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1. Introduzione 

1.1 Caratterizzazione del microbiota intestinale  

L’intestino umano rappresenta un ecosistema in cui miliardi di 

batteri convivono ed interagiscono con l’organismo ospite, 

rappresentando un ―organo metabolico‖ capace di regolare molte 

funzioni sistemiche, contribuire allo stato di salute, avere un ruolo 

in molte malattie gastrointestinali (colon irritabile, malattie 

infiammatorie croniche, diverticolite, cancro del colon) e sistemiche 

(allergie, obesità, diabete di tipo 2, aterosclerosi) (1-3).  

Il tratto gastrointestinale ospita tra 500 e 1000 differenti specie di 

batteri che mantengono, in condizioni fisiologiche, una relazione 

simbiotica con l’ospite. Il numero di cellule batteriche è dieci volte 

superiore al numero delle cellule eucariotiche umane (4). 

La disponibilità per molto tempo delle sole metodiche colturali ha 

condizionato lo studio del microbiota intestinale, consentendo di 

identificare le sole specie batteriche vitali. 

Lo sviluppo di tecniche basate sul sequenziamento della subunità 

16S dell’RNA ribosomiale, consentendo il rilievo di batteri 

―viventi‖ e ―non viventi‖, ha facilitato l’identificazione e la 

classificazione di nuove specie batteriche. È stato dunque possibile 

identificare e studiare il ―metaboloma‖, cioè il complesso 

superorganismo costituito dal genoma di microbiota ed ospite, e la 

sua influenza sullo stato di salute e di malattia. 

Il microbioma, cioè il genoma batterico complessivo, è 100 volte 

superiore rispetto al genoma umano ed è principalmente 

rappresentato da anaerobi. I batteri dominanti nell’uomo adulto 
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appartengono a tre gruppi prevalenti: i Firmicutes, gram positivi, i 

Bacteroidetes, gram negativi e gli Actinobacteria, gram positivi. Ai 

Firmicutes appartengono 200 generi tra cui i Lattobacilli, i 

Mycoplasmi, i Bacilli e i Clostridi. Ai Bacteroidetes appartengono 

20 generi.  

La concentrazione dei microrganismi è molto alta nella cavità orale, 

e consiste principalmente di anaerobi come Prevotellae, 

Peptostreptococchi, Bacteroidetes, Fusobacteria ed Eubacteria. 

(Figura 1) 

 

 

 

 

 
Figura 1. Distribuzione dei batteri lungo il tratto gastroenterico (da L. 

Santarpia et al. 2009).  
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La popolazione batterica è scarsa nello stomaco a causa del pH 

estremamente acido dell’ambiente gastrico ed è rappresentata 

soprattutto da Lattobacilli, Streptococchi e Lieviti; anche il duodeno 

ha una bassa popolazione microbica a causa dell’attività motoria 

propulsiva e del veloce tempo di transito che impediscono la 

colonizzazione stabile del lume e del pH sfavorevole generato dalle 

secrezioni biliari e pancreatiche. Dal digiuno all’ileo si osserva un 

graduale aumento nel numero delle specie (da 10
4
 a 10

7
), con un 

progressivo aumento dei batteri gram negativi e degli anaerobi 

obbligati. 

Il colon contiene un complesso e dinamico ecosistema microbico 

con 10
10

-10
12

 cellule/grammo o millilitro di contenuto luminale, 

costituito in maggioranza da anaerobi, particolarmente abbondanti 

nel cieco e nel colon destro a causa della grande disponibilità di 

substrati e del favorevole ambiente per la crescita batterica (basso 

tempo di transito, disponibilità pronta di nutrienti, pH favorevole 

etc.) (5, 6). 

Nel colon ci sono diverse centinaia di specie identificabili ed un 

numero significativo di specie che non possono essere coltivate con 

metodi convenzionali. La maggior parte dei batteri del colon sono 

anaerobi non sporigeni (7,8). Alla nascita, l’intestino è 

essenzialmente sterile; la colonizzazione del tratto gastrointestinale 

inizia subito dopo il parto con Bacteroidetes e Bifidobacteria, in 

caso di parto per via vaginale. In caso di nascita per parto cesareo la 

colonizzazione inizierà con l’alimentazione. Anche il tipo di 

allattamento (al seno materno o artificiale) condiziona il tipo di 

flora batterica intestinale. Il primo anno di vita è fondamentale per 
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l’attecchimento del microbiota, che si accresce e si seleziona tra il 

primo ed il quarto anno di età, evolvendosi poi fino all’età adulta in 

maniera variabile da individuo ad individuo (9-11).  

Nei bambini tra 1 e 7 anni di età è presente un maggior numero di 

Enterobatteri rispetto agli adulti, con una maggiore abbondanza di 

generi Bifidobacterium e Clostridium (12, 13). Il microbiota 

intestinale adulto resta relativamente stabile nel tempo (14). In età 

geriatrica sia il numero che le differenze tra specie di Bacteroidetes 

si riducono ed aumentano i batteri del genere Clostridium (15).  

Non è stato ancora definitivamente chiarito come l’ambiente e 

l’alimentazione possano influire sulla composizione del microbiota 

intestinale. Studi sul 16S rRNA hanno mostrato che nei bambini del 

Nord Europa vi è un maggior contenuto fecale di Bifidobatteri, 

mentre nelle feci di bambini del Sud Europa sono più rappresentati i 

Bacteroidetes e i Lactobacilli (16). Una notevole differenza è stata 

osservata tra bambini africani ed italiani, in quanto nelle feci dei 

bambini africani di villaggi rurali è stata osservata una maggiore 

presenza di Prevotella, Xylanibacter e Treponema, che possiedono 

enzimi per massimizzare l’estrazione di energia da xilani e 

cellulosa, presenti in gran quantità nella dieta povera in calorie ma 

ricca in fibre di questi bambini, con il risultato di una maggiore 

produzione di acidi grassi a catena corta (SCFA) così da ottenere 

una fonte energetica aggiuntiva (17).  

Uno studio di metagenomica su feci di individui provenienti da tre 

differenti continenti (Europa, Nord America, Giappone) ha 

permesso di identificare tre enterotipi non nazione- o continente- 

specifici. L’enterotipo I è ricco in Bacteroidetes e trae energia 
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principalmente dalla fermentazione di carboidrati e proteine. 

L’enterotipo II è ricco in Prevotella e Desulfovibrio che degradano 

le glicoproteine del muco presente sulla barriera mucosale 

intestinale. L’enterotipo III è ricco in Ruminococcus e Akkermansia 

e degrada mucine (18). 

 

1.2 Funzioni del microbiota 

La flora intestinale svolge funzioni essenziali nella tutela della 

salute, avendo un ruolo metabolico, strutturale e protettivo.  

L’analisi molecolare ha dimostrato che i batteri commensali 

modulano l’espressione di geni coinvolti in molte importanti 

funzioni intestinali ed extraintestinali, incluso il metabolismo 

xenobiotico, la maturazione intestinale post-natale, l’assorbimento 

dei nutrienti, la fortificazione della barriera mucosale. 

La fermentazione di residui alimentari non digeribili e di muco 

endogeno prodotto dall’epitelo costituisce la principale fonte di 

energia nel colon. L'endpoint metabolico è rappresentato dalla 

produzione di acidi grassi a catena corta (SCFA: acetato, 

propionato, butirrato in rapporto 60:25:15). Nel cieco e nel colon 

destro la fermentazione è molto intensa con una elevata produzione 

di SCFA, realizzazione di un pH acido (range 5-6) e una rapida 

crescita batterica. Per contro, il substrato nel colon distale è meno 

disponibile, il pH è quasi neutro, i processi putrefattivi diventano 

quantitativamente più importanti e l’attività della popolazione 

batterica è più bassa. La putrefazione è il metabolismo anaerobico 

di peptidi e proteine (elastina e collagene da fonti alimentari, enzimi 
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pancreatici, cellule epiteliali esfoliate e batteri lisati, etc.) che 

produce anch’essa SCFA ma, al tempo stesso, genera sostanze 

potenzialmente tossiche tra cui: ammoniaca, ammine, fenoli, tioli e 

indoli (19). 

Gli SCFA hanno funzioni importanti nella fisiologia dell’ospite: 1) 

il butirrato è la principale fonte di energia per l'epitelio del colon; 2) 

l’acetato e il propionato sono metabolizzati dal fegato (propionato) 

o dai tessuti periferici, in particolare i muscoli (per l’acetato), e 

possono avere un ruolo come modulatori del metabolismo del 

glucosio e del colesterolo (20-22). 

I batteri che producono SCFA sembrano influenzare il ciclo degli 

enterociti nel colon; in particolare il butirrato inibisce la 

proliferazione cellulare, stimola la differenziazione nelle linee 

cellulari neoplastiche epiteliali in vitro e sembra promuovere il 

ritorno da fenotipo neoplastico a non neoplastico (23-24).  

La 7-deydroxylasi batterica partecipa nel colon alla deconiugazione 

di sali biliari, formando acidi biliari, primari e secondari, e in parte 

partecipa al loro riassorbimento enteroepatico (25). 

I microoganismi del colon svolgono anche un ruolo nella sintesi di 

vitamine (B1, B2, B6, B12, PP, H, acido pantotenico e folico) e 

nell'assorbimento di calcio, magnesio e ferro, questo ruolo è 

ulteriormente migliorato dalla presenza di SCFA (26). 

I batteri residenti sono una linea fondamentale di resistenza alla 

colonizzazione da parte di microrganismi esogeni. Essi regolano 

attivamente la produzione di nutrienti da parte dell’ospite tramite un 

meccanismo di feedback negativo, al fine di prevenire la 

disponibilità di nutrienti per potenziali patogeni (27, 28). 
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Inoltre, attraverso la produzione di sostanze antimicrobiche 

chiamate batteriocine, competono per i siti di attacco sull’orletto a 

spazzola delle cellule epiteliali intestinali così da inibire la crescita 

di potenziali concorrenti patogeni (29, 30). 

La mucosa intestinale rappresenta l'interfaccia principale tra il 

sistema immunitario e l'ambiente esterno e la collaborazione tra 

l’ospite e i batteri sembra giocare un ruolo chiave nello sviluppo del 

sistema immunitario. Infatti, le placche di Peyer si sviluppano solo 

dopo l’esposizione alla flora batterica intestinale e risultano più 

abbondanti nell'ileo dove il numero dei batteri è più elevato (31-33). 

