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La tecnologia del MicroArray fenotipico

INTRODUZIONE

Il fenotipo ¢ I'insieme dei caratteri che I'individuo manifesta: dipende dal suo
genotipo, dalle interazioni fra geni e anche da fattori esterni. Lo studio dei
caratteri fenotipici dei microrganismi viene tradizionalmente effettuato tra-
mite esperimenti allestiti @4 hoc, che hanno lo scopo di valutare la capacita
del microrganismo di crescere in differenti condizioni e di rispondere a para-
metri ambientali. Il maggiore limite associato a questi approcci ¢ la loro bassa
“processivitd”. Oggi grazie a un’evoluzione del sistema di identificazione mi-
crobica Biolog-ID, prodotto dall’azienda Biolog, ¢ disponibile una tecnologia
innovativa definita MicroArray fenotipico che offre la straordinaria possibilita
di ottenere una rapida e ampia caratterizzazione fenotipica dei microrganismi
permettendo di saggiare contemporaneamente fino a 2000 caratteri fenotipici
quali I'utilizzazione di fonti di carbonio/energia, di fonti di azoto, di zolfo
e di fosforo; la tolleranza al pH e agli osmoliti, la sensibilita a innumerevoli
sostanze chimiche. Il MicroArray fenotipico fornisce quindi una descrizione
fenotipica estremamente dettagliata delle caratteristiche funzionali di un mi-
crorganismo.

La tecnologia del MicroArray fenotipico, come I'approccio Biolog-1D, si
basa sull'impiego di micropiastre a 96 pozzetti ciascuno dei quali rappresenta
un saggio fenotipico. Lesito del saggio viene valutato mediante lo sviluppo del
colore dovuto al viraggio di un indicare di potenziale redox, il violetto di tetra-
zolio; cellule metabolicamente attive creano le condizioni affinché il violetto
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Fig. 1 Riduzione del violetto di tetrazolio. Il catabolismo di una fonte di carbonio volto alla
produzione di NADH genera un flusso di elettroni che riducendo il violetto di tetrazolio (VT),
determina lo sviluppo del colore viola. La velocitir con cui si sviluppa il colore é direttamente
correlata al metabolismo. Molte cellule riducono il catabolismo delle fonti di carbonio se non
hanno sufficiente disponibilita di azoto (N), fosforo (P) e zolfo (S), consentendo di misurare il
Sflusso del catabolismo delle fonti si azoto, fosforo e zolfo. Inoltre composti chimici che interferi-
scono con il metabolismo possono ridurre il flusso elettronico e quindi lo sviluppo di colore (da
Bochner 2009, modificata)

di tetrazolio venga trasformato da una forma ossidata incolore in una forma
ridotta di colore violetto (fig. 1).

Le micropiastre, una volta inoculate con una sospensione cellulare stan-
dardizzata, vengono incubate all'interno di un apparato denominato Omni-
log che ha la duplice funzione di incubatore e di lettore di piastre. Lo stru-
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Fig. 2 Fasi sperimentali della tecnologia del MicroArray fenotipico. A partire dallisolato batte-
rico (0 pin in generale microbico) cresciuto in piastra, viene preparata una sospensione cellulare
standardizzata da inoculare nei pozzetti delle micropiastre Biolog. Le micropiastre inoculate
vengono incubate nell apparato Omnilog che registra lo sviluppo del colore ogni 15 minuti
tramite una fotocamera, il software associato trasforma i dati dello sviluppo del colore in
curve cinetiche. Il software consente inoltre di paragonare le curve cinetiche ottenute da due
esperimenti indipendenti. In alternativa i dati relativi alle cinetiche possono essere analizzati
mediante software bioinformatici

mento acquisisce ogni 15 minuti 'immagine delle micropiastre e un software
traduce i dati di intensita di colore ottenuti per ciascun pozzetto in curve
cinetiche. Il software associato allo strumento Omnilog fornisce per ciascuna
curva cinetica prodotta alcuni importanti parametri, come I'altezza media e
I'area della curva, e permette di paragonare tra loro curve cinetiche ottenute
in esperimenti diversi. Ad esempio volendo valutare I'effetto della tempera-
tura sul fenotipo di un dato ceppo possono essere paragonate le curve cineti-
che di due esperimenti condotti a temperatura diversa, o altrimenti volendo
confrontare i fenotipi di due ceppi microbici si pud procedere al confronto
delle curve cinetiche ottenute per ciascun ceppo. In figura 2 ¢ riportato uno
schema delle fasi sperimentali della tecnologia del MicroArray fenotipico.
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MICROPIASTRE PM SAGGIO FENOTIPICO NUMERO DEI SAGGI
PMO01-PM02 Utilizzazione di fonti di carbonio 190

