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Biochimica. — Accumulo di acido desossicolico da acido colico, 
in vitro, ad opera d i microrganismi fe c a l in . Nota di A n n a m a r ia  
F e r r a r i , presentata (**} dal Corrisp. C. A r n a u d i .

SUMMARY. A higly selected mixed culture of very few species of fecal microorganisms 
effects in vitro the complete transformation of cholic acid with a remarkable yield of only 
deoxycholic acid. This culture shows optimal rates of transformation, under anaerobic condi
tions, at neutral and alkaline pH with growing cells and washed cells. It is also able to effect 
7 ß-dehydroxylation of 7-epicholic acid accumulating deoxycholic acid, while it is unable 
to 7 a-dehydroxylate chenodeoxycholic acid. The same culture also yields deoxycholic acid 
from 7*-chetodeoxycholic acid and taurocholic acids.

The numerous strains isolated from this culture are only ascribible to six microbial 
species: two to genus Clostridium, three to genus Streptococcus, one to genus Micrococcus.

The morphological, physiological and biochemical characteristics of the above strains 
are reported; their taxonomy and activity on cholic, 7-chetodeoxychoIic and deoxycholic 
acids have been examined.

I m icrorganism i intestinali attivi sugli acidi biliari influenzano indiret
tam ente il m etabolism o di queste sostanze e del colesterolo nell’uomo e negli 
anim ali superiori [1-4]. L a microflora intestinale infatti, interviene sugli 
acidi biliari operando reazioni di deconiugazione, deossidrilazione, ossida
zione e riduzione dando luogo a un complesso miscuglio di prodotti derivati. 
E noto com unque che gli acidi biliari, prodotti term inali del metabolismo 
del colesterolo, vengono in parte riassorbiti e riutilizzati dal fegato ed in 
parte  elim inati essenzialmente con le feci; inoltre nel fegato la sintesi ex 
novo degli acidi biliari dal colesterolo è om eostaticam ente regolata dalla 
concentrazione di essi nel sangue portale cioè dalla quan tità  di essi che viene 
riassorbita [5-7]. Si consideri che il principale fattore influenzante l’elimi
nazione degli acidi biliari è la loro trasform azione in prodotti metabolici più 
o meno riassorbibili ad opera della microflora intestinale [8],

Gli acidi biliari sono inoltre necessari per il riassorbim ento del coleste
rolo da parte  della parete intestinale, rappresentando essi i co-fattori della 
attiv ità della colesterolo-esterasi; m ediante determ inazioni del livello del 
colesterolo ematico e stato riscontrato che il grado della azione da essi espli
cata sull’assorbim ento del colesterolo è corrispondentem ente sem pre m inore 
in rapporto  al num ero degli ossidrili presenti nella loro molecola [9, io].

Indirettam ente quindi la composizione e le condizioni di a ttiv ità della 
microflora intestinale influiscono sull’apporto al fegato degli acidi biliari, 
influenzando in tal modo la quantità di colesterolo che viene trasform ata

(*) Ricerche finanziate dal Consiglio Nazionale delle Ricerche ed effettuate presso 
l’Istituto di Microbiologia Agraria e Tecnica dell’Università di Milano.

(**) Nella seduta del io maggio 1969.
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in acidi biliari e la sintesi del colesterolo stesso da parte del fegato [5]; 
inoltre esplicano u n ’azione sul riassorbim ento intestinale del colesterolo.

Il m etabolita più interessante delFacido colico è l’acido desossicolico. 
Questo composto che costituisce nell’uomo il 20 % circa degli acidi della 
bile, parzialm ente riassorbite e, nell’uomo e nel coniglio, non riidrossilabile 
dal fegato, viene prodotto unicam ente dall’attiv ità dei m icrorganismi inte
stinali in grado di deossidrilare in C7 l’acido colico [5, 11-13].