Inoltre, segnali dai batteri intestinali appaiono importanti per lo 

sviluppo della regolazione dei linfociti T helper di tipo 1 e 2 (34-

36). 

La prima molecola di un microrganismo commensale che ha 

dimostrato influenza benefica sulla risposta immunitaria è stato il 

polisaccaride capsulare A,  prodotto dal Bacteroides fragilis (37). 

Acidi grassi a catena corta, come il butirrato, possono anche 

esercitare effetti immunomodulatori potenti, sopprimendo 

l’attivazione del fattore nucleare kB e/o agendo sui recettori 

accoppiati a G-protein (38, 39). Infine, mentre i batteri 

potenzialmente patogeni hanno un aspetto monomorfo, gli 

organismi commensali sono in grado di cambiare continuamente la 

loro antigenicità di superficie, sfuggendo così continuamente 

all’immuno-sorveglianza dell’ospite e contribuendo al 

mantenimento di una nicchia ecologica predominante nel tratto 

intestinale (40). 
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1.3 Funzioni metaboliche del microbiota 

La flora intestinale sembra essere un fattore ambientale capace di 

influenzare il metabolismo e l’omeostasi energetica dell’ospite e 

sembra anche coinvolta nel controllo del peso corporeo attraverso 

l’estrazione di una quota supplementare di calorie dagli alimenti 

ingeriti. Gli esperimenti del gruppo di Gordon alla base di tale 

considerazione, sono partiti dalla scoperta che topi germ-free 

(axenici), sono più magri (40% di grasso corporeo in meno e 47% 

di grasso gonadico in meno) rispetto a topi che vivono con flora 

intestinale normale (convenzionalizzati), anche se questi ultimi 

hanno mangiato circa il 30% in meno rispetto ai topi axenici. La 

convenzionalizzazione di topi axenici con batteri provenienti dal 

cieco di topi magri, induce un drammatico aumento di peso 

corporeo (massa grassa corporea totale) entro due settimane, senza 

che vi sia stato un aumento nell’assunzione del cibo (41). Questo 

aumento della massa grassa risulta ancora più evidente quando la 

comunità microbica intestinale deriva da topi geneticamente obesi 

(ob-ob) (42).  

Questi risultati sono verosimilmente dovuti alle differenze nel 

microbioma e/o nei metaboliti da esso derivati dei topi magri o 

obesi. 

A questo proposito, Ley et al. hanno dimostrato che topi obesi 

presentano un maggior rapporto Firmicutes/Bacteroidetes nel 

microbiota del cieco rispetto a quello di topi magri (43). Per 

spiegare ciò, sono stati proposti vari meccanismi.  

Il primo percorso suggerito dai ricercatori è che la 

convenzionalizzazione del microbiota intestinale raddoppia la 
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densità di capillari a livello dell'epitelio dei villi del piccolo 

intestino, contribuendo a raddoppiare l’assorbimento intestinale dei 

monosaccaridi (44). 

Il secondo meccanismo è legato all’estrazione di energia dai 

componenti alimentari (polisaccaridi della fibra) non digeribili da 

parte degli enzimi umani, che vengono processati dagli enzimi 

batterici con produzione di monosaccaridi (successivamente 

assorbiti) e di acidi grassi a catena corta (SCFA) (attraverso la 

fermentazione); questi ultimi partecipano alla lipogenesi epatica de 

novo attraverso l'espressione di alcuni enzimi chiave come acetil-

CoA carbossilasi (ACC) e acido grasso sintasi (FAS). Sia ACC che 

FAS sono controllati da due fattori nucleari: la proteina legante 

l’elemento responsivo ai carboidrati (ChREBP) e la proteina legante 

l’elemento responsivo agli steroli (SREBP-1) (45). La 

convenzionalizzazione di topi axenici promuove l’espressione 

epatica di mRNA per ChREBP e SREBP-1 inducendo la lipogenesi 

epatica de novo (41). 

Inoltre il microbiota intestinale promuove il deposito di grasso 

anche attraverso un meccanismo che collega i trigliceridi circolanti 

alla soppressione dell'espressione intestinale di un inibitore della 

lipoprotein-lipasi (LPL) che è il FIAF, fattore adiposo indotto dal 

digiuno. Il FIAF normalmente inibisce l'attività della LPL, 

riducendo in tal modo il rilascio degli acidi grassi dai trigliceridi 

circolanti. Dopo la colonizzazione intestinale con microbiota, 

l'espressione del FIAF si riduce, con conseguente maggiore attività 

della LPL e maggiore deposito di grasso (41). In accordo con questa 

ipotesi, topi carenti in FIAF sono resistenti all’aumento di peso, 
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avvalorando il ruolo di tale fattore nella regolazione della 

lipogenesi. Tuttavia, uno studio recente ha suggerito che il FIAF 

non può essere il meccanismo fondamentale che lega il microbiota 

allo sviluppo di massa grassa, in quanto topi axenici tenuti a dieta 

ricca di grassi mostrano una maggiore espressione intestinale 

dell’mRNA per il FIAF, senza che vi siano grandi variazioni del 

FIAF circolante, rispetto ai topi conventionalizzati (46). 

Un quarto percorso coinvolge gli SCFA quali substrati energetici e 

regolatori metabolici. Non sono chiari però i meccanismi alla base 

del ruolo degli SCFA sullo sviluppo della massa grassa e 

dell’aumento del peso corporeo (42, 47, 48). Infatti topi axenici 

nutriti con dieta occidentale ricca di grassi, pur avendo una pari 

assunzione di energia ed un equivalente contenuto energetico nelle 

feci rispetto a topi convenzionalizzati, sono resistenti all’obesità 

indotta dalla dieta. Inoltre, una dieta arricchita con specifici 

carboidrati non digeribili (prebiotici), pur determinando una 

maggiore produzione intestinale di SCFA, riduce l’aumento di peso 

corporeo, la massa grassa e l’eventuale sviluppo e gravità del 

diabete (49-52).  

La complessità della flora batterica intestinale è stata studiata per 

individuare eventuali specie specifiche in rapporto al differente 

stato di nutrizione. Tuttavia, nonostante siano stati effettuati studi 

osservazionali in individui obesi (53) o anoressici (54), esistono 

risultati contrastanti. La somministrazione di inulina, ad esempio, 

ha dimostrato di aumentare il Faecalibacterium prausnitzii in 

volontari sani (55), e questi batteri hanno dimostrato a loro volta di 

ridurre l'infiammazione e il diabete in soggetti obesi (56). Invece, il 
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genere Lactobacillus spp., appartenente al phylum Firmicutes, pare 

sia collegato all’obesità (54, 57-61). Akkermansia muciniphila è un 

batterio Gram-negativo recentemente identificato come batterio 

mucina-degradante che risiede nella mucosa dell’epitelio intestinale 

e rappresenta il 3-5% della comunità microbica in soggetti sani. 

L’abbondanza di Akkermansia muciniphila pare sia inversamente 

correlata con il peso corporeo e il diabete di tipo 1 nei topi e 

nell’uomo, sebbene un recente studio metagenomico abbia trovato 

che alcuni dei geni appartenenti ad Akkermansia muciniphila siano 

abbondanti in soggetti con diabete di tipo 2 (62). Inoltre è stato 

osservato che la somministrazione di prebiotici (oligofruttosio) a 

topi geneticamente obesi aumenta la quantità di Akkermansia 

muciniphila di 100 volte (63). Fino ad oggi, il dibattito rimane 

irrisolto, ma è probabile che alcune specie siano protettive contro 

l'obesità, mentre altre specie siano associate a un aumento di peso.  

 

1.4 Microbiota ed infiammazione 

L’estrazione di energia dalla dieta da parte di alcuni componenti del 

microbiota porta ad accumulo di grasso e a disordini metabolici, ma 

non è noto il meccanismo attraverso cui avviene l’interazione tra i 

batteri intestinali, le malattie metaboliche correlate all'obesità e 

l'insorgenza di infiammazione di basso grado. L’infiltrazione dei 

macrofagi negli organi (tessuto adiposo, muscoli e fegato) potrebbe 

promuovere la secrezione di fattori pro-infiammatori (64-67), 

tuttavia l'esatto ruolo di essi e la fonte e il tipo di fattori scatenanti 
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che attivano il sistema immunitario rimangono oggetto di dibattito 

(68). 

Un eccesso di grasso nella dieta non solo aumenta l'esposizione 

sistemica ad acidi grassi liberi pro-infiammatori ma facilita lo 

sviluppo di endotossiemia metabolica per aumento dei livelli 

plasmatici di Lipopolisaccaride (LPS) (69). Il LPS può influenzare 

sia il metabolismo che il sistema immunitario, fornendo quindi la 

base all’ipotesi che il microbiota rappresenti una connessione 

funzionale tra vie metaboliche, immunità ed infiammazione (67). 

Una serie di esperimenti ha dimostrato che i batteri intestinali 

possono avviare i processi infiammatori associati a obesità e 

resistenza all'insulina modulando i livelli plasmatici di LPS. Una 

dieta ricca in grassi sembra sia in grado di modificare il microbiota 

intestinale, rispetto a quello di topi nutriti con dieta normale. La 

dieta ricca di grassi aumenta di 2-3 volte i livelli plasmatici di LPS 

(endotossiemia metabolica) e induce marcata riduzione di 

Bifidobacterium spp., Bacteroides spp., Eubacterium rectale e 

Clostridium coccoides (69). Uno studio su topi privi del co-

recettore CD14 del Toll-like (TLR receptor4-4) sottoposti a quattro 

settimane di dieta ad alto tenore di grassi ha mostrato che questi non 

aumentano di peso, né sviluppano resistenza all’insulina al 

contrario di quanto succede in topi normali (69). L’infusione 

cronica sottocutanea di LPS, che imita l’endotossiemia metabolica, 

induce infiammazione e resistenza insulinica e aumenta la massa 

sottocutanea e viscerale di circa il 30% e 40%, rispettivamente (69-

71). Il ruolo del LPS del microbiota intestinale come fattore 

scatenante l’infiammazione di basso grado, il diabete di tipo 2 e la 
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resistenza all'insulina è stato successivamente studiato in topi 

geneticamente obesi e nutrizionalmente attraverso la modulazione 

specifica della composizione della flora intestinale utilizzando diete 

specifiche ed antibiotici (72). In primo luogo, la modifica della flora 

batterica intestinale con un trattamento antibiotico (polimixina B) 

protegge dallo sviluppo di massa grassa, dall’intolleranza al 

glucosio, dall’insulino-resistenza ed infiammazione, nonostante la 

somministrazione di una dieta ricca in grassi. Questa serie di studi 

suggerisce fortemente che una dieta ricca di grassi potrebbe non 

essere l’unica causa di obesità. Successivamente in topi obesi ob/ob 

ma privi del co–recettore CD14 per il LPS, tenuti a dieta ricca in 

grassi, si evidenzia protezione dall’obesità, dall’infiammazione e 

dalla resistenza insulinica (72). La relazione tra una dieta ricca di 

grassi, l'obesità, il diabete di tipo 2 e LPS è stata confermata anche 

nell’uomo. In soggetti sani, un pasto ricco di grassi induce 

un’endotossiemia metabolica con LPS che aumenta fino a 

concentrazioni sufficienti per indurre un certo grado di 

infiammazione (73-80). 

