
n.
1/

20
18

www.pacinimedicina.it

Comitato Scientifico

Claudio Mencacci
Dipartimento di Neuroscienze, 
Salute Mentale-Dipendenze, 
ASST Fatebenefratelli Sacco, 
Milano

Alberto Pilotto
Dipartimento Cure Geriatriche, 
OrtoGeriatria e Riabilitazione, 
Area delle Fragilità,  
E.O. Ospedali Galliera, 
Genova

Andrea Poli
Nutrition Foundation of Italy, 
Milano

Sergio Riso
S.C. Scienza dell’Alimentazione 
e Dietetica, A.O.U. “Maggiore 
della Carità”, Novara

vol. 2 • n. 1/2018

Indice

2	 Microbiota e cancro
	 S. Riso, E. Cava, D. Carrera, D. Farinelli

5	 Trapianto di microbiota
	 A. Poli

7	 Il microbiota in gravidanza
	 C. Mencacci, V. Salvi

9	 Microbiota e malattia renale cronica
	 G. Garibotto

12	 ABC della diagnostica: la tipizzazione del microbiota  
per la valutazione di disbiosi

	 N. Sacchi, M. Castagnetta, A. Chiesa

14	 Microbioma-microbiota: dal laboratorio alla clinica
	 M. Castagnetta, A. Pilotto

16	 Dalla Letteratura
	 a cura di A. Pilotto



2 MICROBIOMA MICROBIOTA • Ricerca & Clinica 1/2018

Il microbiota condiziona la suscettibilità 
alla malattia neoplastica, attraverso ef-
fetti metabolici e di modulazione sulla 
risposta immunitaria. I microbi patogeni 
sono responsabili del processo di cance-
rogenesi nel 15-20% dei casi di tumore. 
Tuttavia, sulla base di studi di sequenzia-
mento metagenomico, un numero anco-
ra maggiore di neoplasie maligne risulta 
associato a un’alterata composizione 
del microbioma commensale (disbiosi). 
Sebbene gli studi sull’uomo non siano 
al momento in grado di distinguere se 
i cambiamenti del microbiota sono cau-
sa o effetto del tumore, un ruolo causale 
sembra supportato da rigorosi studi pre-
clinici sull’animale. 
Questi lavori dimostrano che il micro-
biota può influenzare la predisposizione 
e la progressione del cancro attraverso 
vari meccanismi, come la modulazione 
dell’infiammazione, l’induzione di danni 
al DNA e la produzione di metaboliti 
coinvolti nell’oncogenesi o nella sop-
pressione tumorale. 
Recenti evidenze sottolineano inoltre la 
possibilità di manipolazione del micro-
biota attraverso l’utilizzo di probiotici 
come adiuvanti per l’immunoterapia ol-
tre all’impiego di molecole ad azione 
mirata sugli enzimi microbici, al fine di 
migliorare l’efficacia dei trattamenti an-
tineoplastici.

MECCANISMI MICROBICI  
DI ONCOGENESI E DI SOPPRESSIONE 
TUMORALE 
Dieta, stile di vita, fattori genetici e am-
bientali sono i principali responsabili 
della composizione microbica di un in-
dividuo, in ogni stadio della vita. Altera-
zioni dell’ecosistema microbico possono 
avere ripercussioni sull’omeostasi dell’o-
spite e promuovere l’insorgenza di pato-
logie, tra cui il cancro. 
I batteri intestinali possono esercitare 
effetti oncogenici o tumore-soppressi-
vi sia a livello locale sia, attraverso la 

circolazione sanguigna, a livello dista-
le/sistemico 1. Alcuni degli effetti pro-
motori il processo di oncogenesi sono 
rappresentati da (vedi numerazione nel 
riquadro di sinistra della Figura 1): 1) 
produzione di oncometaboliti (idrogeno 
solforato, nitroso-composti); 2) compro-
missione della funzione di barriera inte-
stinale, con aumentata esposizione delle 
cellule del sistema immunitario nei con-
fronti di endotossine batteriche (ad es. 
lipopolisaccaridi) e antigeni; 3) azione 
proinfiammatoria da parte di metaboliti 
e antigeni batterici, tramite alterazioni 
delle sottopolazioni cellulari (ad es. atti-
vazione di linfociti T-helper 17 da parte 
di batteri filamentosi segmentati) e ipe-
rattivazione della risposta immunitaria 
mediata da citochine proinfiammatorie 
(ad es. interleuchina 6); 4) presenza di 
fattori di virulenza (ad es. isole di pato-
genicità cromosomica) in base ai quali 
è possibile distinguere i patogeni dai 
commensali (ad es. Escherichia coli poli-
chetide sintasi, responsabile di danni al 
DNA e di alterazioni delle vie di segna-
lazione cellulare). 
Il microbiota, tuttavia, è in grado di espli-
care anche effetti locali/gastrointestinali 
benefici (vedi numerazione nel riquadro 
centrale della Figura 1): 5) produzione 
di metaboliti tumore-soppressivi, come il 
butirrato (ad azione immunosoppressiva 
e regolatrice sulla proliferazione cellu-
lare e sull’apoptosi); 6) mantenimento 
della funzione epiteliale di barriera; 7) 
azione diretta sulle cellule del sistema 
immunitario finalizzata alla prevenzione 
dell’infiammazione (attraverso una rego-
lazione delle sottopopolazioni cellulari) 
e alla riduzione della risposta cellulare 
(tramite la produzione di citochine im-
munosoppressive: ad es. IL-10); 8) azio-
ne competitiva nei confronti di batteri 
patogeni. 
Infine, il microbiota intestinale, può 
esercitare effetti oncogenici o tumo-
re-soppressivi a livello distale/sistemico 

attraverso la circolazione sanguigna di 
batteri, metaboliti microbici, cellule im-
munitarie attivate o soppresse e citochi-
ne (riquadro di destra della Figura 1). 
L’oncogenicità di alcuni patogeni come 
il papillomavirus e l’Helicobacter pylori 
è ben nota, tuttavia, studi recenti sugge-
riscono che anche batteri commensali e 
patogeni opportunisti possono avere un 
ruolo non meno importante 2. 
In individui con predisposizione geneti-
ca, la presenza di Fusobacterium nucle-
atum comporta, in risposta al consumo 
di carne rossa, danno al DNA, instabi-
lità genomica, infiammazione e prote-
zione tumorale dall’attacco del sistema 
immunitario. Inoltre, nella mucosa delle 
neoplasie del colon è particolarmente 
elevata la presenza di Escherichia coli, 
produttrice di una proteina genotossica 
(colibactina) e di Bacteroides fragilis 
produttore di enterotossine (lipopolisac-
caride e flagellina) ad azione infiamma-
toria. 
Il microbiota intestinale è anche in grado 
di trasformare componenti bioattivi pre-
senti nella dieta in metaboliti ad azio-
ne preventiva. Ad esempio, il butirrato, 
acido grasso a catena corta derivante 
dalla fermentazione delle fibre solubili, 
presenta importanti effetti antinfiamma-
tori e, attraverso l’inibizione dell’enzi-
ma istone deacetilasi, effetti regolatori 
sull’espressione dei geni coinvolti nella 
proliferazione cellulare e nell’apoptosi. 
Tra i polifenoli presenti nella dieta si di-
stingue in particolare l’acido ellagico, 
contenuto nei frutti di bosco e nelle noci, 
che svolge un’importante azione antin-
fiammatoria una volta metabolizzato in 
urolitina. 
La presenza di batteri solfato-riduttori fa-
vorisce poi, a partire dalla daidzeina 
(isoflavone della soia), la formazione di 
equolo, metabolita ad azione antiossi-
dante. 
Un’azione antinfiammatoria, inibitrice 
dell’istone deacetilasi e anticarcinoge-
nica è dimostrata invece per alcuni iso-
tiocianati, provenienti dalla metaboliz-
zazione dei glucosinolati contenuti nelle 
crucifere (ad es. broccoli). 
Agli isomeri derivati dalla coniugazio-
ne dell’acido oleico (da parte di alcuni 
ceppi di lattobacilli e bifidobatteri) ven-
gono infine riconosciuti effetti antinfiam-
matori e di inibizione dell’angiogenesi.
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TRATTAMENTI ANTINEOPLASTICI
L’immunoterapia con inibitori del 
checkpoint immunitario si è dimostrata 
altamente efficace nel trattamento di 
diverse forme di cancro (melanoma, lin-
foma di Hodgkin, polmone, rene e ve-
scica). Tuttavia, analogamente ad altre 
terapie antitumorali, la risposta presen-
ta un’ampia variabilità interindividuale. 
Una spiegazione di ciò sembra riscon-
trarsi nell’interazione del microbioma in-
testinale con il sistema immunitario. 
Secondo recenti studi, il microbioma 
intestinale, può influenzare la risposta 
ad anticorpi monoclonali anti-PD1 (nivo-

