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1.
Premessa
La probiotica è una branca della scienza che ha trovato attenzione, sotto altra forma, fin dagli albori della microbiologia. Tuttavia, la denominazione è più recente e richiama l’opportunità di riservare agli antibiotici l’essenziale, insostituibile ruolo terapeutico, riservando alla probiotica la salvaguardia in positivo degli equilibri microbici intestinali.

All’inizio del ventesimo secolo Elie Metchnikoff enunciò per la prima volta una suggestiva teoria volta a dimostrare l’esistenza di una correlazione tra la longevità dei popoli balcanici ed orientali ed il costante consumo di latte-fermentati.

Nel corso del secolo si è attribuita sempre maggiore importanza al diretto intervento dei batteri lattici passando dalla valorizzazione della microflora lattica termofila di preminente interesse tecnologico ad una sempre più chiara definizione dei ruoli della microflora lattica enterica.

Lo yogurt è sempre stato considerato un alimento con effetti benefici sulla salute del consumatore, ma le sue proprietà risultano fortemente esaltate se la microflora viene integrata con altre specie di batteri lattici di habitat intestinale.

Probiotico, dal greco “pro bios”, significa letteralmente “favorevole alla vita”, ma la definizione scientifica comunemente accettata è quella del ricercatore inglese Fuller (1939), secondo il quale è probiotico un microrganismo vivente  e attivo, che riesce, una volta ingerito come supplemento dietetico o come componente di alimenti, ad esercitare un effetto benefico sulla salute dell’ospite, poiché in grado di migliorare il bilancio microbiologico intestinale.

I microrganismi implicati nello sviluppo di questo settore sono i batteri lattici ed i bifidobatteri, impiegati sia come colture pure, sia in combinazione con altre specie: entrambi questi gruppi sono in grado di insediarsi nel tratto digerente.

L’errore più frequente è quello di confondere questi batteri con quelli comuni dello yogurt, il Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e lo Streptococcus thermophilus, o con i generici fermenti lattici vivi. Questi batteri non sono probiotici in quanto vengono distrutti dai succhi gastrici, dai sali biliari e quindi non raggiungono vivi l’intestino.

2.
Scopo del lavoro

Lo scopo di questo lavoro è stato l’individuazione di microrganismi probiotici utilizzati nei prodotti lattiero – caseari. In primo luogo è stata analizzata la capacità dei batteri di crescere su terreni selettivi; dopo aver individuato quali microrganismi crescevano sui diversi terreni agarizzati analizzati, sono stati presi in esame sei yogurt probiotici e quattro prodotti commercializzati nelle farmacie, al fine di riscontrare l’effettiva presenza dei batteri dichiarati sulle etichette.

Nel tratto gastrointestinale oltre 500 specie di microrganismi formano la microflora, la cui composizione dipende dallo stato di salute del soggetto, dall’alimentazione e da una certa predisposizione genetica.

Solo una minima parte di questi microrganismi è rappresentata dai probiotici, ma la loro presenza è molto importante, in quanto aiutano l’organismo a digerire o a sintetizzare determinati nutrienti, aderendo alle pareti intestinali proteggono l’intestino dalla colonizzazione di germi patogeni e favoriscono il mantenimento dello stato di benessere. Molti microbi dannosi devono aderire alle pareti intestinali per vivere; i probiotici si distribuiscono nel sistema digestivo e combattono la proliferazione di quelli dannosi. Inoltre, questi batteri lattici “amici” producono acidi organici che, abbassando il pH, risultano antimicrobici. Lo sviluppo di alcune specie batteriche patogene come Escherichia coli e Salmonella viene inibito grazie alla produzione di batteriocine da parte di alcuni batteri lattici. I probiotici aumentano a tal punto la digeribilità di proteine, acidi grassi e lattosio, da consentire anche alle persone intolleranti di consumare il latte ed i suoi derivati.

I batteri lattici sono microrganismi procarioti, eterotrofi e chemioorganotrofi, il prodotto principale del loro metabolismo è l’acido lattico, sono gram positivi, immobili, asporigeni, anaerobi, ossigeno tolleranti, catalasi negativi. 