Inoltre, diversi studi hanno proposto che gli acidi grassi saturi 

possono promuovere infiammazione di basso grado ed insulino-

resistenza attraverso un meccanismo TLR-4 dipendente (81, 82).  

Gli acidi grassi sono coinvolti nella stimolazione del sistema 

immunitario, ma probabilmente è il LPS, che inizia la stimolazione 

del complesso TLR-4/CD14 e successivamente stimola TLR-2.  
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Diverse osservazioni supportano queste ipotesi: 

1) la modifica della flora intestinale con antibiotici protegge i topi 

dall’obesità indotta dalla dieta e da disturbi metabolici, anche in 

presenza di recettori TLR-4/2 funzionanti (72);  

2) topi knock-out per CD14 non sviluppano insulino-resistenza ed 

infiammazione, indotta da una dieta ricca in grassi, anche se i 

recettori TLR-4 e TLR-2 sono pienamente espressi (70);  

3) i topi axenici alimentati con una dieta ricca di grassi sono 

resistenti allo sviluppo di infiammazione e insulino-resistenza, 

anche se essi ingeriscono completamente e assorbono il grasso 

ingerito (46).  

Nel loro insieme, questi esperimenti suggeriscono che una cascata 

di segnali attivati da un meccanismo LPS/TLR-41CD14-

dipendente, a sua volta attiva l'espressione di TLR-2 per attivare la 

risposta infiammatoria del sistema immunitario innato. 

Recenti studi hanno ipotizzato che lo stato di infiammazione di 

basso grado presente nell’obesità possa essere influenzato dalla 

variazione del controllo sulla barriera intestinale, derivante 

dall’interazione tra microbiota ed ospite (83, 84). 

In condizioni fisiologiche, l'epitelio intestinale agisce come una 

barriera efficace e continua che impedisce la traslocazione batterica. 

Tuttavia, varie situazioni esogene e/o endogene sono associate ad 

alterazione della funzione protettiva. Tra i fattori riconosciuti 

specificamente che portano ad un’aumentata permeabilità 

intestinale (e quindi a promuovere endotossiemia metabolica), vi 

sono lo stress da immobilizzazione (85), il consumo di alcol e le 

radiazioni.  
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Vari meccanismi sembrano collegare i cambiamenti del 

microbioma intestinale nell'obesità con variazioni della funzione 

della barriera intestinale. L’utilizzo di prebiotici che modificano la 

flora batterica intestinale di topi geneticamente obesi è associata ad 

un miglioramento significativo della permeabilità intestinale 

misurata in vivo, per aumentata espressione dell’mRNA delle 

proteine delle giunzioni strette. 

Una barriera intestinale migliore è stata correlata a ridotti livelli 

plasmatici portali di LPS e a diminuzione di citochine epatiche e 

circolanti (86). Inoltre l'abbassamento dell’infiammazione sistemica 

con prebiotici è correlato in modo significativo ad una riduzione 

marcata dello stress ossidativo ed infiammatorio nel tessuto epatico. 

Questi dati hanno fortemente suggerito che la modulazione della 

flora intestinale nei topi obesi con prebiotici potrebbe agire 

favorevolmente a migliorare la barriera intestinale ma i meccanismi 

sono ancora da chiarire.  

Inoltre, è stato precedentemente trovato che i prebiotici aumentano 

l'altezza dei villi, la profondità delle cripte ed aumentano lo 

spessore dello strato della mucosa del digiuno e del colon (87). 

Ancora, non si può escludere l’impatto dei prebiotici sulla comunità 

microbica che si trova nella prima parte dell'intestino, anche se 

questa ipotesi resta da confermare. 
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1.5 Microbiota in differenti condizioni nutrizionali: 

obesità, anoressia nervosa, sindrome dell’intestino 

corto, chirurgia bariatrica 

 

Obesità 

L’obesità è una malattia cronica multifattoriale complessa. 

Per classificarne la gravità, viene comunemente utilizzato l’Indice 

di Massa Corporea (IMC). Tale parametro si ottiene dividendo il 

peso in Kg per il quadrato dell’altezza espressa in metri. In 

relazione all’IMC, la WHO, distingue gli individui in: Sottopeso 

(BMI<18.5 kg/m
2
); Normopeso (18.5 < BMI < 24.9); Sovrappeso 

(25 < BMI < 29.9); Obesità di I grado o moderata (30 < BMI < 

34.9); Obesità di II grado o severa (35 < BMI < 40); Obesità di III 

grado (BMI >40). 

Attualmente in Europa il 17% degli abitanti è affetto da obesità 

(BMI >30 kg/m
2
) (88), mentre negli USA circa i due terzi della 

popolazione adulta è in sovrappeso, la metà è francamente obesa 

(89, 90). 

L’Organizzazione Mondiale della Sanità ha coniato il termine 

―Globesity‖ (global-obesity) per definire la diffusione su scala 

planetaria del problema. Anche in Italia (dati ISTAT 2002) la 

percentuale di persone in sovrappeso è elevata (35-40% della 

popolazione adulta) ed il 9% della popolazione risulta obesa.  

L’accumulo eccessivo di grasso degli individui obesi è frutto della 

mancata omeostasi energetica dell’organismo, legata al difficile 

bilanciamento tra fattori ambientali, comportamentali, psicologici, 
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genetici e neuroormonali (91). L’obesità, in una visione dinamica 

del problema, può essere considerata come la deviazione patologica 

dalla fisiologica evoluzione della massa grassa durante la vita 

(crescita, pubertà, menopausa, invecchiamento) (92). Sicuramente 

l’alimentazione e l’attività fisica rappresentano i principali fattori 

condizionanti il bilancio energetico, ma il tessuto adiposo non 

rappresenta un sito passivo di accumulo di energia, potendo 

dialogare con cervello ed organi periferici attraverso numerosi 

segnali. Pertanto, i fattori ritenuti influenti sul problema obesità 

sono molteplici. 

L’obesità genetica multifattoriale è il risultato dell’azione 

indipendente di numerosi singoli geni diversi; ma fattori genetici da 

soli non spiegano il significativo aumento di prevalenza 

dell’obesità. Le sindromi genetiche legate a patologie di un singolo 

gene associate ad obesità sono molto numerose ma poco frequenti 

(―Sindrome di Prader Willi‖, ―Sindrome di Laurence-Moon-Bardet-

Bied‖, etc.). 

I fattori ambientali e comportamentali che incidono sul 

determinismo del fenotipo obeso sono diversi ed agiscono 

direttamente oppure attraverso la modulazione dell’espressione dei 

diversi geni coinvolti nell’obesità (ad esempio il grado di 

metilazione del DNA, che ne condiziona l’espressione, è 

influenzato da eventi epigenetici legati ai fattori ambientali attivi in 

età perinatale) (93). I fattori ambientali sono: fattori economici e 

sociali come la disponibilità di cibo e lo status sociale che varia tra i 

diversi contesti etnici, differenti segnali visivi ed olfattivi, abitudini 

alimentari e presenza di eventuali disordini del comportamento 
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alimentare, perdita di sonno, variazioni ormonali, presenza di 

inquinanti ambientali come derivati della diossina e bisfenili (94); 

questi ultimi agiscono come fattori perturbanti il sistema endocrino-

metabolico e sono correlati anche ad un peggioramento dell’assetto 

lipidico ed epatico. 

Negli ultimi anni inoltre ha assunto sempre maggiore rilievo il ruolo 

dell’interazione tra microbiota intestinale e il metabolismo 

dell’individuo ospite (95). Per esempio da numerosi autori è stata 

messa in evidenza una sostanziale differenza nella composizione 

del microbiota intestinale di individui obesi rispetto ai magri. I tre 

“phyla” più rappresentati nella flora batterica intestinale sono i 

Bacteroidetes, i Firmicutes e gli Archaea. Alcuni autori hanno 

riferito una riduzione della proporzione dei Bacteroidetes negli 

obesi rispetto ai soggetti magri ed agli anoressici (96, 97). 

Dall’analisi del 16S-rRNA di 154 individui obesi è emersa una 

riduzione della variabilità delle specie presenti nella flora 

intestinale, con riduzione dei Bacteroidetes ed aumento invece di 

Bifidobacterium spp. del phylum Actinobacteria (98). In un lavoro 

basato su identificazione tramite metodo colturale, negli obesi 

rispetto ad individui normopeso, è stata evidenziata una riduzione 

dei Bacteroidetes e di Clostridium spp. dei Firmicutes, ed un 

aumento degli Enterococci dei Firmicutes stessi (99). Il 

monitoraggio dei due principali phyla di batteri della flora 

intestinale, Bacteroidetes e Firmicutes in obesi tenuti a dieta 

ipocalorica, evidenzia una bassa concentrazione di Bacteroidetes, 

che aumentano progressivamente mano a mano che il paziente 

perde peso, indipendentemente dall’introito energetico; viceversa i 
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Firmicutes, che risultano in proporzione aumentati, si riducono 

quando il paziente viene messo a regime dietetico dimagrante (100). 

Tali dati non trovano conferma in un lavoro in cui, al contrario, i 

Bacteroidetes risultano aumentati negli obesi e nei soggetti in 

sovrappeso, mentre Ruminococcus spp. dei Firmicutes risulta 

ridotto (101). Il sequenziamento del 16S rDNA in obesi gravi, 

controlli normopeso e pazienti operati di by–pass gastrico, ha 

mostrato negli obesi, un aumento delle Prevotellaceae, sottogruppo 

dei Bacteroidetes, ed un aumento delle Coriobacteriaceae del 

phylum degli Actinobacteria (102). Altri studi sulla variazione del 

microbiota in seguito a trattamento dietetico ed esercizio fisico, 

eseguiti con la tecnica ―Fluorescent in situ ibridization‖ (FISH), 

mostrano un aumento nella proporzione di Bacteroidetes e 

Prevotella coccoides ed una riduzione di Firmicutes (Clostridium 

hystoliticum, Eubacterium rectale e Clostridium coccoides); tale 

riduzione correla con l’entità del calo ponderale (103). Nella stessa 

popolazione tale risultato è stato confermato anche con analisi 

quantitativa con PCR (Polimerase Chain Reaction); inoltre, in 

seguito al dimagrimento, si è osservata una riduzione di 

Bifidobacterium spp. degli Actinobacteria (104). Altri studi, 

viceversa, non hanno trovato correlazione tra la proporzione di 

Bacteroidetes e l’obesità o il tipo di dieta.  

