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M icrobiologia. — R iduzione del colesterolo in vitro per opera d i 
E scherichia coli e C lostridium  sporogenes n . N o ta  di S a n d r a  C a r i n i  
ed E nri ca  G a l l i , presen ta ta  ((*) **} dal Corrisp. C. A r n a l d i .

Orm ai da decenni alcuni A utori, seguendo strade diverse, hanno dato 
la prova che la riduzione del colesterolo a coprosterolo, no ta quale trasfor
mazione biochimica che avviene norm alm ente nell’intestino dei m ammiferi, 
è da a ttribu irsi a ll’azione della microflora intestinale [1 -2 -3 -4 -5 -6 ].

Negli ultim i anni sono s ta te  o tten u te  in colture in vitro riduzioni q u an ti
ta tivam en te  cospicue di coprosterolo in un brodo a base di cervello [7-8] 
ed in un terreno sem i-sin tetico  [9], senza per altro  riuscire ad isolare i ceppi 
responsabili di d e tta  trasform azione.

Nel corso di queste indagini era risu ltato  inoltre che diete diverse, a 
prevalenti com ponenti proteici o carboidrati, potevano modificare il rapporto  
fra colesterolo e coprosterolo fecali [10—6], rapporto  che veniva pure alterato  
se a d ette  diete veniva aggiunto colesterolo o cervello [12-13]. Si avanzò 
l ’ipotesi che in queste m u ta te  condizioni sperim entali si modificasse la com
posizione della fiora intestinale.

Sem pre nel ten ta tivo  di d im ostrare quale im portanza si possa a ttribu ire  
a ll’azione dei b a tte ri n e ll’idrogenazione del colesterolo, Rosenheim e W ebster [2] 
e successivam ente W ainfan e coll, [ n ]  som m inistrarono a ra tt i  sulfamidici 
(succinilsulfatiazolo) e antibiotici (streptom icina) con la dieta; i prim i o tten 
nero inibizione nella formazione di coprosterolo, ed il secondo osservò che il 
colesterolo du ran te  il tra ttam en to  con( antibiotici non viene norm alm ente 
degradato; q u est’ultim o A utore non dosò il coprosterolo. In  seguito Coleman 
e B aum ann [io] sem pre in prove in vivoì constatarono un diverso potere 
deprim ente da p arte  di alcuni antib io tici su ll’escrezione di coprosterolo e, 
precisam ente, fra gli an tib io tici p rovati, la penicillina risultò  la più inibente, 
seg u ita i scalarm ente da aureom icina, clorom icetina e streptom icina. D a qui 
l ’ipotesi di una diversa sensibilità dei com ponenti della microflora in testi
nale riducente il colesterolo ai farm aci provati.

Si era g iun ti f ra tta n to  ad ottenere una miscela di batteri, provenienti 
da feci per successivi arricchim enti in terreno al cervello, che poteva inde- 
finitam ènte, risem inata in ad a tte  condizioni colturali, sa tu rare  il doppio 
legame del colesterolo con rese in coprosterolo del 50 e più °/0.

N ostre esperienze conferm arono, in prove in vitro, che streptom icina 
solfato e tetraciclina cloridrato agiscono effettivam ente sulla flora specifica

(*) Lavoro eseguito presso il Centro di Studio per le Trasformazioni Microbiche di 
Idrocarburi, Steroidi e derivati, del Consiglio Nazionale delle Ricerche aggregato all’Istituto 
di Microbiologia Agraria e Tecnica dell’Università di Milano.

(**) Nella seduta del 12 maggio 1962.
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a tta  a compiere la riduzione del colesterolo a coprosterolo; pur inibendo la 
formazione di q u est’ultim o, nelle colture non viene a lterato  il num ero com
plessivo dei batteri, m a probabilm ente l’equilibrio fra le più specie presenti e 
che collaborano a questa trasform azione [14]. N ell’organismo anim ale tale a lte
ra to  equilibrio, in seguito a diete più antibiotici, può avere come conseguenza 
un aum enta to  tasso di colesterolo nel sangue [15], come è sta to  da noi 
u ltim am ente denunciato.