La presenza di enzimi specifici del metabolismo energetico comuni per i differenti generi di batteri lattici dimostra l’esistenza tra di loro di una forte affinità naturale e quindi di una stretta relazione filogenetica.

I batteri analizzati durante lo studio sono stati Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus casei, Streptococcus thermophilus e Bifidobacterium spp.

Come si è visto, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus thermophilus non devono essere confusi con i reali probiotici, ma il loro studio è servito esclusivamente per differenziare i prodotti contenenti questi comuni batteri dello yogurt da quelli, invece, contenenti probiotici.

Il genere Lactobacillus riunisce microrganismi notevolmente versatili, con una grande diffusione in natura e che possono crescere in differenti condizioni ambientali. Le specie Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Lactobacillus acidophilus rientrano nel gruppo dei batteri lattici omofermentanti obbligati che convertono gli esosi in acido lattico ma non sono in grado di fermentare i pentosi; invece Lactobacillus casei appartiene al gruppo delle forme eterofermentanti facoltative che fermentano gli esosi ad acido lattico e, per alcune specie, in acido lattico, acido acetico, etanolo e CO2. Possono fermentare anche i pentosi.

Il genere Streptococcus comprende molte specie che si possono riunire in differenti gruppi. Una sola è la specie del genere Streptococcus che rientra nel gruppo dei batteri lattici e si tratta di Streptococcus thermophilus, che rientra tra gli “streptococchi orali”. Questa specie si differenzia dalle specie di Lactococcus per il tempo di generazione o duplicazione ed il numero di carboidrati fermentati. Infatti Streptococcus thermophilus fermenta solitamente pochi carboidrati, manifestando preferenza marcata per i disaccaridi lattosio e saccarosio.

Il genere Lactococcus, invece, riunisce batteri lattici di forma coccica, anaerobi facoltativi, gram positivi, asporigeni, catalasi negativi. Per il settore lattiero – caseario tre sono le subspecie di interesse: Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris e Lactococcus lactis subsp. diacetilactis. L’abilità dei lattococchi di crescere a 10 (C e non a 45 (C è caratteristica importante per distinguerli dagli streptococchi. 

Infine, i bifidobatteri sono i più importanti batteri “amici” reperibili nell’intestino crasso o colon degli adulti in buona salute e dei bambini che siano stati allattati al seno. Questi batteri diminuiscono con l’età e quando lo stato di salute comincia a declinare. I bifidobatteri possono venire distrutti da stress, costipazione, vaccinazioni, infezioni, uso di antibiotici, esposizione a radiazioni, cattiva digestione e cambiamenti repentini della dieta. Sono catalasi negativi, gram positivi, non sporigeni ed immobili. Sono organismi anaerobi, ma qualche specie può tollerare ossigeno solo in presenza di anidride carbonica. 

3.
Tecnica dell’indagine

In questo lavoro sono stati presi in considerazione cinque microrganismi, tre dei quali definiti probiotici (Bifidobacterium sp., Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus casei) e due tradizionali starter implicati nella produzione dello yogurt ( Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus thermophilus). 

Le colture batteriche utilizzate nella prima fase di analisi sono state ottenute da due fonti:
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The National Collection of Industrial and Marine bacteriology di Aberdeen, Scozia;

	Batteri
	Codice

	Bifidobacterium sp.
	L 30

	Lactobacillus acidophilus
	L 31

	Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
	L 32

	Lactobacillus casei
	L 33

	Streptococcus thermophilus
	TH - 3
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Chr. Hansen di Cork, Irlanda;

	Batteri 
	Codice

	Bifidobacterium sp.
	BB – 12

	Lactobacillus acidophilus
	LA – 5

	Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
	LB – 12

	Lactobacillus casei
	L. casei

	Streptococcus thermophilus
	TH - 4


E’ molto importante che questi batteri rimangano vitali durante tutta la shelf-life del prodotto in cui sono contenuti, in modo che, quando viene consumato, fornisca un numero sufficiente di batteri vivi.