PMO03 Utilizzazione di fonti di azoto 95

PMO04 Utilizzazione di fonti di fosforo e zolfo 59 (fosforo), 35 (zolfo)
PMO05-PM08 Utilizzazione di peptidi come fonte di azoto 285

PM09 Sensibilita agli osmoliti 96

PM10 Sensibilita al pH 96

PM11-PM20 Sensibilitd a composti tossici 960

Tab. 1 Saggi fenotipici delle micropiastre del MicroArray fenotipico attualmente commercia-
lizzate per lo studio di batteri

Le micropiastre per ottenere il MicroArray tenotipico batterico sono ri-
portate in tabella 1. Una dettagliata descrizione dei composti contenuti nelle
piastre del MicroArray fenotipico puo essere ottenuta dal sito web dell’azienda
Biolog alla pagina http://www.biolog.com/pmMicrobialCells.html.

I VANTAGGI DI MISURARE LA RESPIRAZIONE INVECE DELLA CRESCITA

La tecnologia del MicroArray fenotipico, come precedentemente descritto,
usa un marcatore di potenziale redox per misurare la respirazione. Perché ¢
stato scelto di misurare la respirazione invece della crescita? Ci sono almeno
tre ragioni (Bochner 2009): la misurazione della respirazione ¢ un metodo
pil sensibile rispetto alla crescita per misurare un fenotipo; la misurazione
della respirazione consente la valutazione di pill fenotipi, includendo anche
quelli che non portano a crescita (ad esempio E. coli possiede una via per la
utilizzazione del formiato, tramite una deidrogenasi, che pud essere messa
in evidenza mediante la misurazione della respirazione ma non attraverso la
valutazione della crescita); tramite la misurazione della respirazione possono
essere messi in evidenza fenotipi di cellule che non possono essere coltivate in
axenicita (ad esempio ceppi appartenenti a Coxiella burnetii sono stati carat-
terizzati dopo recupero da cellule ospiti di mammifero rotte meccanicamente
(Bochner et al., 2008).

Le principali limitazioni nell'impiego della tecnologia del MicroArray fe-
notipico sono legate allo studio di microrganismi che sono poco attivi o che
crescono molto lentamente o che hanno esigenze colturali estreme. Tempi
d’incubazione lunghi, specialmente in presenza di alte temperature, portano
all’essiccamento dei pozzetti con cambiamento di concentrazione dei reagenti
nei pozzetti e alterazione delle condizioni iniziali. Inoltre ad alte temperature
il marcatore di potenziale redox puo virare per cause abiotiche e a temperatu-
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re superiori agli 80 °C la plastica delle piastre si puo alterare. Elevate concen-
trazioni di sali nel mezzo, necessarie per la crescita di microrganismi alofili,
possono interferire con la risposta del marcatore di potenziale redox portando
a precipitazione dei reagenti. Anche alti o bassi valori di pH interferiscono
con i saggi: nel primo caso si puo avere la riduzione abiotica del marcatore
di potenziale redox mentre nel secondo si pud avere l'inibizione o anche il
completo blocco della riduzione del marcatore di potenziale redox.

PERCHE DETERMINARE IL FENOTIPO IN MODO GLOBALE?

La tecnologia del MicroArray fenotipico, al pari delle tecnologie del DNA
microarray e della proteomica che consentono di saggiare il livello di espres-
sione di migliaia di geni o proteine, ¢ I'unica tecnologia ad alta processivita
che permette di misurare quantitativamente migliaia di fenotipi cellulari tucti
in una volta. Se I'analisi molecolare (genomica e proteomica) consente di
speculare sulle funzioni di geni e proteine senza alcuna garanzia che i cambia-
menti siano davvero significativi per la cellula, la tecnologia del MicroArray
fenotipico, tecnologia complementare alle precedenti, fornisce informazioni
a livello cellulare (fig. 3). Quindi al pari delle altre tecnologie “omiche” la ca-
ratterizzazione dei microrganismi tramite il MicroArray fenotipico puo essere
definita fenomica.