I tentativ i di isolamento in coltura pura dei microrganismi capaci di 
compiere in vitro tate trasform azione sono stati per anni infruttuosi. L a ridu
zione si otteneva soltanto con colture miste di microrganismi fecali [14, 15] 
senza che tu ttav ia  siano state chiarite te condizioni nelle quali ben determ inate 
miscele di m icrorganismi realizzavano tate trasform azione. Per questa ragione 
il meccanismo della trasform azione è stato studiato sinora in vivo da Sa- 
muelsson [16], senza entrare in particolari sugli enzimi responsabili. Secondo 
l’autore, che ha utilizzato acidi biliari stereospecificatamente m arcati con 
tritio, il meccanismo di questa reazione in vivo consisterebbe in una deidra
tazione dell’acido colico a A6 -  derivato insaturo, seguita da una riduzione 
del doppio tegame.

P ortm ann [17] in un lavoro del 1962 riferisce di aver ottenuto la ridu 
zione dell’acido colico in acido desossicolico con una coltura m ista di m icror
ganism i fecali di ra tto  anche dopo diversi trapianti, m entre una form a m icro
bica isolata risultata attiva in coltura pura, perdeva questa capacità nelle 
successive subcolture.

Recentem ente Gustafsson, M idtvedt e N orm ann [18-22] della scuola 
scandinava, a seguito di una serie di indagini su numerosi microrganismi 
intestinali riferiscono di aver isolato da feci di ra tto  e uomo una sola forma 
microbica anaerobica in grado di effettuare l’a-deossidrilazione in C7 del
l’acido colico. Tate m icrorganismo tu ttav ia  opererebbe anche l’ossidazione 
in C3 e C12 dell’acido desossicolico formato.

Peraltro Hill e D rasar [23, 24] riportano di aver riscontrato che* molti 
ceppi di Barteroides spp., Clostridium spp., Veillonella spp., e Streptococcus 

faecahs riducevano il colato di sodio accum ulando desossicolato. Questi 
risultati non sem brerebero in arm onia con la più nota le tteratura sull’argo- 
mentq.

Le nostre indagini su questo tem a di studio possono essere così richia
m ate. (

L ’accumulo in vitro di acido desossicolico da acido colico si è dapprim a 
ottenuto con colture miste di m icrorganismi fecali di ratto  e di uomo. Tali 
colture erano m grado di m antenere questa attiv ità nelle successive num erose 
subcolture [25, 26]. D a una subcoltura proveniente da feci um ane è stato 
isolato un ceppo che, dalle prove morfologiche, colturali e biochimiche, è 
risultato ascrivibile a Clostndtum bijermentans', capace di deossidrilare l’acido 
colico accum ulando acido desossicolico [27]. In u n  secondo tem po sono stati 
isolati [28] altri 12 ceppi della stessa specie in grado di operare la trasfor
m azione con accumulo di acido desossicolico sia come cellule in accresci-
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m ento che non proliferanti. T uttavia, analogam ente a quanto riscontrato 
da Portm ann, tu tti i ceppi in istudio perdevano nei successivi trap ian ti tale 
capacità, pur m antenendosi in grado di ossidare l’acido colico in acido 
7-chetodesossicolico. Anche variando l’età delle colture, utilizzando altri 
substrati, variando le concentrazioni di acido colico, aggiungendo attivatori 
metabolici e filtrati amicrobici di colture miste, non si è più ottenuto da questi 
stipiti accumulo di acido desossicolico [28-30].

Successivamente la trasform azione è stata o ttenuta con una coltura 
selezionata derivante da una coltura m ista di m icrorganism i fecali di uomo. 
L a selezione è stata  effettuata per diluizioni successive e la coltura o ttenuta 
è risultata costituita da relativam ente poche forme microbiche rispetto a 
quelle presenti nella coltura fecale di partenza. Tale coltura selezionata m an
tiene la capacità di accum ulare acido desossicolico nelle successive subcol
ture (a tu t t ’oggi circa 500), risultando altam ente attiva. Esperienze con acido 
colico 24— C14 hanno dim ostrato infatti che dopo sei giorni di incubazione 
l’acido desossicolico rappresenta circa il 90 % delle sostanze di natu ra  steroi- 
dica ritrovabili nell’estratto etereo della coltura (vedi Tabella 1 in [30]).