R isultava così che i b a tte ri allo studio fossero sensibili in vivo e in vitro 
a determ inate condizioni am bientali e n u tritiv e  oltre che alla presenza di 
antibiotici.

L ’isolam ento dei ceppi riducenti il colesterolo presen tava notevoli diffi
coltà, cosicché riuscivano vani tu t t i  i ten ta tiv i di alcuni A utori ed anche 
nostri per o ttenere la su d d etta  reazione da singoli b a tte ri isolati dalle feci 
o dalle colture di arricchim ento sopra descritte.

Si allestirono num erose prove allo scopo di isolare i ceppi presenti in 
suddette  colture, e quindi trovare quelli a tti  alla conversione del colesterolo, 
soli o in opportun i accoppiam enti ed anche stabilire le condizioni indispen
sabili alla loro crescita e alla form azione del corredo enzim atico utile a d e tta  
trasform azione; questa probabilm ente coinvolge più passaggi con formazione 
di p ro d o tti interm edi e perciò può richiedere l ’in tervento  di diverse specie 
m icrobiche.

P a r t e  s p e r im e n t a l e .
Terreni colturali

1) Brodo cervello

2) Brodo V F  (anaerobi sporigeni)

3) Brqdo V F  agarizzato
4) A gar desossicolato (coliformi)
5) Terreno colturale agarizzato 

per Salm onelle
6) T erreno colturale agarizzato 

per Entqrococchi
7) Terreno colturale agarizzato 

per L attobac illi
8) Terreno colturale agarizzato 

per P roteus
9) Terreno colturale alla gelatina 

per Protqolitici I

I b a tte ri anaerobi isolati dal terreno
in brodo V F  ed in vaso da

1 %  cervello di bue liofilizzato, 10/o 
peptone, 0,1 %  glucosio, 0,1 %  
cisteina cloridrato (cc. 50 di 
brodo cervello per ogni coltura), 

brodo di carne e fegato secondo 
Prevot [16]. 

secondo P revot [16]. 
Desoxicholate agar (Difco).

secondo W ilson e Blair [17]. 
terreno a ll’esculina secondo P un

toni [18] agarizzato.
Bado Micro Assay culture agar 

0319-15 (Difco Lab.)

secondo N ogady G. [19].
Bado nutrient gelatin deydrated 

0011-01 (Difco Lab.).

V F  agarizzato vennero conservati
vuoto, i rim anenti in norm ale brodo nutritivo .
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Estrazione e identificazione del coprosterolo delle colture. -  Per separare 
e identificare lo sterolo saturo  si è seguito il m etodo di Scfioenheimer, già 
da noi indicato in un lavoro precedente [9]; Pidentificazione del copro
sterolo è s ta ta  inoltre eseguita per crom atografia su s tra to  sottile secondo 
S tahl [20].

Preparazione del filtrato amicrobico. -  Il filtrato  amicrobico è o ttenu to  
dal liquido colturale di un  brodo cervello, sem inato con Parricchim ento 
a ttivo  sul colesterolo e incubato  per 2-3 giorni a 37°G. D etto  brodo, no te
volm ente torbido, per la presenza di cervello, più o meno peptonizzato, e 
per la crescita microbica, viene filtrato  su uno s tra to  di am ianto  e cotone, 
quindi il filtrato  orm ai lim pido è sterilizzato con una doppia filtrazione sotto 
vuoto su m em branfilter (nn. 1-5). Controlli batteriologici hanno garan tito  
la am icrobicità di detto  filtrato .

Estratto acquoso feci. — U na sospensione di feci di ra tto  in acqua sterile 
viene centrifugata. L a frazione liquida usata  per la semina, che contiene un 
num ero lim ita to  di specie m icrobiche, corrisponde a circa 3 gram m i di feci.

R is u l t a t i s p e r im e n t a l i .

