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Microcalorimetria - metoda
noua de caracterizare
bacteriana

Abstract Rezumat
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e Microcalorimetry — a new method
. AlexandruT. for bacterial characterisation
Steriade', Alexandru The microcalorimetry is a method used for recording of the
A.Muntean"?, heat produced by a thermodinamic system in a scale of micro-
Octavian Balint’, nanojouls. One of the domains in which this method is used s
Roxana Micut' the one called bacterial microcalorimetry, which studies the
B heat generated by the bacterial populations. The process of
Vlad T. Popa?, bacterial growth can be monitored in real time by the recording
Mirceal. Popa', agraph of the generated power over time. The modern
Miron A. Bogda n' isothermal microcalorimeters allow the detection of a signal
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variation of only one microwatt. The estimated generated
power of a bacteriais approximately 1-4 pW, thus only a
small number of bacteria is necessary for the experiments.
Recent studies in the field of bacterial microcalorimetry
have demonstrated that, in standard conditions, this
method can be reproductible and can be usedto detect

Microcalorimetria este o metodd de inregistrare a caldurii
degajate de un sistem termodinamic cu ordine de marime
de mdsura micro-nanojoulilor. Unul din domeniile de
utilizare este cel numit microcalorimetrie bacteriand,

ce studiazd cdldura degajatd de populatii bacteriene.
Procesul de crestere a unei culturi bacteriene poate fi
monitorizat in timp real prin inregistrarea sub forma unui
grafic a evolutiei puterii dezvoltate (W) in functie de timp.
Microcalorimetrele izoterme moderne permit detectia
unei variatiuni a semnalului de ordinul unui uW. Puterea
dezvoltatd de o bacterie este estimatd la 1-4 pW, fiind deci
necesar un numdr mic de bacterii pentru experimente.
Studiile recente in domeniul microcalorimetriei bacteriene
au demonstrat ca, in conditii standardizate, aceasta
metodd poate fi reproductibild si poate fi folosita pentru
detectie si caracterizare bacteriand (studiul curbei
microcalorimetrice particulare a unei specii bacteriene
numit si,,amprenta microcalorimetrica®) si oferd
posibilitatea obtinerii unor informatii noi in ceea ce
priveste metabolismul bacterian. De asemenea, aceastd
metodd poate aduce intr-un timp scurt informatii despre
interactiunea populatiei bacteriene cu diferiti factori din
mediu (de exemplu, substante cu efect antibiotic, in acest
caz obtindndu-se o antibiogramd in aproximativ 4-5 ore).
In concluzie, putem spune ca microcalorimetria este o
metodd reproductibila, ce ofera o perspectiva interesanta
de caracterizare bacteriand, cu un mare potential
stiintific si cd existd multe dovezi ce argumenteazd
continuarea cercetdrilor in acest domeniu.
Cuvinte-cheie: populatie bacteriana,

cultura bacteriand, microcalorimetrie

D mmyfmf?m and characterize bacterial growth (through the study of the
n m"mm& microcalorimetric growth curve particular to a bacterial
Marius Nasta”, Bucuresti species which is called a microcalorimetric fingerprint)
Asistent mﬂmﬂz and offers the posibility of obtaining new information in
Carol namf' Bucuresti regards to bacterial metabolism. Also, microcalorimetry can
e-mail: @ offer information about bacterial interaction with different
gmeil.com factors in the medium (for example, antibiotic substances,
in which case an antibiogram is obtained in 4-5 hours).
In conclusion, we can say that microcalorimetry is
areproducible method, which offers an interesting
perspective on bacterial characterization, with
great scientific potential, and there are sufficient
arguments to continue studies in this field.
Keywords: bacterial population, bacterial
culture, microcalorimetry
Introducere

Microcalorimetria este o metoda de inregistrare a
cdldurii degajate de un sistem termodinamic cu ordine
de marime de masura micro-nanojoulilor (pJ, nJ). Cu
ajutorul microcalorimetriei se poate studia comporta-
mentul termic al unor populatii bacteriene, studiind
culturi pe mediu lichid (asa-numita microcalorimetrie
bacteriana). Acest lucru este posibil deoarece bacteriile,
datoritd metabolismului lor activ ce cuprinde reactii bio-
chimice exoterme, degaja cilduri. Se estimeaza ca pute-
rea dezvoltata de o bacterie este de aproximativ 1-3
picowatts (pW)?, fiind necesar ca proba sa contina doar
10%-10° bacterii pe mL pentru detectia semnalului. Desi
s-au facut studii de microcalorimetrie bacteriana inca
din anii '70, aceastd metodi a parcurs o noud etapa de
cercetare, revenind recent in atentia comunitatii
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stiintifice pentru potentialul de utilizare in diverse
domenii (biologie, stiintele mediului, medicini), dar si
pentru cd este una din cele mai sensibile metode de
detectie bacteriana. Procesul de crestere a unei populatii
bacteriene poate fi monitorizat in timp real prin inregis-
trarea sub forma unui grafic a evolutiei puterii dezvolta-
te (W) in functie de timp. Microcalorimetrele izoterme
moderne permit detectia unei variatiuni a semnalului de
ordinul unui pW. O lucrare recenta a estimat o valoare
mai mare a puterii dezvoltate de o bacterie la 1-4 pW,
fiind deci necesar un numar chiar mai mic de bacterii, si
anume 6,25x10%-2,5x10* pe mL>.