I numerosissimi isolamenti effettuati dalla coltura hanno consentito di 
ottenere alcuni ceppi ascrivibili alle specie Escherichia coli e Pseudomonas 
aeruginosa in grado di accum ulare acido desossicolico da acido colico; tu tta 
via, come riscontrato per CI. bifermentans, tale capacità è stata perduta nei 
successivi trapianti, pur dim ostrandosi essi in grado di degradare più pro
fondam ente l’acido colico in prodotti non steroidici. F ra gli altri ceppi isolati, 
ascrivibili a più specie microbiche, alcuni si sono dim ostrati inattivi nell’acido 
colico, altri in grado di degradarlo completamente, altri di m etabolizzarlo 
diversamente.

Associazioni varie dei suddetti m icrorganismi non hanno ridotto l’acido 
colico accum ulando acido desossicolico.

U na u lte rio re , selezione della coltura ci ha consentito di ottenere [30] 
una nuova coltura m ista ridotta a pochissime forme microbiche anch’essa 
in grado di ridurre l’acido colico con notevole accumulo di acido desossi
colico.

In  questa N ota si riportano le ricerche effettuate su tale coltura attiva 
altam ente selezionata.

M e t o d i .

Condizioni colturali. L a coltura m ista utilizzata (subcoltura fecale C) 
è stata  o ttenuta in una precedente ricerca per selezioni successive da una 
coltura m ista proveniente da feci um ane (vedi schema passaggi per selezioni 
da feci in [30]).

L a coltura veniva m antenuta in terreno di M arcus-T alalay  (M .T.) [31] 
contenente lo 0.05 % di colato di sodio. Le colture venivano fatte sviluppare 
in anaerobiosi in vaso di Politi [32] a 370 C. I trap ian ti venivano effettuati 
inoculando in ragione del 5 %.



[129] A n n a m a r ia  F e r r a r i ,  Accumulo di acido desossicolico da acido colico, ecc. 579

Condizioni d i trasformazione degli acidi biliari. Per le trasform azioni 
degli acidi biliari da parte della coltura m ista in accrescimento si utilizzava 
il terreno M .T. L ’attiv ità esplicata sugli acidi biliari dei singoli m icrorganismi 
isolati veniva saggiata sia in anaerobiosi che in aerobiosi con cellule in accre
scimento in T odd—Hew itt B roth Oxoid (T.H .) e con cellule lavate non proli
feranti in tam pone fosfatico 0.02 M (pH 7).

Isolamento dei microrganismi. È stato effettuato in condizioni di aero
biosi e anaerobiosi, per diffusione e per striscio, m ediante i seguenti terreni 
colturali: N utrien t A gar Difco e L iver Veal A gar Difco tali o addizionati 
del 5 % di sangue defìbrinato di cavallo o di 2 mg/1 di cristal violetto; terreno 
per B atteroidi [33]> V. L. A gar [34] e R. C. M. Oxoid agarizzato aggiunto 
del 5 % di sangue defìbrinato di cavallo; agar esculina [35]; Endo A gar 
Difco; M itis Salivarius A gar Oxoid; Enterococcus A gar Difco; terreno di Bar- 
nes [36]; Todd H ew itt B roth Oxoid agarizzato aggiunto di cristal violetto 
in ragione di 2 mg/1; agar malto.

Identificazione dei microrganismi. Le comuni prove morfologiche, col
turali e biochimiche prelim inari sono state ulteriorm ente integrate da succes
sivi rilevam enti, utilizzando terreni di base diversi a seconda del genere di 
appartenenza dei singoli ceppi.

Per la differenziazione dei micrococchi dagli stafilococchi sono state 
utilizzate le prove suggerite dall’International Subcom m itee on Staphylococci 
and Micrococci, 1965 [37].

Per l’identificazione dei micrococchi si sono usati i terreni secondo B aird - 
P arker [38]. Per gli streptococchi sono stati usati anche i seguenti terreni 
specifici: brodo arginina secondo A bd-el-M alek  and Gibson [39]; agar esculina 
secondo Edw ards [35]; brodo Lemco glucosio secondo Shattock and H irsch [40] 
per la tollerabilità a pH diversi; Glucose Phosphate Broth Difco per il test 
di V oges-Proskauer; latte secondo A bd-el-M alek  and Gibson [39] per la 
prova di riduzione del blu di metilene; brodo Lemco lievito—glucosio secondo 
N aylor e Sharpe [41] aggiunto di NaCl per la tollerabilità a questo sale; ter
reno base per i carboidrati secondo H ugh and Leifson [42]; agar lievito 
glucosio aggiunto di tellurito secondo Skadhauge [43].

