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Nota VII: Rilievi sul comportamento della microflora ruminale * 

Questa indagine fa parte di un programma di ricerca svolto in colla­

borazione fra l'Istituto Zooprofilattico per la Sardegna e gli Istituti di 

Anatomia Normale Veterinaria, di Patologia Speciale e Clinica Medica 

Veterinaria, di Zootecnica e di Microbiologia Agraria dell'Università di 

Sassari. 

Il programma di ricerca si prefigge di studiare rutilizzazione di bio­

masse di lieviti coltivati su alcani (SCP) nella alimentazione di ovini. 

La sperimentazione è stata iniziata con la introduzione della SCP To­

prina della British Petroleum, fornita dal Ministero della Sanità, nelle mi­

scele di svezzamento degli agnelli. 

I risultati di questa prova sono stati in parte già stampati (LUCIFERO e 

MURA, 1975) ed in parte sono in via di pubblicazione. 

Successivamente sono state fatte una prova di tossicità cronica su 

pecore di razza sarda di media taglia, pluripare, che è durata 12 mesi, 

ed una prova di tossicità acuta su 12 ovini sempre di razza sarda, agnel­

loni di differente età, che è durata un mese. 

I risultati di queste prove vengono riferiti in note monografiche se­

parate per oggetto della ricerca in questo stesso convegno. 

La presente nota riguarda i rilievi fatti sulla microflora ruminale degli 

animali, sia nella prova di tossicità cronica, come in quella di tossicità acuta . 

.. Comunicazione presentata al 31° Convegno della Società Italiana delle Scienze 
Veterinarie - Camerino (Macerata). 7-1 I Settembre 1977. 
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MATERIALI E METODI 

A) TOSSICITÀ CRONICA. 

Il piano sperimentale comprendeva l'impiego di 24 pecore ripartite in 

quattro gruppi di 6, alimentate con miscele di concentrati la cui integra­

zione proteica era costituita rispettivamente da soja, toprina al 15%, toprina 

al 300/0 e toprina al 60%. 

I campioni di fluido ruminale sono stati prelevati da ciascun animale 

in tre diversi periodi: prima, ad un mese dall'inizio ed alla fine del trat­

tamento. 

Le prime due serie di prelievi sono state fatte estraendo il fluido ru­

minale con sonde esofagee; l'ultima è stata invece fatta prelevando diret­

tamente il fluido dal rumine aperto degli animali sacrificati. 

Dieci mI di contenuto ruminale omogeneizzato sono stati sospeSl In 

90 mI di soluzione fisioJogica sterile; a partire da questa sospensione a 
l/IO è stata quindi preparata una serie di diluizioni di IO in IO fino a IO-IO. 

La conta dei batteri è stata fatta con il metodo classico dei terreni di 

arricchimento; per assicurare del1e condizioni di sufficiente anaerobiosi del 

mezzo i terreni sono stati agarizzati debolmente (0,05%) e posti in pro­

vette in strato spesso (12 mI). 

Il substrato base era costituito dallo Yeast Nitrogen Base Difco a pH 

7,0 cui sono stati aggiunti glucosio per la conta del1a microflora totale, 

soluble starch Difco per la conta degli Am il oli ti ci , carta da filtro in strisce 

per la conta dei Cellulosolitici, e gelatina marca «Oro» al 300/00 per la 

conta dei Proteolitici; naturalmente quest'ultimo terreno non è stato aga­

rizzato. 

In tutti questi substrati non è stato utilizzato il liquido ruminale come 

costituente base, così come viene raccomandato da molti autori, per la 

comprensibile difficoltà che abbiamo riscontrato a reperirlo in quantità 

sufficiente al1a bisogna. 

Per i lieviti invece, che sono stati contati, isolati ed identificati, è stato 

impiegato un substrato in piastre, composto da glucosio, estratto di Bevito 

e peptone, a pH 4,0. 

Tutti i terreni di coltura sono stati inoculati con I mI di ciascuna di1uia 

zione dei campioni di fluido ruminate. 
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Le colture, dopo l'inoculo, sono state poste ad incubare a 39°C per 

un massimo di 30 gg. durante i quali sono stati fatti, ad intervalli rego­

lari, i conteggi, e, limitatamente ai Lievit!, gli isolamenti. 