I componenti presenti nei terreni solidi impiegati sono stati i seguenti:
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MRSM ( de Man, Rogosa and Sharpe agar Maltose, 1960): Lankaputhra et al. (1996) proposero l’uso di MRS contenente maltosio per l’enumerazione selettiva di Lactobacillus acidophilus in presenza dei microrganismi dello yogurt. Infatti Lactobacillus acidophilus può utilizzare una grande varietà di carboidrati, mentre generalmente gli starter dello yogurt non possono. L’azione selettiva di questo terreno sfrutta la capacità di Lactobacillus acidophilus di fermentare il maltosio, il quale, invece, non può essere fermentato da Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus thermophilus.
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NNLP (Nalidixic acid, Neomycin sulphate, Lithium chloride and Paromomycin sulphate): Shah (1999) propose l’uso di questo agente inibitore addizionato a MRSM agar. Terreni contenenti NNLP sono stati sviluppati per l’enumerazione di Bifidobacterium spp. E’ molto pericoloso, in quanto i componenti utilizzati sono altamente tossici.
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sali di bile addizionati come agente selettivo. Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium spp. sono bile tolleranti, mentre studi condotti su Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus thermophilus hanno dimostrato che questi sono inibiti dalla presenza di sali di bile.
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cloruro di sodio: basse concentrazioni prevengono già la crescita di Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus thermophilus.
I cinque microrganismi selezionati per lo studio sono stati incubati ciascuno su MRSM agar, MRSM agar contenente 1% di sali di bile, MRSM agar contenente 4% di cloruro di sodio, MRS agar addizionato di NNLP, MRS agar addizionato di NNLP e 1% di sali di bile, MRS agar addizionato di NNLP e 4% di cloruro di sodio.

I terreni contenenti NNLP sono stati messi in condizioni di anaerobiosi, i restanti, invece, in aerobiosi. Tutti sono stati mantenuti nelle rispettive condizioni sia a 37 (C per 72 ore, sia a 15 (C per 14 giorni.

La seconda parte di questo lavoro riguarda l’analisi effettuata sui prodotti definiti “probiotici” prelevati da ipermercati e farmacie. Si è voluto verificare se i prodotti messi in distribuzione contenessero realmente i ceppi di batteri dichiarati sulle etichette.

Presso un ipermercato di Cookstown, in Irlanda del nord, sono stati prelevati sei campioni: due yogurt da bere (“Actimel 0% fat” della Danone ed “Everybody” della Yoplait), uno yogurt di latte di capra (“Bio goatsmilk yogurt” della St. Helen’s farm), uno yogurt greco (“Bio-live greek yogurt” della Rachel’s Organic), uno yogurt (“Vitalità probiotic” della Muller) ed un bio-yogurt (“Bio live fruit yogurt” della Yeo Valley Organic). La tabella seguente indica i microrganismi dichiarati presenti in ogni prodotto.

	Prodotto
	Microrganismi dichiarati

	P1
	L. casei, L. bulgaricus, St. thermophilus

	P2
	L. acidophilus, Bifidobacterium,

	P3
	L. acidophilus, Bifidobacterium

	P4
	L. acidophilus, Bif. longum, L. bulgaricus, St. thermophilus  

	P5
	Bif. bifidum, LGG

	P6
	L. acidophilus, Bifidobacterium


Per ogni prodotto preso in esame sono stati prelevati i campioni da due diverse confezioni, in modo da avere maggiore sicurezza durante la dichiarazione dei risultati.

Lo studio compiuto sui prodotti probiotici venduti nelle farmacie ha riguardato quattro integratori: due prodotti in capsule (“Acidophilus bifidus FOS” della Fsc ed “Acidophilus extra” della Healthcrafts), uno in tavolette multivitaminiche contenente minerali e nutrienti probiotici (“Multibionta advanced formula” della Seven Seas) ed un sacchetto di polvere per regolare le funzioni intestinali (“Lepicol”).

Le aziende distributrici dichiarano che, assumendo regolarmente i propri integratori, al consumatore vengano garantite milioni di cellule di batteri probiotici.  

Due prodotti analizzati dichiarano di contenere i frutto-oligosaccaridi (FOS), che supportano la crescita dei bifidobatteri.

La tabella seguente descrive i microrganismi elencati sulle etichette di ciascun prodotto.

