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La scoperta Uno studio californiano prova che lo stato dell‘intestino influisce direttamente sul cervello

Domani i microbi ci salveranno

Gli organismi microscopici possono combattere le malattie

di MASSIMO
PIATTELLI PALMARINI

vita e I'importanza di un lavoro
appena pubblicato sulla rivista
4L specializzata «Cell» da Sarkis

"] er meglio comprendere la no-

K. Mazmanian e undici collaboratori
dell'Istituto di Tecnologia della Cali-

fornia, riguardante le interazioni tra

microbioma e disturbi cognitivo-com-
portamentali, occorre fare un passo
indietro.

Negli ultimi dieci anni circa, ma an
cor pitt negli ultimissimi tre o quattro,
abbiamo assistito a una vera e propria
rivoluzione nel mondo della biomedi-
cina. Si tratta dello studio del micro-

bioma, ovvero delle molteplici scoper-

te sull'identita, la genetica e la distri-
buzione delle migliaia di miliardi di
microrganismi che popolano il nostro
corpo. Grazie all'esplosione di potenti
tecnologie che consentono di sequen-
Ziare qualsiasi materiale genetico di
qualsiasi provenienza, ci siamo resi
conto che i microbi presenti intorno e
dentro di noi sono almeno dieci volte
di piit, e molto pi1 eterogenei, di quel-
li che venivano tradizionalmente iden-
tificati in coltura. Pullulano batteri,
funghi e altri infinitesimi organismi
viventi soprattutto nell’ lntestmo (dove

i grammo di tessuto), ma
anche nel profondo della pelle, nelle
mucose, nella congiuntiva, la saliva,
gli organi genital, le vie aeree, git1 gitu
fino agli infraditi. Un attivo progetto
internazionale, lo «Human Microbio-
me Project Consortium», sovvenzio-
nato dai National Institutes of Health,
raccoglie i sempre pilt numerosi dati e
cerca di armonizzare e unificare i pro-
tocolli sperimentali.

Per darci un'idea approssimaﬁ 2
della rivoluzione microbiomica, if
maginiamo di effettuare il seguen)
bizzarro esperimento. Prendiamo|
Signor Mario Rossi, nudo in piedi
fronte a nol. Ora rimuoviamo tutf
proprio tutte, le cellule del suo corp
ma lasciamo intatto I'universo di m
crorganismi che popolano il suo cd
po. Ebbene, avremmo ancora di fron|
una brulicante ma nettissima scultuf

Il microbiota é arrivato

sui mass media

ni umane diverse, ma anche tra diversi
siti corporei nello stesso individuo: le
comunita di microbi sulla pelle, nel-
I'intestino e nelle vie aeree sono pro-
fondamente diverse nei loro profili.

Ebbene, veniamo ora al lavoro appe-
na pubblicato.

Gia si sapeva che, negli esseri uma-
ni, disturbi dello sviluppo nervoso e
comportamentale, tra i quali lo
tro diagnostico dell’autismo, si ac-
compagnano spesso a disturbi gastro-
intestinali, talora anche gravi. Maza-
manian e colleghi hanno voluto veder-
ci pii chiaro ed hanno studiato queste
correlazioni nel topo. In sostanza, os-
servando le alterazioni del microbio-
ma gastrointestinale nelle madri e in-
troducendo poi nella prole un batterio
presente nell'uomo (chiamato Bacte-
roides fragilis) che modifica la perme-
abilita e l'ecologia intestinale, hanno
ottenuto miglioramenti in preesisten-
ti difetti del comportamento comuni-
cativo, maggiore resistenza allo stress,
minori sintomi di ansia e miglior suc-
cesso in prove di motricita e sensibili-
ta.

L'introduzione di questo microrga-
nismo ha radicalmente alterato varie
componenti del metabolismo, grazie
alla capacita che questi batteri hanno
di produrre sostanze necessarie all'or-
ganismo che li ospita.