lumab) e anti-PDL1 (pembrolizumab) in 
diverse forme di cancro 3 4. In partico-
lare, una disbiosi intestinale (dovuta a 
terapia antibiotica) comporta una gene-
rale riduzione nella risposta terapeutica 
e, di conseguenza, una minor sopravvi-
venza libera da progressione di malattia 
oltre a una minor sopravvivenza totale. 
Tra i soggetti “responder” si è registrata 
una maggior biodiversità, con marca-
ta espressione dei generi Akkermansia 
muciniphila, Clostridiales, Ruminococ-
caceae e Faecalibacterium. L’elevata 
presenza di Bacteroidales sembra inve-
ce correlarsi a una minor sopravvivenza 

libera da progressione nei soggetti “non 
responder”. Prove in vivo di trasposizio-
ne per via orale di microbiota fecale in 
topi germ-free (privi di un proprio micro-
biota intestinale) hanno poi confermato 
i dati clinici, con la presenza di una ri-
sposta terapeutica superiore nell’anima-
le che aveva ricevuto microbiota fecale 
da soggetti rispondenti. 
Questi risultati rappresentano un’affa-
scinante ipotesi di possibilità di miglio-
ramento delle risposte a farmaci immu-
no-oncologici attraverso il trapianto di 
microbiota intestinale in soggetti non 
responsivi. 

Effetti locali/gastrointestinali e sistemici del microbiota sul processo di tumorigenesi (da Bhatt et al., 2017, mod) 1.

FIGURA 1.

Lume

Batteri commensali

Patogenicità

Batteri patogeni

Oncometaboliti

Linfociti C

Macrofagi

Proinfiammatorio Antinfiammatorio

Circolazione

Cellule dendritiche

Metaboliti tumore-soppressivi

Batteri commensali/simbiotici

Epitelio 
intestinale

Lamina 
propria

Linfociti B

Effetti locali/gastrointestinali 
sfavorevoli

Effetti distali/sistemiciEffetti locali/gastrointestinali 
benefici



4 MICROBIOMA MICROBIOTA • Ricerca & Clinica 1/2018

Non inaspettatamente anche i tratta-
menti chemioterapici, benché non sia 
chiara la ricaduta in termini prognostici, 
comportano alterazioni della composi-
zione microbica. Inoltre, studi condotti 
sull’animale dimostrano come la compo-
sizione specifica del microbiota possa 
influenzare la risposta antitumorale di 
una varietà di chemioterapici di comu-
ne impiego. Infatti, in topi germ-free o 
trattati con terapia antibiotica, gli effetti 
dell’oxaliplatino risultano ridotti per una 
minor produzione intratumorale di spe-
cie reattive dell’ossigeno e conseguente 
ridotto danneggiamento del DNA 5. An-
che gli effetti antitumorali della ciclofo-
sfamide risultano mediati dal microbiota. 
La presenza delle due specie batteriche 
Enterococcus hirae (Gram +) e Barnesiel-
la intestinihominis (Gram -), commensali 
rispettivamente a livello dell’intestino te-
nue e del colon, è predittiva di una mag-
gior sopravvivenza libera da progressio-
ne di malattia nei pazienti con tumore 
ovarico e polmonare in stadio avanzato, 

trattati con ciclofosfamide 6. Cocktail di 
alcuni di questi batteri o loro specifici 
metaboliti/prodotti immunomodulatori 
potrebbero essere utilizzati come terapia 
adiuvante per migliorare l’efficacia dei 
chemioterapici in uso. 

CONCLUSIONI
Attraverso il consumo di una dieta varia, 
ricca di fibre e probiotici (ad es. yogurt, 
latte fermentato), oltre al minor consumo 
di carni rosse, è possibile ridurre il ri-
schio di cancro grazie al mantenimento 
dell’eubiosi o quanto meno di una com-
posizione ottimale del microbiota, con-
siderando i dimostrati effetti metabolici 
e regolatori sulla funzione immunitaria.
Inoltre, in un contesto di medicina di 
precisione, finalizzata all’ottimizzazione 
dei trattamenti sulla base di variabili in-
dividuali genetiche e ambientali, appa-
re sempre più evidente l’imprescindibili-
tà dalla valutazione della composizione 
del microbiota, in un futuro che non sem-
bra oramai così lontano. 
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Nonostante il trapianto del microbiota fe-
cale (TMF) sia praticato da oltre 50 anni, 
il suo studio sistematico e il suo impiego 
clinico sono cresciuti soprattutto negli ul-
timi anni, a seguito dell’aumento espo-
nenziale dell’interesse verso il microbiota 
e il suo ruolo nella salute umana. Molti 
aspetti della metodologia del TMF sono in 
realtà ancora oggetto di dibattito (i criteri 
di scelta del donatore, l’uso di materiale 
fecale fresco o congelato, la via di som-
ministrazione ottimale); il TMF può essere 
tuttavia già considerato un intervento di 
natura terapeutica in grado di controllare 
specifiche condizioni patologiche e le sue 
possibili indicazioni sono in aumento.
Il lavoro scientifico che contribuì forse a 
“sdoganare” la tecnica, uscito sull’autore-
vole New England Journal of Medicine 1, 
esaminò il ruolo del TMF in pazienti por-
tatori di un’infezione cronica, non sensi-
bile alla terapia antibiotica classica, da 
Clostridium difficile. Condotto secondo un 
rigoroso protocollo controllato, lo studio 
documentò un vantaggio altamente signi-
ficativo del TMF rispetto al trattamento an-
tibiotico combinato di riferimento. Questo 
risultato è stato successivamente replicato 
in molti altri studi, fino a diventare uno 
degli interventi di riferimento nei pazienti 
con questa patologia: oltre l’85% degli 
studi sul TMF pubblicati a oggi riguarda 
il controllo delle infezioni ricorrenti da 
Clostridium difficile, con una percentuale 
di successi, secondo un recente lavoro, 
compresa tra il 90 e il 98% dei pazienti 
trattati 2.
Un altro ambito esplorato mediante inter-
venti di TMF sono le patologie infiammato-
rie intestinali. Si tratta di malattie frequenti 
nel mondo occidentale, che comportano 
una significativa riduzione della qualità 
della vita, caratterizzate da un’infiamma-
zione cronica che colpisce prevalente-
mente il tenue (morbo di Crohn) oppure il 
colon-retto (colite ulcerosa). 
Numerosi studi hanno documentato da un 
lato alterazioni caratteristiche del microbio-

