.“""‘“*Q" Impiego dell’elettroforesi capillare per la caratterizzazione di
W ‘microrganismi: ’analisi di ceppi di Saccharomyces cerevisiae

\mru

CapeceP, Rosaria Vaccaro?, Rosanna Ciriello?, Antonio CE__WM iet 2 Patrizia RomanoP
nto di Chimica, Universita degli Studi della Basilicata, via dell’Ateneo Lucage
|
( )
ecnologie Agro-forestali, Universita degli Studi della Basili 00 Potenza

( .
INTRODUZIONE R AR RRE
imi mlcr ganlsml quali lieviti e batteri, sono amplamen{e utilizzati nel campo dellz

e qe 1 stﬂ a, ma ad oggi le tecniche di routine utilizzate in microbiologia per |la

rizzazione, entificazione e antificazione di specie mlcfdblche sono per lo pi
tk costose e richiedono tempi di analisi relativamente lunghi. L elettroforesi capi. are,
) appare alquanto promettent alisi microbiologiche in quanto conseln'tk d1 ;
separare, in mo rapldo e con elevata e iic enza, non solo moiedqlg 1a anche particelle
colloidali e cpﬂﬁx [1-4]. | RREHA

o
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CONDIZIONI SPERIMENT
Le cellule di Sacchar es cerevisiae sono dotate di una parete esterna, i cui costituenti
principali sonaiSiycy em ano, B e 010 Assoclate varie proteine, ¢ 1n piccole no stati impiegati un ceppo di lapi'tat 8. cerevisiae denominato TYPE 2 (Sigma Aldrich) e un

quantita chitina, lipidi e fosfohlbldl -
La ionizzazione dei gruppi carbossil: i gruppi amminici delle mannoproteine, in particolari
condizioni ambientali, e la presenza ppi fosfato nella parete cellulare, conferiscono una
carica netta superficiale alle ce [2] che con: impiego dell’elettroforesi capillare come
metodologia separativa in campo microbiologico.

ppo selvaggio della stessa specie, deno LBI3, isolato da uve aglianico della zona del Vulture-

elfese (Basilicata). Il lievito & stat n un terreno liquido YPD (1% estratto di lievito, 2%

ptone, 2% glucosio) e incubato in os 26° C.

me tampone di corsa ¢ stato utilizzato il buffer T 4.5 mM, acido borico 4.5 mM, EDTA 0.1

, diluito 1:8 [4]) a pH 8.4, la cui viscosita ¢ stata modificata aggiungendo il polimero polietilene
’ 0,

sido (PE(? 0.0125%) [6]. g MO g O

umentazione MW 600000

analisi elettroforetiche sono state eseguite con lo strumento Capillary

ectrophoresis System della BECKMAN COULTER, gestito dal software 32 Karat, e

no state condotte in un capillare di silice fusa con un diametro interno di 100 pm,

a lunghezza totale di 31,5 cm e una lunghezza effettiva di 21 cm.

stato impiegato un rivelatore spettrofotometrico a serie di diodi (DIODE ARRAY

pl S.cerevisiae
5.2-6.4 5]

“““ . DETECTOR) P/ACE MDQ, per la rivelazione on-line del campione alla lunghezza
...... Ponda di 214 nm.

@ T T IM :H_:Z Z A Z ﬂ:@ N E d @]ﬂ@ ....... 1l campione & introdotto nel capillare per iniezione idrodinamica.

CONDIZIONI ELETTROFORETICHE di SEPARA . :' P "';ijA MA -

Per poter separare in modo accurato Saccharomyces cerevisiae mediante elettroforesi capillare, ¢ stato neces

“““ Dagli studi effettuati su diversi ceppi di S.cerevisiae, ¢ emersa un’interessante e
T ket innovativa applicazione dell’elettroforesi capillare. Oltre a rappresentare una valida alternativa

state condotte una serie di analisi variando la viscosita del buffer di corsa mediante Paggiunta di PEO. Modific ndo la : tradizionali tecniche per Pidentificazione dei microrganismi, questa particolare metodica
pressione applicata al capillare e il tempo di applicazione di tale pressione, €& stato ossibile modulare, invece, il volume d : : lettroforetica consente anche di monitorare Pandamento della crescita di una popolazmne
campione introdotto nel capillare per valutare il vol ! ona to. Infine sono state eseguite corse  microbica. Infatti i profili elettroforetic ttenutl con campioni analizzati a vari tempi di
elettroforetiche a diversi voltaggi, sia costanti sia variabili nel temj igliorare la riso! e della separazione. crescita, cambiano notevolmente con rescita della popolazione cellulare in esame.
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e elettroforesi capillare sono le seguenti: . e . . , .
" | P o Le altezzéide’ goforetici yatia a cellulare “invecchia”. Questo fenomeno si
2 " | Riin puo spiegare s¢€ i erta eterogeneita cellulare: cellule vive, cellule
h | PRSI 0 - buffer di corsa: TBE morte, gemme, i sa indicare in quale fase della crescita