P er le prove fisiologiche di identificazione dei clostridi si è anche utiliz
zato come terreno base il terreno di Beerens [44] tale o addizionato di glu
cosio allo 0,1 % e di Na2HPÙ4 allo 0,4 % ed i seguenti terreni specifici: Brain 
H eart Infusion Difco; terreno al rosso d ’uovo secondo Willis e H obbs [45]; 
siero di Loeffier Difco; album e d uovo coagulato secondo Puntoni [46].

Per le prove di tolleranza alla bile si è utilizzato B acto-O xgall Difco.

f i  strazione e riconoscimento dei prodotti di trasformazione degli acidi biliar i; 
separazione delPacido desossicolico. L ’estrazione con solventi organici, le cro
m atografie su strato sottile e la separazione dell’acido desossicolico sono stati 
effettuati cóme descritto precedentem ente [30].
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Preparati per osservazioni al microscopio elettronico. L a coltura mista 
veniva centrifugata 20000 per 20' ed i singoli ceppi isolati a 8000 per 20'; si 
procedeva quindi come già descritto [30].

Prodotti utilizzati. Acido colico (3a , ya , 12a-triidrossicolanico) e desossi- 
colico (3a , 12a-diidrossicolanico) BDH, ripurificati su colonna. L ’acido 7-che- 
todesossicolico (7~cheto-3a , 12a-diidrossicolanico) è stato preparato  secondo 
Fieser e R ajagopalan [47], l’acido 7-epicolico (3« , 7ß , 12a-triissocilanico) 
secondo Samuelsson [48], presso l’Istituto di Chimica O rganica della F a
coltà di Scienze dell’U niversità di Milano.

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

L a coltura in esame (subcoltura fecale C [30]), spontaneam ente variatasi 
e stabilizzatasi in seguito ad una cinquantina di trapianti, presenta all’esame 
microscopico, sia ottico che elettronico, un aspetto diverso da quello osser
vato per la stessa coltura dopo pochi trapianti.

Inoltre, per quanto riguarda l’attiv ità sull’acido colico, pur m antenendo 
il tipico andam ento di trasform azione osservato precedentem ente, si può 
constatare che è in grado di trasform are com pletam ente questo acido, accu
m ulando esclusivamente acido desossicolico. Infatti alla fine della trasfor
mazione, altre sostanze di natu ra steroidica, prim a riscontrate, compaiono 
in crom atografia in tracce tali da rilevarsi solo all’U.V. e per di più molto 
debolmente.

Esame microscopico. La coltura, dopo 48 h di incubazione, m ostra la 
presenza di pochissime forme microbiche. In essa si osservano forme spori- 
gene: spore ellittiche isolate e grossi bastoncini G ram -positivi contenenti 
queste spore, spòre tondeggianti libere o più spesso portate apicalm ente da 
bastoncini sottilissimi G ram -negativi; forme cocciche: cocchi oblunghi e 
altri tondeggianti di diverse dimensioni che appaiono isolati, a due, a quattro, 
in catena o a gruppi.

R ipetuti esami al microscopio elettronico hanno conferm ato la presenza 
di questi soli m icrorganismi riscontrati al microscopio ottico.

Attività sugli acidi biliari. La coltura compie la completa trasform azione 
in circa 5 gg di incubazione in anaerobiosi a 370 C. Inoltre è in grado di 
m antenere l’attiv ità deossidrilante l’acido colico anche dopo num erosi trap ian ti 
effettuati in terreno privo di tale sostanza e allo stato di cellule non proli
feranti. E anche capace di accum ulare acido desossicolico in terreni conte
nenti solo tryptone Oxoid al 2 0 %  o L ab-L em co Beef E x tract al 10%  ed 
in terreno T .H . In  questo terreno m antiene l’attiv ità sino alla concentrazione 
del 5 °/2 di colato di Na. Sottoponendo la coltura a variazioni di pH e di 
tem peratura è risultata in grado di accum ulare acido desossicolico da
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acido colico da pH 6 a pH 9 a 3O-370 C, a pH 7 a 450 C m entre è inattiva a 
tu tti i pH a 5°°C . In  aerobiosi in agitazione non risulta attiva e, se pasteuriz
zata, produce da acido colico acido 7-chetodesossicolico. Produce acido 
desossicolico anche dagli acidi 7-chetodesossicolico e 7-epicolico, sebbene 
questo acido venga trasform ato soltanto in parte. È inoltre in grado di deco
niugare l’acido taurocolico m entre non trasform a in alcun modo l’acido 
chenodesossicolico né in terreno M .T., né in T .H .