ta di questi pazienti (con riduzione sia dei 
Firmicutes e sia dei Bacteroidetes, e au-
mento invece di Proteus, Escherichia coli, 
Acinetobacter ecc.) 3; in un modello spe-
rimentale murino portatore di una variante 
del gene NOD2, che aumenta il rischio di 
incorrere in questa patologie 4, si osserva-
no inoltre simili anomalie del microbiota: 
un riscontro che ne sottolinea il possibile 
ruolo causale o concausale. L’effetto del 
TMF in pazienti portatori di queste pato-
logie è di grande interesse potenziale, ma 
è tuttora oggetto di dibattito e di studio. 
Una remissione significativa dei sintomi si 
osserva, nei vari studi pubblicati, tra il 25 
e l’85% dei casi trattati, ma il follow-up è 
talora breve (anche di soli 30 gg) 5. La 
risposta clinica sembra sostanzialmente 
analoga nei pazienti con morbo di Crohn 
o colite ulcerosa (anche se la CU è stata 

più studiata). La risposta clinica sembra mi-
gliore nei soggetti con durata relativamente 
breve della patologia (meno di un anno), 
e in coloro nei quali il microbiota, dopo il 
trapianto, era più simile a quello del do-
natore (e soprattutto caratterizzato da una 
maggiore ricchezza di specie differenti). 
Risultati preliminari positivi sono stati osser-
vati anche nei pazienti con sindrome del 
colon irritabile (IBS), con controllo della 
sintomatologia dolorosa e una normalizza-
zione del numero delle evacuazioni ripor-
tati da una percentuale dei soggetti trattati 
comprese tra il 30 e il 70% 6.
Un terzo ambito potenziale di appli-
cazione del trapianto di microbiota è 
rappresentato dal sovrappeso grave e 
dall’obesità. I dati sperimentali al propo-
sito sono numerosi e convincenti, mentre 
i dati nell’uomo sono per ora solo prelimi-
nari. In un recente lavoro, campioni del 
microbiota fecale dei due membri di una 
coppia gemellare discordante per il peso 
(uno dei soggetti era normopeso, l’altro 
obeso), sono stati trasferiti sperimental-
mente a topi di laboratorio; gli autori 
hanno osservato che i topi infusi con il 
microbiota del gemello obeso andavano 
incontro, a differenza dei topi inoculati 

TRAPIANTO DI MICROBIOTA
Andrea Poli
Nutrition Foundation of Italy, Milano

Percentuale di guarigione senza ricadute da un’infezione recidivante da Clostridium difficile dopo trapianto di microbiota fecale 
(da van Nood et al., 2013, mod.) 1.
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con il microbiota del gemello normope-
so, a un rapido incremento ponderale, 
nonostante a tutti gli animali venisse som-
ministrata una dieta ipocalorica e a ele-
vato contenuto in fibra 7. 
In uno studio controllato, condotto su sog-
getti con sovrappeso e resistenza insulini-
ca, il trapianto di microbiota da persone 
normopeso (ma non l’autotrapianto feca-
le), ha indotto un miglioramento della re-
sistenza insulinica, e un incremento della 
varietà di specie 8.
Sul piano concettuale il TMF, pur in ge-
nere ben tollerato (si osservano solamen-
te, in alcuni pazienti, dolori addominali 
aspecifici e transitori) è tuttora – come si 
ricordava – in fase di ottimizzazione. I 
criteri di scelta del donatore sono anco-
ra, per esempio, incompletamente defi-
niti. Anche la metodica di trasferimento 
va valutata con attenzione; in alcuni studi 
il materiale fecale è stato trasferito me-
diante enteroclisma, riabitando di fatto 
soltanto il colon del ricevente, ma non 
i tratti a monte, per la presenza della 
valvola ileo-cecale in genere continente. 
Altri autori hanno somministrato invece il 
materiale per sondino naso gastrico, o 
per bocca, in capsule gastro resistenti, 
probabilmente più efficaci nel colonizza-
re l’intero tratto digerente. Recenti studi 
comparativi hanno confrontato la sommi-
nistrazione per bocca e quella per ente-

roclisma, senza peraltro rilevare differen-
ze significative 9.
Va comunque sottolineato che il TMF 
comporta il trasferimento soltanto di al-
cuni ceppi del microbiota del donato-
re al ricevente: gli anaerobi obbligati, 
largamente rappresentati specie nel co-
lon, sono infatti estremamente sensibili 
all’ossigeno atmosferico, e la semplice 
estrazione o espulsione del materiale 
fecale dall’intestino ne comporta la ra-
pida inattivazione. Si trasferisce inoltre, 
altro aspetto da non trascurare, anche 
la componente virale e micotica del mi-
crobiota, il cui ruolo è a tutt’oggi prati-
camente sconosciuto.
Il TMF, in conclusione, rappresenta la lo-
gica conseguenza dello sviluppo delle 
conoscenze sul ruolo del microbiota nella 
fisiologia dell’organismo umano. È ne-
cessario tuttavia affrontare questa tecnica 
– apparentemente banale – consci della 
sua complessità concettuale, su indicazio-
ne medica e nei soli ambiti nei quali studi 
di buona qualità ne abbiano confermato 
gli effetti favorevoli.
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Lo studio del microbiota in gravidan-
za si sta imponendo principalmente per 
due motivi: innanzitutto i cambiamenti a 
carico del sistema immunitario e del me-
tabolismo che avvengono in gravidanza 
potrebbero essere mediati da alterazioni 
nella composizione del microbiota. In se-
condo luogo il microbiota materno potreb-
be influenzare il sistema immune del feto 
prima e del nascituro poi, influenzandone 
la salute futura. 
Nel corso di una gravidanza fisiologica 
il corpo della donna va incontro a modifi-
cazioni ormonali, metaboliche e immuno-
logiche 1 2. Nel primo periodo di gesta-
zione aumenta il grasso corporeo mentre 
successivamente si riduce la sensibilità 
all’insulina  3. Parallelamente nel corpo 
femminile si genera uno stato infiamma-
torio, come si evince dall’incremento dei 
livelli di TNF-alfa e IL-6 4. Questi cambia-
menti, in altre condizioni potenzialmente 
nocivi per l’organismo, sono necessari in 
gravidanza per supportare adeguatamen-
te la crescita fetale e preparare il corpo 
della madre alle richieste energetiche 
dell’allattamento 5. 
Nel primo studio che esaminò la composi-
zione del microbiota gravidico nell’uomo 
fu riscontrato, dal primo al terzo trimestre 
di gravidanza, un aumento dei batteri del 
phylum Firmicutes, caratterizzati dalla ca-
pacità di metabolizzare la mucina al fine 
di ricavare maggiori quote di energia 6. 
L’aumento relativo di questa popolazione 
batterica determina un’aumentata capaci-
tà dell’intestino della donna gravida a ri-
cavare energia indipendentemente da un 
apporto dietetico adeguato. Per contro, 
la mucina è un proteoglicano viscoso che 
costituisce al mantenimento della barriera 
mucosa del tratto gastrointestinale; una 
sua dissoluzione legata alla prevalenza 
di batteri che la degradano conduce a 
una maggiore permeabilità intestinale – il 
cosiddetto “leaky gut” – con conseguente 
attivazione proinfiammatoria. Uno studio 
successivo ha dimostrato come con la 