Nel tentativo di comprendere se la composizione del microbiota 

dell’infanzia possa determinare aumento di peso nella crescita, 

Kalliomaki ha monitorato il peso, l’altezza ed il microbiota in 

differenti mesi di vita e a 7 anni. I bambini divenuti obesi a 7 anni 

non hanno presentato riduzione nella concentrazione di 
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Bacteroidetes rispetto ai coetanei normopeso (105). Il calo 

ponderale in bambini precedentemente obesi non determinava 

differenze nella quantità di Bacteroidetes, rispetto ai bambini 

normopeso, ma mostrava una diminuzione di Roseburia rectale, un 

genere produttore di butirrato appartenente ai Firmicutes (106). 

Studi recenti hanno evidenziato un aumento dei Lattobacilli negli 

obesi rispetto ai soggetti magri e agli anoressici (96) e in pazienti 

obesi affetti da diabete di tipo 2 (91). I Lattobacilli risultano ridotti 

in un gruppo di adolescenti obesi in seguito a calo ponderale 

successivo ad una dieta restrittiva (107). Million in un recentissimo 

studio (2012) ha dimostrato l’associazione tra  Lactobacillus reuteri 

e l’obesità (97). Invece studi sugli Actinobacteria mostrano una 

riduzione significativa di Bifidobacterium spp. nel microbiota dei 

soggetti obesi e tale alterazione, per la quale vi è consenso in tutti 

gli studi, sembra quella maggiormente implicata sia nell’obesità che 

in una eventuale terapia anti-obesità. 

Gli Archaea metanogenici, a cui appartiene il Methanobrevibacter 

smithii, sembrano legati all’obesità in quanto capaci di aumentare 

l’efficienza della fermentazione, rimuovendo l’idrogeno 

dall’intestino. Vi sono studi contrastanti, nei quali il 

Methanobrevibacter smithii risulta aumentato negli obesi rispetto ai 

soggetti magri (102) oppure ridotto (96, 97, 101). Sembra però 

confermata la tesi secondo cui il Methanobrevibacter smithii sia 

correlato al microbiota dei soggetti magri proprio in relazione alla 

sua capacità di aumentare la resa energetica degli alimenti ingeriti, 

derivandone da essi una maggiore quota di SCFA attraverso il 

processo della fermentazione. Da tutti gli studi elencati si evince 
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che non vi sono evidenze conclusive che associno l’obesità o la 

magrezza ad uno specifico tipo di microbiota. 

 

Anoressia nervosa 

L'anoressia nervosa (AN) è una grave e complessa malattia da 

disturbo della condotta alimentare che di solito inizia 

nell’adolescenza ed è caratterizzata da un’alimentazione che ha 

l’intento di mantenere basso il peso corporeo (108). Secondo il 

Manuale di Statistica e Diagnosi dei Disturbi Mentali (DSM-IV) i 

criteri diagnostici per AN sono il rifiuto di mantenere il peso 

corporeo al di sopra del minimo ideale in rapporto a età e altezza 

(peso corporeo inferiore all’85 % di quello atteso) e la presenza dei 

seguenti sintomi: alterata percezione del peso e della propria 

immagine corporea, costante paura di diventare grassi e amenorrea 

nelle femmine postpubere (109). L’anoressia nervosa presenta due 

varianti: restrittiva (AN-R) e bulimica (che comprende meccanismi 

di compensazione come l’uso di lassativi, diuretici o vomito) (AN-

BP) (109). Il tipo restrittivo è caratterizzato da un apporto calorico 

molto ristretto, associato ad intenso esercizio muscolare. Il tipo 

bulimico è caratterizzato da episodi di perdita di controllo, con 

abbuffate soggettive e meccanismi compensatori. L’anoressia 

presenta complicanze croniche legate alla malnutrizione, fino alla 

cachessia ed è spesso accompagnata da disturbi psichiatrici come 

depressione, disturbi d'ansia e disturbo ossessivo-compulsivo (109). 

Altre complicazioni includono la compromissione della funzione 

mestruale, bradicardia, ipotensione ortostatica, basso livello di 

potassio plasmatico e perdita di capelli. La perdita di peso si 
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verifica, almeno inizialmente, soprattutto a livello del tessuto 

adiposo e vi è una significativa riduzione del metabolismo 

energetico. Le anomalie metaboliche dei pazienti anoressici non 

sono chiare. Gli studi sulla sensibilità all'insulina nei pazienti 

anoressici hanno dato risultati contrastanti. Il metabolismo del 

glucosio insulino-mediato è risultato normale (110), aumentato 

(111) o diminuito (112). Sicuramente gli anoressici mostrano 

normale ―flessibilità metabolica‖, cioè una buona capacità da parte 

dei muscoli di passare dall’utilizzo dei lipidi all’utilizzo insulino-

mediato del glucosio, cosa che indica una buona sensibilità 

all'insulina (110). Sono state studiate numerose sostanze tra cui 

alcuni enteroormoni ed adipocitokine per chiarire la patogenesi 

dell’AN, ma nessuno di questi fattori riesce a spiegare chiaramente 

il comportamento anoressico e la duratura perdita di peso in questi 

pazienti. Recentemente l’anoressia è stata associata anche ad 

aumentato rischio cardiovascolare, probabilmente dovuto ad 

aumento del colesterolo plasmatico e soprattutto della quota di 

colesterolo LDL, a causa della mobilizzazione di questo dai depositi 

a scopo energetico. L’aumento delle LDL plasmatiche si associa 

inoltre a riduzione degli ormoni tiroidei e di estrogeni (E2) (113). 

Nei pazienti affetti da anoressia si assiste a modifica dei livelli di 

adipocitochine circolanti, degli ormoni intestinali e dei fattori di 

crescita, che potrebbero dipendere dal tipo e dalla durata della 

malattia e dal grado di malnutrizione.  

Lo studio della flora batterica intestinale, basato sul confronto tra 

microbiota di magri e di obesi, ha ipotizzato differenze anche nella 

flora intestinale degli anoressici. Uno studio di Armougom (2009), 
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ha esaminato campioni di feci di soggetti obesi, normopeso ed 

anoressici con analisi genetica quantitativa con PCR. I Firmicutes 

erano quantitativamente simili nei tre gruppi; i Bacteroidetes e i 

Lactobacilli erano significativamente aumentati negli obesi rispetto 

ai magri e agli anoressici, mentre Methanobrevibacter smithii, 

risultava più numeroso negli anoressici rispetto agli altri due gruppi, 

ma era significativa la differenza con i magri. La differenza 

significativa con i magri può essere spiegata dal tentativo negli 

anoressici di mantenere un bilancio energetico positivo, producendo 

calorie extra con la fermentazione, dato l’introito di calorie dalla 

dieta estremamente scarso.  

Gli Archaea metanogenici sono importanti in quanto rimuovono 

l’H2 in eccesso prodotto nell’intestino dalla fermentazione, 

favorendo quindi la produzione di energia da parte di quest’ultima 

(114). La carica microbica di Methanobrevibacter smithii è risultata 

aumentata in soggetti obesi dimagriti in seguito a by-pass gastrico 

(115).  

 

Sindrome dell’intestino corto  

La sindrome dell’intestino corto (SIC) è una condizione di 

malassorbimento successiva ad un’ampia resezione intestinale. I 

fattori prognostici includono l'età, la lunghezza dell'intestino 

residuo, la presenza o assenza della valvola ileocecale, etc.. In 

particolare la valvola ileo-cecale impedisce il reflusso di batteri dal 

colon al piccolo intestino e regola il passaggio di sostanze nutritive 

al colon. Quest'ultima funzione ha il ruolo di prolungare il tempo di 

transito intestinale: aumentando il tempo di contatto tra mucosa e 
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nutrienti, si massimizza l'assorbimento di sostanze nutritive, fluidi 

ed elettroliti (116). 

Nella normale fisiologia e anatomia, la proliferazione batterica 

nell'intestino tenue è controllata dall’acidità gastrica, dalla normale 

attività anterograda peristaltica nel piccolo intestino e dalla valvola 

ileocecale nell'ileo distale. Quando uno o più di questi meccanismi 

è compromesso nei pazienti con SIC, si può verificare un 

peggioramento del malassorbimento intestinale con conseguente 

malnutrizione. 

Nel caso di resezione dell’ileo terminale, l’arrivo nel colon degli 

acidi biliari non riassorbiti dal circolo enteroepatico e la loro 

conseguente deconiugazione da parte dei batteri colici porta ad 

infiammazione e danno della superficie assorbitiva con conseguente 

peggioramento del malassorbimento e squilibrio idroelettrolitico. In 

caso di rimozione della valvola ileocecale, che fisiologicamente 

impedisce il reflusso di materiale enterico e di batteri dal colon, si 

può verificare una contaminazione retrograda del tenue con 

conseguente diarrea e malassorbimento intestinale (117). 

Il controllo della iperproliferazione batterica e dell’eventuale 

contaminazione retrograda del tenue con l’utilizzo di cicli di 

specifici antibiotici a tropismo intestinale sembra avere un ruolo 

chiave nella gestione dei pazienti con SIC (118). 