O perando con diluizioni successive a base io  si è constatato che la dilui
zione massima, con la quale si riesce ad ottenere la trasform azione inoculando 
i cc di essa in 20 cc di M .T. con colato di Na, è la diluzione io ~ 3. Partendo 
da quest’u ltim a diluizione, su io  repliche, soltanto una dà generalm ente la 
trasform azione, m entre tu tti gli inoculi effettuati dalla diluizione precedente 
risultano attivi.

Isolamento dei microrganismi. Dalla coltura sia m antenuta in condizioni 
norm ali di trasform azione, sia sottoposta a variazioni di pH, tem peratura 
e tensione O2, si sono effettuati num erosi isolamenti con terreni liquidi e solidi, 
comuni, speciali ed elettivi, in aerobiosi ed anaerobiosi.

Di seguito vengono riportate le caratteristiche morfologiche, colturali 
e biochimiche di un ceppo rappresentativo per ogni specie microbica isolata. 
Dei ceppi in esame 15 hanno presentato le stesse caratteristiche del ceppo SD; 
i l  del ceppo SK; 30 del ceppo B \\  25 del ceppo LV\3; 23 del ceppo E2 e 9 
del ceppo G2.

cp. SD
Già isolato precedentem ente per crii si rim anda alla descrizione espo

sta [27].

cp. S K
M icrorganism i a form a di sottili bastoncini di varia lunghezza (0,4- 

'0 ,6 X 2 -4 5  (x); talora si osservano forme molto allungate. Producono, in posi
zione term inale, spore di forma tondeggiante dal diam etro sensibilmente 
maggiore rispetto alla larghezza della relativa forma vegetativa; al microscopio 
elettronico è visibile l’esosporio. Le cellule, anche giovani, presentano zone di 
m aggiore o minore opacità al raggio elettronico. M obile con flagelli peritrichi 
in colture molto giovani. G ram -negativo.

Si sviluppa in terreni liquidi con torbidità uniform e generalm ente pro
ducendo gas. Cresce ottim am ente in 24 h in R.C.M. Oxoid, in terreno di 
Beerens [44] (B.M.) tale o addizionato di glucosio e di NaHPC>4 , in brodo 
T .H . ed in brodo cervello; in questi terreni tu ttav ia  le forme vegetative non 
giungjono alla sporificazione e dopo 48 h circa si lisano completamente. In 
terremo contenente esclusivamente estratto di lievito lo sviluppo è scarso m a 
dopo 24 h si giunge alla sporificazione. In  terreno B.M. agarizzato allo 0,6 % 
presenta ottimo sviluppo con formazione di spore. Non produce annerim ento 
in terreno al cervello.
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Le colonie in profondità in Liver Veal A gar Difco sono dapprim a 
piccole, lenticolari, di colore m arrone chiaro e assumono lentam ente, a tem 
peratu ra am biente, dimensioni maggiori espandendosi in direzioni diverse; 
si osserva produzione di gas. Le colonie in superficie sullo stesso terreno, 
dopo 24 h di incubazione, si presentano circolari, poco sopraelevate, a bordi 
regolari, lucide, lisce, color bianco crema, m entre aggiungendo sangue defi- 
brinato di cavallo sono più piccole, tondeggianti, a m argini irregolari, di colore 
grigio. Su terreno al rosso d ’uovo sono piccole, leggermente sopraelevate; 
m ancano zone di opacità nel terreno circostante la colonia e non si osserva 
iridescenza.