Tehnologie si principii fizice
Tehnica microcalorimetrici are la bazi efectul termoe-
lectric (Seebeck) descoperit in anul 1821 de fizicianul ger-
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Figura 1. Schemd reprezentdnd efectul Seebeck. Incélzind jonctiunea B (Th>Tc), la bornele T1-T2 apare o diferentd de potential
electric (V0), numitd tensiune Seebeck. a, x sunt coeficienti specifici celor doud metale folosite in montaj

Inocul
Bacterian

HeatFlow(mW)

Furnace Temperature (°C)

0
|
|
|
|
hﬂt
I e I S S o e M e s
AR AR RERE AR R R R R R N N R
Time (h)

|

Figura 2. A. Schemd a functiondrii microcalorimetrului
diferential. B. Balanta de cdldurd: la nivelul Referintei, toatd
cdldura provine dintr-o sursd externd (bucla de termostatare
a microcalorimetrului), in timp ce in celula-probd, o parte din
cdldurd este degajatd de populatia bacteriand. C. Sectiune
prin blocul microcalorimetric

man Thomas Johann Seebeck. Acest efect presupune
dezvoltarea unei diferente de potential electric la capetele
unor fire metalice care sunt unite, iar jonctiunea acestora
este incalzita la o anumita temperatura (acest montaj mai
este denumit si termocuplu). Acest principiu se afla si la
baza functionarii termometrelor cu termocuplu (figura 1).

Pentru a creste sensibilitatea siacuratetea, au fost
construite microcalorimetre diferentiale cu doua
canale, unde fluxul de caldura din celula-proba este
comparat cu cel din celula-referintd, care in mod ideal
are aceeasi capacitate si conductie termica ca si proba
(figura 2). Diferenta de potential rezultatd in urma
fluxului de cildura intre probi si referintd poate fi
inregistrata sub forma unui semnal electric si repre-
zentat grafic sub forma dependentei fluxului de cal-
durd (mW) in functie de timp (figura 3).
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Figura 3. Inregistrare a semnalului microcalorimetric sub
forma graficului dependentei fluxului de céldurd (HeatFlow -
mW)in functie de timp (h) si temperatura sursei externe (°C)

Stadiul actual al cercetarilor in domeniu
In ultimii ani s-au efectuat numeroase cercetiri in
domeniul microcalorimetriei bacteriene in incercarea de a
folosi aceasta metoda pentru studiul comportamentului
termic microbian si pentru a utiliza acest comportament
atatin practica de laborator, cat siin practica clinica. Multe
dintre cercetari s-au concentrat asupra posibilitatii de iden-
tificare bacteriana si asupra obtinerii unui spectru de sus-
ceptibilitate la substante antibiotice pe baza
comportamentului microcalorimetric (aspectului si para-
metrilor graficului inregistrarii fluxului de calduri in
functie de timp). S-a observat ca diferite specii bacteriene
au in anumite conditii experimentale comportament termic
diferit, motiv pentru care aspectul particular al curbei de
crestere microcalorimetrica a populatiei bacteriene studi-
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ate a fost numit gi ,amprenta microcalorimetrica®
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Figura 4.A. Test de reproductibilitate a metodei folosind
aceleasi conditii experimentale. Probele de culturi pe mediu
lichid (TSB) de Staphylococcus Epidermidis preparate din inocul
de aceeasi concentratie (transmitanta T600 ~ 90%) au fost
tinute initial la temperaturd scdzutd (1-2°C). Problemele de
reproductibilitate apar datoritd schimbdrii regimului calorime-
tric iso — non-iso — isoterm. Curbele microcalorimetrice pot fi
prelucrate cu ajutorul unui software special ce permite corectia
semnalului pe cele doud axe, rezultdnd superpozitia curbelor

Motivul concentrarii acestor cercetdri asupra aces-
tor subiecte se datoreaza, probabil, faptului ca
infectiile bacteriene reprezinta o problema majora de
sanitate publica®. Dintre infectii, cele respiratorii se
afla printre primele locuri ca incidenta si prevalenta
si complica bolile respiratorii cronice, acestea fiind a
treia cauza de mortalitate la nivel mondial dupi boli-
le cardiovasculare, diabet si cancer®.