 

Chirurgia bariatrica  

La Sleeve gastrectomy o gastrectomia laparoscopica a manica (SG) 

è una procedura chirurgica efficace per il trattamento dell'obesità 

grave e viene eseguita con sempre maggiore frequenza, sia in 



 

 

27 

Europa che negli Stati Uniti, oltre al bendaggio gastrico regolabile 

laparoscopico (LAGB), al bypass gastrico Roux-enY (LRYGBP), e 

la diversione bilio-pancreatica con switch duodenale (BPD-DS). La 

SG è un intervento puramente restrittivo (Figura 2), nato per 

pazienti obesi ad alto rischio (119-120). La perdita di peso dopo SG 

varia dal 35% al 72% del peso iniziale (121-124). La risoluzione di 

comorbidità come il diabete, l’iperlipidemia, l’ipertensione e 

l’apnea notturna a 12-24 mesi dopo SG è percentualmente almeno 

simile a quella di altre procedure restrittive, con complicanze 

inferiori rispetto al By-pass e alla diversione B.P. (125). Diversi 

studi riferiscono percentuali di complicanze che variano da 0% a 

24% con un grado di mortalità globale dello 0,39%. La SG presenta 

molteplici vantaggi rispetto ad altre procedure bariatriche come la 

mancanza di un corpo estraneo, la conservazione del piloro, 

l’assenza di dumping syndrome. Il vantaggio più importante del 

procedimento è la possibilità di essere eseguita in pazienti con 

BMI> 60 kg/m
2
, nel tentativo, riducendo il peso, di affrontare la 

chirurgia malassorbitiva con un minor rischio chirurgico. Inoltre, 

tale intervento può essere utilizzato in pazienti nei quali è 

controindicato il bypass gastrico, come quelli con storia di ulcera, 

anemia cronica o insufficienza renale. 

Scopo della SG è la riduzione del volume gastrico al 10% del 

volume medio dello stomaco e l’aumento della pressione 

intragastrica, così da attivare precocemente i recettori di stiramento 

ed i meccanocettori che trasmettono segnali di sazietà al sistema 

nervoso centrale (SNC). Normalmente, durante l'ingestione di 

alimenti si ha rilasciamento attivo del fondo gastrico, con aumento 
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di volume, senza aumento della pressione intragastrica (125). La 

SG non solo riduce la capacità gastrica totale, ma agisce anche sulla 

distensibilità gastrica, determinando un'elevata pressione 

intraluminale e di conseguenza la sensazione precoce di sazietà.  

Gli interventi di chirurgia bariatrica, modificando l’anatomia e la 

fisiologia del tratto gastroenterico, modificano la flora batterica 

intestinale. Variazioni del microbiota interagiscono con il 

metabolismo del paziente operato, influenzandone il dimagrimento. 

Uno studio condotto in tre adulti dopo by-pass gastrico ha mostrato 

una significativa diminuzione dei Firmicutes, con aumento dei 

Gammaproteobacteria (102). Uno studio su 30 soggetti con obesità 

patologica, seguiti per 6 mesi dopo by-pass gastrico ha mostrato un 

rapido aumento del rapporto Bacteroidetes/Prevotella dopo il by-

pass (rapporto ridotto nell’obesità preoperatoria) e una diretta 

correlazione tra la quantità di Faecalibacterium prausnitzii e gli 

indici infiammatori (99). Ciò è in accordo con gli studi che 

mostrano una percentuale più bassa di Bacteroidetes nei soggetti 

obesi rispetto ai magri (126). Studi di correlazione che utilizzano 

modelli statistici, dimostrano che vi è una forte associazione tra 

specie batteriche, parametri metabolici e composizione corporea. 

Dopo la perdita di peso, maggiore è la riduzione della massa grassa 

e dei livelli circolanti di leptina, più aumenta la proporzione 

Bacteroides/Prevotella nelle feci. Al contrario, la presenza di 

Faecalibacterium prausnitzii è più bassa nei soggetti con diabete ed 

è inversamente associata ai marcatori infiammatori, prima e durante 

il follow-up dell'intervento chirurgico, indipendentemente dalle 

variazioni della dieta. Faecalibacterium prausnitzii mostra effetti 
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anti-infiammatori, perché produce metaboliti in grado di bloccare 

l'attivazione di fN-kB e la secrezione di mediatori proinfiammatori 

(126). 

 

 

 

 

Figura 2. Intervento di Sleeve Gastrectomy. 

 

 

 

1.6 Microbiota ed epatosteatosi  

La NAFLD (Non-Alcoholic Fatty Liver Disease) rappresenta un 

ampio spettro di condizioni clinico-istologiche che vanno 

dall’accumulo di grasso intracellulare epatico alla steatoepatite 

nella quale è presente una componente necroinfiammatoria, fino 

alla cirrosi ed al carcinoma epatico. Negli ultimi anni la patogenesi 

della NAFLD è stata legata alla sindrome metabolica. Le biopsie 

epatiche di pazienti obesi mostrano steatosi nell’80% dei casi, e di 
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questi nel 20-30% vi è fibrosi (127). Fattori di rischio per la 

NAFLD sono l’obesità, la sindrome metabolica, il diabete mellito 

tipo II e la dislipidemia (128). Si è soliti classificare la NAFLD 

come: 1) primaria (dovuta a condizioni associate ad 

insulinoresistenza come i tre fattori di rischio sopra citati); 2) 

secondaria (- a farmaci come amiodarone, estrogeni, corticosteroidi, 

nifedipina, diltiazem; - a procedure chirurgiche come resezioni del 

piccolo intestino e by-pass digiuno-ileale; - a nutrizione parenterale 

nel caso in cui le miscele contengano troppi glicidi, miscele non 

bilanciate di lipidi e scarsa colina; - a tossici ambientali e chimici, a 

malattia di Weber Christian); 3) idiopatica, cioè da causa incerta 

(eccessiva crescita dei batteri intestinali, emocromatosi, epatite 

cronica HCV correlata, etc.).  

Da alcuni anni anche il microbiota intestinale sembra influire sulla 

patogenesi della NAFLD, sia attraverso la produzione di LPS e 

quindi la stimolazione della cascata delle citochine come il TNFα, 

che attraverso la produzione in anaerobiosi di acetaldeide da 

piruvato, con successiva riduzione di essa ad etanolo (129). Tale 

ipotesi è sostenuta dall’evidenza che l’uso di antibiotici come la 

polimixina B ed il metronidazolo, o l’uso di probiotici, possano 

migliorare l’epatosteatite sia nel ratto che nell’uomo. In pazienti 

sottoposti a by-pass gastrico a scopo bariatrico è stato ipotizzato che 

il miglioramento della NAFLD possa essere legato anche a 

variazioni del microbiota. 
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2. Scopo dello studio 

Il nostro studio si propone di esaminare possibili differenze nella 

composizione della flora batterica intestinale e nel contenuto di 

acidi grassi fecali a catena corta (SCFA) prodotti dall’attività di 

fermentazione della stessa, in quattro gruppi di pazienti differenti 

per lo stato di nutrizione (anoressici e obesi) o per il tipo di 

intervento chirurgico ricevuto (chirurgia bariatrica = chirurgia 

gastrointestinale ―alta‖; Sindrome dell’Intestino Corto = chirurgia 

gastrointestinale ―bassa‖) ed in un gruppo controllo. Di ciascun 

gruppo è stato inoltre valutato il regime dietetico seguito, sia con 

diario che con inchiesta alimentare, così da identificare possibili 

influenze della dieta sulla composizione della flora intestinale e 

sulla produzione di SCFA.  
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3. Pazienti e Metodi 

3.1 Popolazione in studio 

Sono stati studiati 84 soggetti suddivisi in 5 gruppi:  

1) n.18 pazienti (3M – 15F, età media 22±4 anni, BMI 14,1±1 

kg/m
2
) con anoressia nervosa di tipo restrittivo (AN), non in fase di 

rialimentazione e con peso stabile da alcuni mesi. Tale gruppo per 

l’incidenza della malattia è costituito da soggetti prevalentemente di 

sesso femminile (15 F e 3 M). 

2) n.13 pazienti (5M – 8F, età media 38± 17 anni, BMI 25±7 kg/m
2
) 

con Sindrome dell’Intestino Corto (SIC), in Nutrizione Parenterale 

Domiciliare;  

3) n.21 pazienti (8M – 13F, età media 39± 9 anni, BMI 36±8 kg/m
2
) 

operati di Sleeve Gastrectomy (SG). I soggetti del gruppo SG sono 

stati tutti operati da almeno un anno, hanno perso in media il 20% 

del loro peso pre-intervento (media circa 30 kg) e attualmente 

presentano un peso stabile;  

4) n.16 pazienti (9M – 7F, età media 37±11, BMI 45± 7 kg/m
2
) 

obesi (OB); 

5) n.16 (6M – 10F, età media 38±14, BMI 22± 3 kg/m
2
) controlli 

normopeso (CNP). 

La popolazione in studio è stata reclutata tra i soggetti di peso 

stabile afferenti agli Ambulatori dell’Area Centralizzata di 

Nutrizione Clinica, Dipartimento di Medicina Clinica e Chirurgia 

dell’Azienda Ospedaliera Universitaria Policlinico ―Federico II‖ di 

Napoli.  
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Tutti i soggetti arruolati hanno firmato il consenso informato per la 

partecipazione allo studio. 

Per ciascun soggetto, dopo la raccolta dell’anamnesi e l’esame 

obiettivo, sono state rilevate le misure antropometriche e sono stati 

effettuati prelievi di sangue a digiuno per la valutazione dello stato 

di nutrizione. 

E’stato inoltre prelevato un campione di feci per la valutazione 

qualitativa e quantitativa della flora batterica intestinale e del 

contenuto in acidi grassi fecali a catena corta (SCFA). 

A ciascun soggetto è stato richiesto di compilare un diario 

alimentare per un periodo di 4 settimane ed è stata inoltre praticata 

un’inchiesta alimentare da personale dietistico dedicato. Per ciascun 

soggetto è stato misurato il dispendio energetico a riposo, in 

condizioni standardizzate (metabolismo basale) con calorimetria 

indiretta e valutata la composizione corporea con 

bioimpedenziometria (BIA).  

Tutti i soggetti sono stati sottoposti ad ecografia epatica, con 

metodo standardizzato, per l’identificazione di eventuale steatosi 

epatica e sua quantizzazione.  

 

3.2 Parametri antropometrici 

L’altezza è stata misurata mediante uno stadiometro con una 

sensibilità di 0,1 cm e il peso corporeo con bilancia meccanica con 

una sensibilità di 0,1 Kg con il soggetto a piedi nudi e avente 

indosso abiti leggeri; dalla misurazione di peso e altezza è stato 
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calcolato il BMI (Kg/m
2
); la circonferenza vita è stata misurata con 

un metro a nastro a livello delle creste iliache. 