Non fluidifica la gelatina. Riduce il latte tornasolato e lo coagula dopo 
circa i S giorni con produzione di gas. Le proteine coagulate non vengono 
liquefatte. Produce acido e gas da: trealosio, cellobiosio, m annitolo, fruttosio, 
maltosio, lattosio, melibiosio e glucosio. Non fermenta: sorbitolo, arabinosio, 
glicerolo, xilosio, inulina, saccarosio e raffinosio. Non cresce in presenza di 
bile a concentrazioni superiori al io %.

Non produce H2S e indolo. Non riduce i nitrati.
Microaerofilo. O ptim um  di tem peratura a 37°C; a 20°C sviluppo scarso 

dopo 72 h; a 3O0 C buono sviluppo dopo 24 h; a 450 C nessuno sviluppo. Le 
spore resistono a ioo°C  per 5'. ■

È avvicinabile per parecchie caratteristiche a Clostridium indolis McChung 
e McCoy, descritto nel Bergey’s M anual of D eterm inative Bacteriology [49] 
(Therminosporus indologenes Bezjak Prévôt).

cp. B±

Cellule che si presentano di solito a due o in catene, lievemente allun
gate in direzione della catena, del diam etro di circa 0,5 |x. G ram -positivo. 
Immobile.

A ppartiene al gruppo sierologico D di Lancefield.
Sul sangue è debolm ente a emolitico.
Microaerofilo. Cresce a io°C , a 4O0 C, a 450 C m a non si sviluppa a 5o°C. 

Sopravvive al trattam ento  a 6o°C  per 30'.
Cresce in brodo contenente il 6 ,5 %  di NaCl e in tellurito allo 0 ,0 4 % . 

Si sviluppa a pH  9,6, acidificando il mezzo (pH finale: 4,4). Non si sviluppa 
in latte contenente lo 0,1 % di blu di metilene ed è in grado di crescere in 
p resenza_di bile in concentrazioni superiori al 4 0 % . Non coagula il latte. 
Non fluidifica la gelatina. Produce acido da: maltosio, lattosio, sorbitolo, 
saccarosio, m annitolo, salicina, trealosio; nessuna produzione da: arabinosio, 
melibiosio e, inulina. Produce acido da glicerolo in anaerobiosi stretta. Amido 
ed esculina non vengono idrolizzati. Produce NH3 da arginina. L a reazione 
di V oges-Proskauer è negativa.

Secondo Sherm ann [49], Deibel [50] e il Bergey’s M anual of D eterm i
native Bacteriology è ascrivibile a Streptococcus faecalis Andrewes and 
H order.
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cp. LVz
Cellule tondeggianti di diam etro o, 7-0,9 [x; si presentano di solito a 

coppie o in catena. G ram -positivo. Immobile.
A ppartiene al gruppo sierologico N di Lancefield.
Sul sangue è da debolm ente a a y emolitico.
M icroaerofìlo. Cresce a io°C , a 40°C, a 45°C  e a 5o°C. Sopravvive 

a 6o°C  per 30'.
Cresce in brodo contenente il 4 % di NaCl. Si sviluppa a pH  9,6 acidifi

cando il mezzo (pH finale: 4,5). Si sviluppa in latte contenente lo 0,1 % di 
blu di metilene ed è in grado di crescere in presenza di concentrazioni di bile 
superiori al 4 0 % . Non si sviluppa su agar-tellurito  allo 0 ,04% . Coagula il 
latte con coagulo com patto. Non fluidifica la gelatina. Produce acido da: 
maltosio, lattosio, m annitolo, melibiosio, salicina, trealosio, esculina, sacca
rosio. N essuna produzione di acido da: sorbitolo e inulina. L ’am ido non viene 
idrolizzato m entre F esculina è idrolizzata. Produce NH3 da arginina. L a 
reazione di V oges-Poskauer è positiva.

Poiché appartiene al gruppo sierologico N di Lancefield, rientrerebbe 
nel gruppo degli Streptococchi lattici. T u ttav ia  secondo la classificazione di 
Sherm ann [49] e del Bergey’s M anual of D eterm inative Bacteriology presenta 
caratteristiche comuni agli entérococchi come la capacità di svilupparsi ad 
alte tem perature (50° C) e a pH  9,6.

cp. E2
Cellule ovoidali, allungate nella direzione della catena (0 4 X 0 ,6 -0 ,9  [i). 