Altri raffinati esperimenti, con topi
sterili e con inserzioni mirate di tali
microrganismi, hanno confermato
I'impatto che il metabolismo intesti-

Progressi nel comportamento,
maggiore resistenza allo
stress mmon sintomi di ansia,
aatuata sensibilita
S S )

kervello e sul comporta-

ione di questi studiosi &
imeno nel topo, un asse
fvello che ¢ mediato dal
led ha nette conseguenze
jche riproducono o spet-
bl autistici.

del Signor Mario Rossi. Il numero

tali microorganismi & , infatti, almeno

dieci volte piu’ grande del numero di
. Tra

Granada ha attribuito a Raffaello
Sanzio un dipinto su tela finora

cellule del nostro cox
mente abbiamo associato | batteri alle
malattie infettive, il che non é certo
falso, ma sempre pit ci rendiamo con-
to che la nostra salute dipende in mo-
do essenziale dalla pacifica coabita-
zione con questo universo di micror-
ganismi. lnlnm, con raffinate e costo-
se tecniche, in alcuni laboratori, si
ottengono topi completamente privi
di ogni microbiota, il che permette di
somministrare loro selettivamente in
tempi diversi solo popolazioni pre-
scelte di microrganismi. Ebbene, tali
artificiali «purissime» creature hanno
esistenza molto precaria. In altre paro-

termine di una complessa indagine
durata tre anni, al professore Luis
igo Rodriguez Simon, che
ipotizza che il dipinto presente in
terra spagnola sia una pittura
Ppreparatoria databile al 1507.

n ™
niamo) un crotalo e un cammello. Le
attuali efficienti tecniche di sequen-
ziamento del DNA lo mettono ben in
evidenza.

1 secondo dato & che si tratta di p(r
polazioni in continua

tera-
pie probiotiche attive sulla barriera ga-
stro-intestinale potrebbero essere utili
per trattare | disturbi dello sviluppo
nervoso anche nell'vomo. Mazmanian
e colleghi dicono che si tratta di
un'idea «tr i (sic), di

chi giorni di cambiamento di dle(n,
pet esemplo da camtvora a vegetaria-

possibile applicazione a un vasto spet-
tro di disturbi neurologici e  compor-

hanenca intestinale. lnlam trapianti
ben mirati di microbioma si stanno ri-
velando molto efficaci nel trattamento
di svariati tipi di affezioni, sia nel topo
che negli esseri umani.

‘Terzo, e non meno importante dato,
¢ la grandissima variabilita complessi-
va del microbioma, non solo tra indi-
vidui diversi e ancor piti tra popolazio-

tamentali che

immunitario e I'intestino, aggiungen-
do che le terapie basate sul microbio-
‘ma sono efficaci e hanno il vantaggio
di essere prive di rischi.

Come Mazmanian ama dire, «per
fortuna, non siamo soli al mondo». I
microbi, nostri storici nemici, potreb-
bero diventare i nostri amici migliori.
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Microbiota e chirurgia metabolica:
una nuova frontiera

Nicola Basso
Padova 7-8 marzo 2014

- f_t’,d, f‘h_ﬁ anfq' C“EE- i j_am pmpta _



L’organo microbiota



| P Sede dar miocobiota
109|§cro-organisms. >500 differentes species
Stomach 10%to 10°
Lactobacilli = s
Duodenum <10
Streptococci ol
Lactobacilli Qi
Entercbacteria [ 3 7
Enterococcus lleum 1010 10
Faecalis =
. fBSCtber oides Colon o -
ifidobacteria . 1
Peptococcus with . 10 to 10
Peptostreptococe appendix
Ruminococcus -
Clostridia
Lactobacilli  gnd....
\_ =

Increasing numbers and diversity of microbiota
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Microbiota

in topo e uomo

€ G Firmicutes 60-80°
e ram+ 5 ctinobatteri

‘ G Bacteroidetes 20%
raMm-= o icobacteria




T

Microbiota:
ce ne sono tanti.




Host Genetics

- ' Food Microbial Exposures F
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°rS that Shape the Gut C¢ et

Commensals Pathobionts



Initial Colonization

== ——. Staphyfococcus Strepltococcus Breast-feedi
Parental skin_» @ vagina
. Clostndium difficile,
*Non friendly| xrebsiola,

Entorobacter

Nonliving environmeny¥ food
Other infants/ nursing staff




MICROBIOTA COMPOSITION

Asian vs American

European vs African y Geographic
Southern vs Northern Europeans
provenance

Differences in species level but Dietary Habits

Contradictory results
First month of life : Mostly Bifidobacteria Y

1 month to 1 year of life : Increase Bacteroides fragilis
Vegetarians :

Increase Bacteroidetes
Decrease Clostridia

Adolescent : contradictory results

Adult: Stable:
Firmicutes > Bacteroidetes
> Proteobacteria> Actinobacterio

Elderly: -
Increase Bacteroidetes

Decrease Bifidobacteria Decrease bacterial load ?

Alteration of composition ?