 

3.3 Calorimetria indiretta 

Il metabolismo a riposo dei soggetti in studio è stato misurato con 

calorimetria indiretta per 30 minuti mediante il calorimetro Vmax 

29n, Sensor-Medics. La calorimetria indiretta valuta il dispendio 

energetico a riposo attraverso la misura del consumo di O2 (VO2) e 

della produzione di CO2 (VCO2). Il quoziente respiratorio (QR), 

ottenuto dal rapporto tra VO2 e VCO2, fornisce indicazioni circa la 

miscela metabolica utilizzata dal soggetto. Per il calcolo del 

metabolismo basale è stata utilizzata la formula di De Weir 

ottenendo quindi una media rispetto al periodo intero di misura. 

Durante le misurazioni, il soggetto è in posizione supina, a digiuno 

da almeno 12 ore, dopo una notte di riposo, nessun esercizio fisico 

o pasto eccessivo o abuso di sostanze eccitanti nelle 24 ore 

precedenti la misura; durante la determinazione vanno garantite 

condizioni di termoneutralità (20-24 °C), inoltre è necessaria 

l’assenza di qualsiasi fattore di eccitazione fisica o psichica.  

 

3.4 Bioimpedenziometria (BIA)  

L’analisi bioimpedenziometrica permette di valutare la 

composizione corporea mediante misure elettriche. In particolare 

viene valutata la TBW (Total Body Water = acqua totale corporea), 

somma dell’acqua intracellulare (ICW = IntraCellular Water) e 

dell’acqua extracellulare (ECW = ExtraCellular Water): in 
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condizioni fisiologiche normali esse rappresentano rispettivamente 

circa il 60% e 40% dell’acqua corporea totale nell’adulto. La BIA 

fa riferimento ad un modello di composizione corporea di tipo 

bicompartimentale: la FFM (free fatty mass), in condizioni 

fisiologiche normali, costituita nell’adulto dal 73% di acqua e la 

FM (fatty mass) considerata completamente anidra anche se in 

realtà può avere fino al 5% di acqua. Da un punto di vista elettrico, 

la FFM, ricca in acqua ed elettroliti, è un buon conduttore elettrico, 

mentre la FM non è capace di condurre elettricità.  

L’impedenza (Z) ha una parte resistiva (la resistenza R) e una parte 

legata ai fenomeni energetici di accumulo (la reattanza X).  

Nel corpo umano sano la resistenza contribuisce per ben il 98% 

all’impedenza e la reattanza al 2%. Il rapporto tra X ed R è detto 

fattore Q e la sua tangente è detta angolo di fase. L’angolo di fase è 

espresso in gradi e rappresenta il ritardo che la corrente elettrica 

alternata a 50Hz incontra nell’attraversare un conduttore. 

Nell’organismo umano le membrane cellulari fungono da 

condensatori (trattengono cioè una certa quantità di corrente 

elettrica), per tale motivo l’angolo di fase sarà direttamente 

proporzionale alla quantità di membrane cellulari.  

Essendo una metodica indiretta, la BIA ha bisogno di equazioni 

specifiche per trasformare il dato elettrico in massa corporea. 

L’analisi bioimpedenziometrica è capace di definire la ripartizione 

dell’acqua corporea tra spazi intra ed extracellulari. I parametri BIA 

utilizzati per tale tipo di analisi sono: l’angolo di fase e la 

multifrequenza.  
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L’apparecchio AKERN BIA 101 (BIA 101, Akern, Firenze, Italy) è 

costituito da 4 elettrodi di cui 2 iniettori e 2 sensori. Il soggetto è 

supino, non a contatto con superfici metalliche. In genere si usa una 

corrente alternata a 50 kHz di debole intensità (400 microampere), 

del tutto innocua. Gli elettrodi iniettori vengono posizionati sulla 

superficie dorsale della mano e del piede, mentre gli elettrodi 

sensori vengono posizionati tra le prominenze del radio e dell’ulna 

e tra il malleolo mediale e laterale della caviglia. Agli elettrodi 

vengono collegati dei fili conduttori, attraverso cui viene fatta 

circolare la corrente che, attraversando le strutture corporee, subirà 

un calo della sua intensità dovuta all’impedenza associata alle 

strutture corporee; il segnale risultante (ovvero la risposta in termini 

di intensità elettrica) viene trasmesso ad un apparecchio trasduttore 

che raccoglie i dati traducendoli in misure corporee.  

Le misurazioni sono state ottenute in stato post-assorbitivo (la 

mattina a digiuno), ad una temperatura ambientale di 22-24°C, dopo 

aver svuotato la vescica e dopo essere rimasti in posizione supina 

per almeno 20 minuti.  

La FFM e la FM sono state valutate utilizzando l’equazione 

predittiva sviluppata da Kushner (130). 

Tutte le misurazioni della BIA sono state calcolate come media dei 

valori ottenuti su entrambi gli emilati. L’angolo di fase (PA) è stato 

ottenuto dal rapporto reattanza/resistenza: PA (gradi) = arctan 

(XC/Res). 
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3.5 Questionario sulle abitudini alimentari  

Per la registrazione delle abitudini alimentari è stato usato un 

questionario validato dall’Università di Perugia, Istituto di Scienza 

dell’Alimentazione (131) che si basa sulla registrazione per ricordo 

degli alimenti assunti abitualmente e di recente, mediante frequenza 

di consumo. Si chiede al soggetto quante volte al giorno o alla 

settimana o al mese, consuma un determinato cibo o una serie di 

cibi. Il questionario da dunque un’idea delle abitudini alimentari più 

che dei consumi effettivi.  

 

 

3.6 Ecografia epatica 

L’ecografia epatica è stata eseguita da due indipendenti operatori 

all’oscuro dei dati clinici dei pazienti. È stato utilizzato un 

apparecchio Esaote Mpx Biomedica con sonda convessa 3.5-MHz e 

una sonda lineare ad alta frequenza (7-13 MHz). La steatosi epatica 

è stata valutata semiquantitativamente su una scala da 0 a 3 

(0:assente; 1: lieve; 2: moderata; 3: grave). La steatosi è stata 

classificata secondo Saverymuttu et al. (132) sulla base di anormali 

echi intensi e di alto livello dal parenchima epatico, dalla differenza 

rene-fegato nell’ampiezza dell'eco, dalla penetrazione dell’eco nella 

porzione profonda del fegato e dalla chiarezza della struttura dei 

vasi sanguigni del fegato (133, 134).  
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3.7 Indagini di laboratorio 

Le indagini ematochimiche (azotemia, glicemia, creatininemia, 

emocromo, QPE, transaminasi, colesterolo totale, HDL-colesterolo, 

trigliceridi, fibrinogeno, ferritina, insulinemia, colinesterasi) sono 

state determinate con metodi di laboratorio di routine presso il DAS 

Medicina di Laboratorio - Servizio Analisi - Azienda Ospedaliera 

Universitaria ―Federico II‖ di Napoli. L’indice di insulinoresistenza 

è stato calcolato utilizzando l’indice HOMA. 

 

 

3.8 Raccolta campioni di feci 

Per la raccolta delle feci sono stati utilizzati contenitori specifici 

muniti di cucchiaino interno. I campioni di feci sono stati raccolti 

dai pazienti e dai controlli in quantità pari ad una noce evitando di 

mescolare le feci con le urine. Il campione è stato conservato in 

luogo fresco (2-8°C) e consegnato il prima possibile in laboratorio 

per un massimo di 24 ore. Tutti i pazienti hanno sospeso l’eventuale 

terapia antibiotica per almeno una settimana. Successivamente alla 

consegna, i campioni sono stati congelati entro 4 ore a -20 °C e 

conservati per le successive indagini gascromatografiche, saggio 

PCR real-time e metodo colturale.  
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3.9 Determinazione degli acidi grassi a catena corta 

fecali (SCFA) 

Analisi Gas Cromatografica con Rilevatore a ionizzazione di 

fiamma (FID Flame Ionization Detector) 

I campioni di feci sono stati pesati (1 g), sospesi in 5 ml di acqua 

distillata e agitati con agitatore orizzontale per 5 minuti. Il 

campione è stato acidificato con HCl (5 M) fino ad un pH 2 e 

successivamente centrifugato (4000 rpm x 20 min). Sono stati 

prelevati 980 µl di acqua fecale e aggiunti a 20 µl di Acido 

Metacrilico (2.5 mMol/ ml). Il contenuto in acidi grassi a catena 

corta (acido acetico, acido propionico e acido butirrico) è stato 

determinato mediante gas cromatografo Hewlett Packard 5890 

Series II con rilevatore a ionizzazione di fiamma iniettando 1 µl di 

campione in colonna capillare Supelco SPB
TM 

30m x 0.25mm x 

0.25mm. I risultati (Figura 3) sono stati elaborati mediante un 

integratore Hewlett Packard 3396 Series II (135). 
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Figura 3. Cromatogramma di un singolo campione: il picco a 2.6 è l’acido 

acetico, a 2.9 è l’acido propionico, a 3.5 è l’acido butirrico. 

 

 

 

3.10 Analisi della flora batterica intestinale 

3.10.1 Saggio PCR real-time  

Preparazione del campione e estrazione del DNA 

I campioni di feci sono stati congelati e conservati immediatamente 

a –20°C. Al momento dell’analisi i campioni sono stati scongelati e 

il DNA è stato estratto secondo le indicazioni del kit QIAamp DNA 

stool Mini kit (Qiagen, Hilden, Germany). La concentrazione del 

DNA è stata determinata con uno spettrofotometro Nanodrop-1000 

(Nanodrop, Wilmington, DE, USA).  
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Saggi PCR quantitativa Real-Time 

I geni target, le sequenze dei primer e delle sonde (lifetech, applied 

biosystems), e le dimensioni dell’amplicone per due saggi PCR 

real-time usati in questo studio sono riassunti in Tabella 1 (54). Le 

sonde e i primers MGB dei phyla Bacteroidetes e Firmicutes sono 

stati progettati sulla base del DNA genomico dei barcode 

precedentemente descritti (136). I primers e le sonde del genere 

Lactobacillus spp. usati in questo studio sono stati precedentemente 

riportati (137). Le sonde e i primers M. smithii (Tabella 1) sono 

stati fatti sintetizzare secondo quanto riportato (138). Nei campioni 

sono stati inseriti 5 pmol di primers e sonde marcate con FAM o 

VIC. Un totale di 5 µl di DNA estratto dalle feci è stato diluito 

1/10, 1/100, o 1/1000. Le diluizioni sono state portate a un volume 

finale di 25 µl. I cicli di amplificazione PCR real-time per la 

determinazione dei Bacteroidetes comprendono 95°C per 15 min e 

45 cicli (95°C 30 s, 48°C 45 s, 72°C 1 min). Per le determinazioni 

dei Firmicutes e Lactobacillus spp., i cicli di amplificazione 

comprendono 95°C per 15 min e 45 cicli (95°C 30 s, 60°C 1 min). 