Si presentano a coppie o in catene. Gram -positivo. Immobile.
A ppartiene al gruppo sierologico N di Lancefield.

Sul sangue è lievem ente a emolitico; patina lievemente verdastra.
Microaerofìlo. Cresce a io°C , a 40°C  m a non a 450 C. Non sopravvive 

dopo trattam ento  a 6o°C  per 30'.
Cresce in brodo contenente il 6,5 % di NaCl e possiede scarsa tolleranza 

alla tellurite allo 0 ,04% . Si sviluppa a pH 9,2 e a pH  9,6. Cresce in latte 
contenente lo 0,1 % di blu di metilene, senza coagularlo. E in grado di svilup
parsi in presenza di concentrazioni di bile superiori al 40 %.

; Lascia inalterato il latte tornasolato. Non fluidifica la gelatina. Il pH 
finale in brodo glucosato è 4,5. Produce acido da: maltosio, lattosio, sorbitolo, 
glicçrolo, mannitolo, arabinosio, melibiosio, inulina, saccarosio. Nessuna 
produzione da: salicina e trealosio. Amido ed esculina non vengono idroliz
zati. Produce NH3 da arginina. L a reazione di V oges-Proskauer è negativa.

Secondo i criteri di Sherm ann [49] e del Bergey’s M anual of D eterm ina
tive Bacteriology è ascrivibile alla specie Streptococcus lactis dalla quale diffe
risce perché in grado di svilupparsi a pH 9,6.

cp. G2

Cellule sferiche del diam etro di 0,4-0,6 fx, che appaiono isolate, a coppie, 
a quattro  e a gruppi. Gram -positivo. Immobile.
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Su agar si sviluppa con patina secca granulare, in brodo producendo 
pellicola superficiale e fine deposito. Le colonie su agar sono piccole, piatte, 
con m argini irregolari. Il pigmento è giallo arancio chiaro in T .H ., color 
crem a su N utrient Broth A gar Difco.

Produce acido da glucosio in aerobiosi; nessuna produzione in anaero
biosi. Il pH finale in terreno glucosato è 5,1. Non produce coagulasi e fosfa
tasi. L a reazione di Voges Proskauer è negativa. Produce acido in aerobiosi 
da: lattosio, arabinosio, maltosio, m annitolo, salicina, glicerina, xilosio. Non 
produce acido da cellobiosio e raffinosio. Non idrolizza Pesculina. Idrolizza 
l’amido e l’ippurato  di sodio. Presenta ottim o sviluppo, m a nessuna idrolisi, 
su burro, tribu tirrina  e Tween 20, 40, 60, 80. Coagula il latte. Fluidifica la 
gelatina. Chiarifica la caseina e l’emulsione d ’uovo. Produce N H 3 da argi- 
nina. Si sviluppa in presenza di NaCl al 6,5 %.

Aerobio. Cresce a io °C , m entre non si sviluppa a 45°C . Sopravvive 
a 6o°C  per 30/.

Non produce H2S e indolo. Riduce i n itrati a nitriti. Produce catalasi. 
Non esplica alcuna azione sul sangue.

Secondo la classificazione di B aird -P ark er [51] sem bra appartenere al 
sottogruppo V  del gruppo dei Micrococchi.

Attività dei microrganismi isolati sugli acidi colico, "j-chetodesossicolico 
e desossicolico. Di ciascuna specie isolata, 9 ceppi sono stati saggiati sui sali 
sodici degli acidi colico (0,05 %), 7-chetodessosicolico (0,05 %) e desossico
lico (0,01 %), come cellule in accrescimento e non proliferanti, in presenza 
ed in assenza di O2. I ceppi isolati non sono in grado di trasform are con 
accumulo di acido desossicolico né acido colico, né 7-chetodesossicolico. 
Gli stipiti riferibili a CL bifermentans, in anaerobiosi ed aerobiosi, ossidano 
il gruppo ossidrilico dell’acido colico con formazione di acido 7-chetodesossi- 
colico; peraltro, in alcuni casi, in anaerobiosi, oltre a questa sostanza si è 
osservata la presenza in tracce di un composto avente m obilità cromatografica 
dell acido desossicolico. I ceppi appartenenti alla sopraddetta specie, general
m ente riducono l’acido 7-chetodesossicolico in acido colico in assenza di O2. 
Nessun altro microrganismo isolato si è dim ostrato in grado di metabolizzare 
gli acidi colico, 7-chetodesossicolico e desossicolico.