	Prodotto
	Microrganismi dichiarati

	F1
	Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium bifidum, FOS

	F2
	Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium bifidum

	F3
	Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium bifidum, FOS

	F4
	Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium longum


4.
Risultati

Dai risultati ottenuti con le colture incubate a 37 (C per 72 ore e riportati nella tabella seguente, si è potuto constatare che la crescita su MRS agar + NNLP è consentita solamente a Bifidobacterium spp. e Lactobacillus casei; lo stesso terreno contenente sali di bile non permette, invece, la crescita di nessun tipo di microrganismo, mentre MRS agar + NNLP contenente NaCl consente la crescita solo di Lactobacillus casei. Per quanto riguarda MRSM agar, il genere Lactobacillus cresce con ottimi risultati su di esso, a differenza dei bifidobatteri e di Streptococcus thermophilus, con i quali non si riscontra crescita. MRSM agar contenente bile consente solamente a due microrganismi di crescere, Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus casei; quest’ultimo è l’unico batterio che riesce a crescere anche su MRSM agar in presenza di cloruro di sodio.

Tabella 1: "Crescita delle colture incubate a 37 (C per 72 ore"

	
	MRS + NNLP

anaerobiosi

	MRS + NNLP + 1% bile

anaerobiosi
	MRS + NNLP + 4% NaCl

anaerobiosi
	MRSM

aerobiosi
	MRSM + 1% bile aerobiosi

	MRSM + 4% NaCl aerobiosi


	Bifidobacterium
	(3.0 x 107
	(1.0 x 102
	(1.0 x 102
	(1.0 x 102
	(1.0 x 102
	(1.0 x 102

	Lactobacillus acidophilus
	(1.0 x 102
	(1.0 x 102
	(1.0 x 102
	(3.0 x 107
	1.8 x 104
	(1.0 x 102

	Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
	(1.0 x 102
	(1.0 x 102
	(1.0 x 102
	2.0 x 108
	(1.0 x 102
	(1.0 x 102

	Lactobacillus casei
	9.8 x 104
	(1.0 x 102
	6.5 x 107
	(3.0 x 107
	(3.0 x 107
	(3.0 x 107

	Streptococcus thermophilus
	(1.0 x 101
	(1.0 x 101
	(1.0 x 101
	(1.0 x 101
	(1.0 x 101
	(1.0 x 101


Per quanto riguarda i risultati registrati dopo l’incubazione delle colture a 15 (C per 14 giorni, l’unica variazione rispetto ai risultati precedenti riguarda il genere Bifidobacterium: mentre si osserva crescita a 37 (C su MRS agar contenente NNLP, ciò non avviene a 15 (C.

Tutti gli altri valori, invece, sono confermati, come attesta la tabella seguente.

Tabella 2: "Crescita delle colture incubate a 15 (C per 14 giorni"

	
	MRS + NNLP

anaerobiosi
	MRS + NNLP + 1% bile

anaerobiosi
	MRS + NNLP + 4% NaCl

anaerobiosi
	MRSM aerobiosi

	MRSM + 1% bile

aerobiosi

	MRSM + 4% NaCl

aerobiosi

	Bifidobacterium
	(1.0 x 102
	(1.0 x 102
	(1.0 x 102
	(1.0 x 102
	(1.0 x 102
	(1.0 x 102

	Lactobacillus acidophilus
	(1.0 x 102
	(1.0 x 102
	(1.0 x 102
	(3.0 x 107
	(3.0 x 107
	(1.0 x 102

	Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
	(1.0 x 102
	(1.0 x 102
	(1.0 x 102
	(3.0 x 107
	(1.0 x 102
	(1.0 x 102

	Lactobacillus casei
	(3.0 x 107
	(1.0 x 102
	(3.0 x 107
	(3.0 x 107
	(3.0 x 107
	(3.0 x 107

	Streptococcus thermophilus
	(1.0 x 101
	(1.0 x 101
	(1.0 x 101
	(1.0 x 101
	(1.0 x 101
	(1.0 x 101


Per quanto riguarda l’analisi dei prodotti commerciali,dopo incubazione a 37 (C per 72 ore tutti i batteri presenti nei prodotti analizzati risultano crescere su MRS agar + NNLP, quindi si può dichiarare che contengano Bifidobacterium sp. Dato che P1 non risulta contenere questo genere, Lactobacillus casei  provvede a far registrare ottimi livelli di crescita su questo terreno.