Le letture dei risultati sono state fatte, oltre che con l'apprezzamento 

miero e macroscopico dello sviluppo microbieo, osservando il comporta­

mento del substrato al reattivo iodo-iodurato nel caso degli Amilolitici; la 

comparsa di tacch~ di erosione sulla carta nel caso dei Cellulosolitici e la 

liquefazione della gelatina nel caso dei Proteolitiei. 

Le colture di Lieviti isolate sono state identificate secondo LoDDER 

(1970). 

Inoltre, è stata saggiata rattività lipoHtica con i tests alla tributirrina 

(CARINI, 1969) e caseinoIitica esoenzimatica in agar-latte (CARINI, 1975) per 

un certo numero degli stipiti isolati. 

B) TOSSICITÀ ACUTA. 

La prova è stata eseguita su 12 ovini di circa 7-12 mesi di età (agnel­

loni), maschi, divisi in due gruppi omogenei composti ciascuno di 6 sog­

getti; un gruppo aveva ricevuto il 1000/0 delle proteine deI1a razione in soja 

(gruppo di controllo), l'altro in toprina, in quantità notevolmente superiore 

a quelle tecnicamente consigliabili. 

La durata della prova è stata di 30 gg. 

I campioni di fluido ruminate sono stati prelevati da ciascun animale 

prima dell'inizio e a fine trattamento. 

Le modalità di preleva mento dei campioni e di esecuzione delle conte 

microbiche sono le stesse già descritte per la prova di tossicità cronica. 

Anche in questo caso sono stati presi in considerazione la Microflora 

totale, gli Amilolitici, i Cellulosolitici, i Proteolitici ed i Lieviti, che però 

questa volta non sono stati isolati. 

RISULTATI E DISCUSSIONE 

A) TOSSICITÀ CRONICA. 

I) Conte microbiche: 

I risultati sono riportati ne]]a tabella n. I. 

Questi risultati appaiono di non faci1e interpretazi~ne; infatti nell'am­

bito di tutti i gruppi esistono variazioni in più o in meno fra gli animali 
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trattati ed i controlli, ma non pare possibile stabilire alcuna relazione fra 
tali variazioni e la dieta somministrata. 

Solo nel caso dei Lieviti sembrerebbe che la Toprina ai livelli 15 e 30% 

ne abbia esaltato la moltiplicazione, rispetto alla soja ed alla stessa bio~ 

massa al livello 60% , ad un mese dall'inizio del trattamento. Nella prima 
esperienza (LUCIFERO e MURA, 1975), era stato osservato un effetto analogo. 
Infatti l'alimentazione con toprina introdotta nella miscela di svezzamento 
degli agnel1i sembrava aver favorito l'anticipata messa in funzione dei pre~ 
stomaci. sia per la maggiore carica microbica totale rilevata nel liquido ru· 
minale, che faceva pensare ad uno stimolo della biomassa sulla microflora 
del rumine, sia per il maggior sviluppo dimensionale dei prestomaci degli 
animali del gruppo sperimentale rispetto a quelli di controllo. 

Al termine dell'esperienza però il numero dei lieviti è apparso molto 
ridotto in tutte le tesi. 

2) Identificazione dei Lieviti e tests collaterali: 

Questi risultati sono riportati nelle tab. 2 e .3. 

Dal contenuto ruminale di tutte le pecore esaminate sono state isolate 
complessivamente 194 colture pure che sono risultate appartenere a 18 

specie differenti, delle quali 14 asporigene e 4 ascosporigene (tab. 2): 

ASPORIGENE 

Candida boidinii Ramirez 

Candida sloollii van Uden et do Carmo Sousa 

Candida tropicalis (Caste]]ani) Berkhout 

Cryptococcus albidus (Saito) Skinner varo albidus 

Cryptococcus albidus (Saito) Skinner varo diflluens (Zach) Phaff-Fel1 nDV. varo 
CryptocDCCUS dimennae Fell-Phaff 

Cryptococcus kuetzingii FeH et Phaff 
Rhodotorula glutinis (Fr.) Harrison varo dairenensis Hasegawa et Banno 

Rhodotorula glutinis (Fres) Harrison varo glutinis 

Rhodotorula graminis di Menna 

Rhodotorula pallida Lodder 

Rhodotorula rubra (Demme) Lodder 

Torulopsis versatilis (Etchells-Bell) Lodder-Kreger-van Rij 

Trichosporon cutaneum (de Beurm. Gougerot-Vaucher) Ota 
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ASCOSPORIGENE 

Debaryomyces hansenii (Zopf) Lodder et Kreger - van Rij 
Debaryomices phafli Capriotti 
Debaryomyces tamarii Ohara et Nonomura 
Saccharomyces valer v. d. Walt 

t ormai noto che i Lieviti sono presenti abitualmente nell'apparato di­
gerente dei mammiferi, ivi compreso il primo stomaco dei ruminanti. 