D a tem po si era visto che per o ttenere la conversione del colesterolo a 
coprosterolo anche nelle condizioni sperim entali o ttim ali erano necessarie 
semine m assive di feci o di liquido colturale incubato; se la q u an tità  di m ate 
riale usato  per la sem ina veniva rido tta; non si o tteneva più in vitro accu
mulo di coprosterolo. U na  esperienza precedente (loc. cit.) aveva d im ostrato  
che Pinoculo con feci poteva essere sostitu ito  con un estra tto  acquoso di feci, 
liberatb  dalle sostanze insolubili; questa sospensione m icrobica risultò  conte
nere re la tivam ente pochi m icrorganism i per cc, per cui era leg ittim a Tipo- 
tesi che nelle semine per diluizioni successive o com unque in piccole q u an tità  
non vehisse a m ancare la flora a tta  alla riduzione, m a un quid, contenuto 
nelle feci o nel liquido colturale, ad azione stim olante Taccrescimento di 
alcuni g ruppi di b a tte ri in teressati nella trasform azione.

Si allestì allora una esperienza che dim ostrò come sem inando il solito 
brodo cervello con sospensioni m icrobiche o ttenu te  per diluizioni successive 
ed incubandole nelle ad a tte  condizioni colturali, pur non avendo nella prim a 
coltura un accum ulo di coprosterolo, questo può essere o ttenu to  nelle rise
m ine successive.

Nella Tabella I sono rip o rta ti i risu lta ti o tten u ti incubando q u an tità  
scalarm ente decrescenti di sem ina, sia di d ire tta  origine fecale sia da colture 
precedenti a ttiv e  sul colesterolo. In  entram bi i casi si ha un  n e tto  arresto 
nelTaccumulo di coprosterolo quando la q u an tità  di sem ina si riduce ad 1/10, 
1/100, della dose norm alm ente usata.
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T a b e l l a  I.

Influenza della quantità d i semina sulla resa in coprosterolo,

S e m i n a
Giorni

di
incuba

zione

Coprosterolo
in

milligrammi

Coprosterolo nelle risemìne

I I I I I I

!(*) estratto acquoso feci

2 estratto acquoso feci 7 8 9 . 7

3 estratto acquoso feci i 5 76,4

4 1/5 estratto acquoso feci 7 61,1

5 1/10 estratto acquoso feci 7 62,6

6 1/100 estratto acquoso feci 7

7 io  cc coltura mista 7 61,4 64,4 5 2 , 4 ÓI ,2

8 (**) 1 cc coltura mista 7 — + +  + +  +  +

9 (**) 0,1 cc coltura mista 7 — + +  + +  +  +

io(**) 0,01 cc coltura mista 7 — — +  + +  +  +
11 (**) 0,001 cc coltura mista 7 — — +  + +  +  +

(*) Controllo seminato e non incubato.
(**) In queste prove non si è dosato il coprosterolo quantitativàmente, ma si è dato di esso, precipitato come 

diqitonide, una valutazione approssimata considerando resa ottima; +  -f- =  resa scarsa; +  =  tracce.

Nelle prove nn. 7 -8 -9 —10—11 di cui si sono fa tte  più risemine successive 
prelevando vo cc di liquido colturale, che venne incubato sempre nelle 
medesim e condizioni, si è o tten u ta  una resa in coprosterolo via via maggiore 
sino ad un o ttim o alla 3a risem ina.

T ali risu lta ti, a nostro avviso, conferm ano l ’ipotesi che in questa trasfor
m azione non è sufficiente la sola presenza dei batteri, ad essa preposti, che 
ev identem ente nelle prove 8-9-10-11 erano presenti anche nella ia semina, 
m a occorre pure, probabilm ente, un fa tto re  dai ba tte ri stessi elaborato e 
lasciato nel terreno colturale.

In  un secondo tem po si è p repara to  un filtrato  amicrobico delle col
tu re in brodp cervello incubate con flora riducente il colesterolo; questo 
filtrato  venne aggiunto nella q u an tità  di 5 cc ciascuna alle nuove colture 
sem inate con dosi scalarm ente decrescenti, secondo il m etodo delle diluizioni
successive.
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D alla Tabella II  risu lta  evidente che il liquido colturale, ove è avvenu ta 
la trasform azione del colesterolo in coprosterolo, p rivato  dei microbi, favo
risce la flora riducente il colesterolo, cosicché si ha la riduzione anche in 
quelle colture ove, per la d im inuita q u an tità  di sem ina nel corrispondente 
controllo, non si o ttiene più nessun accumulo di coprosterolo.