Dai risultati ottenuti con le colture commerciali non si dovrebbe registrare crescita su MRS agar contenente NNLP e 1% di bile, invece P2 cresce discretamente grazie alle bio-colture utilizzate.

Sul terreno selettivo ottenuto con NNLP e cloruro di sodio si registra la presenza solamente del Lactobacillus casei contenuto in P1 e P5.

Per tutti i prodotti si riscontra crescita su MRS agar addizionato di maltosio, quindi significa che tutti i prodotti testati contengono almeno un ceppo appartenente al genere Lactobacillus, come indicato sulle etichette, in quanto solamente questa specie può crescere su questo tipo di agar.

La crescita che si riscontra su MRSM agar contenente 1% di bile è coerente sia con i risultati ottenuti con le colture commerciali, sia con quanto dichiarato dai produttori. Infatti si registra crescita discreta per quanto riguarda i prodotti contenenti Lactobacillus acidophilus, ottima, invece, per quelli contenenti Lactobacillus casei. 

Infine, solamente i campioni P1 e P5 possono registrare alti livelli di crescita su MRSM agar + 4% di cloruro di sodio, in quanto sono gli unici prodotti contenenti Lactobacillus casei.

Tabella 3:"Crescita delle colture contenute nei prodotti commerciali incubati a 37 (C per 72 ore"

	
	MRS ( NNLP

anaerobiosi
	MRS ( NNLP ( 1% bile

anaerobiosi
	MRS ( NNLP ( 4% NaCl

anaerobiosi
	MRSM

aerobiosi
	MRSM ( 1% bile

aerobiosi
	MRSM ( 4% NaCl

aerobiosi

	P1
	5.4 x 107
	( 1.0 x 102
	2.3 x 104
	6.4 x 107
	7.6 x 107
	( 3.0 x 107

	P2
	4.5 x 105
	4.2 x 104
	( 1.0 x 102
	1.1 x 105
	4.3 x 104
	( 1.0 x 102

	P3
	4.1 x 107
	( 1.0 x 102
	( 1.0 x 102
	6.4 x 107
	1.5 x 104
	( 1.0 x 102

	P4
	( 3.0 x 107
	( 1.0 x 102
	( 1.0 x 102
	3.8 x 106
	3.8 x 105
	( 1.0 x 102

	P5
	6.8 x 106
	( 1.0 x 102
	5.3 x 106
	5.8 x 106
	5.9 x 106
	5.3 x 106

	P6
	8.1 x 106
	( 1.0 x 102
	( 1.0 x 102
	2.4 x 107
	1.1 x 104
	( 1.0 x 102


Analizzando le piastre dei prodotti incubati a 15 (C per 14 giorni si è constatato che su MRS agar + NNLP crescono solamente i batteri di P1 e P5, ossia quelli che contengono Lactobacillus casei. 

MRS agar contenente NNLP e cloruro di sodio ha fatto registrare la crescita solo per un prodotto, P5, contenente LGG (Lactobacillus rhamnosus GG), una sottospecie di Lactobacillus casei, per cui si può notare la differenza di questo yogurt rispetto a P1.

Stranamente, P3 non riesce a crescere su MRSM agar, nonostante nelle analisi a 37 (C abbia dimostrato di possedere Lactobacillus acidophilus. Stessa situazione si verifica per questo prodotto nell’analisi su MRSM agar contenente sali di bile.

Tutti gli altri campioni testati rivelano ottima crescita su MRSM agar, dovuta alla presenza dei microrganismi del genere Lactobacillus.

Quando questo terreno contiene 1% di bile, solamente i campioni P5 e P6 riescono a raggiungere scarsi livelli di crescita, dovuta rispettivamente a LGG ed a Lactobacillus acidophilus.

Non si registra crescita, invece, sia su MRS agar + NNLP contenente bile, sia su MRS agar + 4% di cloruro di sodio. La tabella seguente documenta i risultati ottenuti.

Tabella 4:"Crescita delle colture contenute nei prodotti commerciali incubati a 15 (C per 14 giorni"

	
	MRS ( NNLP

anaerobiosi
	MRS ( NNLP ( 1% bile

anaerobiosi
	MRS ( NNLP ( 4% NaCl

anaerobiosi
	MRSM

aerobiosi
	MRSM ( 1% bile

aerobiosi
	MRSM ( 4% NaCl

aerobiosi

	P1
	2.1 x 103
	( 1.0 x 102
	( 1.0 x 102
	( 3.0 x 107
	( 1.0 x 102
	( 1.0 x 102

	P2
	( 1.0 x 102
	( 1.0 x 102
	( 1.0 x 102
	5.0 x 104
	( 1.0 x 102
	( 1.0 x 102

	P3
	< 1.0 x 102
	( 1.0 x 102
	( 1.0 x 102
	( 1.0 x 102
	( 1.0 x 102
	( 1.0 x 102

	P4
	( 1.0 x 102
	( 1.0 x 102
	( 1.0 x 102
	4.8 x 105
	( 1.0 x 102
	( 1.0 x 102

	P5
	4.5 x 106
	( 1.0 x 102
	2.3 x 106
	5.9 x 106
	1.0 x 103
	( 1.0 x 102

	P6
	( 1.0 x 102
	( 1.0 x 102
	( 1.0 x 102
	5.2 x 105
	1.8 x 103
	( 1.0 x 102


Osservando i risultati delle analisi a 37 (C per 72 ore dei prodotti probiotici venduti in farmacia riportati nella tabella seguente, si osserva che F4 non contiene alcun ceppo di batteri indicati sull’etichetta, in quanto non si è riscontrata crescita su nessun terreno saggiato.

Per quanto riguarda F1 ed F2, sono stati registrati valori analoghi, per cui si può affermare che entrambe contengano sia Lactobacillus acidophilus, in quanto è stata riscontrata crescita su MRSM agar e MRSM agar contenente sali di bile, sia bifidobatteri, in quanto la crescita è stata osservata su MRS agar addizionato di NNLP.

Infine, il campione F3 ha dimostrato di contenere sia Lactobacillus acidophilus, sia ceppi di Bifidobacterium, ma i livelli di crescita registrati sui terreni analizzati sono risultati molto bassi.

Tabella 5:"Crescita delle colture contenute nei prodotti farmaceutici incubati a 37 (C per 72 ore"

	
	MRS ( NNLP

anaerobiosi
	MRS ( NNLP ( 1% bile

anaerobiosi
	MRS ( NNLP ( 4% NaCl

anaerobiosi
	MRSM

aerobiosi
	MRSM ( 1% bile

aerobiosi
	MRSM ( 4% NaCl

aerobiosi

	F1
	1.2 x 107
	( 1.0 x 102
	( 1.0 x 102
	( 3.0 x 107
	2.1 x 105
	( 1.0 x 102

	F2
	( 3.0 x 107
	( 1.0 x 102
	( 1.0 x 102
	( 3.0 x 107
	2.3 x 106
	( 1.0 x 102

	F3
	1.0 x 103
	( 1.0 x 102
	( 1.0 x 102
	6.0 x 104
	2.0 x 103
	( 1.0 x 102

	F4
	( 1.0 x 102
	( 1.0 x 102
	( 1.0 x 102
	( 1.0 x 102
	( 1.0 x 102
	( 1.0 x 102


Dopo incubazione dei prodotti farmaceutici a 15 (C per 14 giorni, si è potuto osservare che la presenza dei batteri probiotici dichiarata sulle confezioni è confermata, seppure con bassissimi valori di crescita, solamente per quanto concerne i campioni F1 ed F2.

Invece, il prodotto F3 non ha manifestato crescita su nessun agar selettivo, così come le tavolette analizzate dal campione F4, che già nell’analisi precedente non risultavano contenere nessun tipo di microrganismo.

La seguente tabella descrive i risultati ottenuti.

Tabella 6:"Crescita delle colture contenute nei prodotti farmaceutici incubati a 15 (C per 14 giorni"

	
	MRS ( NNLP

anaerobiosi
	MRS ( NNLP ( 1% bile

anaerobiosi
	MRS ( NNLP ( 4% NaCl

anaerobiosi
	MRSM

aerobiosi
	MRSM ( 1% bile

aerobiosi
	MRSM ( 4% NaCl

aerobiosi

	F1
	( 1.0 x 102
	( 1.0 x 102
	( 1.0 x 102
	3.7 x 103
	1.4 x 102
	( 1.0 x 102

	F2
	( 1.0 x 102
	< 1.0 x 102
	( 1.0 x 102
	2.9 x 103
	1.2 x 102
	( 1.0 x 102

	F3
	( 1.0 x 102
	( 1.0 x 102
	( 1.0 x 102
	( 1.0 x 102
	( 1.0 x 102
	( 1.0 x 102

	F4
	( 1.0 x 102
	( 1.0 x 102
	( 1.0 x 102
	( 1.0 x 102
	( 1.0 x 102
	( 1.0 x 102


5.
Discussione dei risultati e conclusioni
MRSM agar è stato selettivo per l’enumerazione di Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Lactobacillus casei. Questo risultato contraddice quello osservato da Hall (2001), il quale non riscontrò crescita di Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus incubato su questo terreno. 

L’uso selettivo di NNLP agar è risultato effettivo per l’enumerazione di Bifidobacterium dopo incubazione a 37 (C per 72 ore e 15 (C per 14 giorni. Questo risultato conferma quello di Hall (2001), il quale illustrò l’enumerazione selettiva di Bifidobacterium su MRS + NNLP agar.

MRSM agar contenente 1% di sali di bile è risultato selettivo per l’enumerazione di Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus casei, mentre MRSM agar contenente 4% di cloruro di sodio è risultato selettivo solo per l’enumerazione di Lactobacillus casei, così come MRS agar + NNLP + 4% di NaCl.

Infine, l’uso selettivo di MRS contenente NNLP ed1% di sali di bile non è risultato utile per l’enumerazione di nessun microrganismo analizzato durante lo studio.

Durante lo studio compiuto sui prodotti commerciali, i risultati ottenuti mostrano che, dopo incubazione a 37 (C per 72 ore e 15 (C per 14 giorni, P1 contiene Lactobacillus casei e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, così come dichiarano i produttori.

P2 dichiara contenere Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus thermophilus, ma non si sono riscontrate tracce di  Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus sui terreni analizzati.

Questo è stato l’unico prodotto che ha dimostrato crescita su MRS agar contenente NNLP ed 1% di sali di bile: ciò è dovuto alle bio-colture utilizzate.

La presenza di Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium, in accordo con ciò che i produttori dichiarano, è stata trovata in P3 dopo incubazione a  37 (C per 72 ore. 

Dopo le analisi su P4, questo prodotto è risultato contenere Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus thermophilus.

Lactobacillus casei è contenuto in P5, in quanto la presenza di questo microrganismo è stata riscontrata dopo incubazione a 37 (C per 72 ore e 15 (C per 14 giorni, mentre la crescita di Bifidobacterium è stata individuata solo a 37 (C per 72 ore, in quanto questo organismo non cresce a 15 (C per 14 giorni su nessun terreno utilizzato durante lo studio.

Infine, come indicato dai produttori di P6, il prodotto risulta contenere Bifidobacterium e Lactobacillus acidophilus.

Per quanto riguarda, invece, le analisi compiute sui prodotti probiotici venduti in farmacia, F1 ed F2 contengono Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium, come dichiarato dai produttori, in quanto la presenza di questi microrganismi è stata rilevata dopo incubazione a 37 (C per 72 ore e 15 (C per 14 giorni.

Scarsa crescita di questi due organismi è stata registrata durante le analisi di F3 sui terreni incubati a 37 (C per 72 ore, mentre a 15 (C non si è osservata la crescita di nessun microrganismo ricercato.

Infine, F4 non risulta contenere nessun batterio dichiarato, poiché sui terreni agarizzati incubati sia a 37 (C per 72 ore sia a 15 (C per 14 giorni non si è manifestata alcuna crescita.
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