Fra gH autori che si sono occupati di questo argomento possiamo ricorM 

dare Klein e Muller (1941), van der Westhuisen, Oxford & Quin (1950), 
Rolle e Kolb (1955), Parle (1957), van Uden & Carmo Sousa (1957) (1962a) 
(I96zb), van Uden, Carmo Sousa & Farinha (1958), Soneda (1959), Clarke 
(1960), Clarke & Di Menna (1961), Krogh (1961), Batista, De Vasconcelos, 
Fischman & Staib (1961), Munch-Petersen (1963), Saez (1963), Mehnert 
(1965), Smith (1965), Segretain & Emami (1968), Saez & Rinjard (1973) 

e Lund (1974). 

Gli scopi principaH delle ricerche di questi autori erano quelli di veri­
ficare la presenza dei Lieviti nel tratto alimentare (e perciò anche nelle feci) 
degli animali in osservazione, oppure di stabilire eventuali rapporti fra il 
tipo di alimentazione ed il tipo di Lieviti presenti, oppure ancora, ricercare 
possibili relazioni fra i Lieviti isolati ed alcune malattie degli animali. 

I risultati della nostra indagine, che pure è stata impostata con finalità 
diverse e su animali alimentati in maniera affatto particolare, se confron· 
tati con quelli ottenuti dalla maggior parte degli autori citati non consen­
tono di evidenziare particolari differenze, sia per quanto riguarda il nu­
mero, sia per quanto riguarda le specie di Lieviti identificate. 

Si può forse constatare una più accentuata diffusione del genere Deba­
ryomyces nei rumini da noi esaminati, tuttavia si deve anche dire che il 
genere Debaryomyces, e particolarmente il Deb. hansenii, è molto diffuso 
nel latte di pecora e di capra in Sardegna (FATICHENTI e FARRIS~ 1973) (FA­

TICHENTI, FARRIS e DEIANA, 1977) (DEIANA, FATlcHENTI e FARRIS, 1977). 
La presenza dei Debaryomyces nel rumine potrebbe quindi riflettere 

una costante dell'habitat dell'Isola. 
Il tipo di proteina introdotta nella dieta non consente neppure di os· 

servare una modificazione del quadro delle specie isolate nei diversi gruppi 
in osservazione, 
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Nella tab. 3 sono riportati i risultati dei tests di caseinolisi e lipolisi. 

Tutti gli stipiti saggiati sono risultati lipolitici e molti di essi anche 
caseinolitici. Riguardo ai ceppi negativi, è inoltre bene osservare che gli 
stessi potrebbero rivelarsi ugualmente capaci di idrolizzare la caseina, se 
sottoposti al test con esoenzimi (CARINI, 1975). 

Per questi risultati riteniamo che si possa conferire ai lieviti una certa 
importanza nei processi digestivi degli animali e giustificarne la presenza 
nel rumine, presenza che non sarebbe perciò meramente occasionale. 

A titolo di informazione, poiché ciò non riguarda direttamente questo 
lavoro, aggiungiamo che nell'Istituto di Microbiologia Agraria è in corso 
lo screening di tutti gli stipiti isolati allo scopo di individuare eventuali 
lieviti utilizzabili per produrre SCP da lattosio, xilosio, amido, polpe di 
frutta e di agrumi e su altri substrati convenzionali. 

B) TOSSICITÀ ACUTA. 

I) Conte microbiche: 

I risultati sono riportati nella tabella 4. 

Anche i risultati di questa conta, così come nella prova di tossicità ero .. 
nica, sono poco facilmente interpretabili. Pure qui, infatti le variazioni in 
più o in meno fra gli animali del gruppo sperimentale e quelli del gruppo 
di controllo non sembrano ricollegabili alla diversa dieta somministrata; 
anche in questo caSal> inoltre, i Lieviti contati al termine dell'esperienza sono 
risultati in numero minore a quelli contati prima del trattamento in entrambe 

le tesi. 