Malnurished children :
Increase Proteobacteria
Decrease Bacteroidetes

Antibiotics




-Functional diversity analysis-
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Arumugam M 2011



Microbiota: funzioni multiformi.
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'Fat storage/ l :‘Barrfr Low-grade Strexss Behaviar
Energy balance! unetion — linflammation | reactivity
NORMAL

RISK OF DISEASE

——

TRENDS in Neurosciances

Bidirectional communication
between gut microbiota and
gut-brain axis

influences homeostasis...

...leading to alterations
in fat storage,

energy balance,

barrier function,

low grade inflammation

Figure 1, Bidirectional communication between gut misrsbiots and components
of the gut-brain ads influence normsl homeostasls and may eoniFbute to rizk ol
dispaso. Alterations in gastrointestinal (Gl), cenlral nervous eysiem (CAS]
autenemic norvous syatarm {ANS], snd Immune systems by microbiota may loatl
to alterations in {a) fat storage and energy balance: (b} Gl bartier function: (c)
genaral low-grade [nflammation [Gl end it il i | stress

and (e incrossed anxiety and deprassive-like behaviors. Each of ihaw
machanisms is implicatad in the pathophysiolegy of meod and anxiety
disordors. Abbraviation: ENS, enteric nervous system,

Foster J.A.,2013




Gut-brain axis: how the microbiome influences anxiety and depression

Germ-free mice were more active, less anxious and less risk-averse than usual.

Healt_hy CNS S Abno_rmal CNS
High fneta Increased
inflammatory : anxiety-like
status behaviors

Healthy gut [ Yer Abnormal gut

function (7! function
Low Low
inflammatory trait
status

anxiety

1’

' IJ(

3 ' }r f
ﬂ— A ST B .. ).AFoster, KA.
_ ~ s McVey Neufeld.

Cell, 2013



Difficile studiarlli.

B N

“I/

Microbial Community
- Y )
What are the
microbes doing?

Proteins Metabolites
Y Y V

ﬂﬂ)
e o)
4 ’ o U‘.,

SSU rRNA Metatranscriptomics Metaproteomics Metabonomics Metagenomics

Approaches

What [s the
genetic potentlal?

9
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Gut Clusters

-Sciame,grappolo funzionalmente collegato-

Bacteroides ‘

(protein diet)

o T2D patients
a Controls

“Prevotella
(carbohydrate diet)

Arumugam, 2011
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The «obese microbiota» extracts more energy from the diet
and is transplantable

Turnbaugh,2006



The «obese microbiota»

is transplantable from man to mice
S

Tc tal body fat (% increase)
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Turnbaugh 2009



How the gut microbiota extracts more energy
and effects host fat storage.

~ Lipogenesis
- CRREBP, - SREBP-1 ~FAS,  ACC

4"'
Dietary fibres *
non digestible carbohydrates *

—  Lipogenic substrates
“... (Monocsaccharides, short

/ N _' chain fatty acids)
: -

= .
Absorption and extraction § _ _ g»* o~ -;( -
of enargy from the diet o p F__T_e..
» Triglyceride storage
» LPL activity
e o Legend
Gut epithelium Blood

FIAF : Fasting induced adipose factor

Backhed, 2004;Cani,2009 | 'F*:Lipoproteinlipase
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MiICrobiota: \
Luclo centrale
in obesita.



HIiISQGoWUI ©

normal cow

=
=
w

lelt.‘l. U N LA R R B AR R W Ay O
o> (VT 2Y 4R affartad S22 12

e

JecomeQ) U ST /\4 ATERNITY :,§ people sur
aelll11ng : Q kﬂour fwins ! EE3' gmedrlea’i(e)*l(;/e;g\isc
orbAGsd = 44 ?ﬂ S 10ss lfestyle
Jltsgq': Ce ; - = honketotic
= RoPl & DN chroni

cO arly prope

medications

Sens ' @M hear!s‘go!:}

> long -term vl pe rsonpredor
obeglty b t

dlated fa"responsweneas resistance e”"“g 5

D esents

prOc
reversed vascular @

sometimes hyperg;ycemla i o ontrolle

hyperosmolar ypass

d rniciiallvy failnire Vo e T



Dall’obesita al diabete:
Quale ruolo per il microbiota?

" Metabolic
Syndrome



High-fat diet
Low fibres
>Gram-
J >LPS

Modulation of
&= gut microbiota

7 INCREASED GUT

PERMEABILITY%

1 r

Gut epithelium Blood

# Lipogenesis

< Inflammation

+ Steatosis

“s Insulin sensitivicy

£r54 Metabolic
i @ e, 5 Syndrome

A Inflammation
“» Insulin sensitivity S

A
[
2

Tremaroli and Backhed Nature 09/ 2012



1 obesity

\ o A Inflammation

‘ \" 3 Insulin sensitivity

~ 4
-

. LPS

d A Metabolic
M endotoxemia

' Metabolic
Syndrome

Increased

Gut permeability

> Cani et al Gut Microbes, 2012



=

LPS {pairil)

LPS andH.F.diet in man
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Endotoxemia positively
correlates with fasting
Insulinemia, glycemia, total
cholesterol, and/or
triglycerides in type 2

diabetic patients (creely et al
Am J Physiol 2007; Al-Attas et al
Cardiovascular Diabetology 2009).
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Metabolic
Syndrome

Microbiota »» Permeabilita intestinale ® endotoxemia
| | MICROBIAL INFLUENCE

Research by Patrice Cani, at the Université Catholique de Louvain in Brussels, has shown that,
In mice, a decrease in the population of bifidobacteria species in the gut causes the tight
junctions between the cells of the gut lining to loosen. The loose junctions increase the gut's
permeability and allow lipopolysaccharide (LPS) from these microbes to leak through the gut
wall. The resulting metabolic endotoxaemia causes a low-grade inflammation and can induce a
number of metabolic disorders - including the insulin resistance that characterizes T2D.




Gut microbiota, obesity and related metabolic disorders

(Linking arguments)

=Dvysbiosis (changes in gut microbiota composition/function) occurs in
diabetic and obese versus lean individuals

«Some components present in the gut microbiota play a harmful role in the
context of gbesity and diabetes (LPS)...

*The diet takes part in the modulation of the gut microbiome and microbiota
composition/function in obesity and related metabolic disorders

*reviews : Ley et al Gastroenterology 2010;Delzenne et Nature Rev endocrinol 2011; Cani et al Pharmacol
Ther 2011; Tilg and Kaser JCI 2011, Tremaroli and Backhed Nature Sept 2012;

Obesity

MICRO
BIOTA

Met.
D.M. Syndrome
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PREBIOTICS and MICROBIOTA
Prebiotic approach : « non digestible » nutrients, that
escape the digestion in the upper part of the gut , but
can be fermented by bacteria, thereby leading to the
selective promotion of bacteria (or bacterial functions)
that may be helpful for the control of metabolic disorders

associated with obesity Gibson and Roberfroid. J. Nutr. 125. 1401. 1995;
Roberfroid et al Br J Nutr 2010;

Bifidobacteria \

~
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Control High +Inulina
K fat /
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Cani et al Diabetologia, (2007), Gut (2008); Neyrinck et al J Nutr Biochem, | 2011); Neyrinck et al PlosOne (2011)




PREBIOTICS and MICROBIOTA

Modulation
Gut Microbiota
(Bifidohacter) o

M Hunger & Satiety
3 Fat mass
_8 Insulin resistance

3 Gut permeability
3 Inflammation

| M eCB system tone

\ J PYY

\ GHRELIN

Delzenne, 2011



Exploratory intervention study with inulin-type fructans in
obese women : focus on gut microbiota (Dewuif et al, Gut 2012)
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Prebiotics and Surgery

\
4 {afients
Randomizzazione

30 Pts 30 Pts

CONTROL

PLACEBO (MALTODESTRINE) -

Follow up: 1, 3, 6 months

EWL, SCFAs, Lipopolisaccaridi, PCR, H2 Breath Test, insulinoresistenza
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Microbiota umano dopo chirurgia bariatrica

Fattori di variazioni

Effetto dieta

-By pass
gastrointestinale

-Diversione
entero-epatica

-Intestino «corto»
-Accelerato transitt:I

-HCl in piccolo intestino
+ 0, disciolto in intestino

-Favoriti anaerobi
facoltativi vs obbligatori

+ Acidi biliari
-Rilocazione di microbiota
da tenue a colon

-Effetto B.R.A.V.E. I




Microbiota and RyGBP

The numbers of Bacteria, Archaea, and Methanobacteriales quantified by real-time QPCR.
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Zhang H et al. PNAS 2009;106:2365-2370




Microbiota and RyGBP

Bacteroidetes — proqy
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Alog,; bacteria/ g of stool

Differential Adaptation of Human Gut Microbiota to
Bariatric Surgery—Induced Weight Loss

Links With Metabolic and Low-Grade Inflammation
Markers Furet ,2010

Bacteroides/Prevotella group
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The higher the increase in the

(Normopeso)

proportions of Bacteroides/
Prevotella,

the better the reduction in body
fat mass and

plasma leptin
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Microbiota and RyGBP

B — —
\ , . . Oroesom
Et:_rd}' BMI Body fa eptin {_falurle Fasting Adi hsCRP 16 ucoid
weight mass inta
Bacterotdes Prevotella
OB/mD+OB/D | Rs-033F |Rs-035f | Rs-0.327 | Rs 937 Rs-027% NS Rs-0.31*
DEDD Rs03* | Rs-03* NS -039F Rs_0.32* NS
Cleptiii~— _/
OBmD+OBD | N& T N§ | NS NS NS Bs -0.31%* NS NS
OBaB— NS NS NS NS NS Rs -0.29% NS NS
Gnemﬁbncrerimu prmrsni.f:iﬁ / \
OE/nD + OB/D NS S NS Rs -0.39F Rs -0.35F Rs -0.32*
OB EDr——] NS S NS Rs 0371 Rz 0347 J Rs-030*
E. coli N e
OBmD+OBD | Rs 042f | Rs 047§ | Rs041% B NS NS ] NS Rs 0387
OB/uD Rs-0417 | Rs-0471 | Rs-045% 022* | Bs-033% NS NS Rs-037*
Bifidebacterinmn
OBMD+0OBD | Bz 0197 | Rs0.17% NS Rs0347 | Rs028 NS Fs= 0.30* NS Fs 0.20% NS Rs 0367
OB/uD NS NS NS NS NS NS Rs 0.20% NS NS NS Rs 0.36%
Lactebacillus/Lenconostoc/Pediococcs
OB/mD + OB/D NS NS NS NS Rs029% | Rs024* | Rs028* NS NS NS NS
OB/nD NS NS NS NS Rs 0307 NS s 0.30* NS NS NS N5

* p<0.05, T p< 0.01, T p< 0.001, §p< 0.0001, Tp< 0.00001

Faecalibacterium prausnitzii species inversely correlates
with diabetes and is directly linked to the reduction In low-
grade inflammation in human obese subjects submitted to

Roux-en-Y Gastric bypass

(Furet et al Diabetes 59:3049-3057, 2010)




% A BW after inoculation

Change in body weights
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Germ-free RYGB-R  SHAM-R

Grams

0 T
Germ-free  RYGE-R  SHAM-R

Liou, 2013



Fecal " transplant
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Trapianto degli effetti di Ry-GBP

Liou, 2013
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Come possiamo usarli ?



Fecal transplant in man

© P
9 18 pts
met. Syndr.
(BMI > 30)

9 pts

9 pts
Lean donor @lnsulin rESiStance% Autologous donor (&\
l.!..

(Euglycemic clamp)
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Fecal bacteriotherapy: 48, JOHNS HOPKINS
other clinical scenarios?

 Fulminant CDI
» Ulcerative colitis

 |IBS constipation
« Metabolic syndrome

« Depression, chronic
fatigue syndrome,
MS

Photo from Science, 2009, 324:5931, pp. 1136 — 1137




Fecal bacteriotherapy vs. O RS HOKINS
vancomycin x 14 d for recurrent CDI

Proportions of
patients who
were cured by
infusion of donor
feces

Percentage Cured without Relapse

First Infusion Infusion of Donor Vancomycin  Vancomycin with

of Donor Feces  Feces Overall (N=13) Bowel Lavage
(N=16) (N=16) (N=13)

Van Nood, E, et al. N Engl J Med 2013;368:407-15




STOOL FUNDS

Fondo eterologo ~, |Fondo autologo

'iii‘ /'_—__\\ Stool Bank ’i /ﬂ‘\

2 Zamples tested in poals,
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2 sample tested, lrazen,
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frarn healthy . fram patient while ,
“qualified” danors i hialtty \
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Figure 2: “Off-the-shelf” model Figure 1c: Preemptive banking




Altri usi vantaggiosi

Plero Manzonl (1932-1963)

2012. N.Y.C. auction: 163.000 S



HUMAN MICROBIOTA PROJECT



MICROBIOTA e CHIRURGIA

Obesity

Inverse correlation

N

Microbiota diversity

Post op.
BMI

Bariatric Surgery

N

0

Microbiota diversity