microbica si ti D in graﬁco le altezze dei picchi

i ﬁﬁ‘iidel tempo di cre . 1€ 11 U to sim la curva di crescita ideale.
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pitentil copeceppi diversi di S.[eefenisiag ¢ S “fhtcressante notare che i due picchi
 presenza di due o plu picchi elettroforetici che eluiscono tra 1 min e 1.5min; fa * - = = T T elettroforetici, caratteristici del profilo di S.
caso in cui & stato aggiunto il PEO al tampone di corsa in quanto il polimero, | ST— cerevisiae, seguono un  andamento
o il buffer piu viscoso, causa un rallentamento dei tempi di migrazione (intorno ai 5 min il ki )7 macsmpnameeo: [ | completamente opposto man mano che la
i 1 s |- Bl e indeh o | coltura cellulare invecchia; in particolare il
primo plCCO) di o di eluizione intorno al minuto potrebbe essere caratteristico per i £ mesbite peeriin | primo  tende  ad aumentare mentre il
lieviti appartenenn aIl Saccharomyces. La presenza di due o piu picchi elettroforetici, £ © Lo ¢ oweno | secondo  diminuisce. Questo potrebbe
bb A L csit del . . §wf figdanee i meodo | dipendere dal fatto che la composizione
invece, potre e ¢ ta alla complessita del campione in esame. J o direwa con s Bareie cellulare cambia con Peca dell:
5 o f - della parete cellulare cambia con Peta della
LR cellula [71 e quindi anche il
o s = % o i comportamento elettroforetico delle cellule

[ i R I — i A tempo di crescita (g9) stesse viene modificato.
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! Per ciascun campione esaminato, sono state acquisite delle immagini al microscopio ottico e, tramite un | L
i particolare software, ¢ stato possibile misurare le dimensioni delle cellule visualizzate nelle immagini :

acquisite. Per ciascun campione esaminato sono stati realizzati gli istogrammi relativi alla distribuzione \

i delle dimensioni cellulari, che sono stati poi interpolati con curve gaussiane. E sorprendente notare la
1 risultati fino ad ora ottenuti hanno dimostrato la validita dell’elettroforesi capillare per la separazione e

. significativa somiglianza tra i profili elettroforetici e i grafici della distribuzione dimensionale delle |
| cellule; la ricorrente presenza di piu picchi elettroforetici nei grafici potrebbe quindi essere spiegata
proprio sulla base dell’eterogeneita dimensionale della popolazione cellulare analizzata.

i 47 caratterizzazione di microrganismi, in particolare lieviti, e la sua utilita come mezzo di ricerca e
. 1499 99 | valutazione di alcuni parametri importanti, quali la dinamica di crescita della popolazione cellulare oggetto
i ———==————— o H di studio. La tecnica ¢ risultata essere semplice, rapida ed efficace nel separare cellule di ceppi differenti di
G . oo | Saccharonyces cerevisiae: bastano pochi minuti per ottenere i profili elettroforetici caratteristici dei
i : 1 Qllll?;lldo . nel campu:‘ne le o] H saccharomycet, il campione non deve subire particolari preua}ttamt?ngi, se non un ciclo di lavaggio con il
. : cellule st aggregano a tormare ol | tampone di corsa per eliminare eve_ntua}l tracce di mte_rferentl, e cio nduce_ not_evolmetg icosti e i tempi
|2 o cluster di varie dimensioni, si 2 [ we . s B di analisi. Poter monitorare la crescita di un microrganismo & un’opportunita di grande interesse per una
< oo ottiene un elettroferogramma T e 0 | serie di motivi. Innanzitutto ¢ possibile conoscere le caratteristiche adattative di un particolare
i 0 caratterizzato da piu picchi o0 : microrganismo, ossia la sua capacité di crescere su particolari terreni (selettivi, complessi, etc), e valutarne
. S S p poco risolti. gg: | di conseguenza le potenzialita in particolari condizioni ambientali. In secondo luogo, conoscere in modo
I Z"' imersioe celue im) . : accurato in quale fase della crescita si trova una popolazione cellulare, consente di operare nelle migliori
B P MNP a e L] T T G T e T T e | condizipfii possibili di analisi, riducendo tempi e costi e incrementando le rese e quindi i profitti.
I Minutes Minutes : La ricgfca in questo campo potrebbe consentire, in futuro, di utilizzare ’elettroforesi capﬂlare per —
-------------------------------------------------------------------------------------------------- 4 rintraccifre e qua.nnﬁcare anche altre specie microbiche in matrici biologiche o per costruire veri e propri
odelli di crescita di differenti microrganismi da mettere a disposizione per gruppi di ricerca
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