La determinazione e quantificazione di Lactobacillus spp. è stata 

eseguita come precedentemente riportato (54). Bacteroidetes e 

Firmicutes sono stati quantificati usando un plasmide sinettico che 

è stato costruito come precedentemente descritto (54). 
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Tabella 1. Sistema PCR Real-Time per Bacteroidetes e Firmicutes (da 

Armougom 2009). 

 

 

 

 

Plasmide di quantificazione 

La curva standard per l’analisi quantitativa è stata costruita 

utilizzando diluizioni seriali di un plasmide contenete frammenti 

chimerici corrispondenti alle sequenze specifiche dei 3 gruppi 

batterici ricercati (Bacteroidetes, Firmicutes e M. smithii).  

La lunghezza del frammento chimerico (Figura 4) è di 485 bp.  
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Figura 4. Frammento chimerico (da Armougom 2009). 

 

La sequenza target per i Bacteroidetes è indicata in stile normale, la 

sequenza target per i Firmicutes è indicata in stile grassetto, e la 

sequenza target per M. smithii è indicata in stile sottolineato. Le 

sequenze primer sono indicate in minuscolo e sottolineate; le 

sequenze probe sono indicate in minuscolo e in corsivo (54). 

 

 

3.10.2 Metodo colturale 

Un 1 gr di materiale fecale prelevato dal centro del campione è stato 

passato in terreno di arricchimento BBL Enriched Thioglycollate 

Medium (8ml), con Vitamin K1 e Hemin, effettuando diluizioni 

seriali, da 10
-1

a 10
-7

. Per la ricerca dei batteri aerobi sono stati 

utilizzati i seguenti terreni di coltura: Macconkey Agar n°3, 

Mannitol Salt Agar e Columbia Agar Base supplementato con 

sangue di montone (Oxoid). Sono stati piastrati 0.1ml di campione 
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dalle diluizioni 10
-2

, 10
-4

 e 10
-6

 e poi incubati in aerobiosi a 37°C 

per 24-48 h. Per la ricerca dei batteri anaerobi sono stati utilizzati i 

terreni di coltura a base di sangue di montone (5%): CDC Anaerobe 

Agar, CDC Anaerobe Blood Agar con Phenulethyl Alcohol 

(diluizioni: 10
-2

, 10
-4

, 10
-7

), Schaedler Kanamycin-Vancomycin 

Agar, Schaedler CNA Agar (diluizioni 10
-2

, 10
-4

 e 10
-6

) e terreni 

selettivi: Bacteroides Bile Esculin Agar con Amikacin (per la 

ricerca dei Bacteroides spp.), LBS agar (per la ricerca dei 

Lattobacilli) e Bifidobacterium Agar modified (per la ricerca dei 

Bifidobatteri) (diluizioni 10
-2

, 10
-4

 e 10
-6

) (BD). Le piastre sono 

state incubate in cappa per anaerobi (miscela: 85% N2, 10% H2 e 

5% CO2) ad una temperatura di 37°C. Dopo 24 – 48 ore le colonie 

sono state subcoltivate e incubate in doppio: in anaerobiosi ed in 

incubatore a CO2 per distinguere i batteri anaerobi obbligati da 

quelli facoltativi (139, 140, 141). I microrganismi sono stati 

identificati seguendo procedure standard e mediante successivi test 

biochimici standardizzati e miniaturizzati: Api 20A, Api20E, 

ApiStrep, ApiStaph (BioMerieux) (141-143). 
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4. Analisi statistica 

I dati ottenuti dalle varie indagini effettuate sono stati informatizzati 

ed analizzati con programma statistico SPSS versione 11.0. Le 

variabili continue sono state espresse come media ± deviazione 

standard.  Per il confronto  di variabili continue è stato utilizzato il 

t-test, mentre per il confronto di variabili categoriche è stato 

utilizzato il test X
 2  

(chi-quadro); per l’analisi delle differenze tra 

gruppi è stato utilizzato il test ANOVA. Sono stati considerati 

significativi valori di p < 0.05.  
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5. Risultati  

Le caratteristiche dei soggetti in studio sono descritte in Tabella 2. 

La popolazione dei soggetti esaminati è omogenea per età, tranne 

che per gli AN, la cui patologia ha insorgenza in età più precoce 

rispetto alle altre e che dunque sono in media più giovani rispetto 

agli altri gruppi.  

 

 

 

* p < 0.05 

 

Tabella 2. Caratteristiche degli 84 soggetti in studio suddivisi nei rispettivi 

gruppi di appartenenza. 

 

 

 

Come atteso, il peso degli obesi risulta significativamente superiore 

a quello di tutti gli altri gruppi, eccetto per il gruppo SG. 

L’epatosteatosi ha mostrato una prevalenza del 46%  negli OB, 

45% dei pazienti operati di SG, 21% dei pazienti affetti da SIC, 

20% dei CNP e 10% degli AN.  

Gruppo N° M/F  Età 
(anni)±ds 

Peso 
(Kg)±ds 

IMC 
(Kg/m2)±ds 

SIC 13 5/8 38 ±17 61 ±19 25 ±7 

SG 21 8/13 39 ±9 97 ±27 36 ±8 

AN 18 3/15 22 ±4 * 32 ±7 14 ±1 

OB 16 9/7 37 ±11 129 ±23* 45 ±7 

CNP 16 6/10 38 ±14 59 ±8 22 ±3 
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Dall’analisi dei dati relativi agli introiti, si deduce che l’inchiesta 

alimentare risulta più affidabile nella definizione dei consumi di 

ciascun gruppo rispetto al diario. Dal confronto delle due metodiche 

di raccolta è infatti risultato che gli obesi tendono ad omettere 

l’assunzione di determinati alimenti e/o relative reali quantità, 

mentre per gli AN si verifica il contrario. Pertanto nell’analisi dei 

dati si terrà conto solo dell’inchiesta alimentare: per quanto 

riguarda l’introito calorico totale, è emerso che il gruppo AN 

assume meno calorie rispetto ad OB (p=0,05) e CNP (p=0,023). 

Per le proteine vi è differenza tra SG e OB (p=0,05) e tra AN e OB 

(p=0,05). Per i glicidi vi è differenza tra gli AN,  CNP e OB 

(p<0.05), e tra gli SG, i CNP e gli OB (p<0,005). Per la fibra totale 

vi è differenza tra SG, CNP e OB  (p=0,05).  
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5.1 Microbiota intestinale 

L’analisi della flora batterica intestinale, eseguita sia mediante 

saggio PCR real-time che con metodo colturale, ha permesso 

l’identificazione e la quantificazione dei batteri presenti nei 

campioni di feci raccolti sia a livello di phyla (Bacteroidetes e 

Firmicutes) che di genere (Bifidobacterium spp. e Lactobacillus 

spp.) nonché di specie (Methanobrevibacter smithii, Clostridium 

perfringens, Lactococcus garvieae, Bacteroides intestinalis, etc.).  

Relativamente ai Bacteroidetes la tipizzazione e quantificazione 

mediante saggio PCR real-time ha mostrato differenze 

statisticamente significative tra il gruppo SG e il gruppo SIC 

(p=0,028) (Figura 5);  

 

 

Figura 5. Quantificazione dei Bacteroidetes, mediante saggio PCR real-time, 

nei cinque gruppi di soggetti in studio.  
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mentre  per i Firmicutes è stato il metodo colturale ad evidenziare 

differenze statisticamente significative (p=0,042) tra gli stessi 

gruppi di pazienti (SG e SIC) (Figura 6).  

 

 

 

 

 

Figura 6. Quantificazione dei Firmicutes, mediante metodo colturale, nei 

cinque gruppi di soggetti in studio. 
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La ricerca a livello di Bifidobacterium spp. è stata eseguita soltanto 

con il metodo colturale ed ha evidenziato una differenza 

statisticamente significativa tra il gruppo SIC e il gruppo CNP 

(p=0,019) (Figura 7). 

 

 

 

Figura 7. Quantificazione di Bifidobacterium spp., mediante metodo colturale, 

nei cinque gruppi di soggetti in studio. 

 

 

L’analisi statistica dei dati ottenuti dalla ricerca di Lactobacillus 

spp., eseguita sia mediante saggio PCR real-time che metodo 

colturale (Figure 8 e 9), e dalla ricerca di Methanobrevibacter 

smithii, attraverso saggio PCR real-time (Figura 10), non ha 

rilevato alcuna differenza significativa tra i gruppi di pazienti 

studiati.  
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Figura 8. Quantificazione di Lactobacillus spp., mediante saggio PCR real-

time, nei cinque gruppi di soggetti in studio. 

 

 

Figura 9. Quantificazione di Lactobacillus spp., mediante metodo colturale, 

nei cinque gruppi di soggetti in studio. 
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Figura 10: Quantificazione di Methanobrevibacter smithii, mediante saggio 

PCR real-time, nei cinque gruppi di soggetti in studio. 

 

 

Nel gruppo AN risulta che i Firmicutes (metodo colturale) hanno 

una forte correlazione inversa con le proteine (r = - 0,990; p=0,001) 

e diretta con gli oligosaccaridi (r = 0,973; p = 0,005) introdotti con 

la dieta. Nel gruppo SG è stata osservata una correlazione inversa 

tra i Bifidobatteri, le calorie totali (r = - 0,753; p = 0,031), le 

proteine (r = - 0,738; p = 0,037) e i lipidi (r = - 0,844; p = 0,008) 

assunti con la dieta.  

Nel gruppo SIC è stata osservata: una forte correlazione inversa tra 

i Bacteroidetes (metodo colturale) e le calorie totali (r = - 0, 999; 

p=0,002); correlazione diretta tra Lattobacilli e oligosaccaridi 

(r=0,973; p = 0,027); correlazione diretta tra Methanobrevibacter 
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smithii e oligosaccaridi (r = 0,972; p = 0,028); correlazione diretta 

tra Firmicutes e oligosaccaridi (r = 0,972; p = 0,028).  

 

5.2 Acidi grassi a catena corta fecali 

La Figura 11 mostra i risultati ottenuti dall’analisi del contenuto in 

acidi grassi a catena corta (SCFA), effettuata con analisi 

gascromatografica sui campioni di feci raccolti. 

Non emergono differenze nei vari gruppi quando si considera il  

contenuto in SCFA totali. 