R ia ssu n to  e  c o n c l u sio n i.

L ’a-deossidrilazione in C7, in vitro) dell’acido colico è stata  o ttenuta 
m ediante una coltura m ista selezionata proveniente da feci um ane e ridotta 
ad un num ero esiguo di specie microbiche. Questa coltura, che m antiene tale 
attiv ità nelle successive subcolture, risulta altam ente attiva poiché è in grado 
di trasform are com pletam ente l’acido colico accum ulando soltanto acido 
desossicolico in notevole quantità. È risultata inoltre capace di compiere 
anche la 7 ß-deossidrilazione dell’acido 7-epicolico e di produrre acido 
desossicolico anche da acido 7-chetodesossicolico.
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In  seguito agli isolamenti effettuati dalla coltura si sono ottenuti numerosi 
ceppi esclusivam ente ascrivibili a sei specie microbiche, due delle quali appar
tenenti al genere Clostridium , tre al genere Streptococcus, una al genere 
Micrococcus. In  base alle proprietà morfologiche, colturali e biochimiche, 
una specie è identificabile con Clostridium bifermentons, una avvicinabile 
a Clostridium indolis\ fra gli streptococchi alcuni stipiti sono riferibili alla 
specie Streptococcus lactis, altri a Streptococcus faecalis ed a Streptococcus sp. 
del gruppo N di Lancefield, che presenta tu ttav ia  caratteristiche atipiche 
rispetto alle specie appartenenti a questo gruppo; infine alcuni ceppi risultano 
ascrivibili ad una stessa specie facente parte del V  sottogruppo del gruppo 
dei Micrococchi.

Nella coltura non è risultato essere presente alcun m icrorganismo iden
tificabile con la form a microbica isolata da Gustafsson et al. [18] e riscontrata 
attiva dagli autori nella a-deossidrilazione in C7. dell’acido chenodesossicolico 
e delbacido colico; d ’altronde anche la nostra coltura m ista non si è dim o
strata  in grado di trasform are l’acido chenodesossicolico.

I num erosi isolamenti effettuati non hanno consentito in queste esperienze 
di ottenere m icrorganismi in grado di accum ulare singolarm ente acido desossi- 
colico da acido colico o da acido 7-chetodesossicolico. Peraltro, per ceppi 
ascrivibili alla specie Cl. bifermentans, sono state rilevate a volte tracce di 
un m etabolita dell’acido colico avente m obilità cromatografica dell’acido 
desossicolico. Questo sem bra riallacciarsi con quanto da noi riscontrato 
precedentem ente per la stessa specie microbica [27].

i D all’insieme dei risultati ottenuti, sia precedentem ente che in queste 
ricerche, si può supporre che più di una forma microbica partecipi all’accu
mulo di acido desossicolico da acido colico, in  vitro, nelle colture miste di 
microrganismi fecali. L ’accumulo di questo composto sarebbe condizionato 
da un  determ inato rapporto  fra le varie forme microbiche presenti. Questo 
rapporto che nella coltura in esame altam ente attiva implica la partecipazione 
di pochissime specie microbiche, in questo caso perm ette la com pleta trasfor
mazione dell’acido colico con la sola produzione di acido desossicolico in note
vole quantità.

Sem bra a noi che tale risultato ottenuto in vitro sia significativo quando 
si consideri che il processo di deossidrilazione dell’acido colico con accumulo 
di acido deossicolico, quale avviene nell’intestino dei m ammiferi, può essere 
la conseguenza della partecipazione di più forme microbiche, allorché si veri
fichino determ inate condizioni ambientali. Questo ci induce a proseguire le 
indagini nell’intento di chiarire anche il meccanismo della trasform azione 
sia utilizzando la coltura m ista selezionata che le singole forme microbiche 
da essa isolate.

Ringrazio l’aiutante di laboratorio del C.N.R. Filippo Bruno per l’attiva collaborazione 
prestata nell’esecuzione delle ricerche sperimentali.

44. — RENDICONTI 1969, Vol. XLVI, fase. 5.
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