La fenomica ¢ stata applicata con successo a differenti campi della ricerca:
dallo studio della funzione dei geni a studi di patogenicita e di epidemiologia,
dallo studio della diversita biologica e della tassonomia dei batteri allo svi-
luppo di processi bioindustriali e in “system biology”. Recentemente ¢ stata
proposta per applicazioni di tipo ecologico.

Applicazioni nello studio della funzione dei geni

Lapproccio classico per studiare la funzione di un gene ¢ quello di inattivarlo
per poi verificare I'effetto di tale inattivazione sul fenotipo del microrgani-
smo. Attraverso la comparazione delle cinetiche ottenute mediante la tecno-
logia del MicroArray fenotipico ¢ possibile evidenziare differenze del mutante
verso il ceppo selvaggio (fig. 4). Sono stati pubblicati numerosi esempi che
documentano il successo dell’'uso della tecnologia del MicroArray fenotipico
per valutare leffetto di una mutazione sul fenotipo di un microrganismo.
Molti dei geni indagati hanno funzioni regolatorie (Pruess et al., 2003; Ka-
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Fig. 3 La tecnologia dei DNA MicroArray e quella della proteomica, coaudivvate dalla cre-
scente quantiti di informazioni ottenute dall attivita di sequenziamento dei genomi, hanno
permesso di approfondire le conoscenze sui meccanismi genetici coinvolti in molti processi cellu-
lari in procarioti ed eucarioti. Queste tecnologie si basano sull'analisi globale di macromolecole
Jondamentali per la cellula quali DNA, RNA e proteine. Tuttavia in questo flusso di informa-
zioni manca il passaggio finale che é la manifestazione fenotipica di variazioni evidenziate a
livello genomico o proteomico. Vi é quindi la necessita di completare le informazioni ottenuse
dall'analisi molecolare con informazioni di tipo cellulare come quelle ottenute mediante l'ap-

plicazione della tecnologia del MicroArray fenotipico

patral et al., 2004; Shakarji et al., 2006; Jones et al., 2007; Li & Lu, 2007;
Mascher et al., 2007; Bailey et al., 2008; Perkins & Nicholson, 2008; Zhang
& Rainey, 2008,) o sono legati alla sintesi di enzimi (Koo et al., 2004; Van
Dyk et al., 2004; Biswas & Biswas, 2005; Lee et al., 2005, 2007; von Eiff
et al., 2006; Chen et al., 2007; Bailey et al., 2008). In alcuni casi tramite la
tecnologia del MicroArray fenotipico ¢ stato possibile attribuire un ruolo a
geni a funzione sconosciuta (Chouikha et al., 2006; Erol et al., 2006; Loh et
al., 2006; Viti et al., 2009).

Applicazioni nello studio della parogeniciti e della epidemiologia

Lo studio del fenotipo dei microrganismi patogeni riveste un’importanza
cruciale nella comprensione della loro epidemiologia perché molto spesso
a fronte di una similaritd genetica molto elevata corrispondono differenze
importanti di patogenicita. Un esempio ¢ quello relativo agli studi condotti



LA TECNOLOGIA DEL MICROARRAY FENOTIPICO 10§

Ceppo selvaggio Ceppo mutante

il

Comparazione del fenotipo del ceppo selvaggio vs mutante

Fig. 4 Profili fenomici di due ceppi (batterici ceppo selvaggio vs mutante). Ogni riquadro
corrisponde a un saggio fenotipico. I colori nero e grigio indicano rispettivamente le curve
cinetiche del ceppo selvaggio e del mutante I/ colore bianco indica sovrapposizione delle curve
cinetiche dei due ceppi

su due ceppi di Salmonella enterica serovar Enteriditis aventi un’identita
genomica del 99,99 % ma peculiari proprietd patogenetiche: la tecnologia
del MicroArray fenotipico ha mostrato, a fronte di mancanza di differenze
rilevabili mediante metodi di tipizzazione genetica, differenze nei profili
fenotipici che hanno fornito informazioni essenziali per individuare le basi
genetiche di alcuni fattori di patogenicitd (Guard Buoldin et al., 2004; Mo-
rale et al., 2005 e 2006). Oltre agli studi condotti su ceppi appartenenti al
genere Salmonella molti altri gruppi di batteri patogeni sono stati analizzati
mediante la tecnologia del MicroArray fenotipico tra i quali E. coli, Pseu-
domonas aeruginosa e P syringae, Enterobacter (adesso Cronobacter) sakaza-
kii, Yersinia pestis, Vibrio cholerae, Campylobacter jejuni, Helicobacter pylori,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Mycobacterium sp., Coxiella
burnetii, e Legionella pneumophila (Bochner et al., 2008; Viti et al., 2008;
Bochner 2009).
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Applicazioni nello studio della diversita e della tassonomia