progressione della gravidanza si assi-
sta all’incremento dei batteri dei phyla 
Proteobacteria e Actinobacteria, più fre-
quentemente patogeni e già associati a 
dismetabolismi e diabete. Parallelamente 
si osservava la riduzione di specie bat-
teriche quali Faecalibacterium e Rosebu-
ria, considerati benefici perché produttori 
di butirrato con effetti antiinfiammatori  7. 
Con il procedere della gravidanza si 
verifica pertanto una disbiosi, con mag-
giore permeabilità della parete epiteliale 
intestinale e diffusione di metaboliti proin-
fiammatori a livello sistemico. La reazione 
infiammatoria che ne deriva, con l’aumen-
to di citochine quali TNF-alfa, IL-2 e IL-6 
contribuirebbe a sua volta a determinare 
quell’insulino-resistenza e accumulo di tes-
suto adiposo necessari alle richieste fetali 
e del postpartum 8 9. Dopo la nascita il 
microbiota materno rimane stabile fino al 
primo mese post-partum, permettendo di 
estrarre più energia dagli alimenti e far 
fronte alle esigenze energetiche della lat-
tazione 7 10. 
Il cambiamento nella composizione del 
microbiota in gravidanza, che favorisce 
l’aumento di tessuto adiposo, una ridotta 
sensibilità all’insulina e uno stato proin-
fiammatorio, spiega altresì l’aumento del 
rischio di diabete gestazionale, che può 
a sua volta determinare complicanze gra-
vidiche quali pre-eclampsia e infezioni 11 
e complicanze neonatali quali malforma-
zioni e macrosomia 12. 
Nel tentativo di trattare il diabete gesta-
zionale, alcuni ricercatori hanno provato 
a modificare la composizione del micro-
biota di madri affette attraverso l’uso di 
probiotici. In particolare è stata studiata 
la supplementazione di probiotici in gra-
do di produrre acidi grassi a catena corta 
(SCFA), che agirebbero sia aumentando 
la sensibilità all’insulina sia migliorando 
la tenuta delle giunzioni strette a livello 
dell’epitelio intestinale, riducendone la 
permeabilità e conseguentemente l’infiam-
mazione 13. Alcuni studi controllati con 

placebo hanno effettivamente dimostra-
to gli effetti benefici di alcuni probiotici 
in termini di riduzione della glicemia e 
dell’emoglobina glicata. Tre studi condotti 
in Iran su un totale di 206 donne hanno 
dimostrato la maggiore efficacia di misce-
le di Lactobacilli e Bifidobacteria rispetto 
a placebo nel ridurre i livelli di glicemia e 
nel migliorare la sensibilità all’insulina 14-
16. Infine, è recentemente stato pubblicato 
il primo studio controllato con placebo, 
che ha dimostrato l’efficacia di un pro-
biotico nel prevenire l’esordio di diabete 
gestazionale: lo studio ha dimostrato che 
le donne cui veniva somministrato Lacto-
bacillus Rhamnosus nella 14-16 settimana 
di gravidanza avevano un’incidenza di 
diabete gestazionale dell’8,2% rispetto al 
13,8% delle donne cui era stato sommini-
strato placebo. L’effetto appariva ancora 
più significativo nelle gravide con età su-
periore ai 35 anni 17. 
Oltre a giocare un ruolo nella salute ma-
terna, le modificazioni del microbiota in 
gravidanza potrebbero avere un impatto 
anche sulla salute del bambino, che viene 
colonizzato dal microbiota materno sia 
durante la vita intrauterina sia alla nascita 
e attraverso l’allattamento al seno. 
In particolare, l’assetto del microbiota 
materno nel terzo trimestre di gravidanza, 
associato alla descritta disbiosi, allo stato 
proinfiammatorio e all’aumento di peso, 
ha fatto ipotizzare che il metabolismo e 
il sistema immunitario del bambino possa 
essere negativamente influenzato, deter-
minando in seguito un aumento del rischio 
di obesità infantile, specie nei nati da ma-
dre con diabete gestazionale o obesità. 
In effetti, uno studio canadese compiuto 
su una coorte di 926 neonati seguiti fino 
ai 3 anni di vita ha messo in evidenza 
come la relazione fra sovrappeso o obe-
sità nella madre e nei figli a 1 e 3 anni 
di età fosse mediata da un’abbondanza 
di batteri della famiglia Lachnospiraceae 
presenti nel bambino già poco dopo la 
nascita  18. Altri studi tuttavia non hanno 
messo in luce un’associazione fra obesità 
materna e variazioni del microbiota infan-
tile: lo studio già descritto che ha messo 
in luce il cambiamento del microbiota dal 
primo al terzo trimestre di gravidanza, 
analizzando quello dei neonati dopo il 
primo mese di vita ha riscontrato una so-
miglianza con il microbiota materno del 
primo trimestre, come se il microbiota del 
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terzo trimestre avesse subito una selezio-
ne negativa nel neonato 7. In un altro stu-
dio, la variazione del microbiota materno 
evidenziata nelle gravide obese o con 
eccessivo aumento di peso gestazionale 
non si traduceva in variazioni della com-
posizione del microbiota del bambino nei 
primi due anni di vita  19. Sono pertanto 
necessari ulteriori studi sull’argomento che 
tengano conto di altre variabili fra le quali 
il tipo di parto. 
Infine, è plausibile che il microbiota mater-
no possa influenzare anche il comporta-
mento e, probabilmente, il rischio futuro di 
disturbi psichiatrici nel bambino. Benché 
al momento attuale non vi siano studi che 
abbiano indagato tale ipotesi nell’uomo, 
due studi su modelli animali forniscono 
spunti interessanti. In un primo studio, fem-
mine di topo gravide venivano trattate con 
antibiotici non assorbibili, che portavano 
unicamente a deplezione del microbiota 
intestinale. I topi nati dalle madri tratta-
te dalla terapia antibiotica mostravano 
alla nascita una riduzione della locomo-
zione e delle attività esplorative rispetto 
ai nati da madri non trattate. Gli autori 
ipotizzavano che la terapia antibiotica, 
impedendo la colonizzazione intestinale 
da parte del microbiota materno, possa 
indurre alterazioni del neurosviluppo 20. 
In uno studio successivo, nelle femmine di 
topo trattate con antibiotici per eliminare 
il microbiota fu trapiantato microbiota ori-
ginato da dieta a basso o alto contenuto 
calorico. Le femmine di topo furono suc-
cessivamente accoppiate e rese gravide 
e fu analizzato il comportamento della 
prole. Lo studio dimostrò la presenza di 
comportamenti compulsivi e di tipo ansio-
so nei topi nati da madri colonizzate con 
il microbiota da dieta ad alto contenuto 
calorico, determinando per la prima volta 
come il microbiota il gravidanza possa 
determinare alterazioni comportamentali 
assimilabili a quelle osservate nei distur-
bi psichiatrici 21. Il prossimo passo sarà 
valutare anche nell’uomo la relazione fra 
microbiota materno e comportamento o 
psicopatologia della prole. 
In conclusione il microbiota materno si 
modifica durante la gravidanza, con 
effetti diretti sull’assetto immunologico e 

metabolico della donna gravida e un 
aumento dei rischi correlati. Studi futuri 
dovranno verificare in quali casi e con 
quali modalità intervenire sul microbiota 
delle gravide a rischio al fine di limitare 
la morbidità materna e influenzare positi-
vamente la salute del bambino, nel breve 
e lungo termine. 
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Nei Paesi sviluppati la malattia renale 
cronica (MRC) sta raggiungendo dimen-
sioni epidemiche, con una prevalenza 
tra 8 e 15% della popolazione. L’invec-
chiamento, e i cambiamenti nella dieta e 
nello stile di vita accelerano la senescen-
za del rene. Le fibre, i vegetali e la frutta 
che costituivano la nostra alimentazione 
sono stati sostituiti progressivamente da 
grassi e zuccheri, mentre è aumentato 
l’introito di sale e fosfati nei cibi conser-
vati e nei “fast food”. Queste modifiche 
nutrizionali hanno portato a un aumento 
del nostro peso corporeo (il nostro indi-
ce di massa corporea è aumentato in 
media da 21,7 nel 1975 a 24,6 nel 
2014)  1, e all’aumento di insulino-resi-
stenza, diabete e ipertensione, tutti fat-
tori che accelerano l’invecchiamento del 
rene e inducono MRC. 
Le persone affette da MRC vanno in-
contro progressivamente a complicanze 
come anemia, alterazioni endocrine, 
calcificazioni vascolari, acidosi, infiam-
mazione, malnutrizione e cachessia che 
diminuiscono la qualità e l’aspettativa di 
vita. La progressiva riduzione dell’elimi-
nazione renale di sodio e fosfati e l’ac-
cumulo progressivo di acidi e di tossine 
uremiche è in parte responsabile delle 
complicanze della MRC. La recente sco-
perta del ruolo del microbiota intestinale 
ha aperto nuovi orizzonti clinici e di ricer-
ca sulla progressione di malattia renale 
e sulle sue complicanze. Da un lato, la 
MRC è di per sé causa di disbiosi intesti-
nale, d’altro lato, le restrizioni dietetiche 
a cui sottoponiamo i nostri pazienti a loro 
volta possono alterare il microbiota. Vi è 
inoltre evidenza che alcune terapie che 
prevedono l’uso di probiotici, prebiotici 
e sinbiotici possano avere un ruolo nella 
cura della disbiosi associata a MRC e 
possono essere efficaci nella sua preven-
zione e trattamento. 