CONCLUSIONI 

La differente dieta somministrata ai gruppi sperimentali di ovini e a 
quelli di controllo non sembra aver influenzato quantitativamente la Micro~ 
flora totale, gli AmiloHtici, i Cellulosolitici ed j Proteolitici t sia nella prova 

di tossicità cronica come in quella di tossicità acuta. Il numero dei Lieviti 

è diminuito al termine di entrambe Je prove su tutti j gruppi in osservazione. 

Il tipo di proteina somministrato, nella prova di tossicità cronica, non 

sembra aver influito neppure sulle specie di lieviti che usualmente albergano 

nel rumine degli animali. 
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Tab. 3 - Risultati dei tests di caseinolisi e lipolisi. 

Stipite Caseinolisi Lipolisi 

75- 1 Candida tropicalis - ++ 
75-2 Candida tropicalis - ++ 
64-4 Cryptococcus albidus var. albidus ++ ++ 
64-5 Cryptococcus albidus varo albidus + ++ 

9- 1 Chyptococcus dimennae + ++ 
61-6 Rhodotorula glut,nis varo dairenensi + ++ 
61-7 Rhodotorula glutinis var, dairenensi + ++ 
10-8 Rhodotorula glutinis varo glutinis + ++ 
10-9 )} » » » + ++ 
IO-IO » » » » ++ ++ 
IO-II » » » » + ++ 
10-12 » )J n 1) + ++ 
61-3 Rhodotorula graminis + ++ 
61-4 Rhodotorula graminis - ++ 
74- 1 Rhodotorula pallida - ++ 
74-2 » » - ++ 
74-3 » )} + ++ 
74-5 » )) + ++ 
93-1 » » + ++ 
10-1 4 Rhodotorula rubra ++ ++ 
75-3 Trichospo,on cutaneum ++ ++ 
75-4 Trichosporon cutaneutn ++ ++ 
49- 1 Debaryomyces hansenii - ++ 
49-2 » » - ++ 
49-3 » » - ++ 
49-4 » » - ++ 
58-1 }) » ++ ++ 
63-2 » }) - ++ 
63-3 » » - ++ 
65-2 » » - ++ 
65-4 » » - ++ 
68-1 » » ++ ++ 
78-2 )) » + ++ 
78-5 » » - ++ 
90-2 » )} ++ ++ 
94-7 » » + ++ 

100-2 » l) ++ ++ 
100-3 » » ++ ++ 
100-4 )} )) + ++ 

10-5 Debaryomyces Phaffi + ++ 
61-1 Debaryomyces tamarii - ++ 
61-2 Debaryomyces tamarii - ++ 
10-2 Saccharomyces valer ++ ++ 
10-3 Saccharomyces valer ++ ++ 

Zona di chiarificazione delragar latte e deU'agar tributirrina a 3go C. a pH 4,0. 
- + + + : valutazione dell' ampiezza della zona di chiarificazione dopo 20 
giorni (caseinolisi) e 2 giorni (lipolisi). 



Tab. 4 - Tossicità acuta - n. dì germi/ml di fluido rumina/e. 

Campione 

12 

12 

C'd 24 
~ 

55 

56 

61 

17 

25 

P-. 
58 

~ 67 

70 

75 

Leggenda: A 
B 

Microflora Amilolitici CelI ulosolitici totale 

A I B A I B A 
I 

B 

lO· IO" 103 

103 103 102 

10e IO' IO" IO" 103 103 

IO" IO'" 102 

105 IO' IO" lo' IO 103 

IOs 103 IO'" 103 IO 102 

IO'" IO" 103 IO" 102 103 

103 IO" 10~ 

10s la' 10'2 

106 103 105 lO" IO 102 

IO'" IO" IO" 10:1 lO 104 

103 IO" 103 

Prima del trattamento. 
Al termine del trattamento. 

