acidità”, misurata in 
laboratorio mediante saggi in vitro, e la “resistenza al 
transito gastrico” dimostrata direttamente nell’uomo. In 
conclusione gli autori dimostravano come i saggi in 
vivo misurassero la resistenza in vitro a pH bassi, non 
sempre correlata alla resistenza al transito gastrico mi-
surata in vivo. 
Già nel 2000 7 facevo notare che ceppi risultati sen-
sibili in vitro all’acido si erano poi dimostrati eccellenti 
colonizzatori dell’intestino umano.
L’anno seguente Jacobsen et al. 8, esaminando 45 cep-
pi del genere Lactobacillus, dimostrarono come ceppi 
con una ben documentata capacità di sopravvivere e 
riprodursi nell’intestino umano non riuscissero a supera-
re i test in vitro quando effettuati per 4 ore a pH 2,5.
Questa incapacità veniva poi smentita da validazio-
ne in vivo riporta nello stesso articolo.
Questi e altri dati consentivano di osservare, già 19 
anni fa 7, in un lavoro di review, come, quando si pa-
ragonano i dati ottenuti in vitro con quelli in vivo, i latto-
bacilli del gruppo casei (casei, paracasei, rhamnosus) 
siano molto sensibili in vitro all’acido anche se queste 
sono le specie di lattobacilli che più vengono isolate 
dai campioni fecali umani, a dimostrazione dell’adat-
tamento di queste specie all’ambiente intestinale.
In lavori più recenti Del Piano et al. 9,10 hanno dimo-
strato che il tasso di sopravvivenze di lattobacilli e 
bifidobatteri trattati con succo gastrico ricostruito in 
laboratorio era inferiore al 20% mentre gli stessi cep-
pi, trattati con succo gastrico aspirato dallo stomaco 
di volontari, era fra il 15 e il 45%, con andamento 
ceppo-specifico.

Per quanto riguarda i test di resistenza all’acidità si può 
quindi concludere che la mancanza di una validazio-
ne in vivo ne riduce grandemente il valore, che l’uso 
di acidi o anche di succo gastrico simulato e l’uso di 
pH inferiori a 2,5 porta a risultati non correlabili con il 
comportamento in vivo.
Un secondo parametro frequentemente controllato me-
diante test in vitro è quello della resistenza alla bile; 
uno dei primi lavori ad adottare questo tipo di sag-
gio 11 dimostrò come la resistenza ai sali di bile fosse 
ceppo e non specie-specifica.
Da notare che la preparazione commerciale usata da 
questi autori era l’oxgall, a base di bile bovina; in ef-
fetti lo scopo degli autori era di selezionare dei batteri 
probiotici da utilizzare nei vitelli, ma l’uso di oxgall si 
è poi diffuso anche per saggiare ceppi probiotici da 
usare nell’uomo, in cui però la composizione dei sali 
biliari è molto diversa da quella dei bovini.
In alcuni lavori, comunque, è stata utilizzata la bile 
umana e i risultati confermano una migliori sopravvi-
venza rispetto all’uso di preparazioni commerciali 11.
Anche in questo caso si può concludere che i test in 
vitro devono essere utilizzati solo a fronte di una va-
lidazione in vivo e devono inoltre essere interpretati 
alla luce di tutte le conoscenze disponibili sui singoli 
probiotici analizzati.

CONCLUSIONI
I test in vitro sono utili alle aziende che vogliono im-
mettere sul mercato un nuovo ceppo probiotico per un 
primo screening che però, come abbiamo visto, po-
trebbe escludere ceppi in effetti capaci di colonizzare 
(Tab. II). Questo tipo di test è invece insostituibile per 
determinare i meccanismi di azione di vari ceppi pro-
biotici.
Trarre conclusioni sulla capacità di sopravvivere alle 
condizioni gastrointestinali sulla base di analisi in vitro 
espone al rischio di errore; solo la validazione nell’uo-
mo può fornire adeguate risposte.
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MESSAGGI CHIAVE
• I test in vitro di sopravvivenza alle condizioni 

acide e ai sali di bile hanno significato per uno 
screening iniziale, utile per le aziende produttrici 
ma di nessun significato clinico.

• I test in vitro di sopravvivenza alle condizioni 
acide e ai sali di bile devono comunque essere 
validati in vivo, pena la perdita di significatività.

• I test in vitro possono essere sono utili per capire 
i meccanismi d’azione dei probiotici, ma non 
per valutare la loro capacità di colonizzazione 
dell’intestino.
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