La tecnologia del MicroArray fenotipico ha dato un importante contributo al
miglioramento delle condizioni di coltivabilitd di microrganismi recalcitranti
alla crescita in laboratorio o che crescono lentamente. Tale tecnologia, infatti,
permettendo di valutare l'attivita di un microrganismo in 1920 condizioni
differenti di crescita (ogni test pud essere considerato una coltura di arric-
chimento differente), consente di individuare le condizioni migliori per la
crescita di un microrganismo. La ditta Biolog, che commercializza il sistema
del MicroArray fenotipico, ha sviluppato protocolli per 'analisi di piti di 1000
specie batteriche. Lenorme quantita di dati fenotipici resi disponibili dalla
messa a punto dei protocolli sono stati utilizzati a fini tassonomici per lo
sviluppo del sistema di identificazione batterico universale per batteri Gram-
positivi e Gram-negativi chiamato GEN III Micro-Plate. Il sistema consiste
di 94 saggi selezionati sulla base delle risposte ottenute per tutti i gruppi
batterici valutati sui 1920 saggi delle piastre del MicroArray fenotipico che
sono risultati i pitt informativi ai fini tassonomici (Franco-Buff et al., 2008).

Applicazioni per il miglioramento di processi biotecnologici

Lapproccio del MicroArray fenotipico, grazie all’elevata processivita che lo
contraddistingue, puo fornire le informazioni necessarie per evidenziare le
potenzialita di un microrganismo da applicare in processi biotecnologici. Per
esempio il MicroArray fenotipico ¢ stato utilizzato per migliorare la produzio-
ne di cellulasi, N-acetylglucosaminidasi, e chitinasi tramite funghi (Druzhi-
nina et al., 2006; Seidl et al., 2006; Nagy et al., 2007) e proposto per la
selezione di batteri da impiegare in processi di biorisanamento di ambienti
contaminati (Viti et al., 2007).

Applicazione nella system biology

Lo sviluppo di sistemi ad alta processivita per I'analisi dei fenomeni biologici
ha permesso I'affermarsi di una nuova branca della biologia: la system biology.
La system biology & una disciplina biologica che studia gli organismi viventi
in quanto sistemi, in una ottica olistica anziché riduzionistica, unendo le co-
noscenze acquisibili tramite I'applicazione di approcci genomici, proteomici,
trascrittomici e recentemente fenomici. Negli ultimi anni sono stati pubbli-
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Fig. 5 Numero di pubblicazioni rilevate per gli anni 1995-2010 sulla banca dati Scopus
impostando nella stringa di ricerca la parola “CLPP”

cati diversi lavori nei quali i dati attenuti tramite 'approccio del MicroArray
fenotipico sono stati utilizzati per valutare e migliorare i modelli elaborati per
descrivere i sistemi biologici (Covert et al., 2004; Feist et al., 2007; Jones et
al., 2007; Mols et al., 2007; Oh et al., 2007; Oberhardt et al., 2008).

Applicazione in studi di ecologia microbica

Un ampio ventaglio di tecnologie molecolari e non molecolari ¢ stato utiliz-
zato per lo studio dell'ecologia microbica, e 'approccio Community Level
Physiological Profiling (CLPP), sistema che si basa sullo stesso principio del
MicroArray fenotipico, ¢ divenuto una delle pitt popolari tecniche non mo-
lecolari per la caratterizzazione e la rilevazione di alterazioni nelle comunita
batteriche eterotrofe.

Il continuo incremento dell’'uso della tecnologia CLPP per studi di tipo
ambientale ed ecologico (fig. 5) ¢ dato dalla possibilita di determinare in
modo veloce ed efficiente l'utilizzo, da parte della comunitd microbica del
suolo, di fonti carbonio diverse (Garland, 1996a; Garland, 1996b; Insam
et al., 1996; Hitzl et al., 1997; Glimm et al., 1997; Verschuere et al., 1997;
Engelen et al., 1998; Konopka et al., 1998; Weber e Legge 2011).