LA MALATTIA RENALE CRONICA CAUSA 
DISBIOSI INTESTINALE
Per mantenere l’omeostasi corporea il 
rene rimuove sostanze e composti tossici 
che provengono dal metabolismo cel-
lulare o dalla dieta. In corso di MRC, 
prodotti finali del metabolismo come 
urea, acido urico e ossalati aumentano 
in circolo, ma sono in parte eliminati dal 
colon. 
Questa risposta compensatoria porta a 
gravi conseguenze per l’ambiente intesti-
nale: ad esempio aumenta l’afflusso di 
urea nel lume intestinale, dove i batteri 
che producono ureasi la idrolizzano in 
ammoniaca e idrossido di ammonio, 
aumentando di conseguenza il pH inte-
stinale e promuovendo l’irritazione delle 
mucose e alterazioni strutturali della bar-
riera intestinale. Tali alterazioni fisiologi-
che sono associate alla disbiosi, alla tra-
slocazione batterica e all’endotossemia, 
inducendo infiammazione 2. 
A questo dato fa anche riscontro che il 
numero dei batteri che convertono le fi-
bre in acidi grassi a catena corta (SCFA), 
composti con effetti favorevoli sulla pare-
te intestinale, è ridotto 3. 
A contribuire alla disbiosi nella MRC 
giocano anche un ruolo le restrizioni 
dietetiche. Spesso riduciamo nella dieta 
frutta e vegetali per evitare l’iperpotas-
siemia e somministriamo resine con ef-
fetto chelante del fosforo per prevenire 
l’iperfosforemia. 
Dati recenti suggeriscono che nella MRC 
vi sia un rapporto tra dieta povera di 
fibre e rapida progressione dell’insuf-
ficienza renale e che un alto consumo 
di fibre sia invece associato a un minor 
stato infiammatorio e minore mortalità 4. 
È anche importante il riconoscimento che 
un elevato consumo di fibre è associato 
a un rischio significativamente più basso 
di carcinoma renale 5. 

MICROBIOTA NELLA MALATTIA RENALE 
CRONICA: IL RISCHIO CHE ALCUNI 
NUTRIENTI POSSANO TRASFORMARSI 
IN TOSSINE 
Nella MRC, l’accumulo di tossine è as-
sociato a un aumentato rischio di morte. 
Alcune tossine uremiche vengono ingeri-
te con la dieta, come il fosfato. Altre de-
rivano dall’elaborazione dei nutrienti da 
parte del microbiota intestinale, che può 
produrre tossine o loro precursori. Que-
sti nutrienti includono l-carnitina, colina/
fosfatidilcolina, triptofano e tirosina, che 
normalmente sono utilizzati tra gli inte-
gratori alimentari 6. Quindi, è importan-
te ricordare che l’apporto eccessivo di 
queste sostanze potrebbe portare a ef-
fetti tossici nella malattia renale cronica. 
Inoltre, alcuni dei componenti alimentari 
possono modificare il microbiota inte-
stinale, aumentando la popolazione di 
batteri che li processano, producendo 
a loro volta tossine uremiche, quali tri-
metilammina N-ossido (TMAO), p-cresil 
solfato, indossil solfato e indolo-3 acido 
acetico 6. 

UN ALTERATO MICROBIOTA  
PUÒ CONTRIBUIRE A INFIAMMAZIONE  
E CACHESSIA NELLA MALATTIA 
RENALE CRONICA
Malnutrizione e cachessia sono compli-
canze frequenti della MRC, specie se 
in stadio avanzato. Mentre la malnutri-
zione è considerata una conseguenza 
reversibile di un ridotto apporto di nu-
trienti, la cachessia è considerata un 
processo di attivazione dei meccanismi 
di proteolisi su cui è difficile interveni-
re. L’ipotesi emergente è che l’immunità 
innata svolga un ruolo primario nello 
sviluppo e progressione della cachessia 
uremica 7, in analogia con la cachessia 
neoplastica e la cachessia cardiaca. È 
noto da tempo che livelli di citochine 
proinfiammatorie (IL-6 e TNF-α) circolan-
ti sono aumentati nel sangue di pazien-
ti con MRC e che si associano con la 
perdita di massa magra  8. Più recente-
mente, è stata osservata un’alterata re-
golazione di diversi geni associati con 
l’infiammazione nel muscolo di pazienti 
con CKD  9. Citochine proinfiammato-
rie, come TNF-α e IL-6, possono avere 
di per sé effetti catabolici sulle proteine 
dei muscoli scheletrici. È stato ipotizzato 
che l’uremia alteri la crescita della flora 
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e la permeabilità intestinale, aumentan-
do la produzione enterobatterica e la 
traslocazione di endotossine nella cir-
colazione sistemica (Fig. 1). Una volta 
che le endotossine hanno attraversato la 
barriera intestinale, possono raggiunge-
re il muscolo per essere riconosciuti dai 
recettori di riconoscimento, come i re-
cettori toll-like (TLR) che attivano le rispo-
ste locali immunitarie  9. Con lo stesso 
meccanismo, la comparsa di endotossi-
ne in circolo potrebbe prevenire la pro-
gressione di MRC. In uno studio pilota, 
l’assunzione giornaliera di una formula-
zione probiotica contenente un mix di 
Lactobacillus acidophilus, Bifidobacte-
rium longum e i termofili dello strepto-
cocco hanno mostrato una significativa 
riduzione dei livelli di azoto ureico nel 

sangue senza effetti avversi nei pazienti 
con MRC 10. Avere come obiettivo la 
disbiosi intestinale potrebbe rivelarsi 
una nuova modalità terapeutica per pre-
venire/correggere l’infiammazione, la 
progressione di malattia e le profonde 
conseguenze cataboliche della MRC.

PROSPETTIVE
La comprensione delle funzioni fisiologi-
che del microbioma intestinale e le con-
seguenze della sua disbiosi hanno spinto 
a ricercare vari modi per ristabilire la 
simbiosi. Il potenziale effetto benefico di 
probiotici, prebiotici e simbiotici (co-som-
ministrazione di pro- e prebiotici) sembra 
essere un’alternativa promettente per 
controllare la progressione della MRC 
e per trattare alcune delle sue compli-

canze. L’idea che la terapia nutrizionale 
della MRC debba essere ridisegnata e 
includere come obiettivo la plasticità del 
microbiota in risposta alla dieta è nuova 
e promettente. 
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INTRODUZIONE 
Gli esseri umani non sono entità autono-
me. Viviamo in un ambiente complesso, 
interagendo non solo con i nostri pari ma 
anche con gli ecosistemi microbici che 
vivono su e soprattutto dentro di noi, in 
particolar modo nell’intestino. Questa 
collettività di microrganismi, il microbiota 
intestinale, contribuisce in modo signifi-
cativo al nostro metabolismo e al mante-
nimento dell’omeostasi trasformando car-
boidrati complessi in zuccheri semplici e 
in acidi grassi a catena corta, influenza il 
nostro sistema immunitario limitando o fa-
vorendo la crescita di determinati micror-
ganismi e modula la permeabilità intesti-
nale, permettendo o meno il passaggio 
nel sangue di fattori, come le citochine, 
predisponenti lo stato infiammatorio.
Il crescente interesse della comunità scien-
tifica nello studio del microbiota è pertan-
to dovuto non solo alla sua correlazione 
con la patogenesi di alcune malattie 
autoimmuni, allergiche, metaboliche, on-
cologiche e infettive, ma anche alla sua 
associazione con l’insorgenza dello stato 
infiammatorio sistemico cronico, inflam-
mageing che, attraverso una maggiore 
concentrazione nel sangue di alcuni me-
diatori pro infiammatori, si ritiene possa 
favorire lo sviluppo di patologie tipiche 
dell’invecchiamento.
Per tali ragioni negli ultimi anni sono 
state sviluppate diverse metodiche per 
caratterizzare e monitorare la compo-
sizione del microbiota intestinale, al 
fine di evidenziare un eventuale stato 
di squilibrio dello stesso, definito come 
“disbiosi”, e poter riconoscere le con-
nessioni esistenti fra la composizione 
della flora intestinale e la patogenesi di 
alcune malattie 1.