T a b e l l a  IL

Azione del filtrato amicrobico sulla riduzione del colesterolo in vitro.

S e m i n a
cc

Filtrato
amicrobico

cc
Resa in coprosterolo (*)

I 1 5 +  +  +
2 0,1 5 +  +  +

3 0,01 5 +  +  +

4 0,001 5 +

5 — 5 —

6 1 — +  +

7 0,1 — +
8 0,01 — —

9 0,001 — —

id — — —

(*) + + '+  =  resa ottima; +  +  =  resa scarsa; +  == tracce.

Isolamento dei batteri presenti nelle colture riducenti i l  colesterolo. — I b a t
teri che intervengono nella saturazione del doppio legame degli steroli 
sem brano appartenere alla norm ale flora intestinale dei m am m iferi; in fa tti 
qùèsta  trasform azione avviene norm alm ente nell’intestino, è influenzata da 
diete o farm aci, ed è r iten u ta  una delle vie di regolazione del tasso di cole
sterolo neH’organism o. Si sono perciò allestiti i terreni colturali a d a tti per 
isolare i p iù  comuni com ponenti della microflora in testinale. Nelle nostre 
colture, o tten u te  da m ateriale fecale per successive risem ine nelle condizioni 
già descritte , risu ltarono presenti ceppi appartenen ti ai seguenti gruppi: 
anaerobi sporigeni (Clostridium), coliformi, Salmonelle, lattobacilli, entero- 
cocchi, Proteus, proteolitici aerobi (B. subtilis, B. mesentericus).
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Nelle colture non è costante il rapporto  num erico fra i diversi gruppi; 
difficoltoso è sta to  Pisolam ento di alcuni di essi (per esempio i coliformi) 
che risultavano presenti in num ero m olto inferiore ad a ltre  specie con le 
medesime caratteristiche colturali. Per ogni gruppo si isolarono più ceppi.

Risemina dei ceppi isolati. — I ceppi di b a tte ri isolati vennero risem inati 
nel medesimo brodo cervello usato  norm alm ente per la riduzione in vitro 
del colesterolo, singolarm ente o diversam ente riuniti, aggiungendo o no a 
d e tte  prove il filtrato  am icrobico di cui sopra si è detto . A lla fine delle num e
rose prove risultò  che un  solo accoppiam ento sem bra portare  alla formazione 
di coprosterolo: quello dei clostridi +  coliformi, quando al terreno colturale 
venga aggiunto filtrato  amicrobico. A ltri b a tte ri isolati appartenen ti ai g ruppi 
di Salmonelle, enterococchi, lattobacilli, un iti ai precedenti, non m igliorano 
la resa in coprosterolo anzi sem brano deprim erla (Tabella II I , n. 6).

T a b e l l a  III .

Riduzione del colesterolo ad opera d i ceppi isolati.

S e m i n a
Filtrato

amicrobico
cc

Coprosterolo

I clostridi e —  g  —  i —  m  +  coli ...........................................................

2 clostridi / — h  —  l  —  n  ' +  coli . .................................................... ___ —

3 clostridi h  —  / — m  +  coli -f- salmonella erite- 
rococco -f- lattobacillo . ........................................................................

— —

4 come i  . i ............................................................................... 5 +

5 » 2  . . . ................................................................................................................ 5 +

6 » 3 ■................................. .......................................................... 5 —

7 ( * ) » i ..................................................................................... ...... ........................................ 5 +

8 ( * ) » 2  ............................. ...................................................... 5 +

9 0 » 3 * * ‘ v ..............................................  .............................................. 5 tracce

IO clostridio ; e - j-  c o l i .................................................................................................. 5 +

(*) Al terreno colturale fu aggiunta cistina anziché cisteina come in tutte le precedenti colture.