Infectiile comunitare cu bacterii multirezistente,
dar mai ales infectiile nozocomiale cu germeni
rezistenti au o mortalitate mare in primele zile de
spitalizare®®. Rata mare a mortalitatii este favorizata
de folosirea necorespunzatoare a antibioterapiei si de
durata relativ lungi pani la obtinerea unei antibiogra-
me (24-48 de ore). De aici nevoia de a gisi noi metode
cat mai rapide de caracterizare bacteriani (identifica-
re si spectru de susceptibilitate antibiotici).

Studii recente au dovedit ca este posibila obtinerea
unei antibiograme rapide si complete in 4-5 ore cu
ajutorul microcalorimetriei”®%10,

Pentru acest lucru, este nevoie de un microcalorime-
tru multicanal (actualmente cu pinila 48 de canale ce
ruleaza in paralel, fiind posibila inregistrarea simulta-
ni a 48 de experimente pe 48 de celule-probi ce contin
48 de concentratii diferite din diverse antibiotice).

Rezultatele unor cercetari privind interactiunea bacte-
riana cu diferiti compusi biologici sau chimici au intarit si
maimult argumentele asupra utilizarii acestei metode!*'?*3
in obtinerea spectrului de susceptibilitate bacterian.

Au fost efectuate si cateva studii ce au apreciat reproduc-
tibilitatea si variabilitatea metodei, evidentiindu-se repro-
ductibilitatea metodei in aceleasi conditii experimentale
standardizate', variatiunea semnalului microcalorimetric
in functie de concentratia bacteriani a populatiei din celula-
proba si de temperatura de lucru (figura 4)*%, dar si studii
ce au evidentiat superioritatea acestei metode in aprecierea
in dinamica a dimensiunii populatiei bacteriene, ce nu poate
fi realizata prin metode clasice de numarare's.
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Figura 4.B. Test de variabilitate in functie de
concentratia populatiei bacteriene, efectuat pe dilutii
seriate, 1/10, 1/100, 1/1000, de probe cu transmitanta
T600 ~ 95% incubate la o temperaturd de 37 °C.
Semnalele generate de populatiile bacteriene cu
dilutii crescatoare evidentiazd scaderea amplitudinii
semnalului si un timp de latentd mai lung pénd la
detectia acestuia

In ceea ce priveste identificarea si caracterizarea
bacteriana, metoda microcalorimetrica ar putea fi mai
rapida decit metodele clasice microbiologice sau
bateriile moderne Analytical Profile Index (API -
Biomereux) care pot da rezultate in cateva zile. In
principiu, profilele metabolice diferite ale speciilor
bacteriene ar trebui si genereze aspecte diferite ale
curbelor microcalorimetrice. Analiza tiparelor de
crestere termica bacteriana in timp real a evidentiat
diferente semnificative intre specii in mai putin de 8
ore, facand astfel plauzibila posibilitatea discrimina-
rii intre specii bacteriene intr-un timp scurt'.

Pentru o caracterizare mai obiectiva a curbelor
microcalorimetrice de crestere bacteriani si pentru o
apreciere mai clard a diferentelor de crestere dintre
specii, echipa de biocalorimetrie de la Institutul de
Chimie-Fizica ,Ilie Murgulescu” Bucuresti a propus o
serie de parametri-cheie ai curbei de crestere termica
(figura 5 A) ce s-au dovedit a fi utili in diferentierea
in maximum 6 ore intre o tulpini de E. Coli si una de
S. Aureus (figura 5 B). De asemenea, s-a dovedit ca
utilizdnd microcalorimetria se pot face studii asupra
metabolismului microbian, contribuind la intregirea
cunostintelor despre populatiile bacteriene'®.

Concluzie

In concluzie, putem spune ca microcalorimetria este
o metoda reproductibila, cu un mare potential stiintific,
si cd existd multe dovezi stiintifice ce argumenteaza
continuarea cercetarilor in acest domeniu pentru folosi-
rea microcalorimetriei in studiul populatiilor bacteriene,
putind aduce informatii rapide in ceea ce priveste iden-
tificarea bacteriana, profilul metabolic sau spectrul de
rezistenta/ susceptibilitate la antibiotice.

In incheiere, este de mentionat ci rolul incd neex-
plorat al microcalorimetriei poate aduce informatii
interesante referitoare la profilul vietii bacteriene in
conditii extreme (extremofile)'*?°. W
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Figura 5.A. Parametrii propusi pentru caracterizarea obiecti-
vd a cresterii termice a populatiilor bacteriene.

Figura 5.B. ,Amprentele microcalorimetrice” cu diferente
semnificative a doud tulpini bacteriene din specii diferite: E.Coli
si S. Aureus
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