Proteolitici 

A I B 

105 

105 

10.5 1011 

10~ 

105 IOS 

IO" 10S 

10S IOS 

105 

105 

IOS 106 

105 105 

IO'" 
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Lieviti 

A 

I 
B 

100 

100 

3°0 60 

50 

200 100 

100 50 

5°0 lO 

100 

50 

100 1000 

800 100 

80 
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RIASSUNTO 

Nel corso di prove di tossicità cronica e di tossicità acuta condotte su 
ovini di razza sarda, alimentati con una biomassa proteica ottenuta su 
alcani, sono stati fatti dei rilievi sul comportamento della microflora rumi­
nale degli animali in esperimento. 

La differente dieta somministrata ai gruppi sperimentali di ovini e a 
quelli di controllo non sembra aver influenzato quantitativamente la Micro­
flora totale, gli Amilolitici, i Cellulosolitici ed i Proteolitici, sia nella prova 
di tossicità cronica sia in quella di tossicità acuta. 

Durante la prova di tossicità cronica sono state isolate ed identificate 
194 colture pure di lieviti che sono risultate appartenere alle seguenti specie: 
Candida boidinii, Candida slool/ii, Candida tropicalis, Cryptococcus albidus 
varo albidus, Cryptococcus albidus varo diffluens, Cryptococcus dimennae, 
Cryptococcus kuetzingii, Rhodotorula glutinis varo dairenensis, Rhodotorula 
glutinis varo glutinis, Rhodotorula graminis, Rhodotorula pallida, Rhodoto­
rula rubra, Torulopsis versatiUs, Trichosporon cutaneum, Debaryomyces 
hansenii, Debaryomyces phafli, Debaryomyces tamar;;, Saccharomyces valer. 

Le specie di lieviti isolate non sono molto diverse da quelle ritrovate 
da altri AA. in ricerche similari, condotte però su animali alimentati in 
maniera differente. Si può tuttavia osservare una notevole diffusione del 
genere Debaryomyces ed una spiccata attività lipolitica e caseinolitica della 
maggioranza degli stipiti isolati. 

L'introduzione della dieta alimentare della SCP aUe cancetrazioni del 
15 e 4o°A, sembra aver favorito inizialmente la moltiplicazione dei Lieviti 
nel fluido ruminale. Tuttavia il loro numero è diminuito al termine di en­
trambe le prove in tutti i gruppi in osservazione. 

Il tipo di proteina somministrato, non sembra aver influito neppure 
sul quadro delle specie di lieviti che usualmente vivono nel rumine degli 
animali. 

b attualmente in corso lo screening degli stipiti isolati per la produ~ 
zione di biomasse da glucosio, lattosio, xilosio, amido, polpe di agrumi e 
di frutta ed altri substrati convenzionali. 

SUMMARY 

During chronic and acute toxicity trials on ovines, fed with an alkane­
grown SCP, observations were also made on the behaviour of the ruminaI 
microflora. 

The different diet suppHed to both experimental and controi groups of 
animals, did not seem to have affected the total count and the total numbers 
of Starch digesters, Cellulose digesters and Proteolytic bacteria. 
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During the chronic toxicity test, 194 strains of yeast were identified 
belonging to the foIlowing species: 
Candida boidinii, Candida sloollli, Candida tropicalis, Cryptococcus albidus 
varo albidus, Cryptococcus albidus varo di/fluens, Cryplococcus dimennae, 
Cryptococcus kuetzingii, Rhodotorula glutinis varo dairenensis, Rltodotorula 
glutinis varo glutinis, Rhodotorula graminis, Rhodotorula paIIida, Rhodotorula 
rubra, Torulopsis versatilis, Trichosporon cutaneum, Debaryomyces hansenii, 
Debaryomyces phaffi, Debaryomyces tamarii, Sacc11aromyces vafer. 

The yeast species that were isolated were not so different from those 
discovered by other authors in similar researches, carried cut, however, in 
animals fed different1y. A marked diffusion of the genus Debaryomyces was 
to be observed, together with a notable lipolytic and caseinolytic activity in 
most of the strains isolated. 

At first the introduction of SCP in the diet at concentrations of 15% 
and 40% seemed to favour the multiplication of the yeasts in the rumen 
fluid, but their numbers diminished towards the end of both test in a11 
groups under observation. 

The type of protein given, does not seem to have affected even the 
species of yeasts that are usually lodged in the animals rumeno 

Screening of the isolated strains is now in course for the SCP production 
on glucose, lactose, xy]ose, starch, fruH and citrus pulps, and other conven .. 
tional substrata. 
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