 

 

 

Figura 11. Concentrazioni medie degli acidi grassi a catena corta fecali 

(SCFA) nei cinque gruppi di soggetti in studio.  
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Per l’acido butirrico emerge una differenza statisticamente 

significativa tra il gruppo AN e il gruppo OB (p<0,001) e tra il 

gruppo AN e il gruppo SG (p=0,007). Anche per l’acido 

propionico vi è una differenza statisticamente significativa tra gli 

stessi gruppi di pazienti e precisamente tra il gruppo AN e il gruppo 

OB (p=0,001) e tra il gruppo AN e il gruppo SG (p=0,047). Invece 

per l’acido acetico vi è una differenza statisticamente significativa 

soltanto tra il gruppo AN e il gruppo OB (p=0,026).  

Da una successiva analisi di correlazione tra il contenuto in acidi 

grassi a catena corta fecali e i dati relativi agli introiti alimentari 

(inchiesta alimentare) è emerso che soltanto nel gruppo degli AN 

esiste una forte correlazione diretta tra gli SCFA e la dieta. In 

particolare per l’acido butirrico c’è una correlazione diretta con le 

calorie totali (r=0,917; p=0,010), con i glicidi (r=0,974; p=0,001) e 

gli amidi (r=0,943; p=0,005) assunti con la dieta mentre per l’acido 

propionico c’è una correlazione diretta con le calorie totali 

(r=0,821; p=0,045).  

In riferimento agli SCFA è emersa, nel gruppo SG, una correlazione 

diretta tra l’acido butirrico e i Bifidobatteri (r=0,847; p=0,004). 

 

 

 



 

 

55 

6. Discussione 

L’analisi della flora batterica intestinale è stata eseguita sia 

mediante saggio PCR real-time che con metodo colturale. 

L’utilizzo di tecniche colturali tradizionali è stato il primo metodo 

per caratterizzare un ecosistema batterico attraverso la conta di 

colonie che crescono su un particolare terreno di crescita. Le 

colonie risultanti, che rappresentano i microrganismi vitali 

coltivabili, vengono poi identificate con test biochimici. Pertanto, 

l’isolamento e la coltivazione su uno specifico terreno di coltura 

permettono la caratterizzazione solo di microrganismi in grado di 

crescere e moltiplicarsi su quel particolare mezzo di crescita, con la 

possibilità di trascurare la presenza di altre componenti microbiche 

vitali per le quali però non è adatto quello specifico mezzo di 

coltura (144). Furrie (2006) ha illustrato i vantaggi e gli svantaggi 

dell’uso di metodiche coltura-dipendenti per lo studio del 

microbiota intestinale umano. I vantaggi del metodo colturale sono i 

bassi costi (se confrontati con le nuove tecniche di ricerca), e la 

possibilità di eseguire indagini biochimiche e fisiologiche sui ceppi 

isolati. Nonostante questi aspetti positivi, le tecniche classiche 

mostrano notevoli svantaggi in quanto richiedono tempi lunghi e 

laboriosi di analisi, la necessità di processare in tempi brevissimi i 

campioni da esaminare e inoltre sono fortemente influenzate dal 

terreno e dalle condizioni di crescita (145). 

Un ulteriore problema associato al metodo colturale è che, come si 

è osservato in numerosi studi microbiologici su feci umane, per la 

natura del metodo utilizzato, le conte colturali rivelano una 

predominanza di batteri anaerobi gram-positivi (146). Infatti, la 



 

 

56 

maggiore popolazione facilmente isolata dai campioni di feci è 

composta da batteri che crescono rapidamente su terreni di crescita 

classici, ricchi in nutrienti e a temperature mesofile (20-45°C), 

mentre queste stesse condizioni di crescita risultano poco favorevoli 

per specie batteriche anaerobiche e per batteri intestinali che 

crescono preferenzialmente in condizioni di microaerofilia. La 

concentrazione di queste ultime popolazioni viene dunque 

sottostimata. 

Nuovi approcci coltura-indipendenti sono stati sviluppati e applicati 

per meglio analizzare la composizione della flora batterica 

intestinale umana (145). Questo ha permesso l’identificazione di un 

gran numero di nuovi taxa batterici e per molti di questi non sono 

ancora disponibili terreni di crescita selettivi.  

La PCR real-time è una tecnica coltura-indipendente ad elevata 

sensibilità e specificità ed estrema rapidità di esecuzione che 

permette di identificare specie viventi e non viventi e quindi di 

ampliare le conoscenze della flora batterica intestinale. 

Nota la sequenza del DNA da amplificare, vengono utilizzati 

primers e probe capaci di riconoscere sequenze specie-specifiche 

del cromosoma batterico.  Si estrae il DNA batterico dal campione 

in esame e si procede all’amplificazione e quantificazione 

simultanea del DNA mediante l’utilizzo di colorazioni fluorescenti 

che si intercalano con il DNA oppure con sonde ad ibridazione 

(probe oligonucleotidici), specifiche per il frammento amplificato, 

marcate con molecole fluorescenti.  
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I risultati ottenuti mediante PCR real-time, confrontati con altre 

nuove tecniche quantitative, hanno mostrato una maggiore 

precisione numerica (145).  

Nei 4 gruppi di pazienti e nel gruppo di controllo presi in esame, 

sono emerse alcune differenze statisticamente significative nella 

composizione della flora batterica intestinale per le quali non 

sempre sono noti il significato ed il possibile risvolto clinico, ma 

che in questa fase preliminare di studio è opportuno segnalare come 

utile spunto di riflessione. Ad esempio emerge una differenza 

statisticamente significativa per Bacteroidetes e Firmicutes nei due 

gruppi di pazienti che hanno ricevuto uno o più interventi chirurgici 

sul tratto gastrointestinale (gruppo SG e gruppo SIC). La SG, 

effettuata a scopo bariatrico, è una chirurgia di tipo restrittivo che 

ha come obiettivo quello di tubulizzare la sacca gastrica per 

garantire un precoce senso di sazietà e ridurre dunque la quantità di 

alimenti ingeriti, consentendo dunque il calo ponderale nel tempo 

dei soggetti obesi.  

I pazienti con SIC hanno invece subito interventi chirurgici di 

ampia resezione di tenue, ed in alcuni casi anche di parte o 

dell’intero colon, danneggiati da varie patologie, quali vasculopatia 

cronica intestinale con occlusione dei vasi mesenterici superiori, 

morbo di Crohn, ischemia per volvolo, etc..  

Anche la differenza riscontrata nei livelli fecali di Bifidobacterium 

spp. tra il gruppo SIC e i controlli, al momento, non trova in 

letteratura una valida motivazione. 

Dalle nostre valutazioni emergono inoltre dati isolati su alcune 

correlazioni tra assunzione di specifici nutrienti, la flora batterica 
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intestinale e la produzione di acidi grassi fecali. Per esempio, è 

emerso che nel gruppo AN i Firmicutes hanno una forte 

correlazione inversa con le proteine e diretta con gli oligosaccaridi 

introdotti con la dieta. Nel gruppo SG è stata osservata una 

correlazione inversa tra Bifidobacterium spp., le calorie totali, le 

proteine e i lipidi assunti con la dieta. Nel gruppo SIC è stata 

osservata una forte correlazione inversa tra i Bacteroidetes e le 

calorie totali, etc.. Al momento non esistono dati in letteratura a 

supporto dei risultati emersi dal nostro studio; è certamente chiara 

la necessità di  ulteriori approfondimenti e soprattutto la validazione 

su un numero maggiore di campioni.  

Per l’acido butirrico e per l’acido propionico emerge una differenza 

statisticamente significativa tra il gruppo AN e il gruppo OB  e tra il 

gruppo AN e il gruppo SG; mentre per l’acido acetico la differenza 

è risultata significativa soltanto tra il gruppo AN e il gruppo OB. 

Queste differenze sono quasi certamente da attribuire allo scarso 

apporto dietetico del gruppo AN, come emerge anche dall’analisi 

dell’inchiesta alimentare.  

I nostri risultati sono in accordo con recenti studi che hanno 

evidenziato che il contenuto in SCFA nelle feci di individui obesi è 

superiore rispetto a quello di soggetti magri, nonostante negli obesi 

sia stata riscontata una minore quantità di batteri intestinali 

appartenenti a ceppi saccarolitici (42). 

Anche Schwiertz (101) ha riportato una maggiore concentrazione di 

SCFA nelle feci di soggetti obesi rispetto ai magri, e ciò viene 

giustificato sia con un loro ridotto assorbimento intestinale, sia con 

la possibile presenza di ceppi batterici che hanno bassa efficienza 
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nell’utilizzare gli SCFA come fonte di energia. Altre motivazioni 

possono essere sia il risultato di un’amentata produzione di SCFA 

da parte dei microrganismi intestinali, cambiamenti nei modelli di 

alimentazione microbica, ridotto assorbimento a livello della 

mucosa intestinale o anche modifiche della velocità di transito 

intestinale. 

Inoltre, secondo Armougom, negli AN si svilupperebbero 

particolari ceppi batterici (come Faecalibacterium prausnitzii) nel 

microbiota intestinale, capaci di fermentare con maggiore efficienza 

le fibre solubili della dieta, con produzione di SCFA (96). Negli 

AN, inoltre, verrebbe promosso un maggior assorbimento degli 

SCFA fecali, al fine di compensare lo scarso apporto calorico della 

dieta, cosa che determinerebbe una minore concentrazione finale di 

SCFA nelle feci, perché appunto assorbiti nel sangue portale.  

 

7. Conclusioni  

Nel nostro studio, per la prima volta in letteratura, sono state messe 

a confronto 5 differenti popolazioni profondamente differenti per 

l’assetto metabolico-nutrizionale, le condizioni cliniche e la storia 

della patologia, con l’obiettivo di valutare le possibili reciproche 

influenze tra dieta, flora batterica intestinale e acidi grassi fecali a 

catena corta. 

Oltre a quanto già clinicamente evidente ed ipotizzabile, nei quattro 

gruppi di pazienti e nel gruppo controllo, sono emerse differenze 

nella composizione della flora batterica intestinale e nel contenuto 

di acidi grassi fecali, confermando ipotesi di lavoro già note e 

fornendo informazioni utili che meritano ulteriori approfondimenti. 
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E’ dunque auspicabile programmare studi che coinvolgano una 

maggiore numerosità di soggetti, magari studi multicentrici per 

poter allargare la numerosità dei soggetti in esame e confermare i 

risultati ottenuti magari riuscendo anche a dare delle spiegazioni 

plausibili. 
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