La tecnica si basa sull'inoculazione, con sospensioni cellulari estratte dai suoli,
di piastre a 96 pozzetti contenenti fonti di carbonio diverse e sulla successiva va-
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Fig. 6 Rappresentazione schematica delle fasi per lottenimento Community Level Physiologi-
cal Profiling (CLPP)

lutazione, attraverso il controllo dello sviluppo del colore viola dovuto al viraggio
dell'indicatore redox (fig. 6), dell’utilizzazione delle fonti di carbonio da parte dei
microrganismi inoculati. Sebbene non sia chiaro come I'approccio CLPP possa
essere utilizzato per ottenere informazioni sulla biodiversita e sulla funzionalita
della microflora del suolo, questo approccio ¢ considerato come uno dei piti validi
per stabilire se differenti campioni di suolo contengano comunita microbiche con
profili metabolici uguali o distinti (Konopka et al., 1998).

Recentemente l'applicazione della tecnologia del MicroArray fenotipico ¢ stata
ipotizzata anche per lo studio dell’ecologia microbica (Salles et al., 2010). Fino
ad oggi, per l'ottenimento dei CLPP sono state impiegate piastre che contengo-
no un limitato numero di saggi fenotipici (da un minimo di 32 a un massimo
di 95) basati esclusivamente sull’utilizzazione di fonti di carbonio. Pertanto la
possibilitd di aumentare in modo significativo i saggi fenotipici applicabili alla
caratterizzazione delle comunita microbiche (oltre alle fonti di carbonio, include
fonti di azoto, fonti di fosforo, fonti di zolfo, risposta a stress osmotici e di pH,
sensibilita a centinaia di antibiotici, antimetaboliti, metalli pesanti etc.), procu-
rerebbe un quadro molto pil informativo sulle caratteristiche funzionali della
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comunita microbiche rispetto alle tradizionali piastre fino ad oggi impiegate. Per
raggiungere tale obiettivo uno sforzo importante dovra essere fatto per stabilire le
condizioni ottimali per I'applicazione della tecnologia del MicroArray fenotipico
alla caratterizzazione delle comunita microbiche al fine di poter ottenere risultati
riproducibili e poter sviluppare software statistici evoluti, cosi come ¢ stato fatto
per le analisi di tipo molecolare, che consentano I'analisi dell'enorme quantita di
dati prodotti dalla tecnologia del MicroArray fenotipico. Inoltre, la possibilita di
correlare i dati ottenuti dall’analisi fenomica con quelli ottenuti tramite approcci
genomici e proteomici, consentira la caratterizzazione di comunita microbiche
complesse, come quelle del suolo, in un’ottica polifasica, cosi come oggi si rende
necessario data la consapevolezza che ogni approccio utilizzato per studi di ecolo-
gia microbica presenta pregi e limiti.
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RIASSUNTO

La tecnologia del MicroArray fenotipico consente di ottenere un ampio quadro sulle
capacitd metaboliche di una cellula fornendo informazioni su circa 2000 caratteri fe-
notipici (permette di saggiare caratteri fenotipici legati al catabolismo e alla biosintesi
di composti del carbonio, dell’azoto, del fosforo e dello zolfo; alla presenza di osmoliti;
agli effetti degli ioni e di un vasto spettro di composti chimici quali antibiotici, antime-
taboliti, inibitori della respirazione e metalli pesanti; all'influenza del pH sulla crescita).
I dati conseguibili tramite la tecnologia del MicroArray fenotipo, dando informazioni a
livello cellulare, integrano e completano quelle ottenute tramite analisi di tipo genomico
e/o proteomico. Sebbene questo approccio sia stato utilizzato per studiare microrganismi
isolati, oggi ¢’¢ una reale possibilita di applicarlo allo studio delle comunitd microbiche
dei suoli. Gli usi di questa tecnologia per la caratterizzazione fenotipica globale dei mi-
crorganismi nei campi della microbiologia di base e applicata sono descritti e discussi.

ABSTRACT

Phenotype MicroArray technology gives a comprehensive scan of the physiology of the
cell, testing about 2000 phenotypic characters (the main catabolic pathways in cells for
carbon, nitrogen, phosphorus and sulphur, as well as biosynthetic pathways; osmotic and
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ions effects on the cell; pH growth range and pH regulation; the sensitivity of the cell
to a wide range of chemicals, including antibiotics, antimetabolities, toxic metals). The
phenomic data obtained by Phenotype MicroArray technology is a very useful form of
information that complements the current information obtained from biochemical and
molecular analysis. Although this approach has been used to study isolated microorgani-
sms, today there is a real possibility of using the technology of Phenotype MicroArray to
the study of soil communities. The uses of this global phenotyping technology in basic
and applied microbiology research are described.
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