Nella Tabella I I I  sono rip o rta ti i risu lta ti di alcune prove di ferm enta
zione del colesterolo ad opera dei ceppi isolati. I ceppi di clostridi sono 
denom inati con lettere  dell’alfabeto; dalle prove morfologiche e biochimiche

62. — RENDICONTI 1962, Voi. XXXII, fase. 6.
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allestite per la identificazione sono risu lta ti pressocché tu tti  riferibili a pòche 
specie; in particolare il ceppo e, usato da solo nella prova io, sem bra potersi 
identificare col Clostridium sporogenes secondo il Bergey's M anual [21]; da 
quest’ultim o si differenzia solo nella capacità di ridurre i n itra ti a n itriti.

Il ceppo denom inato coli, isolato da piastre a ll’agar desossicolato (ter
reno colturale 4), presenta i cara tteri che perm ettono di identificarlo con un 
ceppo della specie Escherichia coli.

I ceppi usati derivano da isolam enti in diversi terreni colturali e preci
sam ente: le salmonelle da terreno colturale 5; gli enterococchi da terreno 
colturale a ll’esculina (terreno colturale 6), ove compaiono in colonie circon
date da alone bruno—nero; i lattobacilli da terreno colturale 7.

Nelle prove rip o rta te  in T abella I I I  si è usato uno solo dei ceppi isolati 
per ciascuna specie di Salmonelle, enterococchi e lattobacilli, perché già in 
precedenza, come è sta to  detto , la miscela com pleta di tu t ti  i ceppi isolati 
non aveva po rta to  a formazione di coprosterolo. I clostridi invece, che erano 
sem brati indispensabili alla riduzione sono sta ti spesso sem inati in miscela 
nel brodo cervello.

Nella prova io  si è usato  il solo clostridio e che si è d im ostrato  capace 
unito  al coli di dare una riduzione pur piccola del colesterolo a coprosterolo.

Per ora non si sono riuscite a realizzare le condizioni o ttim ali di coltura 
per avere una resa in coprosterolo simile a quella o tten u ta  dalla fiora m ista 
in nostro  possesso; in fa tti il coprosterolo isolato dalle colture suddette  è in 
piccole qu an tità , pari a pochi m illigram m i per coltura; è probabile che, rea
lizzando altre condizioni di sviluppo colturale, si possa giungere a rese q u an ti
ta tivam en te  ottim ali.

R ia s s u n t o  e  c o n c l u s io n i .

i ° U na miscela di poche specie m icrobiche di origine fecale è a tta  
in vitreo e per un num ero indefinito di risemine, sempre in ad a tte  condizioni 
cplturali, a sa tu ra re  il doppio legame nella molecola del colesterolo. Tale 
flora risu lta  com posta di più specie di b a tte ri che isolati si possono riunire 
nei seguenti gruppi: anaerobi sporigeni ('Clostridium), coliformi, Salmonelle, 
lattobacilli, enterococchi, Proteus, proteolitici aerobi tipo subtilis, mesen
teri cus.

2° U n  filtrato  amicrobico del liquido colturale in cui sia avvenuta 
la trasform azione biologica dello sterolo insaturo, favorendo probabilm ente 
lo sviluppo della microflora riducente il colesterolo, consente la formazione 
di coprosterolo in colture sem inate con due soli ceppi a ttribu ib ili a Clostri
dium sporogenes ed Escherichia coli, che singolarm ente non danno alcuna 
reazione.

Ì30 I b a tte ri risem inati, singolarm ente o riuniti, in brodo cervello, m a 
privi del filtrato  amicrobico non hanno dato  la riduzione del colesterolo.

40 L ’azione deprim ente esercitata da alcuni sulfam idici ed antib io
tici sulla formazione in vivo ed in vitro di coprosterolo, messa in evidenza da
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altri A utori e da noi può avere così una valida spiegazione: alcuni clostridi 
risultano sensibili a ll’azione dei sulfam idici e di alcuni antibiotici; i b a tte ri 
coliformi sono sensibili alle streptom icine ed alle tetracicline.

N ell’intestino anim ale e nelle nostre prove in vitro l ’inibizione dovuta 
ai farm aci agiva probabilm ente in particolare sulle due specie che sem brano 
essere responsabili della riduzione in istudio.
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