IL MICROBIOTA E LA DISBIOSI 
Per definire uno stato di disbiosi è neces-
sario, attraverso l’analisi di un campione 
fecale, definire la composizione del mi-
crobiota, sia classificando i batteri presen-
ti, sia stimandone la concentrazione.
Si parla di disbiosi quando il microbiota 
presenta: 
•	 significativa riduzione di batteri sim-

biotici;
•	 significativo aumento di batteri pato-

bionti;
•	 scarsa eterogeneità e polimorfismo 2. 
Poiché però, come è ovvio, la compo-

sizione del microbiota è influenzata da 
molti fattori interni ed esterni (genetica, 
ambiente, stile di vita, alimentazione, as-
sunzione di farmaci, stato di salute, ecc.) 
la sua analisi in laboratorio non può pre-
scindere da una attenta raccolta e valu-
tazione dei dati anamnestici e clinici dei 
soggetti indagati (Fig 1).
Inoltre, per definire uno stato di disbiosi 
(cioè di “anormalità”) è necessario avere 
un dato di confronto che rappresenti la 
composizione “normale” del microbiota 
nella popolazione sana di riferimento, 
cioè avvezza ad abitudini, in particolare 
alimentari, quantomeno simili al campio-
ne di pazienti in esame.
Sino a poco tempo fa i test di laboratorio 
utilizzati per indagare la disbiosi erano in 
grado di evidenziare uno stato di squili-
brio senza però poter classificare il micro-
biota oppure potevano solo isolare alcuni 
microrganismi ritenuti patobionti. Le meto-
diche di indagine attualmente disponibili, 
basate sulla biologia molecolare, consen-
tono una rilevazione molto più precisa 
delle comunità microbiche componenti la 
flora intestinale e quindi permettono di ti-
pizzare e quindi profilare il microbiota 3 4. 

ABC DELLA DIAGNOSTICA:  
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PER LA VALUTAZIONE DI DISBIOSI 
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L’analisi del microbiota tra clinica e diagnostica.

FIGURA 1.
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LA TIPIZZAZIONE DEL MICROBIOTA 
Attualmente la tecnica di tipizzazione del 
microbiota maggiormente impiegata si 
basa sul sequenziamento, dopo amplifi-
cazione in PCR, di geni che siano mar-
catori filogenetici: in particolare viene 
tipizzato il gene rRNA 16S, che codifica 
la subunità minore del ribosoma batteri-
co, evolutivamente ben conservato e che 
quindi rappresenta un ottimo marcatore. 
Questo approccio è detto metagenomica 
e permette di determinare in dettaglio le 
specie presenti nel microbiota in esame e 
la loro concentrazione 3 5. 

LE TECNICHE DI TIPIZZAZIONE 
La tecnica di elezione per analisi di me-
tagenomica è il Next Generation Sequen-
cing (NGS) che, attraverso l’arricchimento 
clonale, offre un elevatissimo throughput 
(cioè quantità di dati trasmessi per unità 
di tempo) processando contemporanea-
mente anche campioni di soggetti diversi.
La quasi totalità dei kit NGS per la tipiz-
zazione del microbiota utilizza primers 
specifici che riconoscono la sequenza di 
alcune delle 9 regioni variabili del gene 
rRNA 16S, lungo circa 1500 paia di 
basi (Fig. 2). Queste sequenze vengono 
poi analizzate dallo strumento di NGS 
attraverso circa 20 milioni di reads (lettu-
re di sequenze). A differenza dell’analisi 
di grandi genomi a sequenza nota come 
quello umano, nell’analisi metagenomica 
del microbiota, le reads rappresentano un 
pool derivante da un insieme eterogeneo 
di ceppi batterici con una grande quanti-
tà di diversi genomi mescolati insieme 5-7. 
Pertanto l’analisi dei risultati va eseguita 
attraverso software e algoritmi bioinforma-
tici specifici in grado di garantire l’attribu-
zione corretta della sequenza e ricreare 
così un albero tassonomico, che riporti la 
specie e la sua concentrazione (Fig. 3). 
Oltre all’NGS è di recente applicazione 
un nuovo test basato sull’utilizzo di oli-
gonucleotidi fluorescenti specificatamen-
te complementari alle zone variabili del 
gene rRNA16S; le sonde che si legano 
alla sequenza in esame emettono un 
segnale luminoso rilevabile da citofluori-
metri, permettendo il riconoscimento sia 
qualitativo che quantitativo delle specie 
batteriche presenti. 
Comunque si esegua l’analisi, al fine di 
fornire una corretta valutazione di disbio-
si, è però indispensabile confrontare il 

risultato ottenuto con un valore standard 
rilevato in una popolazione sana, cam-
pionata e possibilmente rappresentativa 
dei soggetti in esame.

CONCLUSIONI 
È di grande attualità lo studio del microbiota 
finalizzato alla valutazione di disbiosi, ma 
le conoscenze necessarie per applicare 
in maniera corretta le tecniche e l’analisi 
bioinformatica disponibili per la sua tipiz-
zazione non solo richiedono un continuo 
aggiornamento poiché in rapida, costante 
evoluzione, ma necessitano di uno stretto 
collegamento fra laboratorio di diagnostica 
e clinico. È pertanto molto importante sia 
affidarsi a centri altamente specializzati in 
analisi e interpretazione di profili metageno-
mici, sia ricordare che i dati ottenuti dalla ti-
pizzazione del microbiota non possono mai 
essere valutati indipendentemente dai dati 
clinici e nutrizionali dei soggetti in esame.
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… IL LABORATORIO
L’analisi del microbiota intestinale avviene 
partendo dal prelievo di un campione fe-
cale. La raccolta può avvenire secondo 
varie modalità, in ogni caso deve essere 
evitato il contatto con altre fonti di con-
taminazione batterica e con altri liquidi 
come le urine. Tre sono i principi da se-
guire nella gestione del campione fecale: 
1)	 evitare di congelare/scongelare ripe-

tutamente il campione in quanto può 
provocare la degradazione degli aci-
di nucleici;

2)	 evitare le fluttuazioni di temperatura 
che possono essere fonte di stress per 
le popolazioni batteriche e quindi im-
poverire il risultato dell’analisi finale; 

3)	 accorciare il più possibile il periodo di 
tempo che intercorre tra la raccolta del 
campione e la sua analisi, per garan-
tire che il risultato rappresenti al mas-
simo la composizione del campione 
originale evitando eventuali crescite di 
un ceppo batterico rispetto all’altro.

Altra fase cruciale della preparazione del 
campione è l’estrazione degli acidi nu-
cleici, che deve avvenire mediante tecni-
che che assicurino: 
a)	 ricchezza e abbondanza del DNA 

estratto; 
b)	 ottima qualità; 
c)	 riproducibilità del risultato; 
d)	 stabilità nel tempo. 

Data la natura batterica del campione da 
cui vengono estratti gli acidi nucleici, è 
sostanziale che il kit usato preveda una 
fase di rottura delle membrane batteriche 
mediante lisi meccanica.
Il primo metodo di sequenziamento del 
genoma batterico è stato definito oltre 
vent’anni fa 1 come sequenziamento Shot-

gun, in cui il DNA batterico, dopo essere 
stato sottoposto a frammentazione casua-
le mediante enzimi di restrizione, viene 
clonato all’interno di plasmidi e questi 
ultimi inseriti all’interno del genoma di 
E. coli. La regione clonata è amplificata 
impiegando primers di PCR (Polymerase 
Chain Reaction) che includono un di-de-
ossiribonucleotide fluorescente. Mediante 
rilevatori a laser è possibile rilevare la 
presenza dei fluorocromi e ricostruire la 
sequenza di basi del DNA. 
Attualmente la tecnica di elezione per le 
analisi del DNA batterico è il Next Ge-
neration Sequencing (NGS) che rispetto 
alla tecnica precedente permette l’arric-
chimento clonale e la preparazione della 
“libreria genomica”; grazie all’uso dei co-
siddetti “indici”, brevi sequenze oligonu-
cleotidiche dei campioni stessi, è possibi-
le amplificare e processare più campioni 
contemporaneamente. La quasi totalità 
dei kit di analisi mediante NGS per l’a-
nalisi della composizione del microbiota 
è basata sul riconoscimento mediante pri-
mers di zone specifiche del gene respon-
sabile della subunità 16S ribosomale, che 
è lungo approssimativamente 1500 bp e 
che contiene nove regioni variabili (V1-
V9) inframmezzata da 10 regione fisse. 
Le regioni variabili della subunità 16S 
ribosomale sono spesso impiegate nella 
classificazione filogenetica di genere e 
specie di molte popolazioni microbiche. 
A seguito del legame dei primers con le 
regioni variabili viene effettuato il cosid-
detto “arricchimento” del campione, cioè 
vengono amplificate le sequenze che ver-
ranno poi usate dai software bioinforma-
tici per definire “genere” e “specie” bat-
teriche. A ciascun campione processato 
vengono aggiunte delle brevi sequenze 
nucleotidiche uniche definite come bar-

code, che essendo poi sequenziate in-
sieme al campione stesso permettono 
la cosiddetta fase di de-multiplexing, 
effettuata dal software, garantendo che 
ciascuna sequenza o “read” rappresenti 
correttamente il genoma di partenza. Un 
tipico output di analisi metagenomica 
mostra approssimativamente 20 milioni 
di reads, di dimensioni medie pari a cir-
ca 300 bp, con un numero di reads per 
campione minimo (supponendo un’anali-
si di 96 campioni contemporaneamente) 
pari a circa 100.000, numero più che 
sufficiente per la successiva analisi bio-
informatica.

… L’ANALISI BIOINFORMATICA
A differenza del processo di analisi di 
grandi genomi noti come quello umano, 
nell’analisi metagenomica del microbiota 
intestinale le reads rappresentano neces-
sariamente un pool derivante da un insie-
me eterogeneo di diversi ceppi batterici 
che compongono il campione di origine. 
Nell’analisi del microbiota, infatti, le re-
ads non sono confrontate con un grande 
genoma noto “di riferimento” ma, dopo 
una selezione di tutte le sequenze con 
valori qualitativi superiori a una data 
soglia, le reads vengono categorizzate 
facendo uso di software specifici come 
Kraken 2 o Clark 3 che grazie al con-
fronto di ciascun frammento di DNA con 
un database preesistente, forniscono un 
“punteggio di somiglianza” con la se-
quenza originale: il risultato viene espres-
so come la specie batterica associata al 
maggiore punteggio di somiglianza.
Nonostante l’impiego del NGS sia am-
piamente accettato come metodo di ele-
zione per l’analisi del microbiota, si se-
gnala anche l’approccio di studio delle 
specie batteriche mediante sonde fluore-
scenti specifiche per le zone variabili del 
16S rDNA batterico. 
Il metodo, impiegato nel GA-map Dysbio-
sis Test (GA-test) 4 prevede l’utilizzo di 54 
sonde oligonucleotidiche specifiche per 
le regioni variabili (V3-V9) del 16rDNA 
batterico associate a fluorocromi che per-
mettono un riconoscimento sia qualitativo 
che quantitativo delle specie batteriche. 
Questo metodo di studio risulta capace di 
fornire informazioni sia sulla tipologia del 
ceppo batterico che sulla quantità relativa 
di esso rispetto alla totalità del campione 
di partenza. Il limite principale del test è il 
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pool di sonde impiegate che, a differenza 
del NGS, garantisce la rilevazione solo 
dei ceppi batterici previsti nelle sonde 
stesse. 

… LA CLINICA
L’analisi di laboratorio fornisce quindi un 
doppio risultato: la qualità cioè le diver-
se specie batteriche, e la quantità cioè 
la percentuale maggiore o minore di 
popolazione batterica rispetto al totale 
del campione. Al fine di poter dare un 
significato clinico a queste informazioni è 
necessario sottolineare come questo tipo 
di analisi del microbiota, definita come 
metagenomica, sia caratterizzata dall’as-
senza di un controllo “negativo” per il sin-
golo individuo e la specifica popolazione 
in esame, essendo la popolazione batte-
rica del microbiota in continua mutazione 
durante la vita del soggetto e all’interno 
della stessa popolazione. Diventa quindi 
fondamentale analizzare una sufficiente 
quantità campionaria che permetta di 
definire per una data popolazione qua-
li sono i genera batterici che possono 
essere considerati come “normali” 5. È 
possibile definire come “normale“ un mi-
crobiota facendo riferimento al concetto 
di “comunità stabile” di microrganismi. 
Una comunità stabile è in grado di resiste-
re al cambiamento causato da uno stress 
(resistenza) oppure di giungere a un nuo-
vo stato di equilibrio dopo il superamento 
dell’evento stressante (resilienza); i due 
concetti di resistenza e resilienza sono le 
caratteristiche fondamentali associabili a 
un microbiota normale. L’abbassamento 

della biodiversità della popolazione bat-
terica, che normalmente è rappresentata 
da 5 diversi Phyla e circa 160 specie 
diverse  6, è associata a comportamenti 
scorretti dal punto di vista dello stile di vita 
(fumo di sigaretta, assunzione di alcool, 
scarsa attività fisica), della dieta (elevate 
quantità di grassi, scarsa introduzione di 
fibre) e dell’assunzione di farmaci (in par-
ticolare la politerapia). 
Per questo, contestualmente alla raccolta 
del campione fecale per l’analisi del mi-
crobiota è importante raccogliere informa-
zioni cliniche tra cui l’età, il sesso, il grup-
po etnico di appartenenza, le abitudini 
alimentari, l’uso di antibiotici e/o probio-
tici, ma anche di altre terapie in atto. Da 
notare infine che alterazioni del microbio-
ta intestinale sono state messe in relazione 
alla presenza di animali domestici 7.
La letteratura scientifica oggi suggerisce 
che l’alterato equilibrio quali e/o quan-
titativo del microbiota intestinale, carat-
teristico della condizione di disbiosi, è 
associato all’insorgenza di alcune pato-
logie (o al peggioramento del relativo 
quadro clinico), come malattie autoim-
muni, allergiche, metaboliche, infezioni 
batteriche e anche malattie neurodege-
nerative e alcune neoplasie 8. Tuttavia 
non è ancora stata definita alcuna corre-
lazione di tipo causa-effetto tra una defi-
nita condizione di disbiosi e una specifi-
ca condizione patologica. Per questo lo 
studio del microbiota intestinale e della 
disbiosi è oggi da considerare come un 
completamento importante della valuta-
zione clinica che include i dati clinici e 

prognostici del soggetto con la finalità 
di perfezionarne la diagnosi per even-
tualmente prospettare un approccio te-
rapeutico.

Bibliografia
1	 Loman NJ, Pallen MJ. Twenty years of bac-

terial genome sequencing. Nat Rev Micro-
biol 2015;13:787-94. 

2	 Wood DE, Salzberg SL. Kraken: ultra-
fast metagenomic sequence classification 
using exact alignments. Genome Biol 
2014;15:R46.

3	 Ounit R, Wanamaker S, Close TJ, et al. 
CLARK: fast and accurate classification of 
metagenomic and genomic sequences us-
ing discriminative k-mers. BMC Genomics 
2015;16:236.

4	 Casen C, Vebø HC, Sekelja M, et al. De-
viations in human gut microbiota: a novel 
diagnostic test for determining dysbiosis in 
patients with IBS or IBD. Aliment Pharmacol 
Ther 2015;42:71-83.

5	 Attri S, Sharma K, Raigond P, et al. Co-
lonic fermentation of polyphenolics from 
Sea buckthorn (Hippophae rhamnoides) 
berries: assessment of effects on microbial 
diversity by principal component analysis. 
Food Res Int 2018;105:324-32.

6	 Rajilic-Stojanovic M, de Vos WM. The first 
1000 cultured species of the human gas-
trointestinal microbiota. FEMS Microbiol 
Rev 2014;38:996-1047.

7	 Tun HM, Konya T, Takaro TK, et al. Ex-
posure to household furry pets influences 
the gut microbiota of infant at 3-4 months 
following various birth scenarios. Microbi-
ome 2017;5:40.

8	 Petersen C, Round JL. Defining dysbiosis 
and its influence on host immunity and dis-
ease. Cell Microbiol 2014;16:1024-33.



16 MICROBIOMA MICROBIOTA • Ricerca & Clinica 1/2018

Direttore Responsabile
Patrizia Alma Pacini

Edizione
Pacini Editore S.r.l. 
Via Gherardesca 1 • 56121 Pisa
Info@pacinieditore.it • www.pacinimedicina.it
050 313011 • 050 3130300

Redazione
Lucia Castelli • lcastelli@pacinieditore.it

Grafica e impaginazione
Massimo Arcidiacono • marcidiacono@pacinieditore.it

Stampa
Industrie Grafiche Pacini • Pisa 

© Copyright by Pacini Editore Srl

Finito di stampare presso le IgP, Pisa, Giugno 2018

Registrazione al tribunale n. 6/2017 del 30-5-2017 nel 
Registro della Stampa presso il Tribunale di Pisa

Cod. 3915153

Gold Miles
Pamer EG. Resurrecting the intestinal 
microbiota to combat antibiotic resistant 
pathogens. Science 2016;352:535-8. 

Il microbiota intestinale, che è composto 
da diverse popolazioni di specie batte-
riche commensali, fornisce resistenza 
contro la colonizzazione e l’invasione 
di patogeni. Il trattamento antibiotico 
può distruggere il microbiota intestina-
le e, paradossalmente, aumentare la 
suscettibilità alle infezioni. Ristabilire la 
resistenza alla colonizzazione mediata 
dal microbiota dopo una terapia anti-
biotica può ridurre significativamente le 
infezioni, soprattutto quelle indotte da 
batteri antibiotico-resistenti. La ricerca 
più avanzata sta identificando specie 
batteriche commensali che possono 
essere sviluppate all’interno di probio-
tici di futura generazione per ristabilire 
o incrementare la resistenza alla colo-
nizzazione. In questo illuminante artico-
lo, Eric Pamer descrive questi farmaci 
“viventi” che attualmente si trovano in 
vari stadi di sviluppo e produzione e 
che sono già al vaglio delle autorità re-
golatorie per la loro introduzione nella 
pratica clinica. Lo sviluppo di probiotici 
“next-generation” utili a ristabilire la resi-
stenza alla colonizzazione ed eliminare 
i potenziali patogeni dall’intestino sem-
bra essere un passaggio obbligato per 
poter ridurre le infezioni da batteri re-
sistenti associate all’impiego di terapie 
antibiotiche.

Last minute
Manderino L, Carroll I, Azcarate-Peril A, 
et al. Preliminary evidence for an asso-
ciation between the composition of the 
gut microbiome and cognitive function 
in neurologically healthy older adults. J 
Intern Neuropsychol Soc 2017;23:1-6.

La nozione che una condizione di di-
sbiosi del microbioma intestinale sia 
implicata in alterazioni delle funzioni 
cognitive deriva principalmente da studi 
condotti sull’animale. In questo studio 
collaborativo svolto presso le Università 
americane di Kent in Ohio, Chapel Hill 
in North Carolina e del North Dakota, 
43 soggetti di età compresa tra i 50 e 
gli 85 anni sono stati sottoposti ad ana-
lisi del microbiota e costestualmente a 
un test cognitivo breve. I risultati hanno 
dimostrato, per la prima volta nell’uo-
mo, una significativa differente distribu-
zione di Bacteroides, Firmicutes, Proteo-
bacteria e Verrucomicrobia tra soggetti 
con compromissione cognitiva rispetto 
ai soggetti non compromessi cognitiva-
mente. Inoltre questi phyla batterici sono 
risultati significativamente associati alle 
performances dei testi cognitivi, in par-
ticolare i Verrucomicrobia e le misure 
delle funzioni attentive ed esecutive. Gli 
Autori concludono che la composizione 
del microbioma intestinale è associato 
alle performances ai test cognitivi in 
questi soggetti di età adulta e anziana. 
Naturalmente studi più ampi sono ne-
cessari sia per confermare queste pre-
liminari osservazioni sia per esplorare i 
possibili meccanismi fisiopatologici che 
sottendono a tali risultati.

Last minute
Le Bastard Q, Al-Ghalith GA, Gregoire 
M, et al. Systematic review: human gut 
dysbiosis induced by non-antibiotic pre-
scription medications. Alim Pharmacol 
Ther 2018;47:332-45.

È ben noto che il microbioma intestinale 
può essere alterato dalla somministra-
zione di antibiotici. Meno noti sono gli 
effetti di farmaci non-antibiotici sul mi-
crobioma intestinale. In questa review 
sistematica condotta sui databases pre-
senti online secondo le linee guida PRI-
SMA, sono stati valutati sistematicamen-
te gli studi riguardanti le alterazioni del 
microbioma intestinale associate alla te-
rapia con inibitori di pompa protonica 
(PPI), metformina, farmaci antinfiamma-
tori-non-steroidei (FANS), oppioidi, stati-
ne e antipsicotici. I PPI e gli antipsicotici 
sono risultati associati a riduzione della 
bio-diversità del microbioma intestinale, 
mentre gli oppioidi sono associati a un 
aumento della biodiversità. I PPI, inoltre, 
sono associati a riduzione dei Clotridia-
les e a un aumento degli Actinomyce-
tales, Micrococcaceae e Streptococca-
ceae, modificazioni già descritte come 
associate a disbiosi e ad aumentata 
suscettibilità all’infezione da Clostridium 
difficile. Infine, i farmaci PPI, metformi-
na, FANS, oppioidi e antipsicotici sono 
risultati significativamente associati a un 
aumento dei membri della classe Gam-
ma-proteobacteria (Enterobacter, Esche-
richia, Klebsiella, e Citrobacter) batteri 
spesso isolati dal sangue di pazienti 
critici. Gli Autori concludono che la pre-
scrizione dei farmaci ha un notevole im-
patto sulla composizione generale del 
microbioma intestinale. Ulteriori studi 
sono necessari per esplorare l’effetto di 
altri farmaci comunemente prescritti sul 
microbioma intestinale e sullo stato di 
salute del soggetto.
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