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Istituto Zooprofilattico Sperimentale
¢5 del Lazio e della Toscana M. Aleandr: PROBIOTICI: EFFEﬂI
Neutralizzano sostanze tossiche o cancerogene (ad esempio nitriti e nitrati)
Sintetizzano vitamine K, B2, B12, ac. pantotenico, ac. folico e biotina

Sintetizzano gli acidi grassi a catena corta (SCFA: ac. acetico, propionico e butirrico)

Riducono il riassorbimento degli ac. biliari con conseguente calo del colesterolo ﬁ%

Effetto protettivo sulla mucosa intestinale

Stimolazione dell'immunitd umorale e cellulo-mediata a livello intestinale
. @Iano I'attecchimento di specie patogene (altri batteri, funghi o@
Aumentano la digeribilita del lattosio nei soggetti intolleranti

Aumentano la digeribilita dei lipidi (idrolisi dei trigliceridi alimentari in ac. grassi e
glicerolo)

Aumentano la digeribilita delle proteine (proteolisi delle proteine alimentari)

Migliorano le malattie respiratorie di natura allergica e infettiva




Istituto Zooprofilattico Sperimentale [ Rc LT08/ l O ]

del Lazio e della Toscana M. Aleandri
(15/09/2011 - 15/05/2014)

Gzs

[ SCOPO ] - Studiare la flora lattica presente nei prodotti tradizionali fermentati a
base di latte crudo

Sviluppare un sistema di caratterizzazione dei batteri lattici, potenzialmente probiotici, presenti nelle
flore lattiche isolate

e Studio e scelta dei prodotti tradizionali
—— Campionamento dei prodotti

— Isolamento, caratterizzazione e purificazione dei ceppi di lattobatteri

[ FASI ]—— Esecuzione delle prove di probioticita /n vitro

— Caratterizzazione molecolare dei ceppi mediante metodi molecolari

Creazione della ceppoteca

N Esecuzione delle prove /n vivo
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| ANALISI DI SCREENING |

Istituto Zooprofilattico Sperimentale
del Lazio e della Toscana M. Aleandri

TOLLERANZA AT BASST pH RESISTENZA AI SALT BILIARI

Valuta la resistenza dei lattobatteri ai sali biliari

Verifica la capacita dei lattobatteri di secreti nell'intestino durante la digestione

sopravvivere alle condizioni di pH acido 2,5
dello stomaco

PROVA COMBINATA

Valuta la  resistenza dei lattobatteri
attraverso il fratto gastro-intestinale in
presenza dei Sali biliari dopo la pre-
esposizione ai bassi valori di pH 2.5

@l Figura 2. Prova di tolleranza a bassi valori di pH

RESISTENZA ALLA PEPSINA E ALLA PANCREATINA

Valuta la sopravvivenza dei lattobatteri all'azione degli
enzimi proteolitici "pepsina e pancreatina” presenti nel
tratto gastro-intestinale durante la digestione
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Istituto Zooprofilattico Sperimentale
del Lazio e della Toscana M. Aleandri

Gzs

| PROVE |

PROVE DI PROBIOTICITA'
2 @“ ‘w

VALUTAZTIONE DELLA COLONIZZAZIONE
INTESTINALE (Pavan et al., 2003)

Somministrazione giornaliera del ceppo probiotico (10°
ucf/ml) al gruppo target per 10 giorni e prelievo
giornaliero delle feci, prima della somministrazione, per
I'identificazione molecolare del ceppo

VALUTAZIONE DELLA STIMOLAZIONE DEL
SISTEMA IMMUNITARIO (METODO INTERNO )

Valutazione dell'indice di stimolazione delle cellule della
milza ad opera del mitogeno (concanavalina A), prelevate
dal gruppo target

A 4

IDENTIFICAZIONE MOLECOLARE

DGGE (Denaturing 6radient Gel Electrophoresis)

Tecnica elettroforetica utilizzata per separare frammenti
di DNA in base alle loro differenti proprieta di
dissociazione o "melting” sfruttando un diverso gradiente
di concentrazione del gel di acrilammide. Prima di
effettuare I'elettroforesi, & necessario amplificare,
mediante tecnica PCR end point, la regione V1 del 165 rRNA
utilizzando oligonucleotidi primers specifici

SEQUENZIAMENTO

Tecnica che permette di ricostruire l'ordine delle basi
azotate che si susseguono all'interno di un tratto di DNA
relativo alla regione V1 del 16S rRNA. La sequenza ottenuta
viene confrontata con quella presente nelle banche dati di
riferimento; 'appartenenza ad una specie viene fatta sulla
base della maggiore omologia genetica




Istituto Zooprofilattico Sperimentale PRINCIPIO DEI METODI

del Lazio e della Toscana M. Aleandr:
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Figura 5. (a) Molecola 16S RNA ribosomiale (16S rRNA); (b) 9 regioni
ipervariabili all'interno della sequenza genica del 16S rRNA
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: (3 Istituto Zooprofilattico Sperimentale CAMPIONI
e del Lazio e della Toscana M. Aleandri

* PRODOTTI TRADIZIONALI A BASE DI LATTE: N. 5 di cui 3 prodotti nella regione Toscana e 2 nella regione Lazio
* CRITERI DI SCELTA:
- Formaggi a latte crudo di diverse specie (caprino, ovino e bufalino)
-Assenza di starter industriali (al fine di studiare la flora autoctona del posto, selezionata naturalmente
durante la produzione)
- Forte peculiarita e rilevanza socio economico nel territorio di appartenenza

* N. 3 prelievi, ciascuno riferibile ad un lotto diverso di produzione del formaggio in esame, a fine stagionatura

PRODOTTO PRODUTTORE

Pecorino di Picinisco Caseificio di Pia Marcello - Settefrati (FR)

Caseificio Valle di Mezzo
Caciotta di capra

Localita Toppole Valle di Mezzo - Anghiari (AR)

Caprino di Scilla Azienda Agricola Angela Saba - Massa Marittima (GR)
Pecorino della Montagna Pistoiese Consorzio Montagne e Valli di Pistoia (PT)
Provolone di bufala Caseificio Ventre Daniele - Latina (LT)

Tabella 1. Elenco dei prodotti e dei produttori oggetto dello studio

LW




Ittuto Zooprofiattico Sperimentale PRODOTTI TRADIZIONALI

del Lazio e della Toscana M. Aleandr:

PECORINO DI CACIOTTA DI CAPRA PECORINO DELLA
PICINISCO Formaggio a latte crudo caprino MONTAGNA PISTOIESE
' o della specie Camosciata delle
Formaggio a latte crudo ovino di Alpi, originario delle vallate Formaggio a latte crudo ovino
pecore Sopravvissana, Comisana, alpine, proveniente dalla localita pecora, solo razza Massese,
Massese e loro meticci, tipico della di Anghiari (AR) prodotto nella zona dell' Appennino
Valle di Comino (FR) pistoiese (PT)

= ) Figura 7. Pecorino di Picinisco

(Caseificio di Pia Marcello) Figura 8. Caciotta di capra Fiqura 9. Pecorino della M
(Caseificio ABCHEESE DI BRENT ZIMMERMAN & C.) Pi'g;';':se- ( :;‘;:’(’i‘: A‘;r‘i’:: ol:'l‘_*:%"u‘za)
CAPRINO DI SCILLA PROVOLONE DI BUFALA

Formaggio a pasta filata prodotto in diverse forme (cilindrica,

sferica o a pera), generalmente contenuto in reti di corda o di

giunco. Il sapore pud essere dolce o piccante in base al grado di
stagionatura. L'area di produzione interessa la provincia di Latina

Formaggio ottenuto dalla lavorazione del latte
delle nostre capre, con aggiunta di caglio e sale e
senza alcun utilizzo di fermenti e conservanti.
Proveniente dalla localita Massa Marittima (GR)

Figura 11. Provolone di bufala (Caseificio Ventre Daniele)



Istituto Zooprofilattico Sperimentale RISUL l A l I
del Lazio e della Toscana M. Aleandri

1. ISOLAMENTO

Dai 5 prodotti tradizionali delle regioni Lazio e Toscana analizzati, sono stati isolati complessivamente n.
216 ceppi di batteri lattici cosi ripartiti:

N. 43 ceppi dal Pecorino di Picinisco, di cui n. 26 lattococchi e n. 17 lattobacilli

N. 77 ceppi dal Pecorino della Montagna Pistoiese, di cui n. 47 lattococchi e n. 30 lattobacilli

N. 12 ceppi dalla Caciotta di capra, di cui n. 3 lattococchi e n. 9 lattobacilli

N. 54 ceppi dal Provolone bufala, di cui n. 36 lattococchi e n. 18 lattobacilli

N. 30 ceppi dal Caprino di Scilla, tutti lattobacilli

A

B LATTOCOCCHI

LATTOBACILLI

N.CEPPI

6rafico 1. Frequenza assoluta dei ceppi di lattococchi e lattobacilli

: oo . R o CAMPIONE
isolati dai prodotti tradizionali analizzati




Istituto Zooprofilattico Sperimentale
del Lazio e della Toscana M. Aleandri

Tabella 2. Ceppi di batteri lattici analizzati isolati dal Pecorino di Picinisco (PP), dal Pecorino

della Montagna Pistoiese (PMP), dalla caciotta di capra (CC), dal caprino di Scilla (CS) e dal
provolone di bufala (PB)

et CEPPT | CEPPI NON
SO VITALI VITALI
LATTOCOCCHI LATTOBACILLI | TOTALE
Pecorino di Picinisco (PP) 26 17 43 -
Pecorino della Montagna
Pistoiese (PMP) 47 30 7 @ )
Caciotta di Capra (CC) 3 9 12 @ @
Provolone di Bufala (PB) 36 18 54 @ @
Caprino di Scilla (CS) - 30 30 -
TOTALE 112 104 216 173 43

o
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Istituto Zooprofilattico Sperimentale

del Lazio e della Toscana M. Aleandri I CEPPI CHE HANNO SUPERATO TUTTE LE
ANALISTI DI SCREENING SONO STATI
SOTTOPOSTI ALLE ANALISI SPECIFICHE

CEPPT POSITIVI
PROBOTTO CEPPI CEPPI
ANALIZZATI | NEGATIVI FREQUENZA PERCENTUALE
ASSOLUTA
Pecorino di Picinisco (PP) 43 29 14 27
Pecorino della Montagna
Pistoiese (PMP) 77 54 23 45
Caciotta di Capra (CC) 6 2 4 8
Provolone di Bufala (PB) 17 9 8 16
Caprino di Scilla (CS) 30 28 2 4
TOTALE 173 122 51 100 -
Tabella 7. Ceppi di LAB sottoposti alle analisi di screening / icha
i 16% °
ﬁ‘\;l’l
oty
“ |
Grafico 6. Distribuzione percentuale dei ceppi di LAB positivi alle analisi di I ‘
screening H l




3.1 Autoaggregazione

| &

Istituto Zooprofilattico Sperimentale
= del Lazio e della Toscana M. Aleandri

3. ANALISI SPECIFICHE

3.2 Coaggregazione

CEPPI CEPPI CEPPI PPI CEPPI
PRODOTTO PRODOTTO
ANALIZZATI NEGATIVI ANALIZZATI x VI NEGATIVI

Pecorino di Picinisco (PP) 14 14 0 Pecorino di Picinisco (PP) 14 0
Pecorino della Montagna Pecorino della Montagna

s I 6 23 0 seer I 23 0
Pistoiese (PMP) Pistoiese (PMP)
Caciotta di Capra (CC) ‘ 4 4 0 Caciotta di Capra (CC) 4 4 0
Provolone di Bufalc@ 8 8 0 Provolone di Buf ) o 8 8 0
Caprino di Scilx 2 2 0 Caprino di Sc 2 1 1
TOTALE 51 51 (0] TOTALE 51 50 1

Tabella 8. Risultati della prova di autoaggregazione

Tabella 9. Risultati della prova di coaggregazione

CRITERIO DI VALUTAZIONE RISULTATO: la prova viene considerata positiva se, visivamente, sono presenti

aggregati formati da batteri lattici e patogeni, con evidente variazione di densita ottica rilevata mediante
spettrofotometro. In caso di mancanza di aggregati batterici e variazione di densita ottica, la prova é considerata
negativa
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Istituto Zooprofilattico Sperimentale
del Lazio e della Toscana M. Aleandri

PROVE DI PROBIOTICITA': conclusioni

T T CEPPI POSITIVI
PRODOTTO
ANALIZZATI | NEGATIVI FREQUENZA PERCENTUALE
ASSOLUTA
Pecorino di Picinisco (PP) 14 10 4 13
Pecorino della Montagna
Pistoiese (PMP) 23 3 20 65
Caciotta di Capra (CC) 4 0 4 13
Provolone di Bufala (PB) 5 9
Caprino di Scilla (€S) 1 1 0 0]
TOTALE 50 19 31 100

Tabella 11. Ceppi di LAB sottoposti alle prove di probioticita

13%
NI

Grafico 6. Distribuzione percentuale dei
ceppi di LAB positivi alle prove di probioticita

0 I CEPPI CHE HANNO SUPERATO TUTTE LE PROVE DI

PROBIOTICITA' SONO DEFINITI «POTENZIALMENTE
PROBIOTICI»




ojuawoizuanbas 2 399Q a4upipaw 14DII414UaPI gy IP 1dda) 2T vjj2qoL

1 ‘dds snos020u24u7

£ vIv4ng IQ ANOTOAOYd
2 125D2 SNj[190G042DT
! ‘N
I ‘dds snooo20u24u7 v vddvD IQ VL L10IDoVD
2 125D2 SNj[190G042DT
14 ‘N

3S3I0LSId VNIV.LNOW
125020.40d SNYJ1909042D
! : 12pq04207 0c v113Q ONIYOI3d
Gl 12SD2 SN|120g04oD7
1 125D2 SNj[190G042DT
1 'dds snoo020/Aydois v 02SINIDId I ONIN0I3d
2 51420/ "QNS S142D] SN2202042D7
Idd30 ‘N 3103dS Idd30 ‘N 01104q03dd

OLN3IW

.wautmbﬁ\ ‘W NCNUwOF N——u—u 2 O1Ze | ~01
sreaudwidg 0omeyoidooy oninsy

JAJVI0231OW INOIZVIILILNIQI ¥




PR L

(G0'0>d) o]j0du03 1p 1|j2nb 2 14D 40U 1DWIUD
Ip 1ddnub | puy (4U2PNYS 1P 1) IALIDOIIUBIS 24UDWIDDI4SIIDLS
I4D4|NSI4 O4IUJOJ  OUUDY  UOU  DUOIZDJLSIUILIWIOS
2ul4 D 24nbasa  auoizpjowlysounwwl Ip  2A0ud 21

1924 2||DP 0SS24S 0| 2JD|0S|-2J 2|1qISS0d 04D4S 2 UON
ZLVLINISTY

I|[oWIuUD
116D D4DULSIUILIWIOS DNDID ||2U 2 2WIBUDW [2U 24USSY

2U01ZDJ4SIUIWWOS D||2p dWiJd 2uoizpjuawidads
D| J2d 1}[22s24d 1Q) 1doy 12p 192 2||2u 24uUaSSy

(DUISIU) 2UID014244Dq IP 2J04LNPOJd ——

pL121401qgoud 1p 2A04d 2||D OAlLISO( o

OAIA NI 3AOdd 'S

(o40440u)
uou 2 o4oyou}) 1doy 1p 1ddnub 2 ns yuo)
Uod 2uoIZD|OWI4SOUNWWI 1P IDIPUT  / 0214DJ9

Jw/aM g v uo) |w/ar T v uo)

1poiqoud m

ojjosuod W

suoizejow3s Ip 91pu|

|®3§§3

puva]ly ‘N eUBISO], B[[OP 2 O1Ze'] [Op
apeauawadg oonre[yoidooy onnsy




Istituto Zooprofilattico Sperimentale CONCLU SIONI
5 del Lazio e della Toscana M. Aleandri

LAB candidati probiotici sul totale dei ceppi isolati € risultato relativamente basso, anche se con

notevoli differenze da prodotto a prodotto [Pecorino della Montagna Pistoiese (65%), Caciotta di
capra (13%), Pecorino di Picinisco (12%) e Provolone di bufala (9%)]

Di 173 ceppi LAB di partenza, solo 31 sono stati considerati “"potenzialmente probiotici”. Questa
selezione era in ogni modo attesa e concorda con i dati gia riportati dalla letteratura scientifica
(Aureli, 2013), infatti & noto che non tutti i ceppi di batteri lattici riescono a sopravvivere lungo il

tratto gastrointestinale e a colonizzare l'intestino (Fioravanti et al., 2003)

La caratterizzazione molecolare dei ceppi, effettuata esclusivamente sui ceppi portatori di
caratteristiche di probioticita promettenti, ha portato all'individuazione di 6 specie di batteri

lattici con l'identificazione di 2 ceppi di Lactococcus lactis sub. lactis, 20 ceppi di Lactobacillus

casel, 1 ceppo di Lactobacillus paracasei, 1 ceppi di Staphylococcus spp. e 2 ceppi di Enterococcus

SPp.




Istituto Zooprofilattico Sperimentale CONCLU SIONI
del Lazio e della Toscana M. Aleandri

7

Tutti i ceppi sottosposti al test Spot on the lawn sono risultati produttori di batteriocine. Per i 2

ceppi di Lactococcus lactis sub. lactis, & stata confermata la presenza di nisina, mediante saggi PCR
(Rapporti ISTISAN 12/54; Lakshminarayanan et al., 2013)

Il non isolamento del ceppo di Lactococcus lactis sub. lactis dai topi CD1, & probabilmente dovuto
alla difficolta di colonizzazione del medesimo nell'intestino che potrebbe dipendere:
> Dalla non idonea quantita di batteri somministrata ai topi, nonostante il protocollo
utilizzato si sia basato su dati della letteratura (Kimono et al., 2003)

> Dalle caratteristiche intrinseche del ceppo prescelto

Tuttavia si deve sottolineare che la quantita ottimale di batteri probiotici vivi da
somministrare non & in realta di facile determinazione in quanto & ceppo-dipendente
(Vinderola et al., 2000) e, probabilmente, & anche funzione del tipo di beneficio che si

intfende ottenere

\ . .I‘.- . '
» & N



Istituto Zooprofilattico Sperimentale CONCLU SIONI
del Lazio e della Toscana M. Aleandri

La mancata stimolazione del sistema immunitario in risposta all'attivita mitogena della Concanavalina

A (ConA) ha vanificato la valutazione del profilo delle citochine pro-infiammatorie.

Tuttavia il ritrovamento nei prodotti tradizionali di LAB con caratteristiche di probioticita, riflette
la presenza, negli ambienti di produzione, di una flora lattica che merita sicuramente ulteriori

approfondimenti scientifici anche per quanto riguarda l'oramai ben nota attivitd antagonista dei

LAB nei confronti